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緩解四絲馬魚犮低溫緊迫之營養添加物篩選 
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摘   要 

四絲馬鮁 (Eleutheronema tetradactylum) 是我國重要的高經濟養殖魚類之一，不耐低溫緊迫，

遇寒害易大量死亡，因此，本研究旨在篩選能提高其對低溫緊迫耐受力之營養添加物。選用的營養

添加物包括維生素 E、膽鹼、維生素 C、色胺酸與維生素 C 和 E 合劑等 5 種，投餵四絲馬鮁 4 週

後，進行低溫緊迫 (在 14℃ 放置 25 分鐘) 處理，結果發現試驗魚對冷緊迫的耐受力依序分別增強

18、55、64、68 及 59% (p < 0.01)。根據上述試驗結果，選擇表現較佳之膽鹼、維生素 C 和色胺酸

3 種單營養素，分別投餵四絲馬鮁 1、2 及 3 週後，進行低溫緊迫處理，結果顯示，投餵 1 週時，

各組魚隻對冷緊迫的耐受力未顯現差異；2週時，膽鹼及維生素 C 添加組顯著優於對照組 (p < 0.05)，
但與色胺酸添加組間無差異；3 週時，所有添加組皆優於對照組 (p < 0.01)，耐受力依序分別增強

64、50 及 55%。此外亦發現，上述 5 種營養添加物均可顯著提升魚的增重 (p < 0.01)；另，膽鹼、

維生素 C 和色胺酸則皆能顯著降低魚血中的皮質醇含量 (p < 0.01)。 

關鍵詞：低溫緊迫、四絲馬魚犮、營養素、皮質醇 

前   言 

緊迫 (stress) 是指動物體受到外界不良因子

刺激後，在沒有發生特異的病理性損害前所產生

的非特異性應答反應。近年來，魚類的緊迫研究明

顯增加，因其與動物福祉及養殖收益密切相關，一

般普遍認為良好的魚類福祉可以確保魚的成功養

殖；反之，惡劣的養殖條件，魚類的生存和成長等

都會顯著低下 (Read, 2008)。此外，魚遭受緊迫時，

血液皮質醇  (cortisol) 含量會上升  (Wendelaar 
Bonga, 1997; Abreu et al., 2009)，所以，皮質醇的

含量常被作為魚類是否面臨緊迫的評估指標之一 
(Martinez-Porchas et al., 2009)。 

很多文獻皆證實，功能性食品除提供動物生

存及成長所需營養外，還能提高動物對緊迫的耐

受力，為一種改善動物總體健康 (含福祉) 之既簡

單而又實用的飼養策略 (Olmos-Soto, 2015)。近數

十年來，緊迫反應已應用於探討營養需求課題上，

如飼料中添加不同濃度和配比的蛋白質、脂質、碳 
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水化合物、維生素、胺基酸等營養添加物之相關研

究 (Morrow et al., 2004; Liu et al., 2008; Chen et al., 
2013; Hooley et al., 2015; Azeredo et al., 2017; 
Forsatkar et al., 2017; Herrera et al., 2017; 
Imanpoor et al., 2017; Jia et al., 2017; Cabanillas-
Gámez et al., 2018)，這也證實了飼料營養添加物

可影響魚類緊迫反應 (Fletcher, 1997)。能提供魚對

水溫變化緊迫保護作用的營養素很多；Cheng et al. 
(2018) 發現河豚  (Takifugu obscurus) 餵食維生

素 C 可有效降低魚在低溫緊迫下細胞凋亡和 
DNA 損傷的比率，且可增加與能量代謝、免疫反

應和細胞骨架相關的表達蛋白。此外，水溫降低

會影響魚類對維生素 E 的需求和新陳代謝，魚類

可以通過細胞膜雙層流動性的生化調節作用來適

應寒冷，這對於低溫下的細胞功能至為重要，

Gieseg et al. (2000) 發現南極魚類的血漿維生素

E 的含量比溫帶魚類高 5–6 倍，這顯示暴露在

寒冷環境中的魚類可能需要更多的維生素 E。維

生素 E 及維生素 C 皆為抗氧化力強的營養素，二

者合用具協同作用 (El-Sayed and Izquierdo, 2021)。
另，Varghese et al. (2021) 指出色胺酸 (tryptophan) 
可緩解南亞野鯪 (Labeo rohita) 對熱緊迫的耐受

力，並可促進魚成長及免疫力，且魚體內的膽鹼在
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維持細胞膜結構完整性、膽鹼性神經傳遞 
(cholinergic neurotransmission)、跨膜信號傳導、脂

質和膽固醇的運輸及新陳代謝方面具重要作用 
(Das et al., 2021)，儲存在魚體內的膽鹼會依生理

機能異化成所需之膽鹼衍生物；Hebb et al. (1972) 
發現冷適應之金魚之膽鹼乙醯轉移酶  (choline 
acetyltransferase) 對膽鹼的親和力隨水溫的下降

而提高，推測在低溫下需要較多的膽鹼來合成乙

醯膽鹼 (acetylcholine) 神經傳遞物質。 
馬鮁科魚類是我國重要的高經濟養殖魚類之

一，2021 年產值達新臺幣 18.5 億元，約佔內陸養

殖漁業總產值 (新臺幣 271.9 億元) 的 6.8% (漁業

署 , 2022)，其中又以四絲馬鮁 (Eleutheronema 
tetradactylum) 為主要養殖對象。 

四絲馬鮁為廣鹽性魚種，在鹽度 0.3–35 psu
下都可存活，但對低溫的耐受性差，水溫低於 14℃
就會死亡。2022 年 2 月寒流襲擊南台灣，東港地

區的養殖池水溫自 25℃驟降至 13℃，即有不少四

絲馬鮁因而死亡。近年來極端氣候發生頻度日增，

在寒害緊迫的威脅下，養殖魚會因免疫力低下而

容易罹病，進而導致大量死亡。本研究在商業飼料

中添加維生素 C、維生素 E、色胺酸、膽鹼等，並

從中篩選出具調節或減緩四絲馬鮁對冷緊迫反應

之營養添加物，同時建立最符合效益之投餵期間

及濃度供養殖業者參考。 

材料與方法 

一、供試魚隻培育 

四絲馬鮁吋苗購自屏東枋寮種苗業者，購回

後蓄養在 1.8 ton FRP 桶，採流水、飽食方式馴養

5–12 個月。馴養期間養殖用水的水溫、鹽度、pH、
溶氧 (DO) 及亞硝酸鹽氮 (NO2

--N) 分別為 25–
28℃、30 psu、7.9–8.0、7.1–7.4 ppm 及 0.15 ppm。
採用的飼料為海產種苗用飼料 (日清，日本) 及鰻

魚 (午魚) 浮性飼料 (東立，臺灣)。 

二、供試飼料製備 

參考 Herrera et al. (2019) 對緩解魚類緊迫反

應之營養添加物試驗結果，本研究選用了 5 種營

養添加物，分別為 0.1% 維生素 E (-tocopherol; 
Vit E, Sigma-Aldrich, USA)、0.3% 膽鹼 (choline 
chloride, Sigma-Aldrich) 、 0.2% 維生素 C (L-
ascorbic acid; Vit C, Sigma-Aldrich)、1.7% 色胺酸 
(L-tryptophan; Sigma-Aldrich) 與 0.2% 維生素C＋
0.1% 維生素 E 合劑等。將該 5 種營養配方分別加

入鰻魚粉混合均勻，加水，以絞肉機擠成條狀後製

粒，40℃烘乾 24 hr，即得供試飼料，於 4℃保存，

供日後餵食及飼料分析用；同時以鰻魚粉作為對

照組。飼料的一般成份分析  (AOAC, 2003) 如 
Table 1 所示，其粗蛋白、粗脂肪、灰份及能量之

含量分別為  48.4–50.4%、6.2–6.9%、11.2–
11.4%及 4.5–4.6 kcal/g。 

三、建立急降溫處理模式 

將四絲馬鮁 (均重 47.1  1.3 g) 自室溫 26℃ 
分別在 16 L 海水中急降溫至 13、14 及 15℃ 後放

置 15、20、25 及 30 min (處理試驗期間打氣但不流

水)，再移回室溫海水中，觀測經急冷緊迫處理試驗

後魚隻之死亡率，並分析急冷緊迫時間及魚隻死亡

率之關係，建立供試魚之死亡率在 70–80%之急降

溫模式。 

Table 1  Composition approximative of the experimental diets 

Proximate composition Control 

Treatment 

+0.2% 
Vit C

+0.1%
Vit E 

+0.2% Vit C 
+0.1% Vit E

+1.7% 
Tryptophan 

+0.3% 
Choline chloride 

Ash (%) 11.4 11.3 11.3 11.2 11.2 11.3 

Crude protein (%) 48.4 48.9 50.4 50.4 48.4 48.4 

Crude lipid (%) 6.9 6.3 6.3 6.5 6.5 6.2 

Calculated energy (kcal/g diet) 4.5 4.6 4.6 4.5 4.6 4.5 
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四、耐低溫緊迫之營養添加物篩選 

(一) 投餵時間 4 週 

將供試四絲馬鮁 (均重 25.6  1.0 g) 隨機飼

養在 0.5 ton FRP 桶中，每桶 10 尾，試驗添加有維

生素 E、膽鹼、維生素 C、色胺酸、維生素 C＋E
合劑及對照組等 6 種供試飼料，每組 3 重複，共

18 桶，投餵供試飼料 4 週，採流水式飼養，海水鹽

度 30  1 psu，水溫 26  0.5℃，飼料投餵量為魚體

重之 3%。投餵 4 週後以急降溫模式進行處理，觀

測 7 天期間之死亡率，依此篩選能提高四絲馬鮁對

低溫緊迫耐受力之飼料營養添加物，並計算其相對

活存率 (relative percent survival, RPS＝[1－(處理組

死亡率∕對照組死亡率)]×100) 及增重比 (percent 
weight gain; WG%＝(最後體重−初重)∕初重×

100)。 

(二) 投餵時間 1–3 週 

將供試四絲馬鮁 (均重 46.8  1.5 g) 飼養在

0.5 ton FRP 桶中，每桶 30 尾，以前述投餵 4 週表

現最佳之添加單種營養素的 3 組及對照組為供試

飼料，每組 3 重複，共 12 桶，採流水式飼養，海

水鹽度 30  1 psu，水溫 26  0.5℃。投餵量為魚

體重之 3%，四絲馬鮁投餵供試飼料分別於 1、2 及

3 週後，以急降溫模式進行處理，而後觀測 7 天期

間之死亡率，以評估供試營養素在不同投餵時程

於四絲馬鮁對冷緊迫耐受力之影響，並計算其相

對活存率及增重比。 

五、營養素添加對四絲馬鮁冷緊迫時血中

皮質醇含量之影響 

將供試四絲馬鮁 (均重 189.8  25.8 g) 飼養

在 0.5 ton RP 桶中，每桶 4 尾，以前述添加維生素

C、膽鹼、色胺酸、對照組等 4 種為供試飼料，每

組 4 重複，共 16 桶，投餵供試飼料 4 週，採流水

式飼養，海水鹽度 30  1 psu，水溫 26.4  0.5℃。

飼料餵飼量為魚體重之 3%，投餵 4 週後以急降

溫模式進行處理，於尾靜脈採血，採得之血液以

3000 g 離心 5 min 取得血漿，血漿再以乙醚 
(Merck, USA) 萃取，取上層液，重覆 3 次，並將

3 次上層液合併，以氮氣吹乾，即得血漿樣品，置

入-80℃ 冰箱中貯放備測。血漿樣品中的皮質醇含

量用 Cortisol Elisa kits (Enzo, USA) 以酵素聯結免

疫 吸 附 分 析 法  (enzyme-linked immunosorbent 
assay, ELISA) 檢測。 

六、統計分析 

所有試驗結果皆以微軟 Excel 軟體內的單因

子變異數分析法 (one-way ANOVA) 統計，顯著水

準設有 p < 0.01 及 p < 0.05。 

結果與討論 

為因應極端氣候之寒流突襲下，四絲馬鮁不

耐低溫緊迫而大量死亡的產業需求，本研究進行

能提升四絲馬鮁對冷緊迫耐受力之飼料營養添加

物篩選。為利人工冷緊迫處理試驗之進行，首先確

立四絲馬鮁對低溫的耐受極限及死亡率，結果發

現四絲馬鮁在 13、14 及 15℃下冷緊迫放置 30 min
的死亡率分別為 100、100 及 0% (Table 2)，此外，

在 14℃下冷緊迫放置 15、20、25 及 30 min，死

亡率則如 Fig. 1 所示，四絲馬鮁在 14℃下的冷緊

迫時間與死亡率呈線性正相關，線性迴歸方程式

為 y＝7.03x－109.68 (R2＝0.95)，且為將魚的冷

緊迫處理試驗的死亡率控制在 60–70%，選用

14℃放置 25 min 作為冷緊迫處理模式，帶入上述

方程式，推算其死亡率約為 66%。至於，以 14℃
放置 25 進行冷緊迫處理期間之養殖用水的鹽

度、pH、溶氧及亞硝酸鹽氮分別為 30 psu、7.9–
8.0、8.3–8.6 ppm 及 0.15 ppm，顯見冷緊迫處理

試驗期間水質皆在良好範圍。 

 
Table 2  Mortality of fourfinger threadfin 

(Eleutheronema tetradactylum) following a 30-minute 

cold-shock at 13°C to 15°C 

Temperature, ℃ Mortality, %

13 100 

14 100 

15 0 

 
 

本研究選用的營養添加物配方 (劑量) 有維

生素 E (0.1%)、膽鹼 (0.3%)、維生素 C (0.2%)、
色胺酸 (1.7%)、維生素 C (0.2%)＋E (0.1%) 合計
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5 種。本試驗先分別以試驗飼料餵養四絲馬鮁 4
週後，再轉置於 14℃水中 25 min 進行冷緊迫處

理試驗，結果如 Figs. 2 及 3 所示，結果顯示所有

添加組皆能提升四絲馬鮁對冷緊迫的耐受力 (p < 
0.01)，其耐受力依序分別增強 18、55、64、68 及

59%，且皆可促進四絲馬鮁成長 (p < 0.01)；其中，

又以膽鹼、維生素 C、色胺酸、維生素 C＋E 合

劑 4 種營養添加物配方效果較好，對四絲馬鮁的

增重效果均優於不補充營養添加物之對照組及僅

補充維生素 E 供試組。 

 

 
Fig. 1  A graph depicting the mortality of fourfinger 

threadfin (Eleutheronema tetradactylum) exposed to 

14°C for 15, 20, 25, and 30 minutes (n = 10 for each 

data). 

 

 
Fig. 2  Cumulative mortality of fourfinger threadfin 

(Eleutheronema tetradactylum) fed nutrient-

supplemented diets (i.e., vitamin E, choline, vitamin C, 

tryptophan, and a mixture of vitamins C and E) for 4 

weeks, followed by stress at 14°C for 25 minutes. The 

data are displayed as the mean  standard deviation (n = 

3). Different letters differ significantly (p < 0.05). 

 
Fig. 3  Percent weight gain of fourfinger threadfin 

(Eleutheronema tetradactylum) fed nutrient-

supplemented diets (i.e., vitamin E, vitamin C, choline, 

tryptophan, and a mixture of vitamin C and E) for 4 weeks, 

followed by 25 minutes of stress at 14°C. The data are 

displayed as the mean  standard deviation (n = 3). 

Different letters differ significantly (p < 0.05). 

 
接著，再將膽鹼、維生素 C 和色胺酸 3 種營

養素分別補充加於飼料投餵四絲馬鮁 1、2 及 3 週

後，再以 14℃放置 25 min 進行冷緊迫處理試驗，

結果如 Figs. 4 及 5 所示；供試魚對冷緊迫的耐受

力，投餵 1 週時各組間無差異；投餵 2 週時飼料

中補充膽鹼及維生素 C 添加組魚對冷緊迫耐受力

顯著優於對照組 (p < 0.05)，而與色胺酸添加組間

則無顯著差異；經連續投餵不同供試飼料 3 週後，

所有添加組皆優於不額外補充任何添加物之對照

組 (p < 0.01)，對冷緊迫之耐受力依序分別增強

64、50 及 55%；至於營養添加物對四絲馬鮁成長

的影響，結果顯示所有添加組在 1–3 週的投餵期

間對四絲馬鮁的增重皆具顯著增進效果  (p < 
0.01)。另，將攝食補充膽鹼、維生素 C 及色胺酸

3 種營養素之四絲馬鮁經轉置入 14℃ 海水中 25 
min 的冷緊迫後，再自尾靜脈採血 1cc，測其血中

皮質醇，結果發現攝食補充任一營養素飼料之魚

的血中皮質醇含量皆顯著低於飼料中不額外補充

營養素之對照組 (p < 0.01) (Fig. 6)。 
綜上結果可知，以補充 5 種營養素 (即維生素

E、膽鹼、維生素 C、色胺酸、維生素 C＋E 合劑) 
的供試飼料投餵四絲馬鮁 4 週，可提高四絲馬鮁

對冷緊迫的耐受力及魚的增重，若再將緩解冷緊

迫效力達 55%以上的 3 種單營養素 (即維生素 C、

y = 7.03x - 109.68
R² = 0.95
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膽鹼、色胺酸) 投餵四絲馬鮁 1–3 週，結果發現

投餵時程 1 週時，僅可促進魚成長，對魚冷緊迫的

耐受力並無增強效果；然當持續投餵 2 週後，不僅

可促進魚成長外，飼料補充膽鹼及維生素 C 亦可

提升魚對冷緊迫的耐受力；持續投餵 3 週後，飼料

補充維生素 C、膽鹼及色胺酸 3 種營養素不僅促

進魚成長，皆可提升四絲馬鮁對冷緊迫的耐受力。

由結果顯示 5 種營養素配方在有效的投餵時程下

皆可提升四絲馬鮁對冷緊迫的耐受力並促進成

長。 
 
 

 
Fig. 4  Cumulative mortality of fourfinger threadfin 

(Eleutheronema tetradactylum) fed nutrient-

supplemented diets (vitamin C, tryptophan, and 

choline) for 1, 2, and 3 weeks, respectively, followed 

by 25 minutes of stress at 14°C. The data are displayed 

as the mean  standard deviation (n = 3). Different 

letters differ significantly (p < 0.05). 
 
 

 
Fig. 5  Fourfinger threadfin (Eleutheronema 

tetradactylum) fed a diet supplemented with vitamin C, 

tryptophan, and choline for 1, 2, and 3 weeks, 

respectively. The data are displayed as the mean  

standard deviation (n = 3). Different letters differ 

significantly (p < 0.05). 
 

 
 

 
Fig. 6  Plasma cortisol of fourfinger threadfin 

(Eleutheronema tetradactylum) fed nutrient-

supplemented diets (vitamin C, tryptophan, and 

choline) for four weeks and then stressed at 14°C for 

25 minutes. The data are expressed as a mean  

standard deviation (n = 4). Different letters have 

statistically significant differences (p < 0.05). 

 
飼料中補充不同的營養素配製的功能性飼

料，除提供動物生存及成長所需營養、增強免疫、

抵抗病原外，還能拮抗環境壓力源，已有許多研究

報導，為一種既簡單又實用的魚類飼養策略 
(Olmos-Soto, 2015)。本研究用的營養添加物，維生

素有維生素 C、維生素 E 及膽鹼 3 種；其中維生

素 C 為水溶性維生素，是最早被作為維生素補充

物以減輕魚緊迫的研究對象  (Thompson et al., 
1993)，其生理作用是透過降低多不飽和脂質的過

氧化作用，抑制類固醇生成 (steroidogenesis) 和
增強免疫系統  (Kitabchi, 1967; Blazer, 1992; 
Khassaf et al., 2003)；Liu et al. (2008) 報導維生素 C
可緩解長吻鮠 (Leiocassis longirostris) 暴露在氨的

慢性應激效應；Imanpoor et al. (2017) 則證明維生

素 C 是一種有益的膳食補充物，可提高鯉魚 
(Cyprinus carpio) 苗的成長、存活率、骨骼發育和

對鹽緊迫的耐受力。維生素 E 為油溶性維生素，

是維持肉質、免疫力及紅血球對溶血的正常抵抗

力，為維持毛細血管和心肌正常通透性所必需的

營養素 (Halver, 2002)；Montero et al. (2001) 指出

攝取缺乏維生素 E 飼料的金頭鯛 (Sparus aurata)，
其對過度擁擠的慢性緊迫和重複追逐的急性緊迫

的耐受力均會有明顯降低；Liu et al. (2014) 證實

維 生 素 E 可 緩 解 團 頭 魴  (Megalobrama 
amblycephala) 對過度擁擠的緊迫，並可抑制皮質
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醇的分泌。膽鹼是一種水溶性維生素，為動物細胞

膜的結構和維持生理機能所必需的低分子有機化

合物，參與脂蛋白形成，可調節脂肪的代謝及轉

化，添加在飼料中可增加魚體重，提高幼魚的成

活率，增加飼料效率，防止脂肪肝，增強免疫力 
(Das et al., 2021)；Michael and Koshio (2013, 2016) 
報 導 膽 鹼 可 提 升 斑 節 對 蝦  (Marsupenaeus 
japonicus) 幼苗對淡水及福馬林的緊迫耐受力；

Shiu et al. (2014) 及 Yeh et al. (2015) 也分別證

實膽鹼可提升點帶石斑  (Epinephelus coioides) 
及龍膽石斑  (E. lanceolatus) 對氨緊迫之耐受

力。本研究使用的胺基酸為色胺酸，胺基酸不僅

可以作為蛋白質的組成分和能源，且在體內可轉

化為重要的生化活性物質；許多研究報告都顯示

魚在緊迫的環境下飼養，會影響其胺基酸代謝 
(Aragão et al., 2008; Costas et al., 2008)，且會增

加對胺基酸的需求 (Conceição et al., 2012)，因

此，添加胺基酸可以減輕魚因緊迫引起的負面生

理影響；色胺酸是一種必需胺基酸，在調節應激反

應中具重要作用，它可以轉化為與魚的下視丘-腦
下體-腎間腺軸 (hypothalamus-pituitary-interrenal 
axis) 調控有關的血清素 (serotonin)，血清素的活

性與血中皮質醇含量有關 (Winberg and Lepage, 
1998)；Aragão et al. (2008) 及 Costas et al. (2008) 
證實魚在緊迫飼養條件下，其血中的色胺酸濃度

會下降；以色胺酸分別投餵大西洋鱈魚 (Gadus 
morhua) 7 天 (Höglund et al., 2005) 和點帶石斑 10
天 (Hseu et al., 2003) 可有效降低魚間的相互處理

的殘食率；另，以色胺酸投餵大西洋鱈魚 7 天，也

可減緩魚之離水、高溫及擁擠的緊迫，且其血中皮

質醇含量顯著降低 (Herrera et al., 2019)。 
總之，飼料中補充功能性營養素對水產動物

的健康管理是一種具有前景的營養策略。當四絲

馬鮁面臨冷緊迫環境時，飼料中可分別添加 0.3% 
膽鹼、0.2% 維生素C及1.7% 色胺酸連續投餵3–
4 週，即可提高四絲馬鮁對冷緊迫的耐受力達 50% 
以上。 
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Screening of Nutritional Additives for Cold-induced Stress Mitigation in 
Fourfinger Threadfin (Eleutheronema tetradactyla) 

Jiin-Ju Guo*, Po-Yuan Chang, Chen-Yi Lai, Ru-Chian Lin, Chih-Yi Chou, 
Ruey-Ling Chou and Feng-Cheng Wu 

Tungkang Biotechnology Research Center, Fisheries Research Institute 

ABSTRACT 

In Taiwan, the fourfinger threadfin (Eleutheronema tetradactylum), which is not resistant to low temperatures 
and is susceptible to dying from cold damage, is an important high-value farmed fish. Therefore, the purpose of 
this study was to identify nutritional supplements that could improve the cold tolerance of the fourfinger threadfin. 
Five nutrient supplements, including vitamin E, choline, vitamin C, tryptophan, and vitamin C+E complex, were 
chosen and fed to the fourfinger threadfin for four weeks before the fish were subjected to cold stress (25 minutes 
at 14°C). Compared to the control group, the results showed that the cold tolerance of fish increased by 18, 55, 64, 
68, and 59%, respectively (p < 0.01). On the basis of the above results, three single nutrients, namely choline, 
vitamin C, and tryptophan, were selected and fed to fish for 1, 2, and 3 weeks, respectively, before they were 
challenged with cold stress. The results showed that the tolerance of the fish to cold stress did not differ between 
all groups after feeding for 1 week; the choline and vitamin C supplemented groups were significantly better than 
the control group (p < 0.05), but had no difference with the tryptophan supplemented group when fish was fed for 
2 weeks; all the supplemented groups were significantly better than the control group (p < 0.01), and as compared 
to the control group, In addition, the five nutritional supplements listed above can significantly increase fish weight 
gain (p < 0.01). Choline, vitamin C, and tryptophan can effectively reduce fish blood cortisol levels. 

Key words: cold stress, Eleutheronema tetradactylum, nutrients, cortisol 
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