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ABSTRACT 

The study was conducted to evaluate the effect of the interval of 2% Premna 

serratifolia extract on immune response and disease resistance of striped catfish 

(Pangasianodon hypophthalmus). The experiment was completely randomized 

design with 3 treatments including 2 supplemented treatments of 2% Premna 

serratifolia leaf extract with different interval supplementation, 2 weeks/ month (week 

1st, 2nd and 5th, 6th ) and for 4 weeks (week 1st to 4th), and a control treatment (without 

herbal extract) for 8 weeks, each treatment was replicated 4 times. Hematological 

and immunological parameters including blood cells count, lysozyme, complement 

activity and phagocytic activity were monitored at 2nd, 4th and 8th week of the 

experiment. After 8 weeks of P. serratifolia extract supplementation, fish were 

challenged with Edwardsiella ictaluri pathogenic strain. Results showed that the 

immunological parameters supplemented treatments were higher than those of 

control. Treatment of 2% P. serratifolia extract supplementation with 2-week interval 

stimulated the innate immune system of fish. The accumulative mortality of fish in 

treatment of 2% P. serratifolia extract supplementation with 2-week interval were 

also significantly lower than those in the control treatment. These results addressed 

that P. serratifolia extract supplementation with 2 weeks interval could enhance fish 

health and protect striped catfish from E. ictaluri infection. 

TÓM TẮT 

Nghiên cứu được thực hiện nhằm đánh giá ảnh hưởng của chu kỳ bổ sung 2% chất 

chiết lá cách (Premna serratifolia) vào thức ăn lên đáp ứng miễn dịch và khả năng 

kháng bệnh gan thận mủ của cá tra (Pangasianodon hypophthalmus). Thí nghiệm 

được bố trí hoàn toàn ngẫu nhiên trong 8 tuần với 3 nghiệm thức bao gồm hai nghiệm 

thức bổ sung 2% chất chiết lá cách với nhịp bổ sung 2 tuần/tháng (tuần 1, 2 vả 5, 6); 

liên tục 4 tuần (tuần 1, 2, 3, 4) và nghiệm thức đối chứng (không bổ sung lá cách), 

mỗi nghiệm thức lặp lại 4 lần. Các chỉ tiêu huyết học và miễn dịch bao gồm tế bào 

máu, hoạt tính lysozyme, hoạt tính bổ thể và hoạt tính đại thực bào được theo dõi vào 

tuần thứ 2, 4 và 8 của thí nghiệm. Sau 8 tuần bổ sung lá cách, cá được cảm nhiễm 

với vi khuẩn E. ictaluri. Kết quả cho thấy cá ở các nghiệm thức bổ sung 2% chất chiết 

lá cách theo các chu kỳ khác nhau đều gia tăng đáp ứng miễn dịch so với nhóm đối 

chứng. Nghiệm thức bổ sung 2% chất chiết lá theo nhịp cách khoảng 2 tuần làm gia 

tăng chỉ tiêu huyết học và hệ miễn dịch không đặc hiệu của cá. Tỉ lệ chết của cá ăn 

thức ăn bổ sung chiết lá cách theo nhịp 2 tuần/tháng cũng thấp hơn đối chứng. Kết 

quả thí nghiệm chỉ ra bổ sung 2% chất chiết lá cách theo nhịp 2 tuần/tháng có khả 

năng tăng cường sức khỏe của cá và bảo vệ cá kháng lại vi khuẩn E. ictaluri khi gây 

cảm nhiễm. 
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1. GIỚI THIỆU 

Thủy sản là một trong những ngành mũi nhọn 

đóng góp một phần quan trọng vào GDP của Việt 

Nam. Theo báo cáo của Tổng cục Thủy sản (2018), 

giá trị sản xuất thủy sản đạt khoảng 10 tỷ USD, trong 

đó xuất khẩu cá tra của Việt Nam đạt gần 2,26 tỷ 

USD. Tuy nhiên, phát triển nuôi cá tra với quy mô 

công nghiệp đang gặp nhiều trở ngại. Việc mở rộng 

diện tích, nâng cao sản lượng dẫn đến tình hình dịch 

bệnh phát triển càng nhiều. Đây cũng là một trong 

những nguyên nhân làm giảm năng suất cá tra.  

 Để hạn chế dịch bệnh trong thủy sản, nhiều chất 

chiết thảo dược ứng dụng trong phòng và trị bệnh 

động vật thủy sản cho thấy kết quả rất khả quan. 

Chiết xuất từ thảo dược đóng vai trò quan trọng 

trong việc kiểm soát dịch bệnh vì chứa những chất 

có hoạt tính chống oxy hóa, kháng khuẩn, kháng 

stress, đồng thời kích thích sự tăng trưởng, thèm ăn, 

tăng cường hệ miễn dịch và kích thích sinh sản 

(Chitmanat et al., 2003; Chakraborty & Hancz, 

2013). Một số nghiên cứu cho thấy nhiều loại thảo 

dược có khả năng kháng vi sinh vật tốt, là giải pháp 

sinh học thay thế thuốc và hóa chất trong nuôi thủy 

sản. Nghiên cứu bổ sung chất chiết gừng vào thức 

ăn làm tăng cường đáp ứng miễn dịch của cá hồi 

(Nya &Austin, 2009) và cá chẽm (Talpur et al., 

2013). Chiết xuất từ ổi (Psidium guajava) có khả 

năng kiểm soát và hạn chế được dịch bệnh do 

Aeromonas hydrophila gây ra trên cá nhờ tác dụng 

tăng hoạt tính miễn dịch (Rattanachaikunsopon et 

al., 2009). Thực nghiệm cho thấy sử dụng thảo dược 

và chất chiết thảo dược trong phòng trị bệnh cá đang 

là xu hướng có nhiều triển vọng phát triển trong 

tương lai.  

 Theo Đỗ Tất Lợi (2004), cây vọng cách mọc 

hoang khắp ở Việt Nam, Lào, Campuchia và ở Ấn 

Độ, Indonesia, Philippines, Úc. Thành phần hóa học 

ở vỏ thân có hai alkaloids là premnine và ganiarine, 

có tác dụng tăng cường thần kinh giao cảm, tăng 

huyết áp, tăng tiết nước bọt, nở đồng tử, tăng nhu 

động ruột, nở khí quản, ứng dụng lâm sàng của vị 

thuốc lá cách chữa kiết lỵ, chữa gan nhiễm mỡ, da 

vàng, kém ăn, đầy bụng, điều hòa kinh nguyệt, an 

thần. Nghiên cứu của Đái Thị Xuân Trang và ctv. 

(2018) cho thấy cây vọng cách là một dược liệu tiềm 

năng, chứa nhiều các hợp chất kháng oxi hóa và 

kháng khuẩn tự nhiên. Cao chiết lá vọng cách có 

hiệu quả kháng khuẩn cao với 6 chủng vi khuẩn: 

Escherichia coli, Samonella typhimurium, Listeria 

innocua, Staphylococcus aureus, Pseudomonas 

aeruginosa và Vibrio parahaemolyticus. Quách Thị 

Thanh Tâm (2019) đã xác định liều bổ sung 2% chất 

chiết lá cách vào thức ăn làm gia tăng một số chỉ tiêu 

huyết học và hoạt tính lysozyme của cá tra. Tuy 

nhiên, chưa có nghiên cứu nào tìm hiểu thời gian 

phù hợp bổ sung chất chiết lá cách vào thức ăn cá 

tra. Do vậy, nghiên cứu này được thực hiện nhằm 

tìm hiểu sự ảnh hưởng của chu kì bổ sung chất chiết 

lá cách (Premna serratifolia L.) lên các chỉ tiêu 

miễn dịch ở cá tra (Pangasianodon hypophthalmus), 

là cơ sở đề xuất phương pháp phòng và trị bệnh trên 

cá tra. 

2. VẬT LIỆU VÀ PHƯƠNG PHÁP 

NGHIÊN CỨU 

2.1. Nguồn vật liệu 

Nguồn cá: Cá tra (Pangasianodon 

hypophthalmus) có khối lượng 15-20g/con được vận 

chuyển từ trại giống ở Cần Thơ về trại thực nghiệm 

Khoa Thủy sản và thuần dưỡng 2 tuần trước khi tiến 

hành thí nghiệm. Cá được trữ trong bể composite 2 

m3 có sục khí liên tục, cho ăn bằng thức ăn công 

nghiệp theo nhu cầu của cá. Trước khi thực hành thí 

nghiệm, 10 cá được kiểm tra ngẫu nhiên về hình 

dạng bên ngoài (không dị tật, không sây sát, màu sắc 

tươi sáng), ký sinh trùng, vi khuẩn để đảm bảo cá thí 

nghiệm khỏe và không nhiễm bệnh. 

Nguồn thảo dược: Chất chiết lá cách được cung 

cấp bởi Khoa Khoa học Tự nhiên, Trường Đại học 

Cần Thơ. Lá cách sau khi thu về loại bỏ phần sâu 

bệnh, rửa sạch và sấy khô ở nhiệt độ từ 40-45ºC. 

Mẫu sau khi khô được xay nhuyễn thành mẫu bột 

nguyên liệu. Bột nguyên liệu được cho vào trong túi 

vải và ngâm trong dung môi methanol. Mẫu được 

ngâm 5 lần, mỗi lần ngâm khoảng 24 giờ, dịch chiết 

từ các lần ngâm được gom lại, cô quay đuổi dung 

môi thu được cao tổng thực vật (Nguyễn Kim Phi 

Phụng, 2007).  

Thức ăn thí nghiệm: Thức ăn sử dụng trong quá 

trình thí nghiệm là thức ăn viên dạng nổi 32% đạm, 

kích cỡ 2 mm/viên (Grosbest). Chất chiết lá cách 

được cân theo tỉ lệ của mỗi nghiệm thức, pha loãng 

với 10 mL DMSO và tiếp tục với 10 mL nước cất, 

phun và trộn đều cho chất chiết thấm vào thức ăn, 

để khô tự nhiên trong vòng 4 giờ. Sau đó áo ngoài 

viên thức ăn bằng 0,5% dầu mực, tiếp tục để khô tự 

nhiên trong 8 giờ ở nhiệt độ phòng. Thức ăn được 

đóng gói và trữ ở 4°C trong suốt thời gian thí 

nghiệm. 

2.2. Phương pháp bố trí thí nghiệm 

Thí nghiệm bổ sung chất chiết lá cách: thí 

nghiệm được bố trí hoàn toàn ngẫu nhiên với ba 

nghiệm thức bao gồm: Đối chứng (không bổ sung 

chất chiết lá cách - NT1); 2% (theo khối lượng khô) 



Tạp chí Khoa học Trường Đại học Cần Thơ  Tập 57, Số chuyên đề Thủy sản (2021): 169-180 

171 

chất chiết lá cách với nhịp bổ sung 2 tuần/tháng 

(tuần 1, 2, 5 và 6 - NT2); 2% chất chiết lá cách trong 

4 tuần liên tục (tuần 1, 2, 3 và 4 -NT3), mỗi nghiệm 

thức lặp lại 4 lần. Thí nghiệm được thực hiện trong 

8 tuần. Cá được bố trí 40 con/bể 250 L, các bể được 

sục khí liên tục và thay nước 2 ngày/lần (10-30% 

nước trong bể). Cá được cho ăn 3 lần/ngày với khẩu 

phần 3% khối lượng thân. Tiến hành thu mẫu máu 

của 3 cá /bể vào tuần thứ 2, 4 và 8. Mẫu được trữ ở 

-20oC cho đến khi phân tích các chỉ tiêu huyết học 

và miễn dịch. Ở tuần thứ 8, cá được cân khối lượng 

để phân tích tăng trưởng và tiến hành cảm nhiễm với 

vi khuẩn E. ictaluri để đánh giá khả năng kháng 

bệnh với vi khuẩn của cá thí nghiệm. 

Thí nghiệm cảm nhiễm: Vi khuẩn E. ictaluri từ 

bộ sưu tập vi khuẩn của Bộ môn Bệnh học Thủy sản 

được nuôi tăng sinh trong môi trường Nutrient 

Broth, ly tâm ở 4.000 vòng/phút trong 15 phút ở 

4°C. Mật độ vi khuẩn được xác định bằng máy so 

màu quang phổ ở bước sóng 610 nm. Nguồn vi 

khuẩn này được sử dụng để cảm nhiễm cho cá trong 

thí nghiệm tiếp theo. 

Sau 8 tuần bổ sung chất chiết lá cách theo các 

chu kỳ khác nhau, cá được cảm nhiễm với vi khuẩn 

E. ictaluri. Thí nghiệm được bố trí hoàn toàn ngẫu 

nhiên với 4 nghiệm thức bao gồm nghiệm thức Đối 

chứng; 2% chất chiết lá cách với nhịp bổ sung 2 

tuần/tháng (tuần 1, 2 và 5, 6); 2% chất chiết lá cách 

với nhịp bổ sung 4 tuần liên tục (tuần 1, 2, 3 và 4) 

được tiêm với vi khuẩn và 1 nghiệm thức đối chứng 

âm (cá nhóm đối chứng được tiêm 0,85% NaCl). 

Mỗi nghiệm thức lặp lại 3 lần, 10 cá/bể, sục khí liên 

tục và không thay nước cá. Trong thời gian cảm 

nhiễm cá được cho ăn bằng thức ăn công nghiệp 

theo nhu cầu. Thí nghiệm cảm nhiễm được thực hiện 

bằng phương pháp tiêm vi khuẩn với mật độ 105 

CFU/mL tương ứng với giá trị LD50, liều lượng 0,1 

mL/cá (Hang et al., 2013). Theo dõi cá trong 2 tuần, 

ghi nhận những biểu hiện bệnh lý và số lượng cá 

chết. Mẫu thận trước của cá lờ đờ, sắp chết được thu 

và trữ trong ethanol để tái định danh vi khuẩn. 

2.3. Phương pháp phân tích  

2.3.1. Chỉ tiêu huyết học 

Định lượng hồng cầu: được thực hiện theo 

phương pháp của Natt and Herrick (1952), mật độ 

hồng cầu được xác định bằng buồng đếm Neubauer 

và tính theo công thức: HC = C × 10 × 5 × 200 

(tb/mm3) (C: Tổng số hồng cầu trong 5 vùng đếm) 

Định lượng tổng bạch cầu và từng loại bạch 

cầu: được thực hiện theo phương pháp của Hrubec 

et al. (2000). Trải mẫu máu bằng cách nhỏ một giọt 

máu lên lame, sau đó dùng lame chạm vào giọt máu 

và đẩy lame ngược về phía trước. Mẫu máu sau khi 

khô được cố định trong methanol 1 phút. Để mẫu 

khô tự nhiên và nhuộm Wright & Giemsa. Tổng số 

lượng bạch cầu được tính theo công thức: TBC 

(tb/mm3) = (Số BC trong 1.500 tế bào × R)/Số HC 

trong 1.500 tế bào (TBC: mật độ tổng bạch cầu, BC: 

bạch cầu, R: mật độ hồng cầu, HC: hồng cầu). 

Định lượng từng loại bạch cầu trong tổng số 200 

tế bào bạch cầu. Tính mật độ từng loại bạch cầu theo 

công thức: Mật độ loại bạch cầu (tb/mm3) = (Số 

lượng mỗi loại bạch cầu × TBC)/200  

2.3.2. Hoạt tính lysozyme 

Hoạt tính lysozyme được phân tích theo phương 

pháp của Ellis (1990). Dựng đường chuẩn lysozyme 

với các nồng độ 0, 2, 4, 8 và 16 μg/mL. Cho 10 μL 

dung dịch từ các nồng độ pha loãng cho vào đĩa 96 

giếng, tiếp theo cho 200 μL/giếng dịch huyền phù 

Micrococcus luteus (Sigma). Đối với mẫu huyết 

thanh của cá, cho 10 μL huyết thanh vào đĩa 96 

giếng, thêm 200 μL/giếng vi khuẩn M. luteus. Hỗn 

hợp được ủ ở nhiệt độ 27oC và đo ở bước sóng 495 

nm. Hoạt tính lysozyme được tính dựa vào đường 

chuẩn lysozyme. 

2.3.3. Hoạt tính bổ thể 

Hoạt tính bổ thể được phân tích theo phương 

pháp của Sunyer and Tort (1995) dựa trên sự phân 

giải hồng cầu của bổ thể. Cho 10 μL hồng cầu cừu 

trộn đều với huyết thanh cá với nhiều nồng độ khác 

nhau (0,01; 0,005; 0,0025; 0,00125; 0,00062, 0), ủ 

100 phút ở nhiệt độ 28°C. Tiếp tục ly tâm 2.000 g 

trong 10 phút ở nhiệt độ phòng. Đọc mẫu ở bước 

sóng 405 nm, hoạt tính bổ thể được tính theo phương 

pháp Milla et al. (2010). 

2.3.4. Hoạt tính đại thực bào  

Xác định hoạt tính đại thực bào dựa theo phương 

pháp của Ispir and Yonar (2007), 0,1 ml máu được 

trộn với 0,1 ml Saccharomyces cerevisiae (107/ml) 

trong ống eppendoft 1,5 ml. Hỗn hợp được ủ 30 phút 

ở nhiệt độ 28oC. Trộn đều hỗn hợp và trải đều 20 μl 

dung dịch trên lame kính. Để lame khô tự nhiên, cố 

định tế bào bằng dung dịch methanol trong 1 phút. 

Tiếp tục nhuộm với Giemsa trong 30 phút, rửa sạch 

bằng nước cất. Quan sát hoạt tính thực bào bằng 

kính hiển vi. Hoạt tính thực bào dựa trên tổng số tế 

bào thực bào trong 100 đại thực bào đếm được. 

2.4. Phương pháp xử lý số liệu  

Tất cả số liệu được xử lí bằng phần mềm Excel, 

xử lí thống kê bằng phương sai ANOVA một nhân 

tố và so sánh sự khác biệt có ý nghĩa thống kê bằng 
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phép thử DUNCAN ở mức ý nghĩa 5% bằng phần 

mềm SPSS. 

3. KẾT QUẢ VÀ THẢO LUẬN 

3.1. Kết quả thí nghiệm 

3.1.1. Chỉ tiêu huyết học 

Mật độ tổng hồng cầu: Sau 2 tuần bổ sung chất 

chiết lá cách theo các chu kỳ khác nhau, cả 2 nghiệm 

thức đều cho kết quả mật độ hồng cầu dao động từ 

2,74 × 106 đến 2,88 × 106 tế bào/mm3, cao hơn có ý 

nghĩa thống kê so với nghiệm thức đối chứng (2,49 

× 106 tế bào/mm3) (p<0,05) (Hình 1). Trong đó, 

nghiệm thức 3 đạt giá trị cao nhất 2,88 × 106 tế 

bào/mm3. Sau 4 tuần thí nghiệm, mật độ hồng cầu 

của các nghiệm thức dao động từ 2,82 đến 3,1 × 106 

tế bào/mm3, đạt giá trị cao hơn có ý nghĩa thống kê 

so với nghiệm thức đối chứng (2,54 × 106 tế 

bào/mm3) (p<0,05). Nghiệm thức 2 có mật độ hồng 

cầu cao nhất (3,1 × 106 tế bào/mm3) và khác biệt có 

ý nghĩa thống kê so với các nghiệm thức còn lại. Sau 

8 tuần bổ sung chất chiết xuất thảo dược, mật độ 

hồng cầu của các nghiệm thức được bổ sung thảo 

dược dao động từ 2,91 đến 3,2 × 106 tế bào/mm3 và 

khác biệt thống kê so với nghiệm thức đối chứng 

(2,62 × 106 tế bào/mm3) (p<0,05). Nghiệm thức bổ 

sung chất chiết lá cách theo chu kỳ cách khoảng 2 

tuần cho kết quả mật độ hồng cầu tăng cao hơn các 

nghiệm thức khác.  

 

Hình 1. Ảnh hưởng của chất chiết lá cách lên mật độ hồng cầu cá tra  

Ghi chú: Giá trị thể hiện là số trung bình ± độ lệch chuẩn của 3 lần lặp lại thí nghiệm. Các giá trị trong cùng một thời 

điểm thu mẫu có các chữ cái giống nhau (a,b) thì khác biệt không có ý nghĩa thống kê (p<0,05). 

Tổng bạch cầu: Kết quả sau 2 tuần thí nghiệm 

cho thấy cả 2 nghiệm thức bổ sung lá cách có mật 

độ tổng bạch cầu dao động từ 331,99 × 103 đến 

340,32 × 103 tế bào/mm3, cao hơn nghiệm thức đối 

chứng (297,1 × 103 tế bào/mm3), nhưng sự khác biệt 

này không có ý nghĩa thống kê (p>0,05). Nghiệm 

thức có mật độ bạch cầu đạt giá trị cao nhất là 

nghiệm thức 2 (340,32 × 103 tế bào/mm3) (hình 2). 

Sau 4 tuần thí nghiệm, mật độ bạch cầu ở nghiệm 

thức 3 đạt giá trị cao nhất (386,5 × 103 tế bào/mm3) 

và khác biệt có ý nghĩa thống kê so với đối chứng 

(306,92 × 103 tế bào/mm3) (p<0,05). Nghiệm thức 2 

đạt giá trị cao hơn so với đối chứng nhưng sự khác 

biệt này không có ý nghĩa thống kê (p>0,05). Sau 8 

tuần thí nghiệm, mật độ bạch cầu dao động từ 

357,82 đến 424,75 × 103 tế bào/mm3. Nghiệm thức 

2 có mật độ bạch cầu đạt  424,75 × 103 tế bào/mm3, 

cao hơn có ý nghĩa thống kê so với đối chứng 

(330,85 × 103 tế bào/mm3) (p<0,05), nghiệm thức 3 

có mật độ bạch cầu đạt giá trị 357,82 × 103 tế 

bào/mm3, cao hơn mật độ bạch cầu của nghiệm thức 

đối chứng nhưng khác biệt không có ý nghĩa thống 

kê (p>0,05).  



Tạp chí Khoa học Trường Đại học Cần Thơ  Tập 57, Số chuyên đề Thủy sản (2021): 169-180 

173 

 

Hình 2. Ảnh hưởng của chất chiết là cách lên mật độ bạch cầu cá tra  

Ghi chú: Giá trị thể hiện là số trung bình ± độ lệch chuẩn của 3 lần lặp lại thí nghiệm. Các giá trị trong cùng một thời 

điểm thu mẫu có các chữ cái giống nhau (a,b) thì khác biệt không có ý nghĩa thống kê (p<0,05). 

Bạch cầu đơn nhân: Sau 2 tuần thí nghiệm, mật 

độ tế bào bạch cầu đơn nhân của các nghiệm thức 

bổ sung chất chiết lá cách đều đạt giá trị tương 

đương nhau (33,25 × 103 và 34,72 × 103 tế 

bào/mm3), cao hơn nhưng khác biệt có ý nghĩa thống 

kê so với đối chứng (p<0,05) (Bảng 1). Sau 4 tuần 

thí nghiệm, các nghiệm thức được bổ sung chất chiết 

lá cách theo chu kỳ đều đạt giá trị cao hơn và khác 

biệt có ý nghĩa thống kê so với nghiệm thức đối 

chứng (p<0,05). Mật độ bạch cầu đơn nhân của cá ở 

nghiệm thức 3 đạt giá trị cao nhất (37,93 × 103 tế 

bào/mm3). Sau 8 tuần thí nghiệm, mật độ bạch cầu 

đơn nhân của cá ở các nghiệm thức dao động từ 

38,04 đến 45,01 × 103 tế bào/mm3. Các nghiệm thức 

được bổ sung lá cách đều có mật độ bạch cầu đơn 

nhân cao hơn và khác biệt có ý nghĩa thống kê so 

với nghiệm thức đối chứng (p<0,05). Nghiệm thức 

2 có mật độ bạch cầu đơn nhân đạt giá trị cao nhất, 

lần lượt là (45,01 × 103 tế bào/mm3), cao hơn có ý 

nghĩa so với các nghiệm thức còn lại (p<0,05). 

Bảng 1. Mật độ bạch cầu đơn nhân, trung tính, lympho và tiểu cầu (× 103 tế bào/mm3) ở cá tra sau khi 

bổ sung chất chiết lá cách 

Nghiệm thức 2 tuần 4 tuần 8 tuần 

Bạch cầu đơn nhân 

NT 1 27,68±1,77a 23,29±3,72a 29,16±4,15a 

NT 2 34,72±4,36b 30,37±5,06b 45,01±4,15c 

NT 3 33,27±3,07b 37,93±5,82c 38,04±3,61b 

Bạch cầu trung tính 

NT 1 29,72±2,76a 29,06±2,65a 34,77±2,91a 

NT 2  36,84±1,86b 35,18±7,6bc 45,73±4,28b 

NT 3  34,48±4,1b 39,45±8,02c 37,82±4,01a 

Lympho    

NT 1 208,17±34,09a 222,49±16,13a 228,48±32,4a 

NT 2  242,05±26,11a 235,39±62,76ab 289,91±31,52b 

NT 3  237,63±27,87a 267,04±53,13b 243,66±20,99ab 

Tiểu cầu    

NT 1 28,91±11,52a 28,26±5,29a 37,8±8,28a 

NT 2  26,72±6,3a 32,55±11,48ab 43,91±5,44b 

NT 3  25,1±6,64a 39,49±7,08b 38,3±6,31ab 

Ghi chú: Giá trị thể hiện là số trung bình ± độ lệch chuẩn của 3 lần lặp lại thí nghiệm. Các giá trị trong cùng một thời 

điểm thu mẫu có các chữ cái giống nhau (a,b) thì khác biệt không có ý nghĩa thống kê (p<0,05). 
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Bạch cầu trung tính: Sau 2 tuần thí nghiệm, mật 

độ tế bào bạch cầu trung tính dao động từ 29,72 × 

103 đến 36,84 × 103 tế bào/mm3 (Bảng 1). Các 

nghiệm thức bổ sung lá cách đều có giá trị cao hơn 

và khác biệt có ý nghĩa thống kê so với nghiệm thức 

đối chứng (p<0,05).  Nghiệm thức 2 có mật độ bạch 

cầu trung tính đạt giá trị cao nhất (36,84 × 103 tế 

bào/mm3). Sau 4 tuần thí nghiệm, mật độ tế bào bạch 

cầu trung tính ở các nghiệm thức dao động từ 29,06 

đến 39,45 × 103 tế bào/mm3. Nghiệm thức 3 có mật 

độ bạch cầu trung tính đạt giá trị cao nhất (39,45 × 

103 tế bào/mm3), khác biệt thống kê so với nghiệm 

thức đối chứng (p<0,05). Sau 8 tuần thí nghiệm, các 

nghiệm thức được bổ sung chất chiết lá cách đều có 

mật độ bạch cầu trung tính đạt giá trị cao hơn 

nghiệm thức đối chứng. Trong đó nghiệm thức 2 đạt 

giá trị cao nhất (45,73 × 103 tế bào/mm3), khác biệt 

thống kê so với đối chứng (p<0,05). Nghiệm thức 

còn lại không có sự khác biệt thống kê so với nghiệm 

thức đối chứng (p>0,05).  

Mật độ tế bào lympho: Sau 2 tuần bổ sung chất 

chiết lá cách, mật độ tế bào lympho của các nghiệm 

thức đạt giá trị 237,6 × 103 và 242,1 × 103 tế 

bào/mm3 cao hơn nghiệm thức đối chứng (208,17 × 

103 tế bào/mm3), tuy nhiên sự khác biệt này không 

có ý nghĩa thống kê (p>0,05) (Bảng 1). Sau 4 tuần 

thí nghiệm, mật độ lympho của cá ở nghiệm thức 3 

đạt 267,04 × 103 tế bào/mm3, khác biệt có ý nghĩa 

thống kê so với nghiệm thức đối chứng (p<0,05). 

Nghiệm thức 2 có mật độ lympho cao hơn đối chứng 

nhưng khác biệt không có ý nghĩa thống kê 

(p>0,05). Sau 8 tuần thí nghiệm, mật độ tế bào 

lympho của các nghiệm thức bổ sung lá cách có mật 

độ lympho 243,66 × 103 và 289,91 × 103 tế 

bào/mm3, cao hơn đối chứng (228,48 × 103 tế 

bào/mm3). Nghiệm thức 2 có mật độ lympho 

(289,92 × 103 tế bào/mm3) cao hơn có ý nghĩa thống 

kê so với đối chứng (p<0,05). 

Tiểu cầu: Sau 2 tuần thí nghiệm, các nghiệm 

thức bổ sung chất chiết lá cách có mật độ tiểu cầu 

dao động trong khoảng 26,72 × 103 đến 27,19 × 103 

tế bào/mm3, khác biệt không có ý nghĩa thống kê so 

với nghiệm thức đối chứng (p>0,05) (Bảng 1). Sau 

4 tuần thí nghiệm, mật độ tiểu cầu của cá ở các 

nghiệm thức bổ sung chất chiết lá cách dao động từ 

32,55 đến 39,49 × 103 tế bào/mm3, có giá trị cao hơn 

nghiệm thức đối chứng (28,26× 103). Nghiệm thức 

3 có mật độ tiểu cầu đạt giá trị cao nhất là 39,49 x 

103 tế bào/mm3, khác biệt thống kê so với nghiệm 

thức đối chứng (p<0,05). Sau 8 tuần, các nghiệm 

thức bổ sung chất chiết lá cách theo các chu kỳ khác 

nhau có mật độ tiểu cầu dao động từ  38,3 đến 43,9 

x 103 tế bào/mm3, cao hơn nghiệm thức đối chứng. 

Nghiệm thức 2 đạt giá trị cao nhất (43,9 x 103 tế 

bào/mm3) và khác biệt thống kê so với nghiệm thức 

đối chứng (p<0,05).  

3.1.2. Chỉ tiêu miễn dịch  

Hoạt tính lysozyme: Kết quả nghiên cứu cho 

thấy, sau 2 tuần bổ sung chất chiết lá cách theo các 

chu kì khác nhau, hoạt tính lysozyme trung bình của 

các nghiệm thức dao động từ 165,3 – 170,6 µg/mL 

và đều tăng cao hơn có ý nghĩa thống kê so với 

nghiệm thức đối chứng 135,7 µg/mL (p<0.05) (Hình 

3). Sau 4 tuần thí nghiệm, hoạt tính lysozyme của cá 

ở các nghiệm thức đều tăng so với lần thu mẫu ở 

tuần thứ 2 và dao động từ 162,8-197,7 µg/mL. Hoạt 

tính lysozyme của các nghiệm thức được bổ sung 2 

% lá cách theo các chu kỳ khác nhau đều tăng cao 

và khác biệt có ý nghĩa thống kê so với nghiệm thức 

đối chứng (p<0.05). Trong đó, nghiệm thức 3 đạt giá 

trị cao nhất 197,7 µg/mL. Sau 8 tuần thí nghiệm, 

hoạt tính lysozyme ở các nghiệm thức dao động từ 

164,7-207,4 µg/mL. Trong đó, nghiệm thức bổ sung 

2% lá cách theo chu kỳ cách khoảng 2 tuần cho kết 

quả tăng cao nhất, khác biệt có ý nghĩa thống kê so 

với nghiệm thức đối chứng. Nghiệm thức bổ sung 

chất chiết lá cách theo chu kỳ 4 tuần liên tục cho  

hoạt tính lysozyme thấp và khác biệt không có ý 

nghĩa thống kê so với đối chứng (p<0.05). Kết quả 

này cho thấy bổ sung chất chiết lá cách theo chu kì 

2 tuần kích hoạt hoạt tính lysozyme tốt nhất. 
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Hình 3. Ảnh hưởng của chu kì bổ sung chất chiết lên hoạt tính lysozyme của cá tra 

Ghi chú: Giá trị thể hiện là số trung bình ± độ lệch chuẩn của 3 lần lặp lại thí nghiệm. Các giá trị trong cùng một thời 

điểm thu mẫu có các chữ cái giống nhau (a,b) thì khác biệt không có ý nghĩa thống kê (p<0,05). 

Hoạt tính bổ thể: Kết quả sau 2 tuần thí nghiệm 

cho thấy hoạt tính bổ thể của 2 nghiệm thức bổ sung 

chất chiết lá cách dao động từ 19,47 -20.83 U/mL, 

cao hơn nghiệm thức đối chứng (15,6 U/mL) có ý 

nghĩa thống kê (p<0,05) (hình 4). Trong đó, nghiệm 

thức 3 có hoạt tính bổ thể đạt giá trị cao nhất (20,83 

U/mL). Sau 4 tuần thí nghiệm, hoạt tính bổ thể ở 

nghiệm thức 3 đạt giá trị cao nhất (24,8 U/mL) và 

khác biệt có ý nghĩa thống kê so với đối chứng (15,6 

U/mL) (p<0,05). Sau 8 tuần thí nghiệm, hoạt tính bổ 

thể của các nghiệm thức dao động từ 18,4 - 25,3 

U/mL. Nghiệm thức 2 có hoạt tính bổ thể là 25,35 

U/mL, cao nhất và khác biệt có ý nghĩa thống kê so 

với đối chứng (18,4 U/mL) (p<0,05).  

 

Hình 4. Ảnh hưởng của chu kì bổ sung chất chiết lên hoạt tính bổ thể của cá tra 

Ghi chú: Giá trị thể hiện là số trung bình ± độ lệch chuẩn của 3 lần lặp lại thí nghiệm. Các giá trị trong cùng một thời 

điểm thu mẫu có các chữ cái giống nhau (a,b) thì khác biệt không có ý nghĩa thống kê (p<0,05). 

Hoạt tính đại thực bào: Sau 2 tuần thí nghiệm, 

hoạt tính đại thực bào dao động từ 45,7 – 46,1 % 

(Hình 5). Các nghiệm thức bổ sung chất chiết lá cách 

theo các chu kỳ khác nhau đều có hoạt tính đại thực 

bào cao hơn có ý nghĩa thống kê so với nghiệm thức 

đối chứng (37,4%) (p<0,05). Sau 4 tuần thí nghiệm, 
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hoạt tính đại thực bào ở các nghiệm thức dao động 

từ 40,39 – 51,56 %. Nghiệm thức 3 có mật độ bạch 

cầu trung tính đạt giá trị cao nhất (51,6 %), khác biệt 

thống kê so với nghiệm thức đối chứng và NT2 

(p<0,05). Sau 8 tuần thí nghiệm, các nghiệm thức 

được bổ sung chất chiết lá cách đều có họat tính đại 

thực bào (46,39 – 52,3 %) đạt giá trị cao hơn nghiệm 

thức đối chứng (41,67%). Trong đó nghiệm thức 2 

đạt giá trị cao nhất (52,3 %), khác biệt có ý nghĩa 

thống kê so với các nghiệm thức còn lại (p<0,05).  

 

Hình 5. Ảnh hưởng của chu kì bổ sung chất chiết lên hoạt tính đại thực bào của cá tra 

Ghi chú: Giá trị thể hiện là số trung bình ± độ lệch chuẩn của 3 lần lặp lại thí nghiệm. Các giá trị trong cùng một thời 

điểm thu mẫu có các chữ cái giống nhau (a,b) thì khác biệt không có ý nghĩa thống kê (p<0,05). 

3.1.3. Ảnh hưởng của chu kỳ bổ sung chất 

chiết lá cách lên khả năng kháng vi 

khuẩn E. ictaluri  

Dấu hiệu bệnh lý: Cá được tiêm vi khuẩn bơi lờ 

đờ, vây có dấu hiệu tưa rách, xuất huyết nhẹ, bụng 

trương nhẹ. Bên trong xoang bụng có dịch, gan, thận 

và tỳ tạng xuất hiện nhiều đốm trắng nhỏ li ti (Hình 

6). Cá được tiêm nước muối (0,85% NaCl) khỏe 

mạnh và không có dấu hiệu bệnh lí, tỉ lệ sống đạt 

100%. 

 

Hình 6. Cá tra nhiễm vi khuẩn E. ictaluri (đốm trắng li ti xuất hiện trên gan thận cá) 

Tỉ lệ chết của cá cảm nhiễm: Kết quả cảm 

nhiễm cho thấy cá bắt đầu chết vào ngày thứ 3 sau 

cảm nhiễm. Đến ngày thứ 6, 7 cá chết giảm dần và 

ngừng chết vào ngày thứ 8. Cá ở nghiệm thức tiêm 

nước muối sinh lý hoạt động bình thường, không 

biểu hiện bệnh và không có cá chết. Tỉ lệ chết ở các 

nghiệm thức NT2 là 28,6%, NT3 là 33,3%, thấp hơn 

có ý nghĩa thống kê so với nghiệm thức đối chứng 

(66,7%) (p<0,05) (Hình 7).  
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Hình 7. Tỉ lệ chết của cá cảm nhiễm sau 8 tuần thí nghiệm 

Tái định danh vi khuẩn E. ictaluri: Kết quả tái 

định danh vi khuẩn bằng phương pháp PCR trên 

mẫu thận cá có biểu hiện bệnh cho thấy các mẫu đều 

thể hiện ở vạch đặc hiệu của E. ictaluri ở 407bp. Từ 

dấu hiệu bệnh lý và kết quả tái định danh cho thấy 

cá ở các nghiệm thức được tiêm E. ictaluri đều thể 

hiện dấu hiệu bệnh lý đặc trưng của bệnh gan thận 

mủ do E. ictaluri.  

4. THẢO LUẬN 

Hồng cầu có chức năng tham gia vào quá trình 

vận chuyển oxy đến các cơ quan và tế bào, tuy 

không tham gia trực tiếp vào quá trình đáp ứng miễn 

dịch nhưng cũng góp phần gián tiếp ảnh hưởng đến 

hệ miễn dịch của cá (Chinabut et al., 1991). Tương 

tự với kết quả của thí nghiệm, nghiên cứu của 

Glomski and Pica (2006) cũng ghi nhận sự biến 

động hồng cầu của cá mước ngọt trong khoảng 1 đến 

3,5 x 106 tế bào/mm3. Nghiên cứu của Mai Thanh 

Thanh và Bùi Thị Bích Hằng (2018) cho thấy mật 

độ hồng cầu của cá sau 14 ngày bổ sung tỏi vào thức 

ăn tăng cao hơn có ý nghĩa thống kê so với nghiệm 

thức đối chứng (p<0,05). Tương tự, kết quả nghiên 

cứu này cho thấy bổ sung chất chiết lá cách theo các 

chu kỳ khác nhau đều có thể kích hoạt mật độ bạch 

cầu trong máu cá tra. Điều này cũng tương đồng với 

các nghiên cứu trước đây, Binaii et al. (2014) bổ 

sung chất chiết từ cây tầm ma (Urtica dioica) vào 

thức ăn cá tầm (Huso huso) sau 8 tuần, mật độ tổng 

bạch cầu tăng cao nhất ở nghiệm thức 6%, khác biệt 

so với đối chứng (p<0,05). Sử dụng 3.000 mg/kg 

chất chiết từ nước ép quả bứa bổ sung vào thức ăn 

cá tra, kết quả số lượng bạch cầu của cá tăng gấp 2 

lần so với nghiệm thức đối chứng và các nghiệm 

thức khác (Prasad & Priyanka, 2011). Một vài chiết 

xuất từ Ocimum sanctum, Emblica officinalis, 

Cynodon dactylon, và Adhatoda vasica cũng cho 

thấy có khả năng kích thích làm gia tăng tế bào bạch 

cầu và hoạt động thực bào ở cá vàng (Carassius 

auratis) (Selvaraj et al., 2005). Đặng Thị Hoàng 

Oanh và Trần Thị Yến Nhi (2011) bổ sung dịch chiết 

hoàng kỳ với liều lượng 0,5% vào thức ăn cá tra (20-

30 g/con) trong 5 tuần cho thấy  số lượng hồng cầu, 

tế bào lympho, bạch cầu đơn nhân, bạch cầu trung 

tính, tiểu cầu đều tăng so với cá ăn thức ăn không bổ 

sung dịch chiết hoàng kỳ. Thí nghiệm bổ sung chất 

chiết cây kế sữa vào thức ăn cá hồi cũng cho thấy số 

lượng tế bào lympho tăng lên tuy nhiên chỉ có 

nghiệm thức bổ sung 0,4 g/kg tăng có ý nghĩa so với 

nghiệm thức đối chứng (Ahmadi et al., 2012).  

 Lysozyme còn được gọi là muramidase, là 

một loại chất diệt khuẩn có khả năng thủy phân β- 

[1,4] mối liên hệ giữa axit N- acetylmuramic và N- 

acetylgucosamine trong thành tế bào vi khuẩn. Do 

đó, lysozyme có thể tiêu diệt vi khuẩn Gram dương 

và một số vi khuẩn Gram âm, vì thế hoạt động của 

lysozyme càng cao thì khả năng kháng bệnh càng 

cao (Đỗ Ngọc Liên, 2004). Ngoài ra lysozyme còn 

có thể tương tác trực tiếp với bạch cầu và đại thực 

bào, kích thích và thúc đẩy sự thực bào (Saurabn & 

Sahoo, 2008). Trong thí nghiệm này, bổ sung chất 

chiết lá cách theo các chu kỳ khác nhau đều kích 

hoạt gia tăng hoạt tính lysozyme trên cá tra. Kết quả 

này cũng phù hợp với nghiên cứu của Christybapita 

et al. (2007) khi bổ sung chất chiết cỏ mực vào thức 

ăn cá rô phi trong 3 tuần. Kết quả cho thấy hoạt tính 

lysozyme tăng cao chỉ sau 1 tuần thí nghiệm. Một 

thí nghiệm khác, trên cá chép (Cyprinus carpio) khi 

cho ăn chiết xuất sầu đâu (0,25; 0,5 và 0,75 g/kg 

thức ăn) trong 30 ngày, kết quả ghi nhận cá ở 

nghiệm thức bổ sung chiết xuất sầu đâu (0,25g/kg 

thức ăn) có hoạt tính lysozyme cao nhất (Valsa & 

Balasubramanian, 2014). Kết quả của Gobi et al. 

(2016) cho thấy bổ sung chất chiết ổi vào thức ăn 

trong 30 ngày cũng làm tăng hoạt tính lysozyme trên 
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cá rô phi đen. Nghiên cứu này cho kết quả tương tự, 

khi hoạt tính bổ thể của cá được bổ sung chất chiết 

lá cách tăng cao hơn so với nghiệm thức đối chứng. 

Bổ sung chất chiết theo chu kỳ 2 tuần/tháng cho thấy 

hoạt tính bổ thể tăng cao hơn so với bổ sung chất 

chiết 4 tuần liên tục. Hệ thống bổ thể là một trong 

những thành phần đóng vai trò chủ yếu trong phản 

ứng miễn dịch không đặc hiệu của động vật nói 

chung và cá nói riêng (Magnadorttir, 2006). Một vài 

nghiên cứu ảnh hưởng của chất điều biến miễn dịch 

lên hoạt tính bổ thể của cá cũng được chứng minh, 

Gobi et al. (2016) ghi nhận bổ sung chất chiết ổi vào 

thức ăn cá rô phi làm cá tăng trưởng nhanh, gia tăng 

hoạt tính bổ thể và tăng tính đề kháng với vi khuẩn 

gây bệnh Aeromonas hydrophila. Tuy nhiên, ở thí 

nghiệm đánh giá ảnh hưởng của chất chiết ổi lên đáp 

ứng miễn dịch của tế bào bạch cầu cá tra lại cho thấy 

hoạt động bổ thể gia tăng nhưng khác biệt không có 

ý nghĩa so với đối chứng (Trương Quỳnh Như và 

ctv., 2017). Ngoài ra, kết quả nghiên cứu còn ghi 

nhận hoạt tính thực bào ở cá tra ăn thức ăn được bổ 

sung chất chiết lá cách tăng cao hơn nhóm cá đối 

chứng. MacArthur and Fletcher (1985) cũng đã mô 

tả tế bào đại thực bào là thành phần tế bào quan trọng 

nhất và hoạt động thực bào là một trong những hoạt 

động đáp ứng miễn dịch quan trọng của động vật, 

quá trình thực bào diễn ra nhằm tiêu diệt các kháng 

nguyên, mầm bệnh hay những vật lạ xâm nhập vào 

cơ thể của động vật, giúp con vật đề kháng với một 

số tác nhân gây bệnh (Magnadorttir, 2006). Tế bào 

chính tham gia vào quá trình thực bào ở cá là tế bào 

trung tính và đại thực bào. Shahi et al. (2014) ghi 

nhận sự gia tăng hoạt động thực bào của các tế bào 

bạch cầu trên cá chép nhiễm vi khuẩn Aeromonas 

allosaccharophila.  

 Sau khi cảm nhiễm cá thí nghiệm với vi 

khuẩn E. ictaluri, dấu hiệu bệnh lý của cá tra được 

cảm nhiễm có biểu hiện tương tự dấu hiệu bệnh lý 

gan thận mủ trên cá tra được mô tả bởi Từ Thanh 

Dung và ctv. (2004). Nghiên cứu này cho thấy bổ 

sung 2% chất chiết lá cách theo chu kỳ 2 tuần/tháng 

cho tỉ lệ cá chết thấp nhất. Điều này hoàn toàn phù 

hợp với việc gia tăng chỉ số huyết học và miễn dịch 

của cá ở nghiệm thức bổ sung chất chiết lá cách. 

Trong đó, hoạt tính lysozyme, bổ thể và đại thực bào 

của cá được kích hoạt cao nhất ở nghiệm thức bổ 

sung theo chu kỳ 2 tuần/tháng so với việc bổ sung 

liên tục 4 tuần. Nghiên cứu của Quách Thị Thanh 

Tâm (2019) cũng ghi nhận bổ sung 2% chất chiết lá 

cách làm giảm tỉ lệ chết của cá khi cảm nhiễm E. 

ictaluri. Tương tự, nghiên cứu của Nya and Austin 

(2009) về khả năng đáp ứng miễn dịch của cá hồi 

vân sau khi cho ăn thức ăn bổ sung Allicin trong 14 

ngày đã ghi nhận cá được bổ sung allicin có tỉ lệ 

sống cao nhất là 88% so với 16% ở cá đối chứng sau 

khi cảm nhiễm với vi khuẩn Aeromonas hydrophila. 

Cá rô phi được cho ăn thức ăn bổ sung tỏi (Allium 

sativum) và Echnicacea purpurea có tỉ lệ sống và 

sức đề kháng cao với mầm bệnh A. hydrophila (Aly 

& Mohamed, 2010). Một nghiên cứu khác bổ sung 

tổ hợp các chất chiết xuất thực vật (nhóm 1: gồm 

hỗn hợp tỏi+gừng, nhóm 2: gồm hỗn hợp Oregano+ 

Echinacea) vào thức ăn cá chép (Cyprinus carpio) 

trong 13 tuần, cho thấy tỉ lệ sống, tốc độ tăng trưởng 

và khả năng kháng vi khuẩn A. hydrophila ở cá được 

bổ sung chiết xuất thực vật tăng cao so với nhóm cá 

đối chứng (Gabor et al., 2012). 

5. KẾT LUẬN  

Cá tra giống ăn thức ăn có bổ sung chất chiết lá 

cách theo các chu kỳ khác nhau cho thấy có sự gia 

tăng các chỉ tiêu huyết học và miễn dịch bao gồm 

hoạt tính lysozyme, hoạt tính bổ thể và hoạt tính đại 

thực bào so với nhóm đối chứng. Sau 8 tuần thí 

nghiệm, nghiệm thức bổ sung 2% lá cách theo chu 

kỳ cách khoảng 2 tuần cho kết quả cá đáp ứng miễn 

dịch tốt nhất so với chu kỳ bổ sung 4 tuần liên tục 

và đối chứng. Ngoài ra, bổ sung 2% lá cách theo chu 

kỳ 2 tuần/tháng còn cho thấy khả năng đề kháng của 

cá đối với vi khuẩn Ewarsiella ictaluri tốt nhất 

Đề xuất bổ sung 2% chất chiết lá cách vào thức 

ăn cá tra theo chu kỳ 2 tuần/tháng cần được nghiên 

cứu ứng dụng thực tế trong mô hình nuôi cá tra 

thương phẩm nhằm đánh giá hiệu quả tác động của 

chất chiết lá cách lên tăng trưởng, sức khỏe cũng 

như khả năng đề kháng bệnh của cá tra trong điều 

kiện ao nuôi thực tế. 
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