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露水草粉碎粒度和添加水平对日本沼虾生长性能、消化酶活性及非特异性免疫指标的影响1

张易祥 丁志丽 吴成龙 明建华 杨 霞 邵仙萍 孔有琴 叶金云*2

（水生动物繁育与营养国家地方联合工程实验室，浙江省水生生物资源养护与开发技术研究3

重点实验室，中国水产科学研究院水生动物繁育与营养重点实验室，湖州师范学院生命科学4

学院，湖州 313000）5

摘 要：本试验旨在研究富含蜕皮激素的露水草（Cyanotis arachnoidea C.B.Clarke）对日本6

沼虾生长性能、肝胰腺消化酶活性及非特异性免疫指标的影响。试验 1：分别将粉碎粒度为7

10、30、50和 180 μm的露水草添加到基础饲料（不含露水草）中，并使饲料中蜕皮激素含8

量均为 10 mg/kg；试验 2：将粉碎粒度相同（粉碎粒度为 180 μm）但蜕皮激素含量不同的9

露水草添加到基础饲料中，使饲料中蜕皮激素含量分别为 3.30、6.60、13.20和 26.40 mg/kg。10

将配制的 8种试验饲料，饲喂初始体重为（0.08±0.01） g的日本沼虾，同时试验 1和试验 211

中各设 1个饲喂基础饲料的对照组。每种饲料设 3个重复，每个重复 70尾，试验期 60 d。12

饲养试验结束后对各组对虾进行嗜水气单胞菌感染试验。结果显示：在试验 1中，与对照组13

相比，添加不同粉碎粒度露水草组日本沼虾的特定生长率（SGR）和增重率（WGR）均显14

著升高（P<0.05），饲料系数（FCR）显著降低（P<0.05）；成活率（SR），肝胰腺指数（HSI），15

肝胰腺胃蛋白酶、类胰蛋白酶和淀粉酶活性，血细胞总数（THC），血淋巴吞噬活性（HPA）16

以及血浆超氧化物歧化酶（SOD）和碱性磷酸酶（AKP）活性各组之间无显著差异（P>0.05）；17

各组对虾经嗜水气单胞菌处理后的累积死亡率无显著差异（P>0.05）。在试验 2中，与对照18

组相比，6.60 mg/kg 蜕皮激素组和 13.20 mg/kg 蜕皮激素组的 WGR 和 SGR 显著升高19
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（P<0.05），FCR显著降低（P<0.05）；26.40 mg/kg 蜕皮激素组的WGR、SGR、SR 和 HPA20

显著低于对照组（P<0.05），其WGR 和 SGR 也显著低于其他添加露水草组（P<0.05）；21

3.30 mg/kg 蜕皮激素组、6.60 mg/kg蜕皮激素组、13.20 mg/kg蜕皮激素组之间WGR和 SGR22

差异不显著（P>0.05）；各组对虾的 HSI，肝胰腺胃蛋白酶、类胰蛋白酶和淀粉酶活性，THC23

以及血浆 SOD、AKP 活性的差异均不显著（P>0.05）；26.4 mg/kg 蜕皮激素组经嗜水气单24

胞菌处理后的累积死亡率与其他组相比显著升高（P<0.05）。由此可见，饲料中添加露水草25

使蜕皮激素含量达到 6.60～13.20 mg/kg 时对日本沼虾具有显著的促生长作用，日本沼虾对26

蜕皮激素的吸收和露水草的粉碎粒度无明显相关性。露水草主要药用成分蜕皮激素对日本沼27

虾无免疫增强作用，且露水草蜕皮激素过量（饲料中蜕皮激素含量为 26.4 mg/kg）还将导致28

日本沼虾成活率和抗病毒能力降低。29

关键词：露水草；日本沼虾；生长；消化酶；非特异性免疫30

中图分类号：S963 文献标识码：A 文章编号：31

蜕皮激素具有类固醇激素典型的性质，对甲壳动物体内蛋白质、糖类和矿物质等的代谢32

具有激发、调节作用，可促进甲壳动物外骨骼生长形成，使甲壳动物快而顺利地完成蜕皮。33

甲壳动物的蜕皮类固醇如蜕皮酮（E）、20-羟基蜕皮酮（20-HE）和 25-脱氧蜕皮酮（25-DE）34

由 Y-器官合成并分泌[1]。从 20世纪 70年代起，研究人员开始采用注射蜕皮激素的方法对甲35

壳动物的蜕皮生长进行研究，Warner等[2]发现注射适量蜕皮激素（2.14 µg/g）可以刺激鳌虾36

（Orcouectes obscurus）较早地进行蜕皮，促进其生长。目前在生产和试验研究中为加快生37

长和提高变态速率，缩短养殖周期，常通过饲料直接摄入外源蜕皮激素，提高甲壳动物的蜕38

皮频率[3-6]。39

露水草（Cyanotis arachnoidea C.B.Clarke，C. arachnoidea）是提取蜕皮激素的优良原料40

植物之一，是迄今发现含蜕皮激素最多的植物，它的蜕皮激素含量为干燥全草的 1.2%，其41

地下部分蜕皮激素含量可达干重的 2.9%[7]。与化学药物添加剂相比，草药无残留或残留低，42
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且不产生耐药性，同时兼有营养和药用双重作用[8-10]。43

超微粉碎技术是通过机械设备对草药进行研磨和撞击，可将草药的粒度加工至微米级。44

草药经超微粉碎有助于提高细胞破壁率、比表面积、有效成分溶出度，减少用药量，节约药45

材，保护资源[11-13]。46

日本沼虾(Macrobrachium nipponense)，又称青虾、河虾，广布我国内陆水域，其肉味鲜47

美，富含营养，虾肉中含蛋白质 16.9%、脂肪 1.3%，还有钙、磷、铁和维生素等，已成为48

我国淡水名优养殖品种之一[14]。长期以来，人们只知道蜕皮激素对甲壳动物的生长、发育和49

生殖有重要的作用[15]，但对其是否影响甲壳动物的非特异性免疫并不清楚，目前仅见 Wu50

等[16]报道蜕皮激素参与调节凡纳滨对虾（Litopenaeus vannamei）的免疫反应，20-HE可影响51

凡纳滨对虾胆固醇的代谢，导致神经反应变化；当外源 20-HE 升高时，凡纳滨对虾的免疫52

反应会降低。此外，将露水草制成粉体是否更有利于虾蟹类对其有效成分的吸收利用也未见53

报道。为了探究露水草粉碎粒度和日本沼虾对其蜕皮激素吸收利用的关系，以及蜕皮激素是54

否影响日本沼虾的免疫反应，本试验利用超微粉碎技术，将干燥露水草加工成不同粒度的粉55

体，并以不同水平加入到日本沼虾饲料中，研究日本沼虾生长性能、消化酶活性和非特异性56

免疫指标的变化，以期对研发促进日本沼虾生长、降低饲料系数且具有一定抗病性的新型高57

效无公害饲料添加剂提供技术支持。58

1 材料与方法59

1.1 试验设计及饲料配制60

试验分 2部分进行。试验 1：将不同粉碎粒度（粉碎粒度分别为 10、30、50和 180 μm）61

的露水草添加到基础饲料中并使每千克饲料中蜕皮激素含量为 10 mg，配制 4种试验饲料（分62

别命名为 1#、2#、3#、4#），并以不含露水草的基础饲料为对照（命名为 0#1）。试验 2：将63

粉碎粒度为 180 μm（普通粉）的露水草以不同水平添加到基础饲料中并使每千克饲料中蜕64

皮激素含量分别为 3.30、6.60、13.20和 26.40 mg，配制 4种试验饲料（分别命名为 5#、6#、65
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7#、8#）并以不含露水草的基础饲料为对照（命名为 0#2）。66

基础饲料组成及营养水平见表 1。不同粉碎粒度的露水草由长兴清华粉体与新材料工程67

中心有限公司提供，粉碎粒度为 10、30、50和 180 μm露水草中蜕皮激素含量分别为 0.74%、68

0.74%、0.74%和 0.33%。其他饲料原料购于浙江璟宝饲料股份有限公司。按照试验设计，每69

100 g基础饲料中分别添加粉碎粒度为 10、30、50、180 μm的露水草 0.13、0.13、0.13、0.3070

g，制成饲料 1#、2#、3#、4#；每 100 g基础饲料在分别添加粉碎粒度为 180 μm的露水草 0.10、71

0.20、0.40、0.80 g，制成饲料 5#、6#、7#、8#；对照饲料 0#1和 0#2即基础饲料。试验饲料具72

体制备方法如下：将原料粉碎后过 60目筛，按配方准确称取并逐级均匀混合，加入鱼油和73

豆油再次混匀，最后加适量水混匀，用小型饲料造粒机制成粒度为 1.0 mm 的颗粒饲料，风74

干后置-20 ℃冰箱备用。75

表 1 基础饲料组成及营养水平（风干基础）76

Table 1 Composition and nutrient levels of the basal diet (air-dry basis) %77

项目 Items 含量 Content

原料 Ingredients

鱼粉 Fish meal 25.00

豆粕 Soybean meal 25.00

菜粕 Rapeseed meal 5.00

花生粕 Peanut meal 8.00

面粉 Wheat meal 28.50

鱼油+豆油 Fish oil+soybean oil （2:1） 6.00

一水合磷酸二氢钙 Ca(H2PO4)2·H2O 2.00

维生素预混料 Vitamin premix1） 0.15

矿物质预混料 Mineral premix2） 0.10
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胆固醇 Cholesterol 0.05

氯化胆碱 Choline chloride 0.20

合计 Total 100.00

营养水平 Nutrient levels3）

水分 Moisture 9.37

粗蛋白质 Crude protein 44.71

粗脂肪 Crude lipid 7.57

总能 Gross energy/（MJ/kg） 16.87
1）每千克维生素预混料含有 Contained the following per kg of vitamin premix ：VA4 200 000 IU，VC 6078

g，VE 20 g，VD3 1 200 000 IU，VK 10 g，VB1 10 g，VB2 10 g，VB6 16 g，VB12 0.02 g，烟酸 nicotinic acid79
50 g，叶酸 folic acid 4 g，肌醇 inositol 60 g，生物素 biotin 0.1 g，泛酸钙 calcium pantothenate 35 g。80

2）每千克矿物质预混料含有 Contained the following per kg of mineral premix：KCl 28 g，MgSO4·7H2O 10081
g，NaH2PO4 215 g，KH2PO4 100 g，Ca(H2PO4)2·H2O 265 g，CaCO3 105 g，C6H10CaO6·5H2O 165 g，82
FeC6H5O7·5H2O 12 g，ZnSO4·7H2O 4.76 g，MnSO4·H2O 1.07 g，AlCl3·6H2O 0.15 g，CuCl2·2H2O 0.24 g，83
CoCl2·6H2O 1.4 g，KI 0.23 g，α-纤维素 α-cellulose 2.15 g。84

3）营养水平均为实测值。Nutrient levels were all measured values.85

1.2 试验动物与饲养管理86

试验用日本沼虾幼虾购自浙江德清吴越水产养殖有限公司，幼虾体长（1.71±0.07） cm，87

体重（0.08±0.01） g，体格健壮，活动迅速。88

试验用玻璃水族箱的规格为 0.76 m×0.36 m×0.45 m，内悬网片供日本沼虾栖息与攀爬，89

试验用水为储水池曝气自来水，水温 26～28 ℃，pH 7.6～8.1，溶氧浓度＞6.5 mg/L，总氨90

氮浓度＜0.01 mg/L。91

试验用虾驯养 1周后，挑选大小均一的幼虾 2 100尾，随机放入 30个水族箱中，每个92

水族箱 70尾。试验开始后，每 3个水族箱的幼虾饲喂 1种饲料，每天早、晚各投喂 1次（早93

上投喂饲料的 30%，晚上投喂饲料的 70%），投喂量为虾体湿重的 5%，投喂前用虹吸法吸94

取残饵和粪便。每天换水 1次，换水量为水体积的 1/3。养殖试验持续时间为 60 d。95

1.3 样品采集96
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试验进行至第 60天时停饲 1 d，各组试验虾计数、称重，用于生长指标的分析和统计成97

活率。用 1 mL 无菌注射器每个重复采集 20 尾试验虾的血淋巴，与抗凝剂（由 30 mmol/L98

枸椽酸钠、0.34 mol/L氯化钠、10 mmol/L乙二胺四乙酸、0.115 mol/L葡萄糖组成，pH 7.55）99

1:2混合制成抗凝血。一部分抗凝血直接用于计数血细胞总数（THC）和测定血淋巴吞噬活100

性（HPA）；另一部分离心 10 min（700×g、4 ℃），所得的血浆于-80℃超低温冰箱中保存，101

用于超氧化物歧化酶（SOD）和碱性磷酸酶（AKP）活性的测定。102

将采血后的虾置于冰盘内于玻璃平皿上解剖，取肝胰腺剪开，预冷超纯水（4 ℃、pH 7.0）103

清洗其内容物，滤纸吸干后称重，用于分析肝胰腺指数。称重后的肝胰腺于-80℃超低温保104

存，用于测定胃蛋白酶、类胰蛋白酶和淀粉酶活性。105

1.4 指标测定106

1.4.1 生长性能指标的测定107

特定生长率（SGR，%/d）=100×（ln末均重-ln初均重）/饲养天数；108

增重率（WGR，%）=100×（末均重-初均重）/初均重；109

肝胰腺指数（HSI，%）=100×肝胰腺均湿重/虾体均湿重；110

成活率（SR，%）=100 × 试验结束时存活虾尾数/试验开始时投放虾尾数；111

饲料系数（FCR）=摄食饵料重/（末均重-初均重）。112

1.4.2 非特异性免疫指标的测定113

利用血球计数板在光学显微镜（200×）下直接计数，计算出每毫升血淋巴中THC。114

HPA的测定参考吞噬中性红法[17-18]，计算公式：115

HPA=100×吸光度值/1010个血细胞。116

SOD和 AKP活性的测定参照南京建成生物工程研究所试剂盒说明书进行。SOD以反应117

体系中 SOD 抑制率达 50%时所对应的酶量为 1 个活性单位（U）。AKP 以 100 mL 血浆在118

37 ℃与基质作用 15 min产生 1 mg酚为 1个活性单位（U）。119
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1.4.3 消化酶活性的测定120

将肝胰腺按其质量分别加入 10倍体积的预冷超纯水，用玻璃匀浆器在冰浴中匀浆，3 000121

r/min离心 10 min，用考马斯亮兰法测定上清液中蛋白质含量。所有消化酶活性的测定均按122

试剂盒（南京建成生物研究所生产）说明书进行。123

1.5 免疫保护试验124

攻毒用嗜水气单胞菌 TPS-30株由浙江省淡水水产研究所提供。预试验确定日本沼虾的125

的半致死浓度（LD50，7 d）为 1×108 CFU/mL。试验进行至第 61天时，从采样后剩余虾中126

每个重复随机选取 20尾,在其第 2～3腹节间肌肉注射 1×108 CFU/mL嗜水气单胞菌 TPS-30127

株，注射量为 0.02 mL/尾。攻毒后 12 h恢复投喂试验饲料，观察并记录 7 d累积死亡结果，128

计算累积死亡率。129

1.6 数据分析130

所测数据以3个重复数据的平均值±标准误（mean±SE）表示，使用SPSS 15.0软件进行131

数据统计分析，采用单因素方差分析（one-way ANOVA）检验显著性，并采用Duncan氏法132

进行组间多重比较，显著性水平设为P<0.05。133

2 结 果134

2.1 相同蜕皮激素含量下不同粉碎粒度露水草对日本沼虾生长性能、肝胰腺消化酶活性及135

非特异性免疫指标的影响136

相同蜕皮激素含量下不同粉碎粒度露水草对日本沼虾生长性能、肝胰腺消化酶活性及非137

特异性免疫指标的影响见表 2和表 3。在饲料中蜕皮激素含量均为 10 mg/kg 的条件下，与不138

添加露水草的对照组相比，添加不同粉碎粒度露水草组（10 μm组、30 μm组、50 μm组和139

180 μm 组）的 WGR 和 SGR 显著升高（P<0.05），FCR 显著降低（P<0.05），HSI 和 SR140

变化不显著（P>0.05），肝胰腺中胃蛋白酶、类胰蛋白酶和淀粉酶活性差异不显著（P>0.05），141

非特异性免疫指标 THC、HPA 与血浆 SOD 和 AKP 活性差异不显著（P>0.05）。添加不同142
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8

粉碎粒度露水草组（10 μm组、30 μm组、50 μm组、180 μm组）之间上述生长性能指标、143

肝胰腺消化酶活性及非特异性免疫指标的差异均不显著（P>0.05）。144

表 2 相同蜕皮激素含量下不同粉碎粒度露水草对日本沼虾生长性能及肝胰腺消化酶活性145

的影响146

Table 2 Effects of C. arachnoidea with different grinding granularities at the same ecdysone147

content on growth performance and hepatopancreas digestive enzyme activities of Macrobrachium148

nipponensis149

项目 Items
组别 Groups （露水草粉碎粒度 C. arachnoidea grinding granularity）

0#1 1#（10 μm） 2#（30 μm） 3#（50 μm） 4#（180 μm）

增重率

WGR/%

301.74±69.80a 401.52±71.91b 391.62±81.27b 399.19±68.82b 380.89±70.46b

特定增长率

SGR/(%/d)

2.48±0.11a 3.93±0.12b 3.84±0.18b 3.88±0.10b 3.81±0.11b

肝胰腺指数

HSI/%

14.52±0.12 14.54±0.15 14.59±0.11 14.76±0.14 14.41±0.18

成活率

SR/%

72.29±2.72 72.83±4.36 73.81±4.73 70.84±3.84 74.26±3.84

饲料系数

FCR

1.91±0.06a 1.34±0.05b 1.30±0.07b 1.33±0.02b 1.37±0.03b

胃蛋白酶

Pepsin/（U/g

prot）

2.38±0.16 2.73±0.14 2.75±0.19 2.69±0.15 2.22±0.18

类胰蛋白酶 2.63±0.14 2.26±0.07 2.46±0.11 2.98±0.13 2.57±0.09
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9

Trypsin/（U/g

prot）

淀粉酶

Amylase/

（U/g prot）

0.48±0.08 0.53±0.05 0.67±0.08 0.64±0.07 0.55±0.09

同行数据肩标无字母或相同字母表示差异不显著（P>0.05），不同字母表示差异显著150

（P<0.05）。表 3、表 4、表 5、表 6同。151

In the same row, values with no letter or the same letter superscripts mean no significant152

difference (P>0.05), while with different letter superscripts mean significant difference (P<0.05).153

The same as Table3, Table 4, Table 5 and Table 6.154

表 3 相同蜕皮激素含量下不同粉碎粒度露水草对日本沼虾非特异性免疫指标的影响155

Table 3 Effects of C. arachnoidea with different grinding granularities at the same156

ecdysone content on nonspecific immune indices of Macrobrachium nipponensis157

项目 Items
组别 Groups （露水草粉碎粒度 C. arachnoidea grinding granularity）

0#1 1#（10 μm） 2#（30 μm） 3#（50 μm） 4#（180 μm）

血细胞总数 THC/

（×106 cells/mL）

12.2±1.96 10.78±2.47 11.98±1.73 10.92±2.51 13.91±2.16

血淋巴吞噬活性

HPA

0.81±0.07 0.77±0.05 0.75±0.09 0.89±0.05 0.87±0.08

血浆超氧化物歧化

酶活性 Plasma

SOD activity/

（U/mL）

8.82±0.06 8.87±0.08 8.93±0.04 8.27±0.07 8.34±0.05
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10

血浆碱性磷酸酶活

性 Plasma AKP

activity/（U/dL）

9.26±0.13 9.17±0.09 9.01±0.12 9.37±0.12 8.97±0.11

2.2 相同粉碎粒度下不同蜕皮激素含量露水草对日本沼虾生长性能、肝胰腺消化酶活性及158

非特异性免疫指标的影响159

相同粉碎粒度下不同蜕皮激素含量露水草对日本沼虾生长性能、肝胰腺消化酶活性及非160

特异性免疫指标的影响见表 4 和表 5。在露水草粉碎粒度均为 180 μm的条件下，与不添加161

露水草的对照组相比，6.60 mg/kg 蜕皮激素组和 13.20 mg/kg 蜕皮激素组的WGR和 SGR显162

著升高（P<0.05），FCR显著降低（P<0.05）；26.40 mg/kg 蜕皮激素组的WGR、SGR、SR163

和 HPA显著低于不添加露水草的对照组（P<0.05），其WGR和 SGR也显著低于其他添加164

露水草组（P<0.05）；3.30 mg/kg 蜕皮激素组、6.60 mg/kg 蜕皮激素组、13.20 mg/kg蜕皮激165

素组之间的WGR和 SGR 差异不显著（P>0.05）。各组对虾的 HSI，肝胰腺胃蛋白酶、类胰166

蛋白酶和淀粉酶活性，THC以及血浆 SOD、AKP活性的差异均不显著（P>0.05）。167

表 4 相同粉碎粒度下不同蜕皮激素含量露水草对日本沼虾生长性能及肝胰腺消化酶168

的影响169

Table 4 Effects of C. arachnoidea with the same grinding granularity at different ecdysone170

contents on growth performance and hepatopancreas digestive enzyme activities of171

Macrobrachium nipponensis172

项目 Items
组别 Groups （蜕皮激素含量 Ecdysone content）

0#2（0 mg/kg） 5#（3.30 mg/kg） 6#（6.60 mg/kg） 7#（13.20 mg/kg） 8#（26.40 mg/kg）

增重率 WGR/% 311.98±51.47a 331.73±63.93ab 397.36±40.98bc 405.45±37.91bc 205.84±75.67d

特定生长率

SGR/(%/d)

2.58±0.17a 2.61±0.15ab 3.09±0.11bc 3.11±0.14bc 1.42±0.10d
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11

肝胰腺指数

HSI/%

14.52±0.11 14.41±0.13 14.23±0.19 14.90±0.16 14.75±0.14

成活率 SR/% 86.19±0.47a 85.43±1.64a 84.19±1.90a 80.38±3.33a 66.19±3.71b

饲料系数 FCR 1.81±0.06a 1.77±0.03a 1.23±0.05b 1.25±0.07b 1.62±0.08a

胃蛋白酶

Pepsin /（U/mg

prot）

2.23±0.28 2.32±0.16 2.53±0.38 2.15±0.73 1.94±0.41

类胰蛋白酶

Trypsin/（U/mg

prot）

2.20±0.31 2.36±0.35 2.67±0.31 2.46±0.50 2.07±0.66

淀粉酶

Amylase/（U/mg

prot）

0.31±0.04 0.21±0.05 0.35±0.04 0.30±0.03 0.31±0.07

173

表 3 相同粉碎粒度下不同蜕皮激素含量露水草对日本沼虾非特异性免疫指标的影响174

Table 3 Effects of C. arachnoidea with the same grinding granularity at different ecdysone175

contents on nonspecific immune indices of Macrobrachium nipponensis176

177

项目 Items

组别 Groups （蜕皮激素含量 Ecdysone content）

0#2（0 mg/kg） 5#（3.30 mg/kg）

6#（6.60

mg/kg）

7#（13.20

mg/kg）

8#（26.40 m

g/kg）

血细胞总数

THC/（×106

11.21±2.33 11.82±2.04 11.72±3.08 11.14±3.61 10.52±2.92
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cells/mL）

血淋巴吞噬活性

HPA

0.79±0.07a 0.69±0.08a 0.71±0.09a 0.81±0.06a 0.45±0.07b

血浆超氧化物歧

化酶活性

Plasma SOD

activity/（U/mL）

9.12±0.05 9.82±0.09 10.09±0.06 9.62±0.07 8.96±0.06

血浆碱性磷酸酶

活性 Plasma

AKP activity/

（U/dL）

8.75±0. 06 8.91±0.07 8.52±0.08 8.29±0.13 7.91±0.17

2.3 不同粉碎粒度或不同蜕皮激素含量露水草对日本沼虾的免疫保护作用178

由表 6可知，试验 1中，攻毒后的累积死亡率各组之间均无显著差异（P>0.05）。由表179

7 可知，试验 2 中，26.4 mg/kg 蜕皮激素组攻毒后的累积死亡率和其他组相比显著升高180

（P<0.05），3.30 mg/kg 蜕皮激素组、6.60 mg/kg 蜕皮激素组、13.20 mg/kg蜕皮激素组以及181

对照组之间攻毒后的累积死亡率差异不显著（P>0.05）。182

表 6 试验 1中各组日本沼虾经嗜水气单胞菌处理后的累积死亡率183

Table 6 Cumulative mortality of Macrobrachium nipponensis challenged by Aeromonas hydrophila in trial 1184

项目 Item

组别 Groups （露水草粉碎粒度 C. arachnoidea grinding granularity）

0#1 1#（10 μm） 2#（30 μm） 3#（50 μm） 4#（180 μm）

累积死亡率

Cumulative

86.19±10.47 87.61±8.95 84.81±9.89 86.66±10.51 85.52±13.34
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mortality

表 7 试验 2中各组日本沼虾经嗜水气单胞菌处理后的累积死亡率

Table 7 Cumulative mortality of Macrobrachium nipponensis challenged by Aeromonas hydrophila

in trial 2

项目 Item

组别 Groups（蜕皮激含量 Ecdysone content）

0#2（0mg/kg）

5#（3.30

mg/kg）

6#（6.60 mg/kg） 7#（13.20 mg/kg）

8#（26.40

mg/kg）

累积死亡率

Cumulative

mortality

85.19±10.22a 84.42±11.64a 86.19±10.47a 84.38±13.33a 98.19±13.71b

3 讨 论185

本试验所用粉碎粒度 10、30、50 μm的露水草是通过超微粉碎技术得到的粉体。经超微186

粉碎后的草药不但有效成分溶出量、浸出率明显提高[11-13]，而且粒度越小动物吸收效果越好187

[19-20]。已有研究结果表明，超微粉碎后的露水草蜕皮激素检测值比普通粉（粉碎粒度 180 μm）188

平均高 1倍多，但粉碎粒度为 10、30、50 μm 的 3种粉体之间无显著差异[21]。李艳玲等[20]189

对黄连解毒散经超微粉碎后和普通粉相比，发现鸡对其有效成分小璧碱超微粉的吸收没有增190

加，但对桅子苷超微粉吸收利用度增加了约 44%，差异显著。在本试验 1中，添加露水草粉191

组之间、粉体组与普通粉组之间日本沼虾的生长性能、肝胰腺消化酶活性的差异并不显著，192

说明日本沼虾对蜕皮激素的吸收和露水草粉碎粒度的大小无相关性，并不是粒度越小对虾的193

吸收效果越好。由此可见，对每一种草药应通过试验综合确定其被动物吸收的的最佳粒度，194

不能笼统认为所有的草药的超微粉在动物体内的吸收都会增加。由于露水草的根茎纤细，超195

微粉的制作和普通粉相比成本高、收率低，所以日本沼虾饲料中露水草粉碎粒度以普通粉为196
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佳。197

饲料中添加一定量的蜕皮激素或脱壳促生长素可促进中国对虾[3-4]、罗氏沼虾[5]、克氏原198

鳌虾[6]的蜕皮及生长。初始平均体重分别为 1.95和 3.30 g 的中国对虾饲料中添加蜕皮激素199

5.33～10.67 mg/kg[3]、初始平均体重位 0. 3 g的罗氏沼虾饲料中添加植物蜕皮激素 2 mg/kg[5]、200

初始平均体重为 8.31 g的克氏原鳌虾饲料中添加蜕皮激素 0.50 mg/kg[6]均有明显的促蜕皮和201

促生长作用。中国对虾无节幼体饲料中添加类固醇激素 17α-甲基睾丸酮 300 mg/kg 时，其幼202

体提前 2 d全部进入仔虾期，幼体的体长增长比对照组的增加了 45.5%[4]。在本研究中，试203

验 1饲料中添加的 10 mg/kg蜕皮激素和试验 2饲料中添加的 6.60、13.20 mg/kg蜕皮激素对204

日本沼虾均有显著促生长作用，但对虾肝胰腺中消化酶活性并没有显著改变，说明适量蜕皮205

激素对日本沼虾的促生长作用是通过缩短脱壳时间、提高脱壳率来实现的；在饲料中蜕皮激206

素含量为 26.4 mg/kg 时，日本沼虾的生长性能指标和免疫保护力明显降低，其原因可能是过207

量蜕皮激素损害了对虾的正常脱壳生理。Hubschman 等[22]研究了蜕皮激素对成年小长臂虾208

的影响，注射剂量在 0.25～5.00 µg/g时，对小长臂虾有明显的毒性作用。罗日祥等[3]的研究209

表明，中国对虾饲料中蜕皮激素含量为 60 mg/kg 时会抑制其蜕皮、生长，乃至中毒。210

许多草药含调节水产动物免疫性能的有效成分，如有机酸类、生物碱、聚糖类、挥发油、211

蜡、甙、鞣质物质及一些未知免疫活性因子等，因而常常具有免疫增强作用[16,23-24]。Deng212

等[25]研究表明，冬虫夏草中的多糖对凡纳滨对虾生长、免疫（酚氧化酶、碱性磷酸酶、酸性213

磷酸酶、溶菌酶活性）和抗氧化指标（超氧化物歧化酶活性、还原型谷胱甘肽含量、活性氧214

水平、总抗氧化能力）有显著的影响。露水草含甾酮、甾醇类物质[26]，这些物质对哺乳动物215

的免疫具明显的调节作用，蜕皮甾酮可抑制抗免疫球蛋白 E(IgE)诱导的组胺在大鼠肥大细胞216

中的释放，并显著降低刀豆蛋白 A(ConA)引起的肥大细胞组胺释放[27]。在本研究中，露水217

草对甲壳动物日本沼虾的非特异性免疫指标（THC、HPA 以及血浆 SOD 和 AKP 活性）和218

对病毒的抵抗力并无显著增强作用，这可能和露水草所含甾酮、甾醇类物质量少有关[26]。219
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甲壳动物的血细胞又称血淋巴细胞，和免疫反应有重要的关系，参与病原微生物的吞噬、220

凝集、包囊，血细胞吞入病原微生物后可通过氧化性杀菌机制和非氧化性杀菌机制杀死病原221

微生物[28]。在果蝇中，20-HE可促进血细胞的分化和增强造血功能，影响血细胞的数量，调222

节蜕皮激素激活通路[29]；但在凡纳滨对虾中，20-HE可使肝胰腺 THC显著降低[16]。在本研223

究中，露水草中的蜕皮激素对日本沼虾的 THC和 HPA不但无显著增强作用，而且过高含量224

（26.4 mg/kg）的蜕皮激素还使其 HPA显著降低。225

AKP是甲壳动物溶酶体酶的重要组成部分[30]。SOD是一种重要的抗氧化酶，能催化超226

氧阴离子自由基（O2-·）发生歧化反应形成 H2O2，对于增强吞噬细胞的防御能力和整个机227

体的免疫功能有重大作用[30]。Wu等[16]研究表明，用 20-HE 处理凡纳滨对虾，肝胰腺中 SOD228

活性显著升高；高浓度 20-HE 抑制凡纳滨对虾 O2-·的产生，低浓度 20-HE 促进 O2-·的产229

生，作者认为可能是低浓度 20-HE提高了烟酰胺腺嘌呤二核苷酸磷酸(NADPH)氧化酶活性，230

产生活性氧，高浓度的作用相反。本试验与上述凡纳滨对虾的研究结果并不相同，饲料中不231

同含量（3.30～26.40 mg/kg）的蜕皮激素对日本沼虾的血浆 AKP和 SOD活性无显著影响。232

4 结 论233

① 饲料中添加适量露水草（使饲料中蜕皮激素含量为 6.60～13.20 mg/kg）对日本沼虾234

具有显著的促生长作用，日本沼虾对蜕皮激素的吸收和露水草粉碎粒度无相关性。由于露水235

草超微粉的制作与普通粉相比成本高、收率低，因此认为日本沼虾饲料中露水草以普通粉形236

式添加为佳。237

② 露水草主要药用成分蜕皮激素对日本沼虾无免疫增强作用，且露水草蜕皮激素过量238

（饲料中蜕皮激素含量为 26.4 mg/kg）还将导致日本沼虾成活率和抗病毒能力降低。239
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ZHANG Yixiang DING Zhili WU Chenglong MING Jianhua YANG Xia SHAO312

Xianping KONG Youqin YE Jinyun313

(National-Local Joint Engineering Laboratory of Aquatic Animal Genetic Breeding and Nutrition314

(Zhejiang), Zhejiang Provincial Key Laboratory of Aquatic Resources Conservation and315

Development, Key Laboratory of Aquatic Animal Genetic Breeding and Nutrition of Chinese316

Academy of Fishery Sciences, School of Life Sciences, Huzhou University, Huzhou 313000,317

China）318

Abstract: This experiment were conducted to evaluate the effects of Cyanotis arachnoidea C. B.319

Clarke (C. arachnoidea) which was rich in ecdysone on the growth performance, hepatopancreas320

digestive enzyme activities and nonspecific immune indices of Macrobrachium nipponensis. In321

trial 1, C. arachnoidea with different grinding granularities (grinding granularity was 10, 30, 50322

and 180 μm, respectively) were added into a basal diet (without C. arachnoidea）, and to make the323

ecdysone content in experimental diets was all 10 mg/kg; in trial 2, C. arachnoidea with the same324

grinding granularity (grinding granularity was 180 μm) at different ecdysone contents were added325

into the basal diet, and to make the ecdysone content in experimental diets was 3.30, 6.60, 13.20,326

26.40 mg/kg, respectively. There were 8 experimental diets were prepared, which were used to fed327

Macrobrachium nipponensis with the average body weight of (0.08±0.01) g for 60 days. One328

control group was set in trials 1 and 2, respectively, and Macrobrachium nipponensis in control329

group were fed the basal diet. Each diet had 3 replicates with 70 shrimps in each replicate. After330

the feeding experiment, the prawns were challenged with Aeromonas hydrophila. The results331

showed as follows: in the trial 1, compared with the control group, the weight gain rate (WGR),332

specific growth rate (SGR) in the groups with different grinding granularities of C. arachnoidea333

were significantly increased (P<0.05), and the feed conversion ratio (FCR) was significantly334

decreased (P<0.05); there were no significant differences in the survival rate (SR), hepatopancreas335

index (HSI), the activities of pepsin, tryptase and amylase in hepatopancreas, total hemocyte count336

(THC), haemolymph phagocytic (HPA), the activities of superoxide dismutase (SOD) and alkaline337

Corresponding author, professor, E-mail: ziff2006@163.com （责任编辑 菅景颖）
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phosphatase (AKP) in plasma among all groups (P>0.05); the cumulative mortality was not338

significantly different among all groups after treatment with Aeromonas hydrophila (P>0.05). In339

the trial 2, compared with the control group, the WGR and SGR in the 6.60 and 13.20 mg/kg340

ecdysone groups were significantly increased (P<0.05) and their FCR were significantly decreased341

(P<0.05); the WGR, SGR, SR and HPA in the 26.40 mg/kg ecdysone group were significantly342

lower than those in the control group (P<0.05), and the WGR and SGR in the 26.40 mg/kg343

ecdysone group were also significantly lower than those in the other C. arachnoidea additon344

groups (P<0.05), and there were no significant differences in WGR and SGR among 3.30, 6.60345

and 13.20 mg/kg ecdysone groups (P>0.05); there were no significant differences in the HSI, the346

activities of pepsin, tryptase and amylase in hepatopancreas, THC, the activities of SOD and AKP347

in plasma among all groups (P>0.05); the cumulative mortality in 26.40 mg/kg ecdysone group348

was significantly higher than that of other groups after treatment with Aeromonas hydrophila349

(P<0.05). These results demonstrate that, the addition of the appropriate amount of C.350

arachnoidea to the diets making diet ecdysone contents are 6.60 to 13.20 mg/kg can significantly351

promote the growth of Macrobrachium nipponensis, and the absorption of ecdysone by352

Macrobrachium nipponensis has no significant correlation with the grinding granularity of C.353

arachnoidea. The main medicinal ingredient of C. arachnoidea, ecdysone has no immune354

enhancement effect on Macrobrachium nipponensis, and excess C. arachnoidea ecdysone (diet355

ecdysone content is 26.40 mg/kg) can lead survival rate and anti-viral ability to decrease.356

Key words:Cyanotis arachnoidea C. B. Clarke; Macrobrachium nipponensis; growth; digestive357

enzyme; nonspecific immune358

359
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