
药性菌质对提高暗纹东方鲀�+免疫力的影响

霍光明,张李阳 ( 南京晓庄学院, 江苏南京210017)

摘要  [ 目的] 证明药性菌质对提高鱼类免疫力的作用。[ 方法] 以暗纹东方�+为对象 , 在中洋集团下属龙洋河�+养殖厂进行试验 , 基础
饲料中分别添加不同浓度的药性菌质(0 .5 % 、1 .0 % 、2 .0 %) , 并与不添加药性菌质的对照组进行比较。试验期间 , 各试验组的水质基本
一致 , 2 个月后对各组个体进行溶菌酶活力、碱性磷酸酶活力、酸性磷酸酶活力和SOD 活力的测定。[ 结果] 药性菌质能有效地促进受
试组鱼体的生长 , 明显提高受试鱼的免疫力 , 其效果与添加剂量和饲喂时间长短有关。以2 .0 % 组效果最佳 , 其次是1 .0 % 组。4 个组免
疫能力从大到小的排序依次是 :2 .0 % > 1 .0 % > 对照> 0 .5 % 。[ 结论] 药性菌质的适宜添加量为2 .0 % ; 药性菌质适宜作为饲料添加剂应
用在名优鱼种养殖上。
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Influence of Medici nal Fungal Subst ance on Enhanci ng t he I mmunity of Fugu obscur us
HUO Guang- mi ng et al  ( Nanjing Xiaozhuang College , Nanjing , Jiangsu 210017)
Abstr act  [ Objective] The ai m of the research was to testify the function of medicinal fungal substance on enhancing the i mmunity of fishes . [ Method]
With Fugu obscurus as experi mental object , t he experi ment was carried out in Longyang Fugu Aquaculture Plant belonging to Zhongyang Group . The base

feeds added medicinal fungal substance with different concentr ations ( 0 .5 % , 1 .0 % and 2 .0 %) were co mpared with CK group added no medicinal fungal
substance . During experi mental period , the water quality in each experi mental group was basically accordant and the activities of lysozyme , alkaline phos-
phatase , acidic phosphatase and SODof individuals in each group were determined after 2 mont hs . [ Result] Medicinal fungal substance could promote fish
growth in tested groups effectively , enhance the i mmunity of tested fish obviously and its effects r elated to additive dosage and feedi ng ti me . The effect was
best in 2 .0 % group and secondary in 1 .0 % group . The i mmunity capabilities of 4 groups in order were 2 .0 % > 1 .0 % > 0 > 1 .0 % > 0 .5 % . [ Conclu-
sion] The suitable additive dosage of medici nal fungal substance was 2 .0 % , which was suitable to apply as feed additive i n t he aquaculture of famous fin-
gerlings .
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  暗纹东方�+( Takifugu fasci at us) 俗称河�+( 以下称河�+) ,

其肉味腴美 , 营养丰富 , 开发利用前景广[ 1] 。近年来 , 随着野

生河�+资源的严重衰退 , 人工饲养的河�+成为供应市场满足

食用的主要产品。但在饲养过程中 , 种群的生活密度远远高

于自然条件 , 致使养殖个体在生长阶段始终处于高度紧张的

应激状态 , 从而降低了对疾病的抵抗能力 , 增加了对病原微

生物的易感性 , 导致病害频繁发生 , 带来了巨大的经济损失。

到目前为止 , 在养殖过程中的细菌性疾病是暗纹东方�+集约

化养殖过程中危害较大的一类疾病 , 其发病时间长 , 治疗过

程中安全隐患大。针对人工养殖的这种现状 , 传统的作法是

药物治疗 , 治疗的后果是造成饲养个体对药物的敏感和抗

药。因此 , 笔者期望能开发出一种新的饲料添加剂 , 通过食

物传递激发机体自身的免疫防御系统 , 来提高对各种病原的

抵抗能力。

药用真菌在自然界种类繁多 , 可供药用研发的潜力大。

在我国 , 药用真菌已成为一个新的药物领域 , 应用到治疗肿

瘤、保肝、抗病毒等多方面。近年来 , 笔者利用南京晓庄学院

药用菌物研究所保存的一种药用真菌在含一定量中药的全

性基质上进行发酵 , 得到的发酵物———药性菌质作为饲料添

加剂 , 已在 AA 肉鸡饲养上得到证实 , 可明显提高AA 肉鸡的

免疫力[ 2] 。并将药性菌质作为饲料添加剂延伸于水产领域 ,

希望在鱼的抗病、增产和优质方面发挥积极作用。该试验旨

在证明药性菌质可以提高鱼类免疫力 , 从而作为饲料添加剂

应用在名优鱼种养殖业上。

1  材料与方法

1 .1  材料

1 .1 .1  菌种。实验室保存的一种药用真菌———灵芝。

1 .1 .2  药性菌质。将药用真菌在含一定量可药食同源中药

药渣———黄芪药渣的全性基质上双向发酵 , 得到的产物。

1 .1 .3  试验用鱼。取自中洋集团下属龙洋水产有限公司河

�+养殖场 , 大小相近的1 冬龄暗纹东方�+1 200 尾。

1 .1 .4  基础饲料。海安龙洋牌河�+鱼饲料。

1 .2  方法

1 .2 .1  试验地点。中洋集团下属龙洋水产有限公司河�+养

殖场。

1 .2 .2  试验分组。药性菌质作为饲料添加剂 , 以投喂基础

饲料为对照组( CK) , 以基础饲料中分别添加 0 .5 % 、1 .0 % 、

2 .0 % 的药性菌质为试验组 , 其编号分别为1 、2 和3 组。

1 .2 .3  试验管理。试验开始 , 实行工区长负责制 , 有专人管

理 , 每天按正常投饲量投喂河�+饲料。饲养管理、疾病防治

均按该厂正常生产规范进行。根据管理人员每天记录投饲

量、鱼体健康及死亡、发病情况结果后 , 分别计算出各种鱼摄

食量、增重和死亡率。试验前先用基础饲料驯养7 d , 已适应

环境 , 并确认无疾病症状后 , 在试验鱼中取 50 尾分别测量试

验鱼的体重、体长、全长 , 其余则随机按250 尾1 组分成4 组

( 每池250 尾) , 其编号分别为对照组、试验 1 、2 和 3 组 , 将鱼

带水移入中洋集团养殖厂暗纹东方�+养殖专用池。

1 .2 .4  取样策略。试验开始后的第15 、30 、45 、60 天 , 从试验

池中随机捞取8 尾受试鱼进行采血 , 收集血清 , 肌肉、头肾、

脾脏、肠道、肝脏等组织样品的受试鱼混合样品 , 在- 20 ℃冰

箱中保存 , 备用。

取样时停饲1 次 , 测试各组受试鱼 50 尾 , 并测量体重、

体长、体全长( 笔者主要探讨药性菌质对暗纹东方�+免疫力
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影响, 关于生长方面指标另文探讨) 。

1 .2 .5  酶活性的测定。测定血清中溶菌酶、碱性磷酸酶

( AKP) 、酸性磷酸酶( ACP) 、超氧化物岐化酶( SOD) 活性, 测

定按试剂盒( 南京建成生物工程研究所) 方法在南京晓庄学

院进行。

2  结果与分析

2 .1 对河鲀�+鱼溶菌酶活性的影响( 表1)  在投喂药性菌质

后, 试验组的溶菌酶活力有所升高, 且以2 .0 % 试验组溶菌酶

活力最高, 并在45 d 时达到最大值 ,1 .0 % 次之, 与对照组相

比差异显著。

2 .2 对河鲀�+鱼 AKP 活力的影响( 表 1)  在投喂药性菌质

后 , 试验组碱性磷酸酶活力有所升高 , 且以2 .0 % 试验组碱性

磷酸酶活力最高 , 并在45 d 时达到最大值 ,1 .0 % 次之 , 与对

照组比较差异显著。

表1  对河鲀�+鱼溶菌酶与AKP 活力的影响

Table 1  Effects of medicinal fungal substance on activit y lysozyme and AKP in Takifugu fasciat us

组别

Groups

剂量∥%

Dosage

溶菌酶活力∥U/ ml Lysozyme activity

15 d 30 d 45 d 60 d

AKP 活力∥U/ g AKP activity

15 d 30 d 45 d 60 d

CK 0 289 .18 ±35 .28 229 .94 ±30 .88 290 .17 ±13 .79 180 .56 ±28 .96 7 .15 ±1 .66  7 .96 ±2 .00 34 .36 ±2 .86 63 .92 ±7 .04

1 0 .5 261 .78 ±30 .74 200 .70 ±19 .46 319 .98 ±16 .61 281 .88 ±37 .43 9 .27 ±1 .35 47 .61 ±16 .24 * *54 .797 ±14 .32 * 67 .99 ±6 .87

2 1 .0 313 .46 ±10 .01 288 .92 ±39 .11 333 .04 ±48 .28 290 .75 ±33 .18 * 14 .21 ±2 .99 11 .55 ±3 .04 61 .55 ±8 .95 * * 45 .62 ±8 .80

3 2 .0 289 .18 ±35 .28 344 .25 ±16 .38 * * 368 .53 ±25 .82 * 319 .20 ±21 .46 * * 8 .14 ±1 .96 59 .81 ±13 .19 * *82 .31 ±15 .16 * * 64 .79 ±13 .25

 注 : * 为0 .05 水平差异显著 ; * * 为0 .01 水平差异显著。下表同。

 Note : * , * * mean signifi cant differences at 0 .05 and 0 .01 level , resp .The sa me as followtable .

2 .3  对河鲀�+鱼 ACP 活力的影响( 表 2)  结果与 AKP 相似 , 以2 .0 % 试验组酸性磷酸酶活力最高 , 在45 d 时达到最大值。

表2  对河豚鱼ACP 与SOD 活力的影响

Table 2  Effects of medicinal fungal substance on activity AKP and SODinTakifugu fasciat us

组别

Groups

剂量∥%

Dosage

ACP 活力∥μ/ g AKP activity

15 d 30 d 45 d 60 d

SOD 活力∥U/ mg SOD activity

15 d 30 d 45 d 60 d

CK  16 .13 ±4 .51  28 .18 ±8 .91 16 .08 ±2 .23 42 .21 ±3 .11 117 .29 ±22 .75 221 .01 ±48 .23 132 .19 ±20 .19 145 .53 ±17 .98

1 0 .5 23 .53 ±2 .96 20 .76 ±5 .47 31 .33 ±4 .83 * 14 .67 ±1 .50 * 89 .01 ±20 .07 202 .43 ±39 .62 196 .20 ±63 .67 138 .16 ±13 .93

2 1 .0 12 .52 ±1 .98 30 .69 ±16 .79 35 .67 ±7 .46 * 37 .48 ±3 .38 131 .87 ±41 .56 195 .95 ±62 .08 145 .65 ±23 .80 131 .94 ±21 .62

3 2 .0 16 .59 ±2 .23 27 .82 ±5 .67 45 .01 ±13 .57 * 10 .73 ±2 .19 * * 125 .88 ±20 .71 174 .46 ±44 .73 226 .13 ±92 .98 * 72 .91 ±12 .03 * *

2 .4  对河鲀�+鱼 SOD 活力的影响( 表3)  投喂药性菌质后 ,

0 .5 % 和1 % 组在30 d 的SOD 含量达到最高峰 , 而2 .0 % 试验

组在45 d 达到最大值 , 与对照相比差异显著。

3  分析与讨论

药用真菌具有提高免疫、抗肿瘤、延缓衰老、降血脂等多

种生物功效 , 在医药、食品领域受到广泛关注[ 3] 。溶菌酶是

鱼体内具有杀灭外来细菌的活性酶[ 4] , 这4 种酶在鱼体免疫

和抗病过程中发挥着重要的作用。

通过试验可知 , 添加药性菌质后 , 随着饲喂时间增加 , 各

组鱼溶菌酶活力均有一定程度提高 , 并在 45 d 左右达到最

高 , 而后有所降低 , 且以添加2 .0 % 效果明显( P < 0 .05) , 说明

药性菌质组均能提高暗纹东方�+的溶菌酶活力 , 提高免疫水

平 , 推测可能是药性菌质中成分激活了单核细胞的分泌功

能 , 从而使溶菌酶大量释放。

药性菌质组 AKP 活性明显增强 , 可以推断其功能之一

是加速物质的摄取和转运 , 为 ADP 磷酸化形成 ATP 提供更

多所需的无机磷[ 6] , 从而起到促生长和增强非特异性免疫功

能的作用。药性菌质对肝脏中 AKP 酶活性的影响明显 , 各试

验组酶的活性也是随着饲喂时间的增加而上升 , 且以 2 .0 %

添加量最好 , 在45 d 有效期内作用最为明显 , 出现这种情况 ,

与饲喂时间长短和添加药性菌质的剂量有关 , 这与溶菌酶组

结果相似。

ACP 是吞噬溶酶体的重要组成部分 , 在血细胞进行吞噬

和包囊反应中 , 会伴随有 ACP 的释放。各试验组鱼的 ACP

酶活性也是随剂量和饲喂时间的增加而上升 , 其中试验 3 组

上升的幅度比对照组明显 , 但是到了60 d 时 , 这种作用已减

弱。外来病原生物激活了溶酶体中以 ACP 为主体的一系列

的水解酶 , 使这些酶活力大大提高 , 共同对异源物质进行降

解破坏以保护机体。故药性菌质具有维持暗纹东方�+血淋

巴较高 ACP 水平的作用 , 应是免疫力增强的表现之一。

SOD 是一种重要的抗氧化酶 , 作为活性氧清除剂参与清

除体内的自由基 , 研究发现 ,SOD 的水平与免疫功能密切相

关。血淋巴的SOD 值过高会减少超氧阴离子, 降低其防御能

力 ,SOD 值过低则会减低其防止自身氧化受损害的能力[7 - 8] 。

试验组中暗纹东方�+SOD 活力有所上升 , 并在45 d 达到最大

值 ,此时添加2 .0 %药性菌质组与对照组差异明显( P < 0 .05) ,

说明药性菌质作为添加剂对暗纹东方�+SOD 活力有影响 , 这也

与其他分组试验一致。

通过以上4 组数据的分析可以看出 , 药性菌质能有效地促

进受试组鱼体的生长和明显提高受试鱼的免疫力 , 同时与添加

剂量和饲喂时间长短有关。以2 .0 % 组效果最佳 ,1 .0 % 组效果

次佳; 总体上4 组免疫能力的排序依次是:2 .0 % > 1 .0 % > CK

> 0 .5 % ; 在试验过程中 , 由于 0 .5 % 药性菌质试验组的鱼池中

含有感染性细菌, 在试验中未能去除 , 导致暗纹东方�+入池后

鱼体在整个试验阶段一直处于患病状态 , 所以机体的免疫能力

表现最弱 , 但通过饲喂添加0 .5 %药性菌质的饲料后 , 各项免疫

指标由试验初始时处于最低值 , 到试验后期达到或超过对照

组 , 也说明了添加药性菌质后能够激活暗纹东方�+免疫系统 ,

提高抵抗各种病原能力。

( 下转第1061 页)
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加入肝素或 EDTA 的发病前4 d 的血清可以用于病毒的分

离。用于组织解剖学检查的样本应放在10 % 的福尔马林溶

液中并加冰块保存[ 9] 。

5 .2  培养 LSDV 常用牛、山羊及绵羊的原代及传代细胞进

行培养 , 并认为从绵羊体内分离得到的病原在羔羊睾丸的原

代及继代细胞培养最为敏感。有报道,LSDV 可在鸡胚尿囊

膜和非洲绿猴肾原代( Vero) 细胞中生长[ 10] , 但在最初病原分

离时不推荐使用该法。

5 .3  镜检 用透射电子显微镜检查是初步检查LSDV 最直

接快速的方法。将病料研磨制成悬浊液, 滴1 滴悬浊液在腊

板上,1 min 后 , 加1 滴pH 值7 .8 的Tris/ EDTA buffer 20 s , 然

后滴加pH 值7 .2 的1 % 的磷钨酸10 s 。用滤纸吸干或自然

干燥后镜检。该病毒呈砖块状或短管状 , 大小约为290 nm×

270 nm。

5 .4 血清学试验 包括间接荧光抗体试验、病毒中和试验

和ELISA 。病毒中和试验常用且有效, 但由于LSD 感染主要

引起细胞免疫, 因此, 对于再次感染或中和抗体水平低的动

物, 该方法较难确诊。琼脂凝胶免疫扩散试验和免疫荧光抗

体试验特异性较低 , 这是因为该病抗体与其他痘病毒引起的

牛丘疹性口炎、伪 LSD 等之间存在交叉反应[ 11] 。蛋白印迹

分析法用于检测LSDV 的P32 抗原具有很好的敏感性和特异

性, 但由于耗费较大和操作困难使其应用上有一定的局限

性[ 9] 。将P32 抗原在适当的载体上表达, 制成单克隆抗体用

于ELISA 检测具有较高的特异性, 给血清型检测带来了广阔

的应用前景[ 12] 。

5 .5 核酸鉴定方法  血清学检验方法不能鉴定山羊痘病

毒、绵羊痘病毒和皮肤疙瘩病毒, 但可以通过 Hi nd Ⅲ酶对纯

化的 DNA 进行酶切而产生的基因片段进行鉴定[ 7 ,13] 。

PCR 能被用于来自活体或组织培养的山羊痘病毒属属

内的检测, 病毒吸附蛋白和病毒融合蛋白是山羊痘病毒属的

特异性蛋白。PCR 产物可被限制性核酸内切酶的酶切鉴定

来证实[ 14] 。

6  鉴别诊断

要与伪疙瘩皮肤病、牛疱疹性乳房炎、藓菌病、昆虫或蜱

叮咬, 以及牛肺疫、牛丘疹性口炎、荨麻疹、皮肤结核、盘尾丝

虫病等病进行鉴别诊断。

7  预防治疗与控制措施

对于无该疫病的国家, 平时应做好预防措施。严格检验

家畜、病尸、皮张和精液。

一旦发生疫病, 应及时隔离患畜和可疑病畜, 疫区严格

封锁, 一切用具和环境必须消毒。禁止有关的动物贸易 , 控

制传播媒介。

目前无特异性疗法, 用抗生素治疗可以避免再次感染。

药物预防 : 用同源弱毒苗进行免疫接种, 一般皮内注射 ,

免疫力能持续3 年[ 15 - 16] 。要严格按照说明书进行免疫接

种, 目前还没有绵羊和山羊种间传播的报道。
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  通过药用真菌双向发酵得到的最终产物药性菌质 , 质优

价廉, 易获得, 不污染环境 , 且能有效提高鱼的免疫力, 可以

作为一种新型的水产饲料添加剂开发。
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