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中药制剂对中国对虾免疫
活性物的诱导作用

‘

罗 日 祥
(中国利学院海洋研究所

,

青岛 26 60 7 1)

提要 分别于 1 994 和 19 95 年 9一 10 月以胶州湾海捕 中国对虾为材料
,

取其血淋巴测定血

凝素活力
、

溶菌活力
,

并以投喂添加 V (
.

,

V B 6 ,

中药制剂 1 号
,

中药制剂 2 号的药饵 1 7 d
、

25d

后 的免疫活性物的活力动态变化
,

及注射 1 号
、

2 号中药制剂 3 d 后的活力变化等为指标
,

权衡

上述物质激发中国对虾免疫系统的功能
。

实验结果表明
,

l 号中药制剂能激发中国对虾免疫

系统的功能
,

诱导血凝素活力
,

溶菌活力升高
,

可 以提高机体非特异性体液免疫功能
。

2 号中

药制剂抑制或破坏中国对虾非特异性体液免疫系统的功能
,

导致血凝素活力
、

溶菌活力降低
,

直至对虾死亡
。

关键词 中国对虾 血淋 巴 溶菌活力 血凝素活力 中药制剂

王雷等人 (19 9 4) 为了防治虾病
,

让对虾 口服一种多糖类化合物
,

已成功地提高了对虾

血淋巴中的抗菌物活力
,

罗 日祥 (19 9 7) 也用弧菌诱导了对虾血淋巴液的血凝素活力变化
。

但用中药制剂诱导对虾血淋巴 的免疫 活性物的活力升高
,

以达提高抗 菌防病能力 方面的

工作未见报道
。

本 文是以测定溶菌活力
、

血凝 素活力为免疫活性物的指标
,

权衡上述物

质能否激发中国对虾免疫系统的机能
,

以达抗菌防病的 目的
。

1 材料与方法

1
.

1 试验动物

中国对虾 (Pe
, Za e u s c h in e n s i’s )(下简称对虾 )于 1 9 9 4 年和 19 9 5 年 9一 10 月取 自胶州湾

自然海域
,

对虾体长为 11 一 13c m
,

体重为 15 一2 29
,

均为雄性
。

运回 实验室后
,

放于 100 x

75 x 80
c m 3的玻璃钢水槽内暂养

,

每天换水两次
,

连续 充气
。

待对虾在实验室稳定 7一 ! 0d

再进行实验
。

1
.

2 血球

由青岛医学院附属医院检验科血库提供的 A
,

B
,

0 型血球
。

用时以 生理盐水配成

2%一3% 的悬浮液
。

1
.

3 实验对虾的饵料配制

原料系虾糠 (5
.

5 8% )
、

杂鱼粉 (1 1
.

3 3% )
、

玉米粉 (3 1
.

8 8% )
、

小米粉 (15
.

9 4% )
、

黄豆

* 国家自然科学基金资助项 目
,

39 27 05 42 号
; 山东省 自然科学基金资助项 目

,
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粉 (! 5
.

94 % )
、

荞麦粉 (15
.

94 % )
、

甲壳素 (3
.

4% )等
。

将 以上原料预混好
,

加一定 量的水混

匀后
,

分成 8 份
,

并分别 向各份原料 中加 V
c ,

V B6
,

花粉 (市售 )
,

l 号
一

中药制剂 (10 m l)
,

2

号中药制剂 (10 n飞l)
,

尔后加足水充分混匀
,

制成颗粒饵料
,

晒干备用
。

1
.

4 中药制 剂

表 1

T 之lb
.

1 N a ,刀 e a n d

1号
、

2号中药制剂的成分与含量
c o n te n t o f e h一11e se he rb之泣1 m id 一e 一寸l e N o

.

1
.

N o
.

2

成 分

黄茂 月、zr ‘, g ‘, z‘,
‘

、, , ,。111 方, 、 , , , a 〔
,

‘·: , 、

猪等 助/) ‘, , , , 、 ‘, ,, ,h e l左价‘

杜 仲 皿, 〔、。 , n 之iu , , h , , 。i‘l’.
‘

、

构祀 子 Ll 二衍m (j) I)1 巴”
〔’

鱼腥草 I人少z , l/ u 飞
,

z , ; (l ‘
·

‘, ,
,

(人, z(,

含星 (g )

15

l5

15

15

15

反J气

()(邵产P
甘草 lj(丫) , i‘

,

‘

0 2议229 (.

号药制剂中

(N o
.

l)

陈皮

获荃

黄连

I丫
‘

丫 〔丫)〔 O 刃

(介沪 l去, hil7c , 之
.

, 八

15

15

2号

‘

I
J

药

制剂

(N o Z )

鱼 J理草 z 介, u zz彬二‘。, ‘丫, r ‘/tl 左,

拘忆子 自、 ) u , , , 〔h办, 〔 , , 万C

陈皮 。 ,二 n g 。 一, e e z

丹皮 几
e ,、 , ‘, z b ‘, r k

。

/ I/] ‘
)

z厂、
,

。 p e o ll)

2 0

2 0

菌 (Ml’
e r o ‘

·

o e ‘
·

u s 加s o le ik zi〔.u s)冻 干粉 (s ig m 。产品)称取

】号中药制 剂配方 由 9 味

中药组 成
,

共 计 13 59
。

用水煮

三次
,

然 后三 次的药液 合并在

一 起
,

浓 缩 到 所 需 要 的 体 积

(5 0 m l)
。

2 号中药制剂配方 由 4

味中药组成
,

共计 809
。

用水煮

三次
,

尔后 三次药 液合并在一

起
,

浓缩到所需 的体积 (50 m l)
,

放人冰箱待用
。

见表 l
。

1
.

5 药品配制

磷酸钾盐缓冲液
,

将 17 0 m l

0
.

2 m o l / L K H Z p o
;

与 10 0 In l

0 2 m o l / L K
Z H代混 匀

,

调 pH

到 6
.

5 5
,

冲稀 l倍为 0
.

lm o l / L

的磷酸钾盐缓冲液
。

溶壁微球

100 m g 溶于 巧om l的磷酸钾盐缓冲

0八U今
一,臼

液 (PH 二 6
.

55 )中
,

摇匀即成悬浮液
。

放人冰箱
,

用时摇匀
。

溶菌酶
,

称取 Z m g 鸡溶菌酶 (中

国科学 院上海生物化学研究所产 品)溶于 ! 00 ml 磷酸钾盐缓冲液 中
,

摇匀 即为 2 0 协g / ml

的鸡溶菌酶液
。

1
.

6 实验步骤

将暂养在玻璃钢水槽的对虾
,

生理状态稳定 后分 养在实验缸 (0
.

3 m
,

水体 )内
,

每次实

验 8 个缸
,

每缸 5 条
。

一天换两 次水
,

海水温度在 20 .6 一 18. 4 ℃ 之间
,

连续充气
。

每天在

09 :00
,

16 :00 时各投饵一次
,

投饵量以略有剩余为准
。

喂养 17d
,

2 5d 时
,

从围心腔抽取血淋

巴液
,

在 4 ℃冰箱 放置 Z h 后
,

以 3 0 0 0 r / m in 转速离心 15 m in
,

取 出上层 血清放入冰箱待

测
。

血凝素活力用倍比稀释法
,

以 血球进行测定
,

活力以滴度表示
。

以 溶壁微球菌为底物
,

按 H ul tm ar k 等 (198 0) 及 Qu X 一m (19 8 2) 修改的方法测定溶菌

活力
。

取 Zm l配制好的微球菌悬浮液放人试管
,

置于水浴中
,

加人 2 0 0闪血清混匀
,

测其 凡

值
。

然后将试管移人 37 ℃水浴中 30 m in
,

取 出后立刻置于水浴 中 10 m in
,

让其终止反应
,

测

其 A 值
。

溶菌酶活力 从按下公式计算
:

U L

A () 一 A

A (。

设两个实验组
,

每组对虾 5 尾
。

每尾对虾从腹部肌 肉分别注射 100 闪 的 1 号中药制剂
、

2 号 中药制剂
。

对照组注射同体积的消毒海水
。

养殖水温 18 一 1 6. 8 ℃
。

3d 后取血淋 巴测
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定溶菌活力和血凝素活力
。

2 结果

在饵料中添加 V 〔
,

,

V * 和花粉
,

喂虾 1 7 d, 25 d 时分别抽取血淋巴液测定溶菌活力和血

凝素活力
,

其结果见表 2
。

表2 添加花粉
,

V 〔
·

,

V 。6
后溶菌活力

、

血凝素活力的测定结果

Ta b Z 、le as “re me
n t ()f bac te ri o ly七ic a n d a g g }utili ln a 自v e ac 丘v宜tie s a

fte
r a

dd in g Po lle n
,

V
o o r V ,; 。 In d ze ts

物物质含量 (% ))) 溶菌 活力 (u n ite ))) 血凝素活力 (滴度 )))

111117 ddd 2 5 ddd 17 ddd 2 5 ddd

花花花 1
.

000 0
.

1222 0
.

1 111 3 222 3 222

粉粉粉 2
.

000 0
.

1222 0
,

1 111 3 222 3 222

33333
.

000 0 1 111 0
.

1222 3 222 3 222

55555 000 0
.

1 111 0
.

1 111 3 222 3 222

VVV ((( O 555 0
.

1 111 0
.

! lll 3 222 3 222

11111
.

000 0
.

! 222 0
.

1 111 3 222 3 222

11111
.

555 0
.

1 111 0
.

1222 3 222 3 222

22222
.

000 0
.

1 111 0
.

】111 3 222 3 222

VVV
R 。。 0力 1000 0

.

1 111 0」 111 3 222 3 222

00000 () 1555 0
.

0 999 0
.

1 111 3 222 3 222

00000
.

0 2 000 0
.

1000 0
.

1000 3 222 3 222

00000
.

0 2 555 0
.

1 111 0
.

1 111 3 222 3 222

对对 照照 0
.

1 111 0
.

1 111 3 222 3 222

对照组添加 l 号或 2 号中药制剂的饵料
,

喂虾 ! 7d
,

25 d 抽取血淋巴液测定溶菌活力和血

凝素活力的结果见表 3
。

喂 l号中药制剂的
,

17d
,

25 d 时抽出的血淋巴均是粘稠状
,

易凝集成

块
,

呈蓝颜色
。

喂 2 号中药制剂的
,

25 d 抽出的血淋巴是稀液状
,

不凝集成块
,

呈桔黄色
。

表3 添加中药制剂后溶菌活力
、

血凝素活力的测定结果

T ab 3 M eas u re m en t o f b ae te n o lytie an d ag g lu ti ni n a ti v e ac u v iti es

a
fte

r a d d in g e hi ne se he rb al m ed iein e 一n d ie ts

测测定项 目目 1号中药制剂剂 2号中药制剂剂 对 照照

lllll777 2 555 1777 2 55555

血血淋巴颜色色 蓝蓝 蓝蓝 蓝蓝 桔黄色色 蓝蓝

溶溶菌活力力 0
.

16 777 0刀333 0
.

13 555 000 0 1 1000

血血凝素活力力 6 444 ! 2 888 3 222 888 3 222

每条虾从腹部第三节肌 肉注射 100 冈的 1 号中药制剂或 10 0闪的 2 号中药制剂
,

养殖

3d
,

从围心腔抽血淋巴测定的结果见表 4
。

注射 1 号中药制剂抽 出的血淋巴呈粘稠状
,

很

快就凝集成块
,

为蓝色
;而注射 2 号中药制剂 的呈稀液状

,

不凝集成块
,

颜色为桔黄色
,

与

病虾的完全一致
。

3 讨论与结语

据一些生产花粉的厂家认为
,

在对虾饵料 中添加一定量 的花粉
,

能促进生长
、

提高存

活率
。

在本实验中
,

试图从非特异性体液免疫 的角度找到提高存活率的依据
。

但实验结果
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未看 出花粉对免疫系 统有刺激或促进作用
。

尽管如此
,

但这并不排斥 对虾饵料中添加花

粉的意义
。

也许对促进消化吸收方面有积极作用
。

Gtl
a ry 等 (卫9 7 6) 的研究认为

,

V
。

可能 由于参与几丁质的合成
,

而有助于虾壳硬化
,

从

而推断在饵料中添加适量的 V c ,

可防治对虾发生黑斑病
、

黑死病等
,

提高存活率
。

本研究

从免疫活性物的角度进行实验
,

添加 V
。

时
,

测定免疫活性物的活力
,

未见 (表 2 )明显变化
。

这说明它对免疫功能无直接作用
。

但这并不否定对虾饵料 中添加 V
。

的其他作 用
。

许实荣

等 (198 7) 在饵料 中添加 V
B I

和 V
B 6 ,

使对虾肝胰腺类胰蛋 白酶活性明显增加
,

从而提高了对

虾饵料中蛋白质的吸收利用
。

我们 向饵料中添加 V B 6 ,

从测得溶菌活力和血凝素活力的结

果 (表 2) 看
,

对对虾的免疫系统未起到激发作用
。

但这是在营养条件正常的状况下进行的

实验
,

若在饵料完全缺乏 V
B 6

的情况下
,

免疫功能可否受到抑制
,

血淋 巴 中的溶 菌活力
、

血

凝素活力是否会失控
,

目前还无证据
,

有待以后的研究证 明
。

用添加 1 号中药制剂的饵料饲喂对虾 1 7 d
,

25 d
,

抽取的血淋 巴
,

表观与对照的一样
。

表4 注射中药制剂后溶菌活力和血凝素活力测定结果 呈粘稠状
,

易凝集成块

T ab
.

4 Me a s u re m e n t 。f bac te 。。lyti 。 。n d 鳃g lu ti n . n a o v 。 。e ti v itie、 状
,

蓝色
。

测定溶 菌活
a rt e r inj ee te d 。hin es 。 he r ba l m e d ie ln e

力和 血凝 素活力 的结

测定项 目 l号中药制剂 2号 中药制剂 对 照 果 (表 3) 证明
,

对对虾

血淋 巴颜色 蓝 桔黄 蓝 的免疫系 统有激 活作

溶菌酶活力 住 65 。 住 11 用
。

这 种作 用 在 一定

一二竺竺室竺空‘一一一一止理‘一一一一一止一一一一一一止乙一一 时间范围内
,

随着用药

饵饲喂时间的延长而加强
。

注射 1号 中药制剂所得的结果 (表 4) 与投喂 1号中药制剂饵的

完全一致
,

且显效快
。

用添加 2 号中药制剂 的饵料饲喂对虾
,

17 d 取血样测定
,

除溶菌活力

略有提高 (见表 3) 外
,

血凝素活力及外观表象均与对照相同
。

这种溶菌活力变化
,

可能是

对虾机体生理反应到某一阶段 的表征
。

25 d 抽取的血淋 巴样品
,

从表观观察是稀液状
,

不

凝集成块
,

呈桔黄色
,

与以前从病虾体 内抽 出的血淋巴液完全一样
。

测定的溶菌活力为 0
,

血凝素活力滴度是 8
。

从腹部肌 肉注射 100 闪的 2 号 中药制剂
,

3d 后取血样测定时
,

无论是

血淋 巴的表观观察结果还是测定溶菌活力和血凝素活力的数据 (见表 4)
,

均与投喂 2 号中

药制剂饵料的一致
。

说明
,

2 号中药制剂对对虾的免疫系统起抑制或破坏作用
,

该过程注

射比 口服来得更快
。

饲喂 2 号中药制剂饵料 的对虾
,

25 d 后不抽血淋巴液测定
,

再经 2一3d 即死亡
; 注射 2

号中药制剂的对虾第 3 天下午或晚上 即死亡
。

死亡对虾外观未见黑斑
,

也未见鳃黑
、

红

腿
。

这表明 2 号中药制剂进人虾体内后
,

可能对对虾的正常生理机能起毒害作用
。
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15一2 0 9 in b o d y w e ig ht
,

w as e o lle e te d fro m Jia o z ho u B a y in Se Pte m be 卜O e to be r 19 9 4

a n d 19 9 5
,

re sPe e ti v e ly
, a n d then e u ltu re d in la b o ra to ry ta n k

.

T he s hri m Ps w ere k e Pt in

the ta n k (10 0 x 7 5 x 8 0 e m
,

) fo r 7一 10 d a ys b e fo re th e e x p e ri m e n t a n d Z / 3 o r

ae r ate d se a w a te r w e re e ha n g ed d a ily
, a n d w e re fe d w ith d ie t s u

PP lem e n te d w ith Po lle n ,

V C ,

V
B 。 a n d No

.

1 o r N o
.

2 (T a b
.

l) c hin e se he r b a l m e d ic in e re sp e c tiv e ly
, a n o the r

g ro u P w e re inj
ee te d w ith N O

.

1 o r

No
.

2 e hin e se h e rba l m e d ie in e
.

Th
e ha em o lym Ph

w as ta k e n

fro m th e fe d shri m Ps
,

w hie h w e re c u ltu re d fo r 17 o r 2 5 d ay s , a n d th e

inj
ee te d shri m Ps w hie h w e re e u ltu re d fo r 3 d a ys to te st ch a n g e o f the ir n o n sPe e ifi c

im m u n ity
,

1
.

e
.

b ac te ri o lytic a e tiv ity a n d ag g lu ti n a tiv e ac ti v ity
.

Th
e re s u lts w ere a s

fo llo w s :

1
.

W he n the shri m p s w ere fe d w ith d ie t c o n
tai

n in g p o llen
,

V
c ,

V B6 ,

th eir

n o n sPe c ifl e im m u n ity
,

1
.

e
.

bac te ri o lyti e ac ti v ity a n d a g g lu ti n a ti v e ac ti v ity e o u ld n o t be

irn Pro v e d (T a b
.

2 )
.

2
.

T he b ac te ri o lyti c ac tiv ity in th e s e ru m w a s ,

re sPee ti v e ly
,

0
.

16 7 a n d 0
.

7 3 fo r

th e shri m Ps fe d w ith d ie t e o n ta in in g N o
.

1 e hin e se he r b a l m ed ic in e ,

m eas u re d fo r 17

an d 2 5 d a ys a
fte

r fe ed in g
,

it w a s 0
.

13 5 a n d 0 fo r the shri m Ps fe d w ith d ie t

e o n tai n in g N o
.

2 c hin e se h er b al m e d ie in e m e a s u re d o n the 1 7 a n d 2 5 day s ,

re sPe c ti v ely

(T
a b

.

3 )
.

3
.

T he a g g lu ti n a ti v e ac tiv ity in the se

rum
w as ,

re s
pe

e ti v e ly
,

6 4 a n d 12 8 fo r th e

shri m Ps fe d w ith d ie t e o n ta in in g N o
.

1 c hin e se he r b a l m e d ie in e ,

m e a s u re d fo r 17 a n d

2 5 d ay s a
fte

r fe ed in g
,

it w a s 3 2 a n d 8 fo r th e shri m Ps fe d w ith d ie t e o n ta in in g N o
.

2

e hi n e se he rb al m e d ic in e m e a su re d o n the l7 a n d 2 5 day s ,

re sPe e tiv e ly (T a b
.

3 )
.

4
.

Th
e bac te ri o ly tie ac ti v ity in th e s eru m w a s 0

.

6 5 an d ag g lu tin a ti v e ac ti v ity tite r

in the
se

rum
w as 6 4

,

fo r the shri rn Ps
,

w hic h w e re inj
e e te d 10 0卜1 No

.

1 c hin e se he r b al

m e d iein e 3 day s la tte r
.

Th
e bac te ri o ly ti e ac ti v ity in th e se r Lllll w a s o

, a n d a g g lu ti n a ti v e

ac ti v ity ti te r in th e se ru m w a s 4
,

fo r th e shri m Ps ,

w 址c h w e re inj
ee te d 10 0 协1 N 0

.

2

e hin e se her ba l m e d ie in e 3 d ay s late r (T ab
.

4 )
.

5
.

T he c o lo u r o f hae m o lym Ph w as blue fo r the shri m Ps fe d w ith d iet c o n tal n in g

No
.

1 eh ine se he rb al m e d ic in e fo r 17 an d 2 5 d a ys
,

it w as s

am
e as the e o n

tro l (T ab
.

3)
.
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Th
e sh ri m Ps w e re inj

e e te d w ith 10 0 卜1 N 6
.

1 c hin e se he r ba l m ed ie in e 3 d ay s late r ,

th e

hae m o lym Ph e o lo u r w a s s

am
e as the c o n tr o l (T a b

.

4 )
.

Th
e eo lo u r o f hae m o lym Ph w a s

blu e fo r shri m Ps fe d w ith d ie t e o n
面

n in g N O
.

2 e hin e se her b a l m e d ie in e fo r 17 d ay s ,

bu t the ha em o lym Ph c o lo u r w as o r a n g e fo r th e shri m Ps fe d w ith d ie t e o n ta in in g N O
.

2

e hi ne
se herb al m e d ie in e fo r 2 5 d ay s (T a b

.

3)
.

T he sh ri m Ps w e re inj
e e te d w ith 10 0卜l

NO
.

2 ch in ese he rb al m e d ie in e 3 d a ys late r , a n d th e ha em o lym Ph c o lo u r w as al so

o ra n g e (T a b
.

4 )
.

T he
ab

o v e re s u lts sh o w ed th at N O
.

1 e hi n e se he rb al m e d iein e e o u ld im Pro v e

n o n s pe e ifi e im m u n ity o f the shri m Ps ,

an d in e re a se th e ir d ise ase re sista n c e
.

K ey w o r d s
Pe

n a e u s eh in e n s行 Ilae m o lym Ph B ac te ri o lysis ac ti v ity

A g g lu ti n a ti v e ac ti v ity C h in e se he th a l m e d ie in e


