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酵母β-葡聚糖对黄河鲤免疫应答及抗嗜水气单胞菌感染的影响
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摘要: 本研究旨在探讨酵母β-葡聚糖在饲料中添加或注射或制成β-葡聚糖-嗜水气单胞菌油乳剂灭活疫苗(β-AH)对黄河鲤[Cyprinus (Cyprinus) carpio haematopterus]免疫应答及嗜水气单胞菌(Aeromonas hydrophila)攻毒后的抵抗能力。选择体质量为(32.33±0.21) g的健康黄河鲤1 800尾, 随机分为12组(Ⅰ–Ⅻ), 每组3个重复, 每个重复50尾。分别饲喂添加0(Ⅰ、Ⅶ–Ⅻ组)和150、300、450、600和750 mg/kg的β-葡聚糖的基础日粮(Ⅱ–Ⅵ组)、注射每千克体质量150 mg、450 mg、750 mg β-葡聚糖(Ⅶ–Ⅸ组)和注射β-AH(1.50 g/L、4.50 g/L和7.50 g/L, Ⅹ–Ⅻ组), 进行为期42 d实验。于实验的第7、14、28、35、42 天取样, 测定各组血液白细胞吞噬指数(PI)、血清溶菌酶(LZM)活性及凝集抗体效价。第43天, 各组选取50尾, 每组再分2小组, 每小组25尾, 进行2×LD50 嗜水气单胞菌攻毒实验, 计算14 d内相对免疫保护率(relative percent survival, RPS)。结果表明, 3种方式使用β-葡聚糖均显著提高黄河鲤的PI、LZM活性和RPS。饲料中添加450 mg/kg β-葡聚糖, 35 d黄河鲤的PI和LZM活性最大, 而且RPS也最好, 然而凝集抗体效价无显著影响; 添加750 mg/kg的β-葡聚糖对黄河鲤的PI和LZM产生抑制效应, 但凝集抗体效价增强。注射β-葡聚糖和β-AH组的LZM、PI和投喂结果相似且凝集抗体效价明显增高, 35 d 达到最大, 但是注射高剂量的组PI、LZM对比中等剂量组偏低。攻毒实验显示, 投喂β-葡聚糖剂量在150~450 mg/kg时RPS显著提高, 再增加反而降低, 最大RPS为85.46±7.71。注射β-葡聚糖, RPS随剂量增大而提高, 最大为92.96±2.89。注射β-AH显示良好的免疫保护作用, 各组间无显著差异。黄河鲤饲料中β-葡聚糖的适宜添加量为450 mg/kg, 腹腔注射葡聚糖和β-AH, 可以明显提高其免疫力和抗嗜水气单胞菌感染的能力。
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黄河鲤[Cyprinus (Cyprinus) carpio haemato​pterus Temminck et Schlegel]选用河南省水产科学研究院自1985年经连续8代的系统选育的优良养殖品种(GS01-001-2004)。近10年来, 随着黄河鲤产业化的迅速发展, 在促进渔业经济及区域渔民增收上发挥着重要作用。但由于养殖生态环境改变(污染、富营养化、拥挤)导致各种病害频发, 严重制约黄河鲤养殖业的可持续发展。目前对于黄河鲤病害控制方面, 使用最多是抗生素, 而抗生素的过度使用不仅会导致消化道微生态失调, 而且还会降低机体免疫力, 造成各种细菌、病毒、寄生虫等疾病更易发生; 更为严重的是药残, 严重威胁人类的健康和安全。免疫增强剂β-葡聚糖被证明是一种有望替代抗生素的功能性制剂[1], 在水产养殖中具有增强特异和非特异免疫功能、显示对病原体的免疫抑制作用[2]。例如, Yano等[3]对鲤(Cyprinus carpio)、Robertsen等[2]对大西洋鲑(Salmo salar)、刘群芳等[4]等对凡纳滨对虾(Litope​naeus vannamei)的饲料中添加β-葡聚糖, 能分别提高对于嗜水气单胞菌(Aeromonas hydrophila)、鲁氏耶尔森菌(Yersinia ruckeri)和鳗弧菌(Vibrio anguillarum)、白斑综合征病毒(WSSV)等的抵抗力; Jeney和Anderson等[5]对虹鳟(Salmo gaid​nerii)、Iván Rodíguez等[6]对斑马鱼 (Danio rerio) 注射不同剂量β-葡聚糖均能显著提高鱼对于迟缓爱德华氏菌(Edwardsiella tarda)、嗜水气单胞菌等的抵抗力, 增强他们的免疫保护率。 

β-葡聚糖对于鱼类免疫增强主要是刺激巨噬细胞, 提高巨噬细胞杀菌活性, 还可以提高如溶菌酶和补体系统等非特异性免疫因子[7]; 增强抗感染[8]及提高免疫保护[9]。本研究采用在饲料中添加以及对其免疫注射2种途径, 探讨β-葡聚糖对黄河鲤免疫效果及对人工感染嗜水气单胞菌的抗病力影响, 为β-葡聚糖在该鱼种养殖中的应用提供理论依据。

1  材料与方法

1.1  饲料配制

以鱼粉、豆粕、菜籽粕为主要蛋白源, 豆油为脂肪源, 添加小麦、碎玉米为碳水化合物来源, 依据鲤鱼饲料营养标准 (SC/T 1026-1998) 配制蛋白水平为 (36.20%) 基础饲料 (表1)。在基础饲料中添加由郑州金百合生物工程有限公司提供的酵母β-葡聚糖(湖北安琪酵母股份有限公司生产, 含有β-1, 3/1, 6葡聚糖70.0%, 蛋白质6.0%), 以0 (基础饲料)、150、300、450、600、750 mg/kg饲料的比例, 制成6种实验饲料。将实验饲料中各原料充分拌匀后, 用洛达特机械设备有限公司生产的SZLH-2水产制粒机(洛阳)加工成直径为1.50 mm的颗粒饲料, 于45℃下烘干12 h, –4℃保存备用。

1.2  实验鱼与饲养管理

 实验用黄河鲤购于河南省水产科学研究院种鱼繁殖场。选择体格健壮、体质量(32.33± 0.21) g的黄河鲤1 800尾, 随机分为12组 (Ⅰ–Ⅻ组), 每组设3个重复, 每个重复50尾, 以重复为单位分养于规格为1.5 m×1.2 m×1.0 m水箱中, 进行为期14 d驯化, 驯化期内投喂基础饲料2次 (08: 30、17: 30, 按体质量的3.5%~4.0%进行投喂)。再进行50 d正式实验, 实验于2013年4月19日(24: 00)开始, 至2013年6月15日结束。在整个实验期间, 水质为曝气自来水, 采用自动循环微流水系统, 保持溶氧6.0 mg/L, pH 6.8左右。
1.3  实验设计

14 d 驯化期结束后, 随机分Ⅰ–Ⅻ组, 第Ⅱ–Ⅵ组分别投喂含β-葡聚糖150、300、450、600、750 mg/kg饲料, 第Ⅰ(对照组)、Ⅶ–Ⅻ组投喂基础饲料。第Ⅶ–Ⅸ组在实验前1 d, 将β-葡聚糖0.5 mg溶解于0.1 mL磷酸盐缓冲盐水中, 按每千克体质量分别进行腹腔内注射150 mg、450 mg、750 mg 3个剂量β-葡聚糖。第Ⅹ–Ⅻ组在实验前1 d进行低 (1.50 g/L)、中 (4.50 g/L) 和高 (7.50 g/L)3个不同浓度β-AH, 每尾0.2 mL。第42 天, 分别从对照组和各实验组取近似各组平均体质量实验鱼50尾, 每组再均分为2个小组, 禁食24 h后投喂基础饲料并对其进行攻毒实验。

1.4  吞噬原和嗜水气单胞菌菌株培养

依据郭玉娟等[10]的方法分别将本实验室保存的鲤源嗜水气单胞菌、黄色葡萄球菌(Staph​y​l​​ococcus aureus)接种在琼脂(FWA)培养基中, 28℃培养36 h后, 富集菌株备用。然后在富集的黄色葡萄球菌菌株悬液中加入终浓度为0.5%的甲配溶液, 28℃灭活24 h, 即为吞噬原。经平皿法证实菌株已被彻底灭活后, 置4℃冰箱中保存备用。富集的嗜水气单孢菌悬液比浊法调整调整终浓度为1×109/mL, 作为人工感染实验菌株。

1.5  β-葡聚糖嗜水气单胞菌油乳剂灭活苗的制备

取嗜水气单孢菌悬液3份, 用体积分数为0.5%甲醛灭活。分别加入一定量的β-葡聚糖, 再加入体积分数为4%的Tween-80混匀制成水相; 将白油94份, 司盘-80 6份, 硬脂酸铝2份充分混合、灭菌, 制成油相。然后按水相和油相体积比为1︰3的比例, 将水相缓缓加入油相中, 充分乳化, 制成含低 (1.50 mg/mL)、中(4.50 mg/mL)和高 (7.50 mg/mL) 3个不同质量浓度β-葡聚糖的嗜水气单胞菌油乳剂灭活苗(β-AH)。按常规方法检验合格后备用。

1.6  LD50和攻毒实验

将培养的嗜水气单胞菌菌悬液(1×109 cfu/mL)用PBS(pH 7.2)10倍系列稀释。取100尾黄河鲤分为5组, 每组20尾, 分别注射100 μL 的108、107、106、105、104 cfu/mL菌悬液, 实验重复3次。实验观察14 d, 记录死亡鱼尾数。依据Saeed和Plumb[11](1986)方法, 计算半致死剂量(LD50)。

第43 天(24:00)对各组实验鱼进行嗜水气单胞菌攻毒。每尾鱼按体质量(kg)注射2倍LD50 嗜水气单胞菌活菌悬液, 经胸鳍基部注射0.1 mL(体质量不同时, 进行微调)。饲养观察14 d, 统计各组的死亡率, 依下面公式计算相对免疫保护率。

相对免疫保护率=[1–(免疫组死亡率/对照组死亡率)]×100%。

表1  基础饲料组成及营养水平(风干基础)

Tab. 1  Composition and nutrient levels of the basal diets (air-dry basis)                   %
	项目item
	含量contents
	项目items
	含量contents

	原料 ingredients
	
	DL-蛋氨酸 DL-Met
	0.25

	鱼粉 fish meal
	20.50
	L-赖氨酸 L-Lys
	0.30

	豆油 soybean oil
	1.25
	合计 total
	100

	豆粕 soybean meal
	25.30
	营养水平 nutrient levels
	

	菜籽粕 rapeseed meal
	20.0
	粗蛋白质 CP
	36.20

	小麦wheat
	12.25
	粗脂肪 EE
	5.03

	碎玉米 ground corn
	12.50
	灰分ash
	6.90

	α-纤维素 α-cellulose
	4.15
	粗纤维CF
	8.14

	氯化胆碱 choline chloride
	0.50
	
	

	维生素预混料 vitamin premix1)
	1.50
	
	

	矿物质预混料 mineral premix2)
	1.50
	
	


注: 1) 维生素为每千克全价饲料料提供: VA 5 000 IU, VD3 1 000 IU, VE 30 IU, VK 2.5 mg, VB1 5 mg, VB2 8 mg, VB6 7 mg, VB12 0.01 mg, VC 35 mg, 烟酸30 mg, D-泛酸 25 mg, 叶酸 0.5 mg, 生物素 0.2 mg, 肌醇50 mg. 

2) 矿物质为每千克全价料提供: Mn (硫酸锰) 10 mg, Zn (硫酸锌) 30 mg, Fe (硫酸亚铁) 60 mg, Cu (硫酸铜) 3 mg, I (碘化钾) 1 mg, Se 0.2 mg。

Note: 1) The premix provided the following per kg of diets: VA 5 000 IU, VD3 1 000 IU, VE 30 IU, VK 2.5 mg, VB1 5 mg, VB2 8 mg, VB6 7 mg, VB12 0.01 mg, VC 35 mg; nicotinic acid 30 mg, D-pantothenic acid 25 mg, folic acid 0.5 mg, biotin 0.2 mg, 50 mg.

2) Mineral provides for per kg diet: Mn (as manganese sulfate) 10 mg, Zn (as zinc sulfate) 30 mg, Fe (as ferrous sulfate) 60 mg, Cu (as copper sulfate) 3 mg, I (as potassium iodide) 1 mg, Se (as sodium selenite) 0.2 mg.

1.7  样品采集

在实验的第7、14、21、28、35、42 天的相同时间(16: 00, 即投喂前1.5 h)内进行血样采集。每一重复实验组取3尾, 尾静脉取血; 取血后, 将每尾鱼的血液分成2份, 1份置室温1 h, 再置冰箱内4 h, 以3 000 r/min离心15 min分离血清, 供检测血清溶菌酶活性的测定和凝集抗体效价; 另1份以肝素抗凝, 收集白细胞, 供测定白细胞吞噬指数。

1.8  指标测定

1.8.1  白细胞吞噬活性测定 参照孟小亮等[12]介绍的方法统计细胞数, 并按下式计算白细胞吞噬指数(phagocytic index, PI)。

PI=被吞噬的细菌数/吞噬细菌的细胞数。

1.8.2  血清溶菌酶活性测定 采用溶菌酶试剂盒(南京建成生物工程研究所产品)测定。

1.8.3  凝集抗体效价测定 采用96孔V型血凝板按常规方法进行, 反应抗原为甲醛灭活的嗜水气单胞菌菌苗。取96孔微量滴定板, 用微量移液管于第1个孔中加入80 μL生理盐水, 其余每孔分别加50 μL; 向第1个孔中加入20 μL的抗血清, 吹吸混匀后取50 μL加入第2孔, 同样方法加入第3孔, 依此类推至倒数第2孔, 弃去50 μL, 最后1孔作为对照孔; 将嗜水气单胞菌培养液12 000 r/min离心后用等量生理盐水重悬, 将悬菌液置于37℃, 水浴加温0.5 h; 向每个孔中加入50 μL嗜水气单胞菌悬液, 吹吸混匀, 置于37℃ 培养箱中1 h后, 移至4℃冰箱12 h, 用显微镜观察凝集反应的强度。

1.9  数据处理

实验数据以平均值±标准差表示。采用SPSS 17.0软件进行单因素方差分析, 采用Duncan氏进行多重比较组间差异性, 显著水平为0.05。

2  结果与分析

2.1  β-葡聚糖对黄河鲤鱼白细胞PI的影响

由表2可知, 除添加剂量为150 mg/kg组在第7天时PI与对照组差异不显著外(P>0.05), 其他各组全时段PI均显著高于对照组(P<0.05); 在21 d时, 各组随添加量增加PI显著增加(P<0.05)。第35~42天, PI随添加量从150~450 mg/kg显著增加, 再增加剂量PI反而降低; 而添加量为600 mg/kg和750 mg/kg的2个组, PI在第28天和21天分别达到最大。

由表3可知, 各时间段, 注射β-葡聚糖各组的PI均显著(P<0.05)高于对照组, β-AH组PI明显高于单纯注射β-葡聚糖。在第7~14天, 注射β-葡聚糖各组随注射剂量的增大PI逐渐增高; 14天之后, 注射高剂量组PI低于中等剂量组; 最大PI发生在450 mg/kg组的第35天 (2.59±0.03)。中等剂量β-AH组(Ⅺ)PI显著高于对照组、低和高剂量组(P<0.05), 最高PI发生在35 d (4.08±0.02)。
2.2  饲料中添加和注射β-葡聚糖疫苗对黄河鲤LZS活性的影响 

由表4可知, 饲料中添加150 mg/kg β-葡聚糖组的LZS除第7 天与对照组(Ⅰ组)差异不显著外
表2  饲料中添加不同浓度β-葡聚糖对黄河鲤白细胞吞噬指数的影响

Tab. 2  Effect of different dosages of β-glucan additions on PI of leucocyte of carp

n=3;
[image: image1.wmf] 

x

±SD

	组别 group
	饲养时间/d rearing days

	
	7
	14
	21
	28
	35
	42

	Ⅰ
	1.26±0.03d
	1.25±0.02e
	1.28±0.02f
	1.27±0.01e
	1.27±0.01e
	1.28±0.02e

	Ⅱ
	1.32±0.02cd
	1.42±0.04d
	1.51±0.03e
	1.65±0.03d
	1.72±0.03d
	1.69±0.01d

	Ⅲ
	1.38±0.01c
	1.46±0.02d
	1.62±0.01d
	1.78±0.02c
	1.99±0.02b
	1.97±0.04b

	Ⅳ
	1.46±0.04b
	1.58±0.01c
	1.74±0.01c
	1.87±0.02b
	2.11±0.01a
	2.08±0.04a

	Ⅴ
	1.53±0.03b
	1.69±0.02b
	1.89±0.03b
	2.06±0.04a
	1.94±0.02b
	1.89±0.03c

	Ⅵ
	1.63±0.02a
	1.79±0.04a
	1.98±0.04a
	1.91±0.02b
	1.82±0.03c
	1.67±0.02d


注: 同列数据肩标无字母或相同字母表示差异不显著(P>0.05), 不同小写字母表示差异显著 (P<0.05).

Note: In the same row, values with no letter or the same letter superscripts mean no significant difference (P>0.05), while with different small letter superscripts mean significant difference (P<0.05).

表3  注射不同β-葡聚糖对黄河鲤鱼白细胞吞噬指数的变化

Tab. 3  Changes in PI of leucocyte after different β-glucan vaccination of carp

n=3;
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x

±SD

	组别 group
	饲养时间/d  rearing days

	
	7 
	14 
	21 
	28 
	35 
	42 

	Ⅰ
	1.26±0.03c
	1.25±0.02c
	1.28±0.02d
	1.27±0.01c
	1.25±0.01d
	1.28±0.02d

	Ⅶ
	1.65±0.02b
	1.70±0.02b
	1.76±0.04c
	1.82±0.02b
	1.96±0.01c
	1.95±0.03c

	Ⅷ
	1.68±0.01b
	1.75±0.03b
	1.92±0.03a
	2.18±0.01a
	2.59±0.03a
	2.51±0.02a

	Ⅸ
	1.71±0.03a
	1.78±0.01a
	1.84±0.01b
	1.92±0.03b
	2.31±0.03b
	2.24±0.01b

	Ⅰ
	1.26±0.03c
	1.25±0.02d
	1.28±0.02d
	1.27±0.01d
	1.25±0.01d
	1.28±0.02d

	Ⅹ
	2.04±0.04b
	2.38±0.02b
	2.86±0.03b
	3.22±0.02b
	3.57±0.03b
	3.51±0.02b

	Ⅺ
	2.21±0.02a
	2.53±0.05a
	3.04±0.06a
	3.68±0.03a
	4.08±0.02a
	3.97±0.03a

	Ⅻ
	1.89±0.03b
	2.06±0.03c
	2.48±0.01c
	2.89±0.04c
	3.23±0.01c
	3.58±0.02b


注: 同列数据肩标无字母或相同字母表示差异不显著 (P>0.05), 不同小写字母表示差异显著 (P<0.05).
Note: In the same row, values with no letter or the same letter superscripts mean no significant difference (P>0.05), while with different small letter superscripts mean significant difference (P<0.05).

表4  饲料中添加不同浓度β-葡聚糖对黄河鲤LZM的影响

Tab. 4  Effect of different dosages of β-glucan additions on LZM of carp

n=3;
[image: image3.wmf] 

x

±SD; mg/mL
	组别 group
	饲养时间/d rearing days

	
	7
	14
	21
	28
	35
	42

	Ⅰ
	115.57±12.08c
	115.08±12.37d
	114.94±10.37d
	115.43±17.08d
	115.67±15.26d
	114.87±14.68d

	Ⅱ
	118.33±12.34c
	124.40±12.24c
	137.53±5.31c
	142.61±6.38c
	173.72±10.44c
	173.62±10.08b

	Ⅲ
	121.47±11.74b
	133.25±11.16c
	140.59±3.62c
	148.44±11.24c
	197.99±10.06b
	195.84±12.34a

	Ⅳ
	126.49±15.03b
	141.57±2.38b
	142.34±2.04c
	157.97±9.87b
	202.51±17.61a
	200.96±14.84a

	Ⅴ
	129.58±11.32b
	147.65±11.61b
	148.87±1.15b
	168.06±10.55a
	171.71±12.56c
	165.74±6.63b

	Ⅵ
	134.98±10.75a
	153.72±6.74a
	165.92±10.22a
	163.91±8.35a
	151.65±11.43d
	146.62±13.77c


注: 同列数据肩标无字母或相同字母表示差异不显著 (P>0.05), 不同小写字母表示差异显著 (P<0.05).
Note: In the same row, values with no letter or the same letter superscripts mean no significant difference (P>0.05), while with different small letter superscripts mean significant difference (P<0.05).

(P>0.05), 其他各时段LZS活性均显著高于对照组(P<0.05); 添加剂量从150~450 mg/kg组, 35 d前LZS活性逐渐增大, 剂量增加及延长观测时间则LZS降低, 最大LZS发生在第35天时的450 mg/kg组, 为202.51±17.61。添加量750 mg/kg组, 在第28~42天的LZS低于600 mg/kg组。

注射β-葡聚糖及β-AH的各组LZS活性显著高于对照组 (P<0.05, 表5), 且β-AH的各组LZS活性明显高于单独注射β-葡聚糖。到第35天, 注射中等剂量2组分别达到最大(213.42±15.73、312.49±16.75)。在21~42 d, 注射高剂量β-葡聚糖(750 mg/kg), LZS显著低于注射中等剂量组, 但与低剂量组差异不显著(P>0.05)。注射中等剂量β-AH, 除第42 天时的LZS活性与高剂量组差异不显著(P>0.05)外, 其他观测时间显著高于低、高剂量2个组(P<0.05); 注射高剂量β-AH, 在整个实验时段LZS活性逐渐升高。
2.3  β-葡聚糖对黄河鲤凝集抗体效价的影响

饲料中添加β-葡聚糖的5个组凝集抗体效价见表6。添加剂量在150 mg/kg和300 mg/kg 2个组全观测时段、450 mg/kg组前21 d及600 mg/kg和750 mg/kg前14 d血清凝集抗体效价小于或等于4; 其他时段随添加量增加和观测时间延长血清凝集抗体效价逐渐增大, 最大为32。
注射低、中剂量β-葡聚糖的2个组, 血清凝集抗体效价随观测时间到35 d逐渐增大, 随后降
表5  注射β-葡聚糖对黄河鲤LZS活性的影响

Tab.5  Effect of β-glucan vaccination on LZS of the carp

n=3;
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±SD; μg/mL 
	组别 group
	饲养时间/d rearing days

	
	7 
	14 
	21 
	28 
	35 
	42 

	Ⅰ
	115.57±12.08c
	115.08±12.37c
	114.94±10.37c
	115.43±17.08c
	115.67±15.26c
	114.87±14.68c

	Ⅶ
	152.96±9.36b
	158.25±11.69b
	167.62±12.08b
	174.34±9.64b
	187.16±13.57b
	181.59±16.32b

	Ⅷ
	158.28±14.51a
	163.16±12.86a
	180.34±10.07a
	199.66±14.68a
	213.42±15.73a
	209.86±13.55a

	Ⅸ
	160.07±11.41a
	161.97±8.67a
	166.18±10.61b
	170.58±12.46b
	180.47±13.64b
	176.35±10.87b

	Ⅰ
	115.57±12.08d
	115.08±12.37d
	114.94±10.37c
	115.43±17.08c
	115.67±15.26c
	114.87±14.68c

	Ⅹ
	214.51±11.22b
	232.70±11.42b
	256.33±13.43b
	268.34±20.22b
	280.55±25.64b
	276.82±11.27b

	Ⅺ
	230.58±10.26a
	251.73±15.39a
	276.39±21.47a
	293.46±26.96a
	312.49±16.75a
	309.95±18.34a

	Ⅻ
	189.24±9.35c
	203.71±10.23c
	237.35±12.53c
	261.58±22.34b
	289.67±14.43b
	300.25±21.33a


注: 同列数据肩标无字母或相同字母表示差异不显著 (P>0.05), 不同小写字母表示差异显著 (P<0.05).
Note: In the same row, values with no letter or the same letter superscripts mean no significant difference (P>0.05), while with different small letter superscripts mean significant difference (P<0.05).
表6  β-葡聚糖对黄河鲤凝集抗体效价的影响

Tab. 6  Effects of β-glucan on agglutination antibody titer of carp
	组别 group
	饲养时间/d  rearing days

	
	7
	14
	21
	28
	35
	42

	Ⅰ
	<41)
	<4
	<4
	<4
	<4
	<4

	
	<42)
	<4
	<4
	<4
	<4
	<4

	Ⅱ
	<4
	<4
	<4
	<4
	<4
	<4

	
	<4
	<4
	<4
	<4
	<4
	<4

	Ⅲ
	<4
	<4
	<4
	<4
	<4
	4

	
	<4
	<4
	<4
	<4
	<4
	4

	Ⅳ
	<4
	<4
	4
	4-8
	4-8
	8~16

	
	<4
	<4
	4
	5.04
	6.35
	10.08

	Ⅴ
	<4
	4
	4-8
	8-16
	8~16
	16

	
	<4
	4
	5.04
	10.08
	12.70
	16

	Ⅵ
	4
	4
	4-8
	8-16
	16
	16-32

	
	4
	4
	6.35
	10.08
	16
	20.16

	Ⅶ
	4~8
	8~16
	16~32
	32~64
	64
	32~64

	
	5.04
	10.08
	20.16
	40.32
	64
	50.80

	Ⅷ
	16~32
	32~64
	64~128
	128
	256
	128~256

	
	20.16
	40.32
	80.63
	128
	256
	203.19

	Ⅸ
	8
	16~32
	32~64
	64~128
	128
	128~256

	
	8
	20.16
	40.32
	101.59
	128
	161.27

	Ⅹ
	64~128
	128~256
	256~512
	256~512
	512
	256~512

	
	80.63
	161.27
	322.54
	406.37
	512
	406.37

	Ⅺ
	128
	256
	512
	512~1024
	1024
	512~1024

	
	128
	256
	512
	645.08
	1024
	812.75

	Ⅻ
	64
	64~128
	128~256
	256~512
	512~1024
	1024

	
	64
	80.63
	161.27
	322.54
	812.75
	1024


注: 1) 为凝集抗体效价的范围; 2) 为凝集抗体效价的几何平均数.

Note: 1) Indicate spectrum of agglutination antibody titer; 2) Indicate geometric mean of agglutination antibody titer.

低; 注射高剂量组在全时段逐渐增大但明显低于中剂量注射组。最大凝集抗体效价发生在35 d时的中剂量组, 为256。

注射β-AH的3组血清凝集抗体效价和注射β-葡聚糖3组血清凝集抗体效价变化相似但明显要高。最大凝集抗体效价发生在35 d时的中剂量组和第42 天高剂量组, 为1 024。

2.4  β-葡聚糖对黄河鲤攻毒后RPS的影响

由表7可知, 对照组鲤鱼死亡率为84%。在饲料中添加β-葡聚糖的5个组实验组中, RPS随添加量增大显著提高(P<0.05), 到添加剂量为450 mg/kg时最大 (85.46±7.71), 随后又降低。注射β-葡聚糖, RPS随剂量增大而提高, 但中高剂量无显著差异(P>0.05)。注射β-AH, RPS无显著差异 (P>0.05), 其中, 注射中、高剂量的2实验组的RPS为100%。

3  讨论

3.1  β-葡聚糖对黄河鲤白细胞吞噬活性、血清溶菌酶活性的影响

鱼类由于其特异性免疫机制尚不完善, 非特异性免疫在其防御体系中具有重要作用。溶菌酶是存在于溶酶体内的水解酶, 是吞噬细胞杀菌的物质基础和重要的非特异性免疫因子, 能使吞噬细胞的吞噬活性增强[12–13]。因此, 通过测定鱼类血液中白细胞吞噬能力以及血清中的溶菌酶活性, 
表7  嗜水气单胞菌活菌攻毒后黄河鲤的相对免疫保护率

Tab. 7  RPS of carp challenged with A. hydrophila
	组别 group
	攻毒鱼尾数1)

nos. of challenged fish1)
	死亡鱼尾数2)

nos. of dead fish2)
	死亡率/%

mortality
	免疫保护率/%3)
RPS(
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±SD)3)

	Ⅰ
	50 (25/25)
	44 (22/20)
	84.00±5.66
	

	Ⅱ
	50 (25/25)
	31 (17/14)
	62.00±8.49
	26.36±5.15c

	Ⅲ
	50 (25/25)
	18 (9/9)
	36.00±0.00
	57.05±2.89b

	Ⅳ
	50 (25/25)
	6 (2/4)
	12.00±5.66
	85.46±7.71a

	Ⅴ
	50 (25/25)
	11 (7/4)
	22.00±8.49
	74.09±8.36a

	Ⅵ
	50 (25/25)
	15 (8/7)
	30.00±2.83
	64.32±0.96b

	Ⅶ
	50 (25/25)
	12 (5/7)
	24.00±5.66
	71.14±8.68b

	Ⅷ
	50 (25/25)
	6 (3/3)
	12.00±0.00
	85.68±0.96a

	Ⅸ
	50 (25/25)
	3 (2/1)
	6.00±2.83
	92.96±2.89a

	Ⅹ
	50 (25/25)
	1 (1/0)
	2.00±2.83
	97.73±3.22a


	Ⅺ
	50 (25/25)
	0 (0/0)
	0.00±0.00
	100.00±0.00a

	Ⅻ
	50 (25/25)
	0 (0/0)
	0.00±0.00
	100.00±0.00a


注: 1) 括号内分别表示第1次和第2次攻毒鱼尾数; 2) 括号内数字分别表示第1次和第2次攻毒后死亡鱼尾数; 3) 不同肩标字母表示组间差异显著(P<0.05)。

Note: 1) Values in brackets mean fish numbers in first and second challenges, respectively. 2) Values in brackets mean dead fish numbers after first and second challenges. 3) Values with different letters mean significant difference(P<0.05).

可以从一定程度上衡量鱼类非特异性免疫力[15]。Misra等[16]实验表明, 饲料中长期添加β-葡聚糖可以提高露斯塔野鲮白细胞吞噬活性和血浆溶菌酶的活性, 同样研究结果在大西洋鲑[17]、暗纹东方鲀(Takifugu obscurus)[18]、锦鲤[19]、彭泽鲫(C. auratus var. pengze)[20]等也得到证实。本研究中发现, 投喂添加β-葡聚糖饲料后, 除150 mg/kg组第7天黄河鲤的白细胞吞噬活性和溶菌酶活性与对照组差异不显著外, 其他都显著高于对照组, 而且随着β-葡聚糖添加量增加到450 mg/kg, 黄河鲤白细胞吞噬活性和血清溶菌酶活性具有的上升趋势, 但第28 天后, 随着添加剂量加大溶菌酶和吞噬指数相对降低。Ai等[21]在大黄鱼(Pseudo​sciaena croces)饲料中添加0.09%的β-葡聚糖能显著增强其免疫功能, 但0.18 %的添加量却受到抑制; 张辽等[22]和温安祥[23]研究表明, 添加500 mg/kg和1 000 mg/kg的β-葡聚糖能够提高齐口裂腹鱼(Schizothorax prenanti)的免疫功能, 而2 000 mg/kg和4 000 mg/kg剂量组在短期内(第14 天)有增强免疫功能的作用, 但随着作用时间的延长(到第56 天), 免疫功能下降。说明β-葡聚糖在提高鱼类免疫功能的同时与剂量和作用时间有关。

实验研究已经表明, 注射β-葡聚糖能够显著提高溶菌酶活力[18, 24]。Matsuyama等[25]给虹鳟 (Salmo gaidnerii Richardson) 注射适宜剂量β-葡聚糖可显著提高了血清LSZ的活性, 但质量浓度太高或太低效果都不好。同样, Selvaraj等[26]注射100、500、1 000 mg的β-(1, 3)D-葡聚糖给感染嗜水气单胞菌的鲤鱼, 7 d后观察到全血中白细胞的数量显著增加, 嗜中性粒细胞和单核细胞的比例也有所增加, 增大剂量则降低; 这与Misra等[16]用β(1, 3)-葡聚糖注射南亚野鲮(Labeo rohita)幼鱼的结论相同。本实验研究也证实注射中等剂量β-葡聚糖能够显著提高黄河鲤溶菌酶活力以及白细胞吞噬活性。说明葡聚糖免疫调节效果的发挥与其剂量并非成正比关系[27]。再如Couso等[28]报道, 口服添加0.05%和0.1%葡聚糖的饲料并没有提高隆颈巨额鲷(Sprus autata)对疾病抵抗力, 而添加0.01%葡聚糖却显著提高了该鱼的抵抗力。这一现象说明添加高剂量葡聚糖可能会造成免疫细胞疲劳或者免疫麻痹[29]。

3.2  β-葡聚糖对机体抗感染能力的影响

到目前为止, 还没有有效的疫苗对应用于黄河鲤。对于其疾病防控, 只能依靠科学的饲养管理, 优良的水质, 以及提供营养均衡的饲料。使用免疫增强剂将有助于增强抗病力。β-葡聚糖可以通过提高鱼体内吞噬细胞的数量来提高其对外源病菌的抵抗力。Selvaraj等[26]给鲤鱼注射不同剂量β-葡聚糖发现显著提高鲤鱼成活率及增强抗嗜水气单胞菌感染; Robertsen等[2]报道, 腹腔注射酵母葡聚糖提高大西洋鲑对鳗弧菌、杀鲑气单胞菌(V. salmonicida )以及鲁氏耶尔森菌的抵抗力。注射β-葡聚糖增强免疫保护作用主要在于白细胞的数量显著增加, 吞噬细胞吞噬活性增强, 尤其是巨噬细胞; 而白细胞的数量变化伴随着血清中溶菌酶活性的变化, 二者呈正相关[15]。本实验结果也表明注射β-葡聚糖, 黄河鲤血清溶菌酶和白细胞吞噬活性比对照组、饲料中添加的各组都显著提高, 而且对嗜水气单胞菌感染抵抗力增强, RPS提高。说明注射β-葡聚糖更有利于诱导巨噬细胞或快速通过补体途径来增强鱼的机体免疫力。
3.3  β-葡聚糖对机体血清凝集抗体效价的影响

注射β-葡聚糖也能提高血清凝集抗体效价, 增强机体防御和免疫保护作用。Aakre 等[30]报道, 给大西洋鲑腹腔注射酵母葡聚糖, 显著提高抗体水平; Engstad和Robertsen[31]将含有葡聚糖的杀鲑气单胞菌疫苗注入大西洋鲑体内6周以后, 发现注射这种疫苗的鱼相比仅注射疫苗的鱼, 体内产生的抗体更多。陈超然等[32]研究接种了嗜水气单胞菌菌苗的异育银鲫(Carassius auratus gibelio)投喂酵母β-葡聚糖可以增强对病原嗜水气单胞菌的抵抗力, 降低攻毒后的死亡率。类似结果在大西洋鲑[33]研究中也得到证实。本研究结果也支持上述结论。这一现象, β-葡聚糖作为免疫佐剂, 能够活化巨噬细胞, 进而能提高特异性抗体的含量, 从而增强刺激机体的免疫系统, 有效调节机体免疫机能[15]。

3.4  β-葡聚糖给予方式对黄河鲤免疫的影响 

本研究表明, 腹腔注射酵母β-葡聚糖或β-AH与饲料中添加β-葡聚糖能显著提高黄河鲤LZS、PI、凝集抗体效价以及对病原嗜水气单胞菌的抵抗力。类似结果在鲤[19]、大西洋鲑[2]也得到证实。体外实验表明, β-葡聚糖能显著提高鱼类白细胞数量尤其中性粒细胞和单核细胞[5, 31], 由此提高免疫应答和增强RPS。另外, 注射β-葡聚糖可直接诱导白细胞参与免疫应答, 而口服过程消化道吸收较慢, 且对于β-葡聚糖颗粒大小有选择性[24]。因此, 腹腔注射β-葡聚糖在抗嗜水气单胞菌感染及对非特异性免疫反应好于低剂量添加β-葡聚糖。
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Effects of yeast β-glucan on the immune response and Aeromonas hydrophila infection resistance in Cyprinus (Cyprinus) carpio haematopterus 
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Abstract: The present study was conducted to investigate the effect of yeast β-glucan (Angel Yeast Co., Ltd, Yichang, China) either by orally (in feed) and injection or β-glucan and Aeromonas hydrophila emulsion-oil vaccine (β-AH) on the immune response and its protection against an infection of the bacterial pathogen Aeromonas hydrophila in Cyprinus (Cyprinus) carpio haematopterus. And 1 800 healthy C. (C.) c. haematopterus with body weight of (32.33±0.21) g were selected, and randomly divided into 12 And groups (Ⅰ–Ⅻ) with 3 replicates in each group and 50 fish in each replicate. Five levels (150, 300, 450, 600 and 750 mg/kg) of β-glucan were added in the diets of Ⅱ–Ⅵ groups, and controlⅠand Ⅶ–Ⅻ groups were fed with basal diet (0 mg/kg β-glucan), respectively. On the first day (00: 00) before the experiment, three different dosages of β-glucan of 150, 450, 750 mg/kg(body weight) of fish were injected intraperitoneally to the C. (C.) carpio haematopterus of Ⅶ–Ⅻ groups. Similar, yeast β-glucan was administrated by injection with inactive vaccine which was prepared in carp-derived A. hydrophila and oil emulsion for Ⅹ, Ⅺ and Ⅻ groups in three doses (1.50 g/L, 4.50 g/L和7.50 g/L) respectively. On the 7 th, 14 th, 28 th, 35 th, and 42 th days of the experiment, LZM, PI and agglutinating antibody titer were determined. On days 43 and 50 the fish were selected and divided into two subgroups under each treatment group for challenge with 2×LD50 concentration of A. hydrophila (44 th day) and subsequently, RPS was recorded on day14 post challenge. The results showed that LZM and PI rose to their highest levels on day 35, and the highest protection in the challenge study after feeding with the diet containing 450 mg (yeast β-glucan)ּkg−1(diet), however, there was no significant difference in agglutinating antibody titre of C. (C.) carpio haematopterus. On the contrary, the result was observed depressed those parameters in fish feeding with the diet containing 750 mg/kg( yeast β-glucan). The C. (C.) carpio haematopterus injected β-glucan and β-AH significant enhanced the LZM, PI, agglutinating antibody titre and RPS than control and test fish fed with diets supplemented β-glucan. The results indicated that those parameters rose to their highest levels on 35 days at a medium dose. Injection of high-dose β-glucan and β-AH LZM, PI, agglutinating antibody titre and RPS in 42 d gradually strengthen contrast medium. The challenge by 2×LD50 A. hydrophila result showed that the RPS was significantly increased with increasing dietary β-glucan up to 450 mg/kg (85.46±7.71, P < 0.05), but there were no significant differences for β-glucan 450 mg/kg to 600 mg/kg (P > 0.05), and decreased thereafter with further increases in dietary β-glucan. Compared to the dietary supplementation, does injected with β-glucan and β-AH had increased RPS. The best RPS of fish was obtained at 450 mg/kg or 4.50 g/L respectively. It could be concluded that the yeast β-glucan can be used as immunostimulants and enhancement of immunity and survival of the C. (C.) carpio haematopterus.
Key words: yeast β-glucan; Cyprinus (Cyprinus) carpio haematopterus; immune; Aeromonas hydrophila
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