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免疫增强剂对鲫鱼非特异性免疫功能的影响
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摘要：利用主要成分为从海洋甲壳类中提取的甲壳胺作为免疫增强剂，在饵料中添加不同的

浓度（0. 5%，1%，2%），在 0，10，20，30 d时检测鲫鱼（Carassius auratus）的白细胞数量、白细胞
吞噬功能的变化以及血清中酚氧化酶活力等免疫指标的变化。研究结果表明，该免疫增强剂

可以提高鲫鱼血液中白细胞数量和吞噬细胞的吞噬能力，增强鲫鱼血清中酚氧化酶的活力，

对鲫鱼的生长无明显影响。鲫鱼的非特异性免疫功能随着免疫增强剂浓度的增加和投喂时间

的延长而呈现增强的趋势。
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随着鱼类养殖规模的扩大，各种病害也频繁发

生，造成了巨大的经济损失，这严重威胁着鱼类养殖

业的发展，因此对鱼类病害的有关防治也越来越受到

的重视。由于现在的养殖规模的限制，养殖密度大，水

质恶化等现象，也加大了鱼病防治的难度。目前有关

鱼类病害的防治，多是使用抗生素，大量盲目使用抗

生素不但防治效果差，而且还造成药物残留、水体正

常微生物种群失调、耐药性微生物的增加、养殖鱼类

内脏机能损伤等一系列不良后果 [1 ]。采用免疫增强剂

增强鱼体的免疫力与抗病力，减少鱼病的发生，正渐

渐成为控制鱼病保证养殖效益的关键措施，因而通过

在鱼类的饵料中添加免疫增强剂成为国内外学者研

究的热点 [2 - 8 ]。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，维生素 C，以及维生素 E
等 [9 ]。Sakai报道注射甲壳质使得虹鳟的巨噬细胞活
力以及对细菌感染的抵抗力都有增加，Anderson [10 - 11 ]

报道虹鳟经注射或浸泡甲壳胺后 NBT阳性细胞，杀
伤细胞活力，酚过氧化物酶以及免疫球蛋白含量也有

增加。Esteban对口服甲壳质作为鱼类免疫增强剂进
行了报道 [12 ]，而口服甲壳胺作为鱼类免疫增强剂在

国内外都未见报道。本实验采用甲壳胺拌饵投喂鲫

鱼，测定鲫鱼血液中白细胞数量、吞噬功能的变化及

对鲫鱼血清中酚氧化酶活力的影响，同时结合试验鲫

鱼生长情况来观察免疫增强剂对鲫鱼非特异性免疫

功能的影响，为应用甲壳胺增强鱼类免疫力以防治病

害获得一定的科学依据。

1 材料与方法
1 . 1 材料
1. 1. 1 试验用鱼
鲫鱼购自青岛南山水产市场，全长 12 cm ± 3 cm，

体质量 17. 5 g ± 7. 5 g，共 200条。
1. 1. 2 养殖条件
水族箱 8个（体积 80 cm × 60 cm × 60 cm），共两

组。每组 4箱，其中对照组各 1箱，试验组各 3箱，每
箱 25条。水温 20 ～ 25 ℃，用加热棒保持水温，充氧泵
充氧。适时吸出残饵及粪便，日换水 1 / 3，保证水质清
洁、充足。

1. 1. 3 金黄色葡萄球菌（Staphylococcus aureus）的制
备

在牛肉膏蛋白胨斜面培养基上培养，用细菌生理

盐水（0. 85%）将金黄色葡萄球菌从斜面培养基上洗
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表 1 试验鲫鱼体长测量结果

Tab. 1 The body length of the tested crucian

时间
体长（cm）

对照组 试验组 1 试验组 2 试验组 3
第 1天 10 . 20 ± 1 . 037 10 . 18 ± 0 . 968 10 . 20 ± 0 . 837 10 . 22 ± 0 . 876
第 10天 10 . 38 ± 0 . 879 10 . 48 ± 0 . 829 10 . 57 ± 0 . 906 10 . 60 ± 0 . 894
第 20天 10 . 52 ± 0 . 867 10 . 80 ± 1 . 095 10 . 98 ± 0 . 526 11 . 22 ± 1 . 092
第 30天 10 . 64 ± 0 . 356 11 . 14 ± 0 . 805 11 . 30 ± 0 . 570 11 . 78 ± 0 . 570

出，制成菌悬液；将金黄色葡萄球菌悬液进行适当稀

释，进行细菌计数，经计数测得金黄色葡萄球菌菌液

浓度为 5 × 10 7个 / mL。用平板划线分离法对金黄色
葡萄球菌进行分离纯化和菌种的保存。

1. 1. 4 饵料的制备
人工配合饲料 (山东省海洋水产研究所，山东升

索渔用饲料研究中心提供 )；免疫增强剂：甲壳胺（脱
乙酰基 92. 5%，粘度 8%，水份 9. 3%，灰分 0. 95%，不
渗物 0. 76%）；将原饵料粉碎，按甲壳胺含量（对照组
不加入，试验组 1，2，3分别为 0. 5%，1%，2%）将免疫
增强剂与原饵料混匀制成试验用颗粒饵料。每天定时

投喂饵料并确保试验用鱼摄食充足，投喂 30 d。
1 . 2 试验方法
1. 2. 1 鲫鱼生物学指标测定
每隔 10 d进行 1次生物学测定，每次取 3个不同

试验组和对照组标本各 5条，测量体质量和全长。重
复试验 1次。
1. 2. 2 鲫鱼血液白细胞数量的测定
用无菌注射器从鲫鱼尾动脉取血 (约 0. 5 mL)，

用生理盐水进行适当稀释，3 000 r / min离心 2 min ,取
一滴白细胞层血液于血球计数板上，用血球计数板对

白细胞数量进行计数。

1. 2. 3 鲫鱼血液中吞噬细胞吞噬功能的测定
参照王军等的方法 [5 ]：（1）用无菌注射器从鲫鱼

尾动脉取抗凝血 0. 5 mL, 加入 0. 2 mL金黄色葡萄菌
液，(含菌量 5. 0 × 10 7个 / mL) ;（2）置于 25℃培养箱
中振荡培养 1 h，使其充分混匀 ; ( 3)取一滴全血—葡
萄球菌混合液于洁净的载玻片上，推成薄血片，室温

待干 ; ( 4) 用碱性美蓝染色 2 ～ 3 min，用水冲洗晾干；
（5）置于油镜下观察，随机计数 100个多形核白细胞
中吞噬有细菌的白细胞数，即为吞噬百分率（%），再
数此 100个多型核白细胞中吞噬的细菌总数，除以
100，得出每个细胞吞噬细菌平均数，即为吞噬指数。
1. 2. 4 鲫鱼血清中酚氧化酶活力的测定
参照 Ashida 的方法 [13 ]：用无菌注射器从鲫鱼尾

动脉取抗凝血约 0. 5 mL, 5 000 r / min离心，得上清液
为鱼的血清。以 L - DOPA为底物，将 0. 1 mol / L, pH =
6. 0的磷酸钾缓冲液与 0. 01mol / L的 L - DOPA 0. 1
mL及 0. 1 mL 的待测血清于室温下混匀，每隔 2 min
测定其光密度值 A 490nm，以 A 490nm对反应时间作图，以

试验条件下每分钟 A 490 nm增加 0. 001为一个酶活力单
位（U）。

2 结果
2 . 1 试验鲫鱼的生长
生物学测定结果经统计分析表明，在相似养殖管

理条件下，服用甲壳胺的试验组鲫鱼在体长和体质重

的增长上与对照组无明显差异，免疫增强剂含量较高

的试验组 3的生长速度稍有增加。 经 t 检验：在第
30 d时，在体长上，试验组 3出现显著差异（P 3 = 0. 03
< 0. 05），其他 2个试验组尚未出现统计学上的差异
（P 1 = 0. 700 > 0. 1，P 2 = 0. 324 > 0. 1）；在体质量上，试
验组 3出现统计学上的一般差异（P 3 = 0. 063 < 0. 1），
而其他 2组尚未表现出统计学上的一般差异（P 1 =
0. 290 > 0. 1，P 2 = 0. 188 > 0. 1），由此说明，免疫增强剂
甲壳胺对鲫鱼的生长无显著影响。

表 2 试验鲫鱼体质量的测量结果

Tab. 2 The body weight of the tested crucian

时间
体质量（g）

对照组 试验组 1 试验组 2 试验组 3
第 1天 15 . 60 ± 0 . 742 15 . 62 ± 3 . 045 15 . 70 ± 0 . 570 15 . 74 ± 1 . 074
第 10天 16 . 30 ± 3 . 718 16 . 70 ± 1 . 891 17 . 14 ± 2 . 885 17 . 72 ± 2 . 407
第 20天 17 . 52 ± 0 . 936 18 . 12 ± 0 . 522 18 . 90 ± 4 . 464 19 . 50 ± 3 . 937
第 30天 18 . 80 ± 3 . 033 20 . 50 ± 1 . 061 21 . 92 ± 3 . 753 22 . 30 ± 1 . 681
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表 3 试验鲫鱼血液中白细胞数量

Tab. 3 The number of leucocytes in the tested crucian blood

时间
白细胞数量（ × 107个）

对照组 试验组 1 试验组 2 试验组 3
第 1天 0 . 075 ± 0 . 005 0 . 081 ± 0 . 007 0 . 079 ± 0 . 002 0 . 084 ± 0 . 004
第 10天 0 . 090 ± 0 . 011 0 . 250 ± 0 . 041 0 . 332 ± 0 . 047 0 . 453 ± 0 . 013
第 20天 0 . 082 ± 0 . 005 0 . 550 ± 0 . 048 0 . 692 ± 0 . 042 0 . 810 ± 0 . 042
第 30天 0 . 109 ± 0 . 007 1 . 072 ± 0 . 064 1 . 125 ± 0 . 022 1 . 687 ± 0 . 063

2 . 2 试验鲫鱼血液中白细胞的数量变化
虽然不同时间测得试验鲫鱼血液中各类白细胞

的数量有一定的波动，但 3个不同含量的试验组鲫鱼
血液中白细胞的数量均不同程度地高于对照组鲫鱼

（表 3）。经 t 检验表明，经过 30 d的投喂，3个试验组
鲫鱼血液中的白细胞数量明显高于对照组（P≤
0. 05）。
2 . 3 试验鲫鱼吞噬细胞吞噬功能的测定

表 4 试验鲫鱼吞噬细胞吞噬能力

Tab. 4 The phagocytic functions of the crucian leucocytes

组别 吞噬率（%） 吞噬指数

对照组 27 . 2 ± 2 . 623 0 . 69 ± 0 . 028
试验组 1 36 . 5 ± 1 . 671 0 . 85 ± 0 . 028
试验组 2 45 . 3 ± 0 . 790 0 . 93 ± 0 . 022
试验组 3 58 . 4 ± 0 . 867 1 . 25 ± 0 . 038

第 30天时，对照组鲫鱼吞噬细胞的吞噬百分率
为 27. 2%，吞噬指数为 0. 69；试验组吞噬细胞的吞噬
百分率为 36. 5% ～ 58. 4%，吞噬指数介于 0. 85 ～ 1. 25
之间（表 4）。t 检验表明，添加了免疫增强剂的 3个试
验组的白细胞的吞噬百分率和吞噬指数都明显高于

对照组（吞噬百分率：P 1 < 0. 05, P 2 < 0. 05, P 3 < 0. 05;
吞噬指数：P 1 < 0. 05, P 2 < 0. 05, P 3 < 0. 05）。

2 . 4 试验鲫鱼酚氧化酶活力的测定
在服用了免疫增强剂后，试验组与对照组相比，

酚氧化酶活力有很大的提高（表 5），经成组双样本均
值分析 ( t 检验 )，3个试验组与对照组相比其酚氧化
酶活力从第 1天开始就出现了统计学上的显著差异
( P≤0. 05)，并随着免疫增强剂剂量的增加，酚氧化

酶活力在增加。

3 讨论

当前，鱼类养殖病害频发，给养殖业带来巨大损

失。而水体污染及高密度养殖都会造成鱼类自身的免

疫机能低下，成为病害的暴发流行的主要原因之一。

鱼类抗传染免疫中主要靠体液免疫和细胞免疫，在细

胞免疫中，血液中白细胞起重要作用。它是机体非特

异性免疫的重要组成部分 [14 ]，因此，通过测定鱼类血

液中白细胞数量和吞噬功能，可以反映出被测鱼类机

体的免疫状态。 本试验给鲫鱼服用了免疫增强剂

后，通过测定特定的免疫指标，如血液中的白细胞数

量，吞噬功能及血清中酚氧化酶活力等来评价免疫增

强剂对试验鲫鱼免疫机能的影响。从实验结果看，服

用该免疫增强剂的鲫鱼血液中白细胞数量，吞噬细胞

的吞噬功能及血清中酚氧化酶的活力都得到了有效

提高。而试验组鲫鱼在体长及体质量的增长上与对照

组无异。这表明免疫增强剂对提高鲫鱼的免疫功能有

一定的帮助，而且不会影响鲫鱼的生长。可见，在养殖

鱼的饲料中添加适量的免疫增强剂对减少养殖鱼病

害的发生会有一定好处，甲壳胺作为鱼类的免疫增强

剂具有廉价易得，性质稳定易储存，值得在今后养殖

生产中加以大力推广。
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Abstract：To determine the effects of chitosan on innate immune response of crucian ( Carassius auratus ) , fish were
fed diets containing 0 (control ) , 0. 5%，1%，2% chitosan for 10, 20 and 30 days . The growth rate , the number of leu-
cocytes and the phagocytes functions together with the phenol oxidase activities were studied at each of the assayed time .
The results showed that the number of leucocytes increased and the phagocytic activities were enhanced with the phenol
oxidase activities were greatly increased , at the same time , no statistically significant impact on the growth rate was ob-
served . These results showed the effects of immunostimulants on non - specific immunity of crucian enhanced with increased
dose and time .
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