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饲料中不同维生素 C含量对长吻 的影响
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摘要 :用维生素 C含量为 38、364和 630 mg /kg的三种饲料饲喂初体重为 (23119 ±0158) g的长吻 8个月 ,实验结

果表明 , 38mg/kg VC饲料组饲喂的长吻 表现出了典型的 VC缺乏症状 :体色发黑 ,脊椎侧弯 ,鳍边由开始的萎缩直

到腐烂、贫血、特定生长率显著降低 ( p < 0105)。并且 38mg/kg VC饲料组长吻 的生理指标也受到影响 :血清溶菌

酶活性显著下降 ( p < 0105) ,肝脏的 SOD活性及 MDA含量均显著升高 ( p < 0105) ,血清皮质醇没有显著差异 ( p >

0105) ,但各处理组长吻 肝脏中均未检测到诱导型 HSP70的存在。因此 ,相对于皮质醇和 HSP70,血清溶菌酶、肝

脏 SOD活性、肝脏 MDA含量以及血液理化指标 (血红细胞数及血红蛋白 )更能反映出 VC缺乏下长吻 的生理状态。
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　　维生素 C (VC ,又名抗坏血酸 AA )是鱼类所必

需的一种微量营养物质 ,其具有很强的还原性 ,作为

机体的强抗氧化剂参与抗氧化作用 [ 1, 2 ] ,同时参与

体内胶原蛋白及皮质类固醇的合成 [ 3, 4 ]
,因此在鱼

体内的多项生理功能中发挥着重要作用。大多数鱼

类体内缺乏 L2古洛内酯氧化酶而不能在体内合成
VC ,必须依赖于外源饲料中 VC的提供

[ 5, 6 ]。但在实

际鱼类的养殖过程中 ,由于 VC的不稳定性 ,生产中

的加工与贮存很容易造成饲料中 VC的破坏
[ 7 ]

,使

饲料中的 VC含量达不到鱼类的需求量从而使鱼

出现 AA缺乏症。已知典型的鱼类 VC缺乏症在很

多鱼类中已有报道 [ 8 ]。VC缺乏可引起鱼类生长

减缓 ,骨骼及软骨组织畸形 ,毛细血管脆性增大、

伤口愈合减慢 ,死亡率提高 ,鳍腐烂、眼球突出、贫

血、皮肤及内脏出血 ,不同鱼类具体的表现症状又

不完全相同 [ 8—14 ]。VC缺乏还可引起机体免疫反

应及抗氧化反应的改变 [ 15—19 ]。长吻 (L eiocassis

long irostris Günther)是我国的一种名贵经济鱼类 ,

但有关维生素 C缺乏对长吻 的影响还未见

报道。

鱼类在环境胁迫作用下会产生一定的应激反

应 ,表现在一些应激指标 ,如皮质醇及热休克蛋白

HSP的变化上 [ 20, 21 ]
,饲料中的营养不平衡与缺乏是

鱼类养殖过程中经常遇到的营养胁迫 ,营养胁迫下

鱼类的机体反应是否也会在这些应激指标上有一定

的反映 ,目前为止还没有相关研究探讨 VC缺乏下

鱼类的应激激素及细胞水平应激指标的变化 , 是否

能在营养缺乏症出现以前找到预警指标也是本文的

一个重要目的。

本文旨在探讨实用饲料中添加不同浓度的维生

素 C对长吻 的生长和生理状态的影响以及阐明

长吻 维生素 C缺乏症的表现。

1　材料与方法

111　实验设计与实验饲料 　实验为三个维生素 C

处理水平 ,分别为 38、364和 630 mg /kg。三种实验

饲料的配方与化学组成见表 1。饲料中不同的维生

素 C水平是通过在饲料中添加不同剂量的维生素

C222聚磷酸酯 (北京桑普公司 , 35%活性 ) ,各饲料中

的维生素 C222聚磷酸酯的测定值分别为 10815、

1040和 1800mg /kg,各饲料维生素 C的计算值分别

为 38、364和 630 mg /kg,实验饲料制成硬颗粒并贮

存在 - 4℃冰柜中备用。

112　实验鱼及养殖管理　实验用长吻 来自湖北
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省石首市长吻 良种场的当年幼鱼 (3 ±0111) g,实

验开始前暂养在循环水养殖系统的 2000L的圆形大

缸 (ф150cm ×120cm )中 8周 ,每天饱食投喂高龙长

吻 全价配合饲料 (蛋白含量为 4214% ,总能为

17198 kJ /g)。实验开始前两周改投实验饲料 1

(D iet 1,表 1)。

表 1　实验饲料配方及化学组成成分 (干物质基础 )

Tab11　Formulation and chem ical composition of the experimental diet

( dry weight basis) 1

原料 Ingredient
含量 Content ( % )

D iet 1 D iet 2 D iet 3

白鱼粉 W hite fish meal(USA) 60199 60199 60199

鱼油 Fish oil 6100 6100 6100

α2淀粉α2starch 8100 8100 8100

玉米淀粉 Corn starch 14100 14100 14100

矿物盐预混物 M ineral p rem ix1 5100 5100 5100

维生素预混物 V itam in p rem ix2 0150 0150 0150

氯化胆碱 Choline chloride 0111 0111 0111

纤维素 Cellulose 4140 4131 4121

三氧化二铬 Cr2O3 1100 1100 1100

维生素 C222聚磷酸酯 100 1000 2000

A scorbyl 22monophosphate (mg/kg) 3

成分 Chem ical composition

粗蛋白质 Crude p rotein ( % ) 46111 46122 46147

粗脂肪 Crude lip id ( % ) 12196 13118 13132

灰分 A sh ( % ) 11156 11157 11185

维生素 C222聚磷酸酯 10815 1040 1800

A scorbyl 22monophosphate (mg/kg)

总能 Gross energy ( kJ /g) 20133 20144 20143

　　注 : 1矿物盐预混物 M ineral m ixture ( per kg feed ) : NaCl,

50010mg; MgSO4·H2O, 457510mg; NaH2 PO4·2H2O, 1250010mg;

KH2 PO4 , 1600010mg; CaH2 PO4·H2 O, 685010mg; C6 H10 CaO6·

5H2 O, 175010mg; FeSO4 , 125010mg; ZnSO4 ·H2 O, 11110mg;

MnSO4·H2O, 6114mg; CuSO4·5H2O, 1515mg; CoSO4 , 015mg; KI,

115mg; starch, 6385mg; 2维生素预混物 V itam in m ixture ( per kg

feed) : vitam in A, 5500 I1U1; vitam in D3 , 1000 I1U1; vitam in E, 50

I1U1; vitam in K, 10 I1U1; niacin, 100mg; riboflavin, 20mg; pyridox2

ine, 20mg; thiam in, 20mg; D2calacium pantothenate, 50mg; biotin,

011mg; foliacin, 5mg; vitam in B12 , 20mg; inositol, 100mg; 3维生素 C2

22聚磷酸酯 A scorbyl 22monophosphate (mg/kg) : 只有 35%维生素 C

活性 , only 35% vitam in C activity

　　实验开始前暂养鱼停喂 24h,实验开始时随机

选取大小相等的鱼 ( 23119 ±0158) g,分别称重 ,计

量 ,然后转移到实验小缸中。每个处理 3个重复。

各组之间初体重没有显著性差异 ( p > 0105)。实验

养殖系统采用流水养殖系统 ,实验缸为 150L的圆形

玻璃纤维缸 (ф70cm ×50cm ) ,为避免长吻 的相

互残杀行为 ,减少其他干扰对鱼产生额外的刺激 ,缸

内用网隔隔为 6个小隔 [ 22 ]
,每隔内一尾鱼 ,每缸 6

尾鱼。实验期间每天饱食投喂 2次。实验期为

200518127—200614127共八个月 ,自然水温 (图 1) ,

光周期为 12L∶12D (8: 00—20: 00)。每周定期检测

水质 ,实验期间水质条件如下 : pH值 715—810,

非离子态氨氮 U IA 2N 01004mg /L ,溶氧保持在

610mg /L以上。

113　样品采集 　实验结束时 ,长吻 饥饿 24h,取

样时用 MS2222 ( 220mg /L , Sigma2A ldrich Co1 St1
Louis1 Mo1 USA )深度麻醉长吻 ,逐条测定体长、

体重。6尾鱼取血、解剖 ,用肝素钠润过的注射器从

尾静脉采血进行红细胞计数与血红蛋白的测定 ,用

没有肝素钠润过的注射器采血用以制备血清。冰盘

上解剖取肝脏、脾脏并称重。将所取血样用 4℃离

心机 5000 r/m in离心 15m in制得血清。血清和肝脏

放置 - 25 °C冰箱冷冻保存留待分析。

114　样品分析方法 　血清溶菌酶活性的测定方法

参照改良后的 Hultmark方法 [ 23 ]用溶壁微球菌 M i2
crococcus lysodeik ticus进行测定。肝脏超氧化物歧化

酶 SOD活性根据 : yanagi[ 24 ]采用亚硝酸盐形成法测

定 , 在 550 nm处测 OD值 ,蛋白总量依 B radford
[ 25 ]

方法用小牛血清白蛋白作为标准蛋白测得结果表示

为 U /mgp rot。肝脏脂质过氧化物以丙二醛 (MDA )

的含量来表示 , MDA的测定依据 M ihara和 Uchiya2
ma[ 26 ]的方法用硫代巴比妥酸在 532nm处进行比色

测定 ,结果表示为 nmol/mgp rot。饲料中维生素 C222
聚磷酸酯的含量用液相色谱方法进行测定。红细胞

计数 (RBC)是把全血稀释 200倍后用 Neubauer计

数板进行计数 ;血红蛋白的测定 (HB )采用氰化高

铁血红蛋白试剂在 540nm下进行比色测定 ,结果表

示为 g/L。血清皮质醇用北京北方生物技术研究所

的皮质醇试剂盒采用放射免疫的方法 [ 27 ]进行测定 ;

热休克蛋白 HSP70的测定方法参照沈骅 [ 28 ]的方

法 ,采用一抗 ( Spa2763, Rabbit Anti2H sp 70, Stress2
gen B ioreagents Corp1)和二抗 (Rabbit Anti, Vector)

通过 W estern B lotting进行检测。
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图 1　实验期间的自然水温

Fig11　W ater temperature (℃) during experimental period

115　统计分析方法　所有实验结果均采用 Statistica

610统计软件进行一元方差分析 (One2way ANOVA) ,

差异显著性为 p < 0105。若结果差异显著再进行邓肯

多重比较 (Duncan’s multip le range tests)。

2　结　果

211　表观特征

38mg/kgVC组的长吻 体色变黑 ,脊椎侧弯 ,鳍

边由开始的萎缩直到腐烂 (图 2) ,另外两组 VC含

量下没有发现异常情况。

表 2　饲料中维生素 C对长吻 生长、肥满度、肝体比和

脾体比的影响

Tab12　Effects of dietary vitam in C on SGR, condition factor, hepatoso2

matic index and sp leen2somatic index in Chinese longsnout catfish1

　　　 (mean±S1E1) 3

D iet 1 D iet 2 D iet 3

初体重 IBW ( g) 22194 ±0199 23131 ±0197 23127 ±1110

末体重 FBW ( g) 55129 ±3133a 110110 ±6102b 114136 ±7115b

SGR ( % /d) 1 0136 ±0104a 0164 ±0102b 0166 ±0103b

肝体比 HS I2 1126 ±0108a 1162 ±0108b 1144 ±0111ab

脾体比 SS I3 0117 ±0104 0116 ±0102 0115 ±0101

肥满度 CF4 1147 ±0109a 1125 ±0102b 1123 ±0101b

　　注 : 3 同一行中平均数的不同上标表示显著差异 ( one2way

ANOVA; p < 0105) 3 Means with different letters in a row showed sig2

nificant differences ( one2way ANOVA; p < 0105 ) ; 1特定生长率 SGR

( Specific growth rate) % /d = 100% ×[ ln ( FBW ) - ln ( IBW ) ] / t ] ;其

中 IBW ( Initial body weight) 为初均重 , FBW ( Final body weight)为末

均重 , t ( Time)为实验天数 ; 2肝体比 HS I ( Hepatosomatic index) % =

肝脏重 (L iverweight) /体重 (W hole bodyweight) 3 100% ; 3脾体比 SS I

( Sp leen2somatic index) % =脾脏重 ( Sp leen weight) /体重 (W hole body

weight) 3 100% ; 4肥满度 CF (Condition factor) = (体重 L ive weight,

g) / (体叉长 3 Fork length3 , cm) 3 100

图 2　维生素 C缺乏对长吻 体色、脊椎和鳍边的影响

Fig12　 Effects of V itam in C deficiency on skin color, sp ine

　　　　 and fin in Chinese longsnout catfish

a: 38mg/kg VC组长吻 体色变黑 ,脊柱弯曲 ; b:正常组 ;

　　　　c: 38mg/kgVC组长吻 鳍边由萎缩到腐烂

a and c were in 38mg/kg V itam in C group, b was in V itam in

　　　　 C normal group s
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212　生长、肥满度、肝体比和脾体比

38mg/kg VC组的长吻 的末体重及特定生长率

显著低于其他两组 ,其肝体比也显著低于 364mgAA /

kg组 ( p < 0105) ,其他各组间无显著差异 (表 2)。

38mg/kg VC组长吻 的肥满度显著高于其他两组。

脾体比在各组之间没有显著性差异 ( p > 0105)。

213　红细胞计数及血红蛋白

由图 3可知 , 38mg/kg VC组长吻 血液中的红

细胞数量显著低于其他两组 ,且血红蛋白的含量也

显著低于 630mg/kg VC组 ( p < 0105)。其他各组间

无显著差异 ( p > 0105)。

214　血清溶菌酶、皮质醇、肝脏 SOD活性、肝脏

MDA及肝脏热休克蛋白 HSP70

由图 4可知 , 38mg/kg VC组长吻 肝脏的 SOD

活性及 MDA含量显著高于其他两组 ,溶菌酶活性

显著低于 364mg/kg VC组 ( p < 0105) ,其他各组间

无显著差异。38mg/kg VC组长吻 的血清皮质醇

高于其他两组 ,但没有显著性差异 ( p > 0105)。在

肝脏中 ,用 W estern2blotting的方法没有检测到诱导

型 HSP70的产生。

图 3　饲料中维生素 C对长吻 红细胞计数及血红蛋白的影响 , 不同的字母代表各饲料组间的差异 ( p < 0105)

Fig13　Effects of dietary V itam in C on red blood cell count and haemoglobin in Chinese longsnout catfish, different letters showed significant

　　　 differences between group s (one2way ANOVA; p < 0105)

3　讨　论

尽管 NRC
[ 29 ]中确定幼鱼的维生素 C的最适需

要量为 25—50mg AA /kg,但在本研究中经 8个月的

生长实验 ,饲料中维生素 C含量为 38mg AA /kg时

长吻 生长显著降低 ,其体表特征及血液指标均出

现了典型的维生素 C缺乏症 ,很显然饲料中 38mg

AA /kg的维生素 C含量并不能满足长吻 的最大

生长需求。

311　VC缺乏的症状

VC缺乏可引起鱼类生长减缓 ,骨骼及软骨组织

畸形 ,毛细血管脆性增大、伤口愈合减慢 ,死亡率提

高 ,鳍腐烂、眼球突出、贫血、皮肤及内脏出血 [ 8, 9 ]。

但不同的鱼类具体的 VC缺乏症状并不完全相同 ,

如经 20周的实验 ,非洲胡子鲶鱼 C larias gariepinus

并没有出现脊柱弯曲现象 ,却出现组织病变 :鳃丝肥

大、水肿、毛细血管扩张 ,肾小球萎缩、肾小囊坏死、

肾小管扩张 [ 9 ]。斑点叉尾 缺乏 Vc时 ,体色发黑 ,

体侧中部的竖条纹褪色 ,生长缓慢 ,饵料系数增高 ,

体内外可见出血 ,鳍腐烂 [ 10 ]
;罗非鱼则出现惊厥、突

眼、皮肤出血、尾鳍腐蚀、伤口愈合慢 [ 11, 12 ]。墨西哥

丽体鱼鱼苗生长减慢 ,体色变黑 ,鳃盖变短 ,眼、头、

鳍出血、皮肤和鳍腐烂、鳞片脱落、腹部肿胀、脊柱侧

凸 [ 13 ]。幼建鲤表现出体色变黑、尾柄和鳍发黑、鳍

基部出血、鳍条糜烂、脊柱侧凸、尾部明显弯曲等症

状 [ 14 ]。本实验 VC缺乏下长吻 出现生长迟缓、体

色发黑、脊椎弯曲、鳍腐蚀、贫血、短粗症等 ,但并没

有出现眼球突出、皮肤及内脏出血的症状。

312　VC对骨骼及血细胞的影响

VC的功能之一是促进胶原蛋白的形成。胶原

蛋白的形成包括将脯氨酸羟化形成一个稳定的细胞

外基质 , 将赖氨酸羟化和糖基化以及纤维网的形成

等。而维生素 C的作用在于活化脯氨酸羟化酶和

赖氨酸羟化酶 , 促进脯氨酸和赖氨酸向羟脯氨酸和

羟赖氨酸的转化 [ 3 ]
, 保护参加羟化作用的酶类不受

铁离子和巯基氧化 , 进而促进组织细胞间质中胶原
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图 4　饲料中维生素 C对长吻 血清溶菌酶、皮质醇、肝脏 SOD活性及肝脏 MDA的影响 , 不同的字母代表各饲料组间的差异 ( p < 0105)

Fig14　Effects of dietary V itam in C on serum lysozyme, cortisol, hepatic SOD and heap tic MDA in Chinese longsnout catfish, different letters showed

　　　　 significant differences between group s (one2way ANOVA; p < 0105)

的形成。VC缺乏下鱼鳍的腐烂和脊柱的弯曲可能与

此有关 [ 10, 30 ]。W imberger研究报道 VC缺乏可影响鱼

类骨骼的发育及体型 [ 31 ]。因此 ,本实验中 VC缺乏下

长吻 肥满度的提高可能与此有关 ,由于 VC缺乏可

能导致长吻 骨骼发育受阻 ,使其体型发生改变。

贫血是 VC缺乏的典型症状之一
[ 9 ]

,本实验中

长吻 也表现出此特征 ,红细胞数及血红蛋白都显

著降低。其原因可能来源于两个方面 ,一是由于 VC

缺乏下鱼类摄食量的降低导致其摄入的铁含量减

少 ;二是 VC缺乏影响了铁的代谢 , VC缺乏可使血红

蛋白三价铁转变为亚铁干扰铁在血浆中运输及细胞

的吸收 [ 32 ] , H ilton, et a l1报道 VC可提高虹鳟肠道

中 Fe的吸收效率 , VC缺乏时可影响网状内皮组织

内铁的释放 ,进而影响到血细胞的合成 [ 33 ]。

313　VC的抗氧化作用

VC的化学本质是一种含 6个碳原子的酸性多

羟基化合物 ,同时具有强有机酸性和强还原性 ,因此

经常作为机体的强抗氧化剂参与抗氧化作用 [ 1, 2 ]。

VC缺乏下鱼体体色变黑与其抗氧化性有关 ,在动物

体内 ,酪氨酸在酪氨酸酶的作用下 ,氧化后可以生成

多巴醌 , 而多巴醌能自发形成黑色素 ,当饲料中 VC

缺乏时加速了体内酪氨酸氧化反应的进行 ,使黑色

素形成增多 ,表现出体色变黑 [ 14 ]。此外 ,从 VC 与

SOD的研究中也可以发现 VC的抗氧化作用 ,高强

等报道饲料中高 VC的情况下中华鲟肝脏的 SOD活

性显著降低 [ 19 ]。本研究中 ,虽然 VC缺乏组长吻

肝脏 SOD活性很高但肝脏中的 MDA仍然处于一个

很高的水平 ,说明其体内的脂质过氧化程度已经达

到不能被机体的抗氧化系统所清除的阶段 ,机体发

生了氧化损伤。这与 鱼 Terapon ja rbua的实验结

果相似 ,经 8周实验摄食缺乏维生素 C饲料的 鱼

无论是在低温或是高温下 ,其肝脏中的脂质过氧化
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物 (MDA)均显著高于摄食含 VC的其他饲料组
[ 15 ]。

314　VC对免疫力的影响

VC对免疫力有一定的影响
[ 34 ]

,一般认为 VC能

提高溶菌酶的活性 ,缺乏 VC的情况下溶菌酶的活

性降低。这在点带石斑鱼 Epinephelus m alabaricus、

花鲈 L a teolabrax japon icus、大黄鱼 Pseudosciaena cro2
cea及中华鲟 A cipenser sinensis的研究中已得到证

实 [ 16—19 ]。宋学宏等的研究也表明 , 异育银鲫血清

中溶菌酶的活性也是随着 VC含量的增加呈正相关

关系 [ 35 ]。但也有不同的结果 ,李桂峰等的研究表明

维生素 C对胡子鲶 C la ris ba trachus对溶菌酶活性的

提高并不显著 [ 36 ]。艾春香等研究发现 , 河蟹体内

的 SOD酶活性却随着 VC 剂量的增加而降低
[ 37 ]。

出现这种差异的原因主要是由于实验鱼的代谢率、

实验方法以及取样时间不同所致。不同鱼类对维生

素 C代谢率不同 ,从而导致维生素 C需要量的差

异 ,使维生素 C对鱼类免疫力作用的形式也不一

样 [ 38 ]。当实验方法、取样时间不同时 ,维生素 C到

达靶细胞的速率、浓度以及免疫应答出现高峰的时

间都不同 ,因此观测到的作用效果也将受到

影响 [ 34, 39 ]。

皮质醇及热休克蛋白 HSP是鱼类在环境胁迫

下的应激指标 [ 20, 21 ]
,在本实验中 ,尽管 VC缺乏的长

吻 血清皮质醇含量比其他组较高 ,但可能由于所

测定数值的变异太大并没有检验出差异显著性 ,而

诱导型 HSP70既没有在正常组也并没有在缺乏 VC

组的长吻 肝脏中有所表达 ,这说明皮质醇和

HSP70作为 VC 缺乏的应激指标还有待进一步

探讨。

4　结　论

本实验结果表明 ,用维生素 C含量为 38mg/kg

的饲料经 8个月饲喂的长吻 表现出了典型的 VC

缺乏症状 :体色发黑 ,脊椎侧弯 ,鳍边由开始的萎缩

直到腐烂 ;生长降低 ;贫血 ;免疫力降低 ;肝脏出现脂

质过氧化现象。皮质醇和 HSP70作为 VC缺乏下营

养胁迫的可靠指标还有待实验探讨 ,而血清溶菌酶、

肝脏 SOD活性和肝脏 MDA含量 ,以及血液理化指

标 (血红细胞数及血红蛋白 )更能代表 VC缺乏下的

生理状态 ,这些指标是否能成为 VC缺乏症出现之

前的早期胁迫状态的预警指标还需要进一步的实验

验证。
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EFFECTS O F D IFFERENT D I ETARY V ITAM I N C L EVEL S O N CH I NESE

LO NGSNO UT CATF ISH ( L E IOCASS IS LONG I ROSTR IS GΒN TH ER )
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Abstract: V itam in C is an essential m icro2nutrient for most fish and p lays an important role in immunity and physiology1
The deficiency of dietary vitam in C can result in the damage on fish1 The study on the deficiency symp tom and the sensi2
tive indicator of vitam in C could p rovide useful information for fish feed industry1 This experiment was conducted to inves2
tigate the effects of dietary V itam in C levels on growth performance, immune and physiological responses in Chinese long2
snout catfish (Leiocassis longirostris Günther) , which is an high value aquaculture fish in China1 Three p ractical diets

containing 38, 364 and 630mg/kg vitam in C were fed to Chinese longsnout catfish (23119 ±0158g) for 8 months1 V ita2
m in C was used in the form of L2ascorbyl222polyphosphate1 The results indicated that the Chinese longsnout catfish in

38mg/ kg vitam in C group s showed typ ical vitam in C deficiency symp tom: skin color turning darker, sp inal deform ities and

scoliosis, erosion of fins, anaem ia1 SGR and the serum lysozyme activities decreased significantly ( p < 0105) , the hepatic

SOD activities and MDA contents increased significantly ( p < 0105) 1 There was no significant difference in serum cortisol

concentrations ( p > 0105) 1 The inductive HSP70 in liver was not detected by western2blotting in all group s1 In conclu2
sion, serum cortisol and hepatic HSP70 were not the sensitive indicators for vitam in C deficiency symp tom, but the serum

lysozyme, hepatic SOD activity, hepatic MDA content and the haematological index ( red blood cell number and hemoglo2
bin content) were the more reliable makers to indicate the physiological status in Chinese longsnout catfish1

Key words: V itam in C; V itam in C deficiency symp tom; Chinese longsnout catfish


