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Α-甘露聚糖肽对鲫鱼免疫应答强度的影响研究
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(1 西北农林科技大学 动物科技学院, 陕西 杨凌 712100;

2 西安恩慈制药有限公司, 陕西 西安 710075)

　　[摘　要 ]　为研究Α2甘露聚糖肽 (M annatide)对鲫鱼免疫应答强度的影响, 将Α2甘露聚糖肽按每天每千克体重

1. 5 m g 的剂量拌饵投喂鲫鱼, 分别于 7, 14, 21 和 28 d 时检测各组鲫鱼吞噬细胞的杀菌活性、白细胞的吞噬活性、

SOD 酶活性和血清凝集抗体效价。结果表明, 不同投喂周期均可增强鲫鱼的免疫应答强度; 用药饵投喂7 d 的试验

组, 7 d 后免疫应答强度很快与对照组趋于一致; 21 d 和 28 d 投喂组的免疫应答强度差异不明显, 但均显著

(P < 0. 05)高于14 d 组。因此, 投喂21 d 左右即可达到使非特异性免疫功能增强持续30 d 以上的效果。
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　　Α2甘露聚糖肽 (M annat ide) 是具有我国知识产

权的一种从Α2溶血性链球菌 (A lp hahem oly tic strep 2
tococci) 培养液中提取的具有多种生物活性的糖蛋

白, 具有抑制肿瘤[ 1, 2 ]、显著提高人体免疫功能的作

用[ 3, 4 ]。本研究在确定Α2甘露聚糖肽对鲫鱼免疫应答

以及最佳口服剂量 (1. 50 m gökg) 的基础上, 进行了

最佳剂量下最佳投喂周期和非特异性免疫功能增强

持续时间的测定, 以期为无公害水产品的生产应用

提供科学依据。

1　材料与方法

1. 1　材料

　　Α2甘露聚糖肽粗提物从Α2溶血性链球菌培养液

中提取, 含量为 1 m gömL ; 鲫鱼 (Ca rassius au ra tus)

来自黄河水产研究所, 平均体重 (53. 2±6. 4) g; 肠

型 点 状 气 单 胞 菌 ( A erom onas p uncta ta f.

instestina lis) N o. 5822029 和鳗弧菌 (V ibrio ang u il2
la rum )N o. E32121, 均由中国科学院水生生物研究

所鱼病室提供; 金黄色葡萄球菌 (S tap hy lococcus au2
reus) , 由西北农林科技大学动物科技学院水产实验

室保存。

SOD 检测试剂盒由南京建成生物工程研究所

生产, 批号: 20040421;M EM 培养基为Gibco 公司产

品; 噻唑兰 (M T T ) 为 Sigm a 公司产品; 淋巴细胞分

离液 (F ico ll2H ypaque) 为上海华精高科有限公司产

品。

1. 2　方　法

1. 2. 1　供试鱼饲养　选择健康无病、体态均匀的鲫

鱼125 尾, 分为5 组, É～ Ì 组为试验组, Í 组为对照

组。每组25 尾, 于0. 25 m 3 水族箱中饲养, 控制水温

为 (25±1) ℃, 每天换一定量的新水并清污。试验期

间分别投喂药饵或空白饲料, 投饵率为0. 5%。

4 个试验组均按鱼体重添加药物于饵料中, 添

加剂量为每日每千克体重 1. 50 m g, 投喂周期分别

为: É 组7 d, Ê 组14 d, Ë 组21 d, Ì 组28 d, Í 组为

空白对照组, 全程投喂未添加药物的饵料。

1. 2. 2　菌悬液制备　将试验所用的 3 株细菌分别

接种于普通肉汤中, 在 25 ℃的培养箱中培养 48 h,

用生理盐水稀释至细菌浓度为 1×108ömL。并向金

黄色葡萄球菌、鳗弧菌菌悬液中加入福尔马林灭活

24 h。3 种菌悬液均置于4 ℃下保存备用。

1. 2. 3　采　血　分别在第 0, 7, 14, 21, 28, 48, 58 和

68 天, 采用腹主动脉采血法采血。每次各组随机取

鱼3 尾, 每尾采血样1. 5 mL , 其中0. 5 mL 用于分离

血清, 1. 0 mL 用于分离白细胞。

1. 2. 4　血清凝集抗体效价和SOD 酶活性的测定　

将0. 5 mL 上述血样置于1. 5 mL 离心管中, 2 000 rö

m in 离心10 m in 分离血清。取一部分血清, 采用血凝
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板法, 用灭活的金黄色葡萄球菌、鳗弧菌作为反应抗

原进行测定。取另一部分血清, 利用SOD 检测试剂

盒和紫外分光光度计测定SOD 酶活性。

1. 2. 5　白细胞悬液制备　将1. 0 mL 用肝素钠抗凝

的血样置于盛有 0. 8 mL 淋巴细胞分离液的离心管

中, 按照余氵贺[ 5 ]的方法, 于 2 500 röm in 离心 15 m in

分离白细胞, 调整细胞浓度为 107ömL 后, 按照司徒

镇强等[ 6 ]的方法检测白细胞活率, 活细胞应不少于

90%。

1. 2. 6　鲫鱼白细胞吞噬活性的测定　取上述制备

的100 ΛL 白细胞悬液, 参照文献[ 7 ]的方法, 用肠型

点状气单胞菌进行白细胞吞噬活性的测定。

1. 2. 7　鲫鱼吞噬细胞杀菌活性的测定　另取 400

ΛL 白细胞悬液, 参照文献 [ 8 ]的方法用肠型点状气

单胞菌进行杀菌活性的测定。

2　结果与分析

2. 1　Α2甘露聚糖肽对鲫鱼血清凝集抗体效价的影

响

由表 1 可见, 各试验组在药饵投喂期的血清凝

集抗体效价均明显升高; 在空白饵料投喂期的血清

凝集抗体效价较药饵投喂期有平缓下降。Ë、Ì 组抗

体效价的峰值均出现于 14～ 21 d, 且在随后的试验

中两组间无明显差异。各组血清凝集抗体效价先后

于58～ 68 d 时与对照组趋于一致。

表 1　鲫鱼投喂Α2甘露聚糖肽后不同时间的血清凝集抗体效价

T ab le 1　A gglu tinat ing an tibody titer in Carassius au ra tus fed w ith m annatide

组别
Group

采血时间öd　T im e of b lood2test

0 7 14 21 28 48 58 68

É J 2. 3 (2～ 4) 24. 3 (16～ 32) 21. 1 (16～ 32) 21. 1 (16～ 64) 16. 0 (8～ 32) 8. 0 (4～ 16) 3. 5 (2～ 8) 4. 0 (2～ 8)

M 2. 3 (2～ 4) 27. 9 (16～ 32) 21. 1 (16～ 64) 18. 4 (16～ 32) 13. 9 (8～ 32) 7. 0 (4～ 16) 5. 3 (4～ 16) 2. 6 (2～ 4)

Ê J 2. 6 (2～ 4) 24. 3 (16～ 64) 48. 5 (32～ 128) 37. 0 (16～ 64) 27. 9 (16～ 32) 12. 1 (8～ 16) 6. 1 (4～ 16) 3. 0 (2～ 4)

M 3. 0 (2～ 4) 27. 9 (16～ 64) 55. 7 (32～ 64) 42. 2 (16～ 64) 32. 0 (16～ 64) 13. 9 (8～ 32) 5. 3 (2～ 8) 4. 6 (2～ 8)

Ë J 2. 3 (2～ 4) 21. 1 (16～ 64) 42. 2 (32～ 128) 48. 5 (32～ 128) 36. 8 (16～ 64) 16. 0 (8～ 32) 7. 0 (4～ 16) 3. 0 (2～ 8)

M 2. 6 (2～ 4) 24. 3 (16～ 64) 64. 0 (32～ 128) 55. 7 (32～ 128) 42. 2 (16～ 64) 18. 4 (8～ 32) 6. 1 (4～ 8) 3. 5 (2～ 4)

Ì J 2. 3 (2～ 4) 27. 9 (16～ 64) 55. 7 (32～ 128) 64. 0 (32～ 128) 48. 5 (32～ 64) 21. 1 (16～ 64) 8. 0 (4～ 16) 4. 6 (2～ 4)

M 2. 6 (2～ 4) 24. 3 (16～ 32) 55. 7 (32～ 64) 55. 7 (32～ 128) 55. 7 (32～ 64) 21. 1 (8～ 32) 9. 2 (4～ 16) 3. 5 (2～ 8)

Í J 2. 3 (2～ 4) 3. 5 (2～ 4) 4. 0 (2～ 8) 4. 6 (2～ 8) 4. 0 (2～ 8) 4. 0 (4～ 4) 3. 5 (2～ 4) 3. 5 (2～ 4)

M 3. 0 (2～ 4) 4. 6 (4～ 8) 5. 3 (4～ 8) 6. 1 (4～ 8) 5. 3 (2～ 8) 4. 6 (2～ 8) 3. 5 (2～ 4) 4. 0 (2～ 8)

　　注: J. 金黄色葡萄球菌;M. 鳗弧菌; 表中数据为几何平均数。

N o te: J. S tap hy lococcus au reus;M. V ibrio ang u illarum ; geom etric average value.

2. 2　Α2甘露聚糖肽对鲫鱼SOD 酶活性的影响

由表2 可见, 各试验组从第7 天开始, 其SOD 酶

活性与对照组出现极显著差异 (P < 0. 01) , 且随药

饵投喂期的不同, É , Ê , Ë , Ì 组之间相比也存在差

异。各药饵投喂组鲫鱼的SOD 酶活性在58 d 时与对

照组间仍存在显著差异 (P < 0. 05) , 于 68 d 时与对

照组趋于一致。

表 2　鲫鱼投喂Α2甘露聚糖肽后不同时间的SOD 活性

T ab le 2　SOD activit ies in Carassius au ra tus fed w ith M annatide U ömL

组别
Group

采血时间öd T im e of b lood2test

0 7 14 21 28 48 58 68

É 26. 60±0. 34 82. 02±0. 27B 76. 59±0. 77B 71. 60±1. 18B 68. 25±1. 05B 41. 17±0. 30B 35. 56±0. 57b 32. 58±0. 56

Ê 26. 42±0. 16 81. 72±0. 33B 92. 48±0. 92C 79. 98±0. 20C 68. 24±1. 11B 41. 56±0. 59B 35. 69±0. 39b 32. 53±0. 25

Ë 26. 57±0. 46 81. 69±0. 31B 91. 94±0. 96C 82. 73±1. 00D 70. 59±0. 66BC 49. 39±0. 75C 37. 16±0. 88c 32. 49±0. 48

Ì 26. 42±0. 14 81. 62±0. 34B 91. 21±1. 30C 82. 80±0. 84D 70. 79±0. 95C 50. 50±0. 72C 37. 24±0. 79c 32. 64±0. 38

Í 26. 58±0. 17 40. 64±0. 44A 40. 74±0. 33A 38. 87±0. 65A 37. 91±0. 39A 33. 51±0. 81A 32. 38±1. 07a 32. 39±0. 74

　　注: 同列数据标不同大写字母者表示差异极显著 (P < 0. 01) ; 标不同小写字母者表示差异显著 (P < 0. 05)。下表同。

N o te:M o re sign ifican t difference m arked by differen t m ajuscu le in sam e tier (P < 0. 01) ; sign ifican t difference m arked by differen t low ercase in sam e tier (P <

0. 05). Sam e fo llow.
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2. 3　Α2甘露聚糖肽对鲫鱼白细胞吞噬活性的影响

表 3 表明, 随药饵投喂期不同, É , Ê , Ë , Ì 组

鲫鱼白细胞吞噬活性与对照组相比存在极显著差异

(P < 0. 01) , 且各组之间也存在差异。各组在空白饵

料投喂期的白细胞吞噬活性均较药饵投喂期有平缓

下降。在药饵停喂期, 各组组间差异性逐渐缩小, 并

于68 d 时白细胞吞噬活性基本一致。

表 3　鲫鱼投喂Α2甘露聚糖肽后不同时间的白细胞吞噬活性

T ab le 3　Phagocytic act ivity of leucocytes in Carassius au ra tus fed w ith M annatide

组别

Group

采血时间öd T im e of b lood2test

0 7 14 21 28 48 58 68

É 0. 151±0. 023 0. 183±0. 035 B 0. 179±0. 026 A 0. 175±0. 065 A 0. 164±0. 014 A 0. 159±0. 048 A a 0. 159±0. 024 a 0. 161±0. 009

Ê 0. 153±0. 034 0. 183±0. 027 B 0. 217±0. 056 B 0. 201±0. 012 B 0. 176±0. 054 B 0. 175±0. 010 A b 0. 161±0. 035 a 0. 162±0. 045

Ë 0. 150±0. 051 0. 183±0. 047 B 0. 218±0. 038 B 0. 235±0. 011 C 0. 207±0. 024 C 0. 177±0. 038 A b 0. 162±0. 011 a 0. 164±0. 026

Ì 0. 150±0. 046 0. 182±0. 065 B 0. 220±0. 038 B 0. 234±0. 036 C 0. 235±0. 026 D 0. 204±0. 018 Bc 0. 177±0. 048 b 0. 165±0. 013

Í 0. 153±0. 019 0. 172±0. 044 A 0. 171±0. 045 A 0. 165±0. 014 A 0. 161±0. 037 A 0. 158±0. 011 A a 0. 160±0. 018 a 0. 162±0. 010

2. 4　Α2甘露聚糖肽对鲫鱼吞噬细胞杀菌活性的影

响

由表 4 可知, 在药饵投喂期, 随采血时间不同,

各组鲫鱼的吞噬细胞杀菌活性有极显著差异 (P <

0. 01) , 至第 58 天时, Ë、Ì 组与对照组还保持有极

显著差异 (P < 0. 01) , 但在随后的 10 d 内差异逐渐

减小。

表 4　鲫鱼投喂Α2甘露聚糖肽后不同时间的吞噬细胞杀菌活性

T ab le 4　Bactericidal act ivity of phagocytes in Carassius au ra tus fed w ith M annatide

组别
Group

采血时间öd T im e of b lood2test

0 7 14 21 28 48 58 68

É 0. 961±0. 063 0. 874±0. 052 B 0. 876±0. 044 B 0. 897±0. 065 A 0. 903±0. 034 A 0. 956±0. 082 A 0. 965±0. 071 A 0. 964±0. 035

Ê 0. 963±0. 066 0. 875±0. 037 B 0. 660±0. 072 C 0. 691±0. 044 B 0. 713±0. 074 B 0. 902±0. 064 B 0. 961±0. 027 A 0. 963±0. 074

Ë 0. 962±0. 043 0. 872±0. 032 B 0. 669±0. 050 C 0. 523±0. 058 C 0. 606±0. 078 C 0. 889±0. 024 C 0. 940±0. 065 B 0. 953±0. 054

Ì 0. 963±0. 024 0. 873±0. 064 B 0. 663±0. 036 C 0. 520±0. 022 C 0. 525±0. 034 D 0. 840±0. 053 D 0. 940±0. 057 C 0. 953±0. 048

Í 0. 964±0. 044 0. 921±0. 023 A 0. 907±0. 055 A 0. 901±0. 043 A 0. 911±0. 053 A 0. 956±0. 047 A 0. 965±0. 064 A 0. 960±0. 060

3　讨　论

本试验结果表明, Α2甘露聚糖肽作为微生物产

生的生物活性物质, 能显著提高鲫鱼的血清凝集抗

体效价、SOD 酶活性、白细胞的吞噬活性和吞噬细

胞的杀菌活性, 即显著提高鱼类的体液免疫和细胞

免疫功能。从本试验结果可以看出, 采用不同的给药

持续时间, 鲫鱼免疫应答的强度有不同程度提高。在

最佳药物投喂周期和非特异免疫功能增强持续时间

的研究中发现, 鲫鱼的免疫应答水平在一定时间内

与给药时间呈正相关。除SOD 酶活性能延续较长的

时间外, 第É 组的其他检测指标在药饵投喂停止后

很快与对照组趋于一致; 在停止药饵投喂后, 第Ê 组

的非特异性免疫应答强度维持与Ë , Ì 组相比, 结果

并不能使人满意; 而Ë , Ì 组在 48～ 58 d 时免疫应

答强度的差别不会对实际生产产生影响, 也就是说,

Α2甘露聚糖肽在1. 50 m gökg 的剂量下, 连续投喂21

d 左右, 可使鲫鱼的非特异性免疫功能增强持续 30

d 以上。

Α2甘露聚糖肽能够显著提高某些畜禽以及鱼类

的免疫功能, 一般认为这是由于Α2甘露聚糖肽在消

化道内被消化酶分解为碱性多肽和甘露聚糖而引起

的。碱性多肽具有杀伤细菌[ 9 ] , 促进巨嗜细胞吞噬和

淋巴细胞、脾细胞增殖的作用, 可增强机体免疫

力[ 10 ]; 而甘露聚糖能够吸附病原菌, 为有益菌提供

营养, 调节免疫机能, 并具有结合霉菌毒素和改善动

物对营养物质的消化吸收等功能[ 11 ]。

目前, 水产动物免疫增强剂主要有多糖类、蛋白

质类、激素和维生素类、细菌细胞组分类、生物活性

物质, 中草药制剂类以及人工合成药物类等。Α2甘露

聚糖肽作为微生物类生物活性物质应用于水产动

物, 特别是鱼类养殖, 能提高鱼类的机体免疫力, 降

低病害发生频率和强度, 尤其是降低病毒性疾病的

发生与传播, 从而可减少抗菌素和农药的使用, 提高
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鱼类的生产性能, 降低养殖成本, 为绿色水产品生产 及无公害健康养殖提供保障。
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Effect of m annat ide on imm une respon se of Ca rassius au ra tus

W ANG Gao-xue1, XU X iang1,L I Su-x ia2

(1 Colleg e of A nim al S cience and T echnology , N orthw est A & F U niversity , Y ang ling , S haanx i 712100, Ch ina;

2 X iπan E nci P harm aceu tica l Co. L td , X iπan, S haanx i 710075, Ch ina)

Abstract: To invest iga te the effect of M annat ide on imm une respon se of Ca rassius au ra tus, 1. 5 m gökg

do sage w ere fed fo r 7, 14, 21 and 28 days. Bactericida l act ivity of phagocytes, phagocyt ic act ivity of leuco2
cytes, SOD act ivit ies and agglu t ina t ing an t ibody t iter w ere checked every w eek. T he resu lts show ed tha t a ll

the feed ing periods cou ld enhance imm une respon se; the imm une respon se w as equal w ith tha t of con trast

g roup after feed ing M annat ide fo r 7 days; these w as no sign if ican t d ifference in imm une respon se betw een

tho se of 21 and 282day group s, bu t they w ere sign if ican t ly h igher than tha t of 142day group. It m ay be con2
cluded tha t feed ing M annat ide fo r 21 days can enchance imm un ity fo r m o re than 30 days.

Key words:M annat ide; Ca rassius au ra tus; imm une respon se

07 西北农林科技大学学报 (自然科学版) 第 33 卷

© 1994-2007 China Academic Journal Electronic Publishing House. All rights reserved.    http://www.cnki.net


