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　　摘要：为深入研究鱼内源酶对豆粕改性的效果，在对改性豆粕产品进行了理化性质分析以后，研究了该产品对大
鼠的生长性能、蛋白消化能力和血液生化指标的影响。将７２只Ｖｉｓｔａ大鼠，雌雄各半，随机分为６组，每组１２只（雌雄
各半）。分别饲喂不同处理的饲粮２８ｄ，每日确定每组大鼠体质量和采食量。每组分别进代谢笼７ｄ，收集每只粪便和
尿液进行分析。结果表明：豆粕中寡糖和抗原蛋白均明显降低。用鱼内源酶改性豆粕替代日粮中的豆粕，可以极显著

提高大鼠日均增质量和采食量（Ｐ＜０．０１），虽然料肉比差异不显著，但是有所降低；可以极显著提高饲料蛋白的真消
化率ＴＰＤ和净利用率（Ｐ＜０．０１），显著提高蛋白生物价ＢＶ（Ｐ＜０．０５）；显著降低谷丙转氨酶ＡＬＴ（Ｐ＜０．０５），提高超
氧化物歧化酶活性。上述结果表明，本试验所得鱼内源酶改性豆粕在各项生长指标上均优于天然豆粕，甚至鱼粉，同

时还具有一定的抗氧化活性。
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　　豆粕是饲料中主要的植物蛋白质原料，产量丰富、价格低
廉。然而其中含有多种抗营养因子，对动物体内某些消化酶起抑

制作用，或与营养物质络合成不易消化的成分，使得豆粕的消化

率和动物的吸收率下降，从而影响动物的生理、生长、健康［１］。

目前降解豆粕中抗营养因子的方法主要有物理、化学、生

物３种类型。经过物理和化学方法处理后，豆粕中所含的抗营
养因子都有不同程度的降低或是减少，但是这些处理方法都存

在一些不足，无法对普通豆粕中的抗营养因子进行最大程度的

消除且存在有害残留［２］。目前生物方法是研究较多的方法。

生物方法是利用微生物和酶来降解抗营养因子。发酵酶解法

能在一定程度上去除豆粕中的有害物质或抗营养因子，提高其

营养价值［３－４］。然而该法始终存在成本相对较高的缺点。

本试验充分利用鱼内脏中的消化酶类，尝试对豆粕中营

养因子进行降解从而达到改性目的，一方面利用了鱼内脏中

存在的天然复合酶系实现豆粕改性，另一方面实现了饲料蛋

白中动物蛋白的添加。本研究主要从理化指标和小鼠喂养试

验２个方面考察这一改性技术的有效性，为本技术制成的改
性豆粕在哺乳动物配合饲粮中的应用提供依据。

１　材料与方法

１．１　试验设计与饲养管理
试验选取７２只Ｖｉｓｔａ大鼠，随机分为６组，每组各１２只

（雌雄各半）。适应期为３ｄ，从适应期开始根据分组饲喂相
应日粮，自由采食和饮水，采用自然光照。试验期为２８ｄ，每
２ｄ称体质量，每天称取一定量的日粮，早上饲喂，次日早上
收集剩余料，记录日耗料量。

１．２　试验日粮组成
对照组以豆粕为氮源，试验组Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ组分别饲喂以豆

粕和鱼内源酶改性豆粕各５０％，鱼内源酶改性豆粕、鱼粉无
氮组则不添加任何氮源。配方及营养成分见表１。

鱼内源酶改性豆粕：将豆粕按１∶１加蒸馏水在１００℃下
蒸煮３０ｍｉｎ，按１００％的比例加入狭鳕鱼内脏，调节含水量为
６０％，５０℃密闭培养４８ｈ，然后在 ４５℃的温度下进行干燥
处理。

１．３　样品采集
２８ｄ试验期结束后，将所有大鼠麻醉，动脉取血，并用

３０００ｒ／ｍｉｎ的转速离心１０ｍｉｎ，取上层的血浆，吸入１ｍＬＥＰ
管中，并保存在－８０℃下。将取好的完整的肝脏放入生理盐
水中，清洗后，用吸水纸吸干生理盐水，称质量。取约０．５ｇ
肝尖，放入１０ｍＬ的 ＥＰ管中，加入适量生理盐水，用匀浆机
匀浆，并保存在 －８０℃下。整个过程中未放入 －８０℃的 ＥＰ
管全部放在冰中保存。

１．４　测定指标及方法
１．４．１　生长性能　每２ｄ记录大鼠的体质量，从试验开始上
午０８：００称质量并记录，同时记录采食量，计算全期平均日采
食量（ａｖｅｒａｇｅｄａｉｌｙｆｅｅｄｉｎｔａｋｅ，ＡＤＦ）、平均日增质量（ａｖｅｒａｇｅ
ｄａｉｌｙｇａｉｎ）和料肉比（ｆｅｅｄ／ｇａｉｎ，Ｆ／Ｇ）。
１．４．２　蛋白消化能力指标　所有组进代谢笼７ｄ。在试验组
进代谢笼期间，每只小鼠都单独喂食饲料，记录采食量，并计

算其中的摄入氮Ｉ（ｉｎｔａｋｅｎｉｔｒｏｇｅｎ）。收集粪便和尿液，将 ７ｄ
收集的粪便和尿液混合均匀，并测其粪含氮量Ｆ（ｆｅｃａｌ
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表１　各组饲料膳食组成（每１００ｇ饲料中）

处理
样品量

（ｇ）
油含量

（ｇ）
纤维素含量

（ｇ）
维生素ａ含量

（ｇ）
混合盐ｂ含量

（ｇ）
水分

（ｇ）
淀粉

含量

无氮组 ０ ８ １ １ ５ ５ 加至１００ｇ
对照组 ２０ ８ １ １ ５ ５ 加至１００ｇ
试验组Ⅰ ９．７５＋９．７５ ８ １ １ ５ ５ 加至１００ｇ
试验组Ⅱ １９ ８ １ １ ５ ５ 加至１００ｇ
试验组Ⅲ １５ ８ １ １ ５ ５ 加至１００ｇ

　　注：ａ—混合维生素１ｇ成分为维生素Ａ２０００ＩＵ，维生素Ｄ２００ＩＵ，维生素Ｅ１ＩＵ；维生素Ｋ、维生素Ｂ１、维生素Ｂ２、维生素Ｂ６、维生素Ｂ１２分

别为０．５、０．５、０．８、０．５、０．５、０．００３ｍｇ；泛酸钙、生物素、叶酸分别为４、０．０４、０．２ｍｇ；胆碱、对氨基苯甲酸、肌醇、盐酸分别为２００、１０、１０、４ｍｇ。
ｂ—混合盐１ｋｇ成分为ＮａＣｌ１３９．３ｇ、ＫＩ０．７９ｇ、ＫＨ２ＰＯ４３８９．０ｇ、ＣａＣＯ３３８１．４ｇ、ＭｇＳＯ４（无水）５７．３ｇ、ＦｅＳＯ４·７Ｈ２Ｏ２７．０ｇ、ＭｎＳＯ４·Ｈ２Ｏ

４．０１ｇ、ＣｕＳＯ４·５Ｈ２Ｏ０．４４７ｇ、ＺｎＳＯ４·７Ｈ２Ｏ０．５４ｇ、ＣｏＣｌ２·６Ｈ２Ｏ０．０２３ｇ。

ｎｉｔｒｏｇｅｎ）。其中无氮组的粪含氮量代表粪代谢氮 ＦＭ（ｍｅｔａ
ｂｏｌｉｃｆｅｃａｌｎｉｔｒｏｇｅｎ）。采用凯氏定氮法［５］测定含氮量，并计算

蛋白质的真消化率（ｔｒｕｅｐｒｏｔｅｉｎｄｉｇｅｓｔｉｂｉｌｉｔｙ，ＴＰＤ）、生物价
（ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌｖａｌｅｎｃｅ，ＢＶ）、净利用率（ｎｅｔｐｒｏｔｅｉｎｕｔｉｌｉｚａｔｉｏｎ，
ＮＰＵ）［６］。
１．４．３　血液生化指标　检测血清超氧化物歧化酶（ＳＯＤ）活
性、丙二醛（ＭＤＡ）含量。ＳＯＤ活性检测采用黄嘌呤氧化酶法
（羟胺法），ＭＤＡ含量检测采用硫代巴比妥酸法（ＴＢＡ）。使
用血液生化半自动分析仪，按试剂盒提供的方法，检测谷丙转

氨酶（ＡＬＴ）和尿素氮（ＵＲＥＡ）含量。所用试剂盒购自南京建
成生物工程研究所，具体方法参见试剂盒说明书。

１．５　统计分析
试验使用Ｅｘｃｅｌ和ＳＰＳＳ对所有数据进行统计分析，结果

均以均值±标准误差（ｘ±ｓ）表示。

２　结果与分析

２．１　鱼内源酶改性豆粕中抗营养因子降解状况
图１所示为鱼内源酶改性豆粕和豆粕的抗原蛋白和寡糖

含量的定性比较。图１左部分表示抗原蛋白的电泳图，右部
分表示寡糖的硅胶Ｇ板染色后结果，１表示豆粕，２表示鱼内
源酶改性豆粕。从图１可以看出，鱼内源酶改性豆粕的抗原
蛋白和寡糖含量都有明显的降低，说明该方法可以很好地降

解豆粕中热稳定性的抗原蛋白和寡糖抗营养因子。

２．２　改性豆粕对大鼠生长性能的影响
由表２结果可知，与对照组相比，试验Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ组大鼠的

平均日增质量、平均日采食量均差异极显著（Ｐ＜０．０１）。与
对照组相比，试验组Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ大鼠平均日增质量分别升高了

９５．６２％（Ｐ＜０．０１）、１００％（Ｐ＜０．０１）和８０．３６％（Ｐ＜０．０１）；
料肉比４组差异不显著，但是单从数值上来看，试验组Ⅰ、Ⅱ、
Ⅲ的值都要低于对照组，分别低９．５％、１１．４７％、５．４１％，而
且试验组Ⅱ要比试验组Ⅲ更低。综合大鼠的日增质量、平均
日采食量及料肉比结果，以鱼内源酶改性豆粕代替１００％豆
粕的试验Ⅱ组效果最好。

表２　改性豆粕对大鼠生产性能的影响

处理
每组平均日增质量

（ｇ）
每组平均日采食量

（ｇ）
料肉比

（Ｆ／Ｇ）

对照组 １５．５３±１．７８Ａａ ７１．７６±２．１０Ａａ ４．６２±０．２１
试验组Ⅰ ３０．３８±２．２９Ｂｂ １２７．０２±３．４６Ｂｂ ４．１８±０．２７
试验组Ⅱ ３１．０７±２．４８Ｂｂ １２７．２０±２．４５Ｂｂ ４．０９±０．１８
试验组Ⅲ ２８．０１±３．０２Ｂｃ １２２．４３±２．９６Ｂｃ ４．３７±０．２２

　　注：同列数据后不同大写字母表示差异极显著（Ｐ＜０．０１），不同
小写字母表示差异显著（Ｐ＜０．０５）。下同。

２．３　改性豆粕对大鼠蛋白消化能力的影响
表３所示为大鼠消化能力试验结果。试验Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ组大鼠

的真消化率和净利用率均与对照组差异极显著（Ｐ＜０．０１），真
消化率分别提高了１５．３６％、１０．０５％、１５．２０％，净利用率分
别提高了１９．６４％、２０．１２％、１６．７６％。在净利用率中，试验
Ⅰ、Ⅱ组都要高于试验Ⅲ组（Ｐ＜０．０５），即鱼粉组。与对照组
比较，试验Ⅰ、Ⅲ组大鼠生物价差异不显著，分别升高了
３７１％（Ｐ＞０．０５）、１．３６％（Ｐ＞０．０５），试验Ⅱ组大鼠生物价
差异显著，升高了９．１６％（Ｐ＜０．０５），且数值最高。综合考虑
大鼠的各项蛋白消化能力指标，试验Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ组有所提高，以
试验Ⅱ组效果最佳。说明鱼内源酶改性豆粕作为饲料蛋白添
加剂具有明显优于豆粕的应用性能。

表３　改性豆粕对大鼠蛋白消化能力指标

处理
真消化率ＴＰＤ
（％）

生物价ＢＶ
（％）

净利用率ＮＰＵ
（％）

对照组 ７４．４０±１．５６Ａ ７５．１３±２．７５ａ ５５．９０±１．９８Ａ
试验组Ⅰ ８５．８３±２．２３Ｂ ７７．９２±２．４５ａ ６６．８８±２．５６Ｂａ
试验组Ⅱ ８１．８８±１．９２Ｂ ８２．０１±３．０５ｂ ６７．１５±２．１２Ｂａ
试验组Ⅲ ８５．７１±１．７６Ｂ ７６．１５±１．９７ａ ６５．２７±１．４８Ｂｂ

２．４　改性豆粕对大鼠血液生化指标的影响
从表４可以看出，与对照组相比，试验Ⅰ、Ⅲ组谷丙转氨

酶ＡＬＴ分别低３２．２８％（Ｐ＜０．０５）、２２．０４％（Ｐ＜０．０５），试验
Ⅱ组低４１．１１％（Ｐ＜０．０１）。尿素氮 ＵＲＥＡ指标之间差异性
显著（Ｐ＜０．０５），但是检测值都处于正常水平。试验Ⅰ、Ⅱ组
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的ＭＤＡ值分别高于对照组 ３０．５５％（Ｐ＜０．０５）、３９．２６％
（Ｐ＜０．０５），试验Ⅲ组低３．３８％，差异性不显著。同时各处理

ＳＯＤ的活性差异不显著，但是试验组都呈升高趋势，说明鱼
内源酶改性豆粕提高了大鼠的抗氧化能力。

表４　大鼠血液生化指标

处理
谷丙转氨酶ＡＬＴ活性

（Ｕ／Ｌ）
尿素氮ＵＲＥＡ含量
（ｍｍｏｌ／Ｌ）

丙二醛ＭＤＡ含量
（ｎｍｏｌ／ｍｇ）

超氧化物歧化酶ＳＯＤ活性
（Ｕ／ｍｇ）

对照组 ５４．００±１７．３０ａ ３．６２±１．１０ａ ２．５４２±１．８０３ａ １６６．２４±５５．２２
试验组Ⅰ ３６．５７±９．６０ｂ ５．０６±０．７６ｂ ３．３１６±１．４５２ｂ １７１．０７±６８．２７
试验组Ⅱ ３１．８０±７．３１ｃ ５．２１±０．８０ｂ ３．５４０±２．０８７ｂ １６８．７８±４０．７１
试验组Ⅲ ４２．１０±１３．４０ｂ ４．３１±１．２７ｂｃ ２．４５６±２．３００ａ １７９．０９±６２．０１

３　讨论与结论

３．１　改性豆粕对大鼠生长性能的影响
目前关于发酵酶解法降解豆粕抗营养因子的研究很

多［７－１０］。采用这种产品进行饲喂实验，动物模型多为大

鼠［７］，生产性动物主要为断奶仔猪［８，１０］、肉鸡［９］等。上述研究

结果显示，天然豆粕影响了不同动物的生长性能，而通过发酵

酶解改性的豆粕则比天然豆粕性能要好。然而上述研究涉及

的发酵豆粕产品生产环节往往成本偏高。本研究抛开发酵环

节，利用狭鳕内脏源的天然复合酶系，对豆粕实施改性。这在

充分利用了原本为废物的鱼下脚料的同时，也证明鱼内源酶

改性豆粕有较天然豆粕更优越的性能。

本试验结果表明，使用鱼内源酶改性豆粕替代饲料中的

豆粕，具有显著的增质量效果以及降低料肉比的作用。与以

往研究的不同在于，本研究采用通常被认为是优质蛋白的鱼

粉样本作为试验Ⅲ组，令人满意的是，该新型饲料蛋白饲喂下
的大鼠生长性能要优于鱼粉组。

３．２　改性豆粕对大鼠蛋白消化的影响
蛋白消化率是对饲料蛋白品质的重要评价指标。其中蛋

白质消化率反映食物蛋白质在消化道内被分解和吸收的程度；

生物价指每１００ｇ食物来源蛋白质转化成人体蛋白质的质量，
由必需氨基酸的绝对质量、必需氨基酸所占比重、必需氨基酸

与非必需氨基酸的比例、蛋白质的消化率和可利用率共同决

定；蛋白质净利用率是机体的氮储留量与氮食入量之比，表示

蛋白质实际被利用的程度。顾春梅等报道抗营养因子含量对

大鼠养分消化率、氮平衡、氮潴留产生显著影响［７］；刘宁等发现

鱼内源酶改性豆粕对干物质、粗蛋白质、能量、钙和磷的消化率

具有显著的提高作用［９］；付晓等研究在日粮中添加物酶解和发

酵豆粕对断奶仔猪的养分消化率有所提高［１０］。在本研究中，

相对于对照组，３个试验组指标都有提高，其中尤以纯改性豆
粕组提高的效果显著，再次说明本研究所得的鱼内源酶改性豆

粕中蛋白品质比天然豆粕，甚至鱼粉都高。

３．３　改性豆粕对大鼠血液生化指标的影响
谷丙转氨酶主要存在于肝细胞浆内，该指标是肝脏功能

是否出问题的一个重要指标。尿素氮是人体蛋白质代谢的主

要终末产物，应处于正产区间。本研究结果显示试验Ⅰ、Ⅱ组
谷丙转氨酶水平较低，说明鱼内源酶改性豆粕没有明显生物

毒性。对照组尿素氮水平豆粕明显偏低，说明该豆粕组蛋白

摄入水平较低，这与试验中改组小鼠厌食的行为表现也是相

吻合的，而试验Ⅰ、Ⅱ组处于正常区间中部，说明该组小鼠蛋
白摄入良好。冯杰等报道发现发酵豆粕替代普通豆粕，断奶

猪仔的血清尿素氮反而有所降低［１１］，这说明已有研究涉及的

一些发酵豆粕产品尽管理化性质可能较高，但在适口性等方

面仍存在差距。

ＭＤＡ和ＳＯＤ都是机体的抗氧化性的指标。ＭＤＡ是生物
膜发生脂质过氧化的重要产物之一，其含量可间接反映出细

胞受损的程度。ＳＯＤ是超氧阴离子自由基的天然清除剂，对
维持细胞膜结构的完整性起着重要作用。在正常情况下，

ＭＤＡ含量越少越好，ＳＯＤ则含量越多越好。在本试验中，鱼
内源酶改性豆粕具有提高小鼠血液中 ＳＯＤ含量，显著降低
ＭＤＡ的含量的趋势，说明鱼内源酶改性豆粕减弱了动物脂质
过氧化的程度，提高了抗氧化能力。已有的发酵豆粕产品饲

喂试验也报道过类似的结论［１２－１３］。这可能是因为豆粕经发

酵或本研究的鱼内源酶降解后，产品中生成了一些具有抗氧

化活性的小肽，从而提高了机体的抗氧化能力。值得一提的

是，作为对照的鱼粉组则完全没有改变 ＭＤＡ和 ＳＯＤ指标的
表现。

综合以上结果与讨论内容可以发现，本研究所试制的鱼

内源酶改性豆粕在大鼠饲喂中的各项指标不仅全面优于天然

豆粕，同时还超越了通常被认为是优质蛋白的鱼粉，其未来的

工业化潜力值得期待。
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１株绵羊溶血性曼氏杆菌的分离鉴定及致病性研究
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　　摘要：为确定导致绵羊细菌性感染死亡的病原，从送检病死绵羊肺脏中分离纯化出１株细菌，并对其进行培养特
性观察、生化反应、ＰＣＲ鉴定、药敏试验和动物致病性试验。结果显示，分离纯化的细菌为革兰氏阴性短杆菌，经生化
反应和ＰＣＲ鉴定为溶血性曼氏杆菌；该细菌对庆大霉素、头孢噻肟高度敏感；对青霉素、四环素、红霉素、利福平、卡那
霉素、恩诺沙星和大观霉素耐药；将１×１０９ＣＦＵ／ｍＬ菌液１０倍系列稀释后感染６～８周龄小白鼠，该细菌对小白鼠的
半数致死量为１×１０６．２ＣＦＵ／ｍＬ；死亡动物的剖检病变与发病绵羊类似，并从病变器官内分离到细菌。本研究为进一
步探讨溶血性曼氏杆菌的致病机理奠定了基础。

　　关键词：绵羊；溶血性曼氏杆菌；分离鉴定；致病性
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从事动物传染病防治和诊断技术研究。Ｔｅｌ：（０２５）８４３９１１５２；
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　　溶血性曼氏杆菌（Ｍａｎｎｈｅｉｍｉａｈａｅｍｏｌｙｔｉｃａ，Ｍｈ）别称溶血
性巴氏杆菌，该菌属于机会致病菌，可长期寄生于牛、绵羊、山

羊等反刍动物及其他动物上呼吸道［１－２］。当受到外界环境骤

变、长途运输等刺激出现应激反应，动物机体抵抗力下降，病

菌可趁机侵入从而致病，病毒和支原体感染如绵羊肺炎支原

体、多杀性巴氏杆菌、副流感病毒等，可使得机体对溶血性曼

氏杆菌更易感［３－４］。它能够引起牛、羊肺炎，新生羔羊的急性

败血症，给养牛业和养羊业带来较大的经济损失［５］。

２０１５年底，安徽宣城某养羊场发生疫情，死亡率达１０％
以上，发病羊主要表现为咳嗽、喘气、流鼻涕等呼吸道症状，剖

检病变主要为肺脏出血、充血、水肿、实变。从发病羊肺脏中

分离出１株菌株，通过生化鉴定和 ＰＣＲ鉴定，确定该分离株
为溶血性曼氏杆菌。

１　材料与方法

１．１　主要试剂
绵羊鲜血琼脂培养基、微量生化反应管、抗菌药物药敏纸

片均购自浙江杭州微生物试剂公司；ＴａｑＤＮＡ聚合酶、ｄＮＴＰ、

ＤＮＡＭａｒｋｅｒ等均购自北京全氏金生物技术有限公司。其他
试剂均为国产分析纯。

１．２　试验动物
６～８周龄ＢＡＬＢ／ｃ小鼠，购自扬州大学比较医学中心。

１．３　病原的分离
无菌采集绵羊肺脏组织块接种于鲜血琼脂平板上，培养

２４ｈ后，挑取单个菌落进行纯化。挑取纯化的菌落涂片进行
革兰氏染色镜检。

１．４　生化试验
将纯化的菌落按照常规方法接种于葡萄糖、麦芽糖、甘露

醇等生化鉴定管中，置于３７℃恒温培养箱中培养，观察其生
化特性。

１．５　ＰＣＲ鉴定
参照Ａｌｅｘａｎｄｅｒ等基于ｌｋｔ基因设计的溶血性曼氏杆菌特

异性引物（ＬｋｔＦ：５′－ＧＣＡＧＧＡＧＧＴＧＡＴＴＡＴＴＡＡＡＧＴＧＧ－３′；
ＬｋｔＲ：ＣＡＧＣＡＧＴＴＡＴＴＧＴＣＡＴＡＣＣＴＧＡＡＣ）［４］进行 ＰＣＲ扩增，
预期扩增片段大小为２０６ｂｐ。

以纯培养细菌的染色体 ＤＮＡ为模板，ＰＣＲ反应体系为
２５μＬ：ＴａｑＤＮＡ聚合酶０．５μＬ，ＤＮＡ模板２μＬ，引物 Ｐ１、Ｐ２
各１μＬ，１０×ＰＣＲｂｕｆｆｅｒ２．５μＬ，ｄＮＴＰｓ１μＬ，无菌水１８μＬ。
反应程序：９４℃５ｍｉｎ；９４℃３０ｓ，６０℃３０ｓ，７２℃３０ｓ，３５个
循环；７２℃１０ｍｉｎ。反应结束后取ＰＣＲ产物于１．２％的琼脂
糖凝胶中电泳检测。将目的片段切胶回收，并与 ｐＭＤ１９－Ｔ
载体连接，转化ＤＨ５α感受态细胞，经鉴定正确后送南京金斯
瑞生物技术有限公司测序。
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