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种细菌成分及其代谢产物

对螂鱼免疫功能的影响

王高学
,

白 冰
西北农林科技大学 动物科技学院

,

陕西 杨凌

〔摘 要 〕 将 种细菌细胞成分及其代谢产物分别添加人饵料投喂娜鱼
,

连续投喂
,

每隔 检测卿鱼白

细胞吞噬活性
、

吞噬细胞杀菌活性
、

超氧化物歧化酶
,

活性
、

溶菌酶 活性和血清凝集抗体效价
,

以研究这 种细菌细

胞成分及其代谢产物对娜鱼免疫功能的影响
。

结果表明
,

蜡状芽抱杆菌覃状亚种组 户
、

噬菌蛙弧菌组 占 占
、

皮杆菌组 和蜂房芽抱杆菌组 、 娜鱼白细

胞的吞噬活性
、

吞噬细胞的杀菌活性
、

酶活性
、

溶菌酶活性与对照组相 比
,

均呈极显著性差异 尸 。
,

这

种细菌的细胞成分及其代谢产物均能增强娜鱼的细胞和体液免疫功能
。

此外
,

血清凝集抗体效价的测定结果表明
,

蜡状芽抱杆菌覃状亚种组效价最高
,

为
,

噬菌蛙弧菌组
、

皮杆菌组和蜂房芽抱杆菌组最高效价分别为
, ,

和
, 。

在以上 种细菌中
,

除蜂房芽抱杆菌组的血清凝集抗体效价峰值出现在第 天外
,

其余

组各项检测指标的峰值均出现在第 天
。

仁关健词 〕 细菌细胞成分 代谢产物 免疫功能 娜鱼

〔中圈分类号 〕 〔文献标识码 〕 文章编号 〕
一 一 一

微生物及其代谢产物中的生物活性物质
,

如多

糖
、

肤类
、

核昔酸等
,

能够增强动物的免疫功能已经

被大量试验研究所证实
。

在水产上
,

据近年来国内外

研 究报道
,

细菌性脂多糖 〕, 一

甘露聚糖肤
〔 〕,

酵母聚糖 以及真菌多糖〔
, 〕,

如 件葡

聚糖 件
、

肚聚糖
, 、

虫草

多搪等微生物产生的生物活性物质
,

均能提高水产

动物的免疫功能
,

起到防病
、

抗病的作用
,

并且无残

留
、

无污染
,

可促进水产动物健康生长
。

因此
,

使用微

生物及其代谢产物中的活性物质
,

作为水产动物免

疫增强剂是实现健康养殖
、

生产无公害水产品的有

效途径
,

也是当前水产养殖研究的热点之一
。

在本试

验选用的 种细菌中
,

枯草芽饱杆菌 ’“

和噬菌蛙弧菌 在水

产养殖中主要应用于水质改良〔
一

〕,

而其菌体成分及

代谢产物对水产动物免疫功能的影响尚未见报道

其他 种细菌细胞成分及其代谢产物对动物及人是

否具有增强免疫功能的作用
,

目前也尚未见报道
。

本

研究通过对这 种细菌进行了培养
、

破碎
、

浓缩
、

制

剂
,

并对娜鱼制饵投喂
,

检测卿鱼的体液和细胞免疫

应答水平
,

以期从中筛选出有效细菌
,

为今后进一步

分离
、

纯化生物活性物质的理论研究和通过发酵工

程生产新的水产动物免疫增强剂提供科学依据
。

材料与方法

材 料

巨大芽抱杆菌
、

蜡状芽

抱 杆菌 、 。 、 、

枯草芽抱杆菌
、 、

蜂房芽抱杆菌
、

苏云金芽

抱杆菌 , 、

蜡状芽抱杆菌覃状

亚种 卿 ’
、

皮杆 菌
、

噬 菌 蛙 弧 菌
、

溶壁微球菌 ’
,

均

由西北农林科技大学水产实验室提供 卿鱼
,

由陕西水产研究所渔场提供
,

平均体

重为 士 肠形点状气单胞菌
、

鳗 弧 菌

胡““
,

均由中国科学院水生生物研究所提
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王高学 一
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男
,
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,
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,
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。
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供 金黄色葡萄球菌 刃 ,,’
,

,’。。 , 。 。 二
·

由本

实验室保存
。

培养基
,

购于 公司

和溶菌酶
,

购于 公司 试剂盒
,

购于南京

建成生物工程研究所 淋巴细胞分离液
,

由
‘

海华精

高科有限公司生产
。

方 法

供试菌饵料制作 分别将 种细菌接种于

普通肉汤中
,

其中巨大芽抱杆菌
、

蜡状芽

抱杆菌
、

枯草芽抱杆菌
、

蜂房芽抱杆菌
、

苏云金芽袍

杆菌
、

蜡状芽抱杆菌覃状亚种
、

皮杆菌和溶壁微球菌

置于 摇床培养 噬菌蛙弧菌置于 摇床

培养
。

采用平板计数法计数
。

当每种细菌的细胞

浓度均达到
几 ’

时
,

用功率为 的超

声波作用
,

将细菌细胞破碎
,

并浓缩细胞悬

液后制作成饵料
。

供试鱼饲养 选择健康无病
、

体重相当的卿

鱼
,

经过 饲养消除干扰因素后
,

分 组进行试

验
。

每组 尾
,

置 于相同水族箱 中
,

控制水温 为

士
。

其中 组为试验组
,

投喂添加细菌

及其代谢产物的饵料
,

组为对照组
。

投饵率为
,

每 日换一定量的新水
,

连续饲养
。

组

依次为巨大芽抱杆菌组
、

蜡状芽抱杆菌组
、

枯草芽抱

杆菌组
、

蜂房芽抱杆菌组
、

苏云金芽抱杆菌组
、

蜡状

芽抱杆菌覃状亚种组
、

皮杆菌组
、

噬菌蛙弧菌组和溶

壁微球菌组
。

菌悬液制备 对试验使用的肠形点状气单

胞菌
、

鳗弧菌
、

金黄色葡萄球菌分别接种于普通肉汤

中培养
,

平板计数法计数后再用生理盐水稀释至浓

度为 护
, ’。

于金黄色葡萄球菌
、

鳗弧菌菌悬

液中加入福尔马林灭活
。

均置 冰箱保存备

用
。

采 血 分别在投喂饵料后的第
, , ,

, ,

天取样
,

各试验组中随机取样 尾
,

尾静

脉采血
,

每尾鱼采血样
。

血清杭体效价及 酶活性测 定 取
、

上述血样置于 离心管中
,

离心
,

分离血清
。

一部分血清用灭活的金黄

色葡萄球菌
、

鳗弧菌为反应抗原
,

采用血清凝集试

验
,

测定抗体效价 另一部分血清按 检测试剂

盒说明的方法
,

用紫外分光光度计测 定 酶活

性
。

溶菌酶活性测 定 将经过 次活化的溶壁

微球菌接种于液体培养基
一

侧中
,

摇床培养
,

取出

后 离心
,

收集菌 体
。

用

一

的磷酸钾盐缓冲液 配成底物

悬液
。

、
,

按照文献〔 的方法进行测定
。

取
一

该悬液
,

与 拌 待测血清于试管中混合
,

测其 汽
、

值
。

然后将试液移人 水浴中保温
。

取出后立刻置于冰浴中
,

以终止反应
,

测其 值
。

溶菌酶活力按下式计算 一 。一 ,
,

式中
,

为溶菌酶活力 儿
、

为反应前光密度

为反应后光密度
。

白细胞悬液制备 另取 用肝素钠抗

凝的血样置于含 。
一

淋巴细胞分离液的离心管

中
,

按照文献 的方法
,

离心
,

分离白细胞
,

调整细胞浓度为
一 ’
后

,

按照

文献 〕的方法检测 白细胞活率
,

活细胞不得少于
。

铆鱼 白细 胞吞噬 活性 的 侧 定 取制备的
拌 白细胞悬液

,

参照文献 〕的方法进行吞噬

活性的测定
。

用 铆鱼吞噬细胞杀菌活性的测 定 取 拌

白细胞悬液
,

参照文献 的方法进行杀菌活性的

测定
。

结果与分析

种细菌对娜鱼血清凝集抗体效价的影晌

由表 可见
,

在饵料投喂期
,

第
, , ,

组
,

即

蜂房芽抱杆菌组
、

蜡状芽袍杆菌覃状亚种组
、

皮杆菌

组和噬菌蛙弧菌组的血清抗体效价从第 天开始均

明显提高
,

除了蜂房芽袍杆菌组的峰值出现在第

天
,

其余各组的峰值均出现于第 天 随时间的推

移
,

这 组的抗体水平均呈下降的趋势
,

其中抗体水

平以第 组最高
,

可达
,

第
,

和 组次之
,

其最高抗体水平分别为
,

和
, 。

第

组作为对照组在投喂第 天即产生稍高的抗体

水平
,

并随时间推移一直维持在该水平
。

种细菌对娜鱼 活性的影响

由表 可见
,

试验组中第
, , ,

组
,

即蜂房芽

抱杆菌组
、

蜡状芽抱杆菌覃状亚种组
、

皮杆菌组和噬

菌蛙弧菌组卿鱼的 活性很强
,

与对照组相比
,

均呈极显著性差异 尸
,

且在投喂的第 天

出现峰值
,

蜂房芽袍杆菌组峰值为 士
、

蜡状芽抱杆菌覃状亚种组峰值为 士
、

皮杆菌组峰值为 士
、

噬 菌蛙 弧 菌组 峰 值 为 士
,

随后平缓下降
。

其他组的 活性无明显

变化
。
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裹 投喂饵料后不同时间各组娜鱼的血清抗体效价

组别
投饵后时间

一

一

一

一

一

一

一

一

一

一

一

一

一

一

,

二

一

尸六

注 金黄色葡萄球菌 鳗弧菌 表中数据为几何平均数
。

夕阮优
。 勿 “

表 投喂饵料后不同时间各组柳鱼的 活性

组别 投饵后时间

士

士

士

士

士

士

士

士

士

士

士

士

士

士

士

士
书 朴

士
份

士
’

士

士

士

士

土

士
蔺 “

士

士
每 份

士
, 每

士
件 书

士

士

士

士

士

士
‘ 份

士

士
书

士
件 书

士
, 赞

士

士

士

士

士

士
臼 书

士

士
格 件

士
甘 赞

士
苍

士

士

士

士

士

士
禅

士

士 二

士
份

士
书

士

士

注 与 组相比
, ,

表示差异达显著水平 尸
, ,
表示差异达极显著水平

。

下表同
。

, 井 ,

盛

铸 关

,

种细菌对卿鱼溶菌酶活性的影响

由表 可见
,

从第 天开始
,

第
, , ,

组
,

即

蜂房芽抱杆菌组
、

蜡状芽抱杆菌覃状亚种组
、

皮杆菌

组和噬菌蛙弧菌组卿鱼的溶菌酶活性较强
,

与对照

组相比
,

均表现出显著性差异 尸 且在第

天时出现了峰值
,

与对照组相比
,

均达极显著性变化

尸
。

其他组溶菌酶活性无明显变化
。

种细菌对卿鱼白细胞吞噬活性的影响

由表 可见
,

从第 天开始
,

第
, , ,

组
,

即

蜂房芽抱杆菌组
、

蜡状芽抱杆菌覃状亚种组
、

皮杆菌

组和噬菌蛙弧菌组卿鱼的白细胞吞噬活性增强
,

其

吞噬活性与对照组相 比
,

均呈极显著性差异 尸
,

并在第 天出现峰值
。

其他组的白细胞吞噬

活性无明显变化
。
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衰 投暇饵料后不同时间各组娜鱼的溶 , 阵活性

物
、

组别
投饵后时间

朴 ,

‘ “

“

, 视

’

怪

‘

’

’ 份

转

怪

使

,

荃

冬 否

、

“

铃

“ “

赞 ,

衰 投喂饵料后不同时间各组娜鱼的离体白细胞吞噬活性
、

组别
投饵后时间

士

土

、 士

士

士

士

士

士

士

士

士

士

士 川

士

士

士
爷

士

士
’

士

土

士 士

士 士

士 士

士
决 夜

士
赞

士 土

士
份

士
衡 苍

士
势 赞

士
朴

士
件 贬

士
赞 告

士 士

士 士

士

士

士

士
听

士

士
’ ‘

士
, 《

士

士

士

土

士

士

士
件

士

士
听

士
,

士

士

士

种细菌对娜鱼吞噬细胞杀菌活性的影响

由表 可见
,

从第 天开始
,

第
, , ,

组
,

即

蜂房芽抱杆菌组
、

蜡状芽抱杆菌覃状亚种组
、

皮杆菌

组和噬菌蛙弧菌组娜鱼的吞噬细胞杀菌活性增强
,

其杀菌 活性 与对 照 组相 比
,

均呈 极 显 著性 差 异

尸
,

在第 天出现峰值
,

其他组的吞噬细

胞杀菌活性无明显变化
。

裹 投喂饵料后不同时间各组娜鱼的吞哄细胞杀菌活性
‘

,

组别
投饵后时间

士

士

土

士

士

士

士

士

士

士

士

士

士

土
赞 研

士

士
价

士
’

士
爸 论

士 〕

士

士

士

士

士
、 祷

,

士

士
朴 书

士
公 卜

士
城 卜

士

士

士

士

士

士
拓 “

士

士
份 ‘

士
资 议

士
粉 祖

士

士

士

士

士

士
食

士

土
衡 苦

士
帆 头

士
食 势

生

士

士

士

士

士
“

士

士
争 ,

士
,

士
蛋

士

士
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讨 论

近年来
,

国内外对水产养殖病害的研究主要集

中在疾病的种类
、

诊断
、

病理
、

致病菌的致病性及对

疾病的控制方面田 〕
,

而在预防方面的研究相对较

少
。

同时
,

微生物在畜禽饲料中应用较多
,

在水产养

殖中主要起水质改良等作用 ’〕
。

作为细菌细胞壁的

葡 聚 糖
、

脂 多 糖
,

、

肤聚糖
,

等可诱导人与动

物提高自身免疫力
,

具有激活水产动物非特异性免

疫系统的能力川 〕
,

细菌的代谢产物
一

甘露聚糖肤

也能提高娜鱼的免疫应答田
。

在本试验

所选的 种细菌中
,

蜂房芽抱杆菌
、

蜡状芽抱杆菌覃

状亚种
、

皮杆菌和噬菌蛙弧菌 种细菌的细胞成分

及其代谢产物的活性物质均能提高卿鱼免疫应答水

平
,

而巨大芽抱杆菌
、

蜡状芽抱杆菌
、

枯草芽抱杆菌
、

苏云金芽抱杆菌
、

溶壁微球菌均无明显作用
。

据文献

〕报道
,

芽抱杆菌属 的细胞壁成分复

杂
,

有的菌体含有伴抱晶体
,

其是一种蛋白晶体
,

具

有很强的毒性
。

芽抱杆菌属的代谢产物中含有肤类

物质
,

细菌产生的抗菌肤具有抑菌功能 皮杆菌是从

人皮肤上分离得到的一种新菌
,

细胞壁中的夹膜多

糖具有较强的毒性
,

也许可以作为激活水产动物免

疫功能的物质 噬菌蛙弧菌是一种有噬菌性质的细

菌
,

在水产养殖上对很多致病菌有溶菌作用
。

有研

究 〕表明
,

将噬菌蛙弧菌应用于防治鸡大肠杆菌

病
,

能起到明显的效果
。

在以往的研究中
,

应用于水

产养殖的细菌除灭活菌苗外
,

大多以活菌为主
。

作者

认为
,

种细菌细胞组成成分和细菌代谢产物中的

某些物质能够增强卿鱼的免疫功能
,

可能是蜂房芽

抱杆菌
、

蜡状芽抱杆菌覃状亚种代谢产物中的肤类

活性物质
,

皮杆菌的细胞壁成分 —夹膜多糖和噬
菌蛙弧菌产生大量的溶菌酶等产生作用的结果

,

具

体是哪种活性物质还有待于进一步研究
。

本试验结

果也表明
,

蜡状芽抱杆菌覃状亚种
、

蜂房芽抱杆菌
、

皮杆菌和噬菌蛙弧菌的细胞成分及其代谢产物能有

效提高卿鱼的血清凝集抗体效价
、

活性
、

溶菌

酶活性
、

白细胞吞噬活性和吞噬细胞杀菌活性
。

蜂房芽抱杆菌
、

蜡状芽抱杆菌覃状亚种
、

皮杆菌

和噬菌蛙弧菌均能使娜鱼的血清凝集抗体效价从第

天开始上升
,

第 组峰值出现在第 天
,

第
, ,

组峰值均出现在第 天
,

这有可能是细菌脂多糖

在短时间内刺激卿鱼产生较强的体液及细胞

免疫应答
,

激活免疫系统使机体的非特异性免疫在

短时间内达到较高水平造成的
。

研究
‘ 一 习发现

,

超氧化物歧化酶 活性与

生物体的免疫水平密切相关
,

对增强巨噬细胞的防

御能力和整个机体的免疫功能有重要作用
,

用来评

判免疫调节剂对机体非特异性免疫力的影响
。

投喂

蜂房芽抱杆菌
、

蜡状芽抱杆菌覃状亚种
、

皮杆菌和噬

菌蛙弧菌试验组的 活性增强
,

而其他试验组和

对照组的 活性无明显变化
,

这可能是蜂房芽袍

杆菌
、

蜡状芽抱杆菌覃状亚种
、

皮杆菌和噬菌蛙弧菌

细胞成分或其代谢产物中的活性物质刺激了卿鱼
,

从而使娜鱼体内 活性增强
。

但具体是细胞成分

还是代谢产物起作用
,

则有待于进一步的研究
。

溶菌酶 。 是一种呈抗生性的
、

由淋 巴

细胞分泌的溶解性酶
,

主要作用于革兰 氏阳性菌
十菌 及某些特定的细菌

,

其主要作用方式之一是

溶解细菌胞壁中的粘多糖
。

于 年报道
,

鱼体中溶菌酶的产生与哺乳动物相似
,

主要由嗜中

性粒 细胞 和单 核 细胞产 生
,

少量 由 巨 噬细胞 生

成阳
’〕
。

作者认为
,

可能是蜂房芽抱杆菌
、

蜡状芽抱杆

菌覃状亚种
、

皮杆菌和噬菌蛙弧菌细胞成分或代谢

产物中的生物活性物质
,

刺激了娜鱼的非特异性免

疫应答
,

由此产生了更多的嗜中性粒细胞和单核细

胞
,

进而产生了更多的溶菌酶
,

同时使溶菌酶活性增

强
。

而其他试验组的细菌及其代谢产物则不能刺激

机体产生更多的吞噬细胞
,

因而就不能产生更多的

溶菌酶
,

使其活性也不能增强
。

然而
,

细菌细胞成分

及代谢产物中的活性物质如何刺激机体的非特异性

免疫应答
,

其机理尚不清楚
,

还有待进一步的研究
。

白细胞吞噬活性
、

吞噬细胞杀菌活性是反映动

物免疫功能的重要指标之一
。

本试验中
, , ,

组

娜鱼白细胞吞噬活性
、

吞噬细胞杀菌活性增强
,

作者

认为可能是蜂房芽抱杆菌
、

蜡状芽抱杆菌覃状亚种
、

皮杆菌和噬菌蛙弧菌的细胞成分或其代谢产物中的

生物活性物质刺激机体免疫系统
,

从而产生更多的

白细胞和吞噬细胞
,

并且这两种细胞的活性均增强
。

本试验所筛选出这 种细菌的细胞成份与其代

谢产物
,

均能有效增强卿鱼的免疫功能
,

用量较少且

效果较明显
,

且作用时间快并能维持一定的时间
。

本

试验中细菌培养方法简便
、

成本低
、

周期短
,

虽然试

验未能确定有效成分的具体部位及具体化学成分
,

以及最佳投喂量
,

但为今后筛选此类微生物
,

确定有

效成分的位置和种类及分离
、

纯化工作的开展提供

了依据
,

也为用生物工程方法生产水产动物免疫增

强剂奠定了基础
。
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