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摘要 :用含中性蛋白酶 8000U /g的酶制剂 ,制作酶制剂使用量分别为 0、015‰、1‰、2‰和 3‰的 5种实验饲料 ,喂养

平均初始重为 (3103 ±0104) g的 5组三重复的青鱼鱼种 8周。实验在容积为 80L的 15只循环式水族箱中进行。

实验水温为 (2510±015)℃。结果表明 :实验饲料中酶制剂含量为 015‰时 ,实验鱼的鱼体增重与摄食不含酶制剂

饲料的实验组无显著差异 ( p > 0105) , 而当饲料中酶制剂含量提高至 1‰时 ,鱼体增重出现显著提高 ( p < 0105)。

但饲料中酶制剂含量从 1‰进一步提高至 2‰和 3‰,则鱼体增重不再有显著变化 ( p > 0105) ;饲料中酶制剂含量为

1‰、2‰和 3‰实验组的摄食量显著高于饲料中酶制剂含量为 0和 015‰的实验组 ( p < 0105)。而饲料中酶制剂含

量为 1‰、2‰和 3‰实验组的饲料系数显著低于饲料中酶制剂含量为 0和 015‰的实验组 ( p < 0105) ;青鱼饲料中

使用酶制剂对饲料干物质的表观消化率、实验鱼的肠蛋白酶活性、肠和肝胰脏淀粉酶活性、全鱼营养组成、脏体指

数、肝体指数无显著影响 ( p > 0105) ;饲料中 015‰—3‰酶制剂含量时 ,实验鱼对饲料蛋白质的表观消化率均显著

高于饲料中不含酶制剂的实验组 ( p < 0105)。青鱼鱼种肝胰脏蛋白酶活性随着饲料中酶制剂使用量从 0增加

015‰和 1‰而呈逐渐升高的趋势 ,但饲料中酶制剂使用量继续增加则不再有显著变化。因此 ,在本实验条件下 ,饲

料中使用 1‰—3‰的中性蛋白酶制剂促进青鱼鱼种的生长和降低饲料系数。
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　　饲用酶制剂开发与应用在国外始于 20世纪 70

年代。我国自 20世纪 90年代开始应用于畜禽饲

料 ,经十几年的研究开发 ,也已取得了巨大的成功 ,

并开发出以聚糖物质分解酶为主的专用酶或复合酶

和以提高饲料原料中磷利用率为目标的植酸酶 ,使

单胃动物饲用酶制剂成为一个新兴的饲料添加剂产

业 [ 1 ]。然而 ,水产动物营养生理和饲料加工条件有

别于畜禽动物 ,影响了饲用酶制剂在水产动物饲料

广泛应用的步伐。但相关实验结果显示 ,使用酶制

剂也能提高水产动物的消化能力、促进其对营养物

质的利用和提高其的生长 ,同时又可能降低氨氮排

泄 [ 2, 3 ]。因此 ,近些年来 ,对研发符合水产动物营养

特点的专用酶制剂开始引起关注 ,其中蛋白酶的开

发和应用机理研究成为重申点之一。青鱼是我国传

统的淡水养殖鱼类 ,对其的营养需求与饲料研究已

有较多的报道 [ 4 ]。但饲用酶制剂在青鱼饲料中应

用及其效果尚未见报道。本实验应用中性蛋白酶制

剂 ,进行饲料中添加不同剂量酶制剂对青鱼生长性

能的影响及促生长机理研究 ,为其在青鱼饲料中的

应用提供依据。

1　材料与方法

111　酶制剂　实验用酶制剂是由浙江省农科院植

微所研制的中性蛋白酶为基础的水产饲料专用酶 ,

含中性蛋白酶 8000U /g,另外还含有少量木聚糖酶、

纤维素酶等酶系。产酶菌株为米曲霉 (A sperg ill ory2
za)变种 ZW 206。

112　实验饲料　以褐鱼粉、豆粕、菜籽粕和面粉等

为主要原料 ,配制分别含酶制剂 0、015‰、1‰、2‰

和 3‰的 5种实验饲料 ,其设计配方的原料组成和

营养成分 (表 1)。实验饲料制作时 ,先将原料粉碎 ,

使原料粉末能全部通过孔径为 01355mm试验筛 ,按

配方比例称取各原料置于盆内 ,混合均匀后 ,加入适

量的水 ,用绞肉机制成直径约为 112mm的面条状饲
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料 ,在室温下风干后制成破碎颗粒 ,在 4℃下保存

备用。

113　实验鱼 　实验鱼种取自本所实验鱼场同一培

育池的当年鱼种 ,平均尾重 (3103 ±0104) g。实验前

于水泥池用不含酶制剂的实验饲料驯养二周后随机

分养到 5组三重复的 15只水簇箱 ,每箱放鱼 25尾。

表 1　实验饲料配方和营养组成分析 ( g /kg干饲料 )

Tab1 1　Formulation and p roximate analysis of test diets ( g/kg of dry diet)

原料 Ingredient
饲料 D iet

1 2 3 4 5

酶制剂 Enzyme p roduct 0 015 1 2 3

褐鱼粉 B rown fish meal 150 150 150 150 150

豆粕 Defatted soybean meal 260 260 260 260 260

菜粕 Canola meal 150 150 150 150 150

鳕鱼肝油 Cod liver oil 16 16 16 16 16

玉米油 Corn oil 16 16 16 16 16

面粉 W heat flour 318 31715 317 316 315

无机盐 1M ineral m ix 50 50 50 50 50

维生素 2V itam in m ix 10 10 10 10 10

褐藻酸钠 Sodium alginate 20 20 20 20 20

Cr2O3 2 2 2 2 2

营养组成 Proximate analysis

粗蛋白 Crude p rotein 37413 37412 37918 37615 36719

粗脂肪 Crude lip id 5919 5918 6013 6012 6015

粗灰分 Crude ash 10317 10317 10410 10318 10318

Cr2O3 1197 2105 2111 1198 2111

　　注 : 11无机盐 ( g /kg预混料 ) M ineral p rem ix ( g/kg m ix) : FeSO4·7H2O 15, CuSO4·H2O 013, ZnSO4·7H2O 10, MnSO4·H2O 015, NaCl

30, MgSO4 40, Ca (H2 PO4 ) 2 400, KI 01 05, Na2 SeO3 01005, CoCl3·6H2O 015, 沸石粉 zeolite 5031645; 21维生素混合物 ( g/kg预混料 ) V ita2

m in m ix ( g/kg m ix) : V itA retinol acetate 0180, V itD3 cholecalciferol 0106, V it Eα2tocopherol acetate 4100, V it K3 menadione 8100,硫胺素 thiam in

2100, 核黄素 riboflavin 2100, 泛酸 pantothenic acid 6100, 吡哆醇 pyridoxine 2100,叶酸 forlic acid 0150,尼克酸 niacin15, V it B12 cyanocobalam in

0102, 肌醇 inositol 40100, 包膜维 C coated vitam in C 20, 氯化胆碱 choline chloride 50, 玉米淀粉 corn starch 850162

114　饲养方法与水质 　实验鱼饲养在容积为 80L

循环式水簇箱中。每只水簇箱各配一气石 ,连续充

气。每天 9: 00和 15: 00各投饲一次 ,日投饲料量约

占鱼体重的 3%。饲养实验持续 8周。饲养期间 ,

水温 (25 ±015)℃;水质 : pH 711—713、DO 5129—

5173 mg/L、NH3 2N 0111—0121 mg/L、NO2 2N
0104—0107 mg/L; NO3 2N 0115—0123 mg/L。

115　指标及其计算方法　成活率 ( % ) = 100 ×(收

获尾数 /放养尾数 ) ;鱼体增重 ( % ) = 100 ×(鱼体终

重 -鱼体始重 ) /鱼体始重 ;饲料系数 =干饲料摄入

量 /鱼体增重量 ; 脏体比 ( % ) = 100 ×(内脏重 /鱼

体重 ) ;肝体比 ( % ) = 100 ×(肝胰脏重 /鱼体重 )。

116　营养成分分析 　饲养实验完成后饥饿 1d,每

箱取 5尾实验鱼为一混合样 ,供营养组成测定。实

验饲料、粪便和全鱼营养成分测定方法为 : 105℃常

压干燥法测定水分 ;微量凯氏定氮法测定粗蛋白 ;用

无水乙醚为溶剂 ,索氏抽提法测定粗脂肪 ;箱式电阻

炉 550℃灼烧法测定粗灰分。上述测定步骤均参照

AOAC (1995)规定的方法进行 [ 5 ]。

117　粪便收集和表观消化率测定 　饲养实验进行

到第 6周时开始收集粪便 ,连续收集 3周。每次投

饲后 015h吸出残饵和污物 ,再过 2h用虹吸法将完

整的粪便收集至铜筛中 ,收集结束后转移到培养皿

并于 70℃烘干。粪便样品置于 4℃冰箱中备用。三

氧化二铬含量测定采用二苯碳酰二肼分光光度法。

计算公式为 :干物质表观消化率 ( % ) = [ 1 - (饲料

中 Cr2O3含量 /粪中 Cr2 O3含量 ) ] ×100;蛋白质表观

消化率 ( % ) = [ 1 - (饲料中 Cr2 O3含量 /饲料中蛋白

质的含量 ) ×(粪中蛋白质的含量 /粪中 Cr2 O3含

量 ) ] ×100。
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118　消化酶测定 　饲养实验结束后 ,取饥饿 1d后

的实验鱼 ,置冰盘上解剖 ,取出全部肝胰脏和消化

道 ,剔除脂肪和消化道内容物 ,分别取肝胰脏和肠

(每一水簇箱 5尾实验鱼为一混合样 ) ,用滤纸吸干

水分后称重 ,加入 10倍的 PBS溶液 ,用玻璃匀浆器

在冰浴中手工匀浆。随后在 4℃、7000 r/m in离心

10m in,获得的上清液即为粗酶液 ,并置于 4℃冰箱

中待用。蛋白酶活性测定采用福林试剂法 [ 6 ]。蛋

白酶活性单位定义为 :于 pH715、37℃条件下 ,每分

钟酶解酪蛋白生成 1μg酪氨酸为 1个活性单位

(U)。蛋白酶活性以 U / mg粗酶蛋白表示。淀粉酶

活力测定采用 Bernfeld法 [ 7 ]。淀粉酶活性单位定义

为 : pH619、25℃条件下 ,每分钟酶解可溶性淀粉生

成 1μmol麦芽糖为 1个活性单位 (U )。淀粉酶活

性以 U / mg粗酶蛋白表示。粗酶液中蛋白浓度用

考马斯亮蓝法测定 [ 8 ]。以牛血清白蛋白为基准物。

119　数理统计方法　用 SPSS1115软件进行单因子

方差分析 (One2way ANOVA) , 以检验不同实验组间

各指标平均值是否存在显著性差异。如有显著差异

( p < 0105) ,则作 Duncan多重比较分析。

2　结　果

211　鱼体生长情况

实验鱼摄食酶制剂含量分别为 0、015‰、1‰、

2‰和 3‰的实验饲料 8周后 ,鱼体终重、鱼体增重、

成活率、摄食量和饲料系数等指标 (表 2)。实验鱼

在整个实验期间无死亡 ,成活率为 100%。实验饲

料中酶制剂含量为 015‰时 ,实验鱼的鱼体增重与

摄食不含酶制剂饲料的实验组无显著差异 ( p >

0105) , 而当饲料中酶制剂含量提高至 1‰时 ,鱼体

增重出现显著提高 ( p < 0105)。但饲料中酶制剂含

量从 1‰进一步提高至 2‰和 3‰,则鱼体增重不再

有显著变化 ( p > 0105)。饲料中酶制剂含量为 1‰、

2‰和 3‰实验组的摄食量显著高于饲料中酶制剂

含量为 0和 015‰的实验组 ( p < 0105)。而饲料中

酶制剂含量为 1‰、2‰和 3‰实验组的饲料系数显

著低于饲料中酶制剂含量为 0和 015‰的实验组

( p < 0105)。
表 2　青鱼鱼种摄食实验饲料 8周后的鱼体生长情况

Tab1 2　Growth performance of juvenile black carp fed test diets for 8 weeks

饲料酶用量 Enzyme p roduct (‰) 0 015 1 2 3 总标准误 Pooled SE p

鱼体初重 Initial weight ( g) 3102　 3103　 3103　 3105　 3101　 0101 01841

鱼体终重 Final weight ( g) 11116a 10191a 12108b 12133b 12124b 0119 01013

成活率 Survival rate ( % ) 100　　 100　　 100　　 100　　 100　　 0 —

鱼体增重 W eight gain ( % ) 270102a 265118a 298152b 304141b 306158b 5182 01019

摄食量 Feed intake ( g) 283180a 282190a 296167b 300153b 300143b 2144　 01005

饲料系数 Feed conversion ratio 1174a 1176a 1164b 1162b 1163b 0102 01012

　　注 :同一行数据有不同上标的英文字母表示有显著差异 ( p < 0105)

Note: There is a significant difference between treatments with different superscrip t in one row ( p < 0105)

表 3　饲料中酶制剂不同含量对表观消化率和消化酶活性的影响

Tab1 3　Effect of enzyme p roduct level in the diet on the apparent digestibility and digestive enzyme activity

饲料酶用量 Enzyme p roduct(‰) 0 015 1 2 3 总标准误 Pooled SE p

表观消化率 Apparent digestibility ( % )

干物质 D ry matter 71165 73119 74121 72155 72166 0165 01848

蛋白质 Protein 82135a 87117b 88149b 88192b 87177b 0172 01003

蛋白酶活性 Protease activity (U /mg p rotein)

肠 Intestine 5199 6130 7137 6126 5138 0144 01770

肝胰脏 Hepato2pancreas 2181a 4145ab 5193b 5145b 4192b 0136 01030

淀粉酶活性 Amylase activity(U /mg p rotein)

肠 Intestine 42146 39143 38154 43163 38131 1149 01777

肝胰脏 Hepato2pancreas 45125 44105 45115 44170 42102 0195 01865

　　注 :同一行数据有不同上标的英文字母表示有显著差异 ( p < 0105)

Note: There is a significant difference between treatments with different superscrip t in one row ( p < 0105)
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212　饲料中酶制剂不同含量对表观消化率和消化

酶活性的影响

饲料中酶制剂不同含量对表观消化率和消化酶

活性测定结果 (表 3)。由表 3可见 ,青鱼饲料中使

用酶制剂对饲料干物质的表观消化率无显著影响

( p > 0105)。饲料中酶制剂含量为 015‰—3‰的各

实验组间的蛋白质表观消化率也无显著差异 ( p >

0105) ,但均显著高于饲料中不含酶制剂的实验组

( p < 0105)。青鱼鱼种摄食含有或不含酶制剂的实

验饲料后 ,其肠蛋白酶活性、肠和肝胰脏淀粉酶活性

在各实验组间均无显著差异 ( p > 0105) ;肝胰脏蛋

白酶活性随着饲料中酶制剂使用量从 0增加 015‰

和 1‰而呈逐渐升高的趋势 ,但饲料中酶制剂使用

量继续增加则不再有显著变化。

213　全鱼营养组成、肥满度、脏体指数和肝体指数

青鱼鱼种摄食实验饲料 8周后的全鱼营养组

成、肥满度、脏体指数和肝体指数列于表 4。由表 4

可见 ,摄食 5种实验饲料 8周后 ,实验鱼全鱼营养组

成、脏体指数和肝体指数在实验组间均无显著差异

( p > 0105)。

表 4　青鱼鱼种摄食实验饲料 8周后的全鱼营养组成、脏体指数和肝体指数

Tab1 4　W hole fish body composition, viscera index and hepato2pancreas index of black carp fingerling fed test diets for 8 weeks

饲料酶用量 Enzyme p roduct (‰) 0 015 1 2 3 总标准误 Pooled SE p

全鱼组成 Body composition

水分 Moisture ( % ) 70178 70181 70191 70199 71117 0111 01861

粗蛋白 Crude p rotein 17125 17106 17134 16195 16177 0110 01378

粗脂肪 L ip id 9172 9168 9156 9169 9156 0112 01993

灰分 A sh 2170 2165 2171 2168 2166 0101 01361

脏体指数 V iscera index ( % ) 6138 5176 5184 5177 6128 0110 01124

肝体指数 Hepato2pancreas index ( % ) 1137 1111 1132 1125 1119 0104 01246

　　注 :同一行数据有不同上标的英文字母表示有显著差异 ( p < 0105)

Note: There is a significant difference between treatments with different superscrip t in one row ( p < 0105)

3　讨　论

311　饲料中添加中性蛋白酶对青鱼鱼种生长的

影响

本实验中 ,青鱼摄食不添加酶制剂和添加

015‰酶制剂的饲料 (饲料 1和饲料 2)比添加 1‰—

3‰酶制剂的三种饲料 (饲料 3—5)有较低的鱼体增

重和较高的饲料系数 ,这表明饲料中加入 1‰—3‰

的酶制剂能促进青鱼的鱼体生长和改善饲料利用。

这与对鳖 Trionyx sinensis、鲤鱼 Cyprinus ca rpio、鲫鱼

Carassius aura tus、黄颡鱼 Pseudobagrus fu lvidraco、尼

罗罗非鱼 O reochrom is n iloticus、奥尼罗非鱼 O reochro2
m is n iloticus × O1 aureus、金头鲷 S parus au ra ta

等 [ 8—17 ]的研究结果一致。但不同酶制剂因剂型不

同 ,其有效剂量并不一致 [ 2 ]。况且外源酶对不同的

底物作用功效也不同 [ 18 ]。在本实验条件下 ,饲料中

添加 1‰酶制剂即可显著地提高青鱼的鱼体增重和

降低饲料系数 ,而更高剂量的酶制剂并不能进一步

扩大功效。

青鱼摄食添加 1‰—3‰蛋白酶制剂的饲料 ,青

鱼的摄食量增加 ,可能是由于所用中性蛋白酶能钝

化豆粕中胰蛋白酶抑制剂 ,从而改善饲料的适口性

有关 [ 19 ]。对鳖和鲤鱼的实验得到相类似的结

果 [ 20 ]。这表明实验动物生长加快是部分得益于摄

食量增加。然而也有不同的观察 ,奥尼罗非鱼摄食

添加 110‰和 115‰以蛋白酶为主复合酶的两种实

验饲料 ,其摄食量均显著少于不加酶的对照组 ,并且

摄食量与酶制剂对鱼体促长作用无关 [ 16 ]。这可能

是由于实验动物及其食性不同和其他一些实验条件

不同所致。

312　饲料中添加中性蛋白酶对青鱼鱼种消化的

影响

饲料中添加酶制剂能提高陆生养殖动物对营养

素的消化率已有较多的报道 ,但鱼类中的研究并不

多。在饲料中添加饲用复合酶使尼罗罗非鱼生长饲

料总消化率和蛋白质的消化率提高 [ 15 ]。在奥尼罗

非鱼植物原料型饲料中添加饲用复合酶 ,粗蛋白、能

量、脂肪和干物质消化率均显著提高 [ 16 ]。本实验中

使用的酶制剂以中性蛋白酶为主。青鱼在摄食添加

该酶制剂的饲料后 ,仅蛋白质表观消化率比不添加

酶制剂的实验组有显著提高 ,而对饲料干物质的表

观消化率无显著影响。造成这种差异可能与饲用复
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合酶作用于饲料中的多种成分 ,而本实验中的单一

蛋白酶只作用于饲料蛋白有关。

对鲤鱼 [ 10, 21 ]及奥尼罗非鱼 [ 16, 22 ]的研究显示 ,外

源酶在饲料中添加能促进内源酶的分泌 ,使消化酶

活性提高 ,从而提高饲料消化利用 ,促进生长。本实

验也观察到 ,青鱼在摄食添加酶制剂的饲料后 ,比不

添加酶制剂组其肝胰脏的蛋白酶活性有显著提高。

但与对鲤鱼及奥尼罗非鱼研究结果不同的是 ,青鱼

肠蛋白酶和淀粉酶活性以及肝胰脏淀粉酶均未受到

酶制剂的影响。可见实验鱼品种和所用酶制剂特性

不同结果并不一致。

313　饲料中添加中性蛋白酶对青鱼鱼种全鱼组成

的影响

在饲养环境十分相近的条件下 ,同一种鱼类 ,鱼

体的营养组成是相对稳定的。本实验结果表明 ,各

组间全鱼水分、粗蛋白、粗脂肪和灰分含量都没有显

著性差异。因此 ,在饲料中添加酶制剂对青鱼全鱼

常规的营养成分无显著影响。这与对尼罗罗非

鱼 [ 15 ]和鲤鱼 [ 21 ]的研究结果是相一致的。

总之 ,在本实验条件下 ,饲料中使用 1‰—3‰

的中性蛋白酶制剂促进青鱼鱼种的生长和降低饲料

系数。其作用是通过摄食量增加和对饲料蛋白质的

消化能力的提高来实现 ,但并未改变鱼体的营养

组成。
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EFFECT O F ADD I NG NEUTRAL PRO TEASE TO D I ETS O N GROW TH

PERFO RM ANCE, D IGEST IO N , AND BODY COM PO S IT IO N O F

F I NGERL I NG BLACK CARP (M YLO PHAR YNGODON P ICEUS )

CHEN Jian2M ing
1
, YE J in2Yun

1
, XU Yao2Xing

2
, SHEN B in2Q ian

1
, GUO J ian2L ing

1
, PAN Q ian

1
and WANG You2Hui

1

(11 Zhejiang Institu te of F reshw ater F isheries, Huzhou 　313001;

21 Institu te of P lant P rotection and M icrobiology, Zhejiang A cadem y of Agricu lture Science, Hangzhou　310012)

Abstract:A neutral p rotease p roduct with an activity of 8000 u /g was used in the experiment1 A basal diet without exoge2
nous enzyme inclusion and four test diets adding 015‰, 1‰, 2‰ and 3‰ of the enzyme p roduct respectively were p re2
pared to feed five trip licate group s of fish with an initial average body weight of (3103 ±0104) g1 The feeding trial was

conducted in 15 re circulating tank system s ( 80L each) at a controlled water temperature of 25 ±015 ℃ and lasted for

eight weeks1 A t the end of eight weeks, the weight gain of fish fed a diet with 015‰ of enzyme p roduct showed no signifi2
cant difference with that of fish fed basal diet ( p > 0105) 1 W hen fish fed a diet with 1‰ of enzyme p roduct, the weight

gain increased significantly ( p < 0105) comparing with those of fish fed basal diet and the diet with 015‰ of enzyme p rod2
uct, but higher levels of enzyme p roduct inclusion seemed not to imp rove weight gain further1 Fish fed diet with 1‰, 2‰

and 3‰ of enzyme p roduct had higher feed ingest and lower feed conversion ratio than those of fish fed basal diet or the di2
et with 015‰ of enzyme p roduct ( p < 0105) 1 There was no effect of adding the enzyme p roduct in the diets on the appar2
ent digestibility of dry matter, intestine p rotease activity, intestine and hepato2pancreas amylase activity, body composi2
tion, V iscera index, and Hepato2pancreas index ( p > 0105) 1 However, the apparent digestibility of dietary p rotein of fish

fed four test diets were significantly higher than that of fish fed the basal diet ( p < 0105) 1 The hepato2pancreas p rotease

activity increased with increasing dietary supp lementing the enzyme p roduct up to 1‰, but above this level, it appeared to

keep stable1 In conclusion, under the condition of this experiment, adding 1‰ —3‰ neutral p rotease p roduct to finger2
ling black carp diet could p romote feed ingest and digest capacity of dietary p rotein, and as a result, imp rove fish growth

and feed conversion1

Key words:Neutral p rotease; B lack carp; M ylopharyngodon piceus; Growth, D igestive enzyme activity; Apparent digesti2
bility; Body composition


