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苏云金芽孢杆菌对黄河鲤白细胞吞噬
和溶菌酶活性的影响

殷海成
(河南工业大学 生物工程学院 ,河南 郑州 450001)

摘要:为研究苏云金芽孢杆菌(Bacil lus thuringiensis Bt)对黄河鲤白细胞吞噬和溶菌酶活性的影
响 ,将苏云金芽孢杆菌按 1.0×10

11
、3.0×10

11
、5.0×10

11
cfu/kg 3个浓度添加在鱼用全价颗粒饲

料中 ,投喂经嗜水气单胞菌(Aeromonas hydrophi la)疫苗免疫的 A 1 、A 2 、A3组和未免疫的 B1 、B2 、
B3组黄河鲤鱼 ,分别于试验的第 1 、15 、30 、40天时检测各组鲤鱼白细胞吞噬活性和血清溶菌酶活
性。结果表明 ,添加苏云金芽孢杆菌可显著提高黄河鲤血液中白细胞吞噬活性和血清溶菌酶活性
(P<0.05),且添加浓度越高 ,血液白细胞吞噬活性和溶菌酶活性越强 。免疫组与未免疫组白细胞
吞噬活性差异不显著(P >0.05),溶菌酶活性差异显著(P<0.05)。在停止投喂后 10 d ,白细胞吞
噬活性 、血清溶菌酶活性逐渐下降 ,但与停止投喂 Bt前相比 ,差异不显著(P>0.05)。
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Effects of Baci llus thuringiensis as Food A ddi tive on

the Phagocytic Activity of Leucocy tes and Lysozyme

Activi ty of Cyprinus carpio in the Yellow River

YIN Hai-cheng
(College o f Bioengineering , Henan Univ ersity of Techno lo gy , Zhengzhou 450001 , China)

Abstract:To study the effects of Bacillus thuringiensis(Bt)on the leucocy te and ly sozyme act ivi-
ties of Cyprinus carpio in the Yel low River , the fishes o f g roup A 1 ,A 2 and A 3 immunized w ith A.
hydrophi la and the unimmunized fishes of group B1 , B2 , and B3 we re feed wi th the forage added

wi th Bt at the concentrations of 1.0×1011 ,3.0×1011and 5.0×1011cfu/kg , respect ively.The phag-
ocy tic act ivities of leucocy tes and ly sozyme activities w ere determined at 1 、15 、30 and 40 day s

po st-feeding .The results show ed that all the di fferent concentrations of Baci l lus thuringiensis en-
hanced the phagocy tic activities of leukocy tes and ly sozyme activit ie s of Cyprinus car pio in the

Yellow River(P <0.05), but high dose g roups show ed higher ef fects than that o f low do se

groups.No obvious dif ferent phagocy tic activi ties of leukocy tes w ere observed among the immu-

nized and unimmunized groups(P >0.05), but the lysozyme activi ties we re significantly different

(P<0.05).The phagocy tic act ivities of leucocy tes and ly so zyme activi ties declined at 10 d after

the stopping of feeding mixed diet , but no significant differences w ere observed compared to that

of feeding mixed diet(P>0.05).
Key words:Baci l lus thuringiensis;Cyprinus carpio in the Yellow River;Phagocy tic activi ty;
Lysozyme activi ty
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　　苏云金芽孢杆菌(Baci l lus thuringiensis ,Bt)属

于革兰氏阳性菌 ,其芽孢形成期间产生的杀虫晶体

蛋白已广泛应用于防范作物 、森林 、果蔬虫害等 ,如

杀灭寄生线虫 、捻转血矛线虫 、日本血吸虫等 ,在生

物防治中占有极其重要的地位 。随着对 Bt结构 、功

能 、遗传 、工程菌构建 、以及全基因组序列等深入研

究 ,Bt的应用前景更加广阔。对于鱼类的免疫研

究 ,主要体现在应用中草药[ 1 ] 、免疫多糖[ 2] 、肽类[ 3] 、

益生菌制剂
[ 4]
以及免疫增强剂

[ 5]
等。刘克林等

[ 4]
用

益生芽孢杆菌投喂鲤鱼 ,可提高其免疫力。本试验

在全价饲料中添加不同剂量的 Bt ,研究 Bt 对黄河

鲤鱼血液白细胞吞噬活性 、血清溶菌酶活性的影响 ,

旨在探讨 Bt对鲤鱼血液免疫效果以及其在水产动

物养殖中的应用价值 。

1　材料和方法

1.1　供试鲤鱼与饲料

试验用的黄河鲤鱼购自河南水产科学研究院养

殖场 ,选择体质健壮 、无伤残的黄河鲤 400尾 ,体重

(55±0.52)g/尾 ,随机均分 8组 ,每组 50尾 ,编号分

别为:A 0(对照组)、A 1 、A 2 、A 3和 B0(对照组)、B1 、

B2 、B3 ,养于直径 2 m 的专用箱。按照常规方法管

理 ,充气泵充气 ,自然水温(20±2)℃,饲养 15 d 后

开始试验 。其中 , A 0 、A 1 、A 2 、A 3 4组分别于第 7 天

和第 14 天注射含 1×108cells/mL 的嗜水气单胞菌

(Aeromonas hydrophi la)菌苗免疫 ,每尾每次注射

0.2 mL。

基础饲料选用河南大德饲料科技开发有限公司

生产的鲤鱼全价配合粉状饲料(粗蛋白 34%、粗脂

肪 5.0%、粗纤维 8.0%)。A 0组和 B0投喂基础饲

料 ,A 1和 B1 、A 2和 B2 、A 3和 B3分别投喂基础饲料加

1.0×10
11
cfu/kg 、3.0×10

11
cfu/kg 、5.0×10

11
cfu/kg

的苏云金芽孢杆菌 ,所有饲料用小型制粒机(曲阜市

应用科技研究所 ,93KWP-105)加工成直径为 1.5 mm

的颗粒。开始试验后 ,每天喂食 2次(8:00、17:00),

连续 30d。30 d之后改投相同的不含芽孢杆菌饲料。

日投饵量为试验鱼体重的 2.50%～ 4.50%。

1.2　抗原制备

嗜水气单胞菌购自武汉大学菌种保藏中心 ,接

种于 FWA 培养基 , 28℃培养 36 h ,洗涤后 ,离心集

菌。然后加入浓度为 0.5%的福尔马林 , 28℃灭活

24 h ,测定菌液浓度 ,以 0.65%的灭菌生理盐水将灭

活的 A.hydrophi la 用比浊法测定浓度并调整为

1×108cells/mL 悬液;取少量接种于营养琼脂平板

以确保灭活 ,置 4℃冰箱中保存备用 。

1.3　采血及处理

试验的第 1 、15 、30 、40天(停喂后的第 10天)上

午进行血样采集 ,采用心脏采血和断尾采血 2种方

法 ,每组取 5尾。取血后 ,将每尾鱼的血液样本分成

2份 , 1 份置室温下 1 h , 再置冰箱内 4 h , 然后以

2 000 r/min离心 15min分离血清 ,供检测溶菌酶活

性;另 1份以肝素抗凝 ,供测定白细胞吞噬活性 。

1.4　白细胞吞噬活性测定

金黄色葡萄球菌(S taphy lococcus aureus)购自

武汉大学菌种保藏中心 ,接种在 FWA 培养基上 ,

28℃培养 36 h ,集菌 ,并用无菌生理盐水离心洗涤 2

次 ,制成金葡菌悬液。取金葡菌悬液 ,加入终浓度为

0.5%的福尔马林 , 28℃灭活 24 h ,用灭菌生理盐水

清洗 3次 ,并将其浓度调整为 1×108cel ls/mL ,作为

吞噬原 。在 0.25mL 抗凝血中加入 0.1mL 吞噬

原 ,摇匀后置于 28℃恒温水浴锅中 ,孵育 1h ,每个

血样做血涂片 5张 ,自然晾干 ,甲醇固定 ,Giemsa染

色 ,油镜观察并计数。计算吞噬百分比和吞噬指数。

吞噬百分比(PP)=(100个白细胞中参与吞噬

的细胞数/100)×100%

吞噬指数(PI)=被吞噬的细菌数/吞噬细菌的

细胞数 。

1.5　血清溶菌酶活性测定

1.5.1　菌液的制备 　以粉状溶壁微球菌(Micro-

coccus lysoleikticus)配成 4×106 cfu/mL 菌液 ,再用

722型分光光度计于 640 nm 处测定并调整其浓度 ,

使 OD640 =0.3 。

1.5.2　溶菌酶活性的测定　取 0.1mL 血清 2份 ,

1份于 28 ℃水浴锅中预热 5min后加入 1.8mL 菌

液 ,2min时加入 2滴 5mol/ L KOH 溶液终止反应 ,

测 640nm 波长下透光率(T 1 %)。另 1 份重复上述

步骤 ,测透光率(T 0 %)。T 1 %-T 0 %即溶菌酶所致

透光率的变化。与标准曲线对比 ,查血清中溶菌酶

活性。

2　结果与分析

2.1　投喂芽孢杆菌对黄河鲤血液白细胞吞噬活性

的影响

投喂苏云金芽孢杆菌对受免和未免黄河鲤白细

胞吞噬活性的影响见表 1。

　　由表1可以看出 ,各试验组在投喂苏云金芽孢

杆菌前 ,PP 、PI 均无显著性差异 。投喂苏云金芽孢

杆菌后 ,黄河鲤血液白细胞吞噬活性明显增强 ,到第
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表 1　投喂苏云金芽孢杆菌对受免和未免黄河鲤白细胞吞噬活性的影响

时间(d)吞噬活性 A0 A1 A2 A3 B0 B1 B2 B3

1 PP(%) 32.91±3.08a 31.88±2.29a 32.30±2.51a 33.12±2.44a 32.45±3.14a 31.72±1.86a 32.21±2.25a 33.41±2.51a

PI 1.16±0.19a 1.41±0.11a 1.34±0.07a 1.36±0.19a 1.15±0.07a 1.32±0.31a 1.08±0.14a 1.12±0.30a

15 PP(%) 38.8±13.06b 60.81±2.54c 64.67±5.12c 63.15±4.23c 32.15±3.37a 55.03±2.05c 58.48±1.58c 58.83±3.21c

PI 1.26±0.16b 3.45±0.22c 2.60±0.11c 3.27±0.32c 1.22±0.41a 2.18±0.81c 2.35±0.15c 3.01±0.26c

30 PP(%) 38.24±2.09b 58.67±2.15c 62.52±1.23c 60.23±4.14c 34.80±3.04a 57.28±1.05c 59.12±1.82c 58.67±3.08c

PI 1.47±0.16b 3.02±0.11c 2.46±018c 2.45±0.25c 1.28±0.14a 3.36±0.24c 3.51±0.33c 3.74±0.24c

40＊ PP(%) 39.80±3.01b 59.62±3.44c 60.45±1.83c 61.45±2.20c 34.24±2.18a 51.48±1.42c 53.80±3.44c 52.35±3.19c

PI 1.58±0.11b 3.96±0.34c 4.15±0.30c 4.28±0.21c 1.33±0.23a 3.44±0.23c 3.72±0.11c 3.57±0.48c

　　注:＊表示停止投喂 Bt 后 10d;同行肩标字母相同表示差异不显著(P>0.05),不同表示差异显著(P<0.05)

15天 ,免疫组 A 1 、A 2 、A 3组的吞噬活性达到最强 ,其

PP 和 PI 分别为(60.81 ±2.54)%、3.45 ±0.22 ,

(64.67±5.12)%、2.60±0.11 , (63.15±4.23)%、

3.27±0.32 ,对照组 A 0为(38.81±3.06)%、1.26±

0.16 ,15 d后 ,A 1 、A 2 、A 3组的 PP 和 PI 虽有不同程

度的下降 ,但仍显著高于 A 0组。Duncan' s 多重比

较 , A 1 、A 2 、A 3组间 PP 和 PI 无显著差异(P >

0.05),与 A 0组对比差异显著(P<0.05)。对未受免

组 ,苏云金芽孢杆菌也能提高黄河鲤白细胞的吞噬

活性 ,表现和免疫组相似 ,但白细胞的 PP 和 PI 均

低于免疫组 ,差异不显著(P>0.05)。

2.2　投喂苏云金芽孢杆菌对黄河鲤血清溶菌酶活

性的影响

投喂苏云金芽孢杆菌对鲤鱼血清溶菌酶活性的

影响见表2。各试验组在投喂苏云金芽孢杆菌前 ,溶

菌酶活性并无显著差异(P>0.05)。投喂开始之后 ,

溶菌酶活性开始增大 ,且投喂组随浓度梯度增加 ,溶

菌酶活性增加。到第15天 ,免疫组 A 1 、A2 、A 3各组的

溶菌酶活性 显著增高 , 且 达到峰 值 , 分别为

(99.87±2.12)U/mL 、(106.10 ±1.21)U/mL 、

(100.94±1.47)U/mL。而未经免疫各组同样增

高 ,但增速小于免疫组 。Duncan' s多重比较 ,各试

表 2　投喂苏云金芽孢杆菌对受免和未免黄河鲤血清溶菌酶活性的影响 (U/m L)

时间(d) A0 A1 A2 A3 B0 B1 B2 B3

1 45.32±1.52a 45.42±2.02a 45.82±2.07a 45.24±3.70a 44.90±2.81a 45.04±2.51a 45.22±0.23a 45.70±1.08a

15 52.32±1.41a 99.87±2.12b 106.10±1.21c 100.94±1.47c 47.84±3.64a 78.50±1.74d 86.12±1.60d 90.54±1.84d

30 52.80±2.42a 98.92±3.51b 100.40±2.04c 99.54±2.36c 47.78±4.01a 74.48±4.82d 85.34±5.65d 88.56±4.82d

40＊ 52.50±1.24a 95.84±2.34b 96.52±2.03c 95.93±2.10c 47.94±2.59a 68.51±3.30d 65.47±1.87d 66.30±3.81d

　注:＊表示停止投喂 Bt 后 10d

验组与对照组差异显著(P <0.05),A 2组与 A 3组无

显著差异(P >0.05),但与 A 1组间差异显著(P <

0.05),免疫组与未免疫组差异显著(P <0.05)。未

免疫组内比较 , 试验组与对照组差异显著(P <

0.05),各试验组之间差异不显著(P >0.05)。停止

投喂后 ,溶菌酶活性虽然稍有下降 ,却仍显著高于对

照组 。

3　讨论

近年来 ,鱼类用益生菌 、免疫增强剂激发体液免

疫和细胞免疫 ,以提高其抗病原菌的能力。本试验

结果表明:饲料中添加苏云金芽孢杆菌能使黄河鲤

白细胞吞噬活性显著提高 ,吞噬百分比和吞噬指数

与对照组差异显著(P <0.05)。投放剂量越大 、投

喂时间越长 ,吞噬活性越强 ,其中当苏云金芽孢杆菌

浓度为5.0×10
11
cfu/kg 时效果最好;停止投喂则白

细胞吞噬活性降低 ,但各对应试验组停止投喂前后 ,

差异不显著(P<0.05)。这说明黄河鲤饲料中添加

适量苏云金芽孢杆菌能有效提高其血液白细胞吞噬

活性 ,刺激免疫细胞激活 ,增强免疫力 。本试验结果

和葛慕湘等[ 6] 、刘克林等[ 4] 研究结果相一致。可知

益生微生物能有效提高白细胞吞噬活性 ,增强免疫

机能。

血清溶菌酶活性的变化和白细胞吞噬活性表现

一致 ,但高峰值出现在 15d 。在投喂的整个期间 ,溶

菌酶活性增加 ,尤其是免疫组更为明显 ,试验组与对

照组差异显著(P<0.05),免疫组和未免疫组差异显

著(P<0.05),剂量较高的 A 2 、A3组与其他各组差异

显著(P <0.05),但此两组之间差异不显著(P >

0.05)。本试验与张红梅等[ 7] 研究结果一致 ,饲料中

添加 Bt不仅增强白细胞吞噬活性而且显著增加血清

溶菌酶活性;同样 ,与王雄等
[ 8]
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究表明 ,饲粮钙水平与血清钙呈负相关 ,饲粮磷水平

与血清磷呈正相关;而饲料磷与血清钙 ,饲料钙与血

清磷间无显著相关 。本试验结果表明 ,能量 、蛋白质

和钙磷对血清 Ca 和血清 P 均没有显著影响(P >

0.05),但是血清 Ca 随日粮 Ca 水平升高而降低 ,血

清随日粮 P 水平升高而升高 ,与上述研究结果一致。

从生产性能 、营养物质消化率 、血清生化指标 、环

境保护及机体内环境稳定等方面综合考虑 ,建议对于

生长期新美系大约克夏原种猪 ,饲粮以消化能 14.

23kJ/kg 、粗蛋白质 21.5%、钙 0.8%、磷 0.8%为宜。
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[ 9] 　陈金文 , 杨山 ,莫棣华 , 等.日粮能量和蛋白水平对肉鸡

腹脂和血脂的影响[ J] .动物营养学报 , 1998 , 10(1):

20-28.

[ 10] 　陈冬梅.植酸酶和柠橡酸对肉鸡生产性能及钙磷利用

率的影响[ J] .畜牧与兽医 , 2003(4):9-12.

[ 11] 　李文立 ,王宝维 , 林英庭 ,等.不同蛋氨酸和赖氨酸添加

水平对五龙鹅生产性能的影响[ J] .黑龙江畜牧兽医 ,

2004(1):30-31.

(上接第 117页)　结果相同;Marja 等
[ 9]
研究表明:

在一定程度上 ,血浆中的溶菌酶水平变化是与循环

系统中的白细胞数目变化一致的 ,二者呈正相关 。

说明有益微生物对于鲤血清溶菌酶有明显的刺激作

用 ,并增强其活性。

然而 ,本试验表明 ,受免疫的试验组黄河鲤白细

胞吞噬活性和血清溶菌酶活性明显高于未免疫试验

组 ,免疫的对照组也高于未免疫的对照组 ,说明苏云

金芽孢杆菌和嗜水气单胞菌存在交叉抗原 ,至于是

哪一种尚待进一步研究。
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