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在虾类的养殖中, 疾病的预防是非常重要的。中草药对海水养殖的中国对虾的免疫促进作用已有不

少研究[ 1—2] , 但中草药制剂在淡水虾中的作用却未见报道。本实验通过采用大黄(Rheum of f icinale)和黄

连 (Cop tis chinens is )对克氏原螯虾(P rocambarus clar kii )和红螯螯虾(Cherax quadr icar inatus )进行拌

饵投喂, 以测定其是否能增强淡水虾免疫系统的活性并达到防病效果, 为在发展大面积养殖淡水虾时利

用中草药防病提供依据。

1 　材料和方法

1. 1　实验虾　红螯螯虾为华中农业大学水产试验站人工养殖的成虾,体重 60—75g ;克氏原螯虾从狮

子山集贸市场购买, 体重 30—50g。选择体态正常, 健康无病的个体 ,分别饲养于室内水族箱( 65×45×

34cm)中, 饲养 7—10d 后开始实验。实验期间水温 22—25℃。

1. 2 　金黄色葡萄球菌( S taphy lococcus aureus ) 由本院微生物实验室保存提供。将金黄色葡萄球菌在肉

汤培养基中 37℃振荡培养 24h 后, 离心集菌。用 0. 15mol/ 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. 0%的福尔马林, 25℃灭活 24h, 离心集菌。用生理盐水调整浓度为 3×



108cfu/ mL ,置 4℃冰箱保存备用。

1. 3　弧菌( V ibrio sp . )　为从罗氏沼虾 (Macrobrachium rosenbergii)中分离的一种病原菌,由本院微生

物实验室保存提供。将弧菌在脑心浸液琼脂培养基上 28℃培养 24h 后, 用 0. 15mol/ L 生理盐水洗下菌

苔, 并调整浓度为 4×106cfu/ mL , 用于活菌攻毒。

1. 4 　实验分组　实验分为 6 组, A : 投喂大黄的克氏原螯虾组; B: 投喂黄连的克氏原螯虾组; C :投喂基

础饲料的克氏原螯虾组(对照组) ; D:投喂大黄的红螯螯虾组; E: 投喂黄连的红螯螯虾组: F: 投喂基础饲

料的红螯螯虾组(对照组)。

1. 5　药饲的制作与投喂　分别称取饲料量 1. 0%的大黄和黄连,煎煮, 纱布过滤。将药液均匀喷洒在饲

料中, 烘干后保存备用。以药饲分别投喂克氏原螯虾和红螯螯虾,每天下午投饵一次,投饵量以第二天上

午略有剩余为准。对照组只投喂基础饲料。连续投喂 7d 后停止投喂药饲而改投基础饲料。

1. 6　取血和血细胞吞噬活性测定　在用药饲后的第 1、4、7、14、21d 分别取样, 每组实验虾每次取样 4

只。用注射器吸取虾血抗凝剂[3] 0. 3mL , 从虾围心腔取血 0. 3mL , 注入离心管中, 整个取血过程在 4℃进

行。再加入 0. 6m L 0. 15mo l/ L 冷 NaCl溶液, 摇匀,加入 250uL 浓度为 3×108cfu/ mL 金黄色葡萄球菌悬

液, 混匀后于 28℃保温 1h, 其间不断摇匀。再加入等量 0. 15mo l/ L 冷 NaCl溶液。2000r/ min 离心 4min,

弃上清液。每个样品做 5 张涂片, 甲醇固定, Giemsa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。数据处理采用 t 测验。

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( PI ) =
细胞内总菌数

被计数具吞噬作用的细胞数

1. 7　攻毒试验　在实验开始后的第 21d 进行攻毒试验。弧菌浓度为4×106cfu/ m L。以0. 1m L /只剂量在

克氏原螯虾腹侧第 3- 4 腹节间肌肉注射。攻毒后随时观察并记录虾死亡情况, 以下式计算免疫保护率:

免疫保护率=
　对照组死亡率- 实验组死亡率　

对照组死亡率
×100

2　结果

2. 1　大黄和黄连对克氏原螯虾血细胞吞噬活性的影响

大黄和黄连对克氏原螯虾血细胞吞噬活性的影响结果见表 1。由表 1 可以看出,投喂大黄和黄连后

第 1d, 克氏原螯虾血细胞吞噬百分比和吞噬指数即开始上升,与对照组均有极显著差异( P< 0. 01)。随

着投喂时间的延长, 血细胞的吞噬活性还有一定的上升。在停药后, 血细胞的吞噬百分比和吞噬指数均

有不同程度的下降, 但在第 21d 时仍显著高于对照组( P< 0. 05)。

表 1　投喂大黄和黄连后克氏原螯虾血细胞的吞噬活性( X±S x)

T ab. 1　T he ph agocytic act ivity of the hemocytes of P. clarkii af ter feeding R. of f i cinale and C. chinensis

组别

Group s

吞噬活性

Phagocyt ic

act ivity

投药后天数和吞噬百分比及吞噬指数( Days , PI and PP)

1 4 7 14 21

A PP 67. 1±2. 61 65. 6±1. 04 65. 0±2. 15 52. 7±0. 91 41. 6±1. 78

PI 8. 76±0. 52 9. 80±0. 40 9. 10±0. 14 6. 01±0. 11 5. 48±0. 24

B PP 63. 1±3. 07 66. 1±1. 03 66. 3±1. 06 40. 7±2. 18 32. 5±1. 36

PI 8. 80±0. 74 10. 39±0. 59 10. 38±0. 89 6. 40±2. 40 5. 10±0. 11

C PP 33. 2±0. 52 46. 2±0. 61 46. 2±1. 42 31. 2±0. 59 25. 2±1. 02

PI 6. 00±0. 23 6. 70±0. 25 6. 40±0. 14 4. 92±0. 11 4. 50±0. 11
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1)　中国鱼病研究会编。中国水产学会鱼病研究会第四次会员代表大会暨学术讨论会论文摘要汇编, 1997, 120-

122

2. 2　大黄和黄连对红螯螯虾血细胞吞噬活性的影响

大黄和黄连对红螯螯虾血细胞吞噬活性的影响结果详见表 2。由表 2 可以看出,在投喂大黄和黄连

后不同时间以及停药后, 实验组的吞噬活性均极显著或显著高于对照组( P< 0. 01或 P< 0. 05)。但大黄

组和黄连组在投药期间和停药后吞噬活性的变化却不尽相同, 黄连组的吞噬活性在用药后第 7d 降低,

而在停药后又有所升高。

表 2　投喂大黄和黄连后红螯螯虾血细胞的吞噬活性( X±S x)

T ab . 2　T he phagocyt ic activity of the hemocytes 1 of C. quad ri carinayus af ter feed ing

R . of f icinale an d C . chinensis

组别

Group s

吞噬活性

Phagocyt ic

act ivity

投药后天数和吞噬百分比及吞噬指数( Days , PI and PP)

1 4 7 14 21

D PP 43. 4±1. 41 59. 7±2. 06 50. 5±1. 55 44. 6±0. 89 39. 4±2. 06

PI 7. 20±0. 35 8. 91±0. 36 9. 20±0. 51 9. 40±0. 43 6. 72±0. 28

E PP 63. 1±3. 10 54. 6±1. 23 43. 1±1. 88 49. 1±0. 89 51. 4±1. 07

PI 8. 24±0. 13 8. 85±0. 22 7. 80±0. 28 9. 12±2. 84 9. 30±1. 24

F PP 23. 2±1. 80 33. 9±1. 20 37. 8±1. 82 32. 9±2. 08 33. 3±1. 13

PI 4. 05±0. 11 5. 01±0. 23 4. 70±0. 11 4. 42±0. 05 5. 06±0. 16

2. 3　攻毒试验结果

攻毒后 14d,对照组克氏原螯虾死亡率为 73. 3% ,而实验组的死亡率均为 0。详见表 3。

表 3　大黄和黄连对克氏原螯虾的免疫保护率

T ab. 3　T he protect ive rate of P. clarkii af ter feed ing R . of f ic inale and C. chinensis

组别

Groups

虾数

Numbers

死亡数

Dead number s

死亡率( % )

M or talit y %

免疫保护率

Protect ive rate

A 15 0 0 100

B 15 0 0 100

C 15 11 73. 3 -

3　讨论

现已发现有 200 余种中草药具有免疫促进作用, 实验初步表明中草药饲料添加剂对促进淡水鱼增

重及病害防治具有良好的效果1)。中草药在对虾养殖的作用亦有较多报道, 杜爱芳用 4 种复合中草药制

剂对中国对虾进行投喂, 经测定这 4 种制剂使对虾血细胞吞噬活性和对细菌的杀伤活性均显著高于对

照组, 免疫保护率也有提高[ 1]。罗日祥用 9 种中草药配制的 1 号制剂(含等量的黄芪、猪苓、杜仲、枸杞

子、鱼腥草、甘草、陈皮、茯苓和黄莲)和 4 种中草药配制的 2 号制剂(含等量的鱼腥草、枸杞子、陈皮和丹

皮)对中国对虾进行投喂, 结果表明, 1 号制剂对对虾的免疫系统有激活作用,且这种作用在一定时间范

围内随着药饲投喂时间的延长而加强; 2号制剂对对虾的免疫系统起抑制或破坏作用[2]。据报道, 大黄
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中的多种成分对金黄色葡萄球菌、大肠杆菌、绿脓杆菌等多种病原菌具有抑制作用和抗肿瘤作用[ 4] ;黄

莲的主要成分黄莲素能增强白细胞和肝脏网状内皮系统的吞噬能力[ 5] ,并使脾脏收缩, 放出更多的吞噬

细胞[ 6]。本实验用 1. 0%的大黄和黄连拌饵投喂克氏原螯虾和红螯螯虾,结果表明大黄和黄连均能增强

克氏原螯虾和红螯螯虾血细胞的吞噬活性,在克氏原螯虾还显示了对活弧菌攻毒有很好的免疫保护率,

说明大黄和黄连可以增强两种螯虾的非特异性免疫功能。

从实验结果可以看出, 在投喂药饲后的第 1d,螯虾血细胞的吞噬活性即有明显上升, 随着药饲投喂

时间的延长, 吞噬活性有进一步的增强。在停药后吞噬活性有所降低。但仍显著高于对照组,且攻毒结果

表明在停药后 14d 的免疫保护率仍达到 100%。同时在实验中发现投喂黄连的实验组螯虾的血液颜色在

第 4d 开始变黄, 停药后又恢复为淡青色。虽然并没有观察到对螯虾生存的影响,但投喂黄连的红螯螯虾

组的吞噬活性在第 7d 有所下降, 停药后又上升。因此, 可以认为药饲的投喂可以是阶段性的,以 3- 5d

为宜, 这样既可以增强虾的抗病能力,又不至于对虾产生毒副作用。当然,具体的用药剂量和时间还有待

于进一步的研究。

李光友等认为, 中国对虾血细胞在离体条件下, 经适当处理,能发生吞噬反应,选择不同药饵养殖对

虾, 测血细胞的吞噬活性,可判定药饵对防治虾病、提高虾的抵抗力是否有效[ 7]。本实验所测定的吞噬活

性与其他学者的研究结果相比数值偏低[ 1] ,这可能是实验对象以及吞噬细菌的处理方法不同而造成的。

本文所用的金黄色葡萄球菌经过 1%福尔马林处理后对螯虾血细胞的吞噬活性可能会产生一定的影

响。有学者认为细菌的死活、运动能力以及是否处于对数生长期等都会对血细胞的吞噬活性造成影

响[ 8]。

甲壳动物的免疫防疫存在着细胞防御和体液防御,细胞防御主要表现为吞噬作用、团囊作用和结节

形成。一般认为虾的血细胞分为 3 类: � 透明细胞; � 小颗粒细胞; � 颗粒细胞。有学者认为透明细胞和

小颗粒细胞的吞噬能力较强[ 9]。本实验是对全血细胞的吞噬活性进行测定的,未对 3种细胞加以区分。
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