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［摘　 要］ 　 为了考察新肝宝对鲶爱德华氏菌感染黄颡鱼的保护作用，采用不同粉碎粒度的新肝宝

拌饲投喂 ７ ｄ，随后用鲶爱德华氏菌腹腔注射感染，观察死亡率、酶学指标及组织病理变化。 结果显

示，新肝宝组死亡率（４８． ５７％和 ４４． ２８％ ）低于阴性对照组（５４． ２９％ ），溶菌酶及超氧化物歧化酶活

性显著高于对照组（Ｐ ＜ ０． ０５），肝脏、肾脏、脾脏损伤情况均小于阴性对照组，其中 ６００ 目作用效果

优于 ２００ 目。 结果表明，新肝宝能够提高黄颡鱼非特异性免疫力，增强黄颡鱼对鲶爱德华氏菌的抵抗

能力，在一定程度上减轻鲶爱德华氏菌感染导致的肝、脾、肾损伤，其中 ６００ 目作用效果优于 ２００ 目。
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　 　 黄颡鱼（Ｐｅｌｔｅｏｂａｇｒｕｓ ｆｕｌｖｉｄｒａｃｏ），鲶形目、鲿科、
黄颡鱼属鱼类，在我国主要淡水水域中分布较广，
具有比较高的经济价值，目前在我国已形成了较大

的养殖规模［１］。 但是随着集约化养殖程度的提高

和养殖密度的不断增大，黄颡鱼病害逐渐增多，其
中鲶爱德华氏菌（Ｅｄｗａｒｄｓｉｅｌｌａ ｉｃｔａｌｕｒｉ）引起的“裂
头病”或“红头病”危害最为严重，具有传染性强、
发病率高、死亡率高等特点［２］。 鲶爱德华氏菌（Ｅｄ⁃
ｗａｒｄｓｉｅｌｌａ ｉｃｔａｌｕｒｉ）是肠杆菌科（Ｅｎｔｅｒｏｂａｃｔｅｒｉａｃｅａｅ）、
爱德华氏菌属（Ｅｄｗａｒｄｓｉｅｌｌａ）细菌，生产上主要通过

抗生素药物来治疗［３］。 但是抗生素药物在水产养

殖上的长期大量使用会导致很多问题，抗药性、水
产品药物残留、影响水体环境微生态平衡，抑制养

殖动物免疫系统等［４］。 而中草药具有无残留、毒副

作用小、不易产生耐药性等优点，能够提高机体免

疫力、促生长、抗菌、抗病毒，用中草药代替抗生素

防治水产动物疾病是未来的发展方向［５］。 新肝宝，
通用名为肝胆利康散，由茵陈、大黄、郁金、连翘、柴
胡等药材粉碎加工而成，具有清肝利胆作用，主治

鱼类肝胆综合征［６］。 本研究旨在考察新肝宝预防

用药，能否提高黄颡鱼抗鲶爱德华氏菌能力，同时

比较了不同粉碎粒度（２００ 目和 ６００ 目）对药效有

何影响，为新肝宝在黄颡鱼鲶爱德华氏菌病防控中

的应用提供相关数据参考。
１　 材　 料

１． １　 材料和仪器　 茵陈、大黄、郁金、连翘、柴胡、
栀子、白芍、牡丹皮、藿香，均购自安徽旭松中药饮

片有限公司，经武汉中博水产生物技术有限公司质

检部门按照《中华人民共和国兽药典·２０１７ 年版

中药卷》 ［６］鉴定合格。 新肝宝由以上药材按比例粉

碎混合而成，新肝宝 ２００ 目由武汉中博水产生物技

术有限公司生产，新肝宝 ６００ 目委托山东埃尔派粉

体科技股份有限公司生产。
脑心浸液培养基（ＢＨＩ）购自青岛高科园海博

生物技术有限公司，黄颡鱼商品饲料购自武汉大北

农有限公司，溶菌酶、超氧化物歧化酶试剂盒购自

南京建成研究所。
制料机购自九阳股份有限公司；生化培养箱，

上海博讯实业有限公司；超净工作台，哈尔滨市冬

联公司；小型台式离心机，德国 Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ 公司；高
压灭菌设备 ＡＭＡ２４０ 型，英国 ＡＳＴＥＬＬ 公司；自动

制冰机，日本三洋公司。
１． ２　 试验鱼　 黄颡鱼（Ｐｅｌｔｅｏｂａｇｒｕｓ ｆｕｌｖｉｄｒａｃｏ）购自

湖北黄优源渔业发展有限公司。 选取健康黄颡鱼

２８０ 尾，体重 ２５ ± ５ ｇ，暂养于华中农业大学水产学

院健康安全养殖实验大棚，每天换水 １ ／ ３，控制水温

为 ２６ ℃，暂养 ３ 天后驯食，每天上午 １１ 点和下午 ４
点投喂一次基础日粮，驯食一周后停食 ２４ ｈ 开始实

验。
１． ３　 病原菌的培养　 鲶爱德华氏菌由中国科学院

长江水产研究所提供，将菌划线接种于 ＢＨＩ 平板

２８ ℃培养 ４８ ｈ，挑取单菌落于 ＢＨＩ 肉汤中，于２８ ℃
震荡培养箱中培养 ４８ ｈ，血小球计数板计数，调节

菌的浓度备用。
１． ４ 　 试验饲料制备　 试验设计基础料和试验料。
将新肝宝２００ 目和６００ 目粉末分别按０． １ ｇ ／ （ｋｇ 鱼）
加入商品化基础饲料粉末中，混匀后加入制料机，
以适当比例加水搅拌均匀，将制备的湿料放暗处风

干，即得试验料。
２　 方　 法

２． １　 试验设计　 将 ２８０ 尾鱼随机分为 ４ 个组，分
别为正常对照组、阴性对照组、新肝宝 ２００ 目组、新
肝宝 ６００ 目组，每组两个平行，每个平行 ３５ 尾鱼，
每天换水 １ ／ ３。 正常对照组和阴性对照组投喂基础

饲料，新肝宝组投喂试验料，饲料每天按鱼体重的

２％进行投喂，上午 １１ 点和下午 ４ 点各投喂一次。
投喂 ７ ｄ 后停食 ２４ ｈ 进行人工感染，预试验确

定鲶爱德华氏菌感染浓度为 ３ × １０７ＣＦＵ ／ ｍＬ（半致

死浓度）。 阴性对照组和新肝宝组每尾黄颡鱼从腹

鳍基部进行腹腔注射 １００ μＬ 菌液，正常对照组每
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尾腹腔注射 １００ μＬ 生理盐水，观察各组黄颡鱼死

亡情况并记录。 分别在感染前和感染后 ５ ｄ 取样，

每组取鱼 ５ 尾，取血检测血清指标，解剖取肝、脾、

肾做病理切片观察组织学变化。

２． ２　 酶学指标测定　 从黄颡鱼尾静脉取血，３７ ℃

放置 １ ｈ，４ ℃过夜，３５００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 １０ ｍｉｎ，吸取上

清， － ８０ ℃冷冻备用，溶菌酶、超氧化物歧化酶采

用南京建成试剂盒进行测定。
２． ３　 组织病理观察 　 分别取黄颡鱼小块肝脏、肾

脏、脾脏组织，置于 ４％中性甲醛溶液中固定 ２４ ｈ。

经洗涤、脱水、透明、渗透与包埋后，切成 ５ μｍ 厚薄

片，贴片后，用 ＨＥ 染色法进行染色，再经脱水和透

明后用中性树胶封片，４００ 倍显微镜下观察。

２． ４　 数据处理　 采用 ＳＰＳＳ２０． ０ 统计软件对所有

实验数据进行处理分析，所有数值均以“Ｘ ± ＳＤ”表
示，组间比较使用独立样本 ｔ 检验，差异具有显著

性时 Ｐ ＜ ０． ０５，差异具有高度显著性时 Ｐ ＜ ０． ０１。

３　 结果与分析

３． １　 死亡率测定　 如图 １ 所示，正常对照组从 ４７ ｈ

开始出现黄颡鱼死亡，５ｄ 共死鱼 ３ 尾，最终的死亡率

为 ４． ３％；阴性对照组和新肝宝 ２００ 目组经鲶爱德华

氏菌人工感染后 ５ ｈ 即开始出现死鱼现象，新肝宝

６００ 目组 ２５ ｈ 开始出现死鱼，５ ｄ 阴性对照组总死亡

率达 ５４． ２９％，新肝宝 ２００ 目和 ６００ 目组总死亡率分

别为 ４８． ５７％和 ４４． ２８％，小于阴性对照组。 说明饲

喂新肝宝能够增强黄颡鱼抗鲶爱德华氏菌的能力，

降低死亡率，且 ６００ 目作用效果好于 ２００ 目。

图 １　 不同处理组鲶爱德华氏菌感染后黄颡鱼的死亡率

Ｆｉｇ １　 Ｍｏｒｔａｌｉｔｉｅｓ ｏｆ ｙｅｌｌｏｗ ｃａｔｆｉｓｈ ｉｎｆｅｃｔｅｄ ｗｉｔｈ

Ｅｄｗａｒｄｓｉｅｌｌａ ｉｃｔａｌｕｒｉ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｇｒｏｕｐｓ

３． ２　 血清中溶菌酶含量测定　 由图 ２ 可知，人工

感染鲶爱德华氏菌前，各组间溶菌酶活性无显著性

差异（Ｐ ＞ ０． ０５），感染后，各感染组溶菌酶活性均

升高，新肝宝 ６００ 目组溶菌酶活性 ＞ ２００ 目组 ＞ 阴

性对照组 ＞正常对照组，组间差异显著（Ｐ ＜ ０． ０５）。
说明饲喂新肝宝可以提高感染爱德华氏菌后黄颡

鱼体内溶菌酶活性，其中 ６００ 目作用效果优于

２００ 目。

注： 图柱上标不同小写字母表示差异显著（Ｐ ＜ ０． ０５）。

Ｎｏｔｅ： Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｌｅｔｔｅｒｓ ａｂｏｖｅ ｂａｒｓ ｉｎｄｉｃａｔｅ

ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ （Ｐ ＜ ０． ０５） ．

图 ２　 不同处理组黄颡鱼血清溶菌酶活性变化情况

Ｆｉｇ ２　 Ｔｈｅ ｃｈａｎｇｅｓ ｏｆ ＬＺＭ ａｃｔｉｖｉｔｉｅｓ ｉｎ ｓｅｒｕｍ ｏｆ

ｙｅｌｌｏｗ ｃａｔｆｉｓｈ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｇｒｏｕｐｓ

３． ３　 血清中超氧化物歧化酶含量测定　 由图 ３ 可

知，人工感染鲶爱德华氏菌前，新肝宝组超氧化物

歧化酶活性显著高于阴性对照组和正常对照组

（Ｐ ＜ ０． ０５），感染后，新肝宝 ６００ 目组超氧化物歧化

酶活性 ＞ ２００ 目组 ＞ 阴性对照组 ＞ 正常对照组，组
间差异显著（Ｐ ＜ ０． ０５）。 说明饲喂新肝宝可以显

著提高黄颡鱼血液中超氧化物歧化酶活性，其中

６００ 目作用效果优于 ２００ 目。
３． ４　 病理切片观察结果

３． ４． １　 肝脏组织　 由图 ４ 可知，正常对照组（ａ）肝
脏细胞结构清晰，沿肝索排列整齐。 阴性对照组

（ｂ）黄颡鱼肝细胞界限模糊，肝索结构不清晰，有炎

症细胞浸润，还可以看到很多红细胞，有充血或出

血现象；新肝宝 ２００ 目组（ｃ）没有清晰的中央静脉，

·８５·
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注：图柱上标不同小写字母表示差异显著（Ｐ ＜ ０． ０５）

Ｎｏｔｅ： Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｌｅｔｔｅｒｓ ａｂｏｖｅ ｂａｒｓ ｉｎｄｉｃａｔｅ

ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ （Ｐ ＜ ０． ０５）

图 ３　 不同处理组黄颡鱼血清超氧化物

歧化酶活性变化情况

Ｆｉｇ ３　 Ｔｈｅ ｃｈａｎｇｅｓ ｏｆ ＳＯＤ ａｃｔｉｖｉｔｉｅｓ ｉｎ ｓｅｒｕｍ

ｏｆ ｙｅｌｌｏｗ ｃａｔｆｉｓｈ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｇｒｏｕｐｓ

有少量炎性细胞，但肝细胞界限较清晰，肝索结构

明显，呈放射状；新肝宝 ６００ 目组（ｄ）肝脏组织结构

清晰，细胞排列均匀规则，成放射状围绕中央静脉

排列。 说明投喂新肝宝能够减轻鲶爱德华氏菌感

染引起的肝脏损伤，其中 ６００ 目作用效果优于

２００ 目。
３． ４． ２　 肾脏组织　 由图 ５ 可知，正常对照组（ａ）黄
颡鱼肾脏组织结构清晰，肾小管上皮细胞未见脱

落、肿胀。 阴性对照组（ｂ）肾脏组织中细胞界限模

糊，肾小管上皮细胞有坏死、脱落现象，出现空泡化

变性，有大量炎性细胞浸润。 新肝宝组（ｃ、ｄ）肾小

管和肾小体结构清晰，部分肾小管上皮细胞有坏

死、脱落现象，有红细胞充血现象，其中 ２００ 目组

（ｃ）有炎症细胞浸润。 说明新肝宝能够减轻鲶爱德

华氏菌感染引起的肾脏损伤，其中 ６００ 目作用效果

略好于 ２００ 目。

图 ４　 不同处理组黄颡鱼肝脏病理切片图（ ×４００）

Ｆｉｇ ４　 Ｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｓｅｃｔｉｏｎｓ ｏｆ ｌｉｖｅｒ ｏｆ ｙｅｌｌｏｗ ｃａｔｆｉｓｈ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｇｒｏｕｐｓ （ ×４００）

图 ５　 不同处理组黄颡鱼肾脏病理切片图（ ×４００）

Ｆｉｇ ５　 Ｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｓｅｃｔｉｏｎｓ ｏｆ ｋｉｄｎｅｙ ｏｆ ｙｅｌｌｏｗ ｃａｔｆｉｓｈ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｇｒｏｕｐｓ （ ×４００）

·９５·
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３． ４． ３　 脾脏组织　 由图 ６ 可知，正常对照组（ａ）黄
颡鱼脾小叶结构清晰，脾脏红髓白髓分界清晰，白
髓内淋巴细胞聚集，红髓内弥漫脾血窦，脾小梁形

态完整。 阴性对照组（ｂ）黄颡鱼脾小叶结构不清

晰，结构紊乱，有大量炎性细胞浸润。 新肝宝组

（ｃ，ｄ）红细胞数目增多，有充血和出血现象，其中

６００ 目组（ｄ）脾小叶结构清晰，脾窦和脾索均可见。
说明新肝宝能够减轻鲶爱德华氏菌造成的脾脏组

织损伤，其中 ６００ 目作用效果优于 ２００ 目。

图 ６　 不同处理组黄颡鱼脾脏病理切片图（ ×４００）

Ｆｉｇ ６　 Ｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｓｅｃｔｉｏｎｓ ｏｆ ｓｐｌｅｅｎ ｏｆ ｙｅｌｌｏｗ ｃａｔｆｉｓｈ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｇｒｏｕｐｓ （ ×４００）

４　 讨论与结论

杜宗君等［３］ 研究发现鲶爱德华氏菌感染黄颡

鱼后，以肝、脾、肾的损伤出现最早、最严重，是其损

伤主要的靶器官，感染鱼最终因多组织、器官结构

破坏，引起鱼体多器官功能衰竭而死亡。 研究中黄

颡鱼人工感染鲶爱德华氏菌 ５ ｄ 后，感染组黄颡鱼

肝脏、肾脏、脾脏均分别出现不同程度的病变，其中

新肝宝组黄颡鱼损伤程度明显小于阴性对照组，表

明新肝宝对鲶爱德华氏菌造成的黄颡鱼肝、脾、肾

损伤有一定的保护作用。 同时，溶菌酶是一种水解

酶，存在于许多鱼类体表粘液、肠道粘液、血清及巨

噬细胞中，具有抗菌抗病毒的功能，是鱼类非特异

性免疫的重要组成部分［７］。 超氧化物歧化酶能够

清除机体自由基，保护机体细胞免受损伤，是一种

重要的抗氧化酶，对机体的氧化与抗氧化平衡起着

重要作用［８］。 饲喂新肝宝的黄颡鱼血清中溶菌酶、

超氧化物歧化酶活性显著高于阴性对照组，说明新

肝宝能够提高黄颡鱼非特异性免疫能力。

新肝宝各药材成分中，茵陈中杜薛花酸、阿魏

巧等有抑菌作用；大黄中大黄素具有抑菌、抗炎作

用；连翘对多种革兰氏阴性菌、阳性菌、结核杆菌、

真菌等有抑制作用；藿香及其提取物对细菌、真菌、

病毒等病原微生物，均具有明显的抑制、灭杀作用；

同时茵陈、大黄、郁金、连翘、柴胡、栀子、白芍、牡丹

皮均有抗氧化、保肝利胆的作用［９ － １７］。 因此，在新

肝宝各组成药物的在抗菌和保肝功效的共同作用

下，可以减轻鲶爱德华氏菌对黄颡鱼机体造成的

损伤。

研究表明，茵陈有效成分咖啡酸可增强机体的

免疫防御体系；大黄素、大黄多糖对机体免疫系统

有双向调节功能；连翘苷可调节免疫功能，并有一

定抗应激能力；藿香中百秋李醇具有调节免疫功能

的作用；牡丹皮中丹皮酚具有增强细胞和体液免疫

的作用［９，１０，１１，１２，１７］。 在这几种药物有效成分的共同

作用下，起到调节黄颡鱼免疫力的作用。 新肝宝中

９ 种药材，相辅相成，共同发挥提高免疫力、抗菌、

保肝的作用，因此，新肝宝能够提高黄颡鱼非特异

性免疫力，增强黄颡鱼对鲶爱德华氏菌的抵抗能

力，在一定程度上减轻鲶爱德华氏菌感染导致的

肝、肾、脾损伤，故新肝宝可以在黄颡鱼鲶爱德华氏

菌病流行期作为预防辅助用药。

此外，研究还发现新肝宝 ６００ 目超微粉作用效

果优于 ２００ 目极细粉［１８］。 中草药中有效成分一般

需经过浸润、溶胀、渗透、分散才能溶出，采用超微

·０６·
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粉碎工艺，细胞破壁率达 ９５％ 以上，消除细胞壁阻

力，能够加快溶出速率和溶出量，与传统粉散剂比

较，具有有效成分释放快、生物利用率高以及临床

作用效果显著等特点［１９ － ２０］。 因此，新肝宝临床应

用优先选择 ６００ 目超微粉。
综上所述，新肝宝可以在黄颡鱼鲶爱德华氏菌

病流行期作为预防辅助用药，且优选先用超微粉。
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