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饲料中添加抗菌肽Surfactin对吉富罗非鱼肠道健康的影响

翟少伟    史庆超    陈学豪
(集美大学水产学院, 厦门 361021)

摘要: 为研究饲料中添加抗菌肽Surfactin对吉富罗非鱼(GIFT, Oreochromis niloticus)肠道健康指标的影响, 实
验将平均体重为(12.01±0.03) g/尾的320尾吉富罗非鱼, 随机分为4组, 每组4个重复, 每个重复20尾鱼, 分别投

喂抗菌肽Surfactin添加水平为0(对照组)、50、100和200 mg/kg的试验饲料7周。结果显示: 与对照组相比, 吉
富罗非鱼饲料中添加抗菌肽Surfactin可使肠道皱襞高度显著增加(P<0.05), 肌层厚度无显著变化(P>0.05); 大
肠杆菌数量显著降低(P<0.05), 乳酸杆菌数量显著增加(P<0.05), 细菌总数无显著变化(P>0.05); 显著提高肠道

总抗氧化能力水平、谷胱甘肽过氧化物酶活性和超氧化物歧化酶活性(200  mg/kg抗菌肽添加组除外)
(P<0.05), 显著降低肠道丙二醛水平(P<0.05), 对过氧化氢酶活性无显著影响(P>0.05); 吉富罗非鱼肠道健康指

标以50 mg/kg抗菌肽Surfactin添加组最佳。试验表明, 吉富罗非鱼饲料中适量添加抗菌肽Surfactin可增加肠道

皱襞高度、调节肠道菌群和提高肠道抗氧化能力而改善肠道健康状态。
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近年来, 抗菌肽(Antimicrobial peptides, AMPs)
作为饲用抗生素替代品的研究与应用成为饲料添

加剂研究领域的热点之一。目前, 应用于水产动物

饲料的抗菌肽主要从动物中提取或基因重组表达所

得, 对水产动物的生长或免疫能力具有明显效果
[1—3]

。

而微生物自然分泌的抗菌肽类物质报道较少。随

着该领域研究的不断深入, 微生物源AMPs的高效

抗菌作用越来越引起人们的重视
[4]
。Surfactin是芽

孢杆菌属不同菌株次级代谢产生的一种脂肽类物

质, 不仅具有广谱抗菌作用, 而且对病毒、支原体

和原虫等也有抑制效果; 因其还具有很强的表面活

性作用, 又被称为表面活性素
[5—7]

。研究表明, 抗菌肽

Surfactin添加到饲料中, 可提高罗非鱼(Oreochromis
niloticus)肠道消化酶活性, 改善血液生化指标, 调
节脂肪代谢, 改善肝胰脏功能, 提高生长性能

[8—11];
可提高中华鳖(Pelodiscus sinensis)稚鳖增重率, 调
节血液生化指标

[12]
。此外, NT-6抗菌脂肽(Surfactin、

Fengycin和Iturin混合物)可促进凡纳滨对虾(Litope-
naeus vannamei)生长, 提高机体免疫, 抑制养殖水

体病原菌增殖
[13, 14]

。但还鲜见抗菌肽Surfactin对水

产动物肠道健康影响的报道。肠道健康是水产动

物健康养殖的关键, 其对于机体的整体健康起到非

常重要的作用, 肠道病变往往引起鱼体其他器官

(如肝胰脏)的损伤和功能障碍, 进而影响自身健康

和水环境“健康”[15, 16]
。通过测定肠道对营养物质

消化、肠道生长发育、肠道黏膜免疫、肠道微生

态、肠道黏膜屏障等方面的生理生化指标可反映

水产动物的肠道健康状况
[15—19]

。鉴于此, 本试验旨

在通过吉富罗非鱼饲料中添加不同水平的抗菌肽

Surfactin, 研究肠道消化酶活性、肠道细菌数量以

及肠道抗氧化能力等肠道健康指标的变化, 为其在

渔用饲料中的应用提供参考。

1    材料与方法

1.1    试验动物与 试验设计

试验用鱼为吉富罗非鱼, 购于福建省漳州市水

产开发中心。暂养2周后, 将320尾健康健壮、均重

为(12.01±0.03) g的吉富罗非鱼随机分为4组, 每组
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4个重复, 每个重复20尾鱼, 对照组饲喂基础饲料,
其他组分别饲喂在基础饲料中添加50、100和200 mg/
kg抗菌肽Surfactin的试验饲料, 试验期为7周。

1.2    试验饲料

基础饲料根据SC/T 1025-2004《罗非鱼配合饲

料》标准
[20]

配制, 其组成和营养水平见表 1(风干基

础)。根据试验设计的添加水平, 在基础饲料中添

加抗菌肽Surfactin(由福建正源饲料有限公司提供,
有效含量为80%)制作试验饲料。各种饲料原料经

粉碎后过筛, 混合均匀后加工成3 mm直径的颗粒

饲料, 室温自然风干后于–20℃冷藏保存。

1.3    饲养管理

试验鱼饲养于开有循环系统的养殖室水族箱

内, 水族箱体积约为100 L, 规格为120 cm×60 cm×
70 cm。试验用水为曝气自来水 ,  光源为自然光

源。水族箱水温保持在22—28℃, pH 7.4±0.3, 溶氧

度大于7.0 mg/L, 氨氮浓度小于0.2 mg/L。每天分

别在07:00、13:00和19:00定时饱食投喂, 每次投喂

量为鱼体重的3.0%—5.0%。每次投喂30min后, 用
虹吸管吸取剩余饲料和粪便, 每日的换水量约为

30%。试验过程中用增氧机持续增氧。试验期间,
吉富罗非鱼生长正常, 成活率为100%。

1.4    样品采集与组织匀浆的制备

试验鱼于试验结束后禁食24h, 对每缸所有鱼

称重并记录总重, 每缸随机取6尾, 用适量浓度的丁

香酚麻醉, 解剖试验鱼分离肠道, 除去肠道粘连的

脂肪, 并用冷却的质量分数为0.86%生理盐水冲洗

干净, 装于冻存管中保存于–80℃冰箱内, 用于肠道

抗氧化指标的测定。另外每缸随机捞取6尾鱼, 其
中3尾用于肠道细菌的培养与计数, 剩余3尾用于肠

道组织形态切片的观察。

从–80℃冰箱中取出肠道组织样品置于冰上解

冻, 制备10%的组织匀浆液。剪取1—3 g肠道组织,
用冰浴过的生理盐水漂洗去除组织上的血液, 用滤

纸拭干后称重, 再放入匀浆玻璃管中, 按组织∶生

理盐水=1∶9加入0.86%冰冷生理盐水, 用匀浆机进

行匀浆(10s/次, 间隙30s), 连续匀浆3—5次。最后把

制备好的组织匀浆在4℃离心机下离心(3000 r/min,
10min), 所得上清液分装到离心管中以备测定。

1.5    测定指标及方法

肠道组织切片制作及有关指标测定        肠道

组织切片的制作参考翟秋玲等
[17]

的方法并略作修

改, 主要步骤如下: 将试验鱼肠道样品用PBS冲洗

干净后, 取前肠中间部分0.5 cm, Bouin氏液(饱和苦

味酸水溶液75 mL+甲醛25 mL+冰醋酸5 mL)固定

24h, 取出后置于75%的酒精中浸泡, 更换数次以去

除样品中苦味酸的黄色, 然后经乙醇溶液(70%—
85%—95%—100%)梯度洗脱, 二甲苯透明, 石蜡包

埋, 在室温下切成6 µm的切片, 苏木精-伊红(HE)染
色, 封片。每个肠道样品取5张切片, 每个切片选取

5个完整、走向平直的肠皱襞位置, 采用光学显微

镜(奥林巴斯BX80-JPA)拍照, 于200倍下测量5肠皱

襞高度及肌层厚度, 而后使用Image-pro plus 6.0图
像分析软件进行图像数据测量。

肠道细菌的培养与计数        肠道菌群样品采

集参考杨伟
[19]

的方法并略作修改, 具体操作如下:
用蒸馏水冲洗鱼体表面, 拭干, 再用酒精棉球擦拭

鱼体表消毒。用已灭菌的解剖工具打开试验鱼腹

腔, 取出肠道, 酒精擦拭肠道外部, 并以磷酸盐缓冲

溶液(PBS, pH=7.3)冲洗肠道2—3次去除内容物, 保
留肠壁样品, 置于无菌离心管内。超净工作台上称

取肠道样品0.5 g左右, 并以1∶9的质量体积比加入

预先配好的无菌PBS, 冰浴中用灭菌匀浆器5000 r/
min充分匀浆, 制成肠道原液, 然后进行梯度稀释至

10–7
稀释液。取适宜梯度稀释液各100 μL, 分别涂

布在准备好的选择性培养基MRS培养基、EMB 培
养基和TTC培养基平板上(培养基均购自广州环凯

表 1    基础饲料组成及营养水平

Tab. 1    The ingredients and nutrient levels of the basal diet

项目Item 含量Content (%)
原料Ingredients
国产鱼粉Fish meal 5.0

豆粕Soybean meal 15.0

菜籽粕Rapeseed meal 20.0

棉籽粕Cottonseed meal 20.0

高筋面粉High gluten flour 15.0

米糠Rice bran 20.0

豆油Soybean oil 2.0

磷酸二氢钙Ca(H2PO4)2 2.0

矿物质预混料Mineral premix 0.6

维生素预混料Vitamin premix 0.2

氯化胆碱Choline chloride 0.2

合计Total 100.0

营养水平Nutrient levels

粗蛋白质CP 30.80

粗脂肪EE 5.70

粗灰分Ash 12.30

钙Ca 0.75

总磷TP 1.16

消化能DE, MJ/kg 11.80

注:  矿物质预混料和维生素预混料由厦门兴牧威动物

保健品有限公司提供

Note: Mineral premix and Vitamin premix were provided
by Xiamen XMW Animal Health Products Co., Ltd
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微生物科技有限公司), 每个稀释度每种培养基做

两个重复, 然后将涂布好的平板置于28℃恒温生化

培养箱(科力仪器PYX-250 S-B)中培养24—48h。
培养结束后, 选取细菌生长疏密适当、菌落清晰的

平板进行计数, 并将结果换算成每克样品中菌落数

的对数值log10 CFU/g 进行统计分析。

肠道抗氧化指标        肠道总抗氧化能力(Total
antioxidant capacity, T-AOC)、过氧化氢酶(Catalase,
CAT)、超氧化物歧化酶(Superoxide dismutase,
SOD)、谷胱甘肽过氧化物酶(Glutathion peroxide,
GSH-Px)活性及丙二醛(Malondialdehyde, MDA)水
平等指标均采用南京建成生物工程技术研究所生

产的试剂盒进行测定, 测定步骤详见说明书。

1.6    数据统计与分析

试验结果均以平均值±标准差(Mean±SD)表示,
使用SPSS 17.0统计软件进行单因素方差分析(One-way
ANOVA), 采用Duncan’s法进行多重比较, P<0.05
表示差异显著。

2    结果

2.1    不同水平抗菌肽Surfactin 对吉富罗非鱼肠道

组织形态的影响

由表 2可以看出, 各抗菌肽添加组罗非鱼肠皱

襞高度显著高于对照组(P<0.05), 50 mg/kg添加组肠

皱襞高度显著高于100和200 mg/kg添加组(P<0.05),
各处理组肌层厚度无显著差异(P>0.05)。
2.2    不同水平抗菌肽Surfactin 对吉富罗非鱼肠道

菌群的影响

由表 3可知, 与对照组相比, 各抗菌肽添加组大

肠杆菌数量显著降低(P<0.05), 乳酸菌数量显著增

加(P<0.05); 随抗菌肽添加水平的升高, 大肠杆菌数

量呈先降低后升高的趋势, 50 mg/kg添加组数量最

少, 显著低于100和200 mg/kg添加组(P<0.05); 乳酸

菌数量呈先升高后降低趋势, 50 mg/kg添加组数量

最高, 显著高于100和200 mg/kg添加组(P<0.05)。
各处理组肠道总菌数无显著差异(P>0.05)。
2.3    不同水平抗菌肽Surfactin 对吉富罗非鱼肠道

抗氧化能力的影响

由表 4可知, 各抗菌肽添加组吉富罗非鱼肠道

T-AOC水平和GSH-Px活性均显著高于对照组

(P<0.05), 50 mg/kg添加组T-AOC水平显著高于

100和200 mg/kg添加组(P<0.05), 50和100 mg/kg添
加组GSH-Px活性显著高于对照组和200 mg/kg添加

组(P<0.05), 且50和100 mg/kg添加组间GSH-Px活
性无显著差异(P>0.05)。50和100 mg/kg添加组肠

道SOD活性显著高于对照组(P<0.05); 200 mg/kg添
加组和对照组之间、50和100 mg/kg添加组间无显

著差异(P>0.05)。各抗菌肽添加组的肠道MDA含

量均显著降低(P<0.05), 50 mg/kg添加组MDA含量

最低, 显著低于对照组和200 mg/kg添加组(P<0.05)。
各处理组肠道CAT活性无显著差异(P>0.05)。

3    讨论

3.1    抗菌肽Surfactin 对吉富罗非鱼肠道组织形态

的影响

小肠是鱼类营养物质吸收的主要场所, 肠道的

皱襞及绒毛不仅在营养物质吸收方面起着重要作

用, 而且其随着肠蠕动而剧烈强有力的摆动, 有助

表 2    饲料中添加抗菌肽Surfactin对吉富罗非鱼肠道皱襞高度和肌层厚度的影响

Tab. 2    Effects of dietary AMPs-surfactin supplementation on intestinal tract folds height and muscular thickness of GIFT

项目Item
抗菌肽Surfactin添加水平

AMPs-surfactin supplementation levels (mg/kg)
0 50 100 200

皱襞高度Intestinal folds (μm) 300.16±20.58a 519.28±43.67c 355.75±9.35b 350.71±16.12b

肌层厚度Muscular thickness (μm) 30.98±3.73 31.69±1.90 33.34±2.67 30.69±4.47

注: 同行平均数后上标不同表示差异显著(P<0.05), 下同

Note: Significant differences among the means in same line are indicated by different letters (P<0.05), the same applies below

表 3    饲料中添加抗菌肽Surfactin对吉富罗非鱼肠道微生物数量的影响

Tab. 3    Effects of dietary AMPs-surfactin supplementation on intestinal tract microflora of GIFT (lg CFU/g)

项目Item
抗菌肽Surfactin添加水平

AMPs-surfactin supplementation levels (mg/kg)
0 50 100 200

大肠杆菌数Escherichia coli number 7.36±0.01c 6.38±0.14a 6.97±0.04b 6.94±0.14b

乳酸菌数Lactobacillus number 6.54±0.05a 7.39±0.06c 7.13±0.19b 7.15±0.07b

总菌数Total bacterial number 7.68±0.25a 7.53±0.26a 7.93±0.18a 7.88±0.22a
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于排斥肠壁上有害物质的定植, 其对肠道功能的维

持以及肠道健康状况至关重要。肠黏膜的肌层厚

度反映肠道收缩能力的强弱, 其肌层厚度增加使得

肠道收缩力增强, 有助于肠道食糜的混匀、消化和

排空
[21, 22]

。

在本试验中, 吉富罗非鱼饲料添加抗菌肽Sur-
factin可使肠皱襞的高度显著增加, 且50 mg/kg添加

组显著高于其他添加组, 说明添加一定水平的抗菌

肽Surfactin对肠皱襞绒毛的生长发育具有促进作

用。研究表明, AMPs可以促进肠道上皮细胞的增

殖和胞外基质蛋白生成, 修复肠道损伤
[23, 24]; 提高

肠道上皮内淋巴细胞、肥大细胞和杯状细胞的数

量, 提高肠道的免疫屏障功能
[22]; 还可优化肠道菌

群结构, 改善肠道微生态, 对肠道发育也有重要的

作用
[7, 23, 24]

。

3.2    抗菌肽Surfactin对吉富罗非鱼肠道菌群的影响

研究表明, 在饲料中添加适宜剂量的AMPs可
以促进动物肠道中乳酸杆菌、双歧杆菌等有益菌

的增殖, 降低肠道中大肠杆菌的数量
[24, 25]

。本试验

结果表明, 饲料中添加抗菌肽Surfactin可显著增加

吉富罗非鱼肠道中乳酸菌数量, 降低大肠杆菌数量,
而不影响肠道总菌数量。表明抗菌肽Surfactin能够

抑制鱼类肠道有害菌, 促进肠道有益菌的增殖, 从
而改善肠道微生态, 促进肠道健康。目前, 大多学

者认为Surfactin的抗菌活性与其表面活性作用密切

相关, 可通过攻击病原菌细胞膜, 造成膜崩解或渗

透压失衡而发挥抑菌作用
[5, 6]; 此外, Surfactin还能

通过抑制蛋白质合成胞内代谢酶的活性, 影响病原

菌正常代谢和增殖
[5—7]

。

3.3    抗菌肽Surfactin 对吉富罗非鱼肠道抗氧化能

力的影响

在正常生理情况下, 动物体内自由基处于一种

产生和清除的动态平衡状态。SOD、CAT和GSH-
Px是机体内清除自由基的主要抗氧化酶, 可减少脂

质过氧化损伤, 维持机体自由基的动态平衡状态。

T-AOC 可以反映机体的总抗氧化水平, 它通过分

解体内过氧化物, 阻断过氧化链, 来清除体内自由

基和活性氧。MDA是自由基与脂质发生过氧化反

应的主要产物, 其含量多少可以间接反映机体的脂

质过氧化程度和自由基产生情况
[26]
。

研究表明, 枯草芽孢杆菌Y-6产生的抗菌肽(活
性成分为Surfactin、伊枯草菌素和丰原素)是一种

高效的抗氧化剂, 可清除O2–
、OH–

和H2O2等自由

基, 抑制MDA生成
[27]

。在本研究中, 适量添加抗菌

肽Surfatin提高了肠道SOD、GSH-Px活性以及T-
A O C水平 ,  降低了M D A水平。这与我们研究

Surfactin对吉富罗非鱼肝胰脏抗氧化指标影响的结

果类似
[11]

。Surfactin提高机体抗氧化能力的作用也

在小鼠
[28]

和肉仔鸡
[29]

中得到证实。Surfactin提高动

物抗氧化能力的机制可能是: (1)通过提高有益菌数

量, 降低有害菌数量, 减少自由基生成。益生菌具

有较强的抗氧化功能 ,  其能够释放SOD、GSH-
Px和巯基化合物等抗氧化物质, 清除周围的活性氧

和自由基, 减少脂质抗氧化损伤
[30]; 此外, 有害菌的

减少还可以降低内毒素的积累, 降低诱发氧衍 生为

自由基的可能性
[31]

。(2)其分子中含有疏水性氨基

酸, 如亮氨酸和缬氨酸可与氧结合或抑制脂质中氢

的释放, 促进肽链与脂肪酸之间的相互作用, 从而

延缓脂质过氧化链反应
[5, 6, 32]; (3)通过分子内的谷

氨酸和天冬氨酸与Fe2+
、Fe3+

和Cu2+
等金属离子螯

合, 可降低金属离子的催化活性和氧化反应速度,
减少自由基生成

[28]
。值得注意的是肠道MDA水平

随着Surfactin添加水平升高有所上升, 这可能与

Surfactin发挥表面活性作用的方式有关
[33, 34], 也可

能与抗菌肽类物质具有一定的抗原性有关
[5, 6, 24], 具

体原因还有待查明。

在本试验中, 吉富罗非鱼肠道健康指标状况并

未随抗菌肽Surfactin水平的增加而得到进一步的改

善。这与本课题组研究其对吉富罗非鱼生长性

能、血液生化指标、脂肪代谢指标和肝胰脏生理

生化指标的影响, 以及对中华鳖稚鳖增重率和血液

生化指标作用的结果类似, 即超过适量添加水平的

表 4    饲料中添加抗菌肽Surfactin对吉富罗非鱼肠道抗氧化能力的影响

Tab. 4    Effects of dietary AMPs-surfactin supplementation on antioxidant ability in intestinal tract of GIFT

项目Item
抗菌肽Surfactin添加水平

AMPs-surfactin supplementation levels (mg/kg)
0 50 100 200

总抗氧化能力T-AOC (U/mgprot) 0.92±0.05a 2.03±0.02c 1.37±0.23b 1.36±0.10b

谷胱甘肽过氧化物酶GSH-Px (U/mL) 218.25±9.38a 348.41±12.35c 332.07±9.38c 298.25±5.21b

超氧化物歧化酶SOD (U/mgprot) 61.08±3.92a 74.87±5.98c 68.50±0.85bc 64.80±5.25ab

过氧化氢酶CAT (U/mgprot) 3.15±0.09a 3.02±0.01a 3.07±0.02a 3.04±0.08a

丙二醛MDA (nmol/mL) 10.14±0.62c 5.93±0.18a 7.11±0.14ab 8.24±0.94b
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抗菌肽Surfactin对试验动物的作用效果无显著提

高
[8—12]

。这可能主要与抗菌肽Surfactin的表面活性

有关。研究表明, Surfactin的多种生物学活性以表

面活性作用为基础。当发挥表面活性作用时, 其乳

化效果与用量直接相关, 在临界胶束浓度以下时,
其乳化能力随着用量的增加而增加; 但超过临界胶

束浓度后, 乳化性能趋于稳定, 即使加大用量, 乳化

效果也不会有太大变化
[33, 34]

。

4    小结

在饲料中添加抗菌肽Surfactin可提高吉富罗非

鱼肠道皱襞高度, 调节肠道菌群, 提高肠道抗氧化

能力, 而改善吉富罗非鱼肠道健康状态。在本试验

条件下, 50 mg/kg的抗菌肽Surfactin即可对吉富罗

非鱼肠道健康指标产生有益影响。
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EFFECT OF DIETARY ANTIMICROBIAL PEPTIDES-SURFACTIN
SUPPLEMENTATION ON PARAMETERS OF INTESTINAL HEALTH

INDICES OF GENETICALLY IMPROVED FARMED
TILAPIA (GIFT, OREOCHROMIS NILOTICUS)

ZHAI Shao-Wei, SHI Qing-Chao and CHEN Xue-Hao
(Fisheries College of Jimei Univeristy, Xiamen 361021, China)

Abstract: A 7-week feeding trial was conducted to evaluate effects of antimicrobial peptides-surfactin on intestinal
health indices of genetically improved farmed tilapia (GIFT, Oreochromis niloticus). Three hundred and twenty fish
with initial average weight of (12.01±0.12) g were randomly divided into four treatment groups with four replicates and
20 fish in each replicate. The fish were fed experimental diets supplemented with 0 (control group), 50, 100, and
200 mg/kg antimicrobial peptides-surfactin, respectively. Surfactin supplementation increased intestinal folds height of
GIFT (P<0.05), but did not impact the muscular thickness (P>0.05). Surfactin supplementation significantly decreased
the number of Escherichia coli of GIFT (P<0.05) and significantly increased the number of Lactobacillus (P<0.05).
There was no significant difference in the total bacterial number among all treatment groups (P>0.05). Surfactin supple-
mentation significantly increased the total antioxidant capacity level and activities of glutathion peroxidase and super-
oxide dismutase (except 200 mg/kg Surfactin supplementation group) (P<0.05) but significantly decreased the content
of malondialdehyde (P<0.05). Surfactin supplementation had no effect on catalase activity (P>0.05). The intestinal
health parameters of 50 mg/kg antimicrobial peptides-surfactin supplementation group were the best among all supple-
mentation groups. In conclusion, surfactin supplementation at 50 mg/kg could improve intestinal health status of GIFT
by increasing the intestinal folds height and regulating intestinal microbial population and antioxidant ability.

Key words: Antimicrobial peptides; Genetically improved farmed tilapia; Intestinal health
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