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日粮中添加桑叶提取物和1-脱氧野尻霉素对大鲵生长、

消化、免疫能力和肠道菌群的影响
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(1. 西南大学水产学院, 淡水鱼类资源与生殖发育教育部重点实验室, 重庆 400715; 2. 家蚕基因组生物学国家重点实验室,
重庆 400715; 3. 重庆市水产技术推广总站, 重庆 401121)

摘要: 为探究桑叶物提取物(MLE)和单体1-脱氧野尻霉素(DNJ)对大鲵(Andrias davidianus)生长、消化、免疫

能力和肠道菌群影响的差异, 研究以基础饲料为对照组, 分别添加0.75%的MLE和0.04‰的DNJ制成3种等氮

等脂的饲料, 饲喂初始均重为(47.81±0.23) g的大鲵90d。结果: MLE组和DNJ组增重率和饲料效率显著提高

(P<0.05); 肠道脂肪酶和胰蛋白酶活力显著提高(P<0.05), 肠道丙二醛、血浆内毒素显著降低(P<0.05), 肠黏膜

绒毛数量显著增加(P<0.05), 肠黏膜上皮细胞间紧密连接更加紧密; 与对照组相比, MLE组雷帕霉素靶蛋白

(Target of rapamycin, TOR)、白细胞介素-10 (Interleukin, IL-10)、多聚免疫球蛋白受体(Polymeric im-
munoglobulin receptor, pIgR)、类Toll受体2(Toll-like receptor 2, TLR2)和髓样分化初级反应基因88 (Myeloid
differentiation primary response gene88, MyD88) mRNA表达水平显著上调(P<0.05), DNJ组pIgR mRNA表达水

平显著上调(P<0.05); 肠道菌群中瘤胃球菌科细菌丰度降低, Romboutsia丰度增加, 肠道微生物多样性较对照

组提高(P<0.05)。与DNJ组相比, MLE组和DNJ组增重率和饲料效率无显著差异(P>0.05), MLE组胃蛋白酶、

H+-K+-ATP酶和Na+-K+-ATP酶活力显著提高, 肠道总抗氧化能力显著提高(P<0.05), 肠黏膜上皮细胞紧密连接

程度提高, 肠绒毛高度显著增加(P<0.05), 血浆内毒素含量显著降低。结果表明, 在大鲵配合饲料中添加

MLE和DNJ均能不同程度改善大鲵胃和肠的消化吸收功能, 提高生长性能、肠道抗氧化能力和免疫能力, 提
高肠道微生物多样性, 促进肠道发育; 综合胃和肠结构和功能, 复合MLE较单体DNJ效果更优。
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大鲵(Andrias davidianus), 俗称“娃娃鱼”, 属两

栖纲(Amphibia)、有尾目(Caudata)、隐鳃鲵科

(Cryptobrachidae)。因其肉质鲜嫩, 营养丰富, 且具

有极高的药用价值
[1], 被誉为“水中人参”, 是我国农

业产业化和特色农业重点开发的品种。目前大鲵

的人工养殖以饲喂活饵及冰鲜鱼虾为主, 配合饲料

使用还不普遍。大鲵在养殖过程中易患胃肠相关

疾病, 长期投喂冰鲜鱼虾时疾病问题尤为突出。因

此迫切需要绿色和高效的添加剂来增强配合饲料

的功效, 以改善其胃和肠功能, 提高其生长性能, 优
化肠道微生态环境, 同时增强其免疫能力和抗应激

能力, 减少疾病的发生。

桑叶物提取物(Mulberry leaf extract, MLE)是
桑叶经水浸提后干燥而得, 富含生物碱、黄酮类和

多糖等多种生物活性成分。1-脱氧野尻霉素(1-
deoxynojirimycin, DNJ)是MLE中主要活性物质之

一, 是一种多羟基哌啶生物碱。目前关于DNJ的研

究多集中在药理活性方面, 而关于DNJ作为饲料添
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加剂在水生动物上的研究未见报道。研究表明,
MLE和DNJ均具有降糖降脂、抗菌抗氧化和抑制

癌细胞生长等作用
[2—6]

。研究表明, 在蛋鸡
[7]
、矮

脚黄鸡
[8]
和AA肉鸡

[9]
的日粮中添加桑叶提取物或

桑枝提取物, 可以提高养殖动物的采食量和生长性

能, 在饲料中添加桑叶黄酮
[10, 11]

和桑叶多糖
[12, 13]

可

提高养殖动物生长性能和机体抗氧化性能及肠道

菌群多样性, 添加DNJ可以改善小鼠肠道内环境,
调节肠道菌群

[14, 15]
。本课题组先前的研究发现, 添

加适宜的MLE可提高中国大鲵的生长性能、抗氧

化能力、消化吸收功能和免疫功能
[16]

。至于MLE
与DNJ作为饲料添加剂对养殖动物胃、肠结构和

功能有无不同影响的研究尚未见相关报道。

基于此, 本实验以中国大鲵为研究对象, 比较

研究MLE和DNJ对大鲵生长、消化、免疫功能及

肠道菌群的影响, 评价二者作用效果的异同, 并初

步揭示其作用机制, 为科学应用该绿色饲料添加剂,
生产优质、高效和安全的大鲵配合饲料提供重要

依据。

1    材料与方法

1.1    实验饲料

饲料原料均购于重庆市大发饲料有限公司, MLE
由家蚕基因组生物学国家重点实验室提供, DNJ
(HPLC≥98%)购于北京世纪奥科生物技术有限公司。

以大鲵基础饲料为对照组, 分别添加0.75%的

MLE和0.04‰的DNJ为MLE组和DNJ组, 用膨润土

调平, 配制3种等氮等脂的实验饲料, 实验饲料配方

及主要营养水平见表 1。其中, MLE和DNJ的添加

剂量设置依据为根据前期大鲵配合饲料中MLE添
加量的研究, 设置本实验MLE添加量为0.75%, 同时

根据本批次桑叶提取物中DNJ的含量 ,  换算该

MLE添加量下饲料中DNJ添加量为0.04‰。饲料原

料过60目筛, 混合制粒机制成直径3 mm的硬颗粒

饲料, 风干后–20℃保存。

1.2    实验鲵饲养与管理

实验大鲵购于陕西省汉中市绿源大鲵养殖场,
大鲵饥饿5d后以对照组饲料驯养15d。选择72尾规

格均匀、体质健壮的大鲵[初始体质量(47.81±0.23) g],
随机置于9个70 cm×45 cm×17.5 cm的塑料方形箱

中, 每箱8尾大鲵, 分为3组, 每组3个重复。

每天17:00饱食投喂 ,  投喂2d停食1d。水深

3—5 cm, 每天早晚用曝气自来水100%换水, 正式

实验90d。饲养期间避光, 水温19—23℃, 溶解氧>
6.0 mg/L, 氨氮含量<0.10 mg/L, 亚硝酸盐含量<0.10 mg/
L, pH 6.5—7.0。

1.3    样品采集

因大鲵消化食物时间较长, 在养殖结束后, 停
食72h。MS-222麻醉, 分别计数、称重。每个重复

取3尾大鲵, 冰盘中解剖, 分离胃和肠道, 取前肠分

别于多聚甲醛和戊二醛固定液中固定, 用于石蜡切

片和扫描电镜的制备; 胃及其余肠道组织液氮速冻

后–80℃中保存。另外, 每重复取3尾实验鲵, MS-
222麻醉后于无菌操作台上分离肠道并收集肠道内

容物, 液氮速冻后–80℃保存, 用于肠道微生物多样

性分析; 取前肠于1.5 mL无酶管后液氮速冻, –80℃
保存, 用于肠道免疫相关基因表达量测定。

1.4    生长指标测定

生长指标测定: 采用以下公式计算生长性能和生

物学性状: 摄食量(Feed intake, FI, g)=∑F0–∑Fr; 增
重率(Weight gain rate, WGR, %)=(Wt–W0)/W0×100;
平均日增重(ADG, g/d)=(Wt–W0)/t; 饲料效率(Feed
Efficiency, FE, %)=(Wt–W0)/F×100。式中, W0为起

始鲵尾均重(g); Wt为终末鲵尾均重(g); F0为每次投

表 1   实验饲料配方及主要营养成分(风干基础)
Tab. 1   Formulation and nutrient composition of diets (air-dry
basis)

项目Item
组别Group

对照组
Control MLE组 DNJ组

鱼粉Fish meal (%)   15   15   15
肉粉Meat meal (%)     3     3     3
酪蛋白Casein (%)     6     6     6
明胶Gelatin (%)     6     6     6
复合蛋白粉

1)Compound
protein powder (%)   17   17   17

面粉Wheat flour (%)   28   28   28
α-预糊化淀粉α-pregelatinized
starch (%)   11   11   11

大豆油Soybean oil (%)   4.8    4.8    4.8  
预混料Premix2) (%)   7.7    7.7    7.7  
桑叶提取物MLE (%)     0   0.75     0
1-脱氧野尻霉素DNJ(‰)     0     0   0.04
膨润土Bentonite (%)   1.5    0.75   1.5  
合计Total (%) 100 100 100
营养组成(干基实测)Nutrient composition (measured dry basis, %)

粗蛋白Crude protein 55.36 55.60 55.41
粗脂肪Crude lipid   8.70   8.81   8.73
粗灰分Crude ash 10.30 10.15 10.12
粗纤维Crude fiber   0.91   0.95   0.92

注：
1)
复合蛋白粉成分保密；

2)
预混料含多维、多矿、功

能性添加剂和载体，多维、多矿的组成参照肉食性鱼类
Note: 1)The  ingredients  of  compound  protein  powder  are

confidential; 2)Premix  contains  multi-vitamins,  complex  mineral,
functional  additives  and  carrier,  multi-vitamin  and  complex
mineral refer to carnivorous fishes
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喂量(g); Fr为每次残饵量(g); F为尾均摄食量(g);
t为饲喂天数。

1.5    肠道组织结构与消化酶指标测定

前肠石蜡组织切片制样: 多聚甲醛固定后, 乙
醇脱水, 置于二甲苯中透明, 用低熔点的石蜡包埋

成蜡块, 用Leica UC7 RT切片机连续切片, 厚度为

4 μm, 展片后HE染色, 中性树胶封片。

前肠扫描电镜制样: 经戊二醛固定后, 蒸馏水

漂洗样品, 乙醇脱水, 环氧丙烷处理2次, 临界点干

燥, EIKO离子溅射仪镀膜, 处理好的样品在JSM-
6380LV型扫描电镜中观察并拍照。

消化酶指标的测定: 胃蛋白酶、胰蛋白酶、脂

肪酶、H+-K+-ATP酶和Na+-K+-ATP酶活力采用南

京建成生物工程研究所生产的试剂盒测定, 碳酸酐

酶(CA)采用上海优选Elisa试剂盒测定。

肠黏膜屏障指标测定: 内毒素和D-乳酸指标采

用上海优选Elisa试剂盒测定。

1.6    肠道抗氧化指标测定

肠道总抗氧化能力(T-AOC)、超氧化物歧化酶

(SOD)活力和丙二醛(MDA)采用南京建成生物工程

研究所生产的试剂盒测定。

1.7    Illumina-HiSeq宏基因组测序

采用DNA提取试剂盒(TaKaRa)提取肠道细菌

总DNA后进行16S rDNA(V3+V4)区扩增特异区域,
细菌16S rDNA(V3+V4)区域引物为338F(5 ′ -
ACTCCTACGGGAGGCAGCA-3′)和806R(5′-
GGACTACHVGGGTWTCTAAT-3′)。扩增好的

DNA序列, 经1.8%琼脂糖(TaKaRa, 100 bp)电泳检

测阳性后, 委托百迈客生物科技有限公司用Illu-
mina HiSeq高通量测序技术进行序列测定和分析。

1.8    总RNA的提取与免疫相关基因表达量测定

按照RNAiso Plus试剂盒(TaKaRa)的方法提取

肝脏组织总RNA, 用1.2%琼脂糖凝胶Agarose Regu-
lar (TaKaRa) 电泳检测RNA完整性, 并用核酸测定

仪(Thermo Fisher)测定RNA的纯度和浓度。采用

Premix ScriptTM RT Master Mix反转录试剂盒(TaKaRa)
得到cDNA, 于–20℃保存备用。根据本课题组大鲵

肠道转录组测序(RNA Seq)结果, 设计特异性引物

(表 2), 委托生工生物工程(上海)股份有限公司合成。

用ABI7500 型荧光定量PCR仪(Applied Biosystems,
美国)进行RT-PCR。反应体系: 总体积20 μL, 2 μL
cDNA模板, 10 μL SYBR Premix Ex TaqTM (TaKaRa),
上、下游引物各0.5 μL, 7 μL ddH2O。RT-PCR反应条

件: 95℃预变性60s, 95℃变性5s, 60℃退火30s, 共
40个循环, 每个样品3个重复, 以EF l-α作为内参, 分
别测定肠道组织IL-8、IL-10、TOR、pIgR、TLR2、

MyD88和IRAK4相对表达量, 结果以2–∆∆Ct 
表示。

1.9    数据处理

采用SPSS 22.0进行方差齐性检验和单因素方

差分析(One-way ANOVA)。用Duncan氏多重比较

分析组间差异显著性程度, 显著水平为(P<0.05)。
数据用平均值±标准差(Mean±SD)形式表示。

2    结果

2.1    生长性能及饲料利用指标

由表 3可知, MLE和DNJ组的FBW、WGR、
ADG及FE均显著高于对照组(P<0.05), 而MLE和
DNJ组间无显著差异 (P>0.05)。其中 ,  MLE和

DNJ组的WGR分别较对照组提高了39%和46%,
FE提高了20%和27%。此外, MLE组的FI显著高于

对照组(P>0.05)。

表 2   免疫相关基因及内参基因引物序列

Tab. 2   Primers used for quantitative real-time PCR

基因
Gene 引物序列Sequences (5′—3′)

长度
Length

(bp)

EF-1α   GGACAGACCCGTGAACATGC
          CTTCCTTAGTGATCTCCTCGTAGC 130

IL-8   TGCAGACAGACGCACTTCAA
 CACAGCCATCAGTCACCCTT 112

IL-10 GCCGCGTGCATCTATTTTGG
  CAGCAACCTGGAGAACCTCA 104

TOR CGCTTCACCTCGAACTCCAC
ATCTCCTGCCCTCCAGTGAC 109

pIgR  CGCTTGGAGTCACTGAACCT
 AGCCTCCTCCAAAGCATCAC 102

TLR2  TGGACAATGTCACCCCTGTG
 TCATCCGCTGAAGAAACCCC 150

MyD88 TCCCTGCCATTTCTTGGGAC
  CTCACCGACCTGAAACCGAA 130

IRAK4 TTCTGGGTCACTGTCTTGCG
  ATCAAAGGAGGCATCTGGGC 112

注: EF-1α.  延伸因子-1α elongation  factor-1α;  IL-8.  白细胞

介素-8 interleukin-8; IL-10. 白细胞介素-10 interleukin-10; TOR.
雷帕霉素靶蛋白target of rapamycin; TLR2.类Toll受体2 toll-like
receptor  2;  IRAK4.白细胞介素-1受体相关激酶4  interleukin-1
receptor-associated kinase  4;  MyD88.  髓样分化初级反应基因88
myeloid differentiation primary response gene 88; pIgR. 多聚免疫

球蛋白受体polymeric immunoglobulin receptor

表 3   MLE和DNJ对大鲵生长性能及饲料效率的影响

Tab. 3   Effects of MLE and DNJ on growth performance and feed
utilization of Andrias davidianus

项目Item
组别Group

对照组Control MLE组 DNJ组
终末鲵尾均重FBW
(g)

76.92±4.31a 88.13±1.82b 90.15±3.11b

增重率WGR (%) 60.8±9.3a 84.5±2.9b 88.5±6.1b

平均日增重ADG
(g/d)

0.32±0.05a 0.45±0.02b 0.47±0.04b

摄食量FI (g) 119.73±11.36a 138.79±3.57b 137.29±10.36ab

饲料效率FE (%) 145.3±8.3a 174.5±7.2b 185.1±6.1b
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2.2    胃的消化、泌酸能力指标

由表 4可知, MLE组和DNJ组CA酶活性均显著

高于对照组(P<0.05), 而MLE组与DNJ组差异不显

著(P>0.05)。MLE组胃蛋白酶和H+-K+-ATP酶活性

均显著高于对照组和DNJ组(P<0.05), 而DNJ组与

对照组差异不显著(P>0.05), MLE组胃蛋白酶和H+-
K+-ATP酶活性分别较DNJ组提高了45%和9%。

2.3    肠道消化、吸收能力指标

由表 5可知, 与对照组相比, MLE组和DNJ组胰

蛋白酶和脂肪酶活力均显著提高(P<0.05), 淀粉酶

活力显著降低(P<0.05)。其中, MLE组和DNJ组胰

蛋白酶活力较对照组分别升高了69%和59%, 脂肪

酶较对照组分别升高了16%和13%。MLE组胰蛋

白酶和Na+-K+-ATP酶活力均显著高于DNJ组(P<
0.05), 其中, Na+-K+-ATP酶活性较DNJ组提高了

14%。MLE组和DNJ组的脂肪酶和淀粉酶活力无

显著性差异(P>0.05)。
2.4    肠黏膜通透性指标

由表 6可知, 与对照组相比, MLE和DNJ组血浆

内毒素含量显著降低, 其中, MLE组显著低于DNJ组(P<
0.05)。MLE组D-乳酸含量显著低于对照组(P<0.05)。

DNJ组D-乳酸含量与对照组差异不显著(P>0.05)。
2.5    肠道形态结构及肠黏膜上皮细胞紧密连接结

构观察

由图 1和表 7可知, 与对照组相比, MLE组和

DNJ组肠道绒毛数量分别增加了16%和12%(P<
0.05)。MLE组绒毛高度显著高于对照组和DNJ组
(P<0.05)。MLE组和DNJ组的肠道空腔率分别较对

a 200 μm

b 200 μm

c 200 μm
 
图 1   MLE与DNJ对大鲵前肠形态结构的影响(HE染色，40×)

Fig. 1   Effects of MLE and DNJ on intestinal morphology and
structure of Andrias davidianus

a. 对照组；b. MLE组；c. DNJ组
a. control group; b. MLE group; c. DNJ group

表 4   MLE和DNJ对大鲵胃功能的影响

Tab. 4   Effects of MLE and DNJ on gastric function of Andrias
davidianus (U/mg)

项目Item
组别Group

对照组Control MLE组 DNJ组

胃蛋白酶Pepsin 14.6±0.6a 23.0±1.9b 15.9±0.4a

H+-K+-ATPase 4.14±0.14a 4.65±0.12b 4.25±0.15a

碳酸酐酶CA 191±9a 212±12b 208±8b

表 5   MLE和DNJ对大鲵肠道消化吸收功能的影响

Tab. 5   Effects of MLE and DNJ on intestinal digestion and
absorption function of Andrias davidianus (U/mg)

项目Item
组别Group

对照组Control MLE组 DNJ组

胰蛋白酶Trypsin 155±5a 263±6c 247±9b

脂肪酶Lipase 742±48a 858±35b 835±48b

淀粉酶Amylase 0.212±0.008b 0.168±0.007a 0.159±0.007a

Na+-K+-ATPase 3.16±0.13a 3.59±0.09b 3.14±0.12a

表 6   MLE和DNJ对大鲵肠黏膜通透性影响的比较

Tab. 6   Effects of MLE and DNJ on intestinal permeability of
Andrias davidianus

项目Item
组别Group

对照组Control MLE组 DNJ组

内毒素ET (EU/mL) 64.3±1.6c 51.7±2.6a 61.9±1.9b

D-乳酸D-LA (μmol/L) 241±14b 183±16a 209±23ab

表 7   MLE与DNJ对大鲵肠道形态结构的影响

Tab. 7   Effects of MLE and DNJ on intestinal morphology and
structure of Andrias davidianus

项目Item
组别Group

对照组Control MLE组 DNJ组
绒毛数量
Villus number 12.1±0.9a 14.0±1.3b 13.5±0.5b

绒毛高度
Villus height (μm) 350.3±70.2a 470.3±52.4b 319.7±27.4a

空腔率*
Cavity rate (%) 22.4±3.2c 16.3±2.8a 19.8±3.6b

注: *空腔率(%)=肠道横切空腔面积/肠道横切面积×100
Note: *Cavity rate(%)=Scavity of intestine/Sintestine×100
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照组降低27%和12%(P<0.05), MLE组空腔率显著

低于DNJ组。

通过图 2扫描电镜结果的观察, MLE组和DNJ
组上皮细胞间紧密程度高于对照组, 且相比之下,
MLE组上皮细胞间的连接更加紧密。

2.6    肠道抗氧化能力指标

由表 8可知, MLE组肠道总抗氧化能力(T-AOC)
显著高于对照组和DNJ组(P<0.05)。MLE组和

DNJ组肠道MDA含量显著低于对照组(P<0.05), 分
别较对照组降低了28%和16%, MLE组和DNJ组的

T-AOC和MDA含量无显著差异(P>0.05)。

2.7    肠道免疫基因相对表达量

由图 3可知, MLE和DNJ的添加对大鲵肠道免

疫相关基因表达量有不同程度的影响。相较对照

组, MLE组TOR、IL-10、pIgR、TLR2、MyD88和
IRAK4表达量显著提高(P<0.05), DNJ组pIgR和

MyD88表达量显著提高(P<0.05)。
MLE组TOR、IL-10和pIgR表达量较DNJ组显

著提高(P<0.05), 其他基因表达量与DNJ组无显著

差异(P>0.05)。
2.8    肠道菌群结构分析

运用usearch进行聚类划分共获得255个OTUs
(图 4a), 其中有180个OTUs是3个组共有的, 占三者

的70.59%; MLE与DNJ共有OTUs占两者总数的

93%, CTR与MLE、DNJ共有OTUs分别占两者总数

的73%和75%。通过图 4b发现, MLE组与DNJ组聚

为一枝, 而CTR组独立一枝。在门和属水平上进行

物种丰度分析, 共有14个门163个属的细菌被发现,
3个处理组的最具优势菌门均为厚壁菌门(Firmi-
cutes), MLE和DNJ组厚壁菌门丰度较对照组下降,
MLE组变形菌门(Proteobacteria)丰度高于CTR及

DNJ组(图 4c)。在属水平上, MLE组和DNJ组均以

Romboutsia为优势菌属, 而对照组以Runimococ-
caceae为优势菌属(图 4d)。

测试结果覆盖率均在99.9%以上, MLE组和

DNJ组Chao1和Ace指数要比CTR组高, MLE组的香

农指数最高, 辛普森指数最低(表 9)。

3    讨论

3.1    MLE和DNJ对大鲵生长性能影响的比较

本实验结果显示, 添加MLE和DNJ均提高了大

A2

B2

A1

C1

C2

B1

 
图 2   MLE与DNJ对大鲵肠黏膜细胞紧密连接结构的影响

Fig. 2   Effects of MLE and DNJ on tight junctions in intestinal
mucosa of Andrias davidianus
A1. 对照组(4000×)；B1. MLE组(4000×)；C1. DNJ组(4000×)；
A2. 对照组(8000×)；B2. MLE组(8000×)；C2. DNJ组(8000×)

表 8   MLE与DNJ对大鲵肠道抗氧化能力的影响

Tab. 8   Effects of MLE and DNJ on intestinal antioxidant of
Andrias davidianus

项目Item
组别Group

对照组Control MLE组 DNJ组
总抗氧化能力T-
AOC (U/mg) 4.28±0.09a 4.72±0.09b 4.45±0.11a

总超氧化物歧化酶
T-SOD (U/mg) 48.6±1.2 52.9±1.5 50.6±2.8

丙二醛MDA
(nmol/mg) 2.76±0.09b 2.15±0.10a 2.38±0.20a
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鲵的生长性能和饲料效率。宋琼莉等
[8]
在矮脚黄鸡

饲料中分别添加0.2%、0.5%和0.8%的MLE, 发现

实验组的日增重和平均日采食量均比对照组显著

增高; 范京辉等
[9]
在AA肉鸡上添加0.3%的MLE, 肉

鸡生长速度和日粮表观消化率均提高
[17]; 李婉涛等

[18]

在日粮中添加0.3%的杜仲和MLE, 发现育肥猪的平

均日增重和饲料报酬显著提高; 此外, 本课题组先

前的研究已经证明添加适宜含量的MLE可以提高

大鲵的生长性能以及饲料利用率
[16], 与本研究结果

相似。而关于DNJ对动物生长性能影响的研究未

见报道。桑叶提取物富含多种天然活性成分, 其中,
桑叶黄酮

[19]
和多糖

[12]
等已被证明可以提高养殖动

物生长性能, 这些单体活性成分可能在大鲵体内发

挥了协同效应共同起到了促生长作用。另外, MLE
组和DNJ组大鲵摄食量提高是其生长性能提高的

可能原因之一, 关于MLE提高养殖动物摄食量在大

鲵
[16]
和矮脚黄鸡

[8]
等的研究中得到了证实。

3.2    MLE和DNJ对大鲵胃和肠道消化、吸收能力

影响的比较

动物获取营养物质主要是通过胃、肠的消化

与吸收作用实现的。在胃酸和胃蛋白酶的作用下,
实现对饲料蛋白的初步消化。盐酸的分泌是在H+-
K+-ATP酶(又称为胃质子泵或酸泵)和碳酸酐酶

(CA)的共同作用下完成的, 这2种酶是反映胃泌酸

能力的指标
[20, 21]

。关于MLE和DNJ对胃消化酶的

影响尚未见报道。在本研究中, 添加MLE提高了胃

CA酶、蛋白酶和H+-K+-ATP酶活力, 添加DNJ提高

了胃CA酶活力。可见添加MLE可以提高大鲵胃的

消化及泌酸能力, 而添加DNJ仅对胃的泌酸能力有

所改善, 这可能是桑叶提取物中除了DNJ之外, 有
其他活性成分在提高胃的消化及泌酸能力方面了

发挥作用。杨春涛
[22]

的研究表明, 桑叶黄酮可以提

高瘤胃a-淀粉酶以及皱胃蛋白酶活性从而提高犊

牛对营养物质的消化能力; 彭思博等
[23]

发现饲料中

添加60—120 mg/kg的γ-氨基丁酸, 乌鳢(Ophice-
phalus argus)肠道胰蛋白酶和脂肪酶活性显著提高。

肠道是营养物质消化和吸收的主要场所。在

肠道内, 食物在胰蛋白酶和脂肪酶等的作用下消化

分解为小分子物质, 通过肠绒毛内的乳糜管和毛细

血管吸收入血, 为机体提供营养。肠道消化吸收酶

活力、绒毛高度和数量的提高及空腔率的降低反

映肠道消化、吸收能力的提高。王永昌
[24]

和王咏

梅等
[10]

的研究表明, 桑叶粉和桑叶黄酮可以改善肠

道结构, 提高消化吸收能力。在本研究中, 饲料中

添加MLE和DNJ均能促进大鲵肠道发育, 改善肠道

的形态结构, 提高肠道蛋白酶和脂肪酶活力, 同时
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图 3    MLE和DNJ对大鲵肠道免疫相关基因相对表达量的影响

Fig. 3    Effects of MLE and DNJ on intestinal immune related gene expression of Andrias davidianus
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降低了肠道淀粉酶活力。大鲵作为肉食性水产动

物, 对淀粉的利用率较低。对于肉食性动物来说,
提高机体对饲料蛋白和脂肪的消化吸收, 降低对淀

粉的利用是有利的。MLE和DNJ对肠道淀粉酶活

力有抑制作用, 这可能与桑叶中的生物碱抑制机体

对二糖类分解酶活性密切相关
[25], 相似的结果在

Nuraniye等[26]
的研究中也有发现。

3.3    MLE和DNJ对大鲵肠黏膜屏障功能影响的比较

肠道是机体抵御病原体入侵的第一道屏障, 其
结构和功能完整性是维持养殖动物肠道健康的基

础。肠道上皮细胞紧密连接及细胞膜结构是维持

肠道通透性的物质基础, 保证营养物质的正常运转,

同时阻止有害物质进入
[27]

。肠道上皮细胞结构受

损会破坏肠黏膜屏障功能, 致使肠道通透性增加,
使得内毒素等有害物质透过上皮细胞, 随血液循环

至全身各处, 危害养殖动物健康。D-乳酸是胃肠道

细菌的代谢产物; 内毒素是革兰氏阴性菌细胞壁成

分, 正常情况下由于肠黏膜屏障功能完整难以进入

血液循环
[28]

。当屏障功能受损时, 细胞内的D乳酸

会释放出来, LPS穿过肠黏膜, 进入血液循环系统,
从而对机体产生毒害作用。因此, 血浆中的DAO活

力及内毒素、D-乳酸含量可反映肠道损伤状态。

有研究表明, 在NASH小鼠日粮中添加DNJ可以上

调肠道ZO-1的表达水平, 增强肠黏膜屏障功能
[15],

与本研究结果相似。在本研究中, 添加MLE和DNJ
均降低了血液中内毒素和D-乳酸, 但二者差异较

大, MLE降低幅度较大, DNJ降低幅度较小。有研

究表明, 植物多糖
[29]

和黄酮
[29]

等活性物质可以增加

细胞间紧密连接蛋白的表达, 有利于调节肠黏膜屏

障通透性、保持上皮结构完整和修复受损的肠黏

膜屏障。MLE中的多糖和黄酮类物质可能与DNJ
发挥了协同作用增强了大鲵的肠黏膜屏障功能。

3.4    MLE和DNJ对大鲵肠道抗氧化能力影响的比较

抗氧化能力的强弱是衡量机体健康程度重要

指标。肠道与外源物质直接接触, 因此极易产生各

种氧化应激反应, 影响肠道的正常生理功能。T-
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图 4    MLE和DNJ对大鲵肠道菌群的结构分析

Fig. 4    Effects of MLE and DNJ on intestinal flora structure of Andrias davidianus
a. 不同组OUT分析；b. 样品UPGMA聚类树；c. 门水平样品序列分类；d. 属水平样品序列分类

表 9   肠道菌群Alpha多样性指数

Tab. 9   Alpha diversity indices of samples

样品
Simple

Alpha多样性指数

ACE Chao1 香农指数
Shannon

辛普森指数
Simpson

覆盖率
Coverage (%)

对照组
Control 189.8 191.4 2.63 0.201 99.98

MLE组 204.2 205.3 2.82 0.152 99.98
DNJ组 228.1 231.2 2.48 0.244 99.95
P-valve 0.014 0.017 0.254 0.377 99.90

注: 每组数值分别为每组三个样品的均值
Note:  The  values  are  the  mean  values  of  three  samples  in

each group
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AOC和MDA是反映机体抗氧化综合能力的指标。

MDA是体内脂质过氧化反应的终产物, 其含量的

高低反映了体内脂质过氧化程度。MLE和DNJ的
抗氧化作用在其他研究中得到证实, 如桑叶水提物

可以降低糖尿病大鼠血清中MDA含量
[30], DNJ可以

提高胃溃疡小鼠胃的抗氧化能力, 具体表现为抗氧

化酶活性提高, MDA含量降低
[31]

。本研究得到了

与前人相似的结果 ,  在大鲵饲料中添加MLE和

DNJ均可提高肠道总抗氧化能力, 降低丙二醛含量,
但二者差异较大, MLE对肠道抗氧化能力的增强效

果优于DNJ。除DNJ外, 桑叶提取物中所含的桑叶

多酚
[32]

、黄酮
[33]

和多糖
[34]

等物质也具有较好的抗

氧化作用, 这些活性成分与DNJ一同发挥了抗氧化

作用, 这可能是本研究中MLE组肠道抗氧化能力强

于DNJ组的主要原因。

3.5    MLE和DNJ对大鲵肠道免疫相关基因影响的

比较

肠道不仅是主要的消化吸收与抗氧化器官, 也
是机体重要的免疫器官。IL-8和IL-10由活化的免

疫细胞产生, IL-8是重要的促炎细胞因子, IL-10是
抗炎因子, 在控制和消除炎症中起重要作用

[35, 36]
。

多聚免疫球蛋白受体(pIgR)参与多聚免疫球蛋白

(pIg)的转运, 与免疫球蛋白的形成有关。TLRs识
别病原体表面的脂多糖、酵母多糖、肽聚糖和脂

蛋白等PAMP, 通过MAL与接头蛋白MyD88结合,
并向下游传递信号, 募集IRAK家族成员, 引起一系

列级联反应, 调控炎症因子的转录。DNJ及其他桑

叶活性成分如桑叶黄酮等的免疫作用在其他研究

中得到证实, 例如, DNJ降低了糖尿病小鼠肝脏组

织中TNF-α, IL-1β和IL-6的水平
[31, 37]

。在本实验中,
添加MLE和DNJ均可以提高大鲵肠道免疫能力,
MLE不同程度上调了IL-10、pIgR、TLR2、MyD88
和IRAK4的表达, 可能是通过TLR2→MyD88→
IRAK4信号通路途径激活机体免疫系统, 提高抗炎

因子IL-10和多聚免疫球蛋白受体的表达, 改善大

鲵肠道免疫功能, 而DNJ的提高效果不及MLE, 这
可能是MLE中所含的桑叶多糖增强了大鲵的免疫

功能。有研究表明, 桑叶多糖能增强长期大负荷运

动小鼠机体免疫功能, 调节免疫细胞及免疫分子,
其中桑叶多糖中、高剂量的效果尤为明显

[38]
。

3.6    MLE和DNJ对大鲵肠道菌群结构影响的比较

肠道微生物群作为一种新的功能器官和营养

靶点, 参与人体多种代谢, 其重要性受到越来越多

的关注
[39]

。通过Chao1指数、ACE指数和Shannon
指数等Alpha多样性指标反映了肠道微生物的丰富

度和均匀度。本研究显示, 在饲料中添加MLE和

DNJ对肠道菌群有影响, 可以提高肠道菌群的丰富

性和多样性, MLE组和DNJ组肠道菌群结构也更加

接近; 在门水平上, 厚壁菌门(Firmicutes)、变形菌

门(Proteobacteria)、拟杆菌门(Bacteroidetes)和放线

菌门(Actinbacteria)为大鲵肠道优势菌群, 这一结果

与许超
[40]

在大鲵上的研究一致。有研究表明, 添加

DNJ[14, 15]
、桑叶多糖

[41]
和桑叶粉

[42]
等可以促进小鼠

肠道有益菌的生长并抑制有害菌的生长, 改善肠道

菌群结构。此外, 在本实验中, 添加MLE和DNJ降
低了大鲵肠道厚壁菌门的丰度, 添加MLE提高了拟

杆菌门的丰度, Yuan等[42]
和Zheng等[15]

在桑叶粉和

DNJ上的研究得到了相似的结果。在属水平上, 对
照组肠道优势菌群为瘤胃球菌科中的属 ,  添加

MLE和DNJ后, 瘤胃球菌科细菌丰度降低, 而Rom-
boutsia丰度增加并成为优势菌属。瘤胃球菌科细

菌和Romboutsia均属梭菌目, 能够降解纤维素, 是
肠道中的有益菌

[43, 44]
。

4    结论

在日粮中添加MLE可以提高大鲵生长性能, 促
进肠道发育, 提高大鲵胃和肠消化吸收、抗氧化与

免疫功能, 改善肠道菌群结构, 提高肠道微生物多

样性; 而添加DNJ对大鲵肠道消化、抗氧化、免疫

能力及肠道发育有一定改善作用, 改善肠道菌群结

构。综合胃和肠结构和功能, 复合MLE较单体DNJ
效果更优。
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Abstract: This study explored the effects of feeding basal diet, mulberry leaf extract diet (containing 0.75% MLE) and
1-deoxynojirimycin diet (containing 0.04‰ DNJ) on growth, digestion and immunity capacity, and intestinal microor-
ganism in giant salamanders for a 90-day trail. Giant salamanders with an initial body weight of (47.81±0.23) g were
randomly divided into 3 groups for these 3 diets. Compared with the control diet, the weight gain rate and feed effi-
ciency in MLE and DNJ groups were significantly improved (P<0.05); lipase and trypsin activities were also signifi-
cantly increased (P<0.05). The contents of endotoxin in plasma acid and malondialdehyde in intestine in MLE and DNJ
groups were significantly lower than those in control group (P<0.05). Compared with control group, the number of in-
testinal villi in MLE and DNJ groups were increased, and the tight junction between intestinal mucosa cells in MLE and
DNJ groups were closer. Compared with the control group, the mRNA expression levels of target of rapamycin (TOR),
interleukin-10 (IL-10), polymeric immunoglobulin receptor (pIgR), toll-like receptor-2 (TLR2) and myeloid differentia-
tion primary response gene88 (MyD88) in MLE group were significantly increased (P<0.05), and the mRNA expres-
sion level of pIgR in the DNJ group was significantly increased (P<0.05). The diversity of intestinal bacteria in MLE
and DNJ group was higher than that in control group. There was no significant difference in weight gain rate and feed
efficiency among 3 groups (P>0.05); MLE group significantly increased the activities of pepsin, H+-K+-ATPase, Na+-
K+-ATPase and the total intestinal antioxidant capacity compared with the control group (P<0.05). In addition, MLE
group had closer tight junction between intestinal mucosa cells, higher intestinal villi height (P<0.05), and lower plasma
endotoxin content (P<0.05), compared with DNJ group. In summary, MLE and DNJ can improve growth performance,
digestion and absorption functions, intestinal antioxidant and immune capabilities, promote the growth of beneficial
bacteria in the intestine, increase the diversity of intestinal microorganisms, and promote the intestinal development of
the giant salamander. Combined the structure and function of the stomach and intestines, MLE is more effective than
DNJ.
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