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微生物多肽对黑鲷免疫和生长的促进作用 m
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随着渔业养殖的规模化和集约化的发展 o各种鱼

病的爆发成了影响渔业养殖的制约因素之一 o对鱼病

防治与控制问题也相应突出出来 ∀研究安全 !有效抗

防病药物和添加剂十分重要 ∀据 �¤¤等 t||u年报道 o

疫苗能降低水产养殖动物爆发疾病的危险 o但现有疫

苗特异性强 o尚无一种抗多种重要流行疾病的有效疫

苗 ∀抗生素和其他化学药物可用来避免和控制鱼类的

急性感染 o但是由于药物残留 !环境污染 !细菌抗药性

等问题 o使其应用受到限制≈u 
o因此免疫增强剂的应

用越来越受到人们的重视 ∀免疫增强剂可以不同程度

增强鱼类非特异性免疫功能和对疾病抵抗力 ∀这些免

疫增强剂包括 }葡聚糖≈u ∗ x  !肽聚糖≈u  !脂多糖≈u  !细菌

⁄��
≈u  !病毒双链 � ��

≈u  !几丁质 k据 ≥¤®¤¬t||u年报

道l !鸡蛋产物k据 ≠²¶«¬§¤o ≠ q等 t||v年报道l !维生

素≈x oy  !矿物质k据 �²¶¶¤¬± t||u年报道l !激素k据 �¤2

­¬·¤o ≠ q等 t||u年报道l !左旋咪唑≈z 等 ∀这些免疫增

强剂主要是一些细胞成分 !化学物质或存在于天然物

质中 o存在着来源 !提取或合成等问题 o且免疫增强作

用多通过注射方式实现 o实施起来费时费力 ∀微生物

免疫多肽是一种微生物发酵产物 o通过生物工程技术

可以实现低成本 !大规模生产 ∀它的主要成分为多肽 o

初步实验证明口服微生物免疫多肽可以促进对虾的

生长和增强免疫能力 ∀本实验的主要目的是初步探讨

口服微生物免疫多肽对鱼类生长和免疫能力的影响

作用 ∀

t 材料和方法

tqt 实验动物与饲喂条件

实验在黄海水产研究所青岛小麦岛增养殖基地

进行 ∀黑鲷k Σπαρυσ µαχροχεπηαλυσo训养 o均重 xtquz ?

xqu| ªl o共 yw尾 ouss �桶养k每桶 {尾l o连续充气 o

每天上午 {Β ss时投饵 o以略有剩饵为度 o摄食结束

后换水k沙滤海水l ∀实验期 }t|||年 x月 ux ∗ y月 u{

日 o水温 utq|| ? tqut ε ∀

tqu 实验设计

共分 w组 o如表 t∀饲喂 vs §后 o测定各组样本生

长指标和免疫指标 ∀

tqv 样本血清采集与保藏

表 1  实验分组和药物添加量

编号 组别 黑鲷尾数 基本饵料 添加物 添加比例k h l

� 空白对照 ty 鲜杂鱼 无 无

� 阳性对照 ty 鲜杂鱼 / 渔歌0牌添加剂 推荐量ks qtl

≤ 多肽 ´ ty 鲜杂鱼 微生物免疫多肽 ´ u

⁄ 多肽 µ ty 鲜杂鱼 微生物免疫多肽 µ u

注 }阳性对照组中所用添加剂为/ 宝来利来股份有限公司水产药品事业部k青岛l0的/ 渔歌0牌水产动物

饵料添加剂 o批准文号为鲁药添字kt|||lus{zt ∀
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每组随机捞取黑鲷 o断尾采血 o全血于室温下静

置 t «ow ε 静置 y «ov sssµr°¬±kyss ªl离心 x °¬±o取

上清液 o分装 op us ε 保藏至分析化验 ∀

tqw 免疫指标测定

tqwqt 溶菌酶活力测定 微板比浊法≈{ 溶壁

微球菌冻干粉k≥¬ª°¤l悬液ksqux °ªr °̄ ¥∏©©̈µo¥∏©©̈µ

为含 sqxh �¤≤̄ o³� � yquosqsx °²̄r�磷酸钾盐缓冲

液l o加入微量培养板各孔中k每孔 t|s Λ̄ l oux ε 轻微

振荡 ws °¬±o尔后各加入 ts Λ̄ 待测血清 o振荡 t °¬±o

于酶标仪k �¬¦µ²³̄¤·̈ � ¤̈§̈µo�²§̈¯ xxso���2� �⁄o�≥2

�l上读出 wxs ±°处 �⁄值 o立即至于 ux ε 环境中 o轻

微振荡反应 us °¬±后 o迅速置于酶标仪上 o记录读

数 ∀以含 sqxh �¤≤̄ !³� � yquosqsx °²̄r�的磷酸钾

盐缓冲液为空白 ∀每个血清样本设 x个重复 o取平均

值 ∀计算酶活力 o一个酶活力单位定义为 }该条件下每

分钟使反应液 wxs ±° �⁄值下降 sqsst的酶量 ∀

tqwqu 溶血素效价 倍比稀释法 k据 �̄¤½̈ µ

∂ q≥q等 t|{w年报道l ∀取微量培养板 o各孔加入 us Λ̄

生理盐水 o将待测血清做倍比稀释k终体积为 us Λ̄ l o

再加入 us Λ̄ uh人红细胞k海军 wst医院放射免疫中

心提供l悬液k溶于生理盐水l o振荡片刻 o室温静置 u

«o观察记录结果 ∀溶血素效价以能引起至少一半红细

胞溶解的血清最高稀释度表示 ∀

tqwqv 免疫因子 免疫消浊比浊法≈t  ∀取 xs Λ̄

血清加入 xss Λ̄ 生理盐水中 o混匀 o输入全自动生化

分析仪k��≠ �°�≥o��°��l分析打印结果 ∀事先设定

程序如表 u所示 ∀

tqx 统计学分析

观测值以平均值 ? 标准差表示 o运用 ∞¬¦̈¯ |z

k �¬¦µ²¶²©·o�≥�l对各处理组间做学生氏 τ检验k双样

本等方差假设l ∀

u 实验结果

uqt 微生物免疫多肽的促生长作用

如表 v所示 o多肽 ´ !多肽 µ均有明显的促生长

的效果 ∀多肽 ´组 !多肽 µ组平均体重显著高于空白

对照组 kΠ� sqsxl o但与阳性对照组相比差异不显

著 ~饲料系数则以实验 µ组k多肽 µl最低 o阳性对照

表 2  免疫因子测定实验设定程序

免疫因子 稀释血清 抗血清 反应时间 波长

kΛ̄l kΛ̄l k¶l k¦°l

�ª� v vss tys vws

�ª� uw vss uss vws

�ª� tu vss uus vws

≤v ux vss uss vws

≤w vs vss uts vws

表 3  处理 1 个月后体重与饲料系数情况

编号 组别 黑鲷尾数
体重

kªl

体重增长

kªr尾l

总重增长

kªr组l

投饵量

kªr组l
饲料系数

� 空白对照 tu x{ qu| ? w qzx z qs {w qs t wux ty q|y

� 阳性对照 tu yx qsz ? { quy 3 tv q{ tyx qy t zss ts quz

≤ 多肽 ´ tu yv qvx ? z qsy 3 tu qt twx qu t |ts tv qtx

⁄ 多肽 µ tu yz qtv ? z qs| 3 tx q| t|s q{ t {xs | qzs

注 }黑鲷初始均重为 xt quz ? x qwu ªo3 表示某一指标与空白对照组比较差异显著k Π� s qsxl ∀

组 !多肽 ´组次之 o空白对照组最高 ∀

uqu 微生物多肽的促免疫作用

uquqt 溶菌酶活力和溶血素效价 如表 w所

示 o多肽 ´组及多肽 µ组的溶菌酶活力极显著高于空

白对照组kΠ� sqst l ~多肽 µ组的溶菌酶活力极显著

高于阳性对照组 ~阳性对照组高于空白对照组 o但无

显著性差异 ∀各组的溶血素效价无显著差异 ∀

uququ 对免疫因子k�ª�o�ª� o�ª� o≤vo≤wl的影

响 结果如表 x所示 ∀多肽 ´组 !多肽 µ组 !阳性对照

组的 x项免疫因子均高于空白对照组相应项 ∀各组间

表 4  处理 1 个月后的溶菌酶活力和溶血素效价

编号 组别
黑鲷

尾数
溶菌酶活力 溶血素效价

� 空白对照 x wu qts ? tu qu| | qy ? v qx{

� 阳性对照 x y| qzy ? u| q{u y qw ? u qt|

≤ 多肽 ´ x {{ q|z ? tt qv| 3 3 y qw ? u qt|

⁄ 多肽 µ x t|z q{t ? xu qst 3 3 n n | qy ? v qx{

注 } 3 3 表示某一指标与空白对照组比较差异极显著k Π� s qstl o

n n表示某一指标与阳性对照组比较差异极显著k Π� s qstl ∀
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的 �ª�o�ª�无显著差异 ~多肽 ´组的 �ª�极显著高于

空白对照组的 �ª�k Π� sqstl o ≤vo≤w显著高于空白

对照组的相应项 k Π� sqsxl ~多肽 µ组的 �ª� o≤vo≤w

极显著高于空白对照组的相应项 ~ 阳性对照组的

�ª� o≤v极显著高于空白对照组的 �ª� o≤v含量 ~多肽

´组与多肽 µ组大部分测定项目高于阳性对照组的

相应项 o但除多肽 µ组的 ≤v含量显著高于阳性对照

组外 o其他差异均不显著 ∀

v 讨论

vqt 两种微生物免疫多肽的促生长 !促免疫

作用评价

两种微生物免疫多肽均具有明显的促生长 ! 促

免疫作用 ∀黑鲷口服 uh的多肽 µ o较空白对照组饲

料系数降低 wuq{h o平均体重提高 txquh o极显著提

高血清中的溶菌酶活力及 �ª� o≤vo≤w等免疫因子的

含量 kΠ� sqstl o和阳性对照组相比 o平均体重提高

vquh o饵料系数降低 xqyh o血清中的溶菌酶活力极

显著提高k Π� sqstl o≤v含量显著提高k Π� sqsxl ∀

黑鲷口服 uh的多肽 ´ o较空白对照组平均体重提高

{qzh o饲料系数降低 uuqxh o极显著提高血清中的

溶菌酶活力及血清中 �ª� 含量 kΠ� sqstl o显著提高

血清中 ≤vo≤w含量k°� sqsxl o多肽 ´组与阳性对照

组的各项比较差异不显著 ∀综合以上结果可以看出 o

多肽 µ的促生长 !促免疫作用大于多肽 ´和 / 渔歌0 o

多肽 ´和/ 渔歌0相比则无显著差异 ∀

vqu 测定方法 !结果分析

vquqt 溶菌酶活力 本文测定黑鲷血清中溶

菌酶活力范围为 uv ∗ uys �±¬·r °̄ o而 �¼ªµ̈± �q等≈| 

测定大西洋鲑血清中溶菌酶活力范围在 t uvv ∗ t wtu

�±¬·r°̄ 之间 ∀究其原因 o可能是种属差异也可能是测

定具体条件不一致所致 o如本文采用反应 us °¬±而非

x °¬±等 ∀

vququ 溶血素效价 本文测定的为黑鲷血清

中天然溶血素效价 o所以偏低 ~而 �̄¤½̈ µ∂ q≥ q等 t|{w

年测定的是为虹鳟注射 uh 绵羊红细胞后血清中溶

血素效价 o故而较高 ∀

vquqv 免疫因子 本文采用免疫消浊比浊法

测定黑鲷血清中免疫因子 ∀免疫消浊比浊法是近年发

展起来的 o其基本原理是抗原与相应抗体相遇 o在液

相中形成抗原抗体复合物 o从而形成一定浊度 o该浊

度与抗体存在时抗原的含量成正比 ∀此法多应用于人

血清中免疫因子的测定 o采用的抗体液多为羊抗人的

抗体 ∀王伟庆等≈t 借鉴此法 o采用羊抗人的抗体液 o测

定中国对虾血清中的免疫因子 o发现中国对虾血清中

存在类 �ª�!类 �ª� !类 �ª� !类 ≤v !类 ≤w !类 ≤� °物质 o

并且用此法测定出健康与带病中国对虾血清中的免

疫因子含量的差异 ∀本文也采用羊抗人的抗体液 o测

定出黑鲷血清中 �ª�o�ª� o�ª� o≤vo≤w等因子的存在 o

空白对照组与其他组的黑鲷血清中 �ª�o�ª� o�ª� o≤vo

≤w等因子含量存在一定差异 ∀
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表 5  处理 1 个月后的免疫因子

编号 组别
黑鲷

尾数

�ª�含量

kªr�l

�ª� 含量

kªr�l

�ª� 含量

kªr�l

≤v含量

kªr�l

≤w含量

kªr�l

� 空白对照 w s qy{v ? s qvts s qy{ ? s qsww s qvuv ? s qsyx s qttx ? s qsvt s qsus ? s qsts

� 阳性对照 w t qt{v ? s qwsu t qvt{ ? s qtvt 3 3 s qv{x ? s qs{y s qt|s ? s qsuu 3 3 s qszx ? s qsyw

≤ 多肽 ´ w t quxx ? s qws{ t qwuv ? s qv|s 3 3 s qxu{ ? s qtz| s qwvv ? s quux 3 s qtsx ? s qsyv 3

⁄ 多肽 µ w s q|s{ ? s quss t qw{s ? s qvxu 3 3 s qwux ? s qtuu s qw{v ? s qtzs 3 3 n s qttv ? s qsv{ 3 3

注 }3 表示某一指标与空白对照组比较差异显著k Π� s qsxl o3 3 表示某一指标与空白对照组比较差异极显著k Π� s qstl on表示某一指标

与阳性对照组比较差异显著k Π� s qsxl ∀
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