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摘要: 1 500尾大黄鱼 (P seudo sciaena crocea )随机分为 5个处理, 分别饲喂冰鲜鱼 ( D1组 )、添加 5% 鱼油日粮 ( D2

组 )、共轭亚油酸 ( CLA )水平为 1% ( D3组 )、2% ( D4组 )、4% ( D5组 )日粮。饲喂 10周后, 通过测定脾脏重、脾体

指数、溶菌酶、补体 C3、C4、免疫球蛋白 IgM浓度等免疫指标, 研究不同水平 CLA日粮对大黄鱼免疫功能的影响。

结果表明,在大黄鱼日粮中添加 CLA可以影响其免疫器官 -脾脏,添加 CLA组使得大黄鱼脾体指数高于未添加

CLA的对照组。虽然日粮中添加 CLA对于补体 C3、C4没有显著影响,但是对于溶菌酶和免疫球蛋白 IgM有明显

的影响。在大黄鱼日粮中添加 CLA可以在一定程度上改善大黄鱼的免疫性能, 对于其抗细菌、抗病毒能力有一

定提高。
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  在影响动物免疫功能的各因素中, 营养是最重

要和最易调控的因子。利用营养学方法提高鱼类的

免疫和抗病力, 是实现健康养殖、生产绿色水产品、

保证水产养殖业可持续发展的重要途径。脂肪酸作

为鱼类必需的能量和营养物质之一, 具有重要的生

物学作用和生理学调控功能,其种类和数量对鱼类

免疫系统的调节作用机制也逐渐被人们所揭示,但

研究资料较少。而共轭亚油酸 ( CLA)正是这样一种

具有重要生物功能的不饱和脂肪酸。目前, CLA在

鱼类上的研究相对较少, 尤其是其对大黄鱼

(P seudosciaena crocea )的免疫功能影响的研究, 未见

相关报道。因此,本试验用大黄鱼作为研究对象,探

讨饲喂 CLA日粮对大黄鱼免疫功能的影响, 以期进

一步探明其在动物体内的作用机制, 并为 CLA在大

黄鱼生产中的应用开发提供必要的理论依据。

1 材料与方法

1. 1 试验用 CLA

CLA邮购自青岛澳海生物有限公司, 批号为

20070516, 物理性状为淡黄色油状液体; CLA含量为

80% ,其中 c is- 9、tran - 11和 trans- 10、cis- 12的

含量为 37. 7%和 39. 5%。铅含量为 0. 22mg /kg;霉

菌和酵母菌总数小于 10CFU /g,大肠杆菌、葡萄球菌

和沙门氏菌均未检出。

1. 2 试验设计与饲养管理
采用单因素设计, 在日粮中分别用 0%、1%、

2%和 4%的共轭亚油酸代替鱼油饲喂 1龄大黄鱼。

试验共分为 4组,每组设 2个重复 (表 1)。

表 1 单因子随机区组设计试验方案

Tab. 1 Experim en t program designed

by random ized b lock

组别 预饲期 ( 14 d) 正式期 ( 70 d)

D1 冰鲜鱼 冰鲜鱼

D2 日粮 + 5%鱼油 日粮 + 5%鱼油

D3 日粮 + 4%鱼油 + 1% CLA 日粮 + 4%鱼油 + 1% CLA

D4 日粮 + 2%鱼油 + 2% CLA 日粮 + 2%鱼油 + 2% CLA

D5 日粮 + 1%鱼油 + 4% CLA 日粮 + 1%鱼油 + 4% CLA

  试验在浙江省象山港凤凰礁渔场 (象山市黄避

岙乡 )进行, 1 500尾大黄鱼捕捞自该渔场同一网

箱, 分别放入 10个网箱 ( 3 m @ 3 m @ 3 m ), 随机分

成 5组 ( D1~ D5) ,每组 2个重复。放养密度为 150

尾 /箱,每个网箱代表 1个重复。各个网箱中大黄鱼

的总体重基本相同,以保证各网箱间不存在显著差

异, 大黄鱼平均体重为 150 g。适应期后,每天投饲

2次 ( 4B 30和 16B 00) , 按照分组对网箱进行依次

投喂,直到大黄鱼不吃饲料为为止,投喂时间大约持

续 40 m in。试验为期 10周, 期间水温 22~ 29e , 盐

度 38。



1. 3 主要试剂与仪器
1. 3. 1 试剂  免疫球蛋白 IgM定量测定试剂盒购

于上海科华生物工程股份有限公司;补体 C3和 C4

试剂盒均购于上海北海生物技术工程有限公司;溶

菌酶检测试剂盒购自南京建成生物工程研究所。

1. 3. 2 仪器  北京产紫外 /可见光分光光度计 TU

- 1900; 高速冰冻离心机为德国 Herm le公司产品

( Z323k)。

1. 4 样品收集和保存

生长试验结束后,对试验鱼饥饿 24 h,然后分别

从每个试验组随机捕捞 20尾 (每个重复 10尾 ) ,记

录每条鱼的重量,然后进行血样、脾脏采集。

试验鱼通过尾椎静脉采取血样。每尾鱼的血样

分别放置在 4e 静置 12h后, 4e 、3 000 g离心 15

m in,取其上清液 (即为血清 ), 贮存于 - 70e 备用。

将脾脏完整取出,小心剔除表面的结缔组织等附着

物并称重。

1. 5 测定方法

1. 5. 1 免疫球蛋白 IgM 测定  采用上海科华生物
工程股份有限公司试剂盒之免疫比浊法进行; 主要

仪器为北京产紫外 /可见光分光光度计 TU - 1900。

1. 5. 2 补体 C3、C4测定  采用上海北海生物技术

工程有限公司试剂盒;主要仪器为北京产紫外 /可见

光分光光度计 TU - 1900。

1. 5. 3 溶菌酶测定  采用南京建成生物工程研究

所生产的试剂盒;主要仪器为北京产紫外 /可见光分

光光度计 TU - 1900。

1. 5. 4 脾体指数计算  脾体指数 =脾脏重 ( g ) /体

重 ( g) @ 100%

1. 6 试验数据分析

采用 SPSS 15. 0软件对所得数据进行方差分

析,若差异显著,则进行 Tukey多重比较法检验各组

数据间的差异性, 显著性水平为 P < 0. 05。数据采

集用平均值 ?标准差表示 ( n= 5)。

2 结果

2. 1 不同 CLA水平对大黄鱼脾脏重和脾体指数

的影响

由表 2可知,摄食不同水平 CLA饲料 10周后,

在 5个试验组中, D1组大黄鱼脾脏重和脾体指数均

为最高, D2组脾脏重和脾体指数均为最低。其中

D1组大黄鱼脾脏重极显著高于 D2组 ( P < 0. 01),

显著高于其它各组 ( P < 0. 05); 脾脏指数显著高于

D2组 (P < 0. 05)。D4、D5组大黄鱼脾体指数也显

著高于 D2组 (P < 0. 05)。

2. 2 不同 CLA水平对大黄鱼溶菌酶、C3、C4和免

疫球蛋白 IgM的影响

由表 3可知,摄食不同 CLA水平饲料 10周后,

D2组大黄鱼溶菌酶、补体 C3、C4含量均为最低, 溶

菌酶含量一项, D5组大黄鱼极显著高于 D2组 (P <

0. 01) , D4组显著高于 D2组 (P< 0. 05), D1、D3、D4

和 D5组之间没有显著差异; 而补体 C3、C4在 D1~

D5组之间都没有显著差异。 IgM为 D4组最高, D4

组显著高于 D2组 (P< 0. 05),极显著高于其它各组

(P < 0. 01)。而 D1、D2、D3、D5组之间没有显著差

异。

表 2 日粮 CLA水平对大黄鱼脾脏重和脾体指数的影响

Tab. 2 Effect of d ifferen t CLA leve ls in d iet on large yellow croakersc sp leen w eigh t and sp leen w eigh t /body w eigh t

项目
组   别

D1 D2 D3 ( 1% CLA ) D4( 2% CLA) D5( 4% CLA )

脾脏重 / g 0. 1476 ? 0. 0681a 0. 0777 ? 0. 0208b 0. 1102 ? 0. 0327b 0. 1141 ? 0. 0354ab 0. 1025 ? 0. 0384b

脾体指数 /% 0. 0532 ? 0. 0245a 0. 0350 ? 0. 0094b 0. 0429 ? 0. 0126ab 0. 0513 ? 0. 0159a 0. 0503 ? 0. 0188a

  注:同行具有不同字母者差异显著 (P < 0. 05 )或极显著 ( P < 0. 01 )。

表 3 日粮 CLA水平对大黄鱼溶菌酶、C3、D4、IgM的影响

Tab. 3 Effect of d ifferen tCLA levels in diet on large ye llow croakersc lysozym e, C3, D4, IgM

项目
组   别

D1 D2 D3 ( 1% CLA ) D4( 2% CLA) D5( 4% CLA )

溶菌酶 /Lg# mL- 1 32. 17 ? 3. 80ab 25. 69 ? 4. 36b 33. 15 ? 1. 59ab 35. 22 ? 1. 29a 37. 00 ? 2. 33a

C3 /g# L- 1 0. 0586 ? 0. 0030 0. 0547 ? 0. 0069 0. 0555 ? 0. 0102 0. 0658 ? 0. 0361 0. 0612 ? 0. 0259

C4 /g# L- 1 0. 0229 ? 0. 0063 0. 0203 ? 0. 0041 0. 0219 ? 0. 0054 0. 0221 ? 0. 0015 0. 0213 ? 0. 0054

IgM /g# L- 1 0. 5566 ? 0. 0127a 0. 5686 ? 0. 0067a 0. 5378 ? 0. 0045a 0. 6759 ? 0. 0409b 0. 5649 ? 0. 0415a

  注:同行具有不同字母者差异显著 (P < 0. 05 )或极显著 ( P < 0. 01 )。
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3 讨论

3. 1 CLA水平与大黄鱼脾脏重和脾体指数的关系

免疫器官是机体免疫系统的重要组成部分,也

是维持机体正常免疫力的组织学器官 (杨先乐,

1989)。研究表明, 营养物质可影响动物免疫器官

的发育,而免疫器官的正常发育对机体免疫力有重

要的影响 ( Fum io, 1993)。脾脏是鱼类最重要的免

疫器官 (李亚南等, 1995)。杨奇慧 ( 2003 )研究发

现,幼建鲤摄食缺乏维生素 A的饲料 70 d后, 脾脏

的相对重量降低了 21% , 免疫后的成活率降低了

88%,说明 VA缺乏可以通过引起免疫器官 -脾脏

生长受阻来降低幼建鲤疾病抵抗力。而关于共轭亚

油酸影响免疫器官发育的报道并不一致。方志玲等

( 2003)每天给小鼠灌食 0. 05mL共轭亚油酸 (约占

每日食量的 1% ), 40 d的试验结果显示,其对脾脏

指数无影响。另外, Y amasak i等 ( 2000)用剂量依赖

的方式研究发现, SD大鼠日粮中添加的共轭亚油酸

在极低含量 ( 0. 5 g /kg )时,不增加脾脏的重量; 而在

添加量为 1%时, 小白鼠的脾脏重量显著高于对照

组;还有研究指出,饲喂共轭亚油酸的小鼠在无免疫

刺激存在的情况下, 一般会出现脾脏肥大的现象

( Yamasak iM et a,l 2003)。本试验中, 日粮中不含

有 CLA的 D2组脾脏重量和脾体指数在各组中都是

最低的,虽然 D2~ D5组之间脾脏重量没有显著差

异,但是饲喂 1%、2%、4% CLA的 D3、D4、D5组,脾

脏重量有高于 D2组 (日粮中不含有 CLA )的趋势。

而 D4( CLA 2% )、D5组 ( CLA 4% )的脾体指数显著

高于日粮中不含 CLA的 D2组, 同样饲喂 1%、2%、

4% CLA的 D3、D4、D5组之间脾脏指数没有显著差

异。本试验说明,在日粮中添加 CLA可以影响大黄

鱼脾脏的发育,而鱼类脾脏是参与免疫的重要器官,

CLA可能可以通过促进脾脏的发育来增强免疫力。

3. 2 不同 CLA水平与大黄鱼免疫指标的关系

抗原进入机体后, 机体对其的清除和破坏主要

是经过呼吸作用和一些水解的酶类来完成, 水解酶

类如酸性磷酸酶和溶菌酶可以催化大肠杆菌和葡萄

球菌的糖苷键 ( M elnick D A et a,l 1985)。溶菌酶

存在于许多鱼类的体表黏液、肠道黏液、血清和巨噬

细胞中。试验证明, 溶菌酶参与了血清的非特异性

防御过程,它具有抗菌、抗病毒、抗肿瘤等多种药理

作用。溶菌酶对革兰氏阳性菌十分敏感, 其溶菌机

理是催化细胞壁多糖成分中 B- 1, 4- N -乙酰氨基

葡萄糖苷键,细菌溶解是键裂开的间接指标 (W ang

X et a,l 1995)。血清中溶菌酶主要由单核吞噬细胞

释放,可以作为吞噬系统功能的指标。吞噬细胞是

免疫系统一类重要的辅助细胞, 具有递呈抗原的作

用。高水平的溶菌酶含量证明 CLA可以促进吞噬

细胞的活化和对抗原的递呈作用, 从而增强机体的

抗菌防御机能。本试验中溶菌酶含量一项, D5组

( 4% CLA)大黄鱼极显著高于 D2组 (不添加 CLA )

(P < 0. 01) , D4组 ( 2% CLA )显著高于 D2组 (P <

0. 05)。说明添加 CLA含量为 2%和 4% 同不添加

CLA的对照组相比, 可以显著提高大黄鱼血清中溶

菌酶的浓度,这对抵抗细菌和病毒的侵害是非常有

利的。

鱼类补体大约由 30余种蛋白裂解酶、酶抑制因

子和受体组成,是机体内最为复杂的限制性蛋白溶

解系统 ( T imothy R, 1991 )。在鱼类免疫系统进化

中,补体的出现比免疫球蛋白还要早 ( C la ireM H &

Lambris J D, 2002)。许多研究表明, 鱼类补体直接

参与机体防御,其生物学活性影响机体抵抗微生物

的能力,包括免疫反应细胞间的通讯联系、免疫复合

物的形成和持续时间等。N anaka和 Koppenhe ffer的

研究结果表明,硬骨鱼的补体系统活化后,在病原微

生物细胞膜表面形成一个贯穿膜内外的 /管道 0结

构, 引起细胞膜损伤外, 导致胞内容物外漏 ( C la ire

M H & Lambris J D, 2002; NonakaM e t a,l 1981 )。

鱼类补体的调理作用能增强体液和细胞介导的特异

性免疫,补体缺失试验表明, 机体的非特异性免疫能

力下降 (M astellos D et a,l 2001; Yuanyuan XU et a,l

2001)。因此,补体组分的生物功能、遗传缺陷或运

转障碍等将引起鱼类的感染和自身免疫缺陷性疾

病。所以,研究影响鱼类补体的生物功能是预防鱼

类疾病发生的重要途径。但是在本试验中, D1~ D5

组大黄鱼的补体 C3、C4均没有显著差异, 表明在大

黄鱼日粮中添加 CLA并没有显著影响补体的浓度。

因此, CLA对于补体所产生的免疫作用没有明显的

影响。

硬骨鱼类免疫球蛋白的研究较为完善。目前所

知,硬骨鱼类的血清中只存在 1种免疫球蛋白,即类

似于哺乳动物 IgM的抗体分子,它由 2条 H链、2条

L链组成一单体,再通过 / J0链连成四聚体。 IgM具

有沉淀、凝集、补体化等多种功能, 是一种高效能抗

体, 可破坏肿瘤细胞, 在抗肿瘤免疫中起重要作用。

因此,血清中抗体浓度的高低在一定程度上反映了

机体对疾病的抵抗能力。 CLA能影响哺乳动物的

免疫应答,诸如鼠淋巴细胞的增殖 ( Chew BP et a,l
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1997; W ongMW et a,l 1997)和白细胞介素 (H ayekM

G, I999) , 但对抗体的产生机理还不清楚。 Sugano

等 ( 1998)对小鼠的研究表明,小鼠饲粮中的 CLA能

提高免疫器官中免疫球蛋白的产生和血浆中 IgG浓

度。Y am asak i等 ( 2000)在小鼠的试验中观察到,

CLA不影响血浆中 IgG的水平。在本试验中, D4组

( 2% CLA ) IgM的含量最高,而且与其它各组相比具

有显著差异, 说明共轭亚油酸 ( CLA )添加量为 2%

时,可以明显提高大黄鱼的 IgM水平,对于其特异性

免疫具有一定程度的促进作用。

综上所述,在大黄鱼日粮中添加 CLA可以影响

其免疫器官 -脾脏,添加 CLA组使得大黄鱼脾体指

数高于未添加 CLA的对照组。虽然日粮中添加

CLA对于补体 C3、C4没有显著影响, 但是对于溶菌

酶和免疫球蛋白 IgM有明显的影响。在大黄鱼日粮

中添加 CLA, 可以在一定程度上改善大黄鱼的免疫

性能, 对于其抗细菌、抗病毒能力有一定的提高。
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Effect of Dietary Conjugated L inoleic Acid on the Immunity of

Large Yellow croaker(Pseudosciaena crocea)
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( 1. Co llege ofA nima l Science, Zhejiang Un iversity, H angzhou 310029, China;
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Abstract: 1 500 large yellow croakers w ere div ided into five groups at random. Icy fish w ere feed ing (D1) , adding

5% fish o il d iet ( D2), conjugated lino leic ac id ( CLA) level of 1% ( D3) , 2% ( D4) , 4% (D5) die.t A fter 10

w eeks of feed ing, thew eigh t of the sp leen, the spleen w e ight /body w e igh ,t lysozyme, C3, C4, the immunoglobu-

lin concentrat ion of IgM immune parameters w ere measured to investigate the effects o f d ifferent leve ls of dietary

conjugated lino leic ac id( CLA ) on the immune function o f ow ls. The results show that CLA can affect large yellow

croakerscorgans-spleen andadding CLA g roupmakes large ye llow croaker sp leen index h igher than that o f the contro l

group. A lthough there has been no noticeable effect of CLA forC3 and C4, but fo r lysozyme and immunoglobulins

IgM was sign ificantly affected. A dding CLA in large yellow croakerscd iet can improve the immune ow ls perfo rm-

ance to a certa in exten,t and the ant-i bacteriaand ant-i v irus capab ility w ere a lso enhanced.

Key words: Con jugated lino leic acid; P seudosciaena crocea; Immunity
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