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摘 要:在基础饲料中分别添加 0.5x lO二 6酵母晒、0.1% 花粉、0.5x lO- 6酵母晒 +0.1%花粉的?昆合物，投喂

中华鳖幼鳖 90 d 后。测定幼鳖的生长和血清中谷脱甘肤过氧化物酶(GSH-PX) 、超氧化物歧化酶(SOD)活性、T

淋巴细胞转化率、自然杀伤细胞(NK)活性。同对照组相比，0.5 X 10- 6酵母晒 +0.1%花粉组能显著促进中华

鳖的生长(P<0.05) ， 0.5 X 10- 6酵母晒组与 0.1% 花粉组的日增重率均高于对照组，但差异不显著 (P>

0.05)。各组间成活率无差异(P>0.05)o 0.5x 10- 6酵母晒组 NK 细胞活性以及血清中 SOD 酶和 GSH-PX 酶

的活力分别比对照组高了 156.06% 、44.7% 、47.5% ( P < 0.05) 0 O. 1 'ì毛花粉组、0.5 X 10- 6酵母晒 +0.1%花粉

组血清中 GSH-PX 酶的活力分别比对照组高了 39.9% 、 32.9% ( P < 0.05) ，但两组的 SOD 酶活力与对照组相

比均元显著性差异(P>0.05)o 0.5x 10- 6酵母晒组以及 0.1%花粉组的 T淋巴细胞转化率均比对照组高，但

差异均不显著(P>0.05)o 0.1%花粉组的 NK 细胞活性也比对照组高，但差异不显著(P>0.05)o 0.5x 10- 6 

酵母晒 + 0.1 <j毛花粉组能显著增强中华鳖 T淋巴细胞转化率及 NK 细胞活性(P<0.05) 。
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Abstract: Trionyx sinensis were fed with basal fonnulated diet supplemented with 0.5 x 10 - 6 selenoyeast , O. 1 % 

pollen and complex of 0.5 x 10 - 6selenoyeast + O. 1 % pollen , respectively for 90 days. There were three replicates 

in each of the four treatments. Growth , T lymphocytes proliferation , activities of GSH-PX , SOD and NK cells were 

measured . Compared with the control group , daily weight gain of complex of O. 5 x 10- 6 selenoyeast + O. 1 % 

pollen group was significantly higher than that of control group (P < 0.05) . The daily weight gain of O. 5 x 10- 6 

selenoyeast group and O. 1 % pollen group was higher than that of control group , but the difference was not significant 

(p > 0.05). 叽lere was no significant difference on survival rate among four groups( P > 0.05). Activities of SOD , 
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GSH - PX and NK cells of 0 . 5 x 10斗 selenoyeast group were 44.7% , 47.5% and 156.06% higher than those of 

control group respectively (P < 0.05). Activities of GSH-PX of O. 1 % pollen group and complex of O. 5 x 10 - 6 

selenoyeast + O. 1 % pollen group were 39.9 %, 32.9 % higher than that of control group (P < O. 05) .币lere was 

no significant difference on activities of SOD among control group , O. 1 % pollen group and complex of 0.5 x 10 - 6 

selenoyeast + O. 1 % pollen group ( P > 0.05). T lymphocytes proliferation of both O. 5 x 10 - 6 selenoyeast group 

and O. 1 % pollen group was higher than 出at of control group , but the difference was not significant ( P > 0.05 ) . 

Activities of NK cells of O. 1 % pollen group was _ higher than that of control group , but the difference was not 

significant( P > 0.05). In general , complex of O. 5 x 10 - 6 selenoyeast + O. 1 % pollen group can significantly 

improve the T lymphocytes proliferation and activities of NK cells in soft -shelled turtle (P < 0 . 05) . 

Key words: Trionyx sinensis; selenoyeast; pollen; SOD; GSH-PX: T lymphocytes proliferation; activity of NK; non

specific immunity 

饲料中添加多糖和中草药能提高中华鳖血细胞吞噬率、血清 SOD、溶菌酶活力 [1] 提示在饲料中添

加合适的免疫增强剂可以增强中华鳖的非特异性免疫功能。花粉是植物的雄性生殖细胞，含有植物生

长所需的全部营养物质及多种生理活性成分，能增强多种哺乳动物的免疫功能，还能促进水产动物生

长[2] 但花粉对水产动物免疫功能的影响还未见报道，晒是动物体必需的营养元素之一，能促进鱼虾生

长[3.4]增强鱼类免疫水平。研究花粉和晒在饲料中的适宜添加量，对水产动物生长、疾病的防治有重

要的意义。本文在本课题组前期工作(花粉、酵母晒单一因子研究)基础上，进一步研究花粉+晒对中华

鳖生长、非特异性免疫功能的影响以期为花粉和酵母晒作为中华鳖饲料添加剂提供参考。

1 材料与方法

1. 1 材料

试验中华鳖幼鳖取自崇明东泰养鳖业有限公司，选择体重为 62.3 士 7.5 g 的健康鳖放人室外 25 旷

的水泥池，每池放 200 只，正式试验前先用基础饲料驯养一周，试验从 2∞3 年 6 月 22 日始至 2∞3 年 10

月 10 日结束，共饲养 90 d。酵母晒来自北京奥特奇生物制品有限公司，啤酒脱水酵母，晒含量为 l ∞o

μglg，花粉来自浙江大飞龙动物保健品有限公司。基础饲料采用森泰牌幼鳖料，具体成分见表 10

表 1 基础饲料成分

Tab.l Main compωÌtion of basal diet % 

",, 45.0 

粗脂肪

",, 3.0 

粗纤维 粗灰分 食盐 钙 总磷

王三1. 5含量

水份

罢王\0 .0

粗蛋白组分

三三 2.0 三三 17.0 罢王 2.0 罢王 4.6

1. 2 方法

1. 2.1 试验设计

在基础饲料中分别添加 0.1%花粉、0.5 X 10- 6酵母晒、0.5 X 10- 6酵母晒 + 0.1%花粉的混合物(以

下简称花粉组、酵母晒组、混合组) ，以基础饲料为对照，采用完全随机区组设计，试验组和对照组各 3 个

重复。

1. 2.2 饲养管理

采用逐级扩大的方法按试验设计将花粉和酵母晒加入到基础饲料中，并泪匀成试验饲料，投喂前按

1 : 1 的重量比向试验饲料中加水，人工揉成饼状。投喂时将饼状饲料固定于饲料台上，日投饲量为鳖体

重的 2% -4% ，每日投喂两次，并根据摄食与天气情况适当调节，投喂 1 h 后收集残饵。饲养期间每两

周用生石灰消毒一次。水中 DO 大于 1.4 mglL ， NH3 小于 2. 1 mg/L , pH 8. 5 - 9 . 1 ，水温 17 - 36 OC 0 
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1. 2.3 生长测定

放养时及饲养 90 d 后每池随机抽样 30 只鳖逐只称重;池中其余鳖称总重量计算平均重量、日增重

率及成活率。

1.2 .4 血清制备

从试验组和对照组中各随机抽取 30 只鳖，断头取血，室温放置 1 h,3 000 r/min 离心 15 min ，取血清，

- 20"C保存备用。

1. 2.5 超氧化物歧化酶、谷肮甘肤过氧化物酶活力测定

采用南京建成生物工程研究所生产的试剂盒测定。具体操作步骤参照试剂盒说明书，每组测 15 个

样品。

对照管吸光度-测定管吸光度SOD 活力 (NU/rnL) = /"J ;,,, t=l 'V;;.i~;;:-~~;;'~C:C，; 'V'o /UJ.x .;- 50% x 稀释倍数
对照管吸光度

血清中 GSH-P宜活力计算

定义:规定每 0.1 rnL血清在 28"C反应 5 min，扣除非酶促反应作用，使反应体系中 GSH-PX 深度降低

lμmol/L 为一个酶活力单位。

非酶管 OD 值-酶管 OD 值 一
GSH- PX 活力=.J... \I~ /r/v- '-""W"'o. I+- ~ ~ h-,h- ,................ 171:::::.-- X 标准管浓度(20μmol/L) x 稀释倍数

标准管 OD 值-空白管 OD 值 μIII 

1.2.6 T 淋巴细胞转化率和自然杀伤细胞(NK)活性测定

在元菌室内，将鳖断头杀死后取脾脏用 Hank 氏液洗 2 次，用平底小试管在 0.22μm 筛绢网上压磨

脾脏，使之分离成单个细胞;将细胞吸人试管中加入 10 rnL Hank 氏液， 2 ∞o r/min 水平离心 20 m肌取中

间灰白色层加入 10 rnL Hank 氏液， 10∞ r/min 水平离心 10 min，底部沉淀细胞即为效应细胞，加人完全

盯MI-I640 培养液，用完全 RPMI-I640 培养液调整细胞浓度为 2 X 109 ind/L，备用 O

T淋巴细胞转化率(LTR) 以及自然杀伤细胞(NK)活性的测定均采用3H 胸腺略院核昔掺入法(3H

TdR 法)其中自然杀伤细胞活性测定以 K-562 为靶细胞，每组测 5 个样品。

试验孔放射强度均值一对照孔孔放射强度均值
转化率=

对照孔孔放射强度均值

对照孔孔放射强度均值一试验孔孔放射强度均值
NK 细胞活性(%) = 

对照孔孔放射强度均值

1.2.7 数据处理

采用统计软件 SPSS 12.0 处理，差异显著性采用 ANOVA 、 LSD 检验。

2 结果

2.1 生长差异

饲养至 90 d 时，各组中华鳖日增重率依次为:对照组<花粉组<酵母晒组<酵母晒+花粉组，其中

酵母晒+花粉组显著高于对照组(P < 0.05)。成活率在各组间并元显著性差异(表 2) 。

表 2 试验 90d 中华鳖日增重率及成活率

Tab.2 Weight gain , survivaI rate of Trionyx sinensis during the 90th testing day 

初重 (g) 末重(g) 日增重率(吕Id) 成活率(%)

X才R在 62.60 :t 0.95 148.97 :t 2.24 

酵母晒 61 ∞:t 2ω 15 1. 53 :t 3.33 

花粉 62.57 :t 2.14 149.43 :t 3.17 

酵母晒+花粉 63.03 士 0.57 157.70 :t 4.91 

注:表中小写字母不同表示差异显著(P<0.05)

0.959" 

1.∞6血

0.964ru, 

1.05i' 
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2.2 血清中超氧化物歧化酶活力

4 组的超氧化物歧化酶(superoxide dism川ase ， SOD)活力依次为:混合组=对照组<花粉组<酵母晒

组，酵母晒组 SOD 活力显著高于其它 3 组(P < 0.05) ，比对照组高了 44.7%0 对照组、花粉组和混合组

之间无显著性差异(P > 0.05) ，如表 3 0

2.3 血清中谷脱甘肤过氧化物酶活力

囚组的谷脱甘肤过氧化物酶(glutathione peroxidase , GSH-PX)活力依次为:对照组<说合组<花粉组

<酵母晒组，三个试验组的 GSH-PX 活力分别比对照组高了 32.9% 、 39.9% 、 47.5% ，差异显著 (P < 

0.05) ，但三个试验组之间无显著性差异(P > 0.05) ，如表 3 0

2 .4 T淋巴细胞转化率

酵母晒+花粉组的 T淋巴细胞转化率比对照组高了 64.09% ，但单一的酵母晒组或花粉组同对照

组之间元显著性差异(P>0.05) ， 如表 3 0

2.5 NK 细胞活性

酵母晒组和酵母晒+花粉组的 NK 细胞活性分别比对照组高了 156.06% 、 219.68% ，差异显著(p < 

0.05) ，花粉组比对照组高，但两者之间无显著性差异(P > 0.05) ，如表 3 0

表 3 试验 90d 中华鳖血清中 SOD、 GSH-PX 酶活力以及 NK细胞活性、T 淋巴细胞转化率

Tab.3 T Iymph侃ytes proliferation and activities of SOD , GSH-PX and NK cells in four groups 

刀切nyx sinensis during the 90伽 tes伽g 由y

对照组

酵母础组

花粉组

酵母牺+花粉组

血清 GSH-PX

(U/O.1 rnL) 

243.57 :t 15.67" 

359.36 :t 15.33b 

34O .87 :t 21.97 1, 

323.65 :t 32.881, 

注:表中小写字母不同表示差异显著(P<0.05)

3 讨论

血清 SOD(NU/rr止)

250.69 :t 13.28" 

362. 84 :t 10.421, 

269.32 :t 8 . 57" 

250.39 土 15.57"

3.1 花粉和酵母晒对中华鳖生长的影响

T 淋巴细胞

转化率(%)

7.49 :t 1. 18" 

8.50 :t 1. 21" 

8.41 :t 2.27" 

12.29 土 0.87"

NK 细胞

活性( % ) 

1O .06 :t 1. 53" 

25.76 :t 4.25 1, 

14.05 :t 1.04自

32.16 :t 1.191, 

花粉中含有多种营养物质及酶类，不仅能补充动物生长所需的营养，还能提高动物对饵料的消化与

分解能力，从而起到促生长作用。本试验表明饲料中添加 0.1% 的花粉对中华鳖有促生长作用，但与对

照组相比差异不显著(P > 0.05) ，花粉的添加量过低是可能的原因之一，王迎春等[5] 的研究表明，玉米

花粉添加量为 5 glkg 以上时对麦穗鱼幼鱼(135 mg/ind)有促生长作用，而本试验中华鳖(62.3g 士 7.5 gI 
ind)添加量只有 1 g/kgo 如果提高花粉的添加量结果会怎样有待进一步研究。

晒是动物体必需的微量元素，鱼类缺晒会抑制生长[4 ， 6] 但是过量的晒也会产生毒害作用[4] 饲料

中添加合适量的晒会促进养殖对象的生长，降低饲料系数，提高成活率，但添加的最适剂量因养殖对象

的种类、大小而异[3人7] 。本试验在饲料中添加 0.5 X 10- 6的酵母晒发现对中华鳖有促生长作用，但效果
不显著(P>0.05)0

但是酵母晒和花粉的泪合物却能显著促进中华鳖的生长，说明两者对中华鳖的生长具有一定的协

同效应。

3.2 酵母晒和花粉对中华鳖血清 GSH-PX 活力的影响

晒是 GSH】PX 酶的重要组成部分， GSH-PX 酶能保护生物膜和生物大分子结构免受氧化损伤，而且

能有效地清除自由基，还具有抑制细菌的作用。有研究发现晒的缺乏会损伤动物体内的细胞膜和细胞
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膜器，导致蛙科鱼类血清和肝脏中 GSH-PX 水平显著下阵、肌肉营养不良、贫血、死亡[6 ， 8J 所以日粮补晒

对很多动物具有很重要的意义。本试验发现酵母晒组的 GSH-PX 酶活性比对照组提高了 47.5% (p < 
0.05) ，这与富晒酵母对鲤的结果相似[9J 而 GSH-PX 酶在机体免疫过程中发挥极其重要的作用，表明酵

母晒能增强多种水生动物机体的抗氧化能力和免疫水平[3J 。

花粉能增强正常动物的非特异性和特异性免疫功能[IOJ 而且对营养不良、免疫功能低下动物显示

良好的作用，这是花粉中所含的丰富营养成分综合作用的结果，一方面可作为动物营养素的来源，另一

方面还可补充维持免疫组织和免疫活性细胞的必要成分，其中的多糖成分使机体参与细胞免疫的细胞

数量增多，还能增强巨噬细胞的吞噬功能;其中的黄酬类物质具有抗肿瘤的作用;而且花粉有抑制脂质

过氧化作用，减少脂质过氧化物(四川的产生，而四0 本身对免疫功能有直接的抑制作用。总之，但花

粉对水产动物免疫功能的影响鲜有报道，本试验的结果表明饲料中添加花粉投喂中华鳖，使花粉组血清

GSH-PX 酶活力比对照高了 39 .9% ( P < O. 05) ，提示与别的哺乳动物一致，花粉也能提高水产动物的免

疫水平。

3.3 酵母晒和花粉对中华鳖血清 SOD 活力的影响

SOD 是一种重要的抗氧化酶，可清除体内自由基，保持细胞免受损害，使细胞能正常合成各种酶类，

对增强吞噬细胞活性和整个机体的免疫功能具有重要的作用[lI J 当 SOD 的活性降低时，生物体内自由

基会过多，导致生理功能失调，免疫水平下降，容易产生疾病[12J 。故 SOD 可作为机体非特异性免疫指标

来评价免疫增强剂对机体非特异性免疫力的影响。本试验的结果表明，酵母晒组的 SOD 酶活力比对照

组提高了 44 . 7 % ( P < O. 05) ，这与富晒酵母对鲤的结果相似[ IOJ 说明酵母晒能增强中华鳖的免疫水
平[6J 。

值得注意的是，本试验发现，在酵母晒+花粉混合组，无论是 GSH-PX 酶活力还是 SOD 酶活力均低

于酵母晒组或花粉组，但差异均不显著(P > 0.05)。当酵母晒与花粉一起使用，对中华鳖的酶活力有无

协同作用有待于进一步深入研究。

3 .4 酵母晒和花粉对中华鳖 T淋巴细胞转化率和 NK 活性的影响

晒能增强动物机体细胞免疫功能，增强 T淋巴细胞和 NK 细胞对肿瘤细胞的杀伤作用[ 13J 但晒本身

没有丝裂原作用，不能引起 T淋巴细胞转化，只能增强 T 淋巴细胞或脾细胞对丝裂原剌激的转化能力，

同时增强 T淋巴细胞的细胞毒作用。本试验表明，酵母晒组和花粉组中华鳖 T 淋巴细胞转化率和 NK

细胞活性比对照组高，其中酵母晒能显著提高中华鳖 NK 细胞活性(P < 0.05) ，添加酵母晒和花粉的混

合物也能显著提高中华鳖 T淋巴细胞转化率和 NK 细胞活性( P < 0 . 05) 0 NK 细胞对靶细胞具有非特异

性的杀伤作用、还具有抗病毒和免疫调节作用、分泌 IFN-γ 增加巨噬细胞的杀菌活性。花粉中含有丰富

的 VC 、VE 以及多种微量元素，酵母晒和花粉的泪合物能显著提高 T 淋巴细胞转化率和 NK 活性，可能

与晒和花粉中含有的多种物质协同效用有关，晒本身具有直接的抗氧化作用，含晒 GSH-PX 分解形成的

过氧化物，阻止过氧化物生成能引发膜脂质过氧化的是基自由基和单线态氧，而花粉中的 VE 阻止膜脂

质过氧化链式反应，降低不饱和脂肪酸的过氧化物的生成，它们可以协同保护机体组织器官免受氧化损

伤，维持其正常的生理功能。

对于晒是如何增强 T淋巴细胞转化能力和 NK 活性的机理存在不同的观点，杜立芹[ 14J发现晒对脾

细胞 IL-2 的生成并元影响，却发现补晒与 IL-2 受体的表达量呈正相关，而 IL-2 和其受体的相互作用作

为第二信号能引起 IL-2 受体阳性细胞合成及繁殖 DNA，由此推测晒对 T 细胞介导的细胞免疫的影响，

可能是通过诱导和扩大其受体作用的第二信号来实现的。而张叔人等[15J发现，晒能增加机体 T淋巴细

胞产生 IL-2 的能力，而且-2 能明显增强 T淋巴细胞、NK 细胞对肿瘤细胞的杀伤作用以及 T淋巴细胞对

丝裂原的增殖反应，由此推测晒增强 T 淋巴细胞、NK 细胞对肿瘤细胞的杀伤作用以及 T淋巴细胞对丝

裂原的增殖反应，是通过增加 T淋巴细胞产生 IL-2 能力而实现的，至于晒究竟是通过哪一种机理来影

响 T淋巴细胞转化和 NK 活性?还有待进一步深入研究。
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总之，饲料中添加酵母晒+花粉投喂中华鳖能促进生长，提高鳖 T 淋巴细胞转化率和 NK 细胞活

性，增强鳖的非特异性免疫功能。

致谢:在试验过程中冷向军老师、刘至治博士、李高华硕士提供了许多建议和帮助，谨致谢忱。
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