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带鱼酶解蛋白亚铁螯合物对泥鳅免疫特性的影响

林慧敏，  袁    宁，  李颖杰，  邓尚贵*，  
张    宾，  霍健聪

(浙江海洋大学食品与医药学院，浙江 舟山    316000)

摘要：为探究带鱼酶解蛋白亚铁螯合肽对泥鳅免疫特性的影响及其在泥鳅体内的代谢分
布情况，通过在泥鳅饲料中添加不同比例带鱼酶解蛋白亚铁螯合肽，喂养40 d，检测泥
鳅消化酶活性、血清和肝脏生理生化指标，运用活体成像技术检测FITC标记的带鱼酶解
亚铁螯合肽在泥鳅体内的分布。结果显示，亚铁螯合肽添加量为2 g/kg时，脂肪酶活性
极显著高于对照组；添加量为1 g/kg时，淀粉酶和胃蛋白酶活性显著高于正常对照组；
各实验组胰蛋白酶活性相比于对照组无显著性差异。血清指标中超氧化物歧化酶和溶菌
酶在添加量为2 g/kg时，活性显著高于正常对照组；相对与正常对照组，过氧化氢酶在
添加量为1 g/kg表现为显著性差异，2 g/kg的添加量表现为极显著性差异；丙二醛在添加
量为2 g/kg显著低于正常对照组。活体成像技术发现FITC标记的带鱼酶解蛋白亚铁螯合
肽会较长时间滞留在泥鳅体内，荧光强度主要集中在泥鳅身体上部，推测带鱼酶解蛋白
亚铁螯合肽被泥鳅吸收后主要分布在肝脏、胆囊等器官内。研究表明，饲料中添加1~2
g/kg的带鱼酶解蛋白亚铁螯合肽能提高养殖泥鳅的消化道酶活性，增强泥鳅的非特异性
免疫。
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铁元素是鱼类生长的必需微量元素，在鱼

类的骨胳生长、神经发育、免疫增强等方面非

常重要 [1]。在自然条件下，鱼类可从天然食物中

获得铁，也能通过鳃和肠黏膜吸收水溶性的

铁，不会发生铁缺乏症 [2]，但在商业化的精养体

系中，饲料几乎是鱼类唯一的铁源，若其中含

铁不足或者铁的利用受到不利影响，则可能导

致鱼类的铁缺乏症，使其生长减慢，抗病能力

下降 [3]。许多研究表明，在饲料中添加适量的铁

元素可改善养殖鱼类的免疫指标，如饲料中补

充适量的铁可明显加快美国红鱼(Sciaenops ocel-
latus)[4]、幼建鲤(Cyprinus carpio var. jian)[5]的生长

及增强血清免疫指标的活性，促进消化酶的分

泌，增强营养物质的吸收效率。但饲料中游离

的矿物铁离子会受到饲料中的成分、机体消化

道环境等的影响，降低铁的吸收率。而近年来

研究发现，氨基酸或蛋白水解肽与可溶性矿物

微量元素以共价键结合形成的络合物不仅可以

改善动物的生长性能，提高免疫力与抗应激能

力，同时也可以减少微量元素的过量添加，相

应减少畜禽排泄物中的排泄量，缓解环境压力
[6]。本团队研究了复合酶解带鱼(Trichiurus leptur-
us)蛋白制备亚铁螯合多肽的工艺，并采用超滤

法制备高抗菌抗氧化活性带鱼蛋白亚铁螯合肽

(Fe2+-HPH)；又研究了带鱼蛋白酶解物不同分子

量的肽段与Fe2+螯合产物的红外光谱及对贫血模

型大鼠的抗贫血及抗疲劳机制，发现带鱼酶解

蛋白亚铁螯合肽可改善大鼠贫血症状，同时具

有调节大鼠肠道微生物菌群等功效[7-8]。Zhang等[9]

和王晓玲等[10]研究发现在饲养中添加适量的蛋白
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水解肽 -Fe2+配合物会提高克氏原螯虾 (Procam-
barus clarkii)的生长性能及非特异性免疫酶活性。

泥鳅(Misgurnus anguillicaudatus)是重要的淡

水经济鱼类之一，且已成为新一代市场潜力

大、发展前景广阔的水产品，在国内外消费市

场的需求量不断增加[11]，提高饲养过程中泥鳅的

免疫力将会推动泥鳅加工、养殖、育苗等产业

不断完善发展。

本实验以泥鳅为研究对象，在泥鳅饲料中

添加不同量的带鱼蛋白亚铁螯合肽，探究其对

泥鳅消化道酶及非特异性免疫相关指标的影

响，同时研究带鱼蛋白亚铁螯合肽在泥鳅体内

的代谢情况，为制备泥鳅饲料微量元素添加剂

提供依据。

1    材料与方法

1.1    实验材料与试剂

泥鳅[个体质量(15±2.0) g、体长(13±2.0) cm)]，
购自舟山南珍菜市场；泥鳅饲料，舟山西蜀水

族人家；肝素钠，上海生物工程有限公司；异

硫氰酸荧光素(FITC)，Sigma公司；0.5 ku分子量

透析袋，美国雷布斯；淀粉酶等试剂盒，南京

建成生物工程研究所。

1.2    实验设备

A-1502分光光度计，上海谱元；Freezone
4.5plus冷冻干燥机，美国Labconco；UPT-11-
60L超纯水机，上海优普；HWS-12电热水浴锅，

上海齐欣；CF-16RN高速冷冻离心机，日本日

立；MDF-U53V型超低温冰箱，日本SANYO。

1.3    实验方法

饲料制作        带鱼酶解蛋白亚铁螯合肽的制

备方法参考文献[7，12]。制备的亚铁螯合肽为

灰白色粉末，分子量为1~3 ku，亚铁离子螯合率

为80.46%。泥鳅饲料成分与含量见表1，将其粉

碎后加入亚铁螯合肽，于中草药粉碎机中混

匀，加入适量的水，放入小型饲料颗粒机中，

制作成小型颗粒的下沉饲料，然后放入25 °C烘

箱中烘干。制得饲料中亚铁螯合肽的含量分别

为0、0.5、1、2和4 g/kg。
实验泥鳅的养殖管理        购买实验泥鳅前用

高锰酸钾溶液对塑料水箱(60 cm×44 cm×36 cm)进
行消毒杀菌，泥鳅购买后用1.5%氯化钠溶液消毒

10 min后，于塑料水箱中自然水温驯养10 d。驯

养结束后，挑选健康、体表无损伤的泥鳅，分

成5组，每组3个平行，共30只，放养于消毒的塑

料水箱中，每天8:30和16:30投料，投料量为体质

量的1%~2 %，剩余量及时吸出，水温25~30 °C，

每天换水量为1/3左右，饲养40 d。实验结束前一

天停止喂食。

样品采集        用含有适量肝素钠抗凝血剂的

注射器对泥鳅进行静脉取血，4 °C冰箱内静置2 h
后，于4 °C下3 500 r/min离心15 min，收集上层血

清，–20 °C保存，以备测血清中超氧化物歧化酶

(  superoxide dismutase，SOD)、过氧化氢酶

(catalase, CAT )、丙二醛(malondialdehyde, MDA )
和溶菌酶活性。再将泥鳅解剖取肝胰脏和肠

道，样品分置于不同的离心管中，在–80 °C冰箱

中保存，以备测消化酶(脂肪酶、淀粉酶、胃蛋

白酶和胰蛋白酶及肝脏的SOD、CAT、MDA)活
性。测消化酶活性之前先解冻样品，称重后按

质量体积比加入4倍生理盐水，用玻璃匀浆器进

行匀浆，3 500 r/min离心30 min后取上清液用于

消化酶活性测定。

胃肠道消化酶指标测定        脂肪酶、淀粉

酶、胃蛋白酶和胰蛋白酶检测方法参考文献[13]。
非特异性免疫功能指标测定         检测试剂

盒均购自南京建成生物工程研究所。溶菌酶活

性采用自身对照法(μg/mL)测定 [14]，MDA含量采

用硫代巴比妥酸比色法(TBA法)(nmol/mg prot)测
定 [ 1 0 ]，SOD活性采用黄嘌呤氧化酶法测定 [ 4 ]，

CAT活性采用紫外比色法测定[15]。

表 1    泥鳅饲料组分及含量

Tab. 1    Composition and content of
M. anguillicaudatus feed

饲料组分

feed ingredient
含量/%
content

粗蛋白　crude protein 42.0

灰分　ash 16.0

粗纤维　crude fiber 6.0

钙　calcium 1.0~4.0

总磷　total phosphorus 1.0~2.5

食盐　salt 3.0

赖氨酸　lysine 1.8

粗脂肪　crude fat 3.0

水分　moisture 12.0
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FITC标记亚铁螯合肽         FITC标记亚铁螯

合肽参考Jullian[16]及张弛等[17]，稍作改动：称取1~5 ku
亚铁螯合肽粉500.0 mg与FITC 10.0 mg加入50.0 mL
浓度为0.2 mol/L、pH值为9.0的碳酸盐缓冲液中

(浓度比为50∶1)，置于磁力搅拌器上，室温黑

暗条件下充分搅拌溶解，之后移入4 °C冰箱，16 h
后将其装入分子截留量为0.5 ku的透析袋中进行

常温去离子水透析48 h，前10 h每1 h换1次去离

子水，直至无荧光透出。冷冻干燥，得到的粉

状物于–20 °C保存。

亚铁螯合肽荧光标记物在泥鳅体内的分布

亚铁螯合肽荧光标记粉用去离子水配置，浓

度为5 mg/mL，以灌胃的方式注入泥鳅体内200 μL，
采样时间分别为0、0.5、1、2、4和8 h，泥鳅活

体直接取出，放在超低温冰箱中速冻致死，检

测前除去泥鳅表面水分，放入IVIS Kinetic动物活

体成像系统的记录暗箱中，激发波长和发射波长分

别设定为485和520 nm，每个时间点2~3个重复。

数据分析        实验结果以mean±SD表示，通

过SPSS 17.0软件以单因素方差分析法对比多组

数据间的平均差异，P>0.05表示无显著性差异，

P<0.05表示差异显著，P<0.01表示差异极显著。

2    结果

2.1    饲料中亚铁螯合肽的添加对泥鳅胃肠道

消化酶活性的影响

泥鳅消化酶活性的强弱在其生长发育中发

挥至关重要的作用，但同时易受饲料中营养成

分的影响。亚铁螯合肽的添加量为1和4 g/kg时，

脂肪酶活性组显著高于正常对照组 (P<0.05)，
添加量为2 g/kg则极显著高于正常对照组(P<0.01)；
淀粉酶活性组中，添加量为1 g/kg组显著高于正

常对照组(P<0.05)；胃蛋白酶活性组中，添加量

为2 g/kg组显著高于正常对照组(P<0.05)；各实验

组在胰蛋白酶活性中相比于正常对照组无显著

性差异(P>0.05)(表2)。

2.2    饲料中亚铁螯合肽的添加对泥鳅免疫特

性的影响

血清中SOD活性在添加量为2 g/kg时，显著

高于对照组(P<0.05)；CAT在添加量为1 g/kg时，

显著高于对照组(P<0.05)，添加量为2 g/kg时为极

显著性差异 (P<0.01)；溶菌酶在添加量为1和2
g /kg时分别极显著高于 (P<0 .01 )和显著高于

(P<0.05)对照组；MDA在添加量为2 g/kg时显著

低于对照组(P<0.05)(表3)。
肝脏中SOD活性在添加量为2 g/kg时，显著

高于对照组(P<0.05)； 相比正常对照组，CAT在

添加量为1和4 g/kg时显著高于对照组(P<0.05)，4 g/kg
时为极显著性差异(P<0.01)；  MDA在添加量为

1、2和4 g/kg时均显著低于对照组(P<0.05)(表4)。

2.3    亚铁螯合肽在泥鳅体内代谢分布

动物活体成像技术利用生物发光与荧光可

动态观察标记物在活体动物体内的发展进程，

不仅能客观地提供实验相应数据，确切地展示

分子生物特性，同时还因操作简便、灵敏度高

等优点，在生物、医学研究、药物治疗等相关

领域广泛应用 [18-19]。本实验将FITC标记亚铁螯合

肽注入泥鳅体内，探究其在机体内的代谢分

布。标记物在刚注入体内时充满整个消化道，

但随着时间的推移，发现大部分标记物会被肠

道逐渐排除，而残留在体内的标记物主要集中

在泥鳅身体的中上部，且荧光极强，8 h后，泥

表 2    泥鳅胃肠道消化酶活性

Tab. 2    Digestive enzyme activities in the digestive tract of M. anguillicaudatus

饲料中亚铁螯合肽含量/(g/kg)
content of ferrous chelating peptide in feed

脂肪酶/(U/g prot)
lipase

淀粉酶/(U/mg prot)
amylase

胃蛋白酶/(U/mg prot)
pepsin

胰蛋白酶/(U/mg prot)
trypsin

0 53.34+6.40 2.18+0.14 2.72+1.01 1 574.11+60.55

0.5 61.20+5.13 2.20+0.23 3.63+0.37 1 583.33+70.93

1 67.56+5.62* 3.08+0.34* 3.81+0.29* 1 561.56+37.82

2 88.97+6.27** 2.56+0.15 4.40+0.69** 1 769.33+1.05

4 67.75+8.57* 2.34+0.15 3.47+0.20 1 576.22+28.39

注：“*”和“**”分别为与正常对照组相比具有显著性(P<0.05)和极显著性(P<0.01)差异，下同

Notes: “*” meant the significance compared with the control group (P<0.05)，“**” meant extreme significance compared with the control group
(P<0.01), the same below

970 水    产    学    报 42 卷

 

http://www.scxuebao.cn

http://www.scxuebao.cn


鳅体内仍有荧光存在，说明亚铁螯合肽被泥鳅

消化道吸收且在体内滞留时间较长，而泥鳅身

体上部荧光的富集，恰为心、肝脏、胆囊等器官

所处部位，说明亚铁螯合肽在泥鳅消化道吸收后，

主要分布在肝脏、胆囊处(图1)。这些器官是否含

有亚铁螯合肽以及含量的多少，还需进一步探究。

3    讨论

饲料中添加铁与抗菌肽均会影响消化酶活

性[20]，相关研究报道指出，饲料中添加铁对幼建

鲤胰蛋白酶、脂肪酶等消化酶活性有明显的增

强作用，并通过分析饲料效率与肝胰脏重量和

肝胰脏蛋白含量的相关性，证实肠道消化酶活

性的提高可能是铁促进幼建鲤肝胰脏的生长，

进而增加肝胰脏消化酶原的分泌引起的 [5]。白建

勇等[20]在分析添加抗菌肽可明显提高消化道酶活

性的现象时推测：抗菌肽可以抑制肠道有害菌

的生长繁殖，增强肠黏膜免疫力和完整性，间

接影响胰腺消化酶合成及分泌量的增加，进而

增强营养吸收能力。该实验饲料中添加1~2 g/kg
亚铁螯合肽时，脂肪酶、淀粉酶和胃蛋白酶活

性显著或极显著高于正常对照组，胰蛋白酶活

性相比于正常对照组无显著性差异(P>0.05)。目

前普遍认为，金属螯合物能利用肽的吸收机制

使其整体被肠黏膜细胞吸收，可提高金属元素

的吸收，说明亚铁螯合肽可以和铁增强幼建鲤

消化酶活性一样发挥作用；同时亚铁螯合肽的

抗菌活性也可以抗菌肽的方式促进消化酶活性

的提高。关于亚铁螯合肽是以铁的方式、抗菌

方式或是二者先后作用共同提高消化酶活性，

还需进一步探究。本实验条件下饲料中添加1~2
g/kg的亚铁螯合肽能提高泥鳅消化酶活性，促进

饲料中营养物质的吸收利用。

鱼类作为低等脊椎动物，其特异性免疫机

制不是很完善，因此主要依赖非特异性免疫抵

御外界病原体或细菌的侵袭，促进机体生长并

保证健康。溶菌酶是水产动物特别是鱼体内非

特异性免疫防御的重要成员，其活性的大小意

味着吞噬细胞活性是否增强，进而表现为鱼体

免疫防御的强弱 [9]。SOD、CAT等抗氧化酶在机

体内可以稳定氧化剂和抗氧化剂的动态平衡，

维持生物大分子活动，在细胞正常代谢过程中

发挥极其重要的作用，当平衡受到破坏后，抗

氧化酶会迅速清除多余的自由基，以维持机体

健康。MDA可指示机体的氧化性应激，含量越

高表明活性氧自由基含量越高，组织细胞过氧

化性越强，对机体损害越大。郭存荣等[21]研究发

现，在奥尼罗非鱼(Oreochromis niloticus)日粮中

补充适量的多肽—锌配合物也会显著提高血清

中溶菌酶含量和总SOD活性，说明肽—微量元素

金属配合物可在一定水平增强水生动物的免疫

机制。本实验中，饲料中添加1~2 g/kg的亚铁螯

合肽能增强泥鳅血清与肝脏中SOD及血清溶菌酶

活性，该结果与王晓玲等[10]对克氏原螯虾的研究

结果相似，同时MDA随着亚铁螯合肽含量增

加，先降低后升高的趋势与Huang等 [8]对大鼠的

表 3    泥鳅血清免疫指标

Tab. 3    Related enzyme activities of non-specific immune of M. anguillicaudatus

饲料中亚铁螯合肽含量/(g/kg)
content of ferrous chelating peptide in feed SOD/(U/mL) CAT/(U/mg prot) MDA/(nmol/mg prot)

溶菌酶/(μg/mL)
lysozyme

0 47.39+1.18 6.67+0.31 7.12+0.14 1.39+0.56

0.5 49.99+0.89 6.92+0.15 6.97+0.12 2.04+0.70

1 52.29+2.78 7.32+0.23 6.74+0.11 3.61+0.73**

2 61.44+1.71* 12.09+0.19** 4.21+0.00* 2.69+0.42*

4 48.98+0.94 7.21+0.21 6.79+0.08 2.08+0.69

表 4    泥鳅肝脏免疫指标

Tab. 4    Antioxidant indexes of liver of
M. anguillicaudatus

饲料中亚铁

螯合肽含量/(g/kg)
content of ferrous

chelating peptide in feed

SOD/
(U/mL)

CAT/
(U/mg prot)

MDA/
(nmol/mg prot)

0 61.17+5.23 7.87+0.15 4.28+0.54

0.5 62.14+4.65 8.72+0.27 3.98+0.39

1 66.82+2.98 10.83+0.47* 3.27+0.15*

2 73.55+3.25* 14.47+1.33** 3.16+0.21*

4 59.59+4.69 9.08+0.73* 3.43+0.06*
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研究结果类似，基于以上结果以及CAT活性在亚

铁螯合肽添加后显著提高，说明泥鳅饲养中添

加亚铁螯合肽能促进其免疫力的提高，增强防

御体系。饲料中添加量表现出的显著差异，可

能受配合物分子量差异、水产动物的种类及不

同微量金属元素等的影响。尽管无机铁微量元

素可在一定程度上增强鱼类免疫力，但有报道

指出氨基酸结合的铁微量元素在增强罗非鱼的

非特异性免疫方面要优于无机微量元素[22]。其原

因可能是氨基酸结合铁后更易被机体吸收，铁

元素的吸收利用率提高。

综上所述，饲料中添加适量的带鱼酶解蛋

白亚铁螯合肽不仅有利于提高泥鳅消化酶活

性，在免疫功能方面也有显著的效果。且根据

本实验条件，饲料中1~2 g/kg的带鱼酶解蛋白亚

铁螯合肽添加量在各实验组中表现出对泥鳅消

化吸收功能的促进作用，并提高其免疫特性。

各实验组泥鳅肝脏组织及肠道组织未发生病

变，说明带鱼酶解蛋白亚铁螯合肽在本实验用

量范围内是安全的，Li等 [23]通过急性经口毒性实

验显示带鱼酶解蛋白亚铁螯合肽LD50 95%的可信

限为6 259~9 022 mg/kg，属于实际无毒型，对实

验动物肝脏及肠道等组织无影响，与本实验的

结果相似。利用活体成像技术观察，发现泥鳅

消化道吸收亚铁螯合肽后，会较长时间滞留在

体内，推测亚铁螯合肽被机体吸收后主要分布

在肝脏、胆囊等器官内。
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图 1    泥鳅活体成像图

（a）注入标记物0 h后；（b）注入标记物2 h后；（c）注入标记物4 h后；（d）注入标记物8 h后

Fig. 1    In vivo imaging of M. anguillicaudatus after injection of ferrous chelating peptide at different time
(a) 0 h after injection; (b) 2 h after injection; (c) 4 h after injection; (d) 8 h after injection
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Effect of ferrous chelate Trichiurus lepturus protein on the immune
characteristics of Misgurnus anguillicaudatus

LIN Huimin ,     YUAN Ning ,     LI Yingjie ,     DENG Shanggui *,    
ZHANG Bin ,     HUO Jiancong

(College of Food and Pharmacy, Zhejiang Ocean University, Zhoushan    316000, China)

Abstract: The test of the digestive enzyme activity, observation of intestinal tissue and the living imaging techno-
logy were applied to investigate the effect of the ferrous chelating peptide on the digestive tract. The test of in-
dexes of biochemical indexes of serum and liver, and observation of the liver were used to investigate the effect of
the ferrous chelating peptide on immunological characteristics of Misgurnus anguillicaudatus. The result showed
lipase activity was significantly higher than that of the control group when the ferrous chelating peptide was 2
g/kg; amylase activity of pepsin was significantly higher than the normal control group when the ferrous chelating
peptide was 1 g/kg; trypsin activity in each experimental group compared with the control group had no signific-
ant difference. SOD and lysozyme in serum were significantly higher than those of normal control group when the
ferrous chelating peptide was 2 g/kg; compared with the normal control group, CAT at ferrous chelating peptide
concentration of 1 g/kg showed significant difference. Compared with control group, the morphological structure
of each experimental group had no change. With the application of living imaging technology, complexes of fer-
rous chelating peptide with FITC marked stayed in M. anguillicaudatus for a long time and fluorescence intensity
was mainly enriched in the upper body of M. anguillicaudatus, hence, after absorption, the ferrous chelating pep-
tide was speculated to be distributed in the liver, gallbladder and other organs. The results showed that the hydro-
lysis of ferrous chelate peptide could improve the digestive enzyme activities of loach and enhance non-specific
immunity of loach.

Key words: Trichiurus lepturus; Misgurnus anguillicaudatus; iron chelate peptide; digestive tract enzyme; im-
munity
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