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摘要：抗菌肽又称抗微生物肽(antimicrobial peptide)或肽抗生
素(Peptide antibiotics)，是生物体内存在的一种具有抗菌活性

的小分子多肽，是机体固有免疫系统中的重要效应分子，具有广谱

杀菌、抗真菌、病毒、肿瘤以及消除体内突变细胞的作用。为研究复
合抗菌肽对动物细菌病的防治效果，笔者采用 3 种不同药物即抗生

素、灭活疫苗和抗菌肽对中华鳖进行试验。通过测定不同组中华鳖
的血细胞吞噬功能、血清凝集效价和血清杀菌活力，比较 3 种药物
对中华鳖的免疫力和抗病能力的效果。试验结果表明，3种药物的相
对保护率介于 80%～95%之间，均能有效地保护中华鳖。其中灭活疫
苗的效果最为显著，但是该灭活的鳗氏气单胞菌疫苗只能针对该菌

导致的中华鳖疾病起到预防作用。抗生素具有广谱抗菌性，但用药
结束 10 d 之后在中华鳖体内仍有残留。抗菌肽的预防效果虽然没有
抗生素和疫苗的效果好，但其不会产生耐药性，在预防细菌性疾病

方面有着广阔的应用前景。
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动物的集约化养殖带来了一系列的问题，主要

包括应激反应加强、机体免疫力下降、发病率上升。
腐皮病是当前出现较多，危害较大的中华鳖疾病之

一。目前，中华鳖细菌性疾病常用抗生素药物进行

预防和治疗,但是随着抗生素药物的大量使用，产生

了一系列严重问题，如病原菌产生抗药性、养殖水质
恶化和药物残留等。近些年，其他抗微生物药物使用
较多，但对这些药物的选用主要是套用鱼类用药的

使用标准，效果往往不理想。不同药物对中华鳖的预
防及治疗效果的研究较少。
为了找到抗生素药物的替代品，研究人员把目

光转向免疫防治方向。免疫防治是通过激发机体自
身的免疫防御系统来提高机体对病害的抵抗能力，

从而使机体免受外来病原生物的侵扰。鱼类疫苗的
研究近年来有显著发展，欧、美、日等国家研制了气
单胞菌和爱德华菌等系列疫苗共 30 多种。我国水产
病害免疫的防治重心在水产动物免疫增强剂、微生
态制剂和鱼类疫苗等方面，并得到一些成果。其中，
水产动物免疫增强制剂和微生态制剂方面的研究和

技术应用较多。有研究证明，在饲料中添加免疫增强
剂可以增强鳖的非特异性免疫功能。与国外相比，我

显著提高仔猪小肠（回肠）乳酸菌（优势菌群）的数量

达到消化道微生态平衡，显著改善仔猪对饲料的消

化与吸收能力，提高仔猪的料肉比；同时对大肠杆菌

具有抑制作用，可降低腹泻发病率和死亡率；试验组

仔猪在大肠杆菌攻毒后 7 天除血浆低密度脂蛋白

胆固醇含量极显著地升高（P<0.01）外，其他血液生

化指标没有变化，而且显著地降低了血浆谷丙转氨

酶的活性。
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表 6 仔猪回肠和盲肠微生物菌群的变化（log CFU/g 湿重）

对照组 试验组 P 值

不攻毒 攻毒 不攻毒 攻毒

对照

vs乳

酸菌

攻毒

vs不

攻毒

两者

互作

回 肠

乳酸菌 6.32 5.83 7.51 6.78 0.07 0.28 0.83

总厌氧菌 6.90 6.83 7.22 6.61 0.92 0.48 0.56

大肠杆菌 4.00 4.35 3.36 4.13 0.39 0.66 0.27

耗氧菌 7.86 7.66 8.88 7.85 0.58 0.56 0.81

盲 肠

乳酸菌 6.62 6.45 7.21 6.59 0.38 0.59 0.35

总厌氧菌 6.75 6.89 7.03 7.02 0.64 0.89 0.86

大肠杆菌 4.16 4.85 3.99 4.34 0.32 0.60 0.13

耗氧菌 8.00 7.74 7.87 7.22 0.50 0.36 0.69
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国水产动物疫苗应用范围和效果有很大差距。水产
养殖质量安全管理制度不完善和疫苗应用途径的机

理不明是影响水产动物疫苗应用范围的主要因素。
除此之外，抗菌肽(antibacterial peptides)

的开发和应用已成为研究的热点, 它是生物体抵御

外源性病原微生物的入侵而产生的一类小分子碱性

多肽,与传统的抗生素相比具有分子量小、强碱性、热
稳定和广谱杀菌等特点。抗菌肽具有抗革兰氏阳性菌
和(或)革兰氏阴性菌的作用,并且一些阳离子抗菌肽

对于肿瘤细胞和病毒具有细胞毒性,而对于正常的真

核细胞不具毒性。在脊椎动物中,抗菌肽不仅是特异
性免疫系统快速、稳定的第一道防线,还在特异性免
疫和获得性免疫中起到传递信息到细胞的信号分子

作用。利用抗菌肽替代传统抗生素,对提高水产品品
质、推动绿色水产业发展有着非常重要的意义。
本研究采用抗生素、灭活疫苗和抗菌肽 3种药

物来预防中华鳖细菌性疾病。通过测定中华鳖细胞
的吞噬活性、血清溶菌酶活力、血清凝集效价和相对
保护能力等免疫学指标，从而探讨不同药物对中华

鳖的保护效果。

1 材料与方法
1.1 试验材料

1.1.1 试验动物 中华鳖为 200±50 g 幼鳖，购自
北京上庄某养殖场。放入实验室水箱中驯养, 水温
适宜即可。驯养时间为 1周以上, 使中华鳖完全适
应实验环境后开始正式试验。
1.1.2 细菌制备 用接种环将鳗氏气单胞菌

Genbank（NR_041962.1）(中国科学院动物研究所野

生动物疫病研究实验室从腐皮病中华鳖组织中分离

鉴定并保存)加入 LB 培养液, 37℃摇床 180 r/min
培养过夜。
1.1.3 灭活疫苗制备 以终浓度为 0.4%福尔马林
作为化学灭活剂，对病原菌鳗氏气单胞菌液进行灭

活，制备灭活疫苗菌液。
1.1.4 抗生素和抗菌肽 马盖宁（Magainin）由中

国科学院动物研究所野生动物疫病研究实验室提

供；庆大霉素购自兽药市场。
1.1.5 主要试剂 庆大霉素酶联免疫试剂盒购自

研域（上海）化学试剂有限公司；TTC还原剂、Hank’s液
和Wright’s染液购自北京乾明基因技术有限公司。
1.2 试验方法

1.2.1 试验动物分组及预防试验 选取 145 只体

重为 200±50 g 的健康中华鳖，分为 5组。第 1组为
空白对照组，第 2组为感染对照组，第 3组为灭活疫

苗组，第4组为抗菌肽组，第5组为抗生素组。1～4组
每组 25 只中华鳖，5组为 45 只中华鳖。确保养殖环
境光照通风良好，温度 31～33 ℃，饲料为专用中华
鳖饵料。采用水上“贴饼子式”投喂，每天6：00和16：00
各投喂 1次。养殖 1周后，第 1组每只中华鳖腹腔
注射 200μL 生理盐水；第 2组每只中华鳖腹腔注
射 200μL 生理盐水；第 3组每只中华鳖腹腔注射
200μL (10 mg/kg)鳗氏气单胞菌灭活疫苗，2 周后
进行第 2次同等剂量的灭活疫苗腹腔注射；第 4组

每只中华鳖在后腿内侧肌肉注射 200 μL 抗菌肽，
早上 9：00 和下午 17:00 各注射 1次，连续注射 7 d；

第 5组每只中华鳖用硫酸庆大霉素 4万 IU/kg 进行

后腿肌肉注射，早上 9:00 和下午 17:00 各注射 1

次，连续预防 7 d。
1.2.2 数据和标本采集 在各组用药结束后，从第

2～4 组的水箱中各选取 5只中华鳖，断头法采血。
第 1组和第 5组从抗生素组用药结束后第 2天开始

每隔 2d 采 1 次血样。将每只鳖的血液分为 2份，其
中 1 份用 EDTA 抗凝剂制备抗凝血；另 1 份血液于

4℃下、4000 r/min 离心 10 min，制备血清，保存至
-20℃备用。
1.2.3 相对保护率测定 将鳗氏气单胞菌制成浓

度 108 cfu/mL 的菌悬液备用。然后在各试验组用药
结束后，在 2～5 组剩余的每组 20 只实验鳖腹腔
注射 200 μL 的活菌悬液，放回实验室水箱中饲
养。20d 后统计死亡个数，计算死亡率和相对保
护率。
相对保护率 (Relative percent survival,

RPS)=[(对照组死亡率 -实验组死亡率）/ 对照组死

亡率)]×100%。
1.2.4 中华鳖血细胞吞噬功能的测定 血细胞中

吞噬细胞的基本功能是吞噬微生物并把它们消灭。
血细胞的吞噬功能是中华鳖机体最重要的非特异性

的细胞免疫，本试验使用 TTC 还原法测定血细胞的

吞噬功能。
将 TTC(氯化三苯四氮唑蓝)用 Hank’s 液配成

0.01%的溶液，取 TTC 0.5 mL 与抗凝血 0.5 mL 混匀
后共同孵育(28℃，1 h)，常规涂片后用甲醇固定，用
Wright’s 液染色 5 min，油镜下观察吞噬结果。
吞噬细胞 8％(PP)=100 个血细胞中吞噬有细菌

的细胞数。

41



2014 年 9 月下旬刊

吞噬指数(PI)=100 个血细胞所吞噬的细菌总数

除以 100。
1.2.5 中华鳖血清凝集效价的测定 凝集试验采

用玻片凝集法。中华鳖待测血清的血凝效价按倍比
稀释法进行测定，在 96 孔板中取不同稀释度的血清

25 μL，分别加入 25 μL 的鸡血细胞悬液(2%)，混
合均匀，室温 30 min 后观察，看有无凝集现象发生。
对照组以 PBS 代替待测血清样品，以发生凝集的血

清最高稀释度作为血清的凝集效价。
1.2.6 中华鳖血清杀菌活力的测定 用中华鳖敏

感的致病菌金黄色葡萄球菌(V.Harveyi)为底物，测

定各组中华鳖的血清杀菌活力(U)。将底物用0.1 mol/L
且 pH 值为 6.4 的磷酸钾盐缓冲液配成一定浓度的

悬液(OD570=0.35～0.50)。取3.0 mL该悬液与0.05 mL
待测血清于试管中混匀，测其在 570 nm 处的光密度

值(AO)，然后置于 37℃水浴保温 30 min，取出后立
刻置于冰浴中，10 min 后终止反应，测其光密度值

(A)。溶菌活力按下式计算：U=[(AO－A)/A]1/2，比较
各组的杀菌活力大小。
1.2.7 药物残留测定试验 在用药结束后的第 2、
4、6、8、10天，选取第1组和第5组中的中华鳖各5只，
断头法采血，血液于 4℃下、4000 r/min 离心 10 min，
制备血清，使用庆大霉素酶联免疫分析（ELISA）试剂

盒按 GB-T 21329-2007 动物源性食品中庆大霉素残

留量检验方法—酶联免疫法测定庆大霉素的残留量。

2 结果
2.1 相对保护率（RPS）

试验各组均获得较高的 RPS，而在使用了抗生

素的第 5组、抗菌肽进行预防的第 4组和灭活疫苗
预防的第 3组中华鳖死亡率明显低于第 2组感染对

照组。其中，灭活疫苗预防试验的第 3组相对保护
率（RPS）最高为 95%，使用抗菌肽预防试验的第 4组
的 RPS 为 80%，略低于疫苗预防的第 3组及抗生素
预防的试验第 5组，第 5组的 RPS 为 85%。经卡方检
验分析表明，3种药物试验组死亡中华鳖的数量与对

照组死亡中华鳖的数量存在显著性差异（P＜0.05），
但各试验组之间不存在显著性差异（χ2=4.538，
df=3，P ＞0.05）。
2.2 中华鳖血细胞吞噬功能测定结果

表 2为 3种药物实验组和对照组血液白细胞的

PI 和 PP 的测定结果。结果表明，试验组中华鳖血细
胞的 PI 和 PP 都显著高于对照组中华鳖血细胞的

PI 和 PP，试验组中 PI 和 PP 最高的是第 3组使用灭

活疫苗进行预防的组。经显著性分析表明，试验组
中华鳖血液中白细胞的PI和 PP与对照组存在显著性

差异（t检验，χ2=44.495，F=5.713，df=5，P ＜0.05），
但各试验组之间不存在显著性差异（t检验，P＞0.05）。
2.3 中华鳖血清凝集效价测定结果

表 3所示为试验组和对照组血清凝集效价的测

定结果。结果表明，各试验组中华鳖的血清凝集效价
均显著高于对照组，而第 3组灭活疫苗预防和第 4组

抗菌肽预防血清凝集效价最高。
2.4 中华鳖血清杀菌活力测定结果

表 4所示为试验组和对照组血清溶菌酶活力的

测定结果。结果显示，各试验组中华鳖血清杀菌活
力均显著高于对照组，而以第 3组灭活疫苗预防杀

菌活力最高。显著性分析结果表明，各试验组的中
华鳖血清杀菌活力与对照组之间有显著性差异(t检

验，χ2=0.032，F=60.468，df=5，P ＜0.05)；第 3组灭
活疫苗预防组与其它各试验组存在显著性差异，其

余各试验组之间不存在显著性差异(t检验，P＞0.05)。

表 1 3种药物对中华鳖的相对保护率

组别
试验鳖

数量 /只

死亡鳖

数量 /只

死亡率

/%
相对免疫

保护率 /%
对照（生理盐水） 20 1 5 -

感染对照 20 20 100 -

灭活疫苗预防 20 1 5** 95

抗菌肽预防 20 4 20** 80

抗生素预防 20 3 15** 85

注：**，P <0.01。

表 2 3种药物对血细胞吞噬活性的影响
组别 吞噬细胞 /% 吞噬指数

对照（生理盐水） 2.62±0.77 19.00±2.13
灭活疫苗预防 7.56±0.21** 69.00±4.36**

抗菌肽预防 6.23±1.85 48.74±9.43*

抗生素预防 6.37±0.74* 46.23±7.58*

注：*，P＜0.05；**，P＜0.01。

表 3 3种药物对血清凝集效价的影响
组别 血清凝集效价

对照（生理盐水） 1∶1
灭活疫苗预防 1∶8
抗菌肽预防 1∶8
抗生素预防 1∶4

表 4 3种药物对杀菌活力的影响
组别 血清杀菌活力

对照（生理盐水） 0.212±0.007
灭活疫苗预防 0.523±0.013**

抗菌肽预防 0.315±0.025**

抗生素预防 0.400±0.022**

注：**，P＜0.01。
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表 5 抗生素药物残留

天数 抗生素药物残留量（μg/mL）
2 0.326±0.011
4 0.279±0.004
6 0.223±0.012
8 0.160±0.022
10 0.112±0.027

2.5 药物残留测定试验结果

表 5所示为中华鳖硫酸庆大霉素抗生素药物残

留测定结果。可以看出：在停药后的第 2～10 天，硫
酸庆大霉素在中华鳖的血液中仍有残留。

3 讨论
虽然各种抗生素被作为目前防治中华鳖的细菌

传染性疾病的主要防治对策，但由于抗生素类药物

的滥用，药物残留和细菌耐药性等问题日渐严重，从

而引发了人们对食品安全的关注，越来越多的国家

开始呼吁禁用抗生素。因此，正确使用疫苗或免疫
增强剂来提高中华鳖自身的抗病能力，是今后预防

中华鳖传染性疾病发生的主要途径。因此，研究选
择合适的疫苗或免疫增强剂来提高龟鳖的免疫防病

功能，是中华鳖疾病免疫防治的一个重要方向。
本试验的药物预防试验结果表明，抗生素、抗菌

肽和灭活疫苗均能有效保护中华鳖。通过测定中华
鳖血细胞吞噬功能、血清凝集效价和血清杀菌活力
表明，抗生素、抗菌肽和灭活疫苗均能显著提高中华
鳖的免疫力，增强中华鳖的抗病能力，灭活疫苗的效

果最为显著。使用抗生素进行预防对于增强中华鳖
血细胞吞噬功能的效果比使用抗菌肽的效果要显

著，使用抗生素进行治疗对于增强中华鳖血细胞吞

噬功能的效果并没有使用抗菌肽效果显著。有研究

证明，马盖宁在对好氧菌和厌氧菌的抑制效果研究

中，显示出与诺氟沙星相当的抗菌活性，且马盖宁作

用机制不同于其它的抗生素，主要通过攻击微生物

的细胞膜来杀菌，而大多数其它的抗生素则是使细

菌关键蛋白失去功能。抗菌肽和抗生素均没有使用
灭活疫苗的效果好。使用抗生素进预防时，中华鳖
的血清凝集效价比使用抗菌肽和灭火疫苗中华鳖的

血清凝集效价低。使用抗生素和抗菌肽进行预防对
于中华鳖的血清杀菌活力提高的效果一致，均没有

使用灭活疫苗的效果好。但是该灭活的鳗氏气单胞
菌疫苗只能针对该菌导致的中华鳖该种疾病起到预

防作用，且不能用于治疗，所以还需要广谱的抗菌药

物。从上述试验结果可以看出，抗生素具有明显的
预防和治疗效果，但是其在用药结束 10 d 之后在中

华鳖体内仍有残留，对中华鳖机体有一定的损伤，被

人食用后对人体也有不利的影响。所有的常规抗生
素都出现了相应的抗药性致病株系，致病菌的抗药

性问题已经严重威胁着人们的健康。
抗菌肽作为 19 世纪 80 年代发现的具有抗菌活

性的多肽，从上述试验结果可以看出，预防效果虽然

没有抗生素和疫苗好，但仍有明显保护的效果，而且

抗菌肽被分解后的产物是氨基酸，能够被机体利用，

没有有害残留物质。抗菌肽具有广谱抗菌、提高机
体免疫力、加速伤口愈合过程，靶菌株不易产生抗性
突变等优点，在中华鳖细菌性疾病预防方面有着广

阔的应用前景。

基金项目：北京市农业局科技项目（20110821）。
作者简介：刘康，1987 年出生,男,本科学历,主要从

事畜牧生产方面的研究工作。
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稻田养鱼鳖，稻田种莲藕，稻田里的花样还真多。这不，信阳市平桥区明港工业区就在稻田里面养起了泥鳅。日前，在该管
理区王寨村村民徐具良的家庭农场，笔者看到，40hm2 连片的水稻长势喜人，放养的泥鳅欢快地窜动觅食，不停地搅动着水体，

翻动着泥土。
徐具良今年 39 岁，2013 年秋天结束了打工生涯回乡创业，通过土地流转，创办了明港工业管理区宏润家庭农场。今年，他

的家庭农场承包土地 147hm2。为了增加效益，夺得高产，徐具良在他的家庭农场不断应用新技术，推广新品种。今年，徐具良专
门开辟出 40hm2 的绿色水稻种植区域，不打农药，不施化肥，还放养了 3000kg 的泥鳅，一时间引来不少取经的庄稼汉。
徐具良给笔者算了一笔账：泥鳅苗投了 6万元。泥鳅可以吃水中的害虫，还可以疏松土壤，促进水稻增产。他初步估算，养殖

泥鳅的稻田至少可以增产水稻 5%以上。“养殖的泥鳅还有笔不小的收入。今年如果成功，明年要扩大面积。”徐具良信心十足。
(文章来源：新农网)

河南信阳市家庭农场稻田养殖泥鳅搅活稻田水
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