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摘要    本文旨在探讨肌肉注射不同浓度的紫锥菊提取物对大菱鲆(Scophthalmus maximus)的非特

异性免疫功能的影响, 试验选取体重(250±20)g的大菱鲆作为试验动物, 分别注射 10、20、40mg/mL

浓度的紫锥菊提取物, 试验共进行 28d, 每隔 7d采集血液测试非特异性免疫指标, 第 28天用迟缓爱

德华氏菌(Edwardsiella tarda)攻毒, 连续观察 7d, 测定其免疫保护率。结果显示肌肉注射紫锥菊提取

物对大菱鲆超氧化物歧化酶(SOD)活力和溶菌酶活力(LSZ)的影响极显著(P<0.01); 对吞噬细胞吞噬

率(PP)的影响显著(0.01<P<0.05), 对吞噬细胞呼吸爆发活力的影响极显著(P<0.01)。攻毒试验表明, 

紫锥菊提取物能够降低迟缓爱德华氏菌攻毒后鱼的死亡率, 提高其免疫保护率, 尤其是 40mg/mL

组。本试验研究表明 , 紫锥菊提取物能显著的提高大菱鲆的非特异性免疫功能 , 且以注射浓度

40mg/mL的效果最好。 
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大菱鲆(Scophthalmus maximus)是中国北方沿海

地区的重要海水养殖品种 , 但是随着水产养殖业不

断发展, 特别是集约化、规模化程度的不断提高, 给

鱼类疾病防治提出了新的挑战。在养殖生产过程中由

于抗生素等药物的不正当使用 , 不仅使病原微生物

产生抗药性, 耐药菌株不断增加, 水产动物免疫功能

下降, 同时也造成了巨大的经济损失, 如“多宝鱼药

残事件”使整个大菱鲆产业受到了沉重打击。因此 , 

如何提高大菱鲆的健康养殖水平 , 促进大菱鲆养殖

业的可持续健康发展, 成为当前的首要任务。 

    中草药作为免疫增强剂符合发展无公害渔业、生

产绿色水产品的需求。国内外很多研究证明, 中草药

免疫增强剂可显著增强水产动物的抗病能力。国外学

者以单方中草药牛膝和旱莲草分别投喂露斯塔野鳗

和罗非鱼 , 结果表明能显著提高机体的免疫力(Rao 

et al, 2005; Christybapita et al, 2007)。国内学者用复方

中草药投喂罗非鱼(张照红等, 2011)、牙鲆(李霞等, 

2011)、草鱼(李超等, 2011)等, 均能有效地提高机体

非特异性免疫力。在我国, 紫锥菊作为非传统中草药, 

近几年的研究越来越多 , 但在水产养殖中的研究较

少。仅有任永林(2008)关于紫锥菊对鲤鱼的生产性能

和免疫功能的影响研究。 

大菱鲆是近年来推广的养殖品种 , 有关紫锥菊

对它的作用效果尚未见报道。本研究通过给大菱鲆注

射不同浓度的紫锥菊提取物 , 测定其非特异性免疫

指标以及机体的抗病力 , 研究其对大菱鲆的免疫效

果 , 进而为其在大菱鲆养殖生产过程中推广应用提

供科学依据。 
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1  材料与方法 

1.1  试验材料 

试验药物紫锥菊提取物(有效成分为 5.4%菊苣酸)

由青岛市康地恩药业有限公司提供。试验用鱼购买于

胶南通用水产有限公司。 

1.2  试验设计 

试验用鱼分为 4 个组, 对照组(注射生理盐水), 

低剂量组(10mg/mL)、中剂量组(20mg/mL)、高剂量

组(40mg/mL), 每组 10尾鱼, 每组设 4个重复。 

1.3  试验动物及饲养管理 

试验大菱鲆体重 250±20g, 以重复为单位饲养于

水循环室内, 保持水温在 14—15 °C 之间。盐度为

31—33, pH为 7.8—8.3, 24h不间断充氧, 驯化及试验

期间足量投喂基础饲料, 定时除去残饵。进行为期 7d

驯化, 再进行 28d试验。 

每天上午 10 点对大菱鲆注射不同浓度的紫锥菊

0.2mL, 观察大菱鲆的摄食量、精神活动状态并记录。 

1.4  试验方法 

1.4.1  样品采集    在试验过程中的 7、14、21、28d

分别对各组大菱鲆取样(n=12), 取样前 1h 停止注射

紫锥菊提取物。分别用无菌采血器从大菱鲆尾静脉中

抽血, 每尾采血样 1.0mL, 其中 10尾的血液置于离心

管中, 通过冻融法破碎细胞, 在 3000r/min, 离心 15 min, 

取血清进行溶菌酶活力和超氧化物歧化酶活力的测定。 

在注射试验的第 28 天对各组大菱鲆取样(n=10), 

取样前 1h 停止注射紫锥菊提取物。分别从尾静脉中

采血, 每尾采血样 1.0mL, 进行体外细胞培养, 测定

呼吸爆发活力。 

1.4.2  溶菌酶活力测定     根据王雷等(1994)的方

法略做修改, 用 0.067mo1/L的磷酸盐缓冲液(pH 6.4)

将溶壁微球菌配制成 0.2mg/mL 的菌悬液, 每个样品

取 3mL 菌悬液 , 加入 40μL 血清 , 混匀后立即在

540nm 下测定反应液的吸光值 A, 然后在 28°C 水浴

中放置 30min, 立即取出转入 4°C 冰浴以中止反应, 

再在 540nm 下测定 B 值。按公式计算溶菌酶的活力

U= (B–A)/B 。 

1.4.3  吞噬细胞吞噬活力的测定     参照刘红等

(2006)的方法, 在 0.5mL抗凝血中加入 0.2mL迟缓爱

德华氏菌(含菌量 1×108CFU/mL), 置于 25°C 培养箱

中振荡培养 1h, 3000r/min离心 15min, 取沉淀底层物

抹片, 甲醇固定 5—10min, 瑞氏染色 30s, 姬母萨氏

染色 10 min, 蒸馏水冲洗, 吹干。在油镜下观察 100

个吞噬细胞的吞噬情况 , 计数并计算吞噬细胞的吞

噬百分比(PP)。 

吞噬百分比(PP) = 

100个吞噬细胞中参与吞噬的细胞数 / 100个吞噬细胞 

1.4.4  超氧化物歧化酶活性的测定    SOD 活力的

测定采用连苯三酚自氧化法(邓碧玉等, 1991), 以每

毫升反应液中 , 每分钟抑制连苯三酚自氧化速率达

50%的酶量定义为一个活力单位。 

1.4.5  大菱鲆原代细胞的培养    在大菱鲆肌肉注

射紫锥菊提取物溶液后的第 4周取样。取样之前鱼禁

食 24h。从每个处理随机选取 6尾鱼, 重击鱼的头部

使其昏迷, 解剖分离头肾, 迅速转移到 L-15 培养基

中(含有 1%双抗和 2%血清) 。在无菌条件下, 用 100

目筛绢将头肾组织研磨成细胞悬液, 用 51%的 percoll

溶液在 2200r/min 下进行离心 30min, 以分离巨噬细

胞, 并用血细胞计数器检测细胞存活数, 将细胞浓度

调整至 107个/mL。在 96 孔板的每孔加入 100μL 调

好浓度的头肾巨噬细胞于 18°C下培养 2h (Ortuño et 

al, 2000)。 

1.4.6  呼吸爆发活力的测定     实验方法参考 

Dolmatova(2004)的方法并略作改动。在 96 孔板培养

的贴壁巨噬细胞悬液去掉上清液后 , 在每孔中加入

100μL的 1mg/mL氯化硝基四氮唑蓝溶液(NBT), 18°C

下孵育 2h。弃去上清液, 再加入 200μL 100%的甲醇

固定巨噬细胞, 室温反应 10min后, 再用 70%的甲醇

溶液洗 2 次, 然后将 96 孔板自然风干。风干后在每

孔中加入 120mL 2mol/L的 KOH和 140μL的二甲基

亚砜(DMSO)。用振荡器缓慢振荡 5min后, 室温下在

620nm波长处测定吸光度值。 

1.5  攻毒试验 

注射试验 28d后进行攻毒试验, 攻毒试验每组 10

尾鱼, 共 4组。试验用迟缓爱德华氏菌由中国水产科

学研究院黄海水产研究所提供 , 预试验确定攻毒浓

度为 1 × 108 CFU/mL, 每尾注射 0.2mL, 连续观察 7d, 

统计每组的死亡率, 计算免疫保护率。 

死亡率(%) = 

每组死亡大菱鲆总数/每组试验大菱鲆总数×100% 

免疫保护率(%) = 

 [1–(受免鱼死亡尾数/对照鱼死亡尾数)] ×100% 

1.6  数据处理 

采用 SPSS 20.0软件对数据进行单因素方差分析, 

进行 Duncan多重比较。 
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2  结果与分析 

2.1  肌肉注射紫锥菊提取物对大菱鲆超氧化物歧化

酶(SOD)活力的影响 

如图 1 所示, 注射 7、15、21、28d 紫锥菊提取

物对大菱鲆超氧化物歧化酶(SOD)活力的影响极显著

(P<0.01), 高剂量组与中剂量组差异不显著(P>0.05), 

与其它两个剂量组差异极显著(P<0.01), 低剂量组与

空白对照组差异不显著(P>0.05)。 

 

 

图 1  紫锥菊提取物对大菱鲆超氧化物歧化酶 

(SOD)活力的影响 
Fig.1  Effects of E. purpurea extract on superoxide dismutase 

(SOD) activity of turbot 

 

2.2  肌肉注射紫锥菊提取物对大菱鲆溶菌酶(LSZ)

活力的影响 

如图 2 所示, 注射 7、15、21、28d 后紫锥菊提

取物对大菱鲆溶菌酶活力的影响极显著(P<0.01), 高

剂量组与中剂量组差异不显著(P>0.05), 而与其它两

个剂量组差异极显著(P<0.01), 低剂量组与空白对照

组差异不显著(P>0.05)。 

 

 

图 2  紫锥菊提取物对大菱鲆溶菌酶活力的影响 
Fig.2  Effects of E. purpurea extract on turbot lysozyme activity 

 
2.3  肌肉注射紫锥菊提取物对大菱鲆吞噬细胞呼吸

爆发活力的影响 

图 3所示, 注射 28d后紫锥菊提取物对大菱鲆吞

噬细胞的呼吸爆发活力的影响极显著(P<0.01), 高剂

量组与空白组差异极显著(P<0.01), 而与其它两个剂

量组差异不显著(P>0.05), 低剂量组和中剂量组与空

白对照组差异不显著(P>0.05)。 

 

 

图 3  注射紫锥菊提取物 28d对大菱鲆吞噬细胞呼吸爆发

活力的影响 
Fig.3  Effects of injection of E. purpurea extract 28d on turbot 

phagocytic respiratory burst activity 
 

2.4  肌肉注射紫锥菊提取物对大菱鲆吞噬细胞吞噬

率(PP)的影响 

图 4 所示, 注射 15d、28d 后紫锥菊提取物对大

菱鲆吞噬细胞的吞噬活力的影响显著(0.01<P<0.05), 

高剂量组与其它 3 个试验组差异显著(0.01<P<0.05), 

低剂量组和中剂量组与空白对照组差异不显著

(P>0.05)。 

 

 

图 4  紫锥菊提取物对大菱鲆吞噬细胞吞噬率的影响 
Fig.4  Effects of E. purpurea extract on phagocyte phagocytosis 

rate of turbot 
 

2.5  攻毒试验 

从表 1 中看出肌肉注射射紫锥菊提取物能显著

提高大菱鲆的免疫保护率 , 其中高剂量组与中剂量

组差异不显著(P>0.05)。高剂量组、中剂量组与低剂

量组、空白对照组差异极显著(P<0.01)。 

3  讨论 

3.1  紫锥菊提取物对大菱鲆溶菌酶和吞噬细胞吞噬

活力的影响 

鱼类由于其特异性免疫机制尚不完善 , 非特异 
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表 1  攻毒后的死亡率和免疫保护率 
Tab.1  The survival rate and relative percent survival rate after challenged by E. tarda 

组别 攻毒尾数 死亡尾数 死亡率(%) 免疫保护率(%) 

高剂量组 10.00 4.00 40.00 55.56 

中剂量组 10.00 5.00 50.00 44.44 

低剂量组 10.00 8.00 80.00 11.11 

空白对照组 10.00 9 90.00 0.00 

 
性免疫在其防御体系中具有重要作用。其中溶菌酶

和吞噬细胞在鱼类抵抗各种病原微生物中发挥重

要作用。溶菌酶是存在于溶酶体内的水解酶 , 是吞

噬细胞杀菌的物质基础和重要的非特异性免疫因

子 , 能使吞噬细胞的吞噬活性增强 (Amar et al, 

2004; 孟小亮等 , 2009)。因此 , 通过测定鱼类血液

中吞噬细胞吞噬能力以及血清中的溶菌酶活性 , 可

以从一定程度上衡量鱼类非特异性免疫力(刘勇等 , 

2007)。徐歆(2014)研究表明 , 紫锥菊提取物能够能

够通过增强小鼠机体的抗体分泌和非特异性免疫 , 

来增强机体的免疫功能 , 并且能够提高小鼠抗沙门

氏菌感染的能力。纪简常等(2002)研究表明 , 中草

药能显著提高建鲤的溶菌酶活力。本研究表明 , 紫

锥菊提取物能显著的提高大菱鲆溶菌酶活力 , 整个

试验过程 , 高剂量组与中剂量组对溶菌酶活力提升

比较显著 , 低剂量组对溶菌酶活力的影响不显著 , 

而高剂量紫锥菊提取物对吞噬细胞吞噬活力影响

比较显著 , 其它剂量组不是很显著 , 综上所述 , 紫

锥菊提取物能有效的提高大菱鲆的非特异免疫因

子的活力。  

3.2  紫锥菊提取物对大菱鲆超氧化物歧化酶(SOD)

活力的影响 

超氧化物歧化酶是生物体内抗氧化酶系的重要

酶类 , 对生物体内活性氧自由基的清除起着至关重

要的作用 , 检测抗氧化指标可以反映机体的抗氧化

能力和免疫情况。研究表明, 紫锥菊提取物对能显著

的提高大菱鲆超氧化物歧化酶(SOD)活力, 注射到第

7 天时 , 高剂量组与中剂量组对超氧化物歧化酶

(SOD)活力提升比较显著 , 低剂量组没有显著变化 , 

随着试验的进行, 注射 15、21、28d, 高剂量组对超

氧化物歧化酶(SOD)活力的影响弱于中剂量组, 但是

差异不是很显著。说明紫锥菊提取物在短时间内对大

菱鲆的超氧化物歧化酶(SOD)活力维持在一个比较高

的水平。陈孝煊等(2003)用 1%金银花的饲料喂养异

育银鲫, 血清中 SOD 的活性增强, 这与本试验的研

究结果类似。 

3.3  肌肉注射紫锥菊提取物对大菱鲆吞噬细胞呼吸

爆发活力的影响 

吞噬细胞的呼吸爆发活力功能在宿主防御及炎

症反应中起着重要的作用 , 在吞噬过程或受刺激产

生呼吸爆发, 消耗氧气释放大量活性氧自由基(邢宇

坤等, 2004)。呼吸爆发增强后能增加氧化水平以此来

刺激吞噬细胞 , 在鱼类非特异性免疫中被认为是一

个重要的指标(Miyazaki, 1998), 注射 28d后测试表明

高剂量组显著的提高大菱鲆吞噬细胞呼吸爆发活力, 

而其它剂量组没有显著变化。说明随着紫锥菊提取物

浓度的提高 , 对大菱鲆吞噬细胞呼吸爆发活力也有

所增强。 

3.4  攻毒试验 

攻毒试验结果显示 , 高剂量组对大菱鲆的免疫

保护率最高, 中剂量组次之, 低剂量组较差, 结合对

大菱鲆的非特异性免疫指标的测定 , 基本符合试验

预期结果。说明紫锥菊提取物能显著的提高大菱鲆非

特异性免疫力及机体抗病力。 

4  结论 

本试验研究了紫锥菊提取物对大菱鲆非特异性

免疫力的影响。结果表明, 紫锥菊提取物可提高大菱

鲆鱼体非特异性免疫功能, 增强抗病力。因此, 将紫

锥菊提取物应用为大菱鲆免疫刺激剂具有广阔的前

景。但是, 紫锥菊提高鱼体免疫力的机理还不甚清楚, 

不同浓度紫锥菊提取物对大菱鲆免疫力的影响也有

待于进一步研究。 
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EFFECTS OF ECHINACEA PURPUREA EXTRACT ON NONSPECIFIC IMMUNE 
RESPONSE OF SCOPHTHALMUS MAXIMUS 

QIN Zhi-Hua1,  DONG Wen-Bin1,  JIANG Ling-Xu1,  WANG Ren-Jie1,  
ZHANG Qi-Di1,  SHAN Hu1,  LEI Ji-LIN2 

(1. Qingdao Agricultural University, Qingdao 266109, China;  
2. Yellow Sea Fisheries Research Institute, Chinese Academy of Fishery Sciences, Qingdao 266071, China) 

Abstract    Turbot Scophthalmus maximus were treated with herb Echinacea purpurea extract (EE) in different 

concentrations to investigate the effects of EE on nonspecific immune functions. One-hundred and sixty fish individuals 

[weight (250±20)g] were divided into 4 groups × 4 replicates × 10 individuals each. The four groups included control 

group (injected with normal saline) and three treatment groups injected with EE in concentrations of 10, 20, and 40 mg/mL, 

respectively. The experiment lasted for 28 days, during which blood samples were taken every week for analysis on the 

activities of superoxide dismutase (SOD), lysozyme (LSZ), phagocyte phagocytosis rate, and respiratory burst activity. At 

the end of the experiment, fish of treatment groups were challenged with 1×108CFU Edwards iellatarda to investigate the 

effect of EE on anti-E. tarda infection. The results are listed as follows. Compared to the control, the serum SOD activity 

and LSZ activity in the 40 and 20 mg/mL groups increased very significantly (P<0.05); the respiratory burst activity in the 

40 mg/mL significantly increased (P<0.01); and the phagocyte phagocytosis rate in the 40 mg/mL EE group were increased 

very significantly (P<0.05). Therefore, EE treatment in a proper concentration, in our case best at 40 mg/mL, could 

significantly decrease the mortality and enhance nonspecific immunity of turbot against E. tarda. 

Key words   Scophthalmus maximus;  Echinacea purpurea;  antioxidant indices;  non-specific immune indices 

 
 

 


