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摘要 在饲料中添加定量的黄芪多糖，探讨黄芪多糖对杂交鲌的免疫调节作用。用添加不同含量黄芪多糖

的饲料，连续投喂杂交鲌 30 d，测定试验鱼的增重、血清凝集抗体效价、溶菌酶的活性、谷丙转氨酶的活性、血清

总蛋白含量和白细胞吞噬活性。进行攻毒嗜水气单胞菌活菌的复感染试验，测定相对免疫保护率。结果显示添加

黄芪多糖的饲料投喂杂交鲌生长速度较对照组稍快；试验组鱼体的溶菌酶活性和白细胞吞噬活性，比对照组鱼

体均有所提高；谷丙转氨酶活性的检测结果表明试验组鱼体的肝功能有所改善；对嗜水气单胞菌的抵抗能力，与

空白对照组相比有所增强。说明黄芪多糖对杂交鲌免疫机能具有调节作用。
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黄芪多糖（astragalus polysacharin，APS）资源丰

富、价格低廉、长期服用在动物体内无残留、不产生

耐药性，近年来成为畜牧和水产动物非特异性免疫

调节研究的热点之一 [1-3]。水产养殖致病菌的抗药

性，是水产养殖中急需解决的问题，实践中依靠于

抗生素类药物防控鱼类细菌性疾病的效果越来越

差，还导致药物残留和养殖环境不断恶化，使鱼产

品质量下降，严重影响了水产养殖业的健康发展。

因此，寻求绿色、环保、高效的添加剂，以及如何增

强养殖鱼类自身非特异免疫系统的功能，减少病害

发生，成为水产养殖动物疾病防控研究者关注的课

题[4-5]。近年来，在非特异性免疫增强剂预防水产动

物传染性疾病研究方面，科研人员已经做了许多工

作，研制出了一些免疫增强剂，并在水产养殖业中

发挥了重要作用[6-9]。

杂交鲌是近年来安徽省推广的新品种，深受广

大消费者的厚爱，但养殖中出现的病害问题，成了

制约该品种推广的瓶颈[10]。本研究通过在日粮中添

加不同水平的黄芪多糖投喂杂交鲌，通过测定供试

鱼的增重、血清中凝集抗体效价、溶菌酶活性、谷丙

转氨酶活性、血清总蛋白含量、白细胞吞噬活性以

及嗜水气单胞菌活菌攻毒后的相对免疫保护率等

免疫指标，探讨黄芪多糖对杂交鲌自身非特异免疫

机能的刺激作用，为其在水产养殖中得到广泛应用

提供参考。

1 材料与方法

1.1 试验设计

本研究中供试鱼来自于安徽省皖江水产技术

研究院有限责任公司养殖基地，选取 1龄健康杂交

鲌 270尾，平均体重为（76±4.6） g，无外伤，体质健

壮。在长 2.0 m，宽 2.0 m，高 2.0 m的网箱中开展以
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下各项试验，首先将供试鱼驯养 15 d适应试验环

境，并确认无疾病症状。

黄芪多糖由本地生物技术有限公司提供，采用

逐级混匀的方法将原料混合，用绞肉机制成直径为

1 mm的硬颗粒沉性饲料，自然风干，4 ℃保存备

用。将试验分为 6个组，每组 45尾供试杂交鲌鱼

种。试验组编号分别为Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ、Ⅳ、Ⅴ、Ⅵ组，第Ⅵ

组对照组在饲料中不添加任何黄芪多糖。饲料中黄

芪多糖含量水平分别达到 50.0 mg/kg（Ⅰ组）、100.0

mg/kg（Ⅱ组）、150.0 mg/kg（Ⅲ组）、200.0 mg/kg（Ⅳ

组）、250.0 mg/kg（Ⅴ组）的剂量，分别投喂不同试验

组鱼。在试验开展前，各试验组鱼称总体重，并记录

其平均初始体重。按正常方法进行饲养，每天投喂

相当于鱼总体重 2.0%的人工配合饲料，早、晚各投

喂 1次，连续投喂 30 d，再次称量总体重。

1.2 样品制备

1）菌株培养。嗜水气单胞菌为本研究室分离保

存，首先解冻划线培养，然后取优势单菌落接种于

LB液体培养基中，28 ℃条件下，培养 48 h后，离心

收集菌体，用已灭菌生理盐水将菌体浓度调至

3.0×108 cfu/mL，作为攻毒试验菌液使用。从其中取

一半的菌液加入 0.5%的福尔马林，25 ℃条件下灭

活 24 h，离心收集，用灭菌生理盐水清洗 3次，再将

其浓度调整至 3.0×108 cfu/mL，制成经福尔马林灭

活的嗜水气单胞菌。

2）血清制备。将等量的佛氏完全佐剂与上述经

福尔马林灭活的嗜水气单胞菌混匀，皮下多点注射

昆明大白鼠，每只鼠注射 0.2 mL，共接种 8只大白

鼠。14 d后以相同的方法对大白鼠加强免疫 1次，

加强免疫后第 14天再对每只受免疫的大白鼠以相

同方式注射 1次。经半个月后，开始对受免疫的大

白鼠断尾采血，制备血清，置 -20 ℃冰箱保存备用。

3）试验鱼种采血。养殖试验结束后，从试验组

和对照组每个网箱中随机分别捞取 15 尾供试鱼，

用 75%乙醇棉球擦拭体表后，切断腹主动脉，使用 5

mL一次性无菌注射器从试验鱼尾静脉中取血，每

组鱼所取的血液分为 2份，其中 1份血液在室温下

静置 1 h待其凝固，再置于 4 ℃的冰箱保持 4 h，4

℃条件下，4 000 r/min 转速，离心 10 min，收集上

层血清，保存于 4 ℃冰箱中备用；另一份血液用肝

素抗凝，制备成抗凝血，供后面试验检测白细胞的

吞噬活性。

1.3 免疫指标测定

1）凝集抗体效价的测定。试验鱼抗体效价按照

常规的血凝板法进行测定，在不同稀释的小试管中

进行，观察凝集结果并记录，反应抗原为经福尔马

林灭活的嗜水气单胞菌。

2）溶菌酶活性的测定。采用比浊法，溶菌酶含

量按文献[11]的方法，将溶壁微球菌用 0.067 mol/L

的磷酸缓冲液（PBS，pH 6.4）调至 0.2 mg/mL 的菌

悬液。取 3.0 mL菌悬液，吸取血清 40 μL加入到

菌悬液中，在 96 孔板中混匀后，立刻使用 570 nm

的波长在酶标仪上测定 0值。然后在 28 ℃水浴中

温育 30 min后，置于 4 ℃冰浴中终止反应，在 570

nm 波长下测定反应后的光密度值 ，按公式

（ 0- ）/ 0计算溶菌酶的活性。

3）白细胞吞噬活性的测定。将金黄色葡萄球菌

37 ℃条件下培养 48 h，离心收集，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

已灭菌的生理盐水清洗 3 次，并将其浓度调整至

3.0×108 cfu/mL，用作检测白细胞吞噬活性的吞噬

菌体。取 100 μL抗凝血，加入 100 μL金黄色葡

萄球菌液，摇匀，在 28 ℃条件下孵育 30 min，孵育

期间每隔 10 min摇晃 1次。用甲醇固定 10 min，

Giemsa染色 1 h，水洗晾干后镜检。吞噬细胞活力以

吞噬指数（phagocytic in-dex，PI）和吞噬百分比

（phago-cytic percentage，PP）表示：吞噬指数 =（吞噬

细胞内的细菌总数 / 参与吞噬的吞噬细胞数）×

100%；吞噬百分比 =（100个吞噬细胞中参与吞噬的

细胞数 /100）×100%。

4）血清中总蛋白含量和谷丙转氨酶活性的测定。

分别采用血清总蛋白试剂盒和谷丙转氨酶试剂盒

测定。

1.4 攻毒试验

试验前将健康的黄金鲫暂养 1周，随机取 5尾

鱼进行解剖，并取肝脏和脾脏等组织涂板，确认无

类似细菌感染后，再继续开展下列试验。对每尾供

试鱼胸鳍基部注射 0.2 mL 的嗜水气单胞菌活菌

液，在（26±1）℃养殖水温下正常饲养 14 d。每天

早晚 2次定期观察并记录发病和死亡情况，对濒临

死亡的鱼进行剖检，病原菌再分离和鉴定。以鼠抗

嗜水气单胞菌血清与分离所得致病菌进行玻片凝

集试验，判断是否由嗜水气单胞菌感染致死，并统

计各组鱼体的死亡率。依下式计算相对免疫保护率
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表 1 试验组和对照组杂交鲌的增重

注：体重测量为 30尾供试鱼的平均值。

表 2 试验组和对照组杂交鲌血清中凝集抗体效价、

溶菌酶活性和白细胞吞噬活性

注：凝集抗体效价为 15尾鱼体的几何平均数。

表 3 试验组杂交鲌血清总蛋白和谷丙转氨酶活性

表 4 活菌攻毒后杂交鲌的死亡率和相对免疫保护率

组别 开始时体重/g 结束时体重/g 增重/g
玉 76.8 106.1 29.3
域 77.1 107.2 30.1
芋 77.8 108.5 30.7
郁 75.7 108.4 32.7
吁 75.5 108.3 32.8
遇 77.6 101.8 24.2

玉 47.3依6.24 4.2依1.32
域 48.2依5.76 4.3依1.34
芋 49.3依5.51 4.5依1.35
郁 49.5依5.72 4.6依1.44
吁 51.7依5.15 4.6依1.52
遇 41.2依3.64 3.5依1.32

组别
吞噬活性

PP PI
约6 0.042依0.006
4 0.043依0.006
约5 0.043依0.007
约6 0.044依0.008
4 0.045依0.009
约5 0.035依0.004

凝集抗体 溶菌酶活性

组别 血清总蛋白含量 谷丙转氨酶活性

玉 26.34依1.47 14.78依1.39
域 26.46依1.35 15.27依1.78
芋 25.85依1.58 15.61依1.64
郁 26.27依1.46 15.94依1.49
吁 26.76依1.52 16.35依1.48
遇 25.25依1.49 12.22依1.52

组别

玉
域
芋
郁
吁
遇

攻毒鱼尾数/
尾

死亡鱼尾数/
尾

死亡率/% 相对免疫保护

率/%
30 21 70.0 25.0
30 18 60.0 35.7
30 15 50.0 46.4
30 17 56.7 39.3
30 16 53.3 42.8
30 28 93.3 -

（relative percent survival，RPS）：免疫保护率 =（1-

试验组死亡率 /对照组死亡率）×100%；死亡率=

[（试验初鱼体尾数 -试验末鱼体尾数）/试验初鱼体

尾数]×100%。

1.5 数据处理

试验结果数据，采用 SPSS 17.0软件包中的单因

素方差方法进行分析处理，所有数据采用平均值±标

准误进行表示，以 ＜0.05作为差异显著性标准。

2 结 果

1）黄芪多糖的促生长作用。对照组和 5个试验

组杂交鲌的体重增重测定结果如表 1所示，投喂黄

芪多糖的试验组体重增重显著高于空白对照组

（ ＜0.05），而且随着饲料中黄芪多糖添加量的增

加，各试验组体重增重有增加趋势，当添加量达到

150.0 mg/kg时，增重大小趋缓。

2）凝集抗体效价、溶菌酶活性和白细胞吞噬活

性的变化。对照组和试验组杂交鲌的血清凝集抗体

效价、溶菌酶活性和白细胞吞噬活性的测定结果见

表 2，试验组杂交鲌的凝集抗体效价与空白对照组

以及药物对照组之间均没有出现显著差异，各试验

组之间也未出现显著差异。但试验组鱼体溶菌酶活

性显著高于空白对照组（ ＜0.05），试验组鱼体血液

中白细胞的吞噬率（PP）和吞噬指数（PI）均显著高

于空白对照组（ ＜0.05）。说明特异性免疫指标没有

变化，非特异性免疫指数增加，溶菌酶活性提高。

3）血清总蛋白和谷丙转氨酶（SGPT）活性的变

化。供试杂交鲌的血清中总蛋白含量和谷丙转氨酶

（SGPT）活性测定结果见表 3。试验组鱼体的血清中

总蛋白含量并未随着黄芪多糖添加量的增加而提

高，但供试鱼血清中谷丙转氨酶活性显著提升。

4）人工感染试验。对照组及试验组鱼经嗜水气

单胞菌活菌攻毒后，各组鱼的死亡情况如表 4 所

示。投喂黄芪多糖的杂交鲌，均获得了一定程度的

相对免疫保护率，试验组鱼体死亡率要显著低于未

添加黄芪多糖的空白对照组（ ＜0.05）。

3 讨 论

多糖不仅具有促生长作用，而且还影响机体的

免疫机能，研究发现通过调节免疫器官、免疫细胞、

免疫因子以及某些信使物质等来发挥免疫调节作

用，对非特异性免疫有调节作用。关于此类研究涉

及的内容较为广泛，相关研究结果可为水产动物中

的应用及相关产品开发提供试验数据。近年来，许

国焕等[12-13]在对彭泽鲫的非特异免疫研究中发现，

在饲料中添加 2.0 g/kg的多聚糖类物质，彭泽鲫的

生长率和成活率与对照组相比有提高。本研究中投

喂黄芪多糖的试验组的杂交鲌的增重明显高于空

白对照组的增重，而且当黄芪多糖的添加量达到

250.0 mg/kg（Ⅴ组）时，鱼体的平均增重达到最大。

笔者认为这可能是因为在饲料中添加适量的黄芪
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多糖，对供试鱼的非特异性免疫系统有一定的刺激

作用，有利于预防各种传染性疾病的发生，同时具

有一定的促生长作用。

溶菌酶是动物机体许多组织重要的非特异性

免疫因子[14-15]，具有机体防御的功能。在动物非特异

性免疫研究中，衡量动物机体非特异性免疫力的一

个重要的量化指标是血清溶菌酶活力。巨噬细胞对

水产动物产生免疫促进作用的机理是水产动物机

体内巨噬细胞的表面存在一个多糖的特殊受体[16]。

当多糖与巨噬细胞结合后，激活巨噬细胞的活性，

可促进巨噬细胞的吞噬作用或通过补体途径激活

机体体液免疫反应[17-18]。有研究发现，注射酵母多糖

能增强斑点叉尾鱾鮰的抵抗力，能够增强虹鳟、大西

洋鲑和大菱鲆体内溶菌酶活性，且作用功效较为规

律[19-20]。但对黄芪多糖作用效果未见报道，在本研

究中发现试验组鱼体溶菌酶活性和白细胞的吞噬

活性较对照组鱼体有所提高，试验组鱼体血液中

白细胞的吞噬率（PP）和吞噬指数（PI）均显著高于

空白对照组，说明投喂含有黄芪多糖饲料的杂交

鲌的非特异性免疫增强。这在嗜水气单胞菌活菌

攻毒试验结果中也获得了验证。但血清凝集抗体

效价的测定结果表明，投喂黄芪多糖对杂交鲌血

清中的凝集抗体效价没有任何影响，这可能是嗜

水气单胞菌的刺激在杂交鲌体内没有产生相应的

特异性抗体的缘故。供试鱼血清中谷丙转氨酶

（SGPT）的活性测定结果显示定量投喂黄芪多糖，

在一定程度上降低了杂交鲌血清中 SGPT的活性，

证明了黄芪多糖在杂交鲌改善肝脏功能方面拥有

良好效果。
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