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果寡糖对草鱼非特异性免疫功能的影响
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摘要 　在基础饲料中添加不同剂量的果寡糖 (每 kg 饵料含量分别为 0、0. 5、2 和 4 g) ,连续投喂 ,分别于试

验前 1 d、试验第 7 天、第 14 天、第 21 天、第 28 天、第 42 天、第 56 天检测草鱼血液白细胞吞噬活性、血清溶菌酶

活性和补体 C3 、C4的含量。结果表明 ,试验组草鱼的各免疫指标均有不同程度的提高 ,且果寡糖添加剂量为

2 g/ kg时各试验指标与对照组差异显著 ,同时优于其它两试验组 ,而且其攻毒死亡率最低。因此 ,从提高免疫力

和经济角度考虑 ,建议果寡糖添加剂量为 2 g/ kg 为宜。
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　　在水产养殖生产中 ,应用抗生素等化学方法治

疗养殖鱼类细菌性疾病是常用的手段 ,但是由此可

引发致病菌抗药性的产生、破坏环境生态及造成抗

生素污染等一系列问题[122 ] 。因此 ,增强养殖鱼类自

身免疫系统的功能 ,提高抗病力 ,已成为当前国内外

研究者探讨水产养殖动物疾病防治方法的重要途

径[3 ] 。果寡糖 (f ructooligosaccharide ,FOS) ,是指在

蔗糖 ( GF)分子上以β21 ,2 糖苷键结合数个 D2果糖

所形成的寡糖的总称。近年已有较多研究报道果寡

糖可以改善动物肠道微生态[ 4 ] 、增强蛋白质代谢[5 ] 、

促进矿物质吸收[6 ] 。有关草鱼 ( Ctenop hary ngodon

i del l us)的免疫学研究已有较多[728 ] ,笔者以草鱼为

试验对象 ,通过检测草鱼的血液白细胞吞噬活性、血

清溶菌酶活力和补体 C3 、C4 的含量 ,探讨饲料中添

加果寡糖对草鱼非特异性免疫机能的影响 ,为今后

在水产养殖中推广应用果寡糖提供依据。

　材料与方法

　供试鱼分组及其饲养管理

试验草鱼取自武汉市野芷湖渔场 ,平均体重

100 g、活泼无外伤 ,将试验鱼饲养于华中农业大学

水产养殖基地 ,待其适应环境并确认无疾病症状后 ,

开始正式试验。试验鱼随机分为 4 组 (编号分别为

A0组、A1 组、A2 组、A3 组) ,每组设 3 个重复。A0 组

为对照组 ,投喂基础饲料 ;A1组、A2 组、A3 组为试验

组 ,分别投喂果寡糖添加量为 0. 5、2、4 g/ kg 的饲

料。在整个试验期间 ,保持微流水 ,水源为曝气24 h

以上的自来水 ,水温为 (24 ±2) ℃,p H 6. 8～7. 4。

每日投饲料 2 次 (08 :30 - 09 :00 ,16 :00 - 16 :30) ,投

喂量为鱼体重的 3 %～5 %。

　饲料配方

基础饲料配方为鱼粉 (12 %) 、豆粕 (25 %) 、菜粕

(30 %) 、面粉 ( 27 %) 、豆油 ( 2. 2 %) 、磷酸二氢钙

(2 %) 、羧甲基纤维素 (1 %) 、食盐 (0. 2 %) 、氯化胆碱

(0. 2 %) 、复合维生素 ( 0. 1 %) 和复合矿物盐

(0. 3 %) 。其中的复合维生素为 (每千克含 ) VA

650. 0 万 IU , VD3 450. 0 万 IU , VC 120. 0 g , V E

25. 0 g ,V K3 5. 0 g , VB1 12. 5 g , VB2 12. 5 g ,VB6

15. 0 g ,VB12 25 mg ,烟酸 50 g ,泛酸 40 g ,肌醇75 g ,

叶酸 2. 5 g ,生物素 80 mg。复合矿物盐为 (质量分

数) :NaCl (1 %) 、MgSO4 ·7 H2 O (15 %) 、Na H2 PO4

·2 H2 O (25 %) 、AlCl3 ·6 H2 O (0. 06 %) 、KH2 PO4

(32 %) 、Ca ( H2 PO4 ) 2 ·H2 O ( 20 %) 、C6 H5 FeO7 ·

10 H2 O ( 2. 5 %) 、CaC6 H10 O6 ·5 H2 O (3. 5 %) 、

ZnSO4 ·7 H2 O (0. 353 %) 、MnSO4 ·4 H2 O (0. 162 %) 、

CuSO4 ·5 H2 O (0. 031 %) 、CoCl2 ·6 H2 O (0. 001 %) 、

KIO3 ·6 H2 O (0. 003 %) 、纤维素 (0. 39 %) 。饲料各营

养成分含量为 :粗蛋白 33. 28 %、粗脂肪 6. 89 %、水
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分 10. 59 %、灰分 7. 52 %。果寡糖来自广州微生物

研究所 ,该产品主要活性成份为果寡三糖、果寡四

糖、果寡五糖 (总含量 ≥90 %) 。

　采 　血

于开始投喂果寡糖前 1 d (第 0 天) 和开始投喂

果寡糖后的第 7、14、21、28、42 和 56 天 ,分别从各平

行组取 5 尾供试鱼 ,尾静脉取血 ,将每尾鱼的血液分

成 2 份 ,其中 1 份以 1 %肝素抗凝 ,制备抗凝血 ,供

检测血液白细胞吞噬活性 ;将另 1 份血液首先在

4 ℃冰箱放置 4 h ,于 4 ℃条件下以 3 500 r/ min 离

心 10 min ,收集上层血清 ,在 4 ℃冰箱中保存备用。

　吞噬原 2 的制备

将金黄色葡萄球菌 ( S t a p hy lococcus aureus) 接

种在 FWA 培养基中 ,37 ℃培养 24 h 后离心集菌。

在菌悬液中加入终浓度为 0. 5 %的福尔马林 ,37 ℃

灭活 24 h ,并用无菌生理盐水离心洗涤 2 次 ,并将其

浓度调整至 1. 0 ×108个/ mL ,经过平皿法证实其完

全灭活后 ,置 4 ℃冰箱中保存备用。

　白细胞吞噬活性的测定

在 200μL 抗凝血中加入 50μL F2SA ,轻轻摇

匀 ,在 28 ℃的恒温水浴锅中孵育 1 h ,每隔 10 min

摇动 1 次。用吸管吸取血细胞涂片 ,每个样品涂 5

张 ,自然晾干后用甲醇固定 3 min , Wright2Giemsa

染色液染 6 min ,迅速用蒸馏水冲洗后风干 ,油镜观

察 ,并依下式计算白细胞吞噬百分比 (p hagocytic

percentage ,PP)和吞噬指数 (p hagocytic index ,PI) 。

吞噬百分比 ( %) = (100 个吞噬细胞中参与吞

噬的细胞数/ 100) ×100

吞噬指数 = 吞噬细胞内总菌数/ 参与吞噬的吞

噬细胞数

　血清溶菌酶活性的测定

以溶壁微球菌 ( M icrococcus l ysodei kt icus)冻干

粉 (Sigma 公司产品) 为底物 ,按下列步骤进行 :用

1/ 15 mol/ L p H = 6. 4 的磷酸盐缓冲液 ( PBS) 配底

物悬液 ( D570 nm = 0. 3～0. 5) 。取 3 mL 悬液于试管

内 ,加入 50μL 待测血清混匀 ,测其在 570 nm 处的

吸光值 D0 。然后将试管移入 37 ℃水浴中温育 30

min ,取出后立即置于冰浴中 10 min 以终止反应 ,测

其 570 nm 处的吸光值 D。按公式计算溶菌酶的活

性 :U = ( D0 - D) / D0 。

　补体 和 含量的测定

采用补体 C3和 C4试剂盒 (上海玉兰生物技术有

限公司)测定 ,方法参照试剂盒上的说明进行。

　攻 　毒

投喂试验饲料 56 d 后 ,各组草鱼按每千克体重

1. 0 ×108个的注射量 ,经胸鳍基部注射病原性嗜水

气单胞菌 ( A eromonas hy d rop hi l a) ,饲养观察 14 d。

对攻毒死亡的鱼体进行解剖并分离致病菌 ,判断是

否由致病菌感染致死 ,统计各组的死亡率。

　数据统计与分析

试验数据通过 STA TISTICA6. 0 软件进行处

理 ,包括对数据进行单因素方差分析和邓肯检验。

　结果与分析

　不同添加量果寡糖对草鱼血液白细胞吞噬活

性的影响

　　投喂果寡糖后 ,草鱼白细胞吞噬百分比 ( PP) 呈

现明显的剂量和时间关系 ,A1 (0. 5 g/ kg) 组在试验

的第 42 天后 ,PP 值显著高于对照组 ;A2 (2. 0 g/ kg)

组、A3 (4. 0 g/ kg)组的 PP 分别在第 7 天与第 21 天

开始显著高于对照组 ,且 A2组与其它试验组的差异

明显。白细胞吞噬指数 ( PI)也有类似的变化 ,但 A1

和 A3组在第 42 天或第 56 天时与对照组的差异不

显著 ,详见图 1 和图 2。

图 1 　投喂果寡糖后草鱼白细胞吞噬百分比的变化

Fig. 1 　Variations of the phagocytic percentage of leukocyte s

of C. idellus after feeding fructooligosaccharides

图 2 　投喂果寡糖后草鱼白细胞吞噬指数的变化

Fig. 2 　Variations of the phagocytic index of leukocyte s of

C. idellus after feeding fructooligosaccharide s
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　不同添加量果寡糖对草鱼血清溶菌酶活性的

影响

　　投喂果寡糖后 ,A1 组、A3 组草鱼血清溶菌酶活

性从第 14 天开始均显著高于对照组 (A3组在第 21

天除外) ;A2组从第 7 天开始就显著高于对照组 ,同

时也显著高于其它试验组。详见图 3。

图 3 　投喂果寡糖后草鱼血清溶菌酶活性的变化

Fig. 3 　Influence of the lysozyme activity in serum of

C. idellus after feeding fructooligo saccharide s

　不同添加量果寡糖对草鱼血清补体 、 含

量的影响

　　投喂果寡糖对草鱼血清补体 C3 含量的影响结

果见图 4。A1组在整个试验期间与对照组差异不显

著 ,A3组除在第 21 天与对照组差异显著外 ,其余各

时间差异均不显著 ,A2组在第 7～56 天与对照组间

均有显著差异。草鱼血清补体C4 的含量变化与C3

图 4 　投喂果寡糖后草鱼血清补体 C3 含量的变化

Fig. 4 　Influence of the content of serum conmplement C3 in

serum of C. idellus after feeding fructooligosaccharides

图 5 　投喂果寡糖后草鱼血清补体 C4 含量的变化

Fig. 5 　Influence of the content of serum complement C4 in

serum of C. idellus after feeding fructooligosaccharides

含量的变化相似 ,A2组从第 7 天开始显著高于对照

组 ,其它各组间均无显著差异 ,详见图 5。

　攻毒后的死亡率

试验鱼经嗜水气单胞菌活菌攻毒 14 d 后 ,投喂

基础饲料的对照组 ( A0 ) 和投喂果寡糖剂量 0. 5

g/ kg饲料的试验组 (A1 )草鱼死亡率最高 ,累计达到

46. 7 % ,其次是投喂果寡糖剂量 4 g/ kg 饲料的试验

组 (A3 ) ,为 40. 0 %。投喂果寡糖剂量 2 g/ kg 饲料

的试验组 (A2 )死亡率最低 ,为 33. 3 %。

　讨　论

果寡糖为β21 ,22糖苷键连接而形成的低聚糖 ,

由于动物消化道内缺乏相应的降解酶类 ,被动物采

食后 ,以未完全降解的形式进入消化道后段 ,并选择

性地被双歧杆菌等利用 ,形成能被动物吸收利用的

生物蛋白及一些挥发性的短链脂肪酸 ( SCFA) 和乳

酸 ,降低肠道 p H ,阻止病原菌及腐败菌在肠内的定

植 ,减少疫病的发生[9 ] 。除了作为免疫佐剂直接参

与机体细胞免疫和体液免疫调节 ,果寡糖也可促进

肠道双歧杆菌的增殖[ 10 ] ,而双歧杆菌具有良好的免

疫活性 ,可以激活机体吞噬细胞的吞噬能力 ,并促进

与抗氧化有关的 Ca、Zn、Se 等矿物微量元素的吸

收 ,加强非特异性免疫。有研究表明 ,牛蒡寡糖能有

效地提高大菱鲆白细胞的吞噬活性[11 ] ;甘露寡糖能

够提高大西洋鲇嗜中性粒细胞的吞噬活性[12 ] ,提高

鲑鱼苗抗鲑气单胞菌 ( A erom anas sal monici d a) 的

能力[13 ] ,提高奥尼罗非鱼的非特异性免疫功能[14 ] 。

本试验结果表明 ,果寡糖添加量为 2 g/ kg 时 ,

试验第 14 天开始草鱼白细胞吞噬活性显著高于对

照组 ,其血清溶菌酶活性 ,血清补体 C3 、C4含量 ,第 7

天开始显著高于对照组 ,草鱼抗病原性嗜水气单胞

菌感染的能力增强。当添加剂量为 0. 5 g/ kg 时 ,供

试鱼白细胞吞噬活性和补体 C3 、C4含量均无显著提

高 ,攻毒效果和对照组相同。果寡糖的添加要采用

适宜的剂量 ,添加量不足 ,起不到使用效果。当添加

剂量为 4 g/ kg 时 ,其活性并没有高于剂量为 2 g/ kg

的试验组 ,而是和 A1 组差异不显著。有研究表明 ,

免疫刺激剂的用量与免疫刺激作用不存在正相

关[15 ] 。原因可能是过量的果寡糖 ,使消化道后部寄

生的微生物发酵过度 [ 16 ] ,限制了肠道部分有益菌

的增殖 ,进而影响到机体的免疫机能。本试验结

果提示果寡糖在草鱼饲料中的添加量以 2 g/ kg 为

宜。
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Effect of Fructooligosaccharides on Non2Specif ic

Immunity of Ctenop ha r yngodon idel l us

L U Ming2miao 　CH EN Xiao2xuan 　WU Zhi2xin 　YI Chun2long 　L I Xue2zhu

Col lege of Fisheries , H uaz hong A g ricul t ural Uni versi t y , W uhan 430070 , Chi na

Abstract 　In order to study t he effect of f ructooligosaccharides on non2specific immunity of Cteno2
p hary n godon i del l us ,t he fish were fed wit h diet s containing f ructooligosaccharides 0 ,0. 5 ,2 and 4 g/ kg

respectively for 56 days. Phagocytic activity of leukocytes ,lysozyme activity and t he content of comple2
ment C3 and C4 in serum were studied on 0 ,7t h ,14t h ,21st ,28t h ,42nd and 56t h day. The result s showed

t hat t he immune indexes of experiment group s were markedly enhanced ,especially in the group of 2 g/ kg

f ructooligosaccharides in diet ( P < 0 . 05) . The group wit h 2 g/ kg addition in diet had lower mortality

t han the other group s. We suggested t hat 2 g/ kg addition was suitable f rom t he aspect s of immunity and

economy.

Key words 　ructooligosaccharides ; Ctenop hary n godon i del l us ; p haogocytic activity ; lysozyme ; ser2
um complement
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