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摘要：来自甲鱼养殖场的 )$ 只中华鳖（!"#$%&’()’ ’&*"*’&’）幼鳖驯养 * 周后，实验设 ’ 组：对照组、处理

!、"、#和$组。各组设 " 个平行，依次在饵料中混合添加维生素 +（,-）和 .（,.）为 $ 和 $、"’$ 和 ’$、

" ’$$ 和 ’$、"’$ 和 "’$、" ’$$ 和 "’$ /0 1 20，喂食 ( 周后，每组取半数幼鳖经酸应激处理 "( 3。取幼鳖血液，

用镜检法测定血细胞的吞噬率，透射比浊法测定血清溶菌活力、杀菌活力以及补体 +* 和 +( 含量。%经酸应激

与未经酸应激处理相比：对照组血细胞吞噬率显著降低，而处理! 4$组无显著变化；对照组和处理!组血清

溶菌活力和补体 +* 含量显著下降，而处理" 4$组无显著变化；血清杀菌活力均有显著下降（对照组、处理

!和#组极显著，处理"组和$组显著）；对照组、处理!和#组血清补体 +( 显著下降，而处理"和&组无显

著变化。’经酸应激处理，血细胞吞噬率、血清溶菌活力、杀菌活力和补体 +* 含量，处理! 4$组的均显著

高于对照组，处理$组显著高于其他 ( 组；血清杀菌活力，处理"组又高于处理!和#组；血清补体 +(，对照

组显著低于处理! 4$组，而处理! 4$组间无显著相异。,- 和 ,. 混合饲喂对酸应激后中华鳖血细胞吞噬率、

血清溶菌活力、杀菌活力和补体 +* 含量有显著协同促进作用，对血清补体 +( 的合成无协同作用。说明 ,- 和

,. 混合饲喂能显著增强中华鳖抗酸应激能力，缓解或部分缓解酸应激造成的不利影响。
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应激是机体对外界或内部的各种异常刺激所产

生的非特异性应答反应的总和，会对机体产生许多

不利影响。如转运应激能降低虹鳟（!"#$%&’"#&()
*’+,))）白细胞的吞噬率和血浆溶菌酶含量（B*&*7
*# %+，CDDE）；拥挤胁迫能抑制赤 鲷（ -./%() 0.1
/%()）非特异性免疫（F"#++%&# *# %+，CDDE）。因此，

如何防止应激和减轻应激的程度是该领域研究的热

点。G HHH /6 I J6 维生素 1（<.）的添加能补偿农药

高丙 体 六 六 六 引 起 的 虹 鳟 A 淋 巴 细 胞 的 下 降

（K;&3*8 *# %+，CDDL），部分地缓解高温（@%8’;* *#
%+，CDML）和冷暴露（N8"55，CDMM）导致的鸡抗体

反应的下降。维生素 =（<=）能减轻剧烈训练对肌

细 胞 造 成 的 氧 化 损 伤 （ O%.$*.J P A+;/!*86，

GHHC）。<. 和 <= 合用对金头鲷（200.%() .(%.3. Q R）
白细胞的移动和吞噬作用有显著的协同促进作用

（S;+*8" *# %+，CDDM），但对豚鼠肝脏 KT? 的氧化损

伤无影响（1%’*&%5 *# %+，CDDE）。

水质污染和疾病蔓延等是中华鳖在人工养殖过

程中经常面临的问题，对其生长和存活极为不利。

水质污染包括水质酸化、盐浓度变化以及富养化

等。为增强中华鳖在应激条件下对新环境的适应能

力和对疾病的抵抗力，我们曾经以水质 0U 为应激

源，在饵料中添加 <= 研究其含量对酸应激中华鳖

幼鳖血清补体 1> 和 12 的影响（V$;" *# %+，GHH>）。

其结果表明 <= 在一定剂量范围内能促进血清补体

1> 和 12 的合成。在此基础上试图探讨 <. 和 <= 混

合添加对中华鳖抗应激能力的影响。以下是这一工

作的继续报道。

) 材料和方法

) *) 实验动物和驯化

实验用中华鳖（-45$6,)#() ),"4"),)）幼鳖购于

北京顺义县天竺甲鱼养殖场，买回后饲养于实验室

玻璃缸内。饲养和驯化条件同 V$"; *# %+（GHH>）。

在此条件下驯养 > 周，使其适应实验室环境条件后

再开始实验。

) *+ 实验设计

选用 WH 只健康的中华 鳖 幼 鳖（体 重 范 围 为

CH> R2 X GC2 6），将其随意分成 L 组。每组 CG 只分

设两个平行，分别置于 WH ./ Y >H ./ Y 2H ./ 的玻

璃缸中。由于幼鳖外观上难以区分雌雄，因此本实

验不分性别。L 组动物的饵料除了 <. 和 <= 的添加

量不同外，其他营养成分与驯化期间相同。设置

<. 和 <= 添加量的依据是：在 <. 和 <= 单独实验结

果的基础上，分别选择一个最低剂量和促进免疫的

剂量。因此，对照组和处理!、$、"、#组饵料

中 ，<. 和 <= 的 添 加 量 依 次 为 H和 H、G L H和 L H、

G LHH 和 LH、GLH 和 GLH、G LHH 和 GLH /6 I J6。实验

期间饵料存放在 9 GH Z的冰箱中，每天喂食前 2 $
从冰箱内取出。其他实验条件的控制与驯化期间相

同。实验进行 2 周后，每缸取一半幼鳖断头处死，

收集血液在 2 Z条件下离心制备血清。然后用盐酸

将玻璃缸中的水从 0U E RD 调至 0U L，G2 $ 后将另

一半幼鳖处死做同样处理，血清存放在 9 GH Z冰

箱中，以备下列指标测定。

) *, 血细胞吞噬作用的测定

按 [%&6（CDDE）的方法测定血细胞吞噬作用。

将高效活性干酵母放在 G\的蔗糖水溶液中，用盐

酸调节该溶液至 0U > X 2。>H Z水浴 G $，然后再

煮沸 H RL $ 将酵母菌杀死。离心除去上清液，用无

菌生理盐水洗 G 次，再除去上清液，最后将酵母菌

用无菌生理盐水配成浓度为 G Y CHM 个 I /Q 的悬液。

取 2H%Q 幼鳖血滴于塑料凹孔板中，然后加肝

素 GH%Q、酵母菌悬液 GH%Q，混匀，放入密封的湿

盒内，于 >E Z培养箱中培养 >H /3&。其间每隔 CH
/3& 取出凹孔板摇一次，培养结束后充分摇匀。然

后将幼鳖血涂片，甲醇固定 > /3&，N3*/5% 染色 CH
/3&，在显微镜下观察计数。计数 CHH 个血细胞，

记下吞噬酵母菌的细胞数，并按下式计算血细胞吞

噬率：
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血细胞吞噬率 ! 吞噬酵母的血细胞数
"## 个细胞

$ "##%

! "# 血清溶菌活力的测定

以溶壁微球菌（!"#$%#%##&’ ()’%(*"+,"#&’）冻干

粉为底物，按照 &’()*+,- .) +(（"/0#）和 1+23 .)
+(（"//4）的方法进行。将底物用 # 5" *6( 7 8、9&
: 54 的磷酸钾盐缓冲液配成一定浓度的悬液（;<=>#

!# 5?）。取该悬液 ? *8 与 =#!8 待测血清于试管中

混匀，测 定 其 水 浴 前 在 =># 2* 处 的 光 密 度 值

（@#）；然后将其置于 ?> A水浴保温 ?# *B2，取出

后立即置冰浴中 "# *B2 以终止反应，测定其保温后

在 =># 2* 处的光密度值（@）。溶菌活力 C( 按下式

计算：

C( ! （@# D @） 7 @

! "$ 血清杀菌活力的测定

以副溶血弧菌（ -".$% /0$010*2%(),"#&’）为底

物，采用 1+23 E 8B（"//:）的方法测定。将底物

用 # 5" *6( 7 8、9& : 54 的磷酸钾盐缓冲液配成一定

浓度的菌悬液（;<=># ! # 5?= F # 5=）。

取该悬液 ? *8 与 =#!8 待测血清于试管中混

匀，测其在 =># 2* 处的光密度值（@#）；然后置于

?> A水浴保温 ?# *B2，取出后立刻置于冰浴中 "#
*B2 以 终 止 反 应，测 其 在 =># 2* 处 的 光 密 度 值

（@）。杀菌活力按下式计算：

C- ! ［（@# D @） 7 @］" 7 G

! "% 血清补体 &’ 和 &# 含量的测定

按照 HI6’ +) +(（G##?）描述的方法进行测定。

! "( 数据分析

实验所得数据采用 J)+)BK)BL+ 统计软件包做统计

分析。所有的结果均以平均值 M 标准差来表示。

) 结 果

) "! 酸应激后血细胞吞噬率、血清溶菌活力、血

清杀菌活力的变化

与未经酸应激的处理相比，中华鳖对照组血细

胞吞噬率显著降低；处理" F #组虽有下降的趋

势，但无显著差异；并随着 NL 和 NO 剂量的增加，

血细胞吞噬率下降的幅度越来越小（图 "@）。NL 和

NO 混合饲喂对经酸应激的吞噬率有显著促进作用

（PQ6 D Q+R @S;N@：3"，G4 ! 4 5/?，4 T # 5#=）：处

理$ F#组均显著高于对照组，#组显著高于其他

4 组（图 "@）。

与未经酸应激的处理相比，对照组和处理"组

血清溶菌活力显著下降；而处理$ F#组无显著差

异；随着 NL 和 NO 剂量的增加，溶菌活力下降的幅

度逐渐减小（图 "U）。NL 和 NO 混合饲喂对经酸应

激的溶菌活力有显著促进作用（3"，G= ! 4 5=/，4 T
# 5#=）：经应激处理的" F#组极显著高于对照组，

处理#组也极显著高于其他 4 组（图 "U）。

与未经酸应激的处理相比，对照组和处理组血

清杀菌活力均显著下降；对照组、处理"组和%组

均有极显著差异；处理$组和#组有显著差异（图

"V）。NL 和 NO 混合饲喂对经酸应激的杀菌活力有

显著促进作用（3"，G: ! 4 50/，4 T # 5#=）：处理"
F#组杀菌活力显著高于对照组，$组高于"和%
组，#组高于其他 4 组（图 "V）。

) ") 酸应激后血清补体 &’ 和 &# 的变化

与未经酸应激的处理相比，中华鳖对照组和处

理"组血清补体 V? 和 V4 的含量显著下降；处理$
F#组虽有下降的趋势，但无显著变化（图 "< 和

"O）。

饵料中添加 NL 和 NO 对酸应激的补体 V? 有显

著促进作用（3"，G> ! 4 5/?，4 T # 5#=）：经酸应激

处理后，" F#组补体 V? 极显著高于对照组，#
组也极显著高于其他 4 组（图 "<）。饵料中添加 NL

和 NO 对酸应激的补体 V4 合成无促进作用（3"，G>

! G 54>，4 W # 5#=）：经酸应激处理的对照组补体

V4 极显著低于处理" F#组，而处理" F #组间

无显著差异（图 "O）。

’ 讨 论

’ "! *+ 和 *, 合用的作用差异可能与剂量以及个

体的特异性有关

已往 NL 和 NO 合用对应激引起的机体损伤的作

用结果不尽相同。NL 和 NO 合用不仅对病毒感染的

大鼠 心 肌 细 胞 具 有 保 护 作 用 和 协 同 增 效 作 用

（HI+23 .) +(，"//:），而且对鱼类白细胞的吞噬作

用有 协 同 促 进 作 用（X’(.,6 .) +(，"//0）。NO :=
YC 7 -3饲料和NL " *3 7 -3水单独或合用均能促进热

应激条件下母鸡淋巴细胞的增殖，并且二者合用效

果最明显，但二者之间没有明显的协同促进作用

（Z’)I9623KB,B96,2 .) +(，G##"）。低剂量的 NL（G##
*3 7 -3·[Q）和NO（ G## *3 7 -3·[Q）单 独 或 混 合
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图 ! 混合饲喂 "# 和 "$ 对酸应激中华鳖幼鳖非特异性免疫功能的的影响（平均值 % 标准差）

&’( )! $**+#,- .* ,/+ #.01’23,’.2 .* 4’,30’2 5 326 $ .2 2.27-8+#’*’# ’0092+ *92#,’.2’2 3#’67-,:+--+6 ;94+2’<+
-.*,7-/+<<+6 ,9:,<+-（! % "#）

=：血细胞吞噬率（>/3(.#?,’# :3,+ .* 1<..6 #+<<）；@：血清溶菌活力（A+:90 13#,+:.’<?,’# 3#,’4’,?）；5：血清杀菌活力（A+:90 13#,+:’#’7
63< 3#,’4’,?）；B：血清补体 5C 含量（5.2,+2, .* -+:90 #.08<+0+2, 5C）；$：血清补体 5D 含量（5.2,+2, .* -+:90 #.08<+0+2, 5D）。

5.2,:.<：对照组，指饲料中未添加 "# 和 "$；! E"：处理!、#、$和"组，依次添加 "# 和 "$ 为 FGH 和 GH、F GHH 和 GH、FGH 和

FGH、F GHH 和 FGH 0( I J(。

柱上不同字母表示经酸应激各组间差异显著（B92#32 多重比较，$ K H )HG）；$ 值表示同一剂量组酸应激前和酸应激后的比较（ % 检

验）。

5.2,:.<：5.2,:.< (:.98 *+6 L’,/ "# 326 "$ -988<+0+2,3,’.2 3, ,/+ 6.-3(+ .* H 326 H 0( I J( 6’+,；! E"：,:+3,+6 !，#，$ 326 " (:.98 *+6
L’,/ "# 326 "$ -988<+0+2,3,’.2 3, ,/+ 6.-3(+ .* FGH 326 GH，F GHH 326 GH，FGH 326 FGH，F GHH 326 FGH 0( I J( 6’+,-，:+-8+#,’4+<? M
N/+ 43<9+- L’,/ 6’**+:+2, -98+:-#:’8, <+,,+: 3:+ -’(2’*’#32, 6’**+:+2, 30.2( 6’**+:+2, 6.-+ (:.98- ,:+3,+6 L’,/ 3#’67-,:+--（B92#32O- 09<,’8<+ :32(+
,+-,，$ K H )HG）；$ 43<9+- 3:+ ,/+ #.083:3,’4+ :+-9<,- 8+: 6.-+ (:.98- 1+,L++2 2.273#’6 -,:+-- 326 3#’6 -,:+--（ % ,+-,）M

（"#!HH P "$!HH 0( I J(·1L）使用能明显减少有害化

学物质引起的大鼠骨髓细胞的染色体畸变，但没有

发现 二 者 之 间 有 交 互 作 用；而 中、高 剂 量 的 "#

（DHH、QHH 0( I J(·1L）和 "$（DHH、QHH 0( I J(·
1L）单独或混合（"#FHH P "$FHH，"#DHH P "$DHH
0( I J(·1L）对其没有影响（=2,92+- R N3J3/3-/’，
!SSQ）。"# 和 "$ 单独或合用，都能使肝中脂质过

氧化物降低；但大剂量 "# 和 "$ 合用，反而不如单

独使用 "# 的抗脂质过氧化的作用大（&+2( +, 3<，
!SSC）。用 !G 0( I J( 的 "$ 分别与 CC、TTH 和 !C FHH
0( I J(的"# ，TTH 0( I J(的"# 分 别 与 ! G、! G H和

! GHH 0( I J( 的 "$ 混合添加，对非应激的正常豚鼠

肝脏 BU= 的 氧 化 损 伤 均 无 影 响（536+23- +, 3<，
!SSV）。我们的结果表明，"# 和 "$ 特别是高剂量

的 "# 和 "$ 合用，能缓解或部分缓解（如杀菌活

力）酸应激导致的中华鳖免疫功能的下降，并且二
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者间有明显协同作用。上述这些实验结果差异，可

能与 !" 和 !# 的添加量以及个体的特异性有关：机

体在特定条件下发挥其抗应激能力所需的 !" 和 !#

可能有一个最佳剂量范围，过高或过低都会影响其

抗应激潜力的发挥；不同个体或同一个体在不同的

条件下促进其免疫和抗应激能力所需的 !" 和 !# 的

量也可能不同。营养状态和营养物质能直接（如触

发免疫细胞的活性、改变免疫细胞间的相互作用）

或间接（如改变 $%& 合成的底物、能量代谢、细

胞生理的完整性、激素）地影响免疫系统，而免疫

状态的改变又反过来影响机体的营养状态。机体在

感染状态下对营养物质的吸收和利用的效率降低，

从而使代谢率、激素的分泌、肝脏中蛋白质和脂质

的合成以及细胞内酶（如糖异生作用和脂肪合成需

的酶）的分泌发生改变，同时也会使微量元素在体

内重新分配（’()*+,- . $/)0"1，2334；5/,-"1 .
6(701)*8，239:），机体内的这些变化都将影响其抗

应激能力。

! "# $% 和 $& 混用的可能机理

!" 和 !# 混合饲喂对酸应激引起的中华鳖免疫

功能下降有协同保护作用，其原因可能是：!!"

的抗氧化作用，抑制了自由基的产生，直接减少了

机体在应激状态下对 !# 的消耗。机体在应激条件

下能产生大量自由基，而 !" 和 !# 单独和二者混合

饲喂均能降低受伤猪体内 ;< = 的产生（%,*/- /0 (>，
233?）。人血浆中脂质过氧化物与 !" 摄入量间呈明

显负相关（@,(*86, . A,，233<）。人红细胞内的

抗坏血酸盐能减少在氧化应激状态下红细胞膜上的

!# 的丧失，而从红细胞中缓慢释放出来的 !" 能防

止血 浆 中 低 密 度 脂 蛋 白 中 !# 的 氧 化 （’(B，

2339）。"!" 通过恢复 !# 的活性，提高了体内 !#

的含量。!" 能恢复微团的不饱和脂质（C(7">(B /0
(>，239D）和卵磷脂脂质体（%)E) /0 (>，239F）中

!# 的活性。红细胞内的抗坏血酸盐不仅能减少在

氧化应激下红细胞膜内的 !# 的利用，而且能恢复

红细胞膜中 !# 的活性（’(B，2339）。这样，!" 通

过对 !# 的节省和更新，促进 !# 对机体的免疫和

抗应激能力。#!# 能清除自由基、防止过氧化物

产生的能力，也直接降低了对 !" 的利用。细胞膜

中 !# 的 浓 度 与 氧 化 剂 诱 导 的 溶 血 程 度 呈 反 比

（G1)H(-(E) . I7)J/00，23?F）。体内外实验均证明，

增加到红细胞膜上的 !# 能防止体外$射线照射

（C7+K*，239D）和细胞内亲水区自由基（%)E) /0
(>，2399）引起的红细胞溶血，而 !" 是细胞亲水

区重要的抗氧化剂（67/) /0 (>，2393）。

综上所述，由于 !" 和 !# 都具有抗氧化特性，

二者合用都能直接减少对方的消耗；加上 !" 有更

新 !# 的能力，使二者在体内具有双向交互作用，

从而有效地增强了中华鳖的抗应激能力。在本实验

条件下，< FLL H8 M E8 的 !" 和 <FL H8 M E8 的 !# 混合

添加，中华鳖的抗应激能力最强。根据这一结论，

建议在人工养殖过程中，在中华鳖的饵料中添加 <
FLL H8 M E8 的 !" 和 <FL H8 M E8 的 !#，可以增强中华

鳖对不利环境的耐受能力，也有利于疾病的预防和

控制。
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