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摘要  [ 目的] 探究杜仲提取物与大蒜素复方作为饲料添加剂对鱼类免疫力的影响 ,为该复方制剂作为抗病促生长的饲料添加剂在渔业
生产中使用提供依据。[ 方法] 分别用含0 .08 % 杜仲提取物、0 .08 % 大蒜素、0 .04 % 、0 .08 % 、0 .12 % 杜仲大蒜复方制剂的饲料添加剂的饲
料饲养草鱼50 d 后, 测定各组草鱼的生长速度及荧光假单胞菌活菌攻毒后的免疫保护力 , 并测定草鱼血液中白细胞的吞噬活性及血清
中的凝集抗体效价。[ 结果] 结果表明 : 饲料中添加杜仲提取物、大蒜素和复方制剂均能明显提高草鱼的免疫应答水平 , 增强抗细菌感染
能力 ,促进草鱼的生长 ; 适量添加杜仲大蒜复方制剂对于提高草鱼的免疫力较单方具有协同增效作用。[ 结论] 该研究为研制微量高效
的鱼类用复方中草药饲料添加剂奠定了基础。
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Effects of Compound Additive of Euco mmia ul moides Extract and Alliu m satizru m on Immunity of Grass Carp
LUO Qing- hua et al  ( College of Resource and Planning Sciences , Jishou University , Zhangjiajie , Hunan 427000)
Abstract  The purpose of the paper was to determine the effect of the combined additive of Eucommia ul moides extract , and Alliu msatizru monthe i m-
munity of Grass carp , and provide basis for its application on fishery . 0 .1 % Eucommia ul moides extract , 0 .1 % Alliu m satizru mand 0 .05 % ,0 .1 % ,
0 .15 % combination of Euco mmia ul moides extract and Alliu msatizrum were addedto Grass carp‘s diet and fed themfor 50 days . The growth performance
of grass carps and the relative percent survived after challenged withlive Pathogenic Bacteria ( P . fluorescens) were measured . The agglutinating antibody
tiers and phagocytic activities of leucocytes intheir blood were measured . The results showed Eucommia ul moides extract , Allium satizrumandtheir com-
bination could promote their i mmunoresponse level and growth, strengthens their resistance against bacteria . There were synergistic effects between Euco m-
mia ul moi des extract and Alli um satizru m whenthey were combined together and added with 0 .04 % ～0 .08 % .
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  杜仲( Eucommi a ul moedes Oliver) 是传统名贵中药, 具补肝

肾、强筋骨、抗肿瘤、消炎杀菌等诸多功效[ 1] 。由于资源丰

富, 效用良好, 现有将其作为饲料添加剂的相关报道[ 2] 。笔

者对于杜仲在水产养殖的应用也作了一些探索, 发现杜仲作

为鲤鱼饲料添加剂也有良好的效用[ 3 - 4] 。大蒜素是大蒜

( Alli um sativum) 提取液中主要生物活性成分的总称, 可人工

合成。它是一种广谱抗菌药, 具有消炎、降压、降血脂、抑制

血小板凝集、减少冠状动脉硬化、抑制体内N- 亚硝胺合成、防

治癌症、健胃、抗病毒等多种功效[ 5] 。大蒜素现被广泛用于

养禽、养畜、水产养殖[ 6] 。国内外对杜仲、大蒜在水产养殖的

应用研究都局限在单方制剂。笔者在中草药的抑菌试验中

发现杜仲与大蒜有协同抑菌作用[ 7] 。该试验研究了杜仲大

蒜复方饲料添加剂对草鱼免疫力的影响, 为研制“微量、高

效”的鱼类用复方中草药饲料添加剂奠定了基础。

1  材料与方法

1 .1 材料

1 .1 .1 供试草鱼。购自张家界市永定鱼苗场。选择体重约

35 g 的健康草鱼540 尾, 分6 组 , 饲养于面积2 m2 、水深0 .5 m

的水池中。每组设3 个重复, 每个重复30 尾。

1 .1 .2 添加剂与日粮。杜仲提取物( 绿原酸含量10 % 以上)

由张家界市恒兴生物公司提供; 大蒜素( 大蒜油含量10 % 以

上) 由晶天科技实业公司提供 ; 杜仲大蒜复方制剂由杜仲提

取物与大蒜素1∶1 混合而成。根据产品说明与文献[ 8] 的报

道, 确定添加剂量。对照1 组不添加添加剂, 对照2 、3 组分别

单独添加杜仲提取物或大蒜素, 试验组添加复方制剂。各组

投喂饲料的配方见表1 , 其营养指标见表2 。

  表1 试验饲料配方 %

组别 鱼粉 豆粕 菜粕 麦麸 次粉 小麦 植物油 预混料 磷酸氢钙 杜仲复方制剂 大蒜素 杜仲提取物

对照1 组 5 15 15 20 22 18 .70 2 1 1 .3    0   0    0
对照2 组 5 15 15 20 22 18 .62 2 1 1 .3 0 0 0 .08
对照3 组 5 15 15 20 22 18 .62 2 1 1 .3 0 0 .08 0
试验1 组 5 15 15 20 22 18 .66 2 1 1 .3 0 .04 0 0
试验2 组 5 15 15 20 22 18 .62 2 1 1 .3 0 .08 0 0
试验3 组 5 15 15 20 22 18 .58 2 1 1 .3 0 .12 0 0

  表2 试验饲料的营养指标

组别 有效能∥MJ/ kg CP∥% Ca∥% P∥% 赖氨酸∥%

对照1 组 10 .88 25 .18 0 .8 0 .95 1 .17
对照2 组 10 .88 25 .18 0 .8 0 .95 1 .17
对照3 组 10 .88 25 .18 0 .8 0 .95 1 .17
试验1 组 10 .88 25 .18 0 .8 0 .95 1 .17
试验2 组 10 .88 25 .18 0 .8 0 .95 1 .17
试验3 组 10 .88 25 .18 0 .8 0 .95 1 .17 �
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1 .1 .3 供试菌。荧光假单胞菌( P . fluorescens) 56- 12-10 菌株

购自中国科学院水生生物研究所, 金黄色葡萄球菌( St aphyl o-

coccus aureus) 25922 菌株购自中国科学院菌种所。

1 .2  方法

1 .2 .1 饲养管理。按表1 配方配制配合饲料 ,“四定”投饵 ,

水温13～20 ℃, 投饵率1 % ～2 % 。

1 .2 .2  成活率与生长速度的测定。记录各组草鱼死亡数量,

分析原因, 统计各个处理的成活率。分组称取各组鱼的初重和

饲养50 d 后的重量, 计算各组鱼的尾均增重与相对生长率。

1 .2 .3 攻毒试验。饲养50 d 后, 从试验组与对照组随机捞取
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草鱼30 尾( 每个重复组10 尾) , 用细金属丝在草鱼身体表面

划痕, 再用荧光假单胞菌9 ×106 个/ ml 的活菌液浸泡草鱼30

min。继续饲养观察2 周, 记录发病症状、死亡情况, 对死亡鱼

体进行解剖检查、分离细菌、确认死因 , 计算免疫保护力

( RPS) [ 8] 。

1 .2 .4 免疫。用灭菌生理盐水洗下已培养好的平板荧光假

单胞菌菌苔, 制取菌液, 采用麦氏比浊法调整菌液含量至9 ×

108 个/ ml , 加5 % 福尔马林灭活作为免疫原( For malin Killed P .

fl uorescens ,F- PF) , 加水稀释10 倍后, 分别将各组30 尾草鱼

( 每个重复组10 尾) 浸泡1 h ,7 d 后重复1 次。

1 .2 .5 凝集抗体效价的测定。距第1 次浸泡后21 和28 d 后,

分别从上述草鱼中取10 尾, 从腹主动脉抽取血液, 待凝血后取

血清。采用血凝板法测定凝集抗体效价, 反应抗原为F- PF[ 9] 。

1 .2 .6 白细胞吞噬活性的测定。在第28 天抽取血液时, 从

中取1 份加肝素钠抗凝, 在0 .5 ml 抗凝血中加入金黄色葡萄

球菌( 9 ×108 个/ ml) 0 .2 ml , 置于培养箱( 25 ℃) 中培养1 h , 后

于离心机内3 000 r/ min 离心15 min。取沉淀底层物抹片, 待

风干后用甲醇固定, 姬母萨氏染色, 镜检。并且 , 计算白细胞

的吞噬百分比( PP) 与吞噬指数( PI) [ 10] 。

2  结果与分析

2 .1 草鱼的成活率与生长速度  由表3 可知 , 经卡方检验 ,

各组间成活率不存在明显差异。试验组与对照组的相对生

长率从大到小为试验2 组> 试验1 组> 试验3 组> 对照3 组

> 对照2 组> 对照1 组。经统计分析, 对照1 组与试验1、2

组间差异在0 .01 水平显著 , 与试验3 组、对照2 、3 间差异在

0 .05 水平显著 , 其他组间无差异。可见,0 .08 % 杜仲提取物、

大蒜素复方可有效促进草鱼的生长;0 .04 % 与0 .12 % 复方的

促生长作用接近0 .08 % 单方, 说明复方在0 .04 % ～0 .08 % 浓

度范围内更能协同促进草鱼的生长 , 而在0 .08 % ～0 .12 % 浓

度范围内没有协同促生长作用。

  表3 草鱼的成活率与生长速度

组别
死亡

总数

成活率

%

初尾均重

g

末尾均重

g

尾均增重

g

相对生长率

%
对照1 组 4 87 36 .7±2 .3 68 .8 ±3 .1 32 .1±2 .1 87 .5 ±5 .1bcDEf

对照2 组 3 90 37 .1±2 .1 71 .8 ±3 .5 34 .7±1 .2 93 .5 ±3 .1a

对照3 组 3 90 35 .9±2 .1 69 .7 ±4 .8 33 .8±1 .9 94 .2 ±3 .7a

试验1 组 4 87 35 .6±2 .8 70 .1 ±4 .1 34 .5±1 .3 96 .9 ±4 .3A

试验2 组 2 93 36 .4±2 .9 72 .1 ±3 .2 35 .7±2 .6 98 .1 ±3 .5A

试验3 组 4 87 34 .9±2 .3 67 .8 ±3 .7 32 .9±1 .4 94 .3 ±4 .1a

注 : 同列中均数后有某组代号时 , 表示某组与该组之间有差异 ; 小写表示

P ≤0 .05 , 大写表示 P < 0 .01 。下表同。

2 .2  攻毒后的成活率 攻毒后, 各组鱼活动异常,3 d 后鱼体

表开始出现红色斑点, 并陆续死亡。对病原菌分离培养, 发

现优势菌为荧光假单胞菌。由表4 可知, 各组成活率依次为

试验2 组> 试验3 组、对照3 组> 试验1 组、对照2 组> 对照

1 组。经卡方检验, 对照1 组与其他组成活率间存在显著或

极显著差异 ; 对照2 组与试验1 组、对照2 组成活率间存在

0 .05 水平显著差异。这说明各组所用添加剂均可有效提高草

鱼攻毒后的成活率 ; 复方组的成活率高于同剂量的杜仲提取

物单方组 , 接近高剂量的单方组, 表明两种药物复方添加0 .04

～0 .08 % 在提高存活率方面具有协同作用。各组添加剂的免

疫保护力以试验2 组最高。

  表4 草鱼攻毒后的成活率

组别 攻毒尾数 成活尾数 成活率∥% 免疫保护力∥%

对照1 组 30 14  47bcdEf -

对照2 组 30 21 70ae 49

对照3 组 30 22 73a 55

试验1 组 30 21 70ae 49

试验2 组 30 23 77Abd 64

试验3 组 30 22 73A 55

2 .3  凝集抗体效价  由表5 可知,28 d 时, 各组鱼的抗体效

价达较高水平, 从大到小依次为试验2 组> 试验3 组> 对照

2 组> 对照3 组> 试验1 组> 对照1 组。经方差分析, 对照1

组与其他组抗体效价均有0 .01 水平显著差异; 对照2、3 组与

试验1、3 组之间不存在差异 , 与试验2 组差异在0 .05 水平显

著。这表明杜仲提取物、大蒜素以及不同比例复方均可提高

草鱼的抗体效价; 杜仲提取物与大蒜素复方提高草鱼抗体效

价的作用, 接近高剂量的单方, 高于同剂量的单方, 说明两种

药物复方0 .04 % ～0 .08 % 对提高草鱼的抗体效价有协同作

用, 但过高剂量的复方抗体效价略有下降, 但没有明显变化。

21 d 的情况与此相近。

  表5 草鱼血清中抗体凝集效价

组别
天数∥d

1 28

对照1 组    1∶11 .2BCDEF    1∶15 .6BCDEF

对照2 组 1∶62 .4Aef 1∶147 .2Ae

对照3 组 1∶65 .6Aef 1∶140 .8Ae

试验1 组 1∶62 .4Aef 1∶134 .4Ae

试验2 组 1∶115 .2Abcd 1∶179 .2Abcd

试验3 组 1∶102 .4Abcd 1∶167 .4A

2 .4  白细胞的吞噬活性  由表6 可知, 对照1 组的吞噬百分

比与对照3 组、试验1、2 、3 组差异在0 .05 水平显著, 对照2 组

的吞噬百分比在0 .05 水平显著低于试验2 组; 对照1 组的吞

噬指数与其他各组差异在0 .05 水平显著, 对照2、3 组的吞噬

指数与试验2 组间差异在0 .05 水平显著。这说明杜仲提取

物、大蒜素以及复方均可提高草鱼血液中白细胞的吞噬活

性; 杜仲提取物与大蒜素复方的吞噬活性高于同样添加剂量

的单方, 等同于高剂量的单方, 可见两种药物复方对提高草

鱼白细胞的吞噬指数有协同作用。

  表6  草鱼血液中白细胞对荧光假单胞菌的吞噬活性

组别 吞噬百分比∥% 吞噬指数

对照1 组    57 .30±4.99CdEF    3 .24±0 .31bcDEF

对照2 组 61 .80±7.60e 3 .75±0 .31ae

对照3 组 63 .30±5.42A 3 .94±0 .41ae

试验1 组 62 .40±4.17a 4 .15±0 .30A

试验2 组 66 .20±3.65Ab 4 .56±0 .29Abc

试验3 组 65 .40±3.78Ab 4 .08±0 .12A

3  结论与讨论

试验表明 , 杜仲提取物与大蒜素复方在提高草鱼抗体效

价、吞噬活性及攻毒后的成活率方面均表现了一定的协同作

用 。从中药药理分析, 大蒜“味辛 , 性温 , 暖胃行气 , 消肿解

( 下转第8932 页)

119835 卷28 期               罗庆华等  杜仲大蒜复方添加剂对草鱼免疫力的影响



面上连续培养5 代, 各代菌株进行发酵培养测其发酵液井冈

霉素的化学效价, 结果见表5 。结果表明高产菌株 UN- 80 各

代摇瓶发酵井冈霉素化学效价基本稳定, 该菌株具有较好的

遗传稳定性。

  表5 高产菌株UN-80 的遗传稳定性

项目
传代次数

1 2 3 4 5

化学效价∥μg/ ml 15 943 15 528 16 358 16 613 15 736

相对稳定率∥% 100 97 .4 102 .6 104 .2 98 .7

3  讨论

(1) 通过链霉素抗性标记结合 UV 和亚硝酸复合诱变处

理, 从大量链霉素抗性突变株中筛选到 UN- 80 菌株, 在摇瓶

发酵条件下, 该菌株井冈霉素化学效价达15 943 μg/ ml , 比出

发菌株SJ-6 化学效价8 647 μg/ ml 提高了84 .4 % ,UN- 80 菌株

连续传5 代后分别摇瓶发酵 , 各代井冈霉素化学效价稳定。

( 2) 在菌种选育中, 利用链霉素抗性筛选法, 使 UV 和亚

硝酸两轮诱变获得的高产菌株几率分别为10 .5 % 和8 .5 % ,

克服了诱变随机筛选的盲目性和不定向性, 达到了淘汰野生

型, 浓缩突变型的目的, 大大减轻了筛选的工作量, 提高了菌

种选育的工作效率。获得的突变株 UN-80 化学效价提高幅

度较大, 达84 .4 % , 该结果也证明了链霉素抗性筛选法是方

便有效的。

( 3) 链霉菌产抗生素能力与链霉素抗性基因之间的对应

关系是抗生素科研领域的一个研究热点。目前已经证实, 鸟

苷四磷 酸( ppGpp) 在 抗生 素合 成启 动中 起 着关 键的 作

用[ 7 - 8] ,Kelly[ 9] 等发现Streptomyces coelicolor 的relC 基因缺失

突变株完全丧失了产抗生素的能力, 菌体内积累鸟苷四磷酸

的能力明显下降, 然而由于relC 基因突变而导致的产素能力

下降可以通过引入能赋于链霉素抗性的str 突变而被完全恢

复, 这表明了链霉素抗性基因可能与抗生素结构基因及调控

基因存在着一定的关系, 这也从理论上支持了该研究在井冈

霉素高产菌种选育中采用链霉素抗性筛选法的可行性。
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毒”, 杜仲“味甘、辛 , 性温 , 补腰壮骨 , 安胎助阳”[ 11] 。两种

药物性味相似 , 功能不同。按照中草药配伍原理, 两者复方

属于“相须”。但在传统验方中, 未见有两者配伍的现象。

按照西医药理 , 杜仲对细胞免疫具有双向调节作用, 能激活

单核巨噬细胞系统和腹腔巨噬细胞系统的吞噬活力以及体

液免疫功能 , 其作用与所含的木脂素、环烯醚萜类、黄酮类

和三萜类等化合物密切相关[ 12] 。大蒜素能抑制巨噬细胞

产生一氧化氮 , 提高淋巴细胞转化率和 T 淋巴细胞酸性α-

醋酸萘酯( ANAE) 阳性率 , 使中枢淋巴器官和外周淋巴器官

增殖 , 增强细胞免疫功能[ 13] ; 大蒜素能增加小鼠脾脏抗体

形成细胞数量, 明显增强动物体液免疫功能[ 14] , 还能明显

增强小鼠腹腔 MΦ吞噬功能 , 促进小鼠T 淋巴细胞转化, 增

强NK 细胞活性的作用 , 从而提高机体自身免疫功能[ 15] 。

两种药物有效成分的作用途径各不相同, 而且相互间没有

直接的关系。协同作用的产生可能是由于更多有效成分在

多靶点与多系统的综合效应 , 其具体药理机制有待进一步

研究。通过提取杜仲所含有的药理成分 , 仕仲添加剂的添

加剂量从4 % 降低至0 .1 % , 仍可有效改善主要养殖鱼类免

疫力[ 3 ,4 ,8] ; 通过杜仲提取物与大蒜素复方, 使有效改善鱼

类免疫力的添加剂量降至0 .04 % , 达到了饲料添加剂“高

效、微量”的要求。提取与配伍是中草药饲料添加剂达到

“微量”的有效途径。在鱼类养殖生产中 , 可根据当地的资

源情况, 选择最经济的饲料添加剂与添加方式。
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