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维生素 C和 E混合饲喂对中华鳖幼鳖抗酸应激能力的影响 

周显青-，一，牛翠娟 ，孙儒泳 
(I．北京师范大学 生命科学学院生物多样性与生态工程教育部重点实验室，北京 100875 

2．首都医科大学 实验动物科学部，北京 100054) 

摘要 ：来自甲鱼养殖场的 6o只中华鳖 (Pelodiscus sinensis)幼鳖驯养 3周后，实验设 5组 ：对照组、处理 

I、Ⅱ、Ⅲ和Ⅳ组。各组设2个平行，依次在饵料中混合添加维生素 c(V )和E(VE)为0和0、250和50、 

2 500和50、250和250、2 500和250mg／kg，喂食4周后，每组取半数幼鳖经酸应激处理24 h。取幼鳖血液， 
用镜检法测定血细胞的吞噬率，透射比浊法测定血清溶菌活力、杀菌活力以及补体c3和c4含量。①经酸应激 

与未经酸应激处理相比：对照组血细胞吞噬率显著降低，而处理 I一Ⅳ组无显著变化；对照组和处理 I组血清 

溶菌活力和补体c3含量显著下降，而处理Ⅱ Ⅳ组无显著变化；血清杀菌活力均有显著下降 (对照组、处理 

I和Ⅲ组极显著，处理Ⅱ组和Ⅳ组显著)；对照组、处理 I和Ⅲ组血清补体 c4显著下降，而处理Ⅱ和V组无显 

著变化。②经酸应激处理，血细胞吞噬率、血清溶菌活力、杀菌活力和补体c3含量，处理 I～Ⅳ组的均显著 

高于对照组，处理Ⅳ组显著高于其他4组；血清杀菌活力，处理Ⅱ组又高于处理I和Ⅲ组；血清补体c4，对照 

组显著低于处理I Ⅳ组，而处理 I Ⅳ组间无显著相异。v 和vE混合饲喂对酸应激后中华鳖血细胞吞噬率、 

血清溶菌活力、杀菌活力和补体c3含量有显著协同促进作用，对血清补体 c4的合成无协同作用。说明V 和 

vE混合饲喂能显著增强中华鳖抗酸应激能力，缓解或部分缓解酸应激造成的不利影响。 
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Abstract．．The 60 juvenile soft—shelled turtles(Pelodiscus sinensis)obtained from a commercial farm were acclimated 

in laboratory for three weeks．The five groups juvenile turtles[one control group(C)and four experimented groups(I， 

Ⅱ，m and 1V)]were fed with V and VE supplementation at the dosages of 0 and 0，250 and 50，2 500 and 50，250 
and 250，2 500 and 250 mg／kg diets，respectively．Th ere were two replicates per group．After feeding 4 weeks，half 

turtles per group were treat with acid—stress for 24 h．The blood in turtles were collected，and the percentage phagocytic 

rate of blood cell was analyzed by counting under microscope；serum bacteriolytic activity，bactericidal activity，levels of 

complement C3 and C4 were analyzed by transmission colorimetric method．The results showed：①the phagocytic rates of 
blood cell in stressed C significantly lowered compared with non—stressed C

， while there were no significant changes in the 

o山er four groups of I—Iv between stressed and non—stressed turtles；serum bacteriolytic activity and the level of com— 

plement C3 in the stressed C and I significantly declined．while there were no significant changes in II—IV compared 

with non—stress groups．Serum bactericidal activity in all stressed groups lowered(the three groups of C．I and m 

tremendously significantly lowered，and II and IV significantly lowered)．The levels of complement C4 in the stressed 

three groups of C， I and m were significantly declined，while the other stressed two groups ofⅡ andⅣ had no signifi— 

cant change compared with non—stressed ones．②Among of the acid stressed juvenile turtles，the phagocytic rate of blood 

cell，serum bacteriolytic activity，bactericidal activity and level of complement C3 in I—IV were significantly higher 

than that in C，and Iv was significantly higher than the other four groups．The bactericidal activity in I1 was higher than 
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both I and I／I．The level of complement C4 in C was significantly lower than those in l一1V，while there wa no slg。 

nificant difference哪 0ng the f0ur groups of I一Ⅳ ．The combination of V and VE had interaction effects on the phago。 

cytic mte of blo0d ceU，selmm bacteriolytlc activity，bactericidal activity and the level of complement C3 after acid stress， 

while n0 interaction eflfect of the two vitamins on complement C4 was observed．The results suggested that the combination 

of V and VE significantly impmved anti．acid stress ability in soft-shelled turtles， and alleviated or partly alleviate the ad‘ 

verse effects caused due to acid stress． 

Kev wOrds： Vitamin C； Vimmin E； Acid stress；Phagocytic rate； Bacteriolytic activity； Bactericidal activity； 

Complement C3；Complement C4 

应激是机体对外界或内部的各种异常刺激所产 

生的非特异性应答反应的总和，会对机体产生许多 

不利影响。如转运应激能降低虹鳟 (Oncorhynchus 

mykiss)白细胞的吞噬率和血浆溶菌酶含量 (Jeney 

et al，1997)；拥挤胁迫能抑制赤鲷 (Pagrus pa． 

grus)非特异性免疫 (Rofllant et al，1997)。因此， 

如何防止应激和减轻应激的程度是该领域研究的热 

点。2 000 mg／kg维生素C(V )的添加能补偿农药 

高丙体六六六引起的虹鳟 B淋巴细胞的下降 

(Dunier et al，1995)，部分地缓解高温 (Pardue et 

al，1985)和冷暴露 (Gross，1988)导致的鸡抗体 

反应的下降。维生素E(VE)能减轻剧烈训练对肌 

细 胞 造 成 的氧 化 损 伤 (Sacheck& Blumberg， 

2001)。V 和VE合用对金头鲷 (Sppar~aurata L．) 

白细胞的移动和吞噬作用有显著的协同促进作用 

(Mulero et al，1998)，但对豚鼠肝脏DNA的氧化损 

伤无影响 (Cadenas et al，1997)。 

水质污染和疾病蔓延等是中华鳖在人工养殖过 

程中经常面临的问题，对其生长和存活极为不利。 

水质污染包括水质酸化、盐浓度变化以及富养化 

等。为增强中华鳖在应激条件下对新环境的适应能 

力和对疾病的抵抗力，我们曾经以水质 pH为应激 

源，在饵料中添加 VE研究其含量对酸应激中华鳖 

幼鳖血清补体 c3和 c4的影响 (Zhu0 et al，2003)。 

其结果表明VE在一定剂量范围内能促进血清补体 

c3和c4的合成。在此基础上试图探讨v 和vE混 

合添加对中华鳖抗应激能力的影响。以下是这一工 

作的继续报道。 

1 材料和方法 

1．1 实验动物和驯化 

实验用中华鳖 (Pelodiscus sinensis)幼鳖购于 

北京顺义县天竺甲鱼养殖场，买回后饲养于实验室 

玻璃缸内。饲养和驯化条件同zh0u et al(2003)。 

在此条件下驯养3周，使其适应实验室环境条件后 

再开始实验。 

1．2 实验设计 

选用 60只健康的中华鳖幼鳖 (体重范围为 

103．4～214 g)，将其随意分成 5组。每组 12只分 

设两个平行，分别置于 60 cm×30 em×40 em的玻 

璃缸中。由于幼鳖外观上难以区分雌雄，因此本实 

验不分性别。5组动物的饵料除了 V。和 VE的添加 

量不同外，其他营养成分与驯化期间相同。设置 

V 和VE添加量的依据是：在V 和VE单独实验结 

果的基础上，分别选择一个最低剂量和促进免疫的 

剂量。因此，对照组和处理I、Ⅱ、Ⅲ、Ⅳ组饵料 

中 ，V 和VE的添加量依次为0和0、2 5 0和5 0、 

2 500和50、250和250、2 500和250 mg／kg。实验 

期问饵料存放在一20℃的冰箱中，每天喂食前4 h 

从冰箱内取出。其他实验条件的控制与驯化期间相 

同。实验进行4周后，每缸取一半幼鳖断头处死， 

收集血液在4℃条件下离心制备血清。然后用盐酸 

将玻璃缸中的水从 pH 7．9调至 pH 5，24 h后将另 
一 半幼鳖处死做同样处理，血清存放在一20℃冰 

箱中，以备下列指标测定。 

1．3 血细胞吞噬作用的测定 

按 Wang(1997)的方法测定血细胞吞噬作用。 

将高效活性干酵母放在 2％的蔗糖水溶液中，用盐 

酸调节该溶液至 pH 3～4。30 oC水浴 2 h，然后再 

煮沸 0．5 h将酵母菌杀死。离心除去上清液，用无 

菌生理盐水洗2次，再除去上清液，最后将酵母菌 

用无菌生理盐水配成浓度为 2×10 个／mL的悬液。 

取40 幼鳖血滴于塑料凹孔板中，然后加肝 

素20 、酵母菌悬液20 ，混匀，放入密封的湿 

盒内，于 37℃培养箱中培养 30 min。其间每隔 10 

min取出凹孔板摇一次，培养结束后充分摇匀。然 

后将幼鳖血涂片，甲醇固定 3 min，Giemsa染色 10 

min，在显微镜下观察计数。计数 100个血细胞， 

记下吞噬酵母菌的细胞数，并按下式计算血细胞吞 

噬率： 
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血细胞吞噬率 = ×loo％ 

1．4 血清溶菌活力的测定 

以溶壁微球菌 (Micrococcus lysoleikticus)冻干 

粉为底物，按照 Hultmark et al(1980)和 Wang et 

al(1994)的方法进行。将底物用 0．1 mol／L、pH 

6．4的磷酸钾盐缓冲液配成一定浓度的悬液 (OD570 

— 0．3)。取该悬液3 mL与50 L待测血清于试管中 

混匀，测定其水浴前 在 570 nm 处 的光 密度值 

(A0)；然后将其置于 37℃水浴保温 30 min，取出 

后立即置冰浴中 10 min以终止反应，测定其保温后 

在 570 nm处的光密度值 (A)。溶菌活力 ul按下式 

计算： 

U1= (A0一A)／A 

1．5 血清杀菌活力的测定 

以副溶血弧菌 (Vibro parahaemolyticus)为底 

物，采用 Wang&Li(1996)的方法测定。将底物 

用0．1 mol／L、pH 6．4的磷酸钾盐缓冲液配成一定 

浓度的菌悬液 (OD =0．35～0．5)。 

取该悬液 3 mL与 50 L待测血清于试管中混 

匀，测其在570 am处的光密度值 (A0)；然后置于 

37℃水浴保温 30 min，取出后立刻置于冰浴中 10 

min以终止反应，测其在 570 am处 的光密度值 

(A)。杀菌活力按下式计算 ： 

Uk= [(A0一A)／A] 

1．6 血清补体 C3和 C4含量的测定 

按照Zhou at al(2003)描述的方法进行测定。 

1．7 数据分析 

实验所得数据采用 Statistica统计软件包做统计 

分析。所有的结果均以平均值±标准差来表示。 

2 结 果 

2．1 酸应激后血细胞吞噬率、血清溶菌活力、血 

清杀菌活力的变化 

与未经酸应激的处理相比，中华鳖对照组血细 

胞吞噬率显著降低；处理 I～Ⅳ组虽有下降的趋 

势，但无显著差异；并随着 v。和 vE剂量的增加， 

血细胞吞噬率下降的幅度越来越小 (图1A)。v。、和 

VE混合饲喂对经酸应激的吞噬率有显著促进作用 

(Two—way ANOVA：Fl
,24=4．93，P<0．05)：处 

理Ⅱ～Ⅳ组均显著高于对照组，Ⅳ组显著高于其他 

4组 (图 1A)。 

与未经酸应激的处理相比，对照组和处理 I组 

血清溶菌活力显著下降；而处理Ⅱ～Ⅳ组无显著差 

异；随着 v 和vE剂量的增加，溶菌活力下降的幅 

度逐渐减小 (图 l B)。V。和 VE混合饲喂对经酸应 

激的溶菌活力有显著促进作用 (F1．25=4．59，P< 

0．05)：经应激处理的I一Ⅳ组极显著高于对照组， 

处理Ⅳ组也极显著高于其他 4组 (图 1B)。 

与未经酸应激的处理相比，对照组和处理组血 

清杀菌活力均显著下降；对照组、处理 I组和Ⅲ组 

均有极显著差异；处理Ⅱ组和Ⅳ组有显著差异 (图 

1C)。V。和vE混合饲喂对经酸应激的杀菌活力有 

显著促进作用 (F1 = ． ， < ． )：处理 I,26 4 89 P 0 05 
～ Ⅳ组杀菌活力显著高于对照组，Ⅱ组高于I和Ⅲ 

组，Ⅳ组高于其他 4组 (图 1C)。 

2．2 酸应激后血清补体 C3和 C4的变化 

与未经酸应激的处理相比，中华鳖对照组和处 

理I组血清补体c3和c4的含量显著下降；处理Ⅱ 
～ Ⅳ组虽有下降的趋势，但无显著变化 (图 lD和 

1E)。 

饵料中添加 V。和 VE对酸应激的补体 c3有显 

著促进作用 (Fl-27=4．93，P<0．05)：经酸应激 

处理后，I～Ⅳ组补体c3极显著高于对照组，Ⅳ 

组也极显著高于其他 4组 (图 1D)。饵料中添加 v 

和VE对酸应激的补体 c4合成无促进作用 (F 

=
． ， 

> ． )：经酸应激处理的对照组补体,27
2 47 P 0 05 

c4极显著低于处理 I～Ⅳ组，而处理I～Ⅳ组间 

无显著差异 (图 1E)。 

3 讨 论 

3．1 V 和 VE合用的作用差异可能与剂量以及个 

体的特异性有关 

已往V。和VE合用对应激引起的机体损伤的作 

用结果不尽相同。V 和VE合用不仅对病毒感染的 

大鼠心肌 细胞 具有保 护作 用和 协 同增 效作用 

(Zhang et al，1996)，而且对鱼类白细胞的吞噬作 

用有协 同促进作用 (Mulero et al，1998)。VE 65 

IU／kg饲料和V。1 mg／kg水单独或合用均能促进热 

应激条件下母鸡淋巴细胞的增殖，并且二者合用效 

果最明显，但二者之间没有明显的协同促进作用 

(Puthpongsiriporn et al，2001)。低剂量的 v (200 

mg／kg‘bw)和VE(200 mg／kg·bw)单独或混 合 
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图 l 混合饲喂v 和V 对酸应激中华鳖幼鳖非特异性免疫功能的的影响 (平均值±标准差) 

Fig．1 Effects of the combination of vitamin C and E on non—specific immune functionin acid—stressed juvenile 

soft shelled turtles(X±SD) 

A：血细胞吞噬率 (Phagocytic rate of blood cel1)；B：血清溶菌活力 Serum bactemilytic activity)；C：血清杀菌活力 (Serum bacterici． 

dal activity)；D：血清补体 c3含量 (Content of serum complement C3)；E：血清补体 c4含量 (Content of serum complement C4)。 

Control：对照组 ，指饲料中未添加 V 和 VE；I—IV：处理 I、Ⅱ、Ⅲ和Ⅳ组，依次添加 v。和 vE为 250和 50、2 500和50、250和 

250、2 500和250ms／ks。 

柱上不同字母表示经酸应激各组间差异显著 (Duncan多重比较，P<0．05)；P值表示同一剂量组酸应激前和酸应激后的比较 (t检 

验)。 

Control：Control group fed with V and VE supplementation at the dosage of0 and 0mg／kg diet； I—IV：treated I， Ⅱ，Ⅲ and IV group fed 

with V an d VE supplementation at the dosage of 250 and 50，2 500 and 50，250 and 250，2 500 and 250ms／kS diets，respectively． 

The values with different superscript 1etter are significant different among different dose groups treated with acid·stress(Duncan’s multiple range 

test，P<0．05)；P VI~LIues are the comparative results per dose groups between non．acid stress and acid stress(t test)． 

(V。100+VE100 mg／kg·bw)使用能明显减少有害化 

学物质引起的大鼠骨髓细胞的染色体畸变，但没有 

发现二者之间有交互作用；而中、高剂量的 v 

(4OO、800 mg／kg·bw)和 VE(400、800 mg／kg‘ 

bw)单独或混合 (V 200+VE200，V 400+VE400 

rag／ks·bw)对其没有影响 (Antunes&Takahashi， 

1998)。V 和VE单独或合用，都能使肝中脂质过 

氧化物降低；但大剂量V。和vE合用，反而不如单 

独使用V。的抗脂质过氧化的作用大 (Feng et al， 

1993)。用 15mg／kg的vE分别与33、660和 13200 

mg／kg的V。，660 mg／kg的V。分别与1 5、1 50和 

1 500 mg／kg的VE混合添加，对非应激的正常豚鼠 

肝脏 DNA的氧化损伤均无影响 (Cadenas et al， 

1997)。我们的结果表明，V。和 VE特别是高剂量 

的V。和VE合用，能缓解或部分缓解 (如杀菌活 

力)酸应激导致的中华鳖免疫功能的下降，并且二 

一 『暑 nu 日。暑卫厶暑。u nu 、I 一 一寸u苫 E IdE。u寸u蛙、I 

■■■■J 上●●● L f 一 也■l  』 一 P 一 ．|●l  』 ●●L  一 一 

f 一 

7 ■■■■■■_ ■■ B 上 一 

一暴一Q豆 。l甍3o qd瓣罄怖 Îll。 。I甍10 l。蛊 艇粗艇 
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者间有明显协同作用。上述这些实验结果差异，可 

能与v 和vE的添加量以及个体的特异性有关：机 

体在特定条件下发挥其抗应激能力所需的 V 和 VE 

可能有一个最佳剂量范围，过高或过低都会影响其 

抗应激潜力的发挥；不同个体或同一个体在不同的 

条件下促进其免疫和抗应激能力所需的V 和VE的 

量也可能不同。营养状态和营养物质能直接 (如触 

发免疫细胞的活性、改变免疫细胞间的相互作用) 

或间接 (如改变 DNA合成的底物、能量代谢、细 

胞生理的完整性、激素)地影响免疫系统，而免疫 

状态的改变又反过来影响机体的营养状态。机体在 

感染状态下对营养物质的吸收和利用的效率降低， 

从而使代谢率、激素的分泌、肝脏中蛋白质和脂质 

的合成以及细胞内酶 (如糖异生作用和脂肪合成需 

的酶)的分泌发生改变，同时也会使微量元素在体 

内重新分配 (Mainous& Deitch，1994；Keusch& 

Farthing，1986)，机体内的这些变化都将影响其抗 

应激能力。 

3．2 V 和 VE混用的可能机理 

V 和 VE混合饲喂对酸应激引起的中华鳖免疫 

功能下降有协同保护作用，其原因可能是：①v 

的抗氧化作用，抑制了自由基的产生，直接减少了 

机体在应激状态下对 V 的消耗。机体在应激条件 

下能产生大量自由基，而V 和vE单独和二者混合 

饲喂均能降低受伤猪体内O 一的产生 (Nunes et al， 

1997)。人血浆中脂质过氧化物与 v 摄人量间呈明 

显负相关 (HuangFu&Xu，1992)。人红细胞内的 

抗坏血酸盐能减少在氧化应激状态下红细胞膜上的 
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