
第 2卷 第 3期

2 0 09年  5月

水生 态 学 杂 志

Journal o fH ydroecology

 V o.l 2, N o. 3

 M ay, 2009

  收稿日期: 2008- 01- 06

基金项目: 动物营养与饲料科学湖北省重点实验室开放基金

( 2006A002 )。

作者简介: 王锐, 1974年生, 女,河北吴桥人,讲师, 主要从事水

产动物营养方面的研究。E - m ai:l z jgfeixiang@ 163. com.

外源核苷酸对异育银鲫幼鱼非特异性免疫的影响
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摘要: 以异育银鲫幼鱼为试验对象,研究不同水平外源核苷酸对其非特异性免疫的影响。试验分为 4组,在基础

饲料中分别添加 0. 0% (空白组 )、0. 02%、0. 05%和 0. 10%的外源核苷酸, 每组设 3个的重复,每个重复 40尾鱼。

试验鱼体初始体重为 1. 03 g左右,每天饱食投喂 2次, 试验时间 70 d。试验结束分别测定了添加 0. 0%、0. 02%、

0. 05%和 0. 10%外源核苷酸的各组非特异性免疫指标, 头肾指数分别为 0. 30% ? 0101%、0141% ? 0. 01%、

0151% ? 0. 02%和 0. 47% ? 0. 01% ; 脾脏指数分别为 0. 23% ? 0. 01%、0. 31% ? 0. 02%、0. 37% ? 0. 01% 和

0137% ? 0. 03% ;白细胞数目分别为 ( 4. 74 ? 0. 71) @ 1011个 /mL、( 6. 32 ? 0. 18) @ 1011个 /mL、( 6. 56 ? 0. 12) @ 1011

个 /mL和 ( 6. 74 ? 0. 32) @ 1011个 /mL; 吞噬百分比分别为 76. 67% ? 2. 03%、85. 67% ? 1. 33%、831 67% ? 31 48%

和 791 00% ? 2. 00% ; 吞噬指数分别为 ( 2. 58 ? 0. 34)、( 2. 99 ? 0. 11)、( 3. 93 ? 0. 11)和 ( 3. 21 ? 01 17); 溶菌酶活力

分别为 ( 0. 33 ? 0. 01)、( 0. 42 ? 0. 01)、( 0. 39 ? 0. 01)和 ( 0. 38 ? 0. 01)。结果表明 ,在异育银鲫幼鱼日粮中添加

0105%外源核苷酸能够显著提高其机体的非特异性免疫功能 (P < 0. 05)。
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  核苷酸是动物体内一种重要的低分子化合物,

对动物体的胃肠道功能、机体免疫系统、机体抗氧化

功能以及动物的生产性能等很多方面有着重要影

响,被认为是一种新型的饲料添加剂 ( Peng L i&

DelbertM, 2006)。外源核苷酸能刺激动物的特异

性、非特异性免疫反应,影响与免疫有关细胞的发生

与分化。关于核苷酸对动物的免疫功能影响的报道

比较多,陈忠科等 ( 2001)试验发现, RNA及其降解

物能显著提高小鼠巨噬细胞吞噬率、吞噬指数和溶

血素溶血能力,但日粮中补充核苷酸混合物是否影

响异育银鲫幼鱼的非特异性免疫机能未见报道。本

试验研究外源核苷酸对异育银鲫幼鱼非特异性免疫

的影响,为今后在水产养殖中推广应用提供参考。

1 材料与方法

1. 1 饲养条件

试验在室内循环水养殖系统的 12个钢化玻璃

缸中进行。每个圆柱形玻璃缸直径 80 cm, 水容积

250 L;每缸注水速度为 10 L /m in。饲养期间,水温

变动范围是 28~ 31e , 氨氮浓度小于 0. 5 m g /L,溶

氧大于 5. 0 m g /L, pH值约为 6. 9。

1. 2 试验饲料
5种核苷酸 AM P、UMP、CM P、IM P、GM P购自山

东凯盛生物化工有限公司, 纯度都在 99%以上; 等

量混匀后,在基础日粮中分别添加 0. 02%、0. 05%、

0. 10%。基础饲料配方列于表 1。试验饲料用微型

制粒机制粒,破碎成 3 mm的颗粒料,备用。

1. 3 试验鱼的饲养
异育银鲫由中国科学院水生生物研究所关桥渔

场提供。在暂养池中驯养 2周后, 随机选取体质健

康、规格均匀的个体, 称重后放入实验缸中, 试验鱼

初始体重为 1. 05 g左右, 每缸放 40尾, 将 4种饲料

随机投喂 12缸鱼,每种饲料 3个重复。试验期间,

每天 9B 00和 15B 00各饱食投喂 1次。实验持续

70 d, 试验鱼终末体重为 3. 81~ 5107 g。

1. 4 样品采集

试验结束时,将鱼饥饿 24h后每缸取样 5尾, 称

重, 尾静脉取血,然后在冰盘中解剖, 取出头肾和脾

脏称重。将每尾鱼的血液分为 2份,其中 1份血液

首先在室温下静置 1 h待其凝固, 置 4e 冰箱保持 4

h,于 4e 条件下以 4 000 r/m in离心 10 m in,收集血

清用于溶菌酶测定; 另一份用肝素抗凝, 制备抗凝

血, 供测定白细胞数目和吞噬细胞吞噬活性。

1. 5 头肾指数和脾脏指数的计算

头肾指数 =个体头肾重量 /个体重量 @ 100%

脾脏指数 =个体脾脏重量 /个体重量 @ 100%



1. 6 白细胞数目计数
取 20LL抗凝血加入盛有 38LL白细胞稀释液

的离心管中, 待红细胞全部溶解后, 吸取白细胞悬

液,在光学显微镜下用血球计数板计数白细胞总数,

每尾鱼观察计数 3个视野, 再计算 15尾鱼平均 1个

视野中白细胞的数目。

1. 7 吞噬细胞吞噬功能的测定

参考罗琳等 ( 2001)的方法。在 0. 2 mL抗凝血

中加入 0. 1 mL F- SA,摇匀,在 28e 的恒温水浴锅

中孵育 45 m in, 每隔 10 m in摇动 1次。用吸管吸取

血细胞涂片,每个样品涂 3张,用甲醇固定 10 m in,

G iem sa染色液染 1 h,水洗风干后镜检 并依下式计

算白细胞吞噬百分比 ( phagocyt ic percentage, PP)和

吞噬指数 ( phagocyt ic index, PI)。

吞噬百分比 ( PP) = ( 100个吞噬细胞中参与吞

噬的细胞数 /100) @ 100%

吞噬指数 ( P I) =吞噬细胞内的细菌总数 /参与

吞噬的吞噬细胞数

1. 8 溶菌酶活力的测定

依简纪常和吴灶和 ( 2002)的方法进行。用

01067 m o l/ /L的磷酸缓冲液 ( PBS, pH 6. 4)将溶壁

微球菌粉 (购于南京建成生物工程研究所 )配制成

0. 2 m g /m L的菌悬液。每个样品取 3. 0 mL菌悬液,

吸取血清 0. 04 mL加入到菌悬液中, 混匀后立刻在

540 nm下测定 A 0值。然后在 28e 水浴中温育 30

m in,取出后置于 4e 冰浴中终止反应,再测定 A值。

按公式计算溶菌酶的活性: U = (A 0 - A ) /A 0

表 1 异育银鲫基础饲料配方及化学组成

Tab. 1 Form ulation and chem ical

composition of d iets for gibe l carp

饲料原料 干物质含量 /% 成分 干物质含量 /%

大豆粕 44. 10 水分 9. 10

次粉 24. 40 粗蛋白 34. 67

棉籽粕 10. 00 粗脂肪 6. 69

菜籽粕 8. 00 灰分 8. 56

鱼粉 5. 00

植物油 3. 00

膨润土 1. 80

磷酸二氢钙 1. 50

粘合剂 0. 50

胆碱 0. 30

食盐 0. 20

三氧化二铬 0. 20

预混料 1. 00

  注:饲料化学成分为实测值。

1. 9 数据处理

日粮中添加外源核苷酸对鱼体非特异性免疫的

影响采用单因素方差分析 ( ANOVA )和 Duncancs多

重比较, 显著水平以 P < 0. 05计。统计分析使用

SPSS完成。

2 结果与分析

2. 1 头肾指数和脾脏指数

由表 2可知, 添加外源核苷酸的试验组头肾指

数均显著高于空白组 (P < 0105 ), 0. 05% 组最高,

0110%组次之, 且 2组又显著高于 0. 02%组 ( P <

0105)。脾脏指数也表现为添加外源核苷酸的试验

组均显著高于空白组 (P < 0105 ), 但 3个试验组之

间差异不显著 ( P > 0. 05)。就头肾指数而言,

0102%、0105% 和 0110% 组分别比空白组提高了

3617%、70. 0%、56. 7%; 同样, 0102%、0105% 和

0110%组脾脏指数分别比空白组提高了 3418%、

6019%、6019%。因而可以看出,日粮中添加核苷酸

有助于免疫器官的发育。

2. 2 吞噬指数

添加外源核苷酸的试验组白细胞数目均显著高

于空白组 (P < 0105)。同时, 0102% 组的吞噬细胞

百分数最高, 显著高于空白组 ( P < 0105) , 但是

0105%和 0110%组和空白组相比差异不显著 (P >

0105)。在吞噬指数方面, 0105%组显著高于其它 3

组, 比空白组提高了 5213%, 说明添加 0105%组的

外源核苷酸可以增强异育银鲫幼鱼吞噬细胞的吞噬

能力。

2. 3 溶菌酶活性

添加外源核苷酸的试验组血清溶菌酶活性均显

著高于空白组 (P < 0. 05), 0. 05%组最高, 0. 10%组

次之, 且 2组又显著高于 0102% 组 ( P < 0. 05 ),

0102%、0. 05% 和 0. 10% 组分别比空白组提高了

2713%、18. 2%、15. 2%。试验结果表明, 日粮中添

加核苷酸明显地提高了异育银鲫幼鱼血清溶菌酶的

活力,从而增强了鱼的非特异性免疫功能以及抵抗

病原微生物感染的能力。

3 讨论

核苷酸是生物体内重要的低分子化合物, 具有

许多生理功能,除作为 DNA、RNA的前体,也作为生

理、生化过程的调节物质参与体内物质代谢。动物

机体能够由内源合成各种核苷酸, 而缺乏时不表现

典型的缺乏症。但近年来的许多研究表明, 当机体

迅速生长或受到免疫挑战时,一些器官和组织如肠、

淋巴、骨髓细胞合成的核苷酸不能满足人与动物组
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织和细胞代谢的需要, 需补充外源核苷酸以保证其

组织生长和正常功能。本研究结果表明, 在异育银

鲫幼鱼饲料中添加核苷酸, 经过 10周的饲喂试验,

试验组异育银鲫免疫器官的发育优于空白组。这与

施用晖等 ( 2000)的肉雏鸡试验结果一致。

表 2 不同外源核苷酸含量对异育银鲫幼鱼非特异性免疫机能的影响

Tab. 2 Effec t of exogenous nucleotide leve l on non- specif ic immun ity of juven ile gibe l carp

项目 空白组 0. 02%组 0. 05%组 0. 10%组

头肾指数 /% 0. 30 ? 0. 01c 0. 41 ? 0. 01b 0. 51 ? 0. 02a 0. 47 ? 0. 01a

脾脏指数 /% 0. 23 ? 0. 01b 0. 31 ? 0. 02a 0. 37 ? 0. 01a 0. 37 ? 0. 03a

白细胞数目 / @ 1011个# mL- 1 4. 74 ? 0. 71b 6. 32 ? 0. 18a 6. 56 ? 0. 12a 6. 74 ? 0. 32a

吞噬百分比 /% 76. 67 ? 2. 03b 85. 67 ? 1. 33a 83. 67 ? 3. 48ab 79. 00 ? 2. 00ab

吞噬指数 2. 58 ? 0. 34b 2. 99 ? 0. 11b 3. 93 ? 0. 11a 3. 21 ? 0. 17b

溶菌酶活力 0. 33 ? 0. 01c 0. 42 ? 0. 01a 0. 39 ? 0. 01b 0. 38 ? 0. 01b

  注:右上角标有不同英文字母的数据之间的差异具有显著性 (P < 0. 05)。

  在鱼类血细胞中, 吞噬细胞、中性粒细胞、巨噬

细胞都具有吞噬异物的能力,是鱼类非特异性免疫

的主要指标之一,它们的数量和吞噬能力的高低可

直接反映出鱼类非特异性免疫能力的大小, 因此起

着至关重要的作用。核苷酸通过对巨噬细胞吞噬作

用的影响,从而提高机体的非特异性免疫机能。Sa-

ka iM等 ( 2001)用核苷酸在鲤鱼中的应用发现, 外

源核苷酸能增强溶菌酶的活性和巨噬细胞的吞噬作

用; Peng L等 ( 2004)报道, 饲料中添加核苷酸的石

斑鱼, 其血液中的氧化因子含量较未添加核苷酸的

要高。本研究结果表明, 在异育银鲫幼鱼饲料中添

加核苷酸,血液中白细胞数目显著高于空白组 (P <

0. 05),细胞的吞噬能力也得到加强。

溶菌酶是鱼类血清中极为重要的非特异性免疫

指标之一,溶菌酶主要针对革兰氏阳性菌发挥作用,

对一些革兰氏阴性菌如伤寒杆菌、嗜水气单胞菌等

也有作用,在防御病原入侵上起着重要作用。溶菌

酶活力的增大, 可增加溶菌酶溶解细菌的能力。因

而,本研究中用核苷酸添加到饲料中饲喂异育银鲫

幼鱼后,研究了血清中溶菌酶活力的变化,表明添加

核苷酸的试验组血清溶菌酶活性均显著高于空白组

(P < 0. 05)。在集约化养殖条件下, 许多生理性应

激都能诱导鱼类释放皮质醇,从而使其免疫功能受

到抑制。一些学者研究证明,接种疫苗和感染疾病

后的免疫细胞分化需要额外补充核苷酸。饲料中添

加外源核苷酸后,能提高大西洋鲑、银大麻哈鱼、虹

鳟和鲤的存活率、抗病力、吞噬能力、血清补体活力

和溶菌酶活力 (许群和王安利, 2004)。

对于外源核苷酸影响机体免疫功能的机理还不

是很清楚,可能是外源核苷酸进入体内的核苷酸池

供白细胞利用, 从而提高了机体的免疫力。由于白

细胞在体内的代谢周期短, 因而对核苷酸的需求量

大; 还可能是通过促进骨髓内巨噬细胞的发育,以提

高细胞和体液免疫反应能力,从而增强了免疫作用。

在外源核苷酸作为饲料添加剂方面还存在着许多值

得深入探讨的问题,例如动物在不同生长发育阶段

对核苷酸的需求量、食物和饲料的核苷酸含量及其

吸收代谢以及核苷酸添加量等。本试验结果表明,

日粮中添加外源核苷酸有助于异育银鲫幼鱼非特异

性免疫的提高, 综合各个指标,初步认为 0105%的

添加水平比较适宜。
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Effect of ExogenousNucleotide on Non-specific ImmuneR esponses of

JuvenileG ibel Carp (Carass ius auratus g ibelio)

WANG Ru,i ZHUANG Jian-q iao, ZHU H u -i ling, HUANG Feng, YANG Shun-y i

(H ube i Feed Eng ineering Technology R esearch Center, W uhan H ube i 430023, Ch ina)

Abstract: A grow th trialw as conducted to invest igate the effect of exogenous nucleo tide on the non-specific immune

responses of juvenile g ibel carp(Carassius auratus g ibelio ). Four diets w ere form ulated to contain four dietary nu-

cleotide levels ( 010% , 0. 02%, 0. 05% and 0. 1% of dry die,t respect ively) . T r iplicate g roups o f 40 fishes ( aver-

age w eight 1. 03 g) w ere stocked and fed to apparent sat iation tw ice daily for 70 days. A fter the g row th tria,l the

indexes o f non-specific imm unityw ere determ ined to eva luate the effects of the four diets containing the d ifferent ex-

ogenous nuc leot ide contents ( 010% , 0. 02%, 0. 05% and 0. 1% of dry die,t respectively) for g ibe l carp. The

head kidney indexes w ere 0. 30% ? 0. 01% , 0. 41% ? 0. 01% , 0. 51% ? 0. 02% and 0. 47% ? 0. 01% respective-

ly; The sp leen indexesw ere 0. 23% ? 0. 01%, 0. 31% ? 0. 02%, 0. 37% ? 0. 01% and 0. 37% ? 0. 03% separate-

ly; The leucocyte num bers w ere ( 4. 74 ? 0. 71) @10
11

ce lls/mL, ( 6. 32 ? 0. 18) @ 10
11

ce lls/mL, ( 6. 56 ? 0. 12)

@ 10
11

cells/mL and ( 6. 74 ? 0. 32) @ 10
11

cells/mL respect ively; The phagocy tic percentages w ere 76167% ?
2103%, 85167% ? 1. 33% , 83. 67% ? 3. 48% and 79. 00% ? 2. 00% separately; The phagocytic indexes w ere

( 2158 ? 0134), ( 2. 99 ? 0. 11), ( 3. 93 ? 0. 11) and ( 3. 21 ? 0. 17) respective ly; The lysozym e activ ities w ere

( 0133 ? 0101), ( 0. 42 ? 0. 01) , ( 0. 39 ? 0101) and ( 0. 38 ? 0101) separately. In conc lusion, the supplem enta-

t ion of 0105% exogenous nuc leot ides in aquacu lture diets sign ificantly enhanced non-spec ific imm une responses o f

juvenile g ibel carp(P < 0. 05) .

Key words: Nucleotide; Non-specific imm un ity; G ibel carp
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