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ABSTRACT 

The study was conducted to evaluate the effects of Punica granatum extract on 

growth performance and immune response of catfish (Pangasianodon 

hypophthalmus). The experiment was in the completely randomized design 

with three treatments including 0% (control); 1.5% and 3% supplemented P. 

granatum extract for 4 weeks. After four weeks, fish were infected with 

Edwardsiella ictaluri. The parameters including the erythrocytes, leukocytes, 

lymphocytes, monocytes, neutrophils, thrombocytes and lysozyme activity were 

examined in the week 2nd, 4th of experiment and day 3rd post challenge test. 

Results showed that supplemented P. granatum extract enhanced the growth 

performance of striped catfish. In addition, total leukocytes, monocytes, 

lymphocytes and lysozyme activity significantly increased in treatment of 

supplemented P. granatum extracts compare to the control (p<0.05). The 

accumulative mortality of fish in P. granatum treatments were lower than 

control treatment after challenge with E. ictaluri. The study indicated that 

supplemented of 1.5% P.granatum extract could improve the immune system 

of fish, thereby protecting the striped catfish against E. ictaluri bacteria. 

TÓM TẮT 

Nghiên cứu được thực hiện nhằm đánh giá  ảnh hưởng chất chiết lựu lên tăng 

trưởng và đáp ứng miễn dịch của cá tra (Pangasianodon hypophthalmus). Thí 

nghiệm được bố trí hoàn toàn ngẫu nhiên với ba nghiệm thức bao gồm 0% (đối 

chứng); 1,5% và 3% chất chiết lựu trong bốn tuần. Sau bốn tuần, cá được cảm 

nhiễm với Edwardsiella ictaluri. Các chỉ tiêu bao gồm mật độ hồng cầu, bạch 

cầu, lympho, bạch cầu đơn nhân, trung tính, tiểu cầu và hoạt tính lysozyme 

được theo dõi vào tuần thứ 2, 4 của thí nghiệm và ngày thứ 3 sau cảm nhiễm. 

Kết quả cho thấy bổ sung chất chiết lựu giúp cá tăng trưởng nhanh. Mật độ 

bạch cầu, tế bào đơn nhân, lympho và hoạt tính lysozyme gia tăng ở các 

nghiệm thức bổ sung lựu so với đối chứng (p<0,05). Sau cảm nhiễm với E. 

ictaluri, cá được bổ sung chất chiết lựu đều có tỷ lệ chết thấp hơn đối chứng. 

Nghiên cứu cho thấy bổ sung 1,5% chất chiết lựu vào thức ăn giúp cải thiện 

hệ miễn dịch của cá và bảo vệ cá kháng lại vi khuẩn E. ictaluri. 

Trích dẫn: Bùi Thị Bích Hằng và Trần Thị Tuyết Hoa, 2020. Ảnh hưởng của chất chiết lựu (Punica granatum) 

lên tăng trưởng và đáp ứng  miễn dịch của cá tra (Pangasianodon hypophthalmus). Tạp chí Khoa 

học Trường Đại học Cần Thơ. 56(Số chuyên đề: Thủy sản)(1): 161-169. 

mailto:btbhang@ctu.edu.vn
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1 GIỚI THIỆU 

Cá Tra (Pangasianodon hypophthalmus) đã và 

đang là đối tượng nuôi hấp dẫn đối với người dân 

vùng đồng bằng sông Cửu Long (ĐBSCL). Theo 

thống kê của Bộ Nông nghiệp và Phát triển nông 

thôn (2018) diện tích nuôi cá tra của Việt Nam trong 

năm 2018 đạt 5.400 ha, tăng 3,3%, sản lượng đạt 

1,42 triệu tấn, tăng 8,4% và kim ngạch xuất khẩu cá 

tra đạt 2,26 tỷ USD tăng 26,4% so với năm 2017. 

Bên cạnh thành công về sản lượng nuôi, người nuôi 

cá tra hiện đang đối mặt với nhiều thách thức, trong 

đó bệnh là một trong những trở ngại chính cho nghề 

nuôi cá. Để kiểm soát mầm bệnh trên cá nuôi, người 

dân đã sử dụng nhiều loại kháng sinh, việc sử dụng 

kháng sinh thường rất tốn kém nhưng chỉ có hiệu 

quả nhất thời. Hơn nữa, lượng kháng sinh tồn lưu 

không chỉ ảnh hưởng đến chất lượng của sản phẩm 

mà còn ảnh hưởng đến sức khỏe người tiêu dùng, 

việc sử dụng kháng sinh làm tăng chi phí nuôi, giảm 

lợi nhuận và gặp nhiều bất lợi khi xuất khẩu sang 

các thị trường nước ngoài (Bùi Quang Tề, 2006).  

Do vậy, thay đổi biện pháp quản lý dịch bệnh 

trên cá nuôi bằng sản phẩm có hoạt tính sinh học 

cao, có nguồn gốc tự nhiên, thân thiện môi trường là 

rất cần thiết và sử dụng sản phẩm thảo dược là một 

trong những giải pháp tiềm năng (Johnson and 

Banerji, 2007; Budzynska et al., 2011). Một số 

nghiên cứu đã 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. Bổ sung 

chất chiết từ ổi (Psidium guajava) vào thức ăn làm 

tăng hoạt động của hệ miễn dịch và hạn chế dịch 

bệnh do vi khuẩn Aecromonas hydrophila 

(Rattanachaikunsopon and Phumkhachorn, 2009); 

Chiết xuất từ ổi và hoa cúc cũng cho thấy khả năng 

kháng vi khuẩn Streptococcus agalactiae với MIC 

là 6,25 mg/mL (Abdelhadi and Soliman, 2012). 

Ngoài ra, nhiều loài thảo dược được ghi nhận có khả 

năng kích thích tăng trưởng và miễn dịch ở cá nuôi 

(Pavaraj et al., 2011; Harikrishnan et al., 2012).  

Lựu (Punica granatum), loại cây ăn trái thuộc họ 

Punicaceae, được trồng phổ biến ở Việt Nam và 

nhiều nước khác. Tất cả các bộ phận của cây bao 

gồm hạt, hoa, trái, vỏ, lá, cành và rễ đều thể hiện 

hoạt tính kháng oxy hóa, kháng khuẩn, kháng viêm 

và kháng ung thư cao (Seeram et al., 2006). Nhiều 

dược phẩm có nguồn gốc từ lựu được sử dụng để 

phòng trị nhiều bệnh trên người và động vật như 

nhiễm trùng vi khuẩn, tiêu chảy, kiết lỵ, xuất huyết 

và các bệnh hô hấp (Kim and Choi, 2009). Trong 

thủy sản, cá hồi sử dụng thức ăn có bổ sung dầu hạt 

lựu cho tăng trưởng nhanh, tăng hoạt tính miễn dịch 

và hạn chế tỉ lệ chết của cá khi nhiễm khuẩn Yersinia 

ruckeri (Acar et al., 2018). Tuy nhiên, các nghiên 

cứu ảnh hưởng của lựu lên các đối tượng nuôi thủy 

sản chưa nhiều. Nghiên cứu này được thực hiện 

nhằm đánh giá tác động của việc bổ sung chất chiết 

lựu vào thức ăn lên một số chỉ tiêu huyết học và 

miễn dịch của cá tra (P. hypophthalmus).  

2 PHƯƠNG PHÁP NGHIÊN CỨU 

2.1 Nguồn vật liệu 

Cá tra (15-20 g) được thuần dưỡng trong trại 

thực nghiệm của Khoa Thủy sản, Đại học Cần Thơ 

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. 

Nguồn thảo dược: lá lựu được 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 (100%). Mẫu 

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

chiết từ các lần ngâm được gom lại, cô quay loại bỏ 

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 (Grosbest). Chất chiết lựu 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, tiếp tục 

để khô tự nhiên trong 8 giờ ở nhiệt độ phòng. Thức 

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

nghiệm. 

2.2 Thí nghiệm bổ sung chiết xuất lựu 

Thí nghiệm bổ sung chiết xuất lựu được bố trí 

hoàn toàn ngẫu nhiên với 3 nghiệm thức 0% (đối 

chứng), 1,5% và 3% chất chiết lựu. Mỗi nghiệm 

thức lặp lại 3 lần với số lượng 40 cá/bể 250 mL. Cá 

được cho ăn với khẩu phần 3% khối lượng thân, chia 

thành 3 lần/ngày trong thời gian 4 tuần. Bể được sục 

khí liên tục, theo dõi và siphon đáy bể 2 ngày/lần, 

mỗi lần thay 20-30% thể tích nước. Định kỳ thu mẫu 

máu vào tuần thứ 2 và tuần 4, thu 3 cá/bể để xác định 

các chỉ tiêu huyết học và hoạt tính lysozyme. Cá 

được cân trọng lượng ở thời gian bắt đầu và kết thúc 

thí nghiệm để tính tăng trưởng. 

2.3 Thí nghiệm cảm nhiễm 

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

lựu, cá được cảm nhiễm với vi khuẩn E. ictaluri. Thí 
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nghiệm được thực hiện với 4 nghiệm thức gồm NT1: 

cá được bổ sung 1,5% chất chiết lựu và tiêm vi 

khuẩn; NT2: cá được bổ sung 3% chất chiết lựu và 

tiêm vi khuẩn; NT3: cá đối chứng và tiêm vi khuẩn; 

NT4: cá đối chứng và tiêm NaCl (0,85%). Mỗi 

nghiệm thức lặp lại 3 lần với số lượng 10 cá/bể, sục 

khí liên tục và không thay nước cá, cá được cho ăn 

thức ăn đối chứng theo nhu cầu. Mỗi cá được tiêm 

0,1 mL vi khuẩn E. ictaluri (105 CFU/ml). Cá cảm 

nhiễm được theo dõi trong 14 ngày. 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. 

Tỉ lệ sống của cá (%) = (Tổng số cá thí nghiệm 

– tổng số cá chết) / (Tổng số cá thí nghiệm) x 100 

2.4 Phương pháp phân tích  

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). 

Định lượng hồng cầu được thực hiện 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 = C x 10 x5 x 200 (tế 

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

Định lượng bạch cầu được phân tích 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, tiếp tục để 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 x 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 (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. 

Hoạt tính lysozyme được phân tích theo 

phương pháp Ellis et al. (1990). Xây dựng đường 

chuẩn lysozyme với các nồng độ 0, 2, 4, 8 và 

16μg/mL. Cho 10 μL dung dịch từ các nồng độ pha 

loãng và huyết thanh vào đĩa 96 giếng, tiếp theo cho 

130 μL 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. 

Qui trình 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.   

2.5 Phương pháp phân tích số liệu 

Số liệu được tính toán và xử lý bằng phần mềm 

Excel. Xử lý thống kê bằng phương sai 1 nhân tố 

ANOVA và so sánh sự khác biệt có ý nghĩa bằng 

phép thử Duncan ở mức ý nghĩa p=0,05 với phần 

mềm SPSS 16.0. 

3 KẾT QUẢ  

3.1 Tăng trưởng 

Sau 4 tuần thí nghiệm, kết quả cho thấy tăng 

trọng của cá dao động trong khoảng 7,92–15,53 g 

(Bảng 1). Nghiệm thức bổ sung 1,5% và 3% lựu tăng 

lần lượt 15,53 g và 11,28 g, trong khi nghiệm thức 

đối chứng chỉ tăng 7,92 g. Khối lượng trung bình 

của các nghiệm thức có bổ sung chiết xuất lựu đều 

tăng cao hơn so với nghiệm thức đối chứng lần lượt 

là 1,9 và 1,4 lần. Tuy nhiên, nghiệm thức bổ sung 

1,5% lựu thể hiện sự khác biệt có ý nghĩa thống kê 

(p<0,05) so với đối chứng. Tương tự, tốc độ tăng 

trưởng tương đối của cá ở các nghiệm thức bổ sung 

chất chiết lựu cũng cao hơn so với cá đối chứng. Cá 

ở nghiệm thức bổ sung 1,5% cho kết quả tốc độ tăng 

trưởng tương đối cao nhất (0,55 g/ngày) và cao hơn 

có ý nghĩa (p<0,05) so với nghiệm thức đối chứng. 

Bảng 1: Ảnh hưởng của thảo dược lên tăng 

trưởng của cá tra. 

Nghiệm thức 
Tăng trưởng 

WG(g) DWG (g/ngày) 

Đối chứng (0% 

lựu) 
7,92 ± 1,11a 0,29 ± 0,04a 

1,5% lựu 15,53 ± 2,75 b 0,55 ± 0,10b 

3% lựu 11,28 ± 4,55ab 0,40 ± 0,16ab 

Ghi chú: Các giá trị thể hiện trên bảng là giá trị trung 

bình ± độ lệch chuẩn. WG: Tăng trọng (g). DWG: Tốc 

độ tăng trưởng theo ngày (g/ngày). Các giá trị có ký tự 

giống nhau trong cùng một cột (a,b) thì khác biệt không 

có ý nghĩa thống kê (p>0,05). 
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3.2 Chỉ tiêu huyết học 

Hồng cầu: kết quả định lượng hồng cầu cho thấy 

mật độ tổng hồng cầu gia tăng sau 2 tuần cho ăn 

chiết xuất lựu (Hình 1). Mật độ hồng cầu ở nghiệm 

thức 1,5% lựu là 2,96x106 tb/mm3 và nghiệm thức 

3% lựu là 2,99x106 tb/mm3 cao hơn so với nhóm đối 

chứng (2,64x106 tb/mm3). Tuy nhiên, sự khác biệt 

giữa các nghiệm thức không có ý nghĩa thống kê 

(p>0,05). Sau 4 tuần bổ sung chất chiết lựu, mật độ 

hồng cầu của cá ở các nghiệm thức đều tăng cao hơn 

so với ở thời điểm thu mẫu tuần thứ 2 nhưng không 

có sự khác biệt thống kê ở các nghiệm thức thí 

nghiệm. Tương tự, sau cảm nhiễm với vi khuẩn E. 

ictaluri, mật độ hồng cầu ở các nghiệm thức không 

có sự khác biệt thống kê (p>0,05) 

 

Hình 1: Ảnh hưởng của chất chiết lựu lên mật độ hồng cầu cá tra  

Tổng bạch cầu: kết quả định lượng tổng bạch 

cầu cho thấy sau 2 tuần bồ sung chiết xuất lựu, tổng 

bạch cầu của cá ở 2 nghiệm thức 1,5% và 3% tăng 

cao so với nghiệm thức 0%, nhưng sự khác biệt này 

không có ý nghĩa thống kê (p>0,05). Tương tự, sau 

4 tuần cho ăn chiết xuất tổng bạch cầu của nghiệm 

thức 3% tăng cao hơn so với nghiệm thức 0% và 

1,5% nhưng khác biệt không có ý nghĩa thống kê 

(p>0,05). Sau 3 ngày cảm nhiễm tổng bạch cầu của 

cá ở nghiệm thức 1,5% và 3% tăng cao có ý nghĩa 

thống kê (p<0,05) so với nghiệm thức 0% (Hình 2). 

 

Hình 2: Số lượng tổng bạch cầu sau 3 đợt thu mẫu  

Ghi chú: các giá trị có ký tự giống nhau trong cùng một đợt thu mẫu (a,b,c) thì khác biệt không có ý nghĩa thống kê 

(p>0,05) 
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Bạch cầu đơn nhân: sau 2 tuần bổ sung chiết 

xuất lựu vào thức ăn cá tra, mật độ bạch cầu đơn 

nhân của cá dao động từ 21,24 103-32,94 x 103 

tb/mm3 (Bảng 2). Nghiệm thức bổ sung 3% chất 

chiết lựu có mật độ bạch cầu đơn nhân (32,94 x 103 

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

kê so với các nghiệm thức còn lại (p<0,05). Sau 4 

tuần thí nghiệm, nghiệm thức bổ sung 1,5% và 3% 

chất chiết lựu tiếp tục tăng cao, lần lượt đạt giá trị 

37,96 103 và 38,41 x 103 tb/mm3, cao hơn có ý nghĩa 

so với nghiệm thức đối chứng (28,06 x 103 tb/mm3) 

(p<0,05). Sau 3 ngày cảm nhiễm với vi khuẩn, số 

lượng bạch cầu đơn nhân ở nghiệm thức 1,5% và 3% 

lựu cũng cao hơn có ý nghĩa so với nghiệm thức đối 

chứng. 

Tế bào trung tính: Bảng 2 cho thấy sau 2 tuần 

bổ sung chất chiết lựu thì mật độ tế bào trung tính 

của cá nằm trong khoảng 22,29 x 103 – 25,05 x 103 

tb/mm3. Cá ở nghiệm thức 1,5% chất chiết lựu có 

mật độ tế bào trung tính tăng cao nhất (25,05 x 103 

tb/mm3) nhưng khác biệt không có ý nghĩa so với 

các nghiệm thức khác. Sau 4 tuần thí nghiệm thì cá 

ở các nghiệm thức bổ sung lựu vẫn có mật độ bạch 

cầu trung tính cao hơn nghiệm thức đối chứng. Khi 

cảm nhiễm với vi khuẩn E. ictaluri thì mật độ tế bào 

trung tính của nghiệm thức bổ sung 1,5 và 3% chất 

chiết lựu tăng cao, lần lượt đạt giá trị 28,59 x 103 và 

28,84 x 103 tb/mm3, cao hơn có ý nghĩa thống kê so 

với nghiệm thức đối chứng (20,62 x 103 tb/mm3 

(p>0,05). 

Tế bào lympho: sau 2 tuần sử dụng thức ăn có 

bổ sung chất chiết lựu, số lượng tế bào lympho ở các 

nghiệm thức bổ sung lựu tăng cao có ý nghĩa so với 

nghiệm thức đối chứng. Trong đó, nghiệm thức 3% 

lựu có mật độ lympho cao nhất (231,52 x 103 

tb/mm3). Tương tự, các nghiệm thức bổ sung chất 

chiết lựu có mật độ lympho cao hơn nghiệm thức đối 

chứng sau 4 tuần thí nghiệm. Sau 3 ngày cảm nhiễm 

với E. ictaluri, số lượng tế bào lympho ở các nghiệm 

thức đều tăng cao (179,17 x 103 -237,37 x 103 

tb/mm3). Trong đó, nghiệm thức bổ sung 1,5% và 

3% chất chiết lựu lần lượt đạt giá trị 237,37 x 103 và 

209,83 x 103 tb/mm3 cao hơn có ý nghĩa thống kê so 

với nghiệm thức đối chứng (179,17 x 103 tb/mm3) 

(Bảng 2). 

Tế bào tiểu cầu: sau 2 tuần thí nghiệm, mật độ 

tế bào tiểu cầu của các nghiệm thức dao động từ 

19,23 x 103–22,06 x 103 tb/mm3, chưa có sự khác 

biệt giữa nghiệm thức bổ sung và không bổ sung 

chất chiết lựu. Sau 4 tuần, mật độ tiểu cầu tiếp tục 

gia tăng ở các nghiệm thức. Nghiệm thức bổ sung 

chất chiết lựu có mật độ tiều cầu tăng cao hơn 

nghiệm thức đối chứng nhưng sự khác biệt này 

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

nhiễm, nghiệm thức bổ sung 1,5% và 3% chất chiết 

lựu có mật độ tiểu cầu lần lượt là 31,99 x 103 và 

30,49 x 103 tb/mm3, cao hơn có ý nghĩa thống kê so 

với nghiệm thức đối chứng (23,55 x 103 

tb/mm3)(p<0,05). 

Bảng 2: Ảnh hưởng của chất chiết lựu lên mật độ các loại bạch cầu của cá 

Ghi chú: Các giá trị trong cùng 1 chỉ tiêu, cùng một cột mang cùng chữ cái (a, b, c) thì khác biệt không có ý nghĩa thống 

kê (p>0,05). Giá trị thể hiện là giá trị trung bình ± độ lệch chuẩn. 

Nghiệm thức 2 tuần (Đợt 1) 4 tuần (Đợt 2) Sau cảm nhiễm (Đợt 3) 

Bạch cầu đơn nhân ( x 103 tb/mm3) 

Đối chứng 21,24±8,34a 28,06±4,53a 29,93±4,60a 

1,5% Lựu 22,22±9,96a 37,96±6,33b 39,20±4,37b 

3% Lựu 32,94±7,69b 38,08±7,69b 38,41±7,55b 

Bạch cầu trung tính ( x 103 tb/mm3) 

Đối chứng 22,29±3,96a 18,07±5,21a 20,62±6,89a 

1,5% Lựu 25,05±7,21a 24,45±11,50a 28,59±4,51b 

3% Lựu 22,18±8,13a 23,46±10,49a 28,84±4,97b 

Tế bào lympho ( x 103 tb/mm3) 

Đối chứng 171,34±32,97a 143,56±25,29a 179,17±30,26a 

1,5% Lựu 216,54±24,14b 191,12±40,71b 237,37±13,96b 

3% Lựu 231,52±31,77b 175,50±82,44ab 209,83±15,27ab 

Tiểu cầu ( x 103 tb/mm3) 

Đối chứng 20,17±8,32a 22,39±7,69a 23,55±2,58a 

1,5% Lựu 22,06±6,92a 27,53±8,48a 31,99±7,56b 

3% Lựu 19,23±4,33a 26,25±8,43a 30,49±4,68b 
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3.3 Hoạt tính lysozyme 

Sau 2 tuần bổ sung chất chiết lựu, hoạt tính 

lysozyme của các nghiệm thức dao động trong 

khoảng 153,67-165,38 µg/mL và khác biệt không có 

ý nghĩa giữa các nghiệm thức. Sau 4 tuần thí 

nghiệm, hoạt tính lysozyme của nghiệm thức bổ 

sung chất chiết lựu tăng cao hơn nghiệm thức đối 

chứng. Tuy nhiên, sự khác biệt này không có ý nghĩa 

thống kê (p>0,05). Sau khi cảm nhiễm với vi khuẩn 

E. ictaluri, hoạt tính lysozyme của các nghiệm thức 

bổ sung chất chiết lựu tăng cao, lần lượt là 215,33 

và 246,42 µg/mL, cao hơn có ý nghĩa thống kê so 

với nghiệm thức đối chứng (154,33 µg/mL) 

(p<0,05) (Hình 3).

 

Hình 3: Ảnh hưởng của chất chiết lựu lên hoạt tính lysozyme  

Ghi chú: các giá trị có ký tự giống nhau trong cùng một đợt thu mẫu (a,b) thì khác biệt không có ý nghĩa thống kê 

(p>0,05) 

3.4 Ảnh hưởng của chất chiết lựu lên khả 

năng kháng vi khuẩn E. ictaluri 

Dấu hiệu bệnh lý: sau 2 tuần theo dõi thí nghiệm 

cá cảm nhiễm với vi khuẩn E. ictaluri, cá ở nghiệm 

thức đối chứng âm (tiêm nước muối sinh lí 0,85% 

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

lí, tỉ lệ sống đạt 100%. Cá ở các nghiệm thức được 

tiêm vi khuẩn xuất hiện các dấu hiệu bệnh lý bên 

ngoài như bơi lờ đờ, màu sắc nhợt nhạt, không phản 

ứng với tiếng động, một số vây có dấu hiệu tưa rách, 

xuất huyết nhẹ, bụng trương nhẹ. Giải phẩu trong 

xoang bụng thường có dịch, gan, thận và tỳ tạng xuất 

hiện nhiều đốm trắng nhỏ li ti (Hình 4). Các các đặc 

điểm trên đều tương đồng với dấu hiệu bệnh lý của 

cá tra bị nhiễm E. ictaluri theo mô tả của Đặng Thụy 

Mai Thy (2010). 

 
Hình 4: Cá tra nhiễm vi khuẩn E. ictaluri (mũi tên trắng: đốm trắng li ti xuất hiện trên gan thận, mũi 

tên đen: xuất huyết nhẹ ở gốc vây) 
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Tỉ lệ chết của cá cảm nhiễm: hai ngày đầu sau 

khi tiêm vi khuẩn E. ictaluri, chưa xuất hiện cá chết 

ở tất cả các nghiệm thức, đến ngày thứ 3 cá bắt đầu 

chết và tiếp tục chết ở các ngày 4 và 5. Cá giảm chết 

từ ngày thứ 6 và ngừng chết vào ngày thứ 7. 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 lựu thấp hơn tỉ lệ cá chết ở nghiệm thức 

đối chứng (Hình 5). Cụ thể nghiệm thức bổ sung 

1,5% chất chiết lựu có tỉ lệ cá chết là 19,05%, 

nghiệm thức bổ sung 3% lựu có tỉ lệ chết 38,1%, 

thấp hơn có ý nghĩa thống kê so với cá đối chứng 

(57,14%). 

 

Hình 5: Tỷ lệ chết của cá cảm nhiễm với E. ictaluri 

Ghi chú: các giá trị có ký tự giống nhau (a,b,c) thì khác biệt không có ý nghĩa thống kê (p>0,05) 

4 THẢO LUẬN  

Kết quả thí nghiệm cho thấy bổ sung chất chiết 

lựu làm cá tăng trưởng tốt hơn, điều này hoàn toàn 

tương đồng với kết quả của một số nghiên cứu trước 

đây. Qi et al. (2010) bổ sung rong nâu Laminari 

japonica vào khẩu phần ăn của bào ngư giúp bào 

ngư tăng trưởng nhanh. Theo Huỳnh Kim Diệu 

(2011) sử dụng bột lá xuân hoa (Pseuderanthemum 

palatiferum) bổ sung vào thức ăn của cá tra với liều 

15 g/kg thức ăn trong 1 tháng thì cá có tăng trọng 

cao hơn nghiệm thức đối chứng 27%. Nghiên cứu 

của Trần Trung Giang và ctv (2016) bổ sung hỗn 

hợp polysaccharide chiết xuất từ rong mơ S. 

microcystum vào thức ăn cá tra trong 60 ngày cũng 

giúp cá tăng trưởng nhanh. Nghiên cứu của Ferdous 

et al. (2017) bổ sung cao chiết từ lá ổi với nhiều 

nồng độ 0%, 2, 4, và 6 và 8% vào thức ăn cá rô phi 

(Oreochromis niloticus) thì tốc độ tăng trưởng của 

cá được bổ sung cao chiết ổi cao hơn cá đối chứng; 

nhóm cá sử dụng 8% cao chiết ổi có tăng trọng cao 

nhất. Bổ sung 0,5% cao chiết ổi vào khẩu phần ăn 

của cá trôi giúp cá tăng trưởng cao hơn so với nhóm 

cá đối chứng (Giri et al., 2015).  

Bên cạnh tác động tích cực lên tăng trưởng của 

cá, kết quả nghiên cứu này còn chỉ ra chất chiết lựu 

có khả năng điều biến miễn dịch của cá tra thông 

qua việc gia tăng một số chỉ tiêu miễn dịch không 

đặc hiệu như tế bào bạch cầu và hoạt tính lysozyme. 

Tương tự, thí nghiệm bổ sung chất chiết cỏ xạ 

hương, hương thảo và hồ đào vào thức ăn cá rô phi 

cũng ghi nhận có sự gia tăng mật độ tế bào bạch cầu 

trong máu cá so với nhóm cá đối chứng (Gultepe et 

al., 2014). Bên cạnh, Kumar et al. (2014) cũng cho 

biết mật độ bạch cầu của cá da trơn Mystus 

montanus sử dụng thức ăn có chứa thảo dược tăng 

cao hơn cá ăn chế độ không có thảo dược. Nghiên 

cứu việc bổ sung tỏi với nhiều nồng độ 0; 0,5 và 1 

g/kg thức ăn cho cá rô phi lai thì mật độ bạch cầu 

tăng cao có ý nghĩa thống kê của cá ở nghiệm thức 

bổ sung 0,5 g tỏi/kg thức ăn (Ndong and Fall, 2011). 

Dadvaran et al. (2014) bổ sung chất chiết xuất của 

tỏi vào thức ăn với liều 0,15 g/kg thức ăn cho cá hồi 

vân làm tăng mật độ bạch cầu của cá. Thí nghiệm sử 

dụng chiết xuất cỏ mực ngâm cho cá trê trong 28 

ngày cho kết quả tăng số lượng bạch cầu ở 2 nồng 

độ 100 và 200 ppm (Misha and Gupta, 2014). Tế bào 

bạch cầu là một trong những tế bào quan trọng tham 

gia vào quá trình đáp ứng miễn dịch của động vật, 

chúng giữ chức năng quan trọng trong việc nhận 

diện, thực bào các kháng nguyên bảo vệ cơ thể tránh 

sự xâm nhập của các vật lạ (Đỗ Ngọc Liên, 2004). 
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Sự thay đổi mật độ tế bào máu bao gồm hồng cầu, 

bạch cầu của cá cũng là một chỉ tiêu quan trọng để 

đánh giá tình trạng sức khỏe của cá (Basusta, 2005). 

Ngoài ra, hoạt tính lysozyme cũng là một trong 

những chỉ tiêu miễn dịch quan trọng để đánh giá sức 

khỏe của cá. Badawi and Gomaa (2006) đã ghi nhận 

chất chiết lựu có khả năng cải thiện tình trạng miễn 

dịch của cá thông qua việc gia tăng 2 yếu tố miễn 

dịch quan trọng lả lysozyme và IgM trong huyết 

thanh cá. Trong nghiên cứu này thì hoạt tính 

lysozyme cũng được kích hoạt tăng cao ở nhóm cá 

bổ sung chất chiết lựu so với nhóm đối chứng. Đặc 

biệt, khi cá nhiễm khuẩn, hoạt tính lysozyme càng 

được kích hoạt tăng cao hơn có ý nghĩa thống kê ở 

nhóm cá sử dụng thức ăn có chất chiết lựu và kết quả 

này cũng tương đồng với thí nghiệm của Zheng et 

al. (2009) khi bổ sung dầu hương thảo vào thức ăn 

cá Nheo Mỹ (Ictalurus punctatus) hay Mai Thanh 

Thanh và Bùi Thị Bích Hằng (2018) bổ sung tỏi vào 

thức ăn cá điêu hồng cũng ghi nhận sự gia tăng hoạt 

tính lysozyme trong huyết thanh của cá. 

Sau 4 tuần bổ sung chất chiết lựu, cá thí nghiệm 

đã được cảm nhiễm với vi khuẩn E. ictaluri, gây 

bệnh gan thận mủ trên cá tra. Tỉ lệ chết tích lũy của 

cá sử dụng thức ăn có chất chiết lựu thấp hơn có ý 

nghĩa so với nhóm cá đối chứng và điều này hoàn 

toàn hợp lý và có thể lý giải dựa trên các chỉ tiêu 

miễn dịch được đánh giá ở trên. Kết quả đã cho thấy 

bổ sung chất chiết lựu làm cải thiện tình trạng miễn 

dịch của cá thông qua sự gia tăng mật số tế bào bạch 

cầu, tế bào đơn nhân, lympho và hoạt tính lysozyme, 

từ đó giúp cá tăng sức đề kháng chống lại sự tấn 

cống của một số tác nhân gây bệnh, tiêu biểu như vi 

khuẩn E. ictaluri. Bổ sung chất chiết quế và đinh 

hương cũng làm giảm tỉ lệ chết của cá rô phi khi cảm 

nhiễm với vi khuẩn Streptococcus iniae và 

Lactococcus garvieae (Rattanachaikunsopon and 

Phumkhachorn, 2009; 2010). 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 et al., 2010). Ngoài ra, đa 

số các loài thảo dược đều có hoạt tính kháng khuẩn 

cao. Nghiên cứu của Huỳnh Kim Diệu (2010) sử 

dụng 30 loại thảo dược thường dùng trong dân gian, 

trong đó có bán tự mốc (Hemigraphis glaucescens), 

bàng (Terminalia catappa), ổi (Psidium guajava), từ 

bi (Pluchea indica) để thử hoạt tính kháng khuẩn 

trên 3 loại vi khuẩn E.ictaluri, E.tarda và 

Aeromonas hydrophila cho thấy các cây thuốc này 

đều có khả năng kháng khuẩn (MIC=162048 

µg/ml). Hoạt phổ mạnh trên cả 3 loại vi khuẩn là 

bàng, ổi, trầu không, tràm (MIC=64-512 µg/ml). 

Nhìn chung, kết quả nghiên cứu này và các nghiên 

cứu trước đây (Harikrishnan et al. 2012; Badawi and 

Gomaa, 2016) cho thấy bổ sung chất chiết lựu vào 

thức ăn cho cá là giải pháp hiệu quả trong việc giảm 

thấp tỉ lệ chết và phòng bệnh cho cá nuôi. 

5 KẾT LUẬN  

Cá tra (10-12 g) ăn thức ăn có bổ sung chiết xuất 

lựu trong 4 tuần gia tăng một số chỉ tiêu huyết học 

bao gồm tổng bạch cầu, các loại bạch cầu và hoạt 

tính lysozyme. Sau cảm nhiễm với vi khuẩn E. 

ictaluri gây bệnh gan thận mủ, tỉ lệ chết của cá ở các 

nghiệm thức bổ sung chiết xuất lựu đều giảm so với 

đối chứng. Trong đó, bổ sung 1,5% chất chiết lựu 

vào thức ăn cá tra cho kết quả đáp ứng miễn dịch và 

khả năng kháng vi khuẩn E. ictaluri tốt nhất. 
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