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,

烟台

肖险崎
(寻山渔业公司养鱼场
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荣成

摘 要 通过甲醋型
、

乙醋型
、

脂肪酸型和甘油醋型化学型式 n 一 3 多价不饱和脂肪酸的营养

强化饵料对轮虫的营养强化试验
,

观察了营养强化过程中轮虫生理生态变化
,

测定了轮虫体内 E l叭
、

D H A 的含量
。

结果表明
:
不论是哪种化学型式的营养强化饵料

,

营养强化效果均好于微绿球藻强化

对照组
,

轮虫中 EPA
、
D H A 含量明显提高

,

并在强化 12 h 达到最高峰
。

特别是 D HA 的转化吸收率
,

几种化学型式的营养强化饵料存在显著差异
。

假定甘油醋型营养强化饵料 D H A 的生物利用度为

100
,

根据测定结果推算
,

甲醋型为 乳
,

乙醋型为 78
,

脂肪酸型为 129
。

由此可见
,

首次采用的脂肪酸

型营养强化饵料效果最好
,

甘油醋型次之
,

单醋型较差
。

关健词 n 一 3 多价不饱和脂肪酸
,

22 碳 6 烯酸
,

脂肪酸
,

营养强化
,

轮虫

轮虫是海水养殖苗种生产过程中前期的重要生物饵料
,

它所含有的营养成份是否全面均

衡
,

直接影响到苗种的生长及存活
。

我国南方各省应用酵母培养轮虫的较多
,

这种轮虫缺乏脂

溶性维生素及
n 一 3 多价不饱和脂肪酸 (

n 一 3 PUFA )等营养物质
,

用作前期生物饵料
,

会造成苗

种的营养不 良
。

即使用微绿球藻 (Na ~ 肠
找p ‘15 sP

.

)等营养强化的轮虫饲 喂海水稚鱼
, n 一 3

PUFA 仍然满足不 了苗种的需求
。

然而 n 一 3 P班认 又是海水稚鱼维持正常生长所必需的〔渡

进武 19 78
,

竹 内俊郎 1叨4 」
。

19 71 年古 川等首先利用面包酵母培养的轮虫饲喂海水稚鱼
,

获

得成功
,

但成活率很低
。

渡进武等〔1975
、

19 76 ]发现这是 由于轮虫 中缺乏海产鱼必需的
n 一

3PU FA
,

特别是 22 碳 6 烯酸(D HA )
、

20 碳 5 烯酸(EPA )含量过低造成的
。

为此
,

1 9 76 年今 田

和西 口等人开发出了富含
n 一 3 PU EA 的油脂酵母及乳化乌贼肝油等

,

用其来强化轮虫
,

使

稚鱼的存活率大大提高【山中逢郎 1卯3」
。

最近 日本
、

美国及 比利时先后研制出了 Su p贫 Se lco
、

sR
、

SA
、

卜口廿
一

65 E (乙醋型 )和 Es ter 85 (甲醋型 )等轮虫
、

卤虫专用
n 一 3 P【』FA 营养强化饵料

。

后两种产品的 D H产丫FA
、

E PA / FA 含量 已分别提高到 功%
、

25 % 以上
。

我们 自 199 3 年开始研

究
,

目前 已有 50 D E
~

A (脂肪酸型 )
、

50 D E
一

E (乙醋型 )
、

功D E
.

M (甲醋型 )等营养强化饵料应用于

苗种的前期生物饵料轮虫等的营养强化
。

由于脂肪酸 (A )型
n 一 3 PU FA 化学性质不 同于 甲醋

(M)
、

乙醋(E )型
,

其提取工艺复杂
,

制品不稳定易氧化等原因
,

目前 国内外 尚未见研究应用这

种类型营养强化饵料的报道
。

本研究通过脂肪酸型
、

甲醋型
、

乙醋型和甘油醋型几种不 同类

型 n 一 3 p tJFA 的营养强化饵料对轮虫的营养强化试验
,

比较其吸收利用情况及营养强化效果
,

得知脂肪酸型的生物利用率及吸收转化率均好于单醋及甘油醋
,

为更好地应用
n 一 3PUE A 的

营养强化技术提供理论依据
。
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1 材料与方法

1
.

1 材料

实验用营养强化饵料
:
沁D E

~

A 微囊
:
脂肪酸 型

,

D H谈了FA
:
50 % 左右

,

E R 岁FA
:
26 % 左右

,

微囊直径
: 2 一 6 拼m

,

密度 : 3的
一 1 以X) 亿个/ n止

。

50 D B E 微囊
: 乙醋型

,

其他与 功D E
喇

A 相同
。

50 D E
~

M 微囊
: 甲醋型

,

其他 与功D E
一

A 相同
。

日本乌贼肝油
:
甘油醋型

,

自身乳化
,

D 凡岁FA
:

24 % 左右
,

E PA / 队
: 巧% 左右

。

轮虫
:
褶皱臂尾轮虫 (刀叹人必二川ic at ilis )

。

1
.

2 观察与取样

试验观察与取样于 199 5 年 12 月 25 日 2 时 如 分至 26 日 22 时 4D 分在山东荣成寻山养鱼

场进行
。

试验分成五个组
: A 为对照组

,

B 至 E 为试验组
,

轮虫培养于 0
.

5 砰玻璃钢水槽中
,

水

槽中水体 0
.

25 砂
,

水温控制在 (25 士 2 )℃
,

微绿球藻浓度为 7 70 万个/ m L
,

不 间断充气
。

试验

B
、

C
、

D
、

E 各组分别添加 50 D B M
、

50 D E
一

E
、

50 D E
~

A
、

日本乌贼肝油各 50 m g/ L
,

对照 A 组未添加

营养强化饵料
,

其他条件一致
,

于 O
、

6
、

12
、

18 和 24 h 在解剖镜下观察轮虫的密度
、

挂卵率
、

摄食

和活力等情况
,

取三次观察结果平均值
,

并用 200 目筛绢收集每个时刻的轮虫样品速冻
、

待测
。

1
.

3 样品处理及脂肪酸的测定

样品处理
:
称取 10

.

0 9 速冻轮虫样品于研钵 内研磨 10 ~
,

加人甲醇与氯仿各 20
11止

,

继

续研磨 4 而
n ,

然后放人具塞的 250
n止三角瓶内

,

用甲醇与氯仿各 10 In L 洗研钵
,

洗液并人
,

浸

泡 24 h
。

次 日将三角瓶内容物过滤人 2 50
n 1L 具塞三角瓶内

,

并用 35
n 1L 氯仿分三次重复洗涤

三角瓶及残渣
,

加人 15 1llL 蒸馏水
,

轻轻来回倒置 2 次
,

再将其倒人离心管中
,

用 L火J
曰

11 型离心

沉淀机恒速 (2 (xX ) r/ 而n) 3 ~
,

将上层液移去
,

用无水硫酸钠脱水
,

过滤于干燥洁净的反应烧

瓶内
,

在 40 ℃以下减压蒸去氯仿
,

至 Z n 1L 终止
。

加人 10 1llL 无水甲醇使之溶解
。

慢慢加人 l

mL 浓硫酸
,

加热回流 20
一
so 而

n 。

冷却后移人分液漏斗
,

并以 巧 m L 石油醚分三次洗涤烧瓶
。

洗液并入分液漏斗
,

略振摇分液漏斗进行萃取
,

液面分清后放去下层液
,

加人蒸馏水反复洗涤

提取液至中性
。

通过无水硫酸钠滤人洁净小试管中
,

定容至 4 u 1L
o

脂肪酸测定
:
取定容后的样品 1 此

,

用 sQ
一

2肠 气相色谱仪进行测定
,

测定条件及计算方法

参照沈小婉〔199 2」
。

2 结果

2
.

1 试验各组轮虫生理生态变化

对照 A 组与 B
、

C
、

D
、

E 各试验组
,

营养强化过程 中 O
、

6
、

12
、

18 和 24 h 每个时刻的轮虫密

度
、

挂卵率
、

摄食及活力情况观察结果如表 1
、

图 1 和图 2
。

从表 l
、

图 1 和 图 2 可知
,

轮虫密度
:
除对照 A 组先升后降又升外

,

甲醋型 B 组
、

乙酉旨型 C

B 组 6 h 显著降低外
,

组
、

脂肪酸型 D 组和甘油醋型 E 组均先降后升
。

轮虫挂卵率
:
除甲醋型

其余各组均正常
。

同时不难看出乙醋型 C 组
、

脂肪酸型 D 组
、

甘油醋型 E 组在同一时刻的挂
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卵率明显高于对照 A 组
。

轮虫的活力及摄食情况
: 甲醋型 B 组

、

乙醋型 C 组
、

脂肪酸型 D 组明

显好于对照 A 组及甘油醋型 E 组
,

特别是脂肪酸型 D 组与其余各组有明显差异
。

表 1 试验各组营养强化饵料强化轮虫的试验观察结果

飞知N e 1 o h笼r旧ti . ” of ro 位re r 曰的d 找田幻t铺th v已n o 幻‘改的曲面g 山e ts

组 别 A B C D E

n 一 3 PUI 认类型

开始时

无

R = 2 23 个角止
R 卵 = 43

.

5%

活力较好

摄食较好

R = 2犯 个八
11L

R 卵
= 33

.

5%

活力好
摄食好

甲醋

R 二
24 1 个 / 。止

R 卵 = 44
.

0 %

活力一般

摄食较好

6 h 后

R 二 21 3 个八
1正

R 卵
二23

.

5%

活力一般
摄食较好

12 h 后

R = 么犯 个 / m L

R 卵 = 3 1
.

3 %

活力好
摄食较好
稍有粘结

R = 21 9 个 / m L

R 卵 =
44

.

7 %

活力好

摄食好
稍有粘结

18 h 后

R = 21 2 个八】止
R 卵

二
42

.

3%

活力好
摄食较好

R 二沮7 个八刀L
R 卵

二
45

.

4 %

活力好
摄食较好

乙醋

R 二 2 45 个 / n正

R 卵 = 48
.

5 %

活力一般

摄食较好
R 二 2 28 个 / m L

R 卵 二
肠

.

5 %

活力好
摄食较好
稍有粘结

R = 2肠个 / m L

R 卵 = 拐
.

1 %

活力好
摄食较好

稍有粘结

R = 2砧个 / n止

R 卵 二斜
.

7 %

活力好

摄食较好
稍有粘结

脂肪酸

R 二
四5个八

刀L

R 卵
二 53

.

0 %

活力较好

摄食较好
R 二 2 5 2 个八

1止

R 卵 = 45
.

8 %

活力好
摄食较好
稍有粘结

R =
24 1 个 / n止

R 卵 =
49

.

8 %

活力很好
摄食较好
稍有粘结

R = 2 83 个 / n 正
R 卵 = 印

.

1 %

活力好

摄食好
稍有枯结

24 h 后

R = 23 l j
、
/ m L

R 卵 = 34
.

6 %

活力较好
摄食较好

有雄虫

R = 刀5 个 / n正

R 卵 = 46
.

7%

活力好
摄食好

R = 3《哭)个 / m L

R 卵 = 印
.

2 %

活力好
摄食好

R = 31 6 个 / ”止

R 卵 = 44
.

6 %

活力很好
摄食很好

甘油醋

R 二 2的个八
1止

R 卵
二
42

.

0 %

活力较好

摄食较好

R = 223 个 / 川L

R 卵 = 48
.

7%

活力一般
摄食较好粘结

有浮沫粘壁

R = 22 1 个 / 口止
R 卵 = 45

.

7 %

活力好
摄食较好

有粘结有雄虫

R 二 2臼 个 / m L

R 卵 = 53
.

4 %

活力好

摄食较好
有雄虫

R = 汉巧 个八h L

R 卵 = 55
.

6%

活力较好

摄食较好
有雄虫

一令一 A 一. 一 B - 司卜一 C

45
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图 1 试验各组轮虫密度变化情况
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2
.

2 试验各组轮虫 D H A
、

E PA 含量的变化

对试验各组 0 一
24 h 每隔 6 h 取样

,

进行轮虫体 内 D H A
、

E R A 和 FA (总脂肪酸 )的测定
,

以

标样为基准
,

换算出 10 9 轮虫 (鲜活 )所含 E pA
、

D HA 的毫克数
,

结果如表 2
,

并分别比较于图

3
、

图 4
、

图 5 和图 6
。

表 2 试验各组轮虫体内的 EPA
、

D H A 测定结果

T日比e Z r地te 均曲四位)n of EPA a l司 D HA in ro 恤re r lx 川y

组 别 A B C D E

n 一 3 PU FA 类型 无 脂肪酸 甘油醋

开始时

EPA (
口堪 / 10 9 )

EFA / FA (% )
D HA (口岁109 )
口田岁FA(% )

6
.

4

11
.

0

1
.

2 1

2
,

4

甲醋

6
.

4

11
.

0

1
.

2 1

2
.

4

乙酌

6
.

4

11
.

0

1
.

2 1

2
.

4

6
.

4

1 1
.

0

1
.

2 1

2
.

4

6
.

4

11
.

0

1
.

2 1

2
.

4

6 h 后

EpA (
n

留 10 9 )
E 即岁 FA(% )
D H A (

n

娜 109 )
侧山岁FA(% )

6
.

份
16

.

0

0
.

95
2

.

5

13
.

阳
2 1

.

6

8
.

巴
13

.

9

12 h 后

EpA (加岁
尸

10 9 )
EP八了FA(% )

D HA (叫好109 )
皿认/ FA (% )

8
.

圈
20

.

0

1
.

52

3
.

5

5
.

16

12 2

1
.

2 1

2
.

9

10
.

旧
17

.

8

6
.

卯
12

.

4

14
.

59 16
.

犯

劝
.

3 22
.

2

10
.

34 10
.

男
14

.

4 14
.

8

10
.

叭 劫
.

67
18

.

0 25
.

1

9
.

42 14
.

59
15

.

5 17
.

7

1 1
.

36
1 7

.

8

4 份
7

.

3

13
.

07

22
.

2

6
.

38
10

.

8

18 h 后

E PA(
n

娜10 9 )
E护八了FA(% )
〔任认(

n

娜 109 )
D H八/ PA (% )

12
.

16

17
.

0

7
.

00
1 3

.

2

13
.

阳
20

.

7

9
.

12

14
.

9

12
.

奶
2 1

.

2

8
.

5 1

14 5

1 3
.

52

22
.

5

6
.

份
10

.

1

24 h 后

E p A (叫扩10 9 )
E护六了FA(% )

D HA (功g / 109 )

6
.

份
9

.

4

0
.

6 1

9
.

12

1 6
.

4

4
.

助

7
.

6

15
.

3

4
.

25

10
.

砚
15

.

3

6
.

呢

10
.

《犯

15
.

5

创田岁FA(% ) 1
.

1 8
.

7 8
.

6 8
.

7 6
.

2

95
.

2

30 . A D B 口C . D . E

�水�硬�、代国O

邓l0
�水�硬�\式�山

6 12

强化时间 ( h)
18 24

强化时间 (h )

图 3 试验各组轮虫体内 EPA z

FA 含量变化
肠9

.

3 V ari a ti on of E PA / 产1认 c 0 O te ni in rt 石fe r

伙刃y in e ve ry tes tin g g 力l lP

图 4 试验各组轮虫体内 D H沪了FA 含量变化
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.
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图 5 试验各组轮虫体内 E PA 含量 (湿重 )变化 图 6 试验各组轮虫体内 D H A 含量 (湿重 )变化

n g
.

5 V ari 如o n of E PA co n te n t in r以ife r
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1 轮虫营养强化时的生理生态变化

仅用微绿球藻营养强化的 A 组
,

6 h 后观察密度呈上升趋势
,

而 B
、

C
、

D
、

E 各试验组均呈

下降趋势
,

降幅多在 10 % 一 15 % 之间
。

据有关资料报道
,

日本及 比利时的营养强化饵料也同

样有此现象
。

这是由于轮虫对突然更换饵料种类及构成不适应所造成的
,

可采用在保种期进

行种 源驯化的方法来解决
。

一般是按同样的营养强化方法
,

在 24 h 之内连续营养强化两次
,

使轮虫种源能够适应这种变化
,

其后代也就会遗传这种适应能力
。

但 24 h 后试验各组 (除甲

醋 B 组外 )较强化前都有不 同程度的提高
。

各试验组 同一 时间轮虫的挂卵率均略高于对 照

组
,

这可能与强化饵料均添加了 珠有关
,

这从另一个方面也反映出了其营养强化效果
。

各试

验组的活力及摄食情况要好于对照组
,

特别是脂肪酸 D 组的营养强化效果最好
,

12 一 24 h 取样

观察轮虫的活力及摄食情况明显好于其他各组
,

而且强化过程中未有雄虫出现
,

这同该组轮虫

的 D H A
、

EPA 测定结果相吻合
。

3
.

2 不同类型营养强化饵料对轮虫 D HA
、

E PA 强化效果比较

l性洲洲〕年美国研究人员 R冶ic ks 等【l酬X !」报道了利用大白鼠脑管插管回收淋巴液中脂肪酸技

术
,

研究 了 E PA
、

D HA 脂肪酸型
、

甘油醋型及单醋型的吸收率
,

发现天然鱼油中 E PA
、

D H A 的吸

收速度较脂肪酸型差 (P < 0
.

0 5 )
,

但比单醋型要好 (P < 0
.

0 5)
。

进一步实验表 明
,

其血浆及肠道

组织 中也有相 同的差异 ( P < 0
.

0 5 )
。

最新的关于 E PA
、

D HA 不同化学型式生物利用度 的报告

[王建中 199 2 」更证实 了这一点
,

对大白鼠的实验结果 以甘油醋型 E PA
、

D H A 的生物利用度为

100
,

则脂肪酸型 E PA
、

D HA 的生物利用度分别为 186
、

136
,

单醋 ( 甲醋 ) E PA
、

D H A 型 的生物利
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用度分别为 40
、

48
,

而轮虫
、

卤虫等饵料生物营养强化时的生物利用度
,

各种化学型式之间的

差异较少有文章报道
,

根据我们的试验及测定结果
,

几种化学型式之间存在着明显差异
。

首先

不论哪种化学型式的营养强化饵料
,

轮虫中 E PA
、

D H A 含量都较对照组有 明显提高
,

营养强化

效果十分明显
。

特别是最为重要 的必需脂肪酸 D H A
,

未经强化时轮虫 中含量仅为 1
.

21 m 岁

10 9
,

D H产了FA 仅为 2
.

4 %
。

几种化学型式的营养强化饵料在 营养强化 12 小时后
,

轮虫中含量

甲醋型为 6
.

99 m g/ 10 g
,

D H A/ 队 为 12
.

4 % ; 乙醋型为 9
.

42 m 岁10 9
,

D几叼FA 为 15
.

5 % ;脂肪

酸型为 14
.

59 m 岁10 9
,

D凡岁FA 为 17
.

7 % ;甘油醋型为 6
.

38 m g/ 10 g
,

D H产/ FA 为 10
.

8 %
,

而仅

用微绿球藻强化 A 组的 D H A 含量始终未提高
,

12 h达到最高含量时仅为 1
.

52 m g/ 10g
,

D HA/

队 为 3
.

5 %
。

这表明仅用微绿球藻营养强化轮虫
,

并不能显著提高轮虫 D H A 的含量
。

尽管微绿球藻营养强化对轮虫中 E p A 含量增加显著
,

12 h 达到 8
.

82 m g/ 10 g
,

E p A/ 队为

20
.

0 %
,

后一 比值虽超过了甲醋
、

乙醋组的 17
.

8 %
、

18
.

0 %
,

但轮虫 中的含量仍较甲醋
、

乙 醋组

的 10
.

03
n l
岁 10 9

、

10
.

94 m g / 10 9 为低
,

并且 12 h后含量迅速降低
。

即使如此
,

仅用微绿球藻营

养强化
,

轮虫中的 E PA 含量 已可满足苗种的营养需求
。

但近期的研究表明
,

尽管轮虫中含有

一定量的 Ep A
,

仍可能出现苗种成活率较低的现象
,

随着 D HA 营养功能与代谢的深人研究
,

金

讥昭夫【1‘从〕」
,

林雅弘〔199 3」等已证实
, n 一 3 p UE A 中的 D H A 对苗种的营养需求起着决定性的

作用
,

并将以往对 E PA 的注意力转移到 D HA 的作用上
。

就 D H A 营养强化饵料而言
,

几种不同化学型式 的轮虫生物利用度
,

可通过测定结果推算

出
。

以 12 h 的测定值为参照
,

假定甘油醋 几
= K (6

.

38 一 1
.

52 ) + 24 % = 100
,

可算出利用系数

K = 4
.

9 38
,

则甲醋 Bl : = 4
.

9 38
x
(6

.

99 一 1
.

52 ) 一功% = 54
,

乙醋 cl : = 4
.

938 x (9
.

42 一 1
.

52 ) +

50 % = 78
,

脂肪酸 马
: 二 4

.

938
x
(14

.

59 一 1
.

52 ) + 功% 二 129
。

这一结果与大 白鼠的实验结果相

类似
。

由此可见
,

几种化学型式的营养强化饵料
,

对轮虫体内 D HA 的强化效果存在显著差异
,

其中脂肪酸型强化效果最好
,

甘油醋型次之
,

单醋型较差
。

尽管如此
,

由于甘油醋型营养强化

饵料中 D HA
、

E PA 等含量较低
,

与 D H A
、

E PA 高度提纯的单醋型营养强化饵料相 比
,

效果要差

许多
。
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