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摘　要：为明确中国鲎基因工程抗菌肽不同处理方式对虹鳟（Ｏｎｃｏｒｈｙｎｃｈｕｓｍｙｋｉｓｓ）存活率的影响，分别在虹
鳟仔鱼和成鱼两个阶段采用浸泡和混合饲料两种方式应用抗菌肽。采集仔鱼全鱼组织，成鱼血清及头肾组

织，通过对ＳＯＤ、ＡＬＰ、ＣＡＴ、ＩＬ１β、ＩＦＮγ、ＴＮＦα等免疫相关酶水平及细胞因子表达量变化情况的检测，验证
抗菌肽不同处理方式对虹鳟免疫指标的影响。结果发现：应用８４Ｕ／ｍＬ抗菌肽浸泡虹鳟仔鱼１０次，浸泡后
第４天，试验组免疫相关酶水平明显高于对照组，其中 ＩＬ１β、ＩＦＮγ差异极显著（Ｐ＜０．０１），其他差异显著
（Ｐ＜０．０５）。浸泡后第１５天，试验组免疫相关酶水平仍高于对照组健康鱼，其中 ＩＬ１β、ＩＦＮγ差异极显著
（Ｐ＜０．０１），其他差异显著（Ｐ＜０．０５），但对照组发病鱼免疫相关酶水平与试验组相比显著下降，ＳＯＤ、ＡＬＰ、
ＩＬ１β、ＩＦＮγ均差异极显著（Ｐ＜０．０１），其他差异显著（Ｐ＜０．０５）。试验结束统计仔鱼存活率，试验组存活率
高达９５．１％，对照组存活率仅为２９．９％。成鱼期采用混合饲料和浸泡两种方式应用抗菌肽。结果显示，混合
饲料的最适添加量为５０ｍｇ／ｋｇ饲料，浸泡最佳浓度为８４Ｕ／ｍＬ，最佳浸泡时间为３ｍｉｎ。研究表明，对不同处
理方式进行对比，在仔鱼期进行浸泡对虹鳟免疫指标的影响最为显著。其可能与抗菌肽种类、作用方式及养

殖虹鳟疾病暴发特点有关。本研究可以为虹鳟养殖过程中抗菌肽的应用方式提供依据。
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　　抗菌肽（ａｎｔｉｍｉｃｒｏｂｉａｌｐｅｐｔｉｄｅ）是天然免疫物
质的重要组成部分，是免疫增强剂的一种，具有

广谱抗菌作用。在机体遭遇病原体入侵和环境

应激时，抗菌肽可作为免疫效应分子来启动、调

节宿主免疫防御体系，发挥免疫功能，是生物体

应对病原物质侵染而产生的免疫应答产物，在生

物的防御体制中作用显著。抗菌肽的产生代表

了自然界中广泛存在一线宿主天然免疫防御机

制［１］。目前，抗菌肽在水产养殖业中的应用研究

备受 关 注，诸 如 淡 水 小 龙 虾 （Ｐｒｏｃａｍｂａｒｕｓ
ｃｌａｒｋｉｉ）［２］、红沼泽小龙虾［３］、鳟鱼（ｔｒｏｕｔ）［４］、比目
鱼（ｆｌｏｕｎｄｅｒ）［５］等养殖过程中，抗菌肽的应用均
起到了重要作用。有报道［６８］称，抗菌肽可以对水

生动物的生理功能、消化率、成活率及机体免疫力

产生影响。而且，抗菌肽的抗菌机理与抗生素完

全不同，不易产生耐药性［９］。作为一种绿色、安

全、无残留的生物制剂，抗菌肽应用前景广阔。

虹 鳟 （Ｏｎｃｏｒｈｙｎｃｈｕｓｍｙｋｉｓｓ）属 鲑 形 目
（Ｓａｌｍｏｎｉｆｏｒｍｅｓ）鲑科（Ｓａｌｍｏｎｉｄａｅ）太平洋鲑属
（Ｏｎｃｏｒｈｙｎｃｈｕｓ），是一种经济价值较高的鱼类，其
体内含有的被称为“脑黄金”的 ＤＨＡ、ＥＰＡ，远远
高于其他鱼类，具有很好的药用及食用价值。红

色的鱼肉香甜可口，堪称“鱼品之王”，因而在市

场上非常畅销。现已成为分布国家最多、地区最

广的养殖鱼类之一。为达到供需平衡，虹鳟养殖

多采取集约化高密度养殖模式，致使病害频生，

严重制约了虹鳟养殖产业的发展。利用抗生素

治疗虽能暂时解决问题，但随之而来的抗生素耐

受性问题更是对食品安全造成了严重的影响。

因此提高虹鳟自身免疫力是亟待解决的问题。

目前，关于虹鳟饲料添加剂或免疫增强剂的研究

已有报道，如壳聚糖［１０］、锌制剂［１１］、抗菌肽［１２１３］

等。研究表明，饲料中添加抗菌肽能够提高凡纳

滨对虾（Ｌｉｔｏｐｅｎａｅｕｓｖａｎｎａｍｅｉ）［１２］和吉富罗非鱼
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（Ｇｅｎｅｔｉｃａｌｌｙｉｍｐｒｏｖｅｄｆａｒｍｅｄｔｉｌａｐｉａ，ＧＩＦＴ）［１３］部
分免疫指标。为了达到少用甚至不用抗生素的

目的，本研究将中国鲎基因工程抗菌肽应用于虹

鳟。为了明确抗菌肽不同处理方式对虹鳟免疫

指标的影响，分别在虹鳟仔鱼和成鱼两个阶段采

用不同方式应用抗菌肽，以期找到最适应用方

法，为抗菌肽在虹鳟养殖中的合理应用提供理论

依据。

１　材料与方法

１．１　试验材料
试验用鱼：虹鳟成鱼［（１９６．２４±５．７０）ｇ］购

自吉林省延吉市青龙渔业有限公司，养殖在吉林

省水产科学研究院生态实验室，养殖缸为圆柱形

玻璃钢材质，规格为直径０．８ｍ，高１．２ｍ。实验
室暂养２周后用于试验。虹鳟仔鱼养殖在吉林
省延吉市青龙渔业有限公司，孵化槽规格为

０．５２ｍ×０．４０ｍ×０．２０ｍ。
抗菌肽：中国鲎基因工程抗菌肽，购自吉林

省瑞金浩业生物科技有限公司，活性２１０Ｕ／ｍＬ。
主要试剂：鱼白细胞介素１β（ＩＬ１β）试剂

盒、鱼肿瘤坏死因子α（ＴＮＦα）试剂盒、鱼γ干扰
素（ＩＦＮγ）试剂盒、鱼超氧化物歧化酶（ＳＯＤ）试
剂盒、鱼过氧化氢酶（ＣＡＴ）试剂盒、鱼碱性磷酸
酶（ＡＬＰ）试剂盒均购自上海仁捷生物有限公司；
荧光ＰＣＲ相关试剂购自ＴａＫａＲａ公司。
１．２　抗菌肽浸泡处理仔鱼的试验

将抗菌肽应用到虹鳟初孵仔鱼阶段，分试验

组（应用抗菌肽浸泡）和对照组（普通养殖用水浸

泡），每组３０００尾初孵仔鱼，各设 ３个平行组。
孵化槽规格为０．５２ｍ×０．４０ｍ×０．２０ｍ，流水孵
化，水温８℃，流速４．０～４．５Ｌ／ｍｉｎ。应用８４Ｕ／
ｍＬ抗菌肽浸泡，采用隔天浸泡方式，共浸泡 １０
次。浸泡后第４天抽样，第１５天进行第２次抽

样，抽取的鱼样经预冷ＰＢＳ冲洗后，切割称量０．１
ｇ组织加０．９ｍＬＰＢＳ冰上充分研磨，－８０℃反复
冻融５次后匀浆，５０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，取上
清分别检测 ＳＯＤ、ＡＬＰ、ＣＡＴ、ＩＬ１β、ＩＦＮγ、ＴＮＦα
等免疫相关酶水平变化情况，同时应用扫描电镜

观察浸泡后第４天仔鱼表面细菌变化情况。
１．３　抗菌肽混合饲料投喂虹鳟的试验

将抗菌肽混入基础饲料（山东升索鲑鳟鱼专

用饲料Ｐ２段）中进行日常饲喂，整个试验分５组
进行，每组５０尾［（１９７．３５±４．５０）ｇ］，各设３个
平行组。第１组基础颗粒饲料粉碎后不做任何
处理，直接重新压制成颗粒饲料；第２组在基础
颗粒饲料粉碎后，重新压制成颗粒饲料，再在饲

料表面直接喷洒抗菌肽１００ｍＬ／ｋｇ饲料。第３～５
组，分别将基础饲料粉碎后，每千克饲料喷洒抗

菌肽２５ｍＬ、５０ｍＬ、１００ｍＬ，混匀后送入制粒机压
制成颗粒饲料。各组均按照日投饵量为体质量

２％的标准投喂。
开始饲喂后第３～７周及第９周，各组分别采

集１０尾鱼，经苯氧乙醇麻醉后，用２ｍＬ无菌注射
器从尾静脉取血１ｍＬ，置于１．５ｍＬ无菌离心管
中，室温静置１ｈ后转入４℃静置３ｈ，３５００ｒ／
ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，取上层血清，检测免疫相关酶水
平变化情况。开始饲喂后第７、９周分别采集５尾
各组鱼头肾组织，按照 ＲＮＡ 提 取 试 剂 盒
（ＴａＫａＲａ，日本）说明书提取总 ＲＮＡ，经 ＯＤ２６０／２８０
分析测定 ＲＮＡ浓度后，使用反转录试剂盒
（ＴａＫａＲａ，日本）将 １μＬＲＮＡ反转录成 ｃＤＮＡ。
利用实时定量荧光 ＰＣＲ法检测头肾中 ＩＬ１β、
ＩＦＮγ、ＴＮＦα３种细胞因子基因表达情况，以虹
鳟βａｃｔｉｎ编码的基因作为内参基因，实时定量荧
光ＰＣＲ所用的引物均由北京鼎国生物科技有限
公司合成，引物信息详见表１。

表１　内参基因与目的基因的引物
Ｔａｂ．１　Ｐｒｉｍｅｒｓｏｆｒｅｆｅｒｅｎｃｅａｎｄｔａｒｇｅｔｇｅｎｅｓ

基因Ｇｅｎｅｓ 正向引物（５′３′）ＦＰｒｉｍｅｒ（５′３′） 反向引物（５′３′）ＲＰｒｉｍｅｒ（５′３′）

βａｃｔｉｎ ｇｇｔｔｇｔｔｇａｃａａｃｇｇａｔｃｃｇｇ ｇａｇｃｃｔｃａｔｃａｃｃａａｃｇｔａｇｃｔｇ
ＩＦＮγ ｇｇａｇｔａｔｇｔｔｔｇｇｔｇａｃｔｔｔａｇｇａｃ ａｇｇａｔｇｔｇｃａｔｔｇｔｇｔａｇｃｔｃｇｃｇｇ
ＴＮＦα ｃｃａｇｇｃｔｔｔｃａｃｔｔｃａｇｇ ｇｃｃａｔａｇｇａａｔｃｇｇａｇｔａｇ
ＩＬ１β ａｇｃｃｔｇａｃｃｔｔｇｃａｇｔｇｃａｃｃ ｔｇｃｔｃｃａｇｃａｃｔｃａｇｃｇｔｃａｃ

　 　 实 时 定 量 荧 光 ＰＣＲ 采 用 荧 光 染 料
ＳＹＢＲＧｒｅｅｎⅡ法。２０μＬ反应体系中含有 ＳＹＢＲ

ＰｒｅｍｉｘＥｘＴａｑⅡ １０μＬ，引物各 ０．８μＬ（１０
μｍｏｌ／Ｌ），ｃＤＮＡ２μＬ（１００ｎｇ），ｄｄＨ２Ｏ６．４μＬ。

６６



１期 闫春梅，等：抗菌肽不同处理方式对虹鳟免疫指标的影响

使用 ＩｌｌｕｍｉｎａＥＣＯ实时荧光定量 ＰＣＲ仪进行
ＰＣＲ反应，９５℃ ３０ｓ，（９５℃ ５ｓ，６２℃ ３４ｓ）４０
个循环，９５℃１５ｓ，６２℃１ｍｉｎ，９５℃１５ｓ。采用
２－ΔΔＣｔ法对数据进行处理［１４］。

１．４　抗菌肽浸泡处理虹鳟的试验
试验分 ３组进行，每组 ３０尾［（１９６．４８±

５．７６）ｇ］，设 ３个平行组，将抗菌肽分别稀释到
４２、６３和 ８４Ｕ／ｍＬ后浸泡试验鱼。每次浸泡 ５
ｍｉｎ，连续浸泡 ５ｄ（空白组用普通养殖用水浸
泡）。于浸泡后第２天和第４天按照１．３节所述
方法采集各组鱼尾静脉血，分离血清。进行免疫

相关酶水平检测，确定抗菌肽浸泡最佳浓度。

另对抗菌肽浸泡时间进行确定，试验分３组
进行，每组３０尾［（１９５．９４±５．１６）ｇ］，设３个平
行组。应用 ８４Ｕ／ｍＬ抗菌肽分别浸泡 ３、５、１０
ｍｉｎ，连续浸泡 ５ｄ。于浸泡后 １周和 ２周按照
１．３节所述方法采集各组鱼尾静脉血，分离血清，
进行免疫相关酶水平检测，确定抗菌肽浸泡最佳

时长。

１．５　数据统计
所有数据采用“平均值 ±标准差”（Ｍｅａｎ±

ＳＤ）表示。采用ＳＰＳＳ２０．０软件对数据进行统计
分析，试验数据采用单因素方差分析，进行 ＬＳＤ
和 Ｄｕｎｃａｎ氏多重比较，分析组间差异显著性。
Ｐ＜０．０５和Ｐ＜０．０１分别为差异显著和极显著水
平。

２　结果与分析

２．１　抗菌肽浸泡处理对虹鳟仔鱼免疫指标的影响
虹鳟仔鱼期共抽样２次。第２次采样时，对

照组有发病死亡现象。共采集样品５组，每组１５
尾。结果可见，第 １批采集样本中，试验组免疫
相关酶水平均高于对照组，其中 ＩＬ１β、ＩＦＮγ差
异极显著（Ｐ＜０．０１），其他差异显著（Ｐ＜０．０５）。
第２批采集样本中，试验组免疫相关酶水平仍略
高于对照组健康鱼，其中 ＩＬ１β、ＩＦＮγ差异极显
著（Ｐ＜０．０１），其他差异显著（Ｐ＜０．０５）。对照
组发病鱼免疫相关酶水平显著低于试验组，ＳＯＤ、
ＡＬＰ、ＩＬ１β、ＩＦＮγ均差异极显著（Ｐ＜０．０１），其
他差异显著（Ｐ＜０．０５，表２）。待试验结束后，统
计鱼苗存活数量，试验组存活率高达９５．１％，对
照组存活率仅为２９．９％。见表３。

表２　抗菌肽浸泡对虹鳟仔鱼免疫指标的影响
Ｔａｂ．２　Ｅｆｆｅｃｔｓｏｆｓｏａｋｉｎｇｔｒｅａｔｍｅｎｔｓｏｆａｎｔｉｍｉｃｒｏｂｉａｌｐｅｐｔｉｄｅｓｏｎｔｈｅｉｍｍｕｎｅｉｎｄｅｘｏｆｒａｉｎｂｏｗｔｒｏｕｔｌａｒｖａｅ

项目

Ｉｔｅｍ

４天样本 Ｓａｍｐｌｅｓｏｎｄａｙ４
对照组

Ｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ
试验组

Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｇｒｏｕｐ

１５天样本 Ｓａｍｐｌｅｓｏｎｄａｙ１５
对照组（健康）

Ｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ（ｈｅａｔｈｙ）
对照组（发病）

Ｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ（ｓｉｃｋ）
试验组

Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｇｒｏｕｐ
ＳＯＤ １１７．９０±０．２６ａ １２１．７０±０．３７ｂ １０７．６０±０．５６ａ ８３．２０±０．３５Ａ １１１．１０±０．２６ｂＢ

ＣＡＴ １９．６３±０．４７ａ ２２．４０±０．４３ｂ １６．３０±０．５８ａ １３．４０±０．５０ａ ２０．８０±０．７６ｂ

ＡＬＰ ４５．００±０．２０ａ ４９．３０±０．４５ｂ ４８．３０±０．３０ａ ３８．６０±０．６０Ａ ５１．７０±０．６５ｂＢ

ＩＬ１β ４７．７０±０．４６Ａ ６０．８０±０．４５Ｂ ５１．００±０．５６Ａ ４０．４０±０．７０Ａ ５７．５０±０．５１Ｂ

ＩＦＮγ ２７０．２０±０．９０Ａ ３２７．６０±０．５１Ｂ ２９６．４０±０．４２Ａ ２４３．２０±０．４１Ａ ３１４．６０±０．４０Ｂ

ＴＮＦα ２３．２０±０．３６ａ ２７．３０±０．３０ｂ ２５．６０±０．５０ａ ２０．９０±０．２５ａ ２７．２０±０．３０ｂ

注：同行上标小写字母不同表示差异显著Ｐ＜０．０５；同行上标大写字母不同表示差异极显著Ｐ＜０．０１。
Ｎｏｔｅｓ：Ｆｉｇｕｒｅｓｉｎｔｈｅｓａｍｅｒｏｗｗｉｔｈｄｉｆｆｅｒｅｎｔｌｅｔｔｅｒｓｉｎｄｉｃａｔｅｄｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｄｉｆｆｅｒｅｎｔ（Ｐ＜０．０５）；Ｆｉｇｕｒｅｓｗｉｔｈｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃａｐｉｔａｌｌｅｔｔｅｒｓｉｎｄｉｃａｔｅｄ
ｅｘｔｒｅｍｅｌｙｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｄｉｆｆｅｒｅｎｔ（Ｐ＜０．０１）．

表３　抗菌肽浸泡处理对虹鳟仔鱼存活率的影响
Ｔａｂ．３　Ｅｆｆｅｃｔｓｏｆｓｏａｋｉｎｇｔｒｅａｔｍｅｎｔｓｏｆａｎｔｉｍｉｃｒｏｂｉａｌ
ｐｅｐｔｉｄｅｓｏｎｓｕｒｖｉｖａｌｒａｔｅｏｆｒａｉｎｂｏｗｔｒｏｕｔｌａｒｖａｅ

项目

Ｉｔｅｍ
试验组

Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｇｒｏｕｐ
对照组

Ｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ
初孵仔鱼 Ｎｅｗｂｏｒｎｌａｒｖａｅ／尾 ３０００ ３０００
存活仔鱼Ｌｉｖｅｌａｒｖａｅ／尾 ２８５３．３０±０．４０８９７．３０±０．５１
存活率Ｓｕｒｖｉｖａｌｒａｔｅ／％ ９５．１ ２９．９

　　浸泡后第４天，抽样采集试验组和对照组仔
鱼样品，用扫描电镜观察仔鱼体表细菌变化情

况。结果显示，试验组较对照组体表细菌数量明

显减少，见图１。
２．２　抗菌肽混合饲料投喂对虹鳟免疫指标的
影响

抗菌肽混合饲料饲喂后第 ３～７周，每周采
集１０尾各组鱼血清，第９周再采集１次血清，检
测免疫相关酶水平变化情况。结果可见，与试验

１组相比，试验４组的免疫相关酶水平在不同时
间均有不同程度的显著升高情况出现（Ｐ＜
０．０１）。其他组与试验１组相比变化不显著。第
９周采集样品显示，所有组别的免疫相关酶水平
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均无明显变化。这表明抗菌肽预混饲料饲喂能

持续提高免疫相关酶水平８周左右，见图２。
　　饲喂后第７、９周采集头肾组织提取总 ＲＮＡ
并反转录成ｃＤＮＡ后，应用实时定量荧光ＰＣＲ法
（２－ΔΔＣｔ法）检测细胞因子表达量。结果显示，第７
周，与对照组相比，试验２组 ＩＬ１β、ＴＮＦα、ＩＦＮγ
３种细胞因子表达量分别提高４．４、２．２、４．３倍；
试验５组分别提高３３．６、１５．３、１１．５倍。第９周，
所有样品均无明显提高，见图３。
２．３　抗菌肽浸泡处理对虹鳟免疫指标的影响

抗菌肽梯度稀释后浸泡试验鱼，与空白组相

比各试验组免疫相关酶水平显著升高（Ｐ＜
０．０１）。但试验组组间差异不明显，见表４。

３　讨论

抗菌肽是一种短肽链，存在于微生物、昆虫、

植物中，目前已经发现的抗菌肽超过 １５００
种［１５］，已有研究［１６１８］结果表明，抗菌肽在体外可

直接杀灭病原微生物，具有广谱抗菌活性，不仅

可以抗 Ｇ＋、Ｇ－菌和真菌、原虫等多种病原微生
物，还可以抗肿瘤和癌细胞，甚至可以直接杀灭

有包膜的流感病毒、疱疹病毒、艾滋病病毒等，是

宿主防御外界病原体入侵的重要分子屏障，在机

体蛋白酶的作用下，抗菌肽容易降解成氨基酸，

是一种环保、无毒、高效的新型抗生素替代制剂，

在畜禽和水产上已获得广泛应用［１９２１］。本研究

所用中国鲎基因工程抗菌肽，是中国鲎血细胞

ＲＴＰＣＲ扩增抗菌肽 ｔａｃｈｙｐｌｅｓｉｎｓ基因，在毕赤酵
母ＧＳ１１５中诱导表达，无毒副作用、无有害残留、
不易使细菌产生耐药性，具有多种生物活性［２２］。

本试验尝试将中国鲎基因工程抗菌肽以不同的处

理方式应用于虹鳟养殖，用以对抗虹鳟养殖过程中

从仔鱼期开始出现的大规模发病死亡现象。检测

不同处理方式下抗菌肽对虹鳟免疫指标的影响，为

虹鳟养殖过程中抗菌肽的应用提供理论依据。

图１　虹鳟仔鱼体表扫描电镜观察（细菌数量的差异）
Ｆｉｇ．１　Ｏｂｓｅｒｖａｔｉｏｎｏｆｔｈｅｒａｉｎｂｏｗｔｒｏｕｔｌａｒｖａｅｓｕｒｆａｃｅｂｙｓｃａｎｎｉｎｇ
ｅｌｅｃｔｒｏｎｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅ（ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓｉｎｔｈｅｎｕｍｂｅｒｏｆｂａｃｔｅｒｉａ）

表４　浸泡时长与免疫相关酶关系
Ｔａｂ．４　Ｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐｂｅｔｗｅｅｎｓｏａｋｉｎｇｔｉｍｅａｎｄｉｍｍｕｎｅｒａｌａｔｅｄｅｎｚｙｍｅｓ

项目

Ｉｔｅｒｍ
对照组

Ｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ
试验组 Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｇｒｏｕｐ

３ｍｉｎ ５ｍｉｎ １０ｍｉｎ
ＳＯＤ ２２．９３±０．１４Ａ ５４．７８±０．０９Ｂ ４５．０８±０．１４Ｂ ４７．７１±０．１８Ｂ

ＣＡＴ ７．９３±０．３６Ａ １８．４１±０．０７Ｂ １６．０９±０．１３Ｂ １７．４４±０．６８Ｂ

ＡＬＰ １６．６５±０．６６Ａ ４０．５８±０．５２Ｂ ３９．６３±０．６１Ｂ ３８．５３±０．４２Ｂ

ＩＬ１β ２０．６５±０．６３Ａ ４６．０１±０．２７Ｂ ４２．９２±０．２６Ｂ ４０．０９±０．６９Ｂ

ＩＦＮγ １２１．６２±０．０９Ａ ２５４．１０±０．３１Ｂ ２１３．１６±０．１８Ｂ ２５５．１６±０．１４Ｂ

ＴＮＦα ５．９７±０．１０Ａ １３．９８±０．３２Ｂ １２．００±０．３７Ｂ １５．８９±０．１９Ｂ

注：同行数据上标不同大写字母表示差异极显著（Ｐ＜０．０１），相同字母表示差异不显著。
Ｎｏｔｅｓ：Ｆｉｇｕｒｅｓｉｎｔｈｅｓａｍｅｒｏｗ，ｖａｌｕｅｓｗｉｔｈｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃａｐｉｔａｌｌｅｔｔｅｒｉｎｄｉｃａｔｅｄｅｘｔｒｅｍｅｌｙｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ（Ｐ＜０．０１），ｗｈｉｌｅｗｉｔｈｔｈｅｓａｍｅｌｅｔｔｅｒ
ｉｎｄｉｃａｔｅｄｎｏｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ．
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图２　抗菌肽混合饲料饲喂虹鳟免疫相关酶水平的变化
Ｆｉｇ．２　Ｃｈａｎｇｅｏｆｉｍｍｕｎｅｒｅｌａｔｅｄｅｎｚｙｍｅｓｌｅｖｅｌｓｉｎｒａｉｎｂｏｗｔｒｏｕｔｆｅｄｗｉｔｈａｎｔｉｍｉｃｒｏｂｉａｌｐｅｐｔｉｄｅｓｍｉｘｅｄｆｅｅｄ

图３　抗菌肽混合饲料饲喂虹鳟细胞因子基因表达量的变化
Ｆｉｇ．３　Ｃｈａｎｇｅｓｏｆｃｙｔｏｋｉｎｅｇｅｎｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎｒａｉｎｂｏｗｔｒｏｕｔｆｅｄｗｉｔｈａｎｔｉｍｉｃｒｏｂｉａｌｐｅｐｔｉｄｅｓｍｉｘｅｄｆｅｅｄ
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　　目前，抗菌肽的主流应用方式是混合饲料
法，这也是目前畜牧业及水产业较为广泛的抗菌

肽应用方式。宋理平等［６］在饲料中添加抗菌肽

显著提高了凡纳滨对虾相对增重率、成活率和对

致病菌的免疫保护率（Ｐ＜０．０５），未受外界微生
物刺激时，饲料中添加抗菌肽对凡纳滨对虾总抗

氧化能力有促进作用（Ｐ＜０．０５），受外界微生物
刺激后，饲料中添加抗菌肽喂养凡纳滨对虾可提

高对虾超氧化物歧化酶活性（Ｐ＜０．０５）和总抗氧
化能力（Ｐ＜０．０１）。姜珊等［１３］认为饲料中添加

适量重组抗菌肽对吉富罗非鱼幼鱼有一定的促

生长作用，并能提高部分免疫指标以及攻毒后的

存活率，但过高剂量的抗菌肽对幼鱼的生长与部

分酶指标有一定的负面影响。黄沧海等［２３］用抗

菌肽替代喹乙醇，证明抗菌肽对罗非鱼的生长具

有促进作用。本研究在虹鳟成鱼阶段也选择了

混合饲料法应用抗菌肽。通过试验鱼血清中超

氧化物歧化酶（ＳＯＤ）、碱性磷酸酶（ＡＬＰ）、过氧化
氢酶（ＣＡＴ）、白细胞介素（ＩＬ１β）、干扰素（ＩＦＮ
γ）及肿瘤坏死因子（ＴＮＦα）等免疫相关酶水平
及细胞因子表达量的变化情况来衡量抗菌肽对

虹鳟机体免疫指标的影响。研究认为，免疫相关

酶水平及细胞因子表达量变化趋势基本相同。

当抗菌肽添加量为每千克饲料５０ｍｇ时，免疫相
关酶水平显著上调，明显高于 ２５ｍｇ组、１００ｍｇ
组及直接喷洒１００ｍｇ抗菌肽组，说明５０ｍｇ／ｋｇ
饲料为最适添加比例，过量添加或添加量不足均

影响抗菌肽对机体免疫相关酶水平的调节，过高

的剂量可能会影响鱼体的消化吸收，这与温刘发

等［２４］的研究结论一致。高剂量抗菌肽是否对肠

道自身菌群产生影响，仍有待于进一步探讨。通

过第９周血清检测发现，各试验组与空白对照组
免疫相关酶水平均差异不显著。应用荧光定量

ＰＣＲ法检测虹鳟头肾组织 ＩＬ１β、ＩＦＮγ及 ＴＮＦα
３种细胞因子基因表达量，对免疫相关酶水平检
测结果进行佐证，两种检测方法结论一致。这表

明，混合饲料法可以维持机体高免疫力情况８周
左右。因此，研究认为应用混合饲料法投喂抗菌

肽需在常规发病期前８周左右开始效果最佳，且
抗菌肽混合比例以５０ｍｇ／ｋｇ饲料为宜。

我国大多数虹鳟养殖区在虹鳟养殖过程中，

幼鱼期会出现大规模死亡，死亡率达 ７０％ ～
９０％，严重时可近１００％［２５２７］。针对这一问题，疫

苗的研制在国内外如火如荼地开展。２００５年，国
际上首个虹鳟 ＩＨＮ核酸疫苗在加拿大批准上
市［２８］。但由于虹鳟在３个月龄期内其免疫器官
尚未完全发育，注射疫苗难以起到相应的免疫保

护作用［２９］，相关部门根据我国虹鳟养殖现状制定

了３个月鱼龄内的鱼苗管控措施，亦取得了一定
的防控效果［３０］。本试验将抗菌肽应用于虹鳟仔

鱼期，由于仔鱼尚未开口摄食，无法通过混合饲

料摄入抗菌肽。因此，针对虹鳟仔鱼期特殊性，

我们采用了抗菌肽浸泡法。此方法未见相关报

道。从仔鱼初孵开始浸泡，经过１０次浸泡后，第
４天，试验组免疫相关酶水平均高于对照组，其中
ＩＬ１β、ＩＦＮγ差异极显著（Ｐ＜０．０１），其他差异显
著（Ｐ＜０．０５）。浸泡后第１５天，试验组免疫相关
酶水平仍略高于对照组健康鱼，其中 ＩＬ１β、ＩＦＮ
γ差异极显著（Ｐ＜０．０１），其他差异显著（Ｐ＜０．
０５）。对照组发病鱼免疫相关酶水平较试验组显
著下降，ＳＯＤ、ＡＬＰ、ＩＬ１β、ＩＦＮγ均差异极显著（Ｐ
＜０．０１），其他差异显著（Ｐ＜０．０５）。统计仔鱼存
活率发现，试验组存活率高达９５．１％，对照组存
活率仅为２９．９％。研究认为，在虹鳟初孵仔鱼阶
段应用抗菌肽浸泡可显著改善鱼体抗病能力，其

可能与抗菌肽种类、作用方式及养殖虹鳟的疾病

暴发特点有关。

本文对抗菌肽不同处理方式对虹鳟免疫指

标的影响做了初步研究，发现通过浸泡法和混合

饲料法应用抗菌肽均能够提高虹鳟免疫相关酶

水平，在虹鳟仔鱼期采用抗菌肽浸泡可以显著提

高虹鳟仔鱼的存活率。关于抗菌肽能够提高鱼

类抗病力的更深层次的作用机制还需进一步研

究。
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