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L-ascorbic acid-2-polyphosphate 和 L-ascorbic acid-2-sulfate

具有抗壞血活性
對黑鍋

摘要

本研究以 L 維生素亡的蚓、 L-ascorbic acid-2-sulfate (AS) 及 Polyphosphorylated L-

ascorbic acid (APP) 等來作為黑桐飼料中維生素℃來源
,
進行為期八週的蓄養試驗。結果

顯示
, AA 、 AS 或 APP 均具有抗壞血病的活性。餵飼缺乏維生素亡的黑網會顯現出眼框

中出血、腹水腫、眼睛外凸、脊椎彎曲及肝臟和血液中維生素亡的蓄積量降低等症狀。以

APP 餵飼的黑網肝臟中維生素 C 蓄積量顯著高於餵飼 AA 或肘 ,
顯示了黑網對 APP 的

利用性高於肘
,
且黑鋼能利用 APP 作為維生素℃優質來源。

關鐘詞 : 維生素 c. 黑銅

維生素仁的功能很多 , 其最主要的功能之一是參與

組成膠原蛋白物質的合成
,
協助受傷組織的修復 o 由

於大多數魚類體內缺乏合成維生素 C 所需要的 L-

gluonoactone oxidaseI1,2) .因此無法自行合成維生素
CI3I , 需從食物中攝取來維持正常的生長與生理功能
14) 。一般魚類在維生素 C 缺乏時 , 會顯現成長遲滯、

高死亡率、產生如脊椎前凸或側凸等現象
(5,6)
、受傷的

組織復原慢
(7)
、總部上皮組織增生、賭部出血、總蓋

變形及眼睛出 illl 16,8)
等症狀 o

由於 L- 維生素 C(AA) 相當不穩定
, 在加工過程或

儲存時因溫度、氧氣、光度或酸鹼值等因子之交互作

用下
,
極易被破壞

, 而失去其功能。如鯨魚飼料在擠

壓製造過程中 , 所添加的 AA 的耗損率約有
50%(9) 。另 Hilton 等

(1 日
)

指出 AA 的半生期約 14-35

天。為克服 AA 之不穩定 ,
多種較穩定具有抗壞血酸

活性及改善魚類成長的維生素 C 陸陸續續被發展 ,

並應用在水產飼料上 o 如以 Ethylcellu lose 包覆的 L-

維生素仁 , 在飼料擠壓過程中的安定性比未包覆者高

出 15%1111 0 Schuep 等 112) 以 L-ascorbic acid-2-

sulfate (AS) 為縛魚飼料之維生素 C 來源
,
發現在製

造過程中和在 37
�C 下儲存 24 週後 , 泊的穩定性

比 AA 高出的倍 0 Grant 等 113)
也發現 L-ascorbyl-

2-polyphosphate (APP) 在 25 吃的穩定性為 AA 的
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8盯3 倍 , 且在經蒸氣製粒、冰藏等過程後 , AA 已經

耗損 4伯6% ' 然而 APP 則沒有明顯的耗損。 Wa拍ag許bo肥e

等
(
仆14圳

)

在探討五種市售穩定型態的維生素仁 ,
也發現

AS 菲和日 AP仲P 比 D印a盯叫V叫吋i性tin C80 等更為穩定。並不是所

有的安定型態態、自的守維生素C 均可被全部魚類所利用 ,
縛

魚魚、
(

利用 ASIγ
(
什1川7列

)
0 Fens 哎te吋rl1 叮自出

,
虹縛 On前7陀C∞O叮rhynchus

my kiss 和鯉魚、 Cyprinus ca 柄。對 AS 的吸收利用

性較差 o 河給可利用 L-ascorbyl-2-

monophosphate(19,20) 及 L -asco rby 1-6-palmitateI19) 。另

外 , 具較高抗氧化能力的 L-ascorbyl- 2 -polyphosphate 也

能被虹縛
13) 及河胎、121) 等所利用。

由於魚類對不同型態的維生素 C 的吸收利用能

力 , 會因不同魚種而有不同的利用情形。因此 , 本研

究以 AA 、 AS 及 APP 等來作為黑桐飼料中維生素 C

來源
, 探討這些維生素仁在黑銅血液及肝臟中蓄積

情形對血液數值的影響及維生素C 缺乏所造成的症

狀 ,以暸解黑桐對各種型態之維生素 C 的利用差異

性。

材料與方法

一、里辦皮護鹿為正
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本試驗採用的黑銅魚苗 , 購自民間養殖場。購回後

以含 1 00 mg/l 00 g 的 L- 維生素 C (AA) 的試驗用

飼料在室內試驗環境中馴養二週 , 在選取平均體重為

3.6 土 0.9 公克之外觀健康魚苗進行試驗。養殖系統為

60x30X45 公分 (長×寬×高 ) 的開放式玻璃水族

箱 o 供試水為經靜置及生物過濾法過糖、的純海水 o 試

驗期間的溫度及鹽度不控制
, 隨室溫及水源鹽度而變

化,其範圍分別為之 25-29
�C 及 30-34 ppt 。

二、封晨才W3dtf}!-'! 之E 皇宮

Table 1.

本試驗所使用的基礎飼料配方 , 主要參考

的維生素試驗配方 (Table 1)(16) 。試驗處理共分為四

組
, 包括不添加維生素 C(AF) 、添加 L﹒維生素 C(AA)

、

L-ascorbic acid-2-su I fate (AS) 及 Polyphosphated 1-

ascorbic acid (APP) 等四組 ,每組三重複 , 每重複各有

十尾魚苗。維生素 C 的添加量相等於 1 00 mg/I 穹的

AA 活性。各組以纖維素調整到總量一致。最後製成

約 3 毫米、直徑約 2 毫米的麵條狀飼料
, 再以 40 。仁

的恆溫過夜乾燥
,
乾燥後的飼料存放在冰箱中

,
直到

使用時再取出。

H-440

Composition of the basal dieta.

In 互redient

Vitamin-free casein

Gelatin

Fish oil

Corn oil

White dextrin

Vitamin premix"

Mineral premix'-

Ca rboxymethyl ce II u lose

α -cellulose

Amount (%)

38

12

3

6

28

4

2

aAscorbic acid sources were added to replace α -cellulose.

4

"Vitamin premix (mg/ 1 DOg of premix): thiamine,S; riboflavin, 20; pyridoxine-

HCI, 5; choline chloride, 500; niacin, 75; Ca-pantothen 且 te, 50; inositol, 200;

biotin, 0.5; folic acid, 1.5; L-ascorbi 仁 acid, 100; cyanocobalamine, 0.01;

vitamin K, 4; vitamin E, 40.

仁Mineral premi x ( g/1 DOg of premix ): Na 叫 , 1; MgSO4.7Hp, 15;

NaH2PO4.2H2O, 25; KH2PO4, 32; Ca (H2PO4)2.H2O, 20; Fe.citrate, 2.5; 仁 a.

lactate, 3 日 ZnSO4.7Hp, 0.352; MnSO4.4Hp, 0.162; CuSO4.5Hp, 0.031;

CoSO4.5Hp, 0.001; KIO3, 0.003; α -Cellulo 呵 ,0.45.

三、若還法站長合

蓄養試驗為期八週 o 試驗期間中的投餌量
,
視

試驗魚的食慾而增滅 , 每天投餌二次 ( 分別於

08:00 及 16:30) , 遇週日只餵一次 (09:00) 。每日

觀察並記錄試驗魚的行為是否有異常和活存率等

狀況
, 每兩週量測其體重。試驗結束後 , 以經肝

凝素處理過的注射針筒抽取魚體的血液 ,進行血液

性狀及血中維生素 C 蓄積分析。解剖魚體並取出

肝臟 , 測定其肝臟中維生素 C 的蓄積情形 o 各項

分析工作均於當日完成。

E 、省級府在全表 C 之分易于

血液及肝臟蓄積之維生素 C 的分析方法
, 採用

Pelletierl221 的 2,4- Din itrophenyl hyd raze 的氧化分析
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加三種不同型態之維生素 C 組問開始出現顯著性差

異 (p<0.05) 。在蓄養八週實驗結束其成長結果 (Table
2), AF 組最低 (156.89%) 且顯著低於另三處理組 ,

添加 AA 、的及 APP 等三種維生素 C 組各為

215. 蚓、 221.64 及 225.61 %
' 組間並沒有顯著差異

(p>0.05) 。在經過八週的蓄養期間中 , AF 組活存率

顯著低於其他三處理組 (Fig. 2) 。在試驗進行至第六

週時
, AF 組的活存率降至 62%

' 第七週時繼續降低

至 42%
' 且顯著低於其他三處理組 (p< 0.05) 。在蓄

養八週實驗結束後 , 其累計活存結果 (Table 2) , 以AF

組為最差 (32%) , 其次為 APP 組 (80%) , AS 組為

最佳 (94%) 0 AF 組與各組間均有顯著性差異

(p<0.05) , AA 組 (86%) 與AS 組或APP 組間則無顯

著差異
, 但的組顯著高於 APP 組 (p<0.05) 。

在八週的蓄養期間中 , 黑鍋的維生素 C 的缺乏

症僅出現在 AF 組 , AF 組的黑桐 ,
於第五週時即

有 20% 背賭基部及眼框中有出血、輕微腹水腫、

體色變黑及脫鱗症狀。經採樣培養及鏡檢後
,
均未

發現有任合病原菌或寄生蟲之感染 ,
因此可確認其

為早期的維生素 C 缺乏症。第六週時
,
發現有兩

尾魚整個腹部出現嚴重的水腫
, 一尾魚有單眼外凸

等症狀。第七週時 , 缺乏症狀嚴重至腹水腫的黑細

無法正常游泳 , 時有腹上背下的狀況 ; 單眼外凸的

症狀演變成雙眼外凸、眼框內充血及發現一尾黑銅

出現脊椎彎曲等的症狀。

法
,
於 520 nm 的波長下測其吸光值

,
再由維生素 C

的標準曲線換算求得其濃度。

血液性狀分析包括紅血球計數、血容積比

(Hematocrit, He) 及血紅素濃度等。

紅血球數量之計數 ,以紅血球吸管吸取混句的全血

及 Hayem 溶液
,
經充分搖盪後於顯微鏡下計數紅血

球的數量。血容積比的測定 ,以毛細管汲取血液 , 於血

液離心機離心 (12,000 rpm, 5 分鐘 ) , 離心後再於讀

數板上讀取全血中紅血球的百分比值 (%) 。血紅素濃

度之測定 , 取混句的全血 , 以 Sigma (Sigma Chemical

Co, USA) 的血紅素試劑組測定其血紅素濃度。

所有試驗的結果以變方分析 (ANOVA) 來評估其

是否有顯著性差異 (p<O.05)
,
並以鄧肯多變域分析

(
口

)

分析其組間的變異情形 o

結果

一、寄至穿草撈

在經過八週的飼養 , AF 組的成長顯著低於其他三

處理組 (Fig. 1) 。在試驗進行至第六週時 ,AF 組與添

E 、 1fl1 波酬勞易于

六、 ff/tfff 分居于

役
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Fig. 1. Weight gains of black porgy fed diets supplemented with three types of ascorbic acid

(L-ascorbic acid (AA), L-ascorbic acid-2-sulfate (AS) and polyphosphated ascorbic acid (APP})
or no vitamin 仁 (AF) in a 8-wk trial.
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Fig. 2. Survival rate of black porgy fed diets supplemented with three types of ascorbic acid (L-

as 仁orbic acid (AA), L-ascorbic acid-2-sulfate (AS) and polyphosphated ascorbic acid (APP)) or no
vitamin C (AF) in a 8-wk trial.

Table 2. Growth performance of black porgy fed

supplemented with three types of ascorbic acid for 8 wkl,l.
diets

Ascorbic acid Initial weight

(100mg/kg diet)

AF

皇且
3.5:t0.7

AA 3.5:t0.5

AS 3.3:t0.7

APP 3.4:t0.6

lMeans within a column followed by the same superscript letter do not

225.6:t36.3 b 80.0:t6.3b

Weight gain

(%)

Survival rate

(%)

156.9:t23.4a 32.0:t8.4a

215.5:t22.4 b 86.7 :t8.2b,

221 .6:t 24.7 b 94.0:t9.6 仁

differ at p>0.05.

2 AF: ascorbic acid-free; AA: L-ascorbic acid; AS: L-ascorbic acid-2-

sulfate; APP: Polyphosphated ascorbic acid.

二、都耕種生素cz 分!Ii

在八週的蓄養試驗結束後 , 黑桐血液中維生素

濃度各處理組間均有顯著性差異‘ (p<0.05)

(Table 3) 。黑桐血液中維生素 C 濃度 , 以餵飼 AA

組者為最高 (9.59 ug/m!)
, APP 組次之 (6. 呵

呵 1m!)' AS 組為 3.40 ug/ml' AF 組者為最低 (1.07

C

μ g/m!)

黑銅肝臟中維生素 (

APP 組者為最高 (16.06 ug/g)
, 顯著高於其他三

處理組 (p<0.05) (Table 3) 0 AA 組次之 (4.78

時 Ig) ,
與 AS 組 (3.07 時 Ig) 間並沒有顯著性差

異。餵飼缺乏維生素 C 的 AF 組肝臟維生素仁

蓄積量只有0.52 內峙
, 與其他各組間有顯著性差

『
J
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異 (p<0.05) 。

餵飼缺乏維生素 (

(29%) 、血紅素濃度 (7.88 mg/dn 和紅血球數 (4.04

x 106 cells/ml) 均顯著低於各添加維生素 C 組

(p<0.05) (Table 4) 0 在血容積比上 ,
添加維生素 C 組

『

d AF

的 AA 組為 35.33% 、 AS 組為 34.67%
'

APP 組為

35.33%
' 三處理組間沒有顯著性差異存在。在血紅素

濃度上 , 以 AS 組為最高 (9.95 mg/dl)
, AAP 組次之

(9.32 mg/dl): AA 組 (9.1 7 mg/dl) 與 AS 組間有顯著

差異 (p<0.05) 。在紅血球數上
, 以餵飼 APP 組為最

高 (5.71 xl 06 cells/ml)
, AA 組 (5.49xl 06 cells/mn 次

之 ; AS 組為 5.1 5x 106 cells/ml
'
和前二者間有顯著

性差異 o

三、 JiIJ; 夜f!t 涉(刃 IJT

Table 3. Ascorbic acid concentration in the liver and blood of the

black porgy fed 8 wk on diets supplemented with three types of ascorbic
acid1,2.

Ascorbic acid Liver Blood

(100mg/kg diet) (ltg/g) (It g/ml)

AF 052 :!: 0.90' 1.07 :!: 0.11 .

AA 4.78 :!: 1.62b 9.59 :!:0.35d

AS 3.07 士 0.04b 3.40 :!: 0.24b

APP 16.06 :!: 1.1 7c 6.35 :!: 0.17 仁

1 Means within a column followed by the same superscript letter do not

differ at p>0.05.

2 AF: ascorbic acid-free; AA: L-ascorbic acid; AS: L-ascorbic acid-2-

sulfate; APP: Polyphosphated ascorbic acid.

Table 4. Hematological parameters of black porgy fed diets supplemented with

three sources of ascorbic acid for 8 wk 1,2.

Source of ascorbic acid Hematocrit

(%)

Hb concentration

(mg/dl)

RBC count

(1 。一些臣也旦
AF

( X 1 (j' ceJ/s/ml)

29.00:!: 1.00' 7.88:!:0.08 a 4.04:!:0.08 a

AA 35.33:!: 1.15 b 9.17:t0.53 b 5.49:!:0.12 ε

AS 34.67:t 1.15b 9.95:!:0.18' ι 5.15:!:0.17 b

APP 35.33:!: 1.15 b 9.32:!:0.41 be 5.71 :!:0.33 ‘

1 Means within a column followed by the same superscript letter do not differ at

p>0.05

2 AF: ascorbic acid-free; AA: L-ascorbic acid; AS: L-ascorbic acid-2-sulfate; APP:

Polyphosphated ascorbic acid.
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討論

在八週的蓄養期間中
,
餵飼添加 1 00 mg/I 穹的

AA 、 AS 或 APP 等三種不同型態的維生素 C 的黑

綱均未發現任何維生素 C 的缺乏症狀 ,顯示的及
APP 和 AS 均具有抗壞血症的活性 , 且飼料中添

加 1 00 mg/I 甸的維生素 C 可防止壞血病的發生。

在八週的蓄養期間中
, 缺乏維生素仁的 AF 組黑

惘
, 陸續發現有不同程度的外觀性壞血症發生 o 黑

娟的壞血症症狀
,
除了成長低下及高死亡率的典型

症狀外
, 包括背賭基部及眼框中有出血、輕微腹水

腫、體色變黑、脫鱗、腹水腫、時有腹上背下的異

常行為、眼睛外凸、眼框內充血及脊椎彎曲等症狀o

脊椎彎曲的症狀
, 在虹縛。ncorhynchus mykis( 蚓、

褐縛 Salvelinus (ontinalis(2S) 、河胎、 Ictalurus

punctatusl 蚓、印度鯉魚、 Cirrhina marigalal 扣及吳郭

魚 Oreochromis mossambicusl28) 為急性症狀
,
但在

本研究中僅在第七週時發現一尾黑綱出現脊椎彎曲

的症狀。似乎脊椎彎曲的壞血病症會因不同魚種而

有不同的發展病程。另外 ,
在 AF 組也發現微觀性

的壞血病之症狀
, 如低血紅素濃度、低血容積比、

低紅血球數量和血液及肝臟中的維生素 C 少最蓄

積。Abdelghany'291 在不同型態維生素仁對吳郭魚

O. niloticus 成長反應的研究中 , 以缺乏維生素 C

的飼料蓄養十二週後 , 在吳郭魚的肝臟中無法偵測

到維生素仁的蓄積。但在本研究以缺乏維生素 C

的飼料蓄養八週後
, 在黑鋼的血液及肝臟中仍能偵

測到微量的維生素 C 。這可能是蓄養時間長短不同

所造成蓄積量之差異 , 而非魚種類不同所造成的。

在八週的蓄養期間
,
餵飼 APP 的黑憫之肝臟中

維生素 C 的蓄積量顯著高於餵飼 AS 或 AA. 顯示

黑鍋對 APP 的利用性高於 AA 及的
, 且黑桐能利

用 APP 作為維生素 C的優質來源。 Yamamoto 等
(
到

)

將 2-0- α -glucopyranosyl-L-ascorbic acid (AA-

2G) 、 L-ascorbic acid 2-0-phosphate (AA-2P) 、 AS 或

AA 等四種維生素 C 給予鼠 (Rat) 口服 , 發現以

AA-2P 吸收最佳 , AS 則最差。這一結果與本研究

相似。另外 , 以 APP 作為給魚
121,2 日 ,311 或吳郭魚 O.

niloticuS(29) 的維生素 C 來源時
, 魚體內維生素 C

的蓄積量比以 AA 作為維生素 C 來源的還高。這

可能是由於魚類攝取 APP' 經體內消化道後
,
其中

的磷酸鹽部分需先經魚體內酵素的分解
,
才能被魚

體利用
, 故能保護維生素仁並延遲其被氧化的速

度
, 促進腸部之吸收 , 而會有較高的蓄積量 11 日 11 。

在本研究中 , 的雖具有抗壞血的活性 , 但在血液中

的蓄積量顯著低於 AA 及 APP 兩組 , 且在肝臟中的

蓄積量顯著低於 APP 組。這是否意謂著黑綱和能魚

一樣 : 將 AS 視為不重要的儲藏代謝產物
(立 I, 或是意

謂著黑銅 AS-su Ifohydrolase 活性是有限的
,
值得進

一步探討。

在八週的蓄養結束後
, 不添加維生素仁組的各項

血液性狀分析均顯著低於添加維生素C 組的血液性

狀
, 顯示餌料中添加維生素仁對黑網的各項血液性

狀有顯著性地改善效應存在o 本研究結果中餵飼添加

三種不同型態維生素 C 的黑銅血容積比均比不添加

維生素 C 組顯著高
, 然而餵飼餌料中添加不同型態

維生素 C 的各處理組間的血容積比則無顯著差異存

在。此一結果與 Bai 和 Galtin{ 口 )

發現 AA 對河脆的

血容積比有顯著的改善效應
,
另 Duncan 和 Love11134)

也發現 AA 對河鯨的血容積比及紅血球數量等血液

性狀具有正面的效應等結果相似 0 Waagboe 等。 S)
以

40 、 400 、 2000 及 4000 mg ANI 甸的 Ascorbate-

2-monophosphate (AP) 餵飼大西洋艦 Salmo salar

六個月
,
發現 AP 對血紅素濃度沒有影響。但在本研

究中添加維生素仁的各組黑網之血紅素濃度均顯著

高於不添加維生素 C 組
, 顯示了餌料中添加維生素仁

會影響黑銅血紅素濃度。兩結果之差異是否由於魚種

類之不同抑或所添加維生素亡之不同所造成結果的

差異
, 則尚待日後加以探討 o

本研究結果顯示 , AA 、 AS 和 APP 均其有抗壞血

病的活性
, 且飼料中添加 1 00 mg/I 穹的維生素 C 已

足夠防止黑綱的壞血病之發生。然而黑銅對 APP 的

利用性顯著高於肘 , 因此對黑帽餌料添加維生素仁

來源 . APP 為維生素 C 優質來源之一。
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L-ascorbic acid-2-polyphosphate and L-ascorbic acid-2-sulfate Have Equal
Antiscorbutic Activity for the Black porgy Acanthopagrus schlegeli

Abstract

Purified diets were formulated and fed to four groups of black porgy Acanthopagrus schlegel; fingerlings for 8

weeks. L-ascorbic acid (AA), L-ascorbic acid-2-sulfate (AS) or L-ascorbic acid-2-polyphosphate (APP) were

supplemented to the test diets at 100 mg/kg diet ascorbic acid equivalence. The control diet was ascorbic acid-

free. The result indicated that APP, AS or AA had antiscorbutic activities. There were no gross signs of vitamin C

deficiency in any of the fish fed AA, AS or APP, where as hemorrhagic exophthalmia, 的 cites, fin hemorrhages,

spinal curvature and reduced concentrations of ascorbic acid in blood and liver were found in the control group.

Ascorbic acid content was highest in the liver of the porgy fed APP diet. This result indicates that APP has

equimolar activity to L-ascorbic acid as a vitamin C source for black porgy.

Key Words: L-ascorbic acid, L-ascorbic acid-2-polyphosphate, L-ascorbic acid-2 個 sulfate, black porgy
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