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灵芝多糖对黄颡鱼免疫细胞活性的影响

吴 旋，白东清，杨 广，宁 博，张雪涛，孙立卓

( 天津农学院 水产科学系，天津市水产生态及养殖重点实验室，国家级实践教学示范中心，天津 300384)

摘要:选取 540 尾黄颡鱼( Pelteobagrus fulvidraco) ，连续投喂含不同水平灵芝多糖( 300，600，900，1 200，1 500
mg /kg) 的配合饲料 8 周。而后采用 Percoll密度梯度离心等技术，对黄颡鱼头肾巨噬细胞与外周血白细胞进行分离纯
化，使用 NBT还原法、Griesse试剂显色法与 MTT法测定头肾巨噬细胞呼吸爆发活性与外周血白细胞的增殖能力，探
讨灵芝多糖对黄颡鱼免疫细胞活性的影响。结果表明，灵芝多糖各水平组均能显著提高黄颡鱼头肾巨噬细胞的氧呼
吸爆发活性和外周血白细胞的增殖能力( P ＜ 0． 01) ; 投喂灵芝多糖饲料后，各组头肾巨噬细胞氮呼吸爆发活性虽有提
高，但只有 1 200 ～ 1 500 mg /kg水平组为极显著提高( P ＜ 0． 01) 。灵芝多糖可以有效提高黄颡鱼免疫细胞的活性。
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Effects of Ganoderma lucidum Polysaccharides on the Activation
of Immunological Cells of the Yellow Catfish ( Pelteobagrus fulvidraco)

WU Xuan，BAI Dong-qing，YANG Guang，NING Bo，ZHANG Xue-tao，SUN Li-zhuo
( Tianjin Key Laboratory of AQU-Ecology and Aquaculure，National Demonstration Center of Teaching

Practice，Tianjin Agriculural University，Tianjin 300384，China)

Abstract: In this test，540 yellow catfish ( Pelteobagrus fulvidraco) were selected，and fed with different levels
of Ganoderma lucidum Polysaccharides ( 300，600，900，1 200，1 500 mg /kg diet，respectively) for 8 weeks．
Then the head kidney macrophages and peripheral blood leukocytes of yellow catfish were separated by Percol1 con-
tinuous density gradient centrifugation． NBT reduction，Griesse reagent coloration and MTT assay were respectively
used to evaluate the respiratory burst activity of head kidney macrophages and proliferation of peripheral blood leu-
kocytes，in order to discuss the effects of GLP on the activation of immunological cells of yellow catfish． The results
showed that: the activity of oxygen respiratory burst activity of head kidney macrophages and the activity of prolifer-
ation of peripheral blood leukocytes of every levels of GLP group were extremely enhanced ( P ＜ 0． 01) ． Although
the nitrogen respiratory burst activities of every level of GLP group were increased，only activities of 1 200 － 1 500
mg /kg GLP groups were obviously improved ( P ＜ 0． 01) ． As a result，Ganodeima lucidum polysaccharides could
effectively enhance the activation of immunological cells of the Yellow catfish．

Key words: Yellow catfish ( Pelteobagrus fulvidraco) ; Ganoderma lucidum polysaccharides; Activation of im-
munological cells; Respiratory burest activity; Proliperation

黄颡鱼( Pelteobagrus fulvidrac) 是我国传统的淡
水养殖品种，在分类学上隶属于鲇形目、鮠科、黄颡
鱼属［1］。因其肉质细嫩、肉味鲜美而广受消费者喜
爱［2］。近年来，随着集约化养殖程度不断提高，黄
颡鱼疾病日趋频繁，并造成了很大的经济损失。而
治疗用抗生素等药物会带来水体污染、耐药性增强、

富集作用加剧等许多负面影响。
目前，中草药多糖以其安全、高效、低毒等优点

用于预防和治疗水产动物疾病，但在黄颡鱼上应用

还未见报道。鉴于此，本研究采用口服免疫的方法，
对黄颡鱼投喂含不同水平灵芝多糖( Ganoderma lu-
cidum polysaccharides，GLP) 的饲料，通过检测其头
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肾巨噬细胞的呼吸爆发活性与外周血白细胞的增殖

能力，以探讨防病机制，并为今后黄颡鱼免疫细胞活

性与疫病防治等研究提供理论依据。

1 材料和方法
1． 1 材料
1． 1． 1 试验鱼及养殖条件 2 龄健康黄颡鱼 540
尾取自天津农学院养殖渔场，平均体重( 60 ± 5 ) g，
平均体长( 19 ± 3) cm。
试验鱼饲养于架设在养殖池中的 1． 5 m × 1． 5

m ×1 m的 18 个网箱中，每箱随机投放黄颡鱼 30 尾
( 雌雄各半) 。灵芝多糖设 5 个水平组添加于饲料
中，分别为 300，600，900，1 200，1 500 mg /kg，每组 3
个平行，以投喂不添加多糖的基础饲料组( 粗蛋白

38%，粗水分 12%，粗灰分 12%，粗脂肪 3% ) 为对
照。试验期间水温保持在( 26 ± 2 ) ℃，每天连续充
氧，试验期间每天换水 1 /3 左右。日投饵率为 2%，
投喂 3 次 /d。
1． 1． 2 多糖的制备 试验所用的灵芝粗多糖购于
陕西方晟生物科技公司，采用水提醇沉淀法［3］进一

步制备高纯度多糖。多糖采用 Sevage 法［4］去除蛋
白，采用透析法［5］去除小分子杂质，活性炭吸附

法［6］去除色素，最终采用苯酚-硫酸法［4］测定多糖的
有效含量。灵芝多糖经过逐步分离纯化后，最终的
纯度大于 90%。
1． 1． 3 试剂 L-15 培养基、脂多糖( Lipopolysac-
charide，LPS) 、Hanks溶液、佛波豆寇乙酸脂( Phobo-
lmyristate acetate，PMA) 、硝基蓝四氮唑( NBT) 、肝
素钠、超氧化物歧化酶标准品和噻唑兰( 3-( 4，5-
dimethylthiazol-2-yl ) -2，5-diphenyl tetrazolium bro-
mide，MTT) 购于 SIGMA 公司; 新生小牛血清和购
自于 GIBCO公司; 链霉素 /青霉素购于北京鼎国生
物技术有限责任公司; 硅石 －聚乙烯吡咯烷酮( Phy-
tohaemagglutinin，percoll) 、细胞培养板购于 Pharma-
cia 公司; Griesse 试剂购于上海碧云天生物技术有
限公司。
1． 2 方法
1． 2． 1 黄颡鱼头肾巨噬细胞与外周血白细胞的分
离 使用 MS-222 麻醉后，采用 Bayne方法分离黄颡
鱼头肾巨噬细胞［7］。使用 Percoll 密度梯度法［8］分
离头肾巨噬细胞，并使用台盼蓝进行细胞活性检测

计数，以确保活细胞的数量大于 90%，调整细胞浓
度为 1． 0 × 107 cell /mL。27℃培养备用。在无菌的
条件下进行尾静脉抽血，外周血白细胞的分离方法

同头肾巨噬细胞。

1． 2． 2 免疫细胞活性指标检测 头肾巨噬细胞氧
呼吸爆发活性的测定采用 NBT 法［9］。每个多糖水
平组细胞设 7 个平行，以添加 LPS ( 500 μg /mL) 的
细胞液作为阳性对照，以检测细胞在培养过程中的

活性。使用酶联免疫检测仪，在 620 nm 下，测定吸
光度值。每个水平检测 6 尾鱼。
头肾巨噬细胞氮呼吸爆发活性的测定采用 Griesse

试剂法［10］，其他操作同氧呼吸爆发活性的测定。在
540 nm下测定吸光值。每个水平检测 6尾鱼。
外周血白细胞的增殖采用 MTT 法检测［11］，每

个多糖水平组细胞设 12 个平行，以添加 LPS ( 500
μg /mL) 的细胞液作为阳性对照，培养 24 h 后，在
570 nm的波长下测定各孔光吸收值，记录结果。每
个水平检测 6 尾鱼。
1． 2． 3 数据处理 试验数据用平均值 ±标准误表
示，数据分析采用 SPSS17． 0 软件包中的单因素方差
分析( one-way-ANOVA) 。P值取 0． 01和 0． 05。

2 结果与分析
2． 1 灵芝多糖对黄颡鱼头肾巨噬细胞氧呼吸爆发
活性的影响

用含有不同水平的灵芝多糖的饲料投喂黄颡鱼

8 周后，检测其头肾巨噬细胞氧呼吸爆发活性，发现
阳性对照组( LPS 作用组) 能显著提高头肾巨噬细
胞氧呼吸爆发活性，说明试验过程中培养的细胞状

态正常; 灵芝多糖各水平组均能够极显著地提高头

肾巨噬细胞的氧呼吸爆发活性( P ＜ 0． 01) ，且 300 ～
1 200 mg /kg试验组头肾巨噬细胞的氧呼吸爆发活
性随多糖水平的增加而提高; 1 500 mg /kg多糖组氧
呼吸爆发活性略有下降，但与 1 200 mg /kg 组差异
不大( P ＞ 0． 05 ) ( 图 1 ) 。可见，灵芝多糖水平为
1 200 mg /kg对黄颡鱼头肾巨噬细胞氧呼吸爆发活
性的提高效果最为显著。

#． P ＜ 0． 01，下同。

#． P ＜ 0． 01，the same followed．

图1 灵芝多糖对黄颡鱼头肾巨噬细胞氧呼吸爆发活性的影响
Fig． 1 The effects of Ganoderma lucidum polysaccharides
on oxygen respiratory burst activity of yellow catfish

head kidney macrophages
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2． 2 灵芝多糖对黄颡鱼头肾巨噬细胞氮呼吸爆发
活性的影响

投喂含有不同水平的灵芝多糖饲料 8 周后，黄
颡鱼头肾巨噬细胞氮呼吸爆发活性变化见图 2。与
图 1 相似，阳性对照组( LPS 作用组) 巨噬细胞氮呼
吸爆发活性明显提高; 与对照相比，黄颡鱼头肾巨噬

细胞氮呼吸爆发活性随灵芝多糖水平的增加而提

高，但只在 1 200 ～ 1 500 mg /kg 时提高效果明显
( P ＜ 0． 01) ，且两个高水平组间活性变化不大
( P ＞ 0． 05) 。可见，从头肾巨噬细胞氮呼吸爆发活性
提高角度上分析，选择 1 200 mg /kg 灵芝多糖水平
添加到饲料中较适宜。

图 2 灵芝多糖对黄颡鱼头肾巨噬细胞氮呼吸爆发活性的影响
Fig． 2 The effects of Ganoderma lucidum polysaccharides
on nitrogen respiratory burst activity of yellow catfish head

kidney macrophages

2． 3 灵芝多糖对黄颡鱼外周血白细胞增殖的影响
用含有不同水平的灵芝多糖饲料投喂黄颡鱼 8周

后，黄颡鱼外周血白细胞增殖活性明显提高，其中阳性

对照组( LPS作用组) 外周血白细胞增殖明显提高; 与
对照组相比，灵芝多糖各水平组均能极显著提高黄颡

鱼外周血白细胞的增殖能力( P ＜0. 01) ; 且 900 ～1 500
mg /kg水平组外周血白细胞增殖能力高于阳性对照
组，其中两个高水平组极显著高于阳性对照

( P ＜0. 01) ，以 1 200 mg /kg 水平组最为明显( 图 3)。
可见，从提高黄颡鱼外周血白细胞增殖角度考虑，饲料

中添加灵芝多糖适宜水平为 1 200 mg /kg。

图 3 灵芝多糖对黄颡鱼外周血白细胞增殖能力的影响
Fig． 3 The effects of Ganoderma lucidum polysaccharides
on proliferation of peripheral blood leukocytes of yellow

catfish head kidney macrophages

3 讨论
3． 1 多糖对动物细胞氧呼吸爆发活性的影响
中草药多糖能有效提高机体免疫力，增强氧呼

吸爆发活性。Yin 等［12］发现，鲤鱼投喂含 0． 5%的
灵芝多糖饲料 1 周后能显著地提高鲤鱼头肾巨噬细
胞的氧呼吸爆发活性，含 0． 5%的灵芝多糖与疫苗
合并组在第 5 周也能显著地提高头肾巨噬细胞的氧
呼吸爆发活性; 李哲［13］发现灵芝多糖能使小鼠巨噬

细胞产生明显的氧呼吸爆发活性; László Ardó 等［14］

曾报道，分别用含 0． 1%的黄芪多糖或含 0． 1%金银
花提取物的饲料投喂尼罗罗非鱼 1 ～ 4 周，鱼中性粒
细胞的氧呼吸爆发活性均高于对照组; 曹丽萍等［15］

使用香菇多糖对鲤鱼头肾巨噬细胞进行离体培养，

得出香菇多糖能显著提高细胞的氧呼吸爆发活性，

且水平为 10 μg /mL和 100 μg /mL时提高作用极显
著; 李军等［16］发现云芝多糖经腹腔注射小鼠后，能

增强其巨噬细胞氧呼吸爆发活性，并对叔丁基氢过

氧化物引起的损伤具有良好的抵抗力。
本试验结果表明，不同水平的灵芝多糖添加在

饲料中投喂黄颡鱼后，其头肾巨噬细胞氧呼吸爆发

活性显著提高，这与上述研究结论相呼应。
3． 2 多糖对动物细胞氮呼吸爆发活性的影响

NO是 Science评选出的明星分子，已经成为国
内外研究的热点。基于此，国内外学者也正致力于
中草药多糖诱导机体产生氮呼吸爆发活性方面的研

究。Yin等［17］研究发现，黄芪多糖与脂多糖混合后
对鲤鱼头肾巨噬细胞进行体外培养，与对照组相比

能显著的提高头肾巨噬细胞的氮呼吸爆发活性; 曹

丽萍等［15］通过试验证明，黄芪多糖较之空白对照组

能够显著的提高鲤鱼巨噬细胞的氮呼吸爆发活性;

据游育红［18，19］研究，灵芝多糖与灵芝多糖肽均能促

进小鼠腹腔的 iNOS 含量，可增加巨噬细胞 NO 产
生; 周娅［20］发现枸杞多糖灌胃与腹腔注射均可明显

增加小鼠腹腔巨噬细胞中的 NO 诱生量及胞内溶菌
酶的活性; 崔东安［21］通过试验得出，与对照组相比，

蕨麻多糖能显著地诱导和激活体外培养的小鼠腹腔

巨噬细胞产生 NO，并使 IL-1β 和 TNF 产生呈剂量
依赖性增加; 芦荟多糖能促进体外培养小鼠的巨噬

细胞 iNOS基因表达，从而促进细胞 NO 合成和释
放［22］。本试验得出灵芝多糖能提高黄颡鱼头肾巨
噬细胞氮呼吸爆发活性，与上述研究结果相一致。
3． 3 多糖对动物外周血白细胞增殖活性的影响
白细胞是鱼类非特异性免疫系统中的一个重要

组成部分，承担着对病原菌的吞噬和杀菌作用［23］。
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国内外学者对鱼类白细胞方面已进行大量工作，但

关于中草药多糖对鱼类白细胞增殖方面的报道相对

较少。李建军［24］发现，灵芝多糖能显著提高荷瘤小
鼠血液中白细胞、淋巴细胞数量; 张群［25］研究发现，
灵芝多糖能促进小鼠巨噬细胞与淋巴细胞增殖。曹
丽萍等［26］使用香菇多糖对鲤鱼外周血细胞进行离

体培养，以检测其白细胞的增殖效果，结果表明，香

菇多糖能显著提高外周血白细胞的增殖能力; Yin
等［17］使用黄芪多糖水溶液对鲤鱼头肾巨噬细胞进

行体外培养，结果显示巨噬细胞的增殖能力得到显

著提高。本试验得出灵芝多糖能提高黄颡鱼外周血
白细胞增殖能力，与上述研究结果可以相互印证。
由此可见，适宜水平的灵芝多糖能有效地促进

机体非特异性免疫力的增强，可作为免疫增强剂添

加到饲料中。
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