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摘　要:对中药甘草 (GlycyrrhizauralensisFiseh)进行了粗提 , 将粗提物用无菌生理盐水按 w=0.5%和 w=2%

的浓度配成针剂腹注鲫鱼 (Carassiusauratus), 在第 3、 7、 14、 21、 28天采样检测免疫指标。结果显示 , 低剂量

组血清溶菌酶活性无明显变化 , 仅在第 14天显著高于对照组 (P<0.05), 高剂量组呈上升趋势 , 从第 7天开始

到最后一次采样 , 每次均显著高于对照组 (P<0.05或 P<0.01)。药物组血清杀菌活性在实验前期升高 , 到中

后期停止上升趋势 , 保持一个较高水平 , 且高剂量组比低剂量组上升幅度要大 , 最大值为 (74.9±18.4)%。血

液淋巴细胞计数方面 , 低剂量组呈波浪型变化 , 在第 7天时每毫升血液中淋巴细胞总数为 (32.8±8.5) ×106

个 , 对照组为 (22.2±4.9) ×106个 , 经检验 , P<0.01, 而高剂量组先升后降 , 第 14天达到最大值 (33.1 ±

10.2) ×106个 , 显著高于对照组 (P<0.01)。 药物组血液白细胞吞噬活性在每次采样都略高于同期对照组 ,

但只有在第 21d时高剂量组与对照组显示出了差异 (P<0.05), 分别为 (45.8±6.1)%和 (31.5 ±5.1)%。药

物组脾脏重量指数在各时期均与对照组无显著性差异。实验表明 , 鲫鱼腹注该甘草粗提物后 , 其免疫力在一定

程度上得到了增强。
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　　甘草 (GlycyrrhizauralensisFiseh)为多年生草

本植物 , 又名甜草根 、 红甘草 、 粉甘草 、 粉草等 ,

主要产于新疆 、 内蒙 、甘肃等地 , 是传统常用中草

药之一 。甘草性平味甘 , 在临床上具有缓急止痛 、

调和诸药 、 缓和药性等功效。其有效成分主要为甘

草多糖 、 甘草甙类化合物 、 甘草甜素 (又称甘草

酸)、甘草次酸等。其中 , 甘草多糖由鼠李糖 、葡

聚糖 、 阿拉伯糖和半乳糖组成 , 并以葡聚糖为主

链
[ 1]
。

目前 , 在临床医学上对甘草的研究较多 , 主要

以小白鼠为实验材料 , 例如 , 甘草可使小鼠白细胞

总数 , 尤其是中性粒细胞和单核细胞数明显增

加
[ 2]
, 甘草多糖对正常小鼠淋巴细胞体外增殖有

促进作用等
[ 3]
。也有将甘草应用于家禽养殖和畜

牧业的报道 , 比如用甘草作为饲料添加剂 , 可提高

肉鸡的进食欲望 , 降低能耗
[ 4]
, 促进山羊 T淋巴

细胞转化率 , 增强其细胞免疫功能等
[ 5]
。然而 ,

对甘草应用于水产养殖业的研究却鲜见报道 , 而且

都是采取生药拌饲直接投喂的方法 , 这样虽然简便

易行 , 但由于生药中含有大量的无效成分 , 往往造

成药效不稳定 、结果难以重复 , 而且这样也不利于

对药理展开深入研究。本实验采用一种已获专利

的 、 改进的抽提工艺 , 对甘草免疫成分进行粗提 ,

并制备针剂腹注鲫鱼 , 研究了该粗提物对鱼体的免

疫调节作用。

1　材料与方法

1.1　实验材料

鲫鱼 (Carassiusauratus)购自北京房山繁育

场 , 平均体质量为 (28.42 ±7.28)g。实验期间

水温约 (25±3)℃, 每天早晚各投饵一次 , 每次

投饵量为体质量的 2% ～ 3%。

溶壁微球菌 (Micrococcuslysodeikticus)冻干粉

购自 Sigma公司 。

甘草 (GlycyrrhizauralensisFiseh)饮片购自北

京永兴中药饮片有限公司。
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1.2　药剂的制备

与北京中医药大学合作 , 采用水提醇沉法按文

献 [ 6] 提取工艺对甘草多糖及甙类化合物进行粗

提 。简言之 , 甘草饮片置 10倍量 φ=95%酒精中 ,

60 ℃回流醇洗 , 除杂。酒精废液 60 ℃旋转蒸发 ,

回收。药渣经蒸馏水浸提 , 过虑 , 弃药渣 。水提液

加乙醇以 4 000 r/min离心沉淀 20 min, 弃上清 ,

将离心所得浸膏蒸干 , 研磨成粉 , 4 ℃备存。将甘

草粗提粉用无菌生理盐水按 w=0%、 0.5%和 2%

的质量分数配成针剂 。

1.3　分组及采样

同源同批鲫鱼被随机分配到 6个玻璃水族箱

(每个容积约 100 L)中 , 对照组 、 低剂量组和高

剂量组各 2个水族箱 , 每箱 50尾。对照组所有鱼

腹注无菌生理盐水 , 低剂量组腹注 w=0.5%甘草

针剂 , 高剂量组腹注 w=2%甘草针剂 , 每尾均注

射 0.3mL。

分别在腹注后第 3、 7、 14、 21、 28天采样 ,

实验前对照组不进行任何处理 , 在实验之前 (0 d)

采样。每次每箱取 10尾。采样时 , 先称体质量 ,

之后用一次性医用注射器于尾静脉抽血 , 最后取脾

脏称量 。

1.4　检测项目

1.4.1　血清溶菌酶活性　按 Parry
[ 7]
所述分光光度

计法检测 。 5 μL血清加入 3 mLM.lysodeikticus菌

液中 , 测定波长为 540nm。以 1 min内吸光值下降

0.001为 1个活性单位 (U)。

1.4.2　血清杀菌活性　方法参照文献 [ 8] , 略作

修改。 w=0.5%盐水制备嗜水气单胞菌 (Aero-

monashydrophila)悬液 , 用分光光度计将浓度调整

为 10
6
CFU· mL

-1
。 50 μL血清加入到等量菌悬液

中 , 22℃孵育 5h之后 , 将混合液倍比稀释 , 不同

稀释度各取 10 μL加于平板培养基上 , 28 ℃孵育

过夜 , 计算平皿菌落数 (ColonyFormingUnits,

CFUs)。用 50 μL盐水代替 50μL血清加入等量菌

悬液作为阳性对照。结果用杀菌百分率表示:杀菌

百分率 (%) = (1 -实验组 CFUs/阳性对照

CFUs) ×100

1.4.3　血液淋巴细胞计数　将少量全血用 Giemsa

染液做 30倍稀释 , 取 1滴加于血球计数板 (型号:

XB-K-25)上 , 显微镜下统计淋巴细胞数目 , 将

结果换算为每毫升血液中所含淋巴细胞总数。

1.4.4　血液白细胞吞噬活性　取全血以 600 r/min

离心 10min, 收集白细胞层 , 用 RPMI1640细胞培

养液 (Gibco)将浓度调整至 10
5
个 /mL备用 。实

验菌株为 A.hydrophila。吞噬步骤按 Rafiq
[ 9]
所述 。

显微镜下计数 100个白细胞中吞噬细菌的白细胞

数 , 按下式求出吞噬百分率:吞噬百分率 (%)

= (吞噬细菌的白细胞数 / 100) ×100

1.4.5　脾脏质量指数　脾脏质量与体质量之比即

为脾脏质量指数。

2　结　果

2.1　血清溶菌酶活性

腹注甘草提取物后鲫鱼血清溶菌酶活性变化如

图 1所示 。整体而言 , 低剂量组无明显变化 , 仅在

第 14天显著高于对照组 (P< 0.05), 分别为

(132.5±30.3)U· mL
-1
和 (108.5 ±40.8)U·

mL
-1
。高剂量组呈上升趋势 , 从第 7天开始到最

后一次采样 , 每次均显著高于对照组 (P<0.05或

P<0.01)。

图 1　腹注甘草提取物对鲫鱼血液溶菌酶活性的影响

Fig.1　TheeffectofintraperitonealinjectionofG.

uralensisFisehextractontheactivityoflysozyme

inCarassiusauratusserum

(对照组药量:0%;低剂量组:0.5%;高剂量组:2%)

2.2　血清杀菌活性

图 2　腹注甘草提取物对鲫鱼血清杀菌活性的影响

Fig.2　TheeffectofintraperitonealinjectionofG.

uralensisFisehextractonthebactericidalactivity

inCarassiusauratusserum

(对照组药量:0%;低剂量组:0.5%;高剂量组:2%)

从图 2可以看出 , 低剂量组和高剂量组整体变
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化趋势基本相同 , 即在实验前期杀菌活性升高 , 到

中后期停止上升趋势 , 保持一个较高水平 。不同的

是 , 高剂量组比低剂量组上升幅度要大 , 而且低剂

量组自始至终没有与对照组显示统计学差异 , 而高

剂量组在第 7天明显高于对照组 (P<0.05), 在

第 14、 21及 28天 d都十分显著的高于同期对照组

(P<0.01)。

2.3　血液淋巴细胞计数

低剂量组呈波浪型变化 (图 3), 在第 7天时

血液中淋巴细胞总数为 (32.8 ±8.5) ×106个 /

mL, 对照组为 (22.2 ±4.9) ×10
6
个 /mL, 经检

验 , P<0.01。在第 14和 28天 , 低剂量组也显著

高于对照组 (P<0.01)。高剂量组先升后降 , 且

升幅大于降幅 , 最大值为 (33.1±10.2) ×10
6
个 /

mL, 显著高于对照组 (第 14天;P<0.01)。

图 3　腹注甘草提取物对鲫鱼血液淋巴细胞计数的影响

Fig.3　TheeffectofintraperitonealinjectionofG.

uralensisFisehextractonlymphocytecount

inCarassiusauratusblood

(对照组药量:0%;低剂量组:0.5%;高剂量组:2%)

2.4　血液白细胞吞噬活性

腹注甘草提取物后鲫鱼血液白细胞吞噬活性变

化如表 1所示。虽然低剂量组和高剂量组在每次采

样都略高于同期对照组 , 但只有在第 21天时高剂

量组与对照组显示出了差异 (P<0.05), 其它时

期药物组与对照组均无统计学差异。

2.5　脾脏质量指数

经统计分析 , 低剂量组和高剂量组脾脏质量指

数在各时期均与对照组无显著性差异 (表 2)。

3　讨　论

甘草是我国传统草药 , 具有多种功效 , 在提高

机体抵御病原入侵方面效果显著 , 因此被广泛应用

于临床治疗 。已知甘草对金黄色葡萄球菌 、溶血链

球菌 、结核杆菌 、白喉杆菌等蛋白质的合成、 核糖核

酸及脱氧核糖核酸的形成均有强烈的抑制作用
[ 10]
。

表 1　腹注甘草提取物对鲫鱼血液白细胞

吞噬活性的影响
1)

Tab.1　Theeffectofintraperitonealinjectionof

G.uralensisFisehextractonphagocyticpercentof

leucocytesinCarassiusauratusblood

实验组别
吞噬率 /%

第 0天第 3天 第 7天第 14天第 21天第 28天

实验前

对照组

33.2

±6.1
——— ——— ——— ——— ———

对照组 ———
33.5

±4.3

35.3

±4.9

35.2

±4.1

31.5

±5.1

34.4

±6.6

低剂量组 ———
35.4

±6.9

40.2

±6.1

43.8

±5.8

40.5

±7.7

39.2

±8.3

高剂量组 ———
42.2

±5.5

40.4

±4.5

43.3

±8.6

45.8

±6.1＊
42.4

±5.5

1)对照组药量:0%;低剂量组:0.5%;高剂量组:2%

﹡表示与对照相比有显著差异 (P< 0.05)

表 2　腹注甘草提取物对鲫鱼脾脏质量指数的影响
1)

Tab.2TheeffectofintraperitonealinjectionofG.

uralensisFisehextractonspleenweightindexof

Carassiusauratus

实验组别
脾脏质量指数 /10-3

第 0天第 3天 第 7天第 14天第 21天第 28天

实验前

对照组

0.82

±0.05
——— ——— ——— ——— ———

对照组 ———
0.62±

0.06

0.67±

0.05

0.59

±0.05

0.72±

0.08

0.64±

0.06

低剂量组 ———
0.57±

0.07

0.64±

0.06

0.62±

0.08

0.66±

0.10

0.68±

0.07

高剂量组 ———
0.70±

0.05

0.68±

0.11

0.71±

0.13

0.74±

0.06

0.73±

0.08

1)对照组药量:0%;低剂量组:0.5%;高剂量组:2%

在血清溶菌酶检测中 , 使用的底物为溶壁微球菌

(M.lysodeikticus), 它可通过溶解细胞壁而使细胞

裂解死亡 。从溶菌酶结果 (图 1)来看 , 高剂量组

呈明显上升趋势 , 而低剂量组无明显变化 , 说明按

2%药物浓度注射鲫鱼后 , 对机体溶菌酶溶解 M.

lysodeikticus菌产生了增强作用。在杀菌实验中 , 我

们使用了嗜水气单胞菌 (A.hydrophila), 它是淡

水养殖鱼类细菌性败血症 (Bacterialhemorrhagic

septicimia)的病原
[ 11]
。根据血清杀菌结果 (图 2)

显示 , 药物组在实验前期杀菌活性升高 , 到中后期

停止上升趋势 , 保持一个较高水平 , 说明此甘草粗

提针剂有效的激活了血清中各种免疫因子对 A.hy-

drophila菌的杀灭。陈超然等
[ 12]
实验表明 , 在中华

鳖 (P.sinensis)饲料中添加一定剂量的甘草素 ,

饲喂一段时间后 , 中华鳖免疫应答水平得到增强 ,
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受 A.hydrophila菌人工感染后死亡率下降 。至于甘

草抑制或杀死 M.lysodeikticus菌和 A.hydrophila菌

的作用机理 , 还有待深入研究 。除了甘草 , 还有一

些应用于水产业中的中草药也能有效促进鱼虾体内

免疫因子的活性 。昌鸣先等
[ 13]
在饲料中添加虫草

多糖饲喂日本沼虾 (Macrobrachiumnipponense),

结果药物组的杀菌活性 、 溶菌活力以及酚氧化酶活

性等均高于对照组 , 表明虫草多糖能显著增强日本

沼虾的非特异性免疫力 。罗日祥
[ 14]
将中草药添加

到对虾 (Penaeusorientalis)饲料中 , 结果激活了

对虾的非特异性免疫功能 , 促使血凝素活力和溶菌

活力升高。

鱼类的免疫系统除了溶菌酶 、补体 、 抗体 、溶

血素 、 转铁蛋白 、 C-反应蛋白等不具备细胞结构

的免疫因子之外 , 还有两类免疫细胞 , 即介导特异

性免疫反应的 T、 B淋巴细胞 , 以及参与非特异性

免疫反应的吞噬细胞 , 包括单核细胞 、巨噬细胞和

各种粒细胞
[ 15]
。图 3显示 , 低剂量组在第 7、 14

和 28天以及高剂量组在第 14、 21和 28天的血液

淋巴细胞总数均显著高于同期对照组 (P<0.05

或 P<0.01), 说明此甘草粗提物有效的刺激了淋

巴细胞的分裂增殖。类似地 , 刘霞等
[ 16]
报道甘草

多糖对正常小鼠体外淋巴细胞增殖具调节作用 。杨

英等
[ 5]
将甘草浸膏副产品制成饲料添加剂 , 饲喂

绒山羊后发现对山羊 T淋巴细胞转化率具有较好

的促进作用 , 进而提示该饲料添加剂能提高机体的

细胞免疫作用。然而 , 在我们进行的另一项研究

中 , 将该甘草粗提物添加到基础饲料制成药饵投喂

鲫鱼后 , 并未发现对血液淋巴细胞的增殖起很大作

用 (待发表), 提示给药途径的不同可能会对机体

产生不同的免疫保护效果 。在细胞免疫方面 , 通常

涉及两个问题:一是参与免疫应答的免疫细胞数

量 , 二是免疫细胞的生物活性。在表 1中 , 虽然药

物组血液白细胞吞噬活性略高于对照组 , 但并无统

计学差异。而也有研究表明 , 甘草多糖口服制剂和

注射制剂在刺激小鼠巨噬细胞吞噬功能方面优于正

常对照组
[ 17]
, 在饲料中添加适量的甘草素能提高

中华鳖稚鳖血液白细胞吞噬括性
[ 12]
。在本实验中 ,

甘草针剂未对免疫器官———脾脏产生影响 , 药物组

脾脏重量指数未发生显著变化 (表 2), 可能与给

药方式 、剂量及作用时间等因素有关 。

总体来看 , 鲫鱼腹注该甘草粗提物后 , 血清溶

菌酶活性 、 血清杀菌活性 、血液淋巴细胞计数等免

疫参数都有所改善 , 表明鲫鱼免疫力在一定程度上

得到了增强 。
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Abstract:ThetraditionalChinesemedicine-liquorice(GlycyrrhizauralensisFiseh)wasroughlyextractedinthis

study.Thentheextractwasdissolvedinsterilesalineatthedosesof0.5% and2% toinjectcrucian(Carassius

auratus)intraperitoneally, whichweresubsequentlysampledatday3, 7, 14, 21 and28 toexaminetheirim-

muneindexes.Theresultsexhibitedthattheserumlysozymeactivityoflowdosegroupshowedahighervaluethan

thatofcontrolgrouponlyatday14 (P<0.05), andnodifferencewasfoundatothertimes.Theserumlysozyme

activityofhighdosegroupincreasedandwashigherthanthatofcontrolgroupateverysamplingexceptforday3

(P<0.05 orP<0.01).Serumbactericidalactivityofmedicinegroupsroseatthebeginningoftheexperiment,

andstoppedrisingatthemiddleandendoftheexperiment, keepingarelativelyhighlevel.Furthermore, thein-

creaseextentofhighdosegroupwasgreaterthanthatoflowdosegroup, withthemaximumbeing(74.9 ±

18.4)%.Astolymphocytecount, thevalueoflowdosegroupwas(32.8±8.5) ×10
6
lymphocytespermilliliter

blood, whilethatofcontrolgroupwas(22.2±4.9) ×10
6
.Adifferencebetweenthemwasshown(P<0.01).

Thevalueofhighdosegroupincreasedandthendecreased, withthepeakvalue[ (33.1±10.2) ×10
6
] appeared

atday14, whichwasmuchhigherthanthatofcontrolgroup(P<0.01).Phagocyticpercentofleucocytesof

medicinegroupswerealittlehigherthanthatofcontrolgroupateverysampling, buttherewasfoundadifference

betweenhighdosegroupandcontrolgrouponlyatday21 (P<0.05), andthevaluewas(45.8±6.1)% and

(31.5±5.1)%, respectively.Astospleenweightindex, therewasnodifferencebetweenmedicinegroupsand

controlgroupsatalltimes.Thepresentstudyindicatedthattheimmunefunctionsofcrucianwereenhancedtosome

extentafterinjectionwiththiskindofliquoriceextract.

Keywords:liquorice;extract;intraperitonealinjection;crucian;immunity
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