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� � 黄芪是中医常用益气药之一。近些年的研究表明,黄芪

具有免疫调节和对抗不利环境等功能。它不仅能促进小鼠

脾淋巴细胞的增殖, 提高 IL�2 的产生[1] , 而且能增强大鼠的

抗缺氧作用[ 2] , 对抗镉引起的大鼠淋巴细胞转化率的下

降[3]。中华鳖是名贵的经济水产动物, 在养殖过程中, 经常

面临水质污染和温度波动等环境因素的变化,这对中华鳖的

生长和存活极为不利。鉴于这种情况, 在饵料中添加黄芪,

以水质 pH 为应激源, 探讨黄芪对中华鳖免疫和抗应激能力

的影响,以期通过黄芪的添加改善中华鳖的免疫和抗应激能

力,提高中华鳖的生存能力, 同时也为黄芪的药理研究提供

一些基础数据。

1 � 材料和方法

1�1 � 实验动物和驯化 � 实验用中华鳖幼鳖 ( Trionyx sinensis

Wiegmann)购于北京顺义县天竺甲鱼养殖场, 饲养于实验室玻

璃缸内。每天下午 6: 00投食一次, 投饵量以使动物达到饱足

并有少量剩余为准。投饵 2h 后, 取出剩余饵料, 并进行换水。

水温控制在 30 � 1� ,光照为室内自然光照。在此条件下驯养

3 周后再开始实验。驯养期间所用饲料为北京佳伟生物技术

有限公司生产的全价稚鳖饲料,其营养成分和能值见周显青

等[ 4]。由于幼鳖外观上难以区分雌雄,因此本研究不分性别。

1� 2� 实验设计 � 选24只健康的中华鳖幼鳖 (体重范围在

89. 4� 164. 0g) ,在室内驯化 3周, 将其分成2 组,每组 12 只分

设 2个平行, 分置于 60� 30� 40cm 的玻璃缸中。其中一组不

加黄芪(对照组) , 另一组在其饵料中添加 5% 的黄芪(实验

组)。饵料存放在- 20� 的冰箱中, 每天喂食前 4h 从冰箱内

取出。其他实验条件同驯化时相同。实验进行 4 周后,每缸

取一半幼鳖断头处死, 收集血液制备血清。之后, 用盐酸将

缸中水 pH7. 9 调至 pH5, 24h 后将另一半中华鳖作同样的处

理,然后按下面所述方法进行各指标的测定。

1� 3� 酵母菌液的制备 � 将高效活性干酵母放在2% 的蔗糖

水溶液中,用盐酸调 pH3 � 4, 30� 水浴 2h, 然后再煮沸 0. 5h

将其杀死。离心除去上清液,再用无菌生理盐水洗两次, 除

去上清液,最后将酵母菌用无菌生理盐水配成浓度为 2� 108

个/ mL的悬液。

1� 4� 血细胞的体外培养及涂片、计数 � 取血 40�L 滴于塑料

凹孔板中, 然后加肝素 20�L, 酵母菌悬液 20�L, 混匀, 放入密

封的湿盒内, 于 37� 培养箱中培养 30min。期间每隔 10min

取出凹孔板摇一次, 培养结束后充分摇匀。然后将鳖血涂

片,甲醇固定 3min, 姬姆萨染色 10min, 在显微镜下观察计

数[5]。计数 100个血细胞, 记下吞噬酵母菌的细胞数, 按下

列公式计算血细胞吞噬率:
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血细胞吞噬率=
吞噬酵母的血细胞数

100个细胞
� 100%

1�5 � 血清溶菌活力的测定 � 以溶壁微球菌 ( Micrococcus

lysoleikticus Fleming)冻干粉为底物, 按照 Hultmark 等人[ 6]方法

进行。将底物用 0. 1mol/ L, pH= 6. 4的磷酸钾盐缓冲液配成

一定浓度的悬液( O. D. 570 � 0. 3)。取 3mL该悬液与 50�L 待

测血清于试管中混匀, 测定其水浴前在 570nm 处的光密度值

( A0) , 然后将其置于 37� 水浴保温 30min,取出后立即置冰浴

中10min以终止反应,测定其保温后在 570nm 处的光密度值

( A)。溶菌活力 Ul按下列公式计算:

Ul= ( A0- A) / A

1�6 � 血清杀菌活力的测定 � 以副溶血弧菌 ( Vibro para�

haemolyticus Sakazaki et al . ) 为底物, 采用王伟庆等[ 7]人的方

法。将底物用 0. 1mol/ L, pH = 6. 4 的磷酸钾盐缓冲液配成一

定浓度的菌悬液( O. D. 570= 0. 35� 0. 5)。取 3mL 该悬液与

50�L待测血清于试管中混匀, 测其在 570nm 处的光密度值

( A0 ) , 然后置于 37� 水浴保温 30min,取出后立刻置于冰浴中

10min以终止反应,测其在 570nm 处的光密度值( A )。杀菌活

力按下式计算:

Uk= [ ( A0- A) / A] 1/ 2

1� 7� 血清中皮质醇含量的测定 � 采用北京福瑞生物工程公

司生产的皮质醇放射免疫分析药盒进行测定。实验所得数

据用STATISTICA统计软件包中 t�test for independent samples 进

行分析处理, P< 0. 05 即认为有差异显著性。所有的结果均

以平均值 � 标准差来表示。

2 � 结果

2� 1� 中华鳖幼鳖血细胞吞噬率的变化 � 黄芪对中华鳖幼鳖

血细胞吞噬率有明显促进作用( p< 0. 01)。酸应激后,对照组

血细胞吞噬率有明显下降( p< 0. 05) , 黄芪添加组血细胞吞噬

率在应激前后没有显著差异( p> 0. 05) , 并且仍明显高于应激

后的对照组( p< 0. 01) (表1)。

表 1 � 黄芪对中华鳖幼鳖应激前后血细胞吞噬率的影响(M � SD)

Tab�1� The effect of Radix astragali on specific growth rate and phagocytic rate of blood cells in unstress and stress juveniles soft�shelled turtles

组别

Different group

黄芪添加量

Supplement Radix astragali

初始体重

Initial weight ( g)

吞噬率

Phagocytic rate

应激前( % )

应激后( %) p值

对照组 0 121. 65 � 11. 1 3. 5� 1. 05a( n= 6) 2. 17 � 0. 98a ( n= 6) 0. 046

实验组 饵料的 5% 107. 05 � 5. 02 9. 4 � 2. 70b(n= 5) 6. 83 � 2. 32b( n= 6) 0. 126

� � 注:同一列上标不同者差异显著; p:概率( Probabil ity) ; n:样本数(Sample size)

2�2 � 中华鳖幼鳖血清溶菌活力的变化

黄芪添加组血清溶菌活力明显高于对照组( p< 0. 05)。酸

应激后,对照组血清溶菌活力明显下降( p< 0.05) , 黄芪添加组

在应激前后没有明显变化( p> 0. 05) ,仍明显高于应激后的对照

组( p< 0. 01) (表 2)。

2�3� 中华鳖幼鳖血清杀菌活力的变化

黄芪明显促进了中华鳖血清杀菌活力( p< 0. 01)。酸应激

使对照组和黄芪添加组血清杀菌活力有明显下降( p< 0. 05) ,对

照组下降更为明显( p< 0.01) ;但黄芪添加组仍明显高于对照组

( p< 0. 01) (表 2)。

表 2 � 黄芪对中华鳖幼鳖应激前后血清溶菌活力和杀菌活力的影响(均值 � 标准差)

Tab�2� The effect of Radix astragali on serum bacteriolyt ic activity and bactericidal act ivity in unstress and stress juveniles soft�shelled turtles(M � SD)

组别

Different group

溶菌活力

Bacteriolytic activity

应激前 � � � � � � � � � 应激后
p值

杀菌活力

Bactericidal activity

应激前 � � � � � � � � � 应激后
p值

对照组 0. 090� 0. 043a ( n= 6) 0. 040� 0. 036a ( n= 6) 0. 047 0. 504� 0.029a ( n= 6) 0. 357� 0. 040a (n= 6) 0. 00003

实验组 0. 177� 0.047b( n= 5) 0. 123� 0. 046b( n= 5) 0. 103 0. 606� 0.061b( n= 5) 0. 472� 0. 074b( n= 5) 0. 014

� � 注:同一列上标不同者差异显著; p:概率(Probability) ; n:样本数( Sample size)

表 3 � 黄芪对非应激和应激中华鳖幼鳖血清皮质醇含量的影响(均值 �

标准差)

Tab�3 � The effect of Radix astragali on serum cortisol content in unstress and

stress juveniles soft�shelled turtles (M� SD)

组别

Different

group

皮质醇

Cortisol

应激前 � � � � � � � � 应激后
p值

对照组 20.132� 3. 289( n= 6) 30. 109� 5. 062a (n= 5) 0. 003

实验组 15.906� 7. 812( n= 6) 16. 464� 5. 825b(n= 5) 0. 898

� � 注:同一列上标不同者差异显著; p:概率 ( Probability) ; n:样本数

(Sample size)

2�4� 中华鳖幼鳖血清皮质醇含量的变化

黄芪对中华鳖血清皮质醇含量没有显著影响, 对照组和

黄芪添加组血清皮质醇的含量没有明显差别 ( p> 0. 05)。酸

应激使对照组血清皮质醇含量有明显上升( p< 0. 01) , 而黄芪

添加组在应激前后没有显著差异( p> 0. 05) , 但明显低于应激

后的对照组( p< 0. 01)。

3� 讨论

3�1� 黄芪对中华鳖幼鳖血细胞吞噬率的影响

血细胞的吞噬作用是机体免疫系统抵抗病原菌的第一道
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防线,对机体起着重要的保护作用。在哺乳动物的研究中发

现,黄芪能提高染尘大鼠肺泡巨噬细胞的吞噬功能[ 8] , 对抗

60Co��射线所致的小鼠白细胞的减少[ 9] ,提高小鼠的耐缺氧

能力[10]。本研究表明, 黄芪不仅能提高中华鳖血细胞的吞噬

作用,而且对酸应激导致的血细胞的吞噬能力的下降有对抗

作用。黄芪促进吞噬细胞吞噬作用的机制目前尚不清楚, 但

它的现代药理研究证实其具有降低自由基的产生和增加对自

由基的净化能力。黄芪对酸应激导致的血细胞吞噬作用的下

降的对抗作用,可能还与酸应激后皮质醇的变化有关。因为

注射皮质醇能抑制银大麻哈鱼( Oncorhynchus kisutch)吞噬细胞

的吞噬能力,而本研究的结果显示, 酸应激后对照组血清皮质

醇含量明显上升,而黄芪添加组在应激前后没有显著差异。

3�2 � 黄芪对中华鳖血清溶菌活力和杀菌活力的影响

本研究表明,黄芪对中华鳖血清溶菌活力和杀菌活力有

明显的促进作用。中华鳖表现溶菌活力的因子可能是溶菌

酶,溶菌酶是由单核细胞、巨噬细胞和嗜中性细胞产生的能溶

解细胞壁、具有抗氧化作用的酶。黄芪可能是由于增强了分

泌溶菌酶细胞的分泌活性促进了溶菌酶的分泌, 进而提高了

血清溶菌活力。至于表现杀菌活力的是何种体液因子以及与

细胞免疫的关系等,还需要进一步探讨。

酸应激能导致中华鳖血清溶菌活力明显下降, 而黄芪的

添加对这种下降有明显的对抗作用。这可能与黄芪对应激引

起的皮质醇的抑制有关。黄芪苷对皮质醇所致的小鼠淋巴细

胞减少、脾脏重量减轻均有明显改善作用[ 9]。

酸应激能明显降低中华鳖的血清杀菌活力, 黄芪的添加

对血清杀菌活力的下降有部分抵抗作用。这说明杀菌活力对

应激较敏感,它可能是检测应激对免疫功能影响的较为灵敏

的非特异性免疫指标。

3�3 � 黄芪对中华鳖血清皮质醇含量的影响

石瑞如等对大鼠的研究发现, 黄芪能提高老年大鼠血浆

皮质醇的含量,但对中年大鼠没有明显影响。本研究表明,黄

芪对中华鳖幼鳖血清皮质醇的含量没有影响。这些结果显

示,黄芪对血清皮质醇的影响可能还与动物的年龄有关。

许多研究证明,应激能引起机体不同水平的内分泌功能

发生变化。皮质醇是应激反应级联中所分泌的最后一种激

素。在鱼类的研究中发现, 不同环境因素能引起血浆皮质醇

浓度的升高。如运输和酸应激能提高虹鳟血浆中皮质醇的含

量。而在爬行动物迄今未见这方面的报道。本研究表明, 酸

应激能导致中华鳖血清皮质醇含量的升高, 而黄芪的添加对

皮质醇的升高有抑制作用,但其机理尚需进一步研究。

综上所述,黄芪能促进中华鳖的非特异性免疫功能; 酸应

激对其免疫功能有抑制作用,但却提高了血清皮质醇的含量;

黄芪的添加不仅对酸应激所致的内分泌功能的紊乱有调整作

用,而且对酸应激所致的免疫功能低下有保护作用。
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