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ABSTRACT 

This study aimed to evaluate the effect of dietary chamber bitter (Phyllanthus 

urinaria) extract on the resistance to Bacillary Necrosis in Pangasius (BNP) 

in striped catfish (Pangasianodon hypophthalmus). The experiment was in the 

completely randomized design with 3 triplicated treatments including 0% 

(control); 1% and 2% of P. urinaria extract. After 4 weeks of experimentation, 

fish were injected with Edwardsiella ictaluri. Samples were collected in the 

week 2nd and 4th of experiment and  day 3rd of challenge test for immune 

parameter test. Fish mortalities among treatments were also recorded. The 

results showed that ecrythrocytes, leukocytes, monocytes, lymphocytes and 

lysozyme activity were significantly increased in supplemented P. urinaria 

treatments if compared those of the control (p<0.05). After challenging with 

E. ictaluri, the accumulative mortality of fish in P. urinaria treatments was 

lower than that of the control treatments. Fish fed 2% of P. urinaria extract 

had the lowest mortality. These results indicated that supplementation of 2% 

P.urinaria extract significantly improved the resistance to the BNP infection in 

striped catfish. 

TÓM TẮT 

Nghiên cứu nhằm đánh giá ảnh hưởng của chất chiết diệp hạ châu lên khả 

năng phòng bệnh gan thận mủ của cá tra (Pangasianodon hypophthalmus). 

Thí nghiệm được bố trí hoàn toàn ngẫu nhiên với 3 nghiệm thức gồm 0 (đối 

chứng), 1 và 2% chất chiết diệp hạ châu. Sau 4 tuần thí nghiệm, cá được tiêm 

với vi khuẩn Edwardsiella ictaluri Thu mẫu máu cá vào tuần thứ 2, 4 của thí 

nghiệm. và ngày thứ 3 sau cảm nhiễm để phân tích các chỉ tiêu miễn dịch. Tỉ 

lệ chết của cá sau cảm nhiễm cũng được ghi nhận. Kết quả cho thấy, mật độ 

hồng cầu, tổng bạch cầu, tế bào đơn nhân, lympho và hoạt tính lysozyme của 

cá ở các nghiệm thức bổ sung diệp hạ châu đều tăng cao hơn đối chứng 

(P<0,05}. Sau cảm nhiễm với E. ictaluri, tỉ lệ chết của cá được bổ sung diệp 

hạ châu thấp hơn cá đối chứng, cá ở nghiệm thức 2% diệp hạ châu có tỉ lệ chết 

thấp nhất. Kết quả thí nghiệm cho thấy bổ sung 2% chất chiết diệp hạ châu cải 

thiện khả năng phòng bệnh gan thận mủ cho cá tra. 

Trích dẫn: Bùi Thị Bích Hằng và Trần Thị Tuyết Hoa, 2020. Sử dụng thức ăn bổ sung diệp hạ châu 

(Phyllanthus urinaria) phòng bệnh gan thận mủ trên cá tra (Pangasianodon hypophthalmus). Tạp 

chí Khoa học Trường Đại học Cần Thơ. 56(Số chuyên đề: Thủy sản)(1): 149-160. 
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1 GIỚI THIỆU 

Đồng bằng sông Cửu Long là một trong những 

khu vực phát triển mạnh về nuôi trồng thủy sản, 

trong đó cá tra (Pangasianodon hypophthalmus) là 

loài được nuôi phổ biến nhất. Bên cạnh việc tăng 

nhanh về diện tích nuôi, mật độ nuôi ngày càng cao 

cũng là một trong những nguyên nhân gây ô nhiễm 

môi trường nước và bùng phát dịch bệnh trên cá 

nuôi. Các bệnh thường gặp và gây ảnh hưởng lớn 

đối với nghề nuôi cá tra thâm canh ở Việt Nam như 

gan thận mủ, bệnh xuất huyết phù đầu, trắng gan 

trắng mang, trắng đuôi (Từ Thanh Dung và ctv, 

2010). Để hạn chế dịch bệnh, nhiều loại thuốc và 

hóa chất đã được sử dụng tại nhiều vùng nuôi. Tuy 

nhiên, việc sử dụng kháng sinh và hóa chất nhằm 

kiểm soát dịch bệnh thường xuyên cũng mang đến 

nhiều mối nguy như khả năng tồn lưu dư lượng 

thuốc trong cơ thịt cá, tạo ra các dòng vi khuẩn 

kháng thuốc, ức chế đáp ứng miễn dịch của cá, ô 

nhiễm môi trường (Sarter et al., 2007). Gần đây, 

vaccine đã được nghiên cứu và ứng dụng trong nuôi 

trồng thủy sản nhưng sử dụng vaccine cũng gặp 

nhiều trở ngại như chi phí cao, mỗi loại vaccine chỉ 

đặc hiệu với 1 loại bệnh và đặc biệt là khó ứng dụng 

rộng rãi trong ao nuôi thâm canh với mật độ cá dày. 

Một trong những biện pháp kiểm soát bệnh hứa hẹn 

trong nuôi trồng thủy sản là tăng cường khả năng 

phòng vệ của cá thông qua việc bổ sung chất điều 

biến miễn dịch (Christybapita et al., 2007). Nhiều 

hợp chất có nguồn gốc từ tự nhiên đã được quan tâm. 

Chiết xuất từ thảo dược được ghi nhận có vai trò 

quan trọng trong việc kiểm soát dịch bệnh vì chứa 

những chất có hoạt tính chống oxy hóa, chống vi 

khuẩn, chống stress, đồng thời kích thích sự tăng 

trưởng, thèm ăn, tăng cường hệ miễn dịch và kích 

thích sinh sản (Chitmanat et al., 2005; Chakraborty 

et al., 2011). Bổ sung chất chiết gừng vào thức ăn 

làm tăng cường hệ miễn dịch cũng đã được báo cáo 

trên cá hồi (Nya et al., 2009) và cá chẽm châu Á 

(Talpur et al., 2013). Chất chiết từ hạt giống của cây 

hoa nhài cũng có tác dụng điều biến miễn dịch trên 

cá rô phi, làm tăng khả năng bảo vệ và kháng lại sự 

lây nhiễm của vi khuẩn A. hydrophila khi bổ sung 

qua thức ăn (Kirubakaran et al., 2010) hoặc tiêm 

(Kirubakaran et al., 2016). Tương tự, chất chiết xuất 

từ cỏ gà cũng làm gia tăng khả năng kháng vi khuẩn 

A. hydrophila và V. vulnificus trên cá chép Ấn Độ 

(Balasubramanian et al., 2011) và cá rô phi 

(Immanuel et al., 2009). Các loại thảo dược thường 

dễ tìm và được sử dụng dưới nhiều dạng như thô, 

chất chiết hoặc các hợp chất hoạt tính từ thực vật với 

giá thành rẻ cũng là yếu tố khách quan cho việc sử 

dụng thảo dược để bảo vệ sức khỏe động vật thủy 

sản (Awad andAwaad, 2017). Diệp hạ châu được 

mọc tự nhiên và phân bố nhiều nơi ở Việt Nam. Đây 

là loài dược liệu quí được sử dụng nhiều trong y học 

cổ truyền, điều trị các bệnh về gan, đái tháo đường 

và sỏi thận trên người (Huỳnh Bảo Tuân và ctv, 

2013). Căn cứ trên những thông tin tham khảo, 

nghiên cứu này được thực hiện nhằm đánh giá ảnh 

hưởng của chất chiết diệp hạ châu lên khả năng 

kháng khuẩn E.ictaluri phòng bệnh gan thận mủ của 

cá tra, làm cơ sở đề xuất phương pháp phòng bệnh 

hiệu quả cho cá tra nuôi thương phẩm. 

2 VẬT LIỆU VÀ PHƯƠNG PHÁP 

NGHIÊN CỨU 

2.1 Nguồn vật liệu 

Nguồn cá: cá tra (15-20 g) được chuyển về trại 

thực nghiệm của Khoa Thủy sản, Trường Đại học 

Cần Thơ và thuần dưỡng trong 2 tuần. Trước khi bố 

trí thí nghiệm, 5 cá được kiểm tra lâm sàng ngẫu 

nhiên về hình dạng, ký sinh trùng và vi khuẩn được 

kiểm tra bằng phương pháp PCR. 

Nguồn thảo dược: Diệp hạ châu 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 công nghiệp 32% đạm, 

kích cỡ 2 mm/viên (Grobest). Chất chiết tương ứng 

theo tỉ lệ của mỗi nghiệm thức được bổ sung vào 

thức ăn bằng cách pha loãng với 10 mL DMSO và 

tiếp tục với 10 mL nước, 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 dầu mực 

và tiếp tục để khô tự nhiên trong 8 giờ ở nhiệt độ 

phòng. Thức ăn được trữ ở 4°C trong quá trình thí 

nghiệm. 

2.2 Bố trí thí nghiệm 

2.2.1 Thí nghiệm cho ăn thức ăn bổ sung diệp 

hạ châu 

Thí nghiệm được bố trí hoàn toàn ngẫu nhiên với 

3 nghiệm thức bao gồm nghiệm thức đối chứng (0% 

chất chiết diệp hạ châu), nghiệm thức 1% chất chiết 

diệp hạ châu và nghiệm thức 2% chất chiết diệp hạ 

châu. Mỗi nghiệm thức lặp lại 3 lần. Số lượng thí 

nghiệm 40 cá/bể 500 L. Cá được cho ăn với khẩu 

phần 3% khối lượng thân, chia thành 3 lần/ngày 
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trong 4 tuần. Bể được sục khí liên tục, theo dỏi và 

siphon đáy bể 2 ngày/lần, mỗi lần thay 20-30% thể 

tích nước. Định kỳ thu mẫu máu vào 2 đợt gồm tuần 

thứ 2 (đợt 1) và tuần 4 (đợt 2), thu 3 cá/bể để xác 

định các chỉ tiêu huyết học và hoạt tính lysozyme. 

Cá được cân khối lượng ở thời gian bắt đầu và kết 

thúc thí nghiệm để tính tăng trưởng. 

2.2.2 Thí nghiệm cảm nhiễm với vi khuẩn E. 

ictaluri 

Sau 4 tuần cho ăn thức ăn có bổ sung chất chiết 

diệp hạ châu, cá được cảm nhiễm với vi khuẩn E. 

ictaluri. Thí nghiệm được thực hiện với 4 nghiệm 

thức gồm cá được bổ sung 0% chất chiết diệp hạ 

châu và tiêm vi khuẩn (NT1); cá được bổ sung 1% 

chất chiết diệp hạ châu và tiêm vi khuẩn (NT2); cá 

được bổ sung 2% chất chiết diệp hạ châu và tiêm vi 

khuẩn (NT3); và nghiệm thức đối chứng âm, tiêm 

nước muối sinh lí (0,85% NaCl) (NT4). Mỗi nghiệm 

thức lặp lại 3 lần. Mỗi bể có 13 cá, trong đó 10 cá 

được sử dụng để tính toán tỉ lệ chết của cá cảm 

nhiễm và 3 cá được sử dụng để thu mẫu sau 3 ngày 

cảm nhiễm, bể được sục khí liên tục và không thay 

nước. Mỗi cá được tiêm 0,1 mL vi khuẩn E. ictaluri 

(105 CFU/ml). Cá cảm nhiễm được theo dõi trong 

14 ngày. Sau 3 ngày cảm nhiễm tiến hành thu mẫu 

(đợt 3), mỗi bể thu 3 cá để đo chỉ tiêu huyết học và 

hoạt tính lysozyme (3 cá này sẽ không được tính vào 

tỉ lệ chết tích lũy của cá trong thí nghiệm cảm 

nhiễm). Hằng ngày quan sát dấu hiệu bệnh lý, ghi 

nhận số cá chết, phân lập vi khuẩn E. ictaluri từ thận 

cá lờ đờ và tiến hành tái định danh vi khuẩn bằng 

phương pháp PCR. 

2.3  Phương pháp phân tích  

2.3.1 Tăng trưởng 

Khối lượng gia tăng: WG (g) = (Wt-Wo) 

Tốc độ tăng trưởng tuyệt đối: DWG (g/ngày) = 

(Wt-Wo)/t 

Trong đó: 

Wo: Khối lượng cá ở thời điểm ban đầu (g); Wt: 

Khối lượng cá ở thời điểm kết thúc thí nghiệm (g); 

t: Thời gian nuôi (ngày). 

2.3.2 Định lượng hồng cầu được phân tích theo 

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

hồng cầu được xác định bằng buồng đếm Neubauer 

và tính theo công thức: HC = C105 200 (tế 

bào/mm3) (C: Tổng số hồng cầu của 5 vùng đếm). 

2.3.3 Định lượng bạch cầu được thực hiện theo 

phương pháp của Hrubec et al. (2000). Trải mẫu 

máu bằng cách nhỏ một giọt máu lên lame, dùng một 

lame khác chạm vào giọt máu, sau đó đẩy về phía 

trước, để khô tự nhiên. Mẫu máu sau khi khô cố định 

bằng methanol trong 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). 

2.3.4 Định lượng từng loại bạch cầu trong tổng 

số 200 tế bào bạch cầu được thực hiện theo phương 

pháp của Hrubec et al. (2000). Tính mật độ từng loại 

bạch cầu theo công thức: Mật độ loại bạch cầu 

(tb/mm3) = (Số lượng mỗi loại bạch cầu x 

TBC)/200. 

2.3.5 Hoạt tính lysozyme được phân tích theo 

phương pháp của Ellis (1990). Xây dựng đường 

chuẩn lysozyme với các nồng độ phù hợp. Cho 10μL 

dung dịch từ các nồng độ pha loãng và huyết thanh 

vào đĩa 96 giếng, tiếp theo cho 130μL dịch huyền 

phù Micrococcus luteus (Sigma) vào mỗi giếng. 

Hỗn hợp được ủ ở nhiệt độ 27°C và đo ở bước sóng 

495 nm. Hoạt tính lysozyme được tính dựa vào 

đường chuẩn lysozyme. 

2.3.6 Phương pháp PCR phát hiện vi khuẩn E. 

ictaluri 

Vi khuẩn E. ictaluri được phát hiện dựa theo qui 

trình PCR được mô tả bởi Đặng Thị Hoàng Oanh và 

Nguyễn Trúc Phương (2009). Mẫu hiện vạch 407 bp 

là mẫu dương tính với E. ictaluri. 

2.4 Phương pháp xử lý số liệu 

 Số liệu được nhập, tính trung bình bằng phần 

mềm Excel. Các số liệu được xử lý thống kê 

ANOVA 1 nhân tố và phép thử Duncan với mức ý 

nghĩa 5% bằng phần mềm SPSS. 

3 KẾT QUẢ VÀ THẢO LUẬN 

3.1 Tăng trưởng của cá tra có sung chất 

chiết diệp hạ châu trong thức ăn 

Sau 4 tuần thí nghiệm, cá tra ở các nghiệm thức 

bổ sung chất chiết diệp hạ châu (1% và 2%) có khối 

lượng tăng trung bình lần lượt là (12,02 ± 2,76 và 

15,96 ± 4,63 g) và khác biệt có ý nghĩa thống kê so 

với cá ở nghiệm thức đối chứng (7,92 ± 1,11 g) 

(p<0,05). Tăng trưởng tuyệt đối (DWG)  của cá ở 

các nghiệm thức bổ sung chất chiết diệp hạ châu 

(0,43 ± 0,10 đến 0,57 ± 0,17 g/ngày) đều cao hơn 

đối chứng (0,29± 0,04 g/ngày) có ý nghĩa thống kê 

(p<0,05). Trong đó, cá được bổ sung 1% chất chiết 

diệp hạ châu có tăng trưởng và tốc độ tăng trưởng 

tuyệt đối cao nhất (Bảng 1). 
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Bảng 1: Ảnh hưởng của thảo dược lên tăng trưởng cá tra 

Nghiệm thức Khối lượng cá 

ban đầu (g) 

Khối lượng cá 

cuối (g) 

Tăng trưởng WG 

(g) 

Tốc độ tăng trưởng 

tuyệt đối DWG (g/ngày) 

0% diệp hạ châu 18,33±1,41a 26,26± 0,90a 7,92±1,11a 0,29± 0,04a 

1% diệp hạ châu 17,45±1,62a 29,47±1,63b 12,02±2,76 b 0,43±0,10b 

2% diệp hạ châu 17,84±1,78a 33,80±4,27b 15,96±4,63 b 0,57±0,17b 

(Ghi chú: Các giá trị thể hiện trên bảng là giá trị trung bình và độ lệch chuẩn. Các giá trị có ký tự khác nhau trong cùng 

một cột (a, b) thì khác biệt không có ý nghĩa thống kê (p<0,05)) 

Từ lâu, nhiều loại thảo dược đã được chứng minh 

có tác dụng thúc đẩy tăng trưởng (Sivaram et al., 

2004), do có khả năng chuyển hóa thức ăn tốt 

(Shalaby et al., 2004), tăng cường chuyển hóa 

protein và giữ năng lượng (El-Dakar et al., 2004a; 

2004b) ở động vật thủy sản. Abdel-Hakim et al. 

(2010) bổ sung tỏi vào thức ăn cá rô phi trong suốt 

thời gian ương nuôi (22 tuần) làm tăng tỉ lệ sống, 

thúc đẩy tăng trưởng và khả năng chuyển hóa thức 

ăn, cải thiện hiệu quả sử dụng protein. Tương tự, bổ 

sung các loại thảo dược như so đũa, chùm ngây, tần 

dày lá, húng quế, cà hôi vào thức ăn cũng thúc đẩy 

tăng trưởng cho cá rô phi Oreochromis 

mossambicus (Lee and Gao, 2012). 

3.2 Chỉ tiêu huyết học 

Mật độ tổng hồng cầu 

Sau 2 tuần bổ sung chất chiết diệp hạ châu, mật 

độ hồng cầu của cá dao động từ 2,64×106 đến 

2,81×106 tế bào/mm3 (Hình 1). Nghiệm thức bổ 

sung diệp hạ châu ở nồng độ 1% và 2% đều cho kết 

quả tổng hồng cầu đều cao hơn so với cá ở nhóm đối 

chứng, tuy nhiên sự khác biệt này không có ý nghĩa 

thống kê (p>0,05). Sau 4 tuần thí nghiệm, mật độ 

hồng cầu của cá tăng cao hơn so với thời điểm thu 

mẫu ở tuần thứ 2. Các nghiệm thức có mật độ hồng 

cầu dao động từ 3,27×106 đến 3,43×106 tế bào/mm3. 

Tổng hồng cầu của cá ở nghiệm thức bổ sung 1% và 

2% chất chiết diệp hạ châu đều cho kết quả cao, lần 

lượt có giá trị (3,27×106 và 3,35×106 tế bào/mm3) 

nhưng không khác biệt thống kê so với nghiệm thức 

đối chứng (p>0,05). Sau 3 ngày cảm nhiễm với vi 

khuẩn E. ictaluri, mật độ hồng cầu ở tất cả các 

nghiệm thức đều cao, dao động từ 3,31×106 – 

3,42×106 tế bào/mm3) và khác biệt không có ý nghĩa 

thống kê ở giữa các nghiệm thức (p>0,05).

 

Hình 1: Ảnh hưởng của diệp hạ châu lên mật độ hồng cầu cá tra  

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). Nhiều 

nghiên cứu về ảnh hưởng của chất chiết từ thảo dược 

lên động vật thủy sản đã được thực hiện và ghi nhận 

có sự tác động lên một số chỉ tiêu huyết học của cá. 

Binaii et al. (2014), sử dụng chất chiết từ lá và thân 

cây tầm ma (Urtica dioica) bổ sung vào thức ăn cho 

cá tầm (Huso huso) với các nồng độ 0, 3, 6 và 12% 

trong 8 tuần và ghi nhận số lượng hồng cầu của 

nghiệm thức bổ sung 12% đạt cao nhất và khác biệt 

có ý nghĩa so với đối chứng (p<0,05) ở cả hai lần 
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thu mẫu (sau 4 tuần và 8 tuần). Thí nghiệm bổ sung 

chất chiết từ nước ép quả bứa (Garnicinia gummi-

gutta) với nhiều nồng độ 0, 500, 1.000, 2.000 và 

3.000 mg/kg vào thức ăn cho cá tra làm gia tăng mật 

độ hồng cầu trong cá (Prasad and Priyaka, 2011). 

Sahu et al. (2007) cũng ghi nhận có sự gia tăng tế 

bào hồng cầu khi cho cá trôi Ấn Độ (Labeo rohita) 

sử dụng thức ăn có chứa xoài (Magnifera indica). 

Chất chiết từ lá bàng (Terminalia catappa) cũng làm 

mật độ hồng cầu, hàm lượng hemoglobin trong máu 

cá tăng (Nugroho et al., 2016) 

Tổng bạch cầu 

Sau 2 tuần thí nghiệm, mật độ tổng bạch cầu của 

các nghiệm thức bổ sung chất chiết xuất diệp hạ 

châu dao động từ 258,60×103 – 309,10×103 tế 

bào/mm3 (Hình 2). Trong đó, nghiệm thức 1% diệp 

hạ châu cho mật độ tổng bạch cầu tăng cao 

(309,10×103 tế bào/mm3), cao hơn so với nghiệm 

thức đối chứng (263,92×103 tế bào/mm3) nhưng 

không có ý nghĩa thống kê. Sau 4 tuần, mật độ bạch 

cầu của các nghiệm thức có sự tăng nhẹ so với tuần 

thứ 2, đặc biệt tăng cao ở nghiệm thức bổ sung 2% 

diệp hạ châu. Tổng bạch cầu ở nghiệm thức 1% và 

2% diệp hạ châu có giá trị lần lượt 299,87×103 và 

295,84×103 tế bào/mm3, cao hơn nghiệm thức đối 

chứng (247,36×103 tế bào/mm3) nhưng sự khác biệt 

này không có ý nghĩa thống kê (p>0,05). Sau 3 ngày 

cảm nhiễm, kết quả tổng bạch cầu của cá đều gia 

tăng. Nghiệm thức bổ sung 1 và 2% diệp hạ châu 

tăng rất cao (346,58×103 và 348,35×103 tế bào/mm3) 

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

đối chứng (287,69×103 tế bào/mm3) (p<0,05).

 

Hình 2: Ảnh hưởng của diệp hạ châu lên mật độ tổng bạch cầu của cá tra  

(Ghi chú: Các giá trị trong cùng một đợt có các chữ cái khác nhau (a,b), khác biệt có ý nghĩa thống kê (p<0,05)) 

Kết quả nghiên cứu này cho thấy diệp hạ châu 

có thể kích hoạt bạch cầu trong máu cá tra. Kết quả 

này cũng tương đồng với các nghiên cứu trước như 

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). Cá tra 

sử dụng thức ăn có bổ sung chất chiết từ hoa môi 

(Zhumeria majdae) với nhiều nồng độ khác nhau 0; 

150; 300; 600 mg/kg thức ăn trong 45 ngày thì 

nghiệm thức bổ sung 600 mg/kg chất chiết hoa môi 

có mật độ hồng cầu (3,1×106 tb/mm3) và bạch cầu 

(7,4×103 tb/mm3) tăng cao nhất (Mohammad et 

al.,2013). Uthayakumar et al. (2014) bổ sung chiết 

xuất sầu đâu (0; 0,2; 2 và 200mg/kg) vào thức ăn 

cho cá lóc (Channa striata) sau 1 tháng cho kết quả 

cá ở nghiệm thức 200 mg/kg thức ăn có hồng cầu 

(2,68 x 106 tb/mm3) và bạch cầu (146,6 x 103 

tb/mm3) cao nhất, khác biệt có ý nghĩa thống kê với 

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

từ nước ép quả bứa (Garcinia gummi-gutta) 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 and Priyanka, 

2011). 

Bạch cầu đơn nhân 

Kết quả sau 2 tuần thí nghiệm cho thấy chiết xuất 

diệp hạ châu có khả năng kích thích làm gia tăng tế 

bào đơn nhân. Đặc biệt, nghiệm thức bổ sung 2% 

diệp hạ châu có mật độ tế bào đơn nhân 32,89×103 

tế bào/mm3 đạt giá trị cao nhất, nhưng khác biệt 

không ý nghĩa so với nghiệm thức đối chứng 

(28,06×103 tế bào/mm3) (p>0,05). Sau 4 tuần, tế bào 
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đơn nhân của các nghiệm thức bổ sung chiết xuất 

diệp hạ châu 1%, 2% có giá trị lần lượt là 24,93×103 

và 32,92×103 tế bào/mm3 tăng cao hơn so với 

nghiệm thức đối chứng nhưng chỉ nghiệm thức 2% 

diệp hạ châu khác biệt có ý nghĩa thống kê (p<0,05). 

Sau 3 ngày cảm nhiễm với vi khuẩn gây bệnh gan 

thận mủ, mật độ tế bào đơn nhân ở nghiệm thức bổ 

sung 1% và 2% diệp hạ châu tiếp tục gia tăng, đạt 

giá trị lần lượt là 27,34×103 và 38,61×103 tế 

bào/mm3, cao hơn so với nghiệm thức đối chứng 

(23,79×103 tế bào/mm3). Trong đó, nghiệm thức bổ 

sung 2% diệp hạ châu khác biệt có ý nghĩa thống kê 

so với đối chứng (p<0,05). 

Tế bào đơn nhân là một trong những thành phần 

quan trọng của hệ miễn dịch, là tiền thân của đại 

thực bào, giữ chức năng quan trọng trong việc nhận 

dạng và thực bào kháng nguyên bảo vệ cơ thể khỏi 

các vật lạ xâm nhập (Đỗ Ngọc Liên, 2004). Sự gia 

tăng tổng bạch cầu cũng được ghi nhận trong thí 

nghiệm ở cá chép ngâm 10 phút/ngày trong liên tục 

30 ngày với chiết xuất lá sầu đâu liều lượng 1 g/L 

(Harikrishnan et al., 2003). 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) 

(Selviraj et al., 2005). Yeganeh et al. (2015) cũng 

phát hiện hồng cầu, tổng bạch cầu và huyết sắc tố 

tăng đáng kể ở cá hồi (Oncorhynchus mykiss) sau 

khi bổ sung tảo Spirulina platensis vào thức ăn trong 

10 tuần. Một số nghiên cứu bổ sung chất điều biến 

miễn dịch vào thức ăn cho cá cũng làm gia tăng mật 

độ bạch cầu đơn nhân trong máu của cá. Bổ sung 

vitamin C cho cá tra thông qua phương pháp cho ăn 

ghi nhận được sự gia tăng rõ rệt số lượng tế bào máu 

bao gồm tổng bạch cầu và các loại tế bào bạch cầu 

như tế bào lympho, tế bào đơn nhân và bạch cầu 

trung tính ở nhóm cá được bổ sung vitamin C sau 4 

tuần (Bùi Thị Bích Hằng và ctv., 2015). Bùi Thị 

Bích Hằng và ctv. (2017) cũng nhận thấy sau 4 tuần 

bổ sung levamisole, mật độ bạch cầu đơn nhân, bạch 

cầu trung tính, tế bào lympho và tiểu cầu tăng cao ở 

các nghiệm thức có bổ sung levamisole. Tuy nhiên, 

chỉ có nghiệm thức 300 mg/kg thể hiện sự khác biệt 

có ý nghĩa thống kê với đối chứng ở chỉ tiêu bạch 

cầu đơn nhân.

 

Hình 3: Ảnh hưởng của diệp hạ châu lên mật độ bạch cầu đơn nhân của cá tra 

(Ghi chú: Các giá trị trong cùng một đợt có các chữ cái khác nhau (a,b) thì khác biệt có ý nghĩa thống kê (p<0,05)) 

Bạch cầu trung tính 

Kết quả sau 2 tuần thí nghiệm cho thấy mật độ 

bạch cầu trung tính ở các nghiệm thức dao động 

trong khoảng 22,29×103- 25,96×103 tế bào/mm3 

(Hình 4). Nghiệm thức bổ sung 1 và 2% chất chiết 

diệp hạ châu có mật độ bạch cầu trung tính lần lượt 

là 24,03×103 và 25,96×103 tế bào/mm3, khác biệt 

không có ý nghĩa thống kê (p>0,05) so với đối 

chứng (22,29×103 tế bào/mm3). Sau 4 tuần thí 

nghiệm, số lượng tế bào trung tính ở các nghiệm 

thức bổ sung diệp hạ châu (24,09×103 và 24,82×103 

tế bào/mm3) cao hơn so với nghiệm thức đối chứng 

(18,07×103 tế bào/mm3), chỉ có nghiệm thức 2% 

diệp hạ châu cho giá trị khác biệt có ý nghĩa thống 

kê so với nghiệm thức đối chứng (p<0,05). Sau 3 

ngày cảm nhiễm cho thấy tế bào trung tính ở 1% và 

2% diệp hạ châu tăng cao (27,35×103 và 29,77×103 

tế bào/mm3) nhưng vẫn khác biệt không có ý nghĩa 

so với đối chứng.
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Hình 4: Ảnh hưởng của diệp hạ châu lên mật độ bạch cầu trung tính của cá tra 

(Ghi chú: Các giá trị trong cùng một đợt có các chữ cái khác nhau (a,b), khác biệt có ý nghĩa thống kê (p<0,05)) 

Bạch cầu trung tính thực hiện chức năng thực 

bào và hỗ trợ hoạt động của đại thực bào, tế bào này 

thường tập trung và tiến hành thực bào tại những nơi 

có phản ứng viêm. Đặng Thị Hoàng Oanh và Trần 

Thị Yến Nhi (2011) cho biết dịch chiết từ Hoàng kỳ 

được bổ sung với liều lượng 0,5% vào thức ăn cho 

cá tra (20-30 g/con) trong 5 tuần cho kết quả số 

lượng hồng cầu, tế bào lympho, bạch cầu đơn nhân, 

bạch cầu trung tính, tiểu cầu tăng so với cá ăn thức 

ăn không bổ sung (đối chứng). 

Mật độ tế bào lympho 

Ở tuần thứ 2, mật độ tế bào lympho ở các nghiệm 

thức dao động từ 171,3103- 220,4103 tế bào/mm3 

(Hình 5). Nghiệm thức bổ sung 1% và 2% chất chiết 

diệp hạ châu có mật độ tế bào lympho lần lượt đạt 

giá trị 220,4103 và 193,4103 tế bào/mm3, cao hơn 

so với nghiệm thức đối chứng (171,3103 tế 

bào/mm3). Ở tuần thứ 4, mật độ tế bào lympho ở các 

nghiệm thức 1% và 2% chất chiết diệp hạ châu đạt 

224,7103 và 202,81103 tế bào/mm3, tăng cao có ý 

nghĩa thống kê so với nghiệm thức đối chứng 

(143,56103 tế bào/mm3) (p<0,05). Sau 3 ngày cảm 

nhiễm với vi khuẩn, tế bào lympho ở nghiệm thức 

bổ sung 1% diệp hạ châu là (238,47103 tế 

bào/mm3) tăng cao có ý nghĩa thống kê so với 

nghiệm thức đối chứng (p<0,05). 

 

Hình 5: Ảnh hưởng của diệp hạ châu lên mật độ tế bào lympho của cá tra 

(Ghi chú: Các giá trị trong cùng một đợt có các chữ cái khác nhau (a, b), khác biệt có ý nghĩa thống kê (p<0,05)) 

Kết quả thí nghiệm trên cũng tương đồng với các 

nghiên cứu trước đây, Fazlolahzadeh et al. (2011) 

ghi nhận, mật độ tế bào lympho của cá hồi vân tăng 

cao ở các nghiệm thức sử dụng thức ăn có bổ sung 

0,45 g và 0,6 g bột tỏi/kg thức ăn so với nghiệm thức 

đối chứng. Mai Thanh Thanh và Bùi Thị Bích Hằng 

(2018) cho biết bổ sung tỏi vào thức ăn cá tra cũng 

kích thích làm gia tăng mật độ tế bào lympho của cá. 
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Thí nghiệm bổ sung chất chiết cây kế sữa vào thức 

ăn cá hồi cũng cho thấy số lượng tế bào lympho tăng 

lên nhưng chỉ có nghiệm thức bổ sung 0,4 g/kg tăng 

có ý nghĩa so với nghiệm thức đối chứng (Ahmadi 

et al., 2012).  

Tiểu cầu 

Sau 2 tuần thí nghiệm, mật độ tiểu cầu dao động 

trong khoảng 20,17×103 – 24,45×103 tế 

bào/mm3(hình 3). Nghiệm thức bổ sung chất chiết 

xuất diệp hạ châu lần lượt là tăng cao hơn so với đối 

chứng nhưng khác biệt không có ý nghĩa thống kê 

(p>0,05). Sau 4 tuần, các nghiệm thức bổ sung 1% 

và 2% chiết xuất diệp hạ châu tiếp tục tăng và cho 

kết quả tương đương nhau (27,97×103 và 29,77×103 

tế bào/mm3), tăng cao hơn so với nghiệm thức đối 

chứng (22,39×103 tế bào/mm3). Sau 3 ngày cảm 

nhiễm với vi khuẩn, tiểu cầu ở các nghiệm thức bổ 

sung 1% và 2% chất chiết diệp hạ châu tương ứng 

đạt 28,91×103 và 32,97×103 tế bào/mm3, cao hơn so 

với nghiệm thức đối chứng (18,55×103 tế bào/mm3). 

Tuy nhiên, sự khác biệt này không có ý nghĩa thống 

kê (p>0,05).

 

Hình 6: Ảnh hưởng của diệp hạ châu lên tiểu cầu của cá tra sau thí nghiệm 

(Ghi chú: Các giá trị trong cùng một đợt có các chữ cái khác nhau (a,b), khác biệt có ý nghĩa thống kê (p<0,05)) 

Kết quả này tương đồng với nghiên cứu của 

Prasad and Priyanka (2011) khi bổ sung chất chiết 

từ nước ép quả bứa (G.gummi-gutta) vào thức ăn 

cá trôi thì số lượng tiểu cầu tăng lên nhưng khác biệt 

không có ý nghĩa giữa các nghiệm thức. Bùi Thị 

Bích Hằng (2017) sử dụng vitamin C kích thích 

miễn dịch không đặc hiệu trên cá tra cũng cho thấy 

số lượng tế bào này không có khác biệt giữa các 

nghiệm thức sau 2 và 4 tuần thí nghiệm. Nghiên cứu 

bổ sung tỏi vào thức ăn cá tra cũng không ảnh hưởng 

đến mật độ tế bào tiểu cầu của cá tra (Mai Thanh 

Thanh và Bùi Thị Bích Hằng, 2018). 

Hoạt tính lysozyme 

Sau 2 tuần sử dụng thức ăn có bổ sung chất chiết 

thảo dược, hoạt tính lysozyme của cá ở các nghiệm 

thức dao động từ 153,67 đến 189,83 µg/mL (Hình 

7). Nghiệm thức bổ sung 1% chiết xuất diệp hạ châu 

có hoạt tính lysozyme cao nhất 189,8 µg/mL và khác 

biệt có ý nghĩa so với với nghiệm thức đối chứng 

153,7 µg/mL (p<0,05). Sau 4 tuần thí nghiệm, hoạt 

tính lysozyme ở các nghiệm thức bổ sung 1 và 2% 

diệp hạ châu tăng cao hơn ở tuần thứ 2, lần lượt đạt 

giá trị 200,3 và 197 µg/mL và cao hơn có ý nghĩa 

thống kê so với nghiệm thức đối chứng. Trong đó, 

hoạt tính lysozyme ở nghiệm thức bổ sung 1% chiết 

xuất diệp hạ châu đạt giá trị cao nhất (200,3 µg/mL). 

Sau 3 ngày cảm nhiễm với vi khuẩn E. ictaluri, hoạt 

tính lysozyme ở các nghiệm thức đều tăng cao, dao 

động trong khoảng 185,9 – 263,3 µg/mL. Các 

nghiệm thức bổ sung 1 và 2% diệp hạ châu có hoạt 

tính lysozyme lần lượt đạt giá trị 256,3 và 263,3 

µg/mL cao hơn so với nghiệm thức đối chứng 

(185,91 µg/mL) gấp 1,37 và 1,42 lần, sự khác biệt 

này có ý nghĩa thống kê (p<0,05).
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Hình 7: Ảnh hưởng của diệp hạ châu lên hoạt tính lysozyme của cá tra  

(Ghi chú: Các giá trị trong cùng một đợt có các chữ cái khác nhau (a,b) thì khác biệt có ý nghĩa thống kê (p<0,05)) 

Lysozyme là một enzyme có khả năng cắt cầu 

nối giữa phân tử N-acetyl glucosamine và N-acetyl 

muramin có trong cấu tạo của màng vi khuẩn. Chính 

nhờ hoạt tính trên mà lysozyme có thể tiêu diệt vi 

khuẩn Gram dương và một số vi khuẩn Gram âm, vì 

thế hoạt động của lysozyme càng cao, khả năng 

kháng bệnh càng cao (Đỗ Ngọc Liên, 2004). Kết quả 

thí nghiệm 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 thì hoạt tính 

lysozyme tăng cao chỉ sau 1 tuần thí nghiệm. Thí 

nghiệm trên cá chép (Cyprinus carpio) cho ăn chiết 

xuất sầu đâu (0,25; ,5 và 0,75 g/kg thức ăn) trong 30 

ngày thì cá ở nghiệm thức bổ sung chiết xuất sầu đâu 

(0,25g/kg thức ăn) có hoạt tính lysozyme cao nhất 

(Valsa and Balasubramanian, 2014). Nghiên cứu 

của Asadi et al. (2012) khi bổ sung 1% cải xoong 

cho cá hồi vân trong 21 ngày đã làm tăng hoạt tính 

lysozyme của cá và khác biệt có ý nghĩa thống kê 

(p<0,05) so với nghiệm thức đối chứng. Tương tự, 

Ahmadi et al. (2012) cũng ghi nhận khi bổ sung 

chiết xuất cây kế sữa vào thức ăn cá hồi thu được kết 

quả lysozyme cao hơn có ý nghĩa so với nghiệm 

thức đối chứng ở 2 nồng độ 0,1 và 0,4 g/kg thức ăn. 

3.3 Kết quả cảm nhiễm vi khuẩn E. ictaluri  

3.3.1 Dấu hiệu bệnh lý và tỉ lệ chết tích lũy 

Sau 14 ngày theo dõi thí nghiệm cảm nhiễm với 

vi khuẩn E. ictaluri. Kết quả cho thấy cá sau khi cảm 

nhiễm có dấu hiệu bơi lờ đờ, kém ăn, không phản 

ứng với tiếng động và một số vây cá có dấu hiệu tưa 

rách, xuất huyết nhẹ. Khi giải phẫu bên trong nội 

quan thường có dịch trong xoang bụng, gan thận và 

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

8). Dấu hiệu bệnh lý của cá tra khi cảm nhiễm với 

E. ictaluri giống như mô tả dấu hiệu bệnh gan thận 

mủ trên cá tra của Từ Thanh Dung và ctv. (2004). 

Cá ở nghiệm thức đối chứng (tiêm nước muối sinh 

lý) khỏe mạnh và không có bất cứ dấu hiệu bệnh lý 

nào. 

 

Hình 8: Thận và gan cá cảm nhiễm có đốm 

trắng (mũi tên) 

Trong 2 ngày đầu sau khi tiêm vi khuẩn E. 

ictaluri, cá ở tất cả các nghiệm thức đều bình 

thường, đến ngày thứ 3 cá bắt đầu chết và tiếp tục 

chết nhiều ở các ngày 4 và 5. Tuy nhiên, ngày thứ 6 

thì cá chết giảm dần và ngừng chết vào ngày thứ 8. 

Cá đối chứng ở nghiệm thức tiêm nước muối sinh lí 

vẫn bình thường, không có biểu hiện bệnh và không 

có cá chết. Sau 14 ngày cảm nhiễm với vi khuẩn, kết 

quả cho thấy tỉ lệ chết ở các nghiệm thức bổ sung 

chất chiết diệp hạ châu đều thấp hơn với nghiệm 

thức đối chứng (Hình 9). Cụ thể nghiệm thức bổ 

sung 1% và 2% diệp hạ châu có tỉ lệ cá chết lần lượt 

là 33,3% và 19,1%, thấp hơn có ý nghĩa thống kê so 

với cá đối chứng (57,1%).
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Hình 9: Tỷ lệ chết của cá cảm nhiễm 

(Ghi chú: Các giá trị trên đồ thị có các chữ cái khác nhau (a,b), khác biệt có ý nghĩa thống kê (p<0,05)) 

Tái định danh vi khuẩn E. ictaluri 

Kết thúc thí nghiệm cảm nhiễm, tiến hành tái 

định danh vi khuẩn bằng phương pháp PCR trên 

mẫu thận cá. 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. 

 

Hình 10: Kết quả điện di sản phẩm PCR tái định danh vi khuẩn  

(Giếng M: thang đo ADN; Giếng (-): đối chứng âm; Giếng (+): đối chứng dương; Giếng 1: Đối chứng Giếng 2: 1% 

diệp hạ châu, Giếng 3: 2% diệp hạ châu) 

4 KẾT LUẬN  

Cá tra giống ăn thức ăn có bổ sung chất chiết 

diệp hạ châu 4 tuần cho thấy có sự gia tăng một số 

chỉ tiêu huyết học bao gồm tổng bạch cầu, bạch cầu 

đơn nhân, tế bào lympho và hoạt tính lysozyme. Sau 

cảm nhiễm với vi khuẩn E. ictaluri gây bệnh gan 

thận mủ thì tỉ lệ chết của cá ở các nghiệm thức bổ 

sung chất chiết diệp hạ châu đều giảm so với đối 

chứng. Như vậy, nên bổ sung 2% chất chiết diệp hạ 

châu vào thức ăn cá tra nhằm kích hoạt đáp ứng 

miễn dịch, tăng cường khả năng phòng bệnh gan 

thận mủ cho cá. 
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