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研究背景



研究背景
1. 为了防止微生物， 病原体和其他有毒物质的侵入，鱼类

已经进化出了肠道免疫屏障和物理屏障。
2.研究表明肠道免疫功能受损障碍和物理障碍可以降低草鱼

的生长性能。
3.在人类研究中发现膳食中合适的蛋白质含量，有益于增强

肠道免疫屏障和物理屏障的作用。
4.实验假设最适膳食蛋白水平可能通过增加肠免疫和物理屏

障功能来提高幼龄草鱼肠道健康状况。 分别检测膳食蛋白质对
抗炎分子，细胞因子，细胞紧密连接蛋白，与 凋亡和抗氧化剂
有关基因表达水平，以及后续的攻毒试验，以便为配制草鱼的
商业饲料提供参考。
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研究方法
1.饲料蛋白含量（根据 Garling 等人的方法配制）



研究方法
2.生长实验

实验鱼分为6组，每组3个重复，每个养殖单元30条鱼，共540条

鱼（ 平均体重 264.11±0.76g）每天喂食4次，持续 8 周。每次进料 30 

分钟后， 收集未进料的饲料， 干燥称重并计算采食量。

生长试验后， 称重计数。麻醉后处死， 迅速取出鱼的肌肉和肝

脏并冷冻在液氮中， 储存在-80℃冰箱中备用，用于谷氨酸草酰乙酸

转氨酶（ GOT） 和谷氨酸 - 丙酮酸转氨酶（ GPT）的测定。



研究方法

3.消化性试验

饱食投喂5天之后。在第 6 天喂食6 小时后进行粪便收集。收集

时在轻轻按摩鱼腹，进行挤压，在肛门附近收集粪便样品， 然后储

存- 20℃环境中。



研究方法

4.攻毒实验

在生长试验后， 从每个处理组取 15 条鱼， 移入6个新的养殖单

元， 喂食5天后，每条鱼均腹腔注射2.5x108cfu/ml的嗜水气单胞菌 

1.0ml 。 实验进行14天，喂食时间和投喂次数与生长实验相同。试验

结束后记录鱼的死亡率并参考文献设计评分系统以评价其肠道炎症程

度，迅速取出肠道并分为前肠（ PI），中肠（ MI）和后肠（ DI），- 

80℃保存备用。



研究方法

5.生化分析

⑴肌肉和肝脏的GOT和GPT

⑵肠道LA，ACP活性和C3、C4和Ig M含量

⑶活性氧的含量 ，丙二醛，蛋白质羰基和谷胱甘肽

⑷SOD和CUZnSOD、MnSOD活性，

⑸过氧化氢酶，谷胱甘肽过氧化物酶活性

⑹谷胱甘肽-S-转移酶和谷胱甘肽还原酶活性



研究方法
6.实时荧光定量PCR

⑴使用 RNAiso Plus 试剂

盒从 PI， MI 和 DI 提取

总 RNA（ TaKaRa）

 ⑵RNA 质量使用琼脂糖

凝胶电泳和分光光度分

析。



研究方法

 ⑶使用 RNA 将 RNA 逆

转录为 cDNA 

PrimeScript™RT 试剂盒

（ TaKaRa） 

⑷b-肌动蛋白用作参考

基因来标准化 cDNA 负

载

6.实时荧光定量PCR



研究方法

7.统计分析

• 重量增加百分比=（最终重量-初始重量）/初始重量 X 100%

• 饲料效率=最终重量-初始重量）/投喂量 X 100%

• 特定生长率=[ln(平均最终重量)-ln(平均初始重量)]/喂食天数

• 存活率=（最终草鱼数量/初始草鱼数量）X 100%

• 蛋白质消化率 = [1-（饲料中Cr2O3含量 X 粪便中蛋白质含量/（粪

便中Cr2O3含量 X 饲料中蛋白质含量）]
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实验结果

 FBW， PWG， FI， FE 和 SGR 均随着膳食蛋白的增加而显着增加并在蛋白

水平217.2g/ kg ( P <0.05)达到最高， 之后逐渐减少。

 GOT和 GPT 的活动幼鲤的肌肉和肝脏都逐渐增加随着膳食蛋白水平的增加。

1.生长性能和 GOT 和 GPT 的活性



1.生长性能和 GOT 和 GPT 的活性

感染嗜水气单胞菌之后存活率随着饲料中蛋白水平的增加而增加并在217.2g/kg 达到
最高，然后平稳（ P> 0.05） 。 
用嗜水性嗜酸杆菌感染后的肠炎的发病率随着饲料中蛋白质水平增加而降低并在
217.2g/kg 达到最低（ P <0.05），然后逐渐增加。

实验结果



与高、低水平的蛋白质含量相比， 最适饲料蛋白水平明显减轻由亲水性嗜酸杆菌

引起的肠炎症状。

1.生长性能和 GOT 和 GPT 的活性实验结果



2.肠道免疫参数实验结果



3.肠内抗氧化相关参数实验结果



幼龄草鱼中CAT在 MI 和 DI 中的活动的没有显着差异（ P> 0.05）

3.肠内抗氧化相关参数实验结果



实验结果 4.抗微生物肽的相对 mRNA 水平



实验结果 5.肠道中免疫因子的相对 mRNA 水平



实验结果 5.肠道中免疫因子的相对 mRNA 水平



实验结果 5.肠道中免疫因子的相对 mRNA 水平



实验结果 5.肠道中免疫因子的相对 mRNA 水平



实验结果

肠道紧密连接带白和肌球蛋白轻链激酶有关参数的相对 mRNA 水平 与凋亡有关参数的相对 mRNA 水平
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结论分析

1.最适饲料蛋白水平有利于改善鱼类生长性能和抗病性。

2.最适饲料蛋白水平能通过增加抗菌化合物和减弱炎症来增强草鱼部分

肠道免疫屏障功能，其机制与 NF-kB 和 TOR 相关信号通路有关：

（1）增加抗菌化合物改善肠道免疫功能; 

（2）NF-kB 信号下调促炎细胞因子（不包括 IL-8）的mRNA 水平， 使肠

道炎症减弱;

（3）TOR 信号上调抗炎细胞因子 mRNA 水平，使感染亲水性嗜酸杆菌

后的幼龄草鱼肠道炎症减轻。



结论分析

3.最适饲料蛋白水平改善了幼龄草鱼肠道物理屏障功能部分，其在 肠

道中发挥作用为；

（1）下调 MLCK 的 mRNA 水平和上调 TJ的mRNA 水平， 改善肠道细胞

间结构完整性; 

（2） 与细胞凋亡有关信号进行信号传导抑制肠道细胞凋亡; 

（3） Nrf2 信号增加与抗氧化物有关的基因mRNA水平，减少感染嗜水

气单胞菌后对幼龄草鱼的肠道氧化损伤 。



综上所述，最适饲料蛋白发挥其作用表现在：

在肠道免疫方面：

增加抗菌物质的生产， 下调促炎因子和上调抗炎细因子。

在肠道物理屏障方面：

改善的紧密连接屏障， 抑制凋亡基因的表达和增强抗氧化能力。

结论分析



读后感

1.建立广泛而全面的知识网。

2.实验的设计，实验结果的分析要严谨。

3.问题分析应从多方面、多角度进行。

4.实验的进行要有耐心，不怕麻烦。
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