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摘要
:
用维生素 c (v

c
)含量为 。一 12 00 m g

·

k g
一 !
的精制饲料

,

连续投喂异育银螂 8 周后
,

测定异育银卿生 长速

度和非 特异性免疫指标
。

结果表明
,

在饲 料 V c
含量 达 150 m g

·

k g
一 ’
时 日增重率最 大

,

进 一步提高饲料 v c
含

量
,

日增重率没有 显著变化 ; 饲料 v 。
含量为 75 m g

·

k g
一 ’
时头肾指数 显著提高

,

而脾指数 不受饲料 V c
含量 的

影响 ; 头肾细胞吞噬活性和 A 花环率均在 v c
含量为 300 m g

·

k g
一 ‘
时达最高水平 ;而 血清溶菌酶活性 和总补体

活性分别在 饲料 V 。
为 300 m g

·

k g
一 ’
和 600 m g

·

k g
一 ’
时达最高值一上述结 果表 明饲料 Vc 可 显著提高异育 银卿

免疫力
。

鉴于 V 。 的免疫促进作用
,

建议在疾病多发季节饲料 V c
添加量 提高到 300 m g

·

k g
一 ’。
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嗜水气单胞菌等水生病原菌能引起多种水产动物溶血性出血病
,

异育银卿则是对此类细菌最敏

感的鱼类之一 [’〕
。

维生素 c (又称 L 一抗坏血酸 )是生物体 内有关酶的激活剂
,

能促进铁的吸收
,

可以

防止鱼类贫血症及出血症
,

并具有缓解应激反应
、

抵抗多种传染病侵袭的作用圈
。

在饲料中添加 v c

以提高鱼体整体抗病力已为越来越多的研究工作者及生产者所重视
。

鱼类对 Vc 的需要量一般 以肝

脏中 vc 含量
、

生长曲线
、

缺乏症等作评定标准来确定曰
。

事实上
,

能使鱼类快速生长的饲料未必使鱼

类获得最佳抗病力川
。

生产上 vc 的添加量是否能使鱼类免疫力达到最佳
,

目前还未见报道
。

本文在

分析异育银卿生长 曲线的同时
,

测定了头肾指数
、

脾指数
、

头肾细胞吞噬活性
、

头肾细胞 自身红细胞花

环
、

血清总补体活性及溶菌酶活性等免疫学指标
,

旨在弄清饲料中 Vc 含量与异育银螂非特异性免疫

功能的关系
,

为生产上更客观
、

合理地添加 Vc 提供科学依据
。

1 材料与方法

1
.

1 实验用精制饲料

根据 L ov ell 的配方 t’〕自配精制饲料
,

其各种组分 (分析纯 )购于上海生化试剂公司
。

v 。 一 多聚磷酸

酩 (v c 含量为 9
.

4 % )由北京营养源研究所提供
。

制成 V c 含量分别为 0
、

37
.

5
、

7 5
、

15 0
、

30 0
、

60()
、

120 0

m g
·

kg
一 ’

的 7 组异育银卿适 口饲料
,

风干
,

4 ℃保存备用
。

1
.

2 异育银螂的来源与处理

实验用异育银螂鱼种由本校水产养殖实习基地提供
,

体重为 41 一 4 39
,

在 50 。m 、
60

c m 、 100
c m

的水族箱中用普通鱼用颗粒饲料于 25 ℃驯养 2 周
。

实验时随机将鱼分配到 21 个水族箱中
,

每箱 巧

尾
。

将 7 组饲料 (每组 3 个重复 )随机地分配给每箱鱼
,

日投喂量为体重的 3 %
,

连续喂养 8 周
,

实验期

间
,

每天吸污并换水三分之一左右
,

溶氧保持在 5
’

m g
·

L
一 ’以上

,

水温为 25 ℃
,

每隔 2 周调整其投饲率
。

1
.

3 酵母菌
、

微壁溶球菌等实验菌

由本校微生物实验室保存
,

生长于普通培养基中
,

待用
。

1
.

4 日增重率
、

头肾指数
、

脾指数的测定

饲养 8 周后将鱼称重
,

计算 日增重率
,

并取鱼的头肾
、

脾脏
,

用滤纸吸干后精密电子天平称重
,

计算

头肾指数和脾指数
。

计算公式为

日增重率(% ) 二 IO0 x (喂养后的鱼体重
一 喂养前的鱼体重 )/ 喂养天数 ;

头肾指数(或脾指数 ) 二 头肾重量 (或脾重量 )(m g )/ 体重(g )
。

1
.

5 头肾细胞自身红细胞花环 (A 花环 )试验

参照卢全章川的方法
,

并稍作修改
。

取 0
.

2 m L 头肾细胞 (约 2 、 1护个
·

m L
一 ‘)

,

加 0
.

lm L 异育银卿

的血清
,

混匀
,

4 ℃预温 30 而
n ,

再加 0
.

2 m L 浓度为 2 % 异育银螂红细胞
,

1(X) o r
·

而
n 一 ’离心 5而

n ,

4 ℃孵育

10 h 后重悬涂片
,

用 0
.

25 % 戊二醛固定
,

w ri ght
一

Gi em sa 染液染色并观察
,

以粘附 3 个以上红细胞 的头肾

细胞为 A 花环阳性细胞
。

1
.

6 头肾细胞吞噬试验

用 0
.

67 % 生理盐水 (含 c扩
十 、

M g Z
+

)洗涤去糖脱脂酵母菌液
,

并稀释成 2 、 105 个
·

m L
一 ’的菌悬液

。
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参照卢全章和聂品等困的方法制备头肾细胞 (约 4 / 1护个
·

m L
一 ’)

,

取 0
.

lm L 头 肾细胞加 。
.

lm L 酵母

悬液
,

混匀后
,

制成湿片
,

0
.

25 % 戊二醛 固定
,

甲基紫 (0
.

4 9
·

L
一 ’)染色并镜检

,

统计 2 00 个头肾细胞 中

吞噬酵母的细胞数
。

按下式求出吞噬百分率
。

吞噬百分率 (% ) = 10 O x (噬酵母的头肾细胞数 / 20 0)

7 血清总补体活性的测定

参照巴德年川的方法
,

稍加改进
。

待测 的血清取 自尾静脉
,

反应温度为 25 ℃
,

反应时间为 60 而
n ,

吸收波长为 5 4 2 n m
。

1
.

8 溶菌酶活性的测定

测定参照刘岩等图的方法进行
。

测定波长为 5 70 n m
,

溶菌酶活性 (陀
·

m L
一 ’) 二 (A0

一 A )/ A
,

其中
,

A0 为保温前的光吸收值
,

A 为保温后的光吸收值
。

9 数据处理

所有数据经方差分析后
,

进行邓肯氏新复极差检验
。

结果

2
.

1 生长和非特异性免疫力指标的统计分析

本研究在对与异育银螂生长和非特异性免疫力有关 的指标测定 的基础上
,

进行 了数据的统计分

析
,

结果见表 1
。

表 1 不 同水平饲料 V c 处理对异育银卿生长及非特异免疫指标的影响
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注
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同行不同小写字母的数字间有显著差异 ( 尸 < 0
.

0 5 )
,

不同大写字母的数字间有极显著差异 ( 尸 < 0
.

0 1 )
。

No t e s ; Fi g ur e s w ith diffe re n t s m al l le tte rs in th e s
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e lin e ar e s ig ni fi c a n t】y 山ffe re n t ( P < 0 0 5 )

, a n d th e se w ith di ffe r e n t e aP it al le tt e rs
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v e ry

s ig n i行e a n tly diffe re nt ( 尸 < 0
.

0 1)
.

2
.

2 v c 对 日增重率及免疫器官的作用

饲料 中 v c 添加量明显影响 日增重率和头肾指数
,

添加量低于 150 m g
·

kg
一 ’时

,

日增重率随 vc 含量

增加而增加
,

但当饲料 v 。含量达 150 m g
·

kg
一 ‘以上时

,

日增重率不再继续明显上升
,

并在 1 Zoo m g
·

kg
一 ‘

时略有下降
。

因此
,

饲料 vc 含量为 1 50 m g’ kg
一 ‘时可使异育银螂获得 比较理想 的生长速度

,

同时比较
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经济(图 1 )
。

v。从 。增加到 37
.

5 m g’ kg
一 ’对头肾指数无显著影响

,

但当进一步增加到 75 mg
·

kg
一 ‘时

,

头

肾指数显著上升
,

并不再继续随 vc 增加而增加 (图 2 )
。

而脾指数则不受饲料 Vc 含量的影响(表 l)
。
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图 1 饲料 vc 对 日增重率的影响
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3 V c 对头肾细胞 A 花环比例的影响

将异育银卿头肾细胞与 自身红细胞共孵育 10h

后
,

发现头肾细胞具有吞噬 自身红细胞的细胞
,

而在不加 vc 的对照组
,

头肾细胞 A 花环检出率较低
,

为 4
,

86 %
,

极显著地低于第 4 组及第 5 组 ( 尸 < 0
.

0 1 )
。

然而当 vc 含量达 。以〕一 12 00 m g
·

kg
一 ’时

,

A 花环

检出率又明显下降
,

但仍显著高于对照组 (图 3 )
。

2
.

4 头
’

肾细胞吞噬活性

将异育银卿头肾细胞与酵母菌共孵育一定时间后
,

均显示较强的吞噬作用
,

由图 4 可见
,

头肾细胞

吞噬能力随着饲料 中 vc 含量的增加而增加
,

当 v。 含量达到 3 00 m g
·

kg
一 ’时

,

头肾细胞吞噬率最高
,

V c

含量进一步增加到 6 00 m g
·

kg
一 ’和 l2 oo m g’ kg

一 ‘时
,

头肾细胞吞噬率没有显著变化
。
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5 血清总补体活性和溶菌酶

不同剂量 V c 的饲料饲养 8 周后
,

供试异育银卿 的血清中的总补体活性
、

溶菌酶活性测定结果如图

5
、

图 6 所示
。

新复极差检验结果表明第 1 组 (零对照组 ) 的异育银卿的总补体活性显著地低于第 4
、

5
、

6
、

7 组等高剂量组 ( 尸 < 0
.

01 ) ;并且总补体活性随着 Vc 含量的增加而明显提高
,

当 Vc 含量达 6 oo m g’

kg
一 ‘时补体活性最高

,

以后不再随 v 。含量的增加而明显提高
。

溶菌酶活性测定结果与此相似
,

也是

随饲料 v。 含量增加而提高
,

当 v 。含量增加到 3 00 m g
·

k g 一 ’ ,

溶菌酶活性最高
,

而随 Vc 含量进一步提

高
,

活性不再显著变化
。
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3 讨论

3
.

1 V c 与非特异性免疫力的关系

v c 既是一种具广泛生理功能的营养素
,

又是一种具有免疫作用的免疫调节因子
,

有明显
.

的抗感染

作用
。

但许多鱼类 自身不能合成 v C 。

Li 和 Lov ell Lg 〕
、

H ard i e
等 [‘”〕、

秦启伟等 [川 用高剂量 v 。分别投喂

美洲沙绘
、

大麻哈鱼和青石斑鱼
,

均发现鱼体血清中补体活性 明显提高
。

v c 是原胶原蛋白中脯氨酸
、

赖氨酸经基化生成轻脯氨酸
、

轻赖氨酸的一个辅助因子
,

而补体的经典激活途径 C , 复合体 中的 Cl q在

化学结构
_

L有大量的经脯氨酸和轻赖氨酸残基LZ ,

‘2

伙因而适量的 v c 可激活补体活性
。

本研究中异育银卿血清的溶菌酶活性也随 v c 含量增加而增加
,

与秦启伟等 [ “ ]对青石斑鱼的研究

结果有较大差异
,

这 可能与基础饲料 中是否含有 V c 有 关
,

他们所用基础饲料为含有一定 V c 的冰杂

鱼
,

所以测得的对照组血清溶菌活性 也很 高
,

从而表现 为添加 Vc 的各实验组与对 照组无显著差异
。

V c 提高异育银卿溶菌酶活性
,

说明 V c 对鱼血清补体的替代型杀菌途径也有影响
。

鱼类的免疫器官与

组织主要是头肾
、

脾脏
、

胸腺 以及消化道淋巴组织及血液淋巴等
,

头肾及脾脏与体液免疫有关
,

头肾是

B 淋巴细胞的发生源 l’3 」
,

本研究中异育银卿头肾指数
、

头肾细胞吞噬酵母 的能力及 A 花环形成 比例都

随着饲料中 V c 含量增加而增大
,

这从另一方面证明 V c 能增强头肾的免疫功能
。

由此可见
,

V C 是一种较好的免疫激活剂和免疫调 节剂
。

但综合本研究结果发现
,

饲料 V c 含量并

非越高越好
,

只有当其适量时
,

才能增强其免疫功能
,

提高鱼体的整体抗病力
。

3
.

2 饲料 v c 适宜添加量 及其评定标准

研究鱼类对 v c 的需要量
,

评定标准不同
,

得值也不同
。

Fo
u m ie : 等 〔’4 〕用 v c 含量分别为 。

、

5
、

10
、

20
、

40
、

80
、

16 0
、

32 0 m g
·

kg
一 ’的饲料喂养舌齿妒幼鱼 15 周

,

研究依赖于饲料 v 。 含量的皮肤反应
、

个体 中

经脯氨酸的浓度和肝脏中抗坏血酸浓度与饲料 v C 之间的关系
。

研究表明
,

饲料 v 。分别为 s m g
·

k g
一 ‘

和 3 o m g
·

k g
一 ’

时
,

皮肤及全鱼中轻脯氨酸含量最高
,

而使肝脏 v c 含量达最高水平的饲料 v 。 为 12l m g’

kg
一 ‘。

因此认为肝脏 v c 饱和度是评价舌齿妒对 v c 需要量最严格 的反应标准
。

也有人研究鱼类 vc

需要量时以生长速度
、

相关酶活性及是否出现缺乏症作为评判标准
,

用这些判据所得结果 比用肝脏饱

和度标准低一些 [ 3 { 。

近年来关于 v C 免疫功能的研究报导较多
,

B ag ni 等 [’5 〕发现
,

饲料 v C 可显著提高

妒鱼补体溶血活性及溶菌酶活性 ; Li 和 Lo ve ll[
”」报导

,

饲喂不含 v 。饲料的大西洋蛙
,

对爱德华 氏菌抗

原的抗体反应
、

补体溶血活性
、

外周血吞噬细胞 的吞噬作用等均有不 良影响
,

饲料 v 。 含量在 30
一 3 00

m g
·

kg
一 ’时

,

大西洋鲤的免疫力没有显著差异
,

而在 v c 含量达 3 o 00 m g
·

k g 一 ‘

时
,

抗体形成和补体活性

均有显著提高
。

本实验综合前人成果
,

试图从免疫学角度探讨异育银螂饲料 V 。适 宜添加量
,

结果表

明
,

饲料 V c 缺乏或不足可导致非特异性免疫功能下降
,

从头肾细胞 A 花环比例和吞噬率
、

总补体活性
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及溶菌酶活性等判据来 看
,

异育银娜免疫力在一定范 围内随 vc 增加而提升 : 在饲料 vc 为 1 50 m g’

kg
一 ’时头肾细胞 A 花环率显著高于对照组

,

饲料 v 。为 3 00 mg
·

kg
一 ’时头肾细胞吞噬率

、

血清溶菌酶活

性等显著高于对照组
,

血清总补体活性则在饲料 vc 为 6 0o mg
·

kg
一 ‘时达最高水平

。

因此
,

综合各免疫

力指标可以认为
,

饲料 vc 为 300 mg
·

kg
一 ’
时可使异育银娜获得较强的抗病力

。

从实验结果可见
,

饲料 vc 为 150 mg
·

kg
一 ’时

,

异育银卿可获得最大生长速度
,

高于美国国家研究委

员会(NR c )推荐的温水性鱼类饲料 vc 添加量 50 m g
·

kg
一 ’ ,

这可能因为生活于水体的鱼类可从其它途

径获得部分 Vc
,

因此饲料中添加 50 mg
·

kg
一 ’可基本满足其正常生长的需要

,

而本实验是在可控条件下

进行的
,

异育银卿没有其它 Vc 来源
,

因而研究结果高于 NR C 推荐量
。

综上所述
,

异育银卿维持最大生

长速度的饲料 vc 需要量为 150 m g’ kg
一 ‘ ,

获得较强抗病力的饲料 vc 需要量为 3 00 mg
·

kg
一 ’。 因此

,

我

们认为
,

为减少病害带来的损失
,

在疾病多发季节应适当提高饲料 Vc 含量
,

建议在原有基础上再增加

15 o m g
·

kg
一 ’左右

。
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