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甘草次酸对斑点叉尾鲖免疫应激下

血浆抗氧化酶和免疫指标的影响

蒋广震，  周    嫚，  李向飞，  张定东，  刘文斌 *

(南京农业大学动物科技学院，江苏省水产动物营养重点实验室，江苏 南京    210095)

摘要：  为探讨斑点叉尾鲖免疫应激状态下血浆抗氧化酶和免疫指标的变化，并研究甘
草次酸对斑点叉尾鲖免疫应激的调控机制，实验设计两组，每组6个重复：1)对照组，
饲喂基础饲料；2)GA组，饲喂含0.15 g/kg甘草次酸饲料，养殖8周后，腹腔注射大肠杆
菌脂多糖(LPS)，分别在注射后0、3、6、12、24、48 h采集血液和肝脏组织，进行红细
胞、白细胞计数，分离血浆后检测血浆皮质醇、溶菌酶、ACH50、谷草转氨酶、谷丙转
氨酶、碱性磷酸酶活性，肝脏匀浆液检测SOD、MDA和CAT抗氧化酶活性。结果显示，
在腹腔注射LPS后，血浆溶菌酶、皮质醇、谷草转氨酶、谷丙转氨酶、ACH50、SOD均
呈现先升高后下降的趋势，白细胞计数、血浆CAT呈现先下降后升高的趋势；饲料中添
加0.15 g/kg甘草次酸显著抑制了各指标变化，缩短了由LPS诱导产生各指标变化的恢复
时间。研究表明，腹腔注射LPS使斑点叉尾鲖产生免疫应激，并在注射后6~12 h达到顶
峰；饲料中添加0.15 g/kg甘草次酸可以有效抑制由LPS诱导的免疫应激反应。
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抗生素因其促生长、提高免疫力、抗炎等

特性而被用于水产动物饲料，但因其在水产动

物体内易残留、导致抗药性等问题而被禁用 [1]。

近年来，中草药及其提取物被认为具有替代抗

生素的潜力而被广泛研究 [2]。关于中草药及其提

取物在鱼虾免疫上的研究很多，主要有提高生

长、促进采食、增强抗菌力、增加抗应激能力等方

面 [3]。然而已有的研究多针对某种特定的病原微

生物进行，关于中草药提取物对鱼体免疫应激

的影响报道较少。本实验室前期对甘草的主要

活性成分甘草次酸进行了一系列研究，发现其

在调节斑点叉尾鲖(Ictalurus punctatus)脂肪调控、

改善可食部分比例等方面有明显的效果 [4]。有研

究发现，甘草及其提取物能够增强鱼虾免疫

力，改善其生长 [5-6]。随着研究的深入，研究甘

草次酸对鱼虾免疫调节机制，对抗生素替代物

的开发具有重要意义。

脂多糖(LPS)是从大肠杆菌细胞膜分离纯化

得到的一种革兰氏阴性菌抗原，一般认为，

LPS能够引起动物体免疫应激 [7]。在水产动物上

的研究发现，鱼类对 L P S的耐受性较强，鲤

(Cyprinus carpio)不易出现皮质醇上升等典型的应

激反应，然而，腹腔注射LPS仍能诱导鲤 [8]、斑

点叉尾鲖[9-10]等TNF-α表达，产生免疫炎性反应。

本实验室前期已对斑点叉尾鲖饲料脂肪节约蛋白

进行研究，确定了斑点叉尾鲖饲料中适宜的蛋白

和脂肪比例 [11]，并评价了高脂饲料在斑点叉尾鲖

上的应用 [12]。本实验以斑点叉尾鲖为研究对象，

研究其在腹腔注射LPS后血液中免疫、抗氧化指

标的变化，并探讨甘草次酸对其的调控作用，

为鱼类免疫应激研究提供基础数据，并为抗生

素替代物的开发提供参考。
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1    材料与方法

1.1    实验鱼、饲料和甘草次酸

实验用斑点叉尾鲖鱼苗购自江苏斑点叉尾

鲖繁殖育种中心 (江苏省淡水水产研究所，南

京，中国)。实验鱼购回后在流水养殖系统中进

行适应养殖，适应养殖期间饲料从商品饲料逐

渐替代为对照组饲料。暂养15 d，选取身体健

康、体质量相似的实验鱼 120尾 [平均体质量

(159.0±5.0) g]，平均分到12个水族箱中，每箱

10尾。每个养殖水箱保持1.5 m3水体，流水养

殖，平均每3天能够换水一次。将养殖水箱随机

分成两组，每组6个重复，1)对照组：饲喂基础

饲料，包含5%鱼粉，30%豆粕，13.76%菜粕，

1 4 . 2 1 %棉粕， 1 6 . 1 4 %次粉， 1 3 . 7 8 %麸皮，

4.31%混合油脂(鱼油∶玉米油=1∶1)，1.8%磷酸

二氢钙和1%预混料，营养成分粗蛋白质含量30.0%，

粗脂肪6.0%[11]。2)GA组：基础饲料+150 mg/kg甘
草次酸(甘草次酸购自南京泽朗医药科技有限公

司)。实验饲料在实验室经粉碎、逐级混合、制

粒成2.5 mm左右的沉性颗粒，颗粒饲料风干后在

–20 °C冰箱中保存备用。

1.2    养殖管理和样品采集

在养殖过程每天投喂3次(7:00，11:00，16:30)，
养殖期24 h充氧，保证水体溶解氧大于6 mg/L，

每天检测水质指标，养殖期间水温 (28.0±3.0)
°C，pH 7.2~7.8。

养殖8周后，停饲24 h，实验鱼腹腔注射LPS
(2.0 mg/kg; Escherichia coli  O127:B8; Sigma
Chemical Co.,St. Louis, MO, USA)，分别在注射后

0、3、6、12、24 和48 h尾静脉采血，在注射和

采血前，使用含有100 mg/L的MS-222(tricaine
methanesulfonate, Sigma, USA)进行麻醉，减少采

样引起的应激。每个养殖水箱每个采样时间采

集1尾鱼，取肝脏，保存于冻存管备用；血液使

用肝素处理过的注射器和离心管，每尾3 mL，

分装成1和2 mL两管，1 mL用于血细胞计数，

2 mL离心分离血浆(2000×g，4 °C，离心10 min)，
分离的血浆4 °C保存待测血浆指标。

1.3    指标测定

红、白细胞计数采用血细胞计数板进行；

皮质醇测定采用放射免疫法；溶菌酶、谷草 /谷

丙转氨酶，肝脏中抗氧化酶CAT、SOD、MDA
采用南京建成生物技术有限公司试剂盒测定。

ACH50采用未致敏的绵羊红细胞法测定。

1.4    数据统计与分析

数据经Excel 2010处理后，用SPSS 19.0软件

进行重复测量方差分析(repeated measures ANOVA)；
当差异显著时，使用单因素方差分析(不同采样

时间)和t-检验(不同饲料处理)，并用Duncan氏多

重比较法进行差异显著性分析，显著水平为P<0.05。
所有数据使用Excel 2010做柱状图。

2    结果

2 . 1     甘草次酸对血浆皮质醇、溶菌酶和

ACH50的影响

经过8周养殖后，各组均未见实验鱼死亡。

腹腔注射LPS后，血浆皮质醇呈现先升高后降低

的趋势，在腹腔注射LPS 6 h后，实验组和对照

组血浆皮质醇含量均显著高于其他时间(P<0.05)，
实验组和对照组之间差异不显著(P>0.05)，其他

各时间点血浆皮质醇含量没有显著差异(P>0.05)
(图1-a)。对照组和实验组血浆溶菌酶含量随注射

LPS时间延长呈现先升高后降低的趋势，但差异

不显著(P>0.05)，实验组48 h后血浆溶菌酶活性

恢复到注射前水平，而对照组仍处于较高水平；

在注射前实验组溶菌酶活性显著高于对照组

(P<0.05)(图1-b)。与溶菌酶相似，血浆鱼总补体

ACH50含量也呈现先升高后降低的趋势，注射后

24 h对照组血浆ACH50水平恢复到注射前水平；

注射后6 h对照组和GA组血浆ACH50水平均达到

最高值(P<0.05)，且GA组ACH50含量显著高于对

照组 (P<0.05)；GA组ACH50水平在注射后48 h
仍保持较高水平，且显著高于对照组 (P<0.05)
(图1-c)。

2.2    甘草次酸对红细胞、白细胞数的影响

饲料添加甘草次酸，腹腔注射LPS对血液红

细胞数量没有显著影响(P>0.05)。血液中白细胞

数量在腹腔注射LPS后呈现出先下降后升高的趋

势(P<0.05)，并在注射后3、6 h达到最低值，饲

料 中 添 加 甘 草 次 酸 能 有 效 地 抑 制 这 种 下 降

(P<0.05)。注射48 h后，甘草次酸组较对照组白

细胞数量恢复更快(P<0.05)(图2)。
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2.3    甘草次酸对血浆谷草转氨酶、谷丙转氨

酶和碱性磷酸酶的影响

在腹腔注射LPS后，血浆谷草转氨酶和谷丙

转氨酶含量呈现先升高后下降的趋势(P<0.05)，并

在3~6 h达到最高值，在12 h以后逐渐下降，并在

24 h恢复到注射前水平(图3)。饲料中添加甘草次

 
图 1    甘草次酸对斑点叉尾鲖血浆皮质醇(a)、溶菌酶(b)和鱼总补体(c)的影响

图中小写字母不同表示注射LPS后不同时间差异显著(P<0.05)；图中*表示饲喂不同饲料差异显著(P<0.05)。下同

Fig. 1    Effects of dietary GA levels on plasma cortisol (a), lysozyme (b) and ACH50 (c) of channel catfish
Data are expressed as means±SEM (n=6). Diverse low-case letters show significant differences (P < 0.05) in different dosage groups of each
sampling point in Duncan’s multiple range test.  Significant differences (P < 0.05) between values obtained before and after infection are
marked by asterisks in t-tests, the same below

 
图 2    甘草次酸对斑点叉尾鲖血液红细胞计数(a)和白细胞计数(b)的影响

Fig. 2    Effects of dietary GA levels on RBC (a) and WBC (b) of channel catfish
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酸组血浆谷草和谷丙转氨酶在6 h达到峰值，峰

值显著低于对照组，并在12 h时恢复到注射前水

平，甘草次酸能有效抑制由腹腔注射LPS引起的

血浆谷草/谷丙含量的变化(P<0.05)，并使血浆谷草/
谷丙含量在更短的时间内恢复到注射前水平。

2.4    甘草次酸对肝脏SOD、CAT和MDA的影

响

注射LPS后，SOD活性呈现先增高后下降的

趋势，并在6 h达到峰值，甘草次酸组SOD活性

在注射前后各时间点均显著高于对照组(P<0.05)，
对照组肝脏SOD活性在注射LPS后呈现先升高后

下降的趋势(P<0.05)(图4-a)。注射LPS后，肝脏

CAT活性呈现先下降后升高的趋势(P<0.05)，甘

草次酸组在注射LPS后3 h显著低于对照组(P<0.05)
(图4-b)，24 h显著高于对照组(P<0.05)。饲料添加

GA能够抑制LPS引起的CAT下降，并缩短下降恢

复时间。实验各组丙二醛含量在注射LPS后不同

时间没有显著差异(P>0.05)，在注射LPS后24和
48 h，甘草次酸组丙二醛含量显著低于对照组

(P<0.05)(图4-c)。

3    讨论

皮质醇是肾上腺皮质分泌的重要应激激

素，鱼体在环境变化(如温度、光线等)、密度改

变、饲料变化、遭遇外敌等状态时血浆皮质醇

分泌量大量增加[13]。一般认为，血浆皮质醇水平

是应激发生的明显标志[14]。因为鱼类对革兰氏阴

性菌脂多糖(LPS)反应不明显或需要剂量大，有

研究表明，腹腔注射LPS 3~8 h，虹鳟 (Oncor-
hynchus mykiss)血浆皮质醇水平显著增加 [15]，但

也有研究认为，注射LPS后，血浆皮质醇水平上

升不明显 [10]。本实验表明，斑点叉尾鲖腹腔注射

2.0 mg/(kg体质量)的LPS 6 h后，血浆皮质醇含量

显著增加，并在12 h时达到正常水平。这可能揭

示LPS诱导的血浆皮质醇上升时间短，不易观

察。能够引起鱼类免疫应激反应的LPS使用剂量

远高于陆生动物，但这一点还需要大量实验证

实，因为血浆皮质醇的变化可能与实验环境、

采样应激水平、LPS使用剂量、实验鱼种类、实

验鱼规格等多种因素有关。但总的来说，腹腔

注射2.0 mg/(kg体质量) LPS能够诱导斑点叉尾鲖

血浆皮质醇水平在3~6 h显著升高，说明在本实

验条件下，LPS诱导产生了免疫应激反应，并在

3~6 h达到峰值。

血浆溶菌酶是一种广泛存在于动物体内，

非特异性的重要免疫酶，不仅能水解病原菌黏

多糖，而且能与病毒结合，参与鱼体内抗菌、

抗炎和抗病毒过程。一般认为，血浆溶菌酶水

平代表鱼体非特异性免疫能力，王文博等[16]报道

饲喂甘草粗提物能够显著提高鲫 ( C a r a s s i u s
auratus)血清中溶菌酶活性。LPS能够诱导鱼血浆

溶菌酶活性上升[17]，而血浆溶菌酶活性的上升能

够有效降低LPS对鱼体的毒性 [18]，即血浆溶菌酶

水平的上升可以有效抑制由LPS诱导的免疫应激

反应发生。在本实验中，甘草次酸组在LPS注射

前已经使得血浆中溶菌酶活性处于较高水平，

这种水平的上升可能增强了鱼类非特异性免疫力，

在腹腔注射LPS后，血浆溶菌酶水平维持稳定，

没有形成溶菌酶显著上升，而对照组在注射LPS
后溶菌酶呈现先升高后下降的趋势，这种差异

可能说明甘草次酸通过对调节正常情况下血浆

 
图 3    甘草次酸对斑点叉尾鲖血浆谷草转氨酶(a)和谷丙转氨酶(b)的影响

Fig. 3    Effects of dietary GA levels on plasma AST (a) and ALT (b) of channel catfish
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溶菌酶的水平，增强鱼类非特异性免疫，从而

抑制了由LPS诱导的免疫应激。

补体在鱼类非特异性免疫中发挥重要作用，

而鱼类特异性免疫能力差，非特异性免疫在鱼

类免疫系统中尤为重要，而补体旁路途径溶血

活性(ACH50)是鱼类非特异性免疫的另一个代表

指标。大量研究证实，外源菌和免疫增强剂均

能够诱导鱼体ACH50水平上升 [19]。本实验中，腹

腔注射LPS后血浆ACH50有显著的先升高后下降

过程，说明LPS能够有效诱导斑点叉尾鲖血浆补

体的产生，并在6 h达到最高峰。而甘草次酸能

够略微提高血浆中ACH50水平。甘草次酸和LPS
的双重作用使得6 h时甘草次酸组血浆ACH50水
平显著高于对照组，这说明甘草次酸有一定的

提高鱼类补体水平的作用。

白细胞是鱼体对抗外源菌的主要工具，血

液白细胞数量代表鱼体免疫状态。本实验中，

血液白细胞水平在注射LPS 3~6 h后显著下降，而在

12~48 h显著上升，说明鱼体为应对外源入侵进

行了免疫调控，这与以往的研究结果相似 [20-21]。

可能的原因是，LPS诱导鱼体产生免疫应激反

应，但并未有真正的病原菌侵入，鱼体免疫调

控产生的血浆白细胞大量增加并未消耗，所以

造成了后期血浆白细胞维持在较高水平。饲料

中添加甘草次酸后，血液白细胞下降和上升幅

度均减弱，并在3、6和48 h与对照组差异显著，

说明甘草次酸对血液白细胞的调节作用可能是双

向的，而这种双向调节一方面在短期内抑制了LPS
诱导的白细胞下降，另一方面也削弱了LPS诱导

的免疫应激的作用时间，促使机体在更短的时

间恢复到应激前水平，这说明甘草次酸能够显

著抑制由LPS诱导的血浆白细胞变化的发生。

血浆谷草/谷丙转氨酶水平是鱼体肝脏损伤

的重要表现，因为这两种转氨酶应该存在于肝

脏细胞中，正常状态血液转氨酶水平很低，血

浆转氨酶水平升高，提示肝脏损伤等病理情况

出现。有研究显示，LPS攻毒后血浆转氨酶水平

显著上升，这暗示腹腔注射LPS可能导致肝损

 
图 4    甘草次酸对斑点叉尾鲖肝脏中超氧化物歧化酶(a)、过氧化氢酶(b)和丙二醛(c)的影响

Fig. 4    Effects of dietary GA levels on plasma SOD (a), CAT (b) and MDA (c) of channel catfish
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伤[22]。本实验结果很好地验证了这一点，对照组

在腹腔注射LPS后，血浆转氨酶水平急剧下降，

这可能是腹腔注射LPS后造成的肝脏急性损伤导

致的。而甘草次酸组血浆转氨酶水平均低于对

照组，其3 h时与注射前差异不显著，说明甘草

次酸能够很好地抑制由LPS诱导的肝损伤。这提

示甘草次酸在LPS诱导的免疫应激过程中发挥重

要的抑制作用。

肝脏中SOD、CAT和MDA是鱼体氧化还原

反应中的重要中间反应酶和过氧化产物[23]。一般

认为，SOD可以有效维持鱼体氧化和抗氧化平衡，

CAT能特异性地清除体内过氧化氢，MDA为脂

质过氧化物反映鱼体细胞过氧化程度。贺建荣

等 [24]发现甘草次酸对氧自由基有很强的清除作

用，且其清除能力与甘草次酸存在剂量依赖性。

本实验室前期研究也发现，饲料中添加甘草次

酸后，鱼体肝脏中SOD、GSH显著上升，MDA
显著下降[25]。在本实验中，饲料中添加甘草次酸

显著提高了肝脏SOD水平，并在一定程度上降低

了由LPS诱导的MDA产生，说明甘草次酸能够提

高鱼体抗氧化能力，抑制LPS诱导的免疫应激。

综上所述，在腹腔注射LPS的整个免疫应激

发生的过程中，血浆皮质醇、溶菌酶、ACH50、
谷草/谷丙转氨酶、血液白细胞数量，肝脏SOD、

CAT均在6~12 h产生显著性变化，说明2.0 mg/(kg
体质量)的LPS能够诱导斑点叉尾鲖产生免疫应激

反应，且在6~12 h出现免疫应激高峰，在24~48 h
基本恢复到正常水平。饲料中添加0.15 g/kg 甘草

次酸可有效改善由LPS诱导的各项指标变化，抑

制LPS诱导的免疫应激的发生。
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Effect of glycyrrhetinic acid (GA) on the physiological responses and
immunoreactions of channel catfish (Ictalurus punctatus)

injection lipopolysaccharide (LPS)

JIANG Guangzhen,    ZHOU Man,    LI Xiangfei,    ZHANG Dingdong,    LIU Wenbin *

(Key Laboratory of Aquatic Nutrition and Feed Science of Jiangsu Province, College of Animal Science and Technology,
Nanjing Agricultural University, Nanjing    210095, China)

Abstract: Glycyrrhetinic acid (GA), which is a main active principal constituent of liquorice, is extensively used
as antibacterial and anti-inflammatory Chinese medicine. This study was carried out to evaluate the effects of GA
on the oxidative stress of Ictalurus punctatus injection lipopolysaccharide (LPS). The fish were randomly divided
into two groups: a control group (fed a standard diet) and a treatment group (standard diet supplemented with 0.15
mg/kg GA) and fed for 8 weeks. We then challenged the fish with LPS and recorded changes in red and white
blood cell counts (RBC and WBC), plasma cortisol, lysozyme, ACH50, aspartate aminotransferase (AST), alanine
aminotransferase (ALT) and hepatic catalase (CAT), superoxide dismutase (SOD) and malondialdehyde (MDA)
for a period of 48 h. Supplementation with 0.15 g/kg GA significantly increased plasma lysozyme activity before
infection, plasma ACH50 activity at 6 h after infection, WBC hepatic at 6 h after infection, CAT activity 24 h after
infection, hepatic SOD activity before and after infection. In addition, the supplemented group had decreased
levels of plasma AST and ALT activities 6 h after infection, hepatic CAT 3 h after infection, hepatic MDA 24 and
48 h after infection. Our results suggest that ingestion of a basal diet supplemented with 0.15 g/kg GA prevents
LPS-induced immunological challenges response by regulating key enzyme activities, and challenged with LPS
(2.0 mg/kg) affect physiological responses and immunoreactions of channel catfish.

Key words:  Ictalurus punctatus;  glycyrrhetinic acid; lipopolysaccharide; immunological stress; antioxidant
enzyme activity
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