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摘要  在饵料中添加不同含量的免疫增强剂( 0 .2 %、0 .5 %、0 .8 %) 连续投喂21 d。分别在投喂后0、1、4、7、14、21 d 检测河鲫鱼血液白细
胞的吞噬活性、血清和体表粘液的溶菌酶活性。结果表明 ,该免疫增强剂可使河鲫鱼血液中白细胞吞噬活性、血清和体表粘液的溶菌酶
活性都有明显提高。在停止投喂后7 d ,血清溶菌酶的活性逐渐降低 ,与对照组无显著差异( P > 0 .05) ;但白细胞吞噬活性依然显著高于
对照组( P < 0 .05) 。
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Effects of Immuno-sti mulants as a Feed Additive on Lysozyme Activity and Phagocytic Activity of Carassi us Auratus
LIU Yong et al  ( Fisheries College ,Huazhong Agricultural University , Wuhan, Hubei 430070)
Abstract  To determine the effects of i mmuno-sti mulants on innate i mmune response of Carassius auratus ,fish were fed diets containing 0 ( control) ,
0 .2 % , 0 .5 % , 0 .8 % i mmun-sti mulants for 1 , 4 , 7 , 14 and 21 days . The results showed that the phagocytic activities were greatly increased and the
lysozyme activities were obviously enhanced . This significant difference of the lysozyme activities disappeared 7 d after the fish stopped feedi ng mixed diet
( P >0 .05) ,while the phagocytic activities were obviously holding ( P < 0 .05) .
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  随着渔业养殖的规模化和集约化发展, 各种鱼病的暴发

成了影响渔业养殖的重要制约因素, 对鱼病防治与控制问题

也就显得日益重要。利用免疫增强剂来提高鱼类的非特异

性免疫机能和增强其对病原菌的抵抗力是一种极为有效和

具有广阔发展前景的方法[ 1] 。鱼类白细胞对病原菌的吞噬

和杀菌作用 ,是鱼类非特异性免疫的一个重要方面[ 2] , 溶菌

酶也是鱼类抵抗病原菌感染的重要因素[ 3] 。因此 ,许多学者

都对鱼类血液白细胞的吞噬活性和溶菌酶的特性进行了研

究[ 4 - 7] 。采用免疫增强剂增强鱼体的免疫力与抵抗力, 减少

鱼病的发生 ,正逐渐成为控制鱼病、保证养殖效益的关键措

施, 因而在鱼类饵料中添加免疫增强剂成为国内外学者研究

的热点[ 8 - 14] 。目前国内外鱼用免疫增强剂的研究比较活

跃[ 15 - 16] ,部分多糖类物质已经被证明能够刺激动物免疫系

统及增强非特异性免疫活性[ 17 - 20] 。但关于口服多糖免疫增

强剂对河鲫鱼非特异性免疫的研究报道很少。

该研究利用湖北安琪酵母股份有限公司生产的福邦免

疫多糖水产专用高效免疫增强剂定量投喂河鲫鱼后, 测定供

试鱼血清中溶菌酶活性和血液中白细胞的吞噬活性, 初步探

讨了该免疫增强剂对河鲫鱼非特异性免疫机能的影响 ,为将

这种免疫增强剂用于防御水产养殖动物的传染性疾病提供

理论依据和实践基础。

1  材料与方法

1 .1 材料

1 .1 .1 免疫增强剂。试验用福邦免疫多糖水产专用高效免

疫增强剂来自湖北安琪酵母股份有限公司, 其主要成分及含

量:β- 葡聚糖≥20 % , 甘露寡糖≥20 % , 蛋白质≤35 %。

1 .1 .2 试验鱼及饲养饲料。试验用河鲫鱼( Car assi us aur a-

t us) 来自浙江省象山港某养殖场。基础饲料由鱼粉、豆粕、麦

麸、次粉、花生粕、菜籽粕、磷酸二氢钙、多微、多矿等组成。 �
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1 .2 方法

1 .2 .1 试验设计。选择体质健壮、无病无伤的河鲫鱼120

尾,体重123～148 g/ 尾。将试验鱼用高锰酸钾消毒后分成I 、

II、III 、IV 组,即1 个对照组和3 个试验组, 每组30 尾。饲养

于水泥池( 5 .0 m×4 .0 m×1 .2 m) 中, 按常规方法管理,充气饲

养, 保持水中溶氧5 .0 mg/ L 以上,自然水温( 19±2) ℃。饲养

10 d 后,待供试鱼适应环境 ,并确认无疾病症状后开始试验。

I、II 、III 、IV 组分别投喂基础饲料、基础饲料加0 .2 %的免疫增

强剂、基础饲料加0 .5 % 的免疫增强剂、基础饲料加0 .8 % 的

免疫增强剂,所有饲料均制成颗粒料投喂。

1 .2 .2  金黄色葡萄球菌的制备。将金黄色葡萄球菌接种在

液体肉汤培养基中( 上海生物制品厂出品) ,37 ℃下培养48

h ,离心集菌。在菌液中加入浓度为0 .5 % 的福尔马林,37 ℃

条件下灭活24 h ,用灭菌生理盐水清洗3 次, 并将其浓度调整

至1 .0×108 个细胞/ ml ,即为福尔马林灭活的 S . aurreus 菌体

( F- SA) , 用作检测白细胞吞噬活性的吞噬菌体。

1 .2 .3 溶壁微球菌的制备。活化溶壁微球菌在37 ℃培养18

h ,用浓度为0 .1 mol/ L ,pH= 6 .5 的磷酸缓冲液配成一定浓度

的悬液 ,稀释, 直至该悬液在570 nm 波长下的吸光值为0 .3

左右; 将配好的菌悬液放在4 ℃冰箱保存,备用。

1 .2 .4  采血[ 4] 。每次随机取10 尾供试鱼, 断尾取血。将每

尾鱼的血液分为2 份,其中1 份以肝素抗凝 ,制备抗凝血, 供

检测白细胞吞噬活性; 将另1 份血液首先在室温下静置1 h

待其凝固, 置4 ℃冰箱保持4 h 后 ,于4 ℃条件下以4 000r/ min

离心10 min ,收集上层血清 ,保存在4 ℃冰箱中备用。

1 .2 .5 溶菌酶活性的测定[ 21] 。每次随机取10 尾鱼, 用解剖

刀背刮取体表粘液于无菌的匀浆器中, 匀浆后2 000 r/ min 离

心10 min ,取其上清液作为供试样品。

1 .2 .6 白细胞吞噬活性的测定[ 22] 。在0 .2 ml 抗凝血中加入

0 .1 ml 用灭菌生理盐水调整为1×108 个细胞/ ml 的 S . aureus

悬液,摇匀后置于28 ℃的恒温水浴锅中孵育1 h , 涂片, 每个

血样涂5 张片,自然晾干, 甲醇固定,Giemsa 染色2 h , 水洗风

干后置油镜下观察计数,并按下式计算吞噬百分比( Phagocyt-

ic percentage ,PP) 和吞噬指数( Phagocytic index ,PI) 。
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PP = ( 100 个白细胞中参与吞噬的细胞数/ 100) ×100 ;

PI = 被吞噬的细菌数/ 吞噬细菌的细胞数

2  结果与分析

2 .1  免疫增强剂添加剂量对河鲫鱼血液白细胞吞噬活性的

影响 表1 表明 ,添加免疫增强剂对河鲫鱼白细胞吞噬活力

均有显著影响( p < 0 .01) 。投喂0 .2 %、0 .5 % 、0 .8 %的免疫多

糖增强剂后,河鲫鱼血液白细胞的吞噬活性有明显提高。在

28 d 的试验期内,对照组的 PP 为13 .6 %～16 .8 % , PI 为3 .15

～3 .65 ;而0 .8 % 组的 PP 最高达39 .8 %( 21 d) , PI 最高达

5 .89( 28 d) ,其他两组也有类似变化。在投喂饲料后4 d , PP

与对照组相比均在0 .01 水平上有显著差异。PI 的变化有所

不同, 其中0 .2 %、0 .5 %、0 .8 %组在投喂饲料后1 d ,与对照组

相比均无显著差异( P > 0 .05) ; 在投喂饲料4 d 后,0 .2 %组与

对照组间在0 .05 水平上有显著差异,0 .5 %、0 .8 % 组则与对

照组在0 .01 水平上有显著差异。不管是 PP 还是 PI , 在停

止投喂饲料后的7 d ,试验组与对照组相比还在0 .01 水平上

存在极显著差异。

  表1 河鲫鱼血液白细胞的吞噬百分比和吞噬指数

投饵天

数∥d

吞噬

活性

对照组

0

免疫增强剂

0 .2 %

免疫增强剂

0 .5 %

免疫增强剂

0 .8%
0 PP 13 .6±1 .42 13 .6±1 .43 13 .6±1 .42 13 .6±1 .42

PI 3 .15±0 .19 3 .15±0 .17 3 .15±0 .17 3 .15±0 .17

1 PP 16 .2±0 .85 18 .2±1 .42 17 .2±0 .84 17 .4±0 .88

PI 3 .29±0 .20 3 .24±0 .17 3 .27±0 .18 3 .32±0 .12

4 PP 15 .2±1 .30 20 .9±0 .91 24 .0±1 .23 25 .0±1 .58

PI 3 .35±0 .17 3 .89±0 .30 4 .51±0 .41 4 .34±0 .23

7 PP 14 .2±1 .44 24 .1±1 .41 30 .4±1 .81 31 .2±1 .47

PI 3 .49±0 .13 4 .19±0 .31 4 .48±0 .30 4 .99±0 .22

14 PP 15 .2±0 .86 38 .3±1 .75 37 .2±1 .56 38 .6±1 .14

PI 3 .57±0 .28 4 .65±0 .18 5 .04±0 .20 4 .70±0 .21

21 PP 16 .8±1 .56 38 .2±2 .11 38 .4±1 .34 39 .8±1 .52

PI 3 .61±0 .21 6 .12±0 .14 5 .97±0 .24 5 .54±0 .25

28 * PP 16 .4±1 .14 39 .5±2 .58 38 .1±1 .10 38 .4±1 .43

PI 3 .65±0 .16 5 .22±0 .07 6 .08±0 .15 5 .89±0 .11

 注 : * 为停药后7 d 数据。

2 .2  免疫增强剂添加剂量对河鲫鱼血清和体表粘液溶菌酶

活性的影响 图1、2 表明, 饲料中添加免疫增强剂对河鲫鱼

血清和体表粘液溶菌酶活性均有显著影响( P < 0 .01) 。与对

照组相比, 投喂0 .2 %、0 .5 %、0 .8 % 免疫多糖增强剂的试验

组河鲫鱼血清和体表粘液溶菌酶活性均有明显提高。对照

组血清溶菌酶的活性为0 .12～0 .139 , 在28 d 的试验期间无

显著差异( P > 0 .05) ;投喂21 d 后,0 .2 %、0 .5 %、0 .8 %试验组

溶菌酶的活性最高分别达到0 .179、0 .185、0 .191 ,与投喂前相

比均在0 .01 水平上存在显著差异 ;在投喂后1d ,各试验组溶

菌酶活性就和投喂前及对照组在0 .05 水平上有了显著差

异,在投喂4 d 后 ,试验组与对照组间在0 .01 水平上有显著

差异; 在停止投喂后7 d ,血清溶菌酶活性与对照组间即无显

著差异( P > 0 .05) 。试验期间体表粘液溶菌酶活性变化与血

清溶菌酶的活性变化规律相似, 但粘液中溶菌酶的活性比血

清中溶菌酶的活性高很多, 对照组最高为0 .32 , 而0 .2 % 、

0 .5 %、0 .8 %试验组分别达到0 .53、0 .56、0 .61。

3  讨论

目前研究报道过的免疫增强剂主要有: 左旋咪唑、FK-

565、MDP、β- 葡聚糖、肽聚糖, 脂多糖、寡糖、甲壳质、甲壳胺、

VC 以及VE 等[ 23] 。动物体内的吞噬细胞可以吞噬进入体内

的异物 ,吞噬细胞在消化病原生物的同时可保留有关抗原信

息并且将其传递给相关的淋巴细胞, 从而激发机体的体液免

疫和细胞免疫。因此, 吞噬细胞的吞噬活性直接与动物的免

疫机能有关。Marja 等研究表明, 在一定程度上 ,血浆中溶菌

酶活性变化与循环系统中白细胞数目变化相一致 ,白细胞数

目多,溶菌酶活性就增加, 两者正相关[ 24] 。陈昌福等研究表

明,在饲料中添加适量的免疫多糖( 酵母细胞壁) 能够增强异

育银鲫非特异性免疫功能,试验组异育银鲫白细胞吞噬活性

均显著高于对照组[ 25] 。该试验添加免疫多糖作为作为免疫

增强剂,使鱼体白细胞吞噬活性显著提高, 在投喂饲料4 d

后,试验组 PP 与对照组相比均在0 .01 水平上有显著差异 ;

投喂饲料后4 d ,0 .2 % 组 PI 与对照组在0 .05 水平上有显著

差异,0 .5 %、0 .8 % 组 PI 则与对照组在0 .01 水平上有显著差

异。不管是 PP 还是 PI , 在停止投喂饲料后7 d , 试验组与对

照组相比 PI 还有显著差异。这说明在饲料中添加福邦免疫

多糖水产专用高效免疫增强剂可以有效提高鱼体的吞噬活

性, 加快免疫器官发育,直接强化鱼体自身的免疫系统。

图1 河鲫鱼血清溶菌酶活性变化

图2 河鲫鱼体表粘液溶菌酶活性变化

研究结果还表明, 添加免疫增强剂可以提高河鲫鱼血清

和体表粘液溶菌酶的活性,在投喂1 d 后, 各试验组溶菌酶活

性和投喂前及对照组就在0 .05 水平上有显著差异;在投喂4

d 后 ,各试验组与对照组间在0 .01 水平上有显著差异。溶菌

酶的活性与很多因素有关。陈昌福等认为, 草鱼体表粘液中

溶菌酶活性受饲养温度的影响 ,在10 ℃下饲养时, 溶菌酶的

活性较低 ;而28 ℃下饲养时, 溶菌酶的活性要高的多。该试

验表明 ,溶菌酶活性在投喂后14 d 比7 d 和21 d 时要低, 这可

能是由于天气变化, 使水温下降 ,造成溶菌酶活性相对下降。

陈孝煊等[ 26] 也得出相似的结论。
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川原 逸 郎 等 在 对 日 本 鳗 鲡( Anguill aj aponica ) 、香 鱼

( Plecoglossus) 和真鲷( Paguilla japonica) 等鱼类的体表粘液、血

清、肾脏、脾脏和肝脏等组织和器官中溶菌酶活性研究时发

现, 这几种鱼血清中溶菌酶活性都大幅度低于体表粘液中溶

菌酶活性[ 27] ;陈昌福等[ 6] 、陈孝煊等[ 26] 也得出相似的结果。

该研究结论与这些学者的研究结果一致。

免疫增强剂可以通过注射、浸泡和饲料添加3 种途径给

予动物, 然而给予途径影响其在动物上的应用效果。刘云等

以鲫鱼为研究对象, 向饲料中添加甲壳胺作为免疫增强剂 ,

试验表明,该免疫增强剂可以提高鲫鱼血液中白细胞吞噬能

力,增强血清中酚氧化酶活性[ 28] 。王树芹等以异育银鲫为

研究对象, 在饲料中添加壳聚糖作为动物免疫增强剂, 试验

表明, 添加0 .5 %或1 .0 %壳聚糖能够有效地提高异育银鲫的

溶菌酶活性( P < 0 .01) 和白细胞的吞噬作用( P < 0 .01) [ 29] 。

该试验将福邦免疫多糖作为饲料添加剂饲喂河鲫鱼能够激

活供试鱼的吞噬活性、增加溶菌酶活性等, 从而提高鱼类非

特异性免疫功能, 达到预防和治疗鱼病的目的。
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生植物的种植和布景丰富了城市景观 , 为市民提供了亲水

场所 , 而且可有效降低城市热岛效应[ 6] 。

3 .4  室内 挺水植物中的海芋、旱伞草、纸莎草、萱草、小

香蒲、龟背竹等都是理想的室内盆栽植物材料。作室内盆

栽时 , 挺水植物应根据居室的特点, 合理布局 , 使植物材料

与居室环境统一。首先, 根据光照条件来选择植物种类, 尽

可能保持室内良好的光照条件 , 注意植株的安全越冬问题。

其次 ,植物要与房间大小相协调。对于空间较小的房间, 不

应选择体积较大的植株 ,以免产生拥挤和杂乱之感。最后,

植物外观要与房间的布局和摆设相呼应。在大厅墙角处、

沙发旁和门口边 , 可以直接将植物放在地上。地上宜放置

龟背竹、花叶万年青、海芋等大型植株 ; 台桌上放置小香蒲、

菖浦等中型、小型植株。

4  应注意的问题

在适宜的条件下, 挺水植物部分品种繁殖速度极快, 因

此应使用栽植容器或建种植槽 , 以限制其生长空间; 应及时

分株, 以免植株间因过于拥挤而死亡; 应及时清除植株的

病、枯枝败叶 ,以防污染水体。在以往的植物配置中 , 荷花

是效果最佳、最常见的挺水植物 ,而其他水生植物与之配合

成景也是必不可少的, 所以应大力开发挺水植物新品种 ,加

大繁殖力度, 如花叶鸢尾、千屈菜、花叶菖蒲、花叶芦苇、梭

鱼草、花叶水葱等。
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