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摘要 根据供试黄颡鱼的鱼体质量添加中草药制剂剂量(0~1000mg/kg)的不同,试验设6个组(对照、

Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ、Ⅳ、Ⅴ),连续投喂30d后,测定黄颡鱼血液中白细胞的吞噬活性、血清中溶菌酶和补体活性;另采用

嗜水气单胞菌(Aeromonashydrophila)注射的方法进行人工攻毒,进行抗病力检测。结果表明,各供试组黄颡

鱼血液中白细胞的吞噬活性均显著高于对照组。第Ⅰ组黄颡鱼血清中溶菌酶的活性与对照组之间没有显著性

差异,而试验Ⅱ、Ⅲ、Ⅳ组和Ⅴ组黄颡鱼血清中溶菌酶的活性均显著高于对照组。第Ⅱ、Ⅲ、Ⅳ和第Ⅴ组黄颡鱼血

清中补体活性与对照组之间存在显著差异,而第Ⅰ组与对照组之间无显著性差异。活菌攻毒的方式证明投喂复

方中草药制剂能增强黄颡鱼对人工感染A.hydrophila活菌的抵抗力。从增强非特异性免疫机能与抗病力的效

果考量,这种复方中草药制剂在黄颡鱼饵料中添加量以400~800mg/kg为宜。
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  多种抗生素类药物被允许在我国水产养殖中用

于控制由致病菌引起的疾病[1]。由于不规范使用渔

药等导致的药物残留和水产品安全问题的出现及它

们对我国养殖水产品造成的不利影响,陈昌福[2]作

出了较为详细的阐述。
中草药在水产养殖动物病害的防治过程中,具

有多种药用效果[3-7]。Punitha等[8]发现在石斑鱼幼

苗饲料中添加绊根草、荜拔等中药不但可以提高鱼

苗的体质量,还可以提高其对哈维氏弧菌(Vibrio
harveyi)的非特异性免疫作用[8]。本试验利用自制

的一 种 复 方 中 草 药 制 剂 定 量 投 喂 黄 颡 鱼(Pel-
teobagrusfulvidracoR.)后,在测定供试鱼的几种

非特异性免疫指标变化的基础上,采用活菌攻毒的

方法检测了供试黄颡鱼的抗病力,现将结果报告

如下。

1 材料与方法

1.1 供试黄颡鱼和饲养条件

黄颡鱼购自武汉市野芷湖水产养殖场,饲养试

验在华中农业大学水产实验基地进行。在每个盛有

0.8m3曝气自来水的圆形水族缸中饲养体质量为

(34.0±3.6)g的60尾黄颡鱼,控制水温在24~
28℃之 间,光 照 为 人 工 光 照 和 自 然 光 照。每 天

09:00和18:00各投喂1次武汉通威饲料有限公司

生产的黄颡鱼饲料。驯养7d待试验鱼适应室内养

殖环境后,开始正式试验。
1.2 复方中草药制剂

复方中草药制剂自制,其中主要成分包括麻黄、
苦参、黄芩、五倍子等,选用天津市泰斯特仪器有限

公司FW177型中草药粉碎机,24000r/min粉碎至

0.12mm大小,各组分依质量进行等量混合。
1.3 试验设计

以6个条件相同的水族缸作为饲养试验鱼的容

器,每个水族缸中饲养的60尾黄颡鱼作为1组(不
区分雌雄性别)。各组饵料中复方中草药制剂的添

加量按照黄颡鱼体质量计算,分别为0(对照组)、

200(试验Ⅰ组)、400(试验Ⅱ组)、600(试验Ⅲ组)、

800(试验Ⅳ组)和1000mg/kg(试验Ⅴ组)。制作

的饵料存放在阴凉处,每天喂食前4h配制饵料。
连续投喂30d。
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1.4 采 血

在预定连续投喂30d结束后的第2天,从每个

试验和对照池中随机捞取10尾黄颡鱼通过断尾法

采血,具体方法参见文献[9]。
1.5 吞噬原的制备及血细胞吞噬活性的测定

依照文献[9]的方法进行,计算白细胞吞噬百分

比(phagocyticpercentage,PP)和吞噬指数(phago-
cyticindex,PI)。
1.6 鼠抗 F-AH 血清的制备

将等量佛氏完全佐剂(Difco)与福尔马林灭活

的嗜水气单胞菌(Aeromonashydrophila)BS-1菌

株[10](F-AH)混匀,参照罗璋等[11]的方法,多点皮

下注射昆明鼠,每只注射0.2mL,共接种10只昆明

鼠。14d后将等量的F-AH 菌苗与佛氏不完全佐

剂(Difco)混匀,以相同的方法对昆明鼠加强免疫。
于加强免疫后第10天,对每只受免昆明鼠经皮下多

点注射0.2mLF-AH菌苗,于14d后,对受免昆明

鼠断尾采血,制备血清,置-20℃冰箱保存备用[11]。
1.7 血清溶菌酶活性、补体 C3 和 C4 活性的测定

血清溶菌酶活性测定参照文献[9,12]的方法进

行。补体C3、C4活性的测定依照文献[9]的方法

进行。
1.8 抗病力检测

将从患病黄颡鱼上分离的A.hydrophilaBS-1
菌株接种在BHI(Difco)培养基中,28℃条件下培养

36h后,离心法集菌并以除菌生理盐水调节菌液浓

度至2.3×107cfu/mL备用。从各试验和对照组中

分别随机捞取30尾黄颡鱼,经胸鳍基部每尾注射

0.2mL的A.hydrophila活菌液后,继续饲养观察

21d。对死亡的黄颡鱼进行解剖并分离致病菌,以
鼠抗A.hydrophila菌株血清与分离所得致病菌进

行玻片凝集试验,判断是否由 A.hydrophila 感染

致死。统计各组的死亡率,并计算相对保护率(rela-
tivepercentsurvival,RPS)。

相对保护率= [1-(免疫组死亡率/对照组死亡率)]×

100%

2 结果与分析

2.1 复方中草药制剂对黄颡鱼体质量的影响

对试验和对照黄颡鱼鱼体质量的称量结果如表

1所示。试验期间黄颡鱼的质量,除试验组第Ⅰ组

外,其他试验组黄颡鱼的鱼体质量增加量均显著高

于对照组(t测验,P<0.05)。此外,经过肉眼观察,

对照与试验组黄颡鱼的体形、内脏形态与颜色均未

出现明显差别。表明口服本研究中采用的各种剂量

的复方中草药制剂,对黄颡鱼的生长和机体各组织

器官的正常生理机能没有明显不良影响。
表1 对照和试验黄颡鱼的鱼体质量1)

Table1 Growthofcontrolandexperimentalyellowcatfish

组别

Groups
开始时鱼体质量/g
Initialbodyweight

结束时鱼体质量/g
Finalbodyweight

质量增加/g
Gain

Ⅰ 34.5±3.6 41.2±3.8 6.7±1.2
Ⅱ 34.2±3.3 42.4±3.6 8.2±1.3*

Ⅲ 35.1±3.8 44.2±3.7 9.1±1.1*

Ⅳ 34.6±4.1 43.9±4.2 9.3±1.2*

Ⅴ 34.8±3.8 44.3±3.8 9.5±1.3*

对照Control 34.4±3.5 40.3±3.9 5.9±1.6
 1)表中数据为10尾供试黄颡鱼的平均值;*表示试验组与对照

组之间差异显著,下表同。Meanvalueof10experimental

yellowcatfish;*indicatessignificantdifferences(P<0.05)

betweentreatedgroupsandthecontrol,thesameasbelow.

2.2 白细胞吞噬活性的变化

供试黄颡鱼血液中白细胞的PP和PI测定结

果如表2所示。黄颡鱼在投喂复方中草药制剂后血

液中白细胞的PP和PI均高于对照组,而PP和PI
最高的是复方中草药制剂投喂量为800mg/kg的

第Ⅳ组。统计分析结果表明,试验组黄颡鱼血液中

白细胞的 PP和 PI均显著高于对照组(t测验,

P<0.05),而 各 试 验 组 之 间 没 有 显 著 性 差 别

(P>0.05)。
表2 黄颡鱼血液中白细胞的吞噬活性

Table2 Phagocyticactivityofleucocytes

inthebloodofyellowcatfish

组别

Groups
吞噬活性Phagocyticactivity
PP/% PI

Ⅰ 49.5±4.3* 4.11±0.39*

Ⅱ 51.2±5.2* 4.08±0.42*

Ⅲ 52.3±5.4* 4.32±0.54*

Ⅳ 52.8±4.6* 4.44±0.47*

Ⅴ 50.6±4.5* 4.36±0.37*

对照Control 42.3±5.2 3.03±0.69

2.3 溶菌酶和补体活性的变化

供试黄颡鱼血清中溶菌酶与补体活性的测定结

果如表3所示。投喂复方中草药制剂的试验组黄颡

鱼血清中的溶菌酶活性均高于对照组,溶菌酶活性

最高的是第Ⅵ组(投喂量为800mg/kg),其次是第

Ⅴ组(投喂量为1000mg/kg)。统计分析结果表

明,第Ⅲ、Ⅵ和Ⅴ组黄颡鱼血清中溶菌酶活性与对照

组之间存在显著性差异(t测验,P<0.05);而第Ⅰ
组和 第 Ⅱ 组 与 对 照 组 之 间 没 有 显 著 性 差 异

(P>0.05)。
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表3 黄颡鱼血清中溶菌酶和补体C3、C4的活性

Table3 Lysozymeandcomplementactivity

intheserumofyellowcatfish

组别

Groups
溶菌酶

Lysozyme
补体活性Complementactivity
C3 C4

Ⅰ 0.232±0.042 0.282±0.043 0.293±0.063
Ⅱ 0.238±0.053 0.323±0.054* 0.334±0.059*

Ⅲ 0.343±0.048* 0.342±0.058* 0.353±0.056*

Ⅳ 0.388±0.051* 0.375±0.055* 0.369±0.063*

Ⅴ 0.374±0.062* 0.382±0.064* 0.372±0.056*
对照Control0.214±0.046 0.269±0.058 0.289±0.055

  供试黄颡鱼血清中补体C3和C4的活性测定

结果表明,投喂复方中草药制剂的黄颡鱼血清中补

体C3和C4活性均高于对照组,补体C3和C4活性

最高的是投喂量为1000mg/kg的第Ⅴ组,其次是

投喂量为800mg/kg的第Ⅳ组。统计分析结果显

示,第Ⅱ、Ⅲ、Ⅳ和第Ⅴ组黄颡鱼血清中补体活性与

对照组之间存在显著差异(P<0.05),而第Ⅰ组与

对照组之间无显著性差异(P>0.05)。
2.4 人工接种致病菌后黄颡鱼的存活率

对照和试验组黄颡鱼经活菌人工感染后,各组

的死亡情况如表4所示。投喂复方中草药制剂的黄

颡鱼均获得了比较高的RPS,而在饵料中添加复方

中草药制剂600mg/kg以上的第Ⅲ、Ⅳ和Ⅴ组黄颡

鱼死亡率明显低于添加量为200和400mg/kg的第

Ⅰ和第Ⅱ组。
表4 活菌攻毒后黄颡鱼的死亡率和相对保护率

Table4 Mortalityandrelativepercentsurvivalof

yellowcatfish,afterchallengedwithliveAeromonashydrophila

组别

Groups

攻毒鱼尾数

Numberoffish
challenged

死亡鱼尾数

Numberof
deadfish

死亡率/%
Mortality

相对保护率/%
Relativepercent
survival

Ⅰ 30 13 43.3 50.1
Ⅱ 30 11 36.7 57.8
Ⅲ 30 8 26.7 69.2
Ⅳ 30 7 23.3 73.1
Ⅴ 30 7 23.3 73.1

对照Control 30 26 86.7

3 讨 论

动物的非特异性免疫功能包括体液免疫和细胞

免疫两部分。在水产动物的细胞免疫中,血液中的

白细胞又发挥着至关重要的作用[13]。鱼类的嗜中

性粒细胞和单核细胞具有很强的吞噬能力,这种能

力对于特异性免疫机能相对比较低等的动物而言,
具有重要的意义[12]。白细胞的吞噬能力是动物非

特异性免疫的重要组成功能。因此,通过测定血液

中白细胞的吞噬能力,可以反映机体的非特异性细

胞免疫状态[14]。有研究结果证明在大西洋鲑(Sal-
mosalarL.)的巨噬细胞上存在免疫多糖受体,因
此可以通过免疫多糖的刺激而增强其细胞的吞噬活

性[12]。此次研究证明,在黄颡鱼的饵料中添加复方

中草药制剂,能有效增强白细胞的吞噬活性,证明复

方中草药制剂对黄颡鱼的免疫系统具有刺激作用。
然而,关于这种中草药制剂究竟是作用于黄颡鱼的

何种免疫细胞而启动细胞免疫过程的,尚有待于更

深入的研究。
溶菌酶活性的高低是决定吞噬细胞对所吞噬的

致病菌能否杀灭的物质基础之一[6]。因此,测定动

物的溶菌酶活性,在一定程度上能反映动物非特异

性体液免疫的状态。鱼类血清中的溶菌酶活性可因

机体接触抗原性物质或受到环境因子的刺激而上

升[15]。本研究证明复方中草药制剂能提高在黄颡

鱼血清中溶菌酶的活性,而且在400~1000mg/kg
的添加量范围内,随着复方中草药制剂添加量的提

高,供试黄颡鱼血清中溶菌酶的活性也逐渐提高。
由于本研究中采用的最高添加量为1000mg/kg,
所以,更高用量的复方中草药制剂对黄颡鱼的免疫

机能是否也有抑制作用,值得进一步研究。
动物体内补体主要是由肝细胞和巨噬细胞合成

的,而血清中补体主要是来自肝细胞[10]。本研究结

果表明投喂复方中草药制剂可以增强黄颡鱼血清中

补体C3和C4的活性,试验组黄颡鱼血清中补体

C3和C4的活性均高于对照组。
用A.hydrophila活菌对黄颡鱼人工感染试验

结果表明,口服给予复方中草药制剂能提高黄颡鱼

对A.hydrophila活菌感染的RPS,并且其RPS的

变化趋势与黄颡鱼血液中白细胞的吞噬活性、血清

中溶菌酶、补体活性上升趋势一致,这种结果表明检

测黄颡鱼血液中白细胞的吞噬活性、血清中溶菌酶、
补体活性等指标,可以反映黄颡鱼机体抗病力的

状况。综上所述,投喂适量的复方中草药制剂对黄颡

鱼的非特异性免疫功能有明显的促进作用,并且对

黄颡鱼的生长、机体形态和颜色均没有不良影响,说
明在饵料中添加适量的中草药制剂能增强黄颡鱼抗

病力、达到预防传染性疾病发生的效果。
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EffectofcomplexChineseherbsonnon-specificimmune
functionanddiseaseresistanceinyellowcatfish

(PelteobagrusfulvidracoR.)byoraladministration
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1.BeijingAquaticProductTechnologyPromotionDepartment,Beijing100021,China;
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Abstract TheeffectsofthedietarycomplexChineseherbsonnon-specificimmunefunctionand
diseaseresistanceinyellowcatfish(PelteobagrusfulvidracoR.)werestudied.Theyellowcatfishwere
dividedinto6groupsandwerefedwithfeedsupplementedwithdifferentratiosofcomplexChinese
herbs,0mg/kg(controlgroup),200mg/kg(groupⅠ),400mg/kg(groupⅡ),600mg/kg(groupⅢ),
800mg/kg(groupⅣ)and1000mg/kg(groupⅤ),respectively.Thirtydayslater,theyellowcatfish
wereblooded,andtheleucocytesphagocyticactivity,serumlysozymeactivity,complementactivityand
diseaseresistanceweremonitored.Theresultsshowedthatthephagocyticactivityoftheleucocyteswere
significantlyhigherthanthecontrolgroup(t-test,P<0.05).Thelysozymeactivityoftheserumin
groupⅢ,ⅣandⅤweresignificantlyhigherthanthecontrolgroup(t-test,P<0.05),buttherewereno
significantdifferencesbetweengroupⅠ,Ⅱandthecontrolgroup(t-test,P>0.05).Thecomplement
activityoftheserumingroupⅡ,Ⅲ,ⅣandⅤ weresignificantlyhigherthanthecontrolgroup(t-test,
P<0.05),whiletherewerenosignificantdifferencesbetweengroup Ⅰ andcontrolgroup (t-test,
P>0.05).TheresultsshowedthatthebestsupplementationratioofthecomplexChineseherbsforthe
yellowcatfishwasabout400-800mg/kg.

Keywords yellowcatfish(PelteobagrusfulvidracoR.);complexchineseherbs;diseaseresis-
tence;Aeromonashydrophila;phagocyticactivity
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