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[摘要 ] � 在基础饲料中添加 6种中草药制剂煎液制成试验饲料,同时以基础饲料为对照,连续饲喂中华绒螯蟹 30 d,采集中

华绒螯蟹血淋巴上清液测定其免疫指标活性. T检验结果表明,中草药添加饲料组蟹的噬菌活性与对照组存在显著差异 (P <

0. 05 ) ;溶菌酶活性、酚氧化酶活性 ( PO)与对照组则差异极显著 (P < 0. 01) ;抗菌酶活性、过氧化物酶活性 ( POD )差异不显著 (P

> 0. 05 ),但均值比对照饲料组高.说明该中草药制剂的添加能明显提高中华绒螯蟹的免疫水平.用中华绒螯蟹致病菌嗜水气

单胞菌 CL99920对实验蟹进行攻毒试验,嗜水气单胞菌的最佳攻毒剂量为 5 � 106 cfu /mL,对照组的死亡率为 80% ,明显高于中

草药免疫组的死亡率 30% ,该中草药添加剂的免疫保护率为 62�5% .
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pound as add itive to norm a l food for 30 day s. There w ere s ignificant differences on phagocy tic activ ities between experi�

m enta l and contro l g roup by usingT test(P < 0. 05). Therew ere h ighly sign ificant d iffe rences on bacte rio lytic and phe�

nolyx idase activ ities. But therew ere no s ignificant d ifferences on antibacter ia l and POD activ ities. These resu lts indica�

ted that the Ch inese herbal m ed ic ine m ight sign ificantly elevate the non�spec ific immunity o f c rab. The Ch inese herbal

m ed icine used in the fie lds could effic iently prevent the occurrence of crab disease and increase the surv iva l ra te o f crab

compared w ith the contro l g roup a fter the crabs w ere attacked w ith Aerom ans tydroph ila CL99920.
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� � 近年来,随着河蟹养殖业的迅速发展,河蟹疾病种类也日益增多,给养殖业造成了严重的经济损失.寻

求经济、高效且无污染的预防蟹病的方法,成为当前迫切需要解决的问题.我国具有丰富的中草药资源,中

(兽 )医学上的研究及渔业生产实践均已证明, 中草药作为混饲剂或饲料添加剂尤其适用于当前水产养殖

业的集约化、规模化生产的需要,而且应用中草药防治鱼病完全符合发展无公害水产业、生产绿色水产品

的病害防治准则
[ 1�5 ]

.利用中草药提高河蟹的免疫抵抗力, 从而增强蟹体抵御各种病害的能力和对外界环

境的适应能力无疑是一种很好的方法.为此本试验配制了由大青叶、鱼腥草、淫羊藿等 6味中草药组成的

复方中草药制剂,并与普通河蟹饲料混合制成复方中草药饲料,分组饲喂,测定试验组河蟹血清中与机体

非特异免疫相关的几种重要酶类活性指标及免疫保护率, 探讨中草药添加剂提高河蟹非特异免疫力的效

果与影响途径,旨为建立评价中草药使用效果的生物学指标,以及为推广中草药免疫增强剂的应用提供理

论指导.
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1� 材料和方法

1�1� 材料

� � 实验蟹为健康的中华绒螯蟹,体重 50~ 70 g, 于 2005年 10月 8日取自江苏省淡水水产研究所江浦生

态养殖示范场.在水族箱中暂养 1周,待摄食正常后开始实验.实验期间日投喂饲料 2次,每次投喂量为蟹

体重的 4%,每日换水 1次,换水量约 1 /3, 连续充气, 水温控制在 26~ 28� .

1�2� 方法
1�2�1� 饲料配制

表 1� 中草药制剂的成分与含量

Table 1� Component and content of Chinese herba lm edicine

成分 含量 / g

大青叶 20

鱼腥草 20

淫羊霍 20

大黄 20

穿心莲 20

黄芩 20

� � 中草药制剂:配方由 6味中药组成, 每味 20 g, 共

计 120 g(见表 1), 加水煮,将水滤出再加水煮, 这样连

加 3次水,将 3次的药液合并在一起,浓缩到所需要体

积 ( 50mL), 放入冰箱待用.

基础饲料:基础饲料为苏州通威饲料公司生产的

�通威�牌河蟹成蟹颗粒料.

中草药饲料:将基础饲料 10 kg均分成 2份, 一份

作为对照,另一份加配制好的中草药制剂 50mL,加足

水充分混匀,制成颗粒饵料,晒干备用.

1�2�2� 分组
试验先分为 2组, 每组试验蟹 40只,分别投喂常规饲料 (对照组 )和添加了中草药的饲料 (免疫组 ) .

投喂 30 d后,每组又分为 4小组,分别为空白对照和 1 � 107 /mL, 5 � 106 /mL, 1 � 106 /mL 3种不同浓度的

嗜水气单胞菌攻击组.

1�2�3� 蟹血淋巴上清液的采集
随机取投喂实验饲料 30 d后的实验蟹每组各 20只, 用一次性注射器 ( 2 mL)从蟹的围心腔抽取血淋

巴,注入无菌的 1�5mL离心管中, 4� 冰箱中过夜,次日用无菌针头划破血凝块, 2 000 r /m in离心 5m in, 取

上清液用于各项指标的测定.

1�2�4� 血细胞吞噬活性的测定
参照 Enright和 Jeffersb l

[ 6 ]
介绍的方法进行,每个样品做 5张涂片,甲醇固定, G iem sa染色,油镜下观察

计数. 按下式计算血细胞吞噬百分比和吞噬指数.

吞噬百分比 ( PP) = 100个血细胞中参与吞噬的细胞数 /100 � 100%

吞噬指数 ( P I) =细胞内总菌数 /被计数具吞噬作用的细胞数.

金黄色葡萄球菌 ( Staphy lococcus aureus)悬液的制备:将金黄色葡萄球菌在肉汤培养基中 37� 振荡培

养 24 h后,离心集菌.用 0�15mo l/L无菌生理盐水洗涤 3次,将菌液悬浮于一定量的生理盐水中, 加入终

浓度为 1%的福尔马林, 25� 灭活 24 h,离心集菌. 用生理盐水调整浓度为 3 � 108 cfu /mL,置 4� 冰箱保存

备用.

1�2�5� 抗菌活力 ( Ua )和溶菌活力 ( UL )的测定

采用改进的 Hultm ark等
[ 7]
方法. 在 96孔酶标板中加入不同青虾血淋巴上清液 ( 10 �L /孔 ) ,再向孔内

移加 90�L磷酸钾缓冲液 ( pH 6�4, 0�1mo l/L ) ,读取 490 nm处的吸光值 A 1;再加入 100�L磷酸钾缓冲液,

读取 490 nm处的吸光值 A 2,计算系统误差 K, K = � (A 2 /A 1 ) /n; 安排 96孔板奇数列测血淋巴上清液的

Ua, 偶数列测血淋巴上清液的 UL ;分别将待测血淋巴上清液移入酶标板奇数列和偶数列相应的孔 ( 10 �L /

孔 ) ,再向样品孔内加 90 �L磷酸钾缓冲液 ( pH 6�4、0�1mol /L ), 读取 490 nm处的吸光值 A k; 取出 96孔

板,往相应列的孔内分别移加 100 �L大肠杆菌悬液和 l00 �L溶壁微球菌悬液,读取 490 nm处的吸光值

A 0; 37� 温育 30m in后, 读取 490 nm处的吸光值 A.按下列公式计算:

Ua =
(A 0 - AK �K ) - (A - AK �K )

A - A k �K
,
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UL =
(A 0 - AK �K ) - (A - AK �K )

A - A k �K
,

如果 A 0 � A, Ua, UL均以 0作为结果.

1�2�6� 酚氧化酶 ( PO )活力 (A PO )的测定

以 L-多巴为底物,采用改进的 A sh ida等
[ 8]
方法,在 96孔酶标板中进行.把 10 �L血淋巴上清液加入

96孔酶标板中, 然后向各孔中加入 200 �L磷酸钾缓冲液 ( pH 6�4, 0�1 mol /L ); 最后向各样品孔中加入

10 �L的 L-多巴 (上海伯奥生物科技公司, 批号 970901)液 ( 0�01mo l/L ) ;在酶标仪 ( 550, B io�R ad)中振荡

4次,每隔 4 m in读取 490 nm处的吸光值. 酶活力以试验条件下, A 490每 m in增加 0�001为一个酶活力
单位.

1�2�7� 过氧化物酶 ( POD)相对活力 (A POD )的测定

采用改进的史成银等
[ 9]
方法.在 96孔酶标板中

加入血淋巴上清液 ( 20 �L /孔 ) ;然后加入 180 �L显

色缓冲液 ( 7�3 g一水柠檬酸, 11�86 g N a2HP04�

2H2 0,定容至 1 000mL) ;置于酶标仪中,读取 490 nm

处的 A值 (A 3 ); 向样品所在孔中加 20 �L显色液 ( 4

mL邻苯二胺, 4 �L 30% H 202, 10 mL显色缓冲液 ) ;

置酶标仪中摇匀后,避光显色 15m in, 读取 490 nm处

的 A值 (A 4 ). 血淋巴上清液中 POD相对活力以 A POD

= A 4 - A 3表示.

1�2�8� 免疫保护率
中华绒螯蟹饲喂中草药饲料 30 d后, 用中华绒

螯蟹致病菌嗜水气单胞菌 CL99920分别以 1 � 107 /

mL, 5 � 106 /mL, 1 � 106 /mL的菌含量注射蟹的第三

步足基部,注射量 0�1 mL /只, 每组 10只, 空白对照

组注射无菌生理盐水,剂量同免疫组,饲养水温 26~

27� .免疫保护率 = (对照组死亡率 - 免疫组死亡

率 ) /对照组死亡率 � 100%.

1�2�9� 数据处理
采用 SPSS11�0对数据进行单因素方差分析.

2� 结果

2�1� 饲喂中草药饲料后中华绒螯蟹各项免疫指标
的测定结果

� � 血细胞吞噬金黄色葡萄球菌见图 1, 2, 3, 免疫指

标的测定结果见表 2. 免疫组蟹的血细胞吞噬百分

比、血细胞吞噬指数均值分别为 71�51%、81�07%,

与对照组的 68�32%、76�32%差异显著 (P < 0�05) ;
免疫组的溶菌酶活性 ( UL )、酚氧化酶活性 (A PO )均值

分别为 0�32、13�41, 与对照组 0�15、6�13差异极显
著 (P = 0�000、0�004 < 0�01); 免疫组的抗菌酶活性
( Ua )、过氧化物酶活性 ( A POD )活性的均值分别为

0�51、0�29,比对照组的酶活性均值 0�29、0�27高, 但

差异不显著 (P = 0�574、0�841> 0�05) .
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表 2� 饲喂中草药饲料后免疫指标的 T检验结果

Table 2� The T test result a fter fed w ith Ch inese herba lm edicine a s additive to norma l food

免疫指标 对照组 免疫组 P值

血细胞吞噬率 /% 68�32 � 1�71 71�51 � 0�82 0�04*

血细胞吞噬指数 76�32 � 0�28 81�07 � 1�35 0�03*

溶菌酶活性 (UL ) 0�15 � 0�15 0�32 � 0�08 0�000* *

抗菌酶活性 (U a ) 0�49 � 0�18 0�51 � 0�12 0�574

酚氧化酶活性 (APO ) 6�13 � 7�99 13�41 � 8�57 0�004* *

过氧化物酶活性 (A POD ) 0�27 � 0�26 0�29 � 0�24 0�841

� � 注: * 差异显著, * * 差异极显著.

2�2� 中草药的免疫效力试验结果

免疫效力试验结果见表 3,嗜水气单胞菌的最佳攻毒剂量为 5 � 106 cfu /mL, 对照组的死亡率为 80% ,

明显高于中草药免疫组的死亡率 30%. 该中草药添加剂的免疫保护率为 62�5%.

表 3� 饲喂中草药饲料后的免疫效力试验结果

Table 3� The imm unity efficacy test of crab after fed w ith Chinese herbalm edicine as additiv e to norm al food

组别
细菌浓度

cfu /mL

试验总

数 /只

不同死亡时间 ( d)的累计死亡数

2 4 6 8 10

死亡率

/%

免疫保护率

/%

对照组

1� 106 10 0 0 0 0 0 0 �

5� 106 10 1 4 5 8 8 80 �

1� 107 10 3 6 8 10 10 100 �

免疫组

1� 106 10 0 0 0 0 0 0 �

5� 106 10 0 2 2 3 3 30 62�5

1� 107 10 1 3 6 10 10 100 �

3� 讨论

研究发现,许多中草药可以提高机体免疫力
[ 10]

.本试验中选用的主药黄芪属 �扶本固正�类中草药, 现

代免疫学认为它所含的多糖类物质能激活免疫细胞.它丰富的营养成分保证了免疫机能的有效发挥.其余

几种分别具有清热解毒、可提高非特异性免疫细胞的吞噬作用等功用.本试验研究表明, 研制的复方制剂

能明显提高河蟹的免疫功能.

甲壳动物体液中不具有免疫球蛋白, 缺乏抗体介导的免疫反应,然而它们却能以不同的方式抵御病原

体的侵袭并能识别异己物质,其免疫反应具有不同于脊椎动物的一些独特的性质,主要包括血细胞的吞

噬、包掩以及血淋巴中的一些酶或因子的杀菌、抗菌作用等
[ 11]

, 因此通常采用甲壳动物血淋巴液中一些酶

的活性作为评价甲壳动物免疫水平的标准.

本试验检测了河蟹的五种免疫指标, 结果表明复方中草药添加组蟹的这五项免疫指标都呈现升高的

趋势,但免疫指标的显著水平有所差异,溶菌活力、酚氧化酶活性与对照组存在极显著差异 ( P < 0. 01) ,噬

菌活性与对照饲料组存在显著差异 (P < 0. 05), 而抗菌活力、过氧化物酶活性、虽然免疫组均值比对照饲

料组高,但差异不显著 (P > 0. 05) .崔青曼等
[ 12]
采用血细胞吞噬活性、血清抗菌活力作为免疫指标评价复

方中草药添加剂对河蟹免疫机能的影响, 结果试验组与对照组均差异显著, 试验组免疫水平明显高于对照

组.沈锦玉等
[ 13]
采用溶菌酶作为免疫指标评价免疫增强剂对中华绒螯蟹免疫功能的影响, 结果表明注射

免疫增强剂后溶菌酶活性与对照组差异不显著,口服免疫增强剂组的溶菌酶活性与对照组差异显著.以上

报道的其他酶与本研究反应结果一致,只是溶菌、抗菌酶活性与本研究有所差异,推测抗菌酶,溶菌酶可能

有不同的诱导合成机制,也许与诱导源种类、剂量, 诱导方式、实验动物状况等有很大关系. 王雷
[ 14]
对中国

对虾血淋巴中的抗菌,溶菌活力的特性研究亦表明,抗菌、溶菌活力产生是不同步的, 即达到最高峰值时所

需的时间不同.由此可见, 这些酶活性的变化可以作为评价中华绒螯蟹免疫功能及机体状态的常规指标.

这些酶的产生机理以及相互之间的密切联系尚需作进一步深入的研究.

攻毒试验结果亦表明,该中草药添加剂的免疫保护率为 62�5%. 本试验配制的中草药制剂能够增强
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中华绒螯蟹抵抗疾病的能力,但要获得最佳免疫保护效果,还有待今后的试验中对中草药的配方进行进一

步优化.
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