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胡萝卜素对中华绒螯蟹卵巢发育及免疫学指标的影响

袁春营,崔青曼

(天津科技大学 海洋科学与工程学院, 天津 300457)

摘要:通过投喂添加 胡萝卜素质量比分别为 50, 100 mg / kg 的实验饲料, 饲养中华绒螯蟹

( Er iocheir sinensis ) 60 d,探讨了对中华绒螯蟹卵巢发育及免疫学指标的影响。结果表明,

胡萝卜素能够明显增加中华绒螯蟹的质量, 提高养殖成活率;极显著提高中华绒螯蟹血细胞

吞噬百分率( P < 0. 01) ; 显著或极显著降低血清超氧化物歧化酶活力 ( P < 0. 05 或 P <

0. 01) ;极显著增加卵巢中总类胡萝卜素的含量( P < 0. 01) ;显著增加肝胰腺中总类胡萝卜素

的含量( P< 0. 05) ;较明显增加中华绒螯蟹卵巢指数和卵母细胞直径,但对于肝胰腺指数、卵

巢和肝胰腺蛋白质影响较小。
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甲壳动物胚胎和开口前仔体发育都属于卵黄营

养,其胚胎仔体发育、生长所需能量和营养完全依赖

卵黄,因此卵的质量往往决定亲体的孵化率及子代

的质量和成活率。所以供应充足的营养和能量对亲

体性腺正常发育、适时产卵、卵巢及卵的质量和营养

状况至关重要。卵黄主要由蛋白质、脂类、类胡萝卜

素、碳水化合物、游离脂肪酸、核苷酸和核酸组成。已

有资料报道了蛋白质、脂类、维生素 E、维生素 C 等对

中华绒螯蟹 ( Er iocheir s inens is ) 卵巢发育的作

用[1~ 3] 。而类胡萝卜素是广泛存在于自然界中的各

种动植物及微生物体中的一类由异戊二烯残基组成

的共轭双键长链类萜化合物, 同其他动物一样, 水产

动物体内不能合成类胡萝卜素, 其所需类胡萝卜素

只能从食物中得到, 胡萝卜素是自然界中存在的

600 多种类胡萝卜素中最为重要的具有维生素 A 活

性的一种,具有广泛的生理功能[ 4]。为此作者研究了

胡萝卜素对中华绒螯蟹卵巢发育及免疫学指标的

影响,以期为进一步研究中华绒螯蟹亲体的生殖营

养提供基础资料。

1 材料与方法

1. 1 实验材料

1. 1. 1 实验动物

实验用蟹购自唐海养蟹场, 选择附肢完整、个体

较均匀的健康中华绒螯蟹用于实验, 生物学参数见

表 1。

1. 1. 2 饲料配制

选用优质鱼粉、豆饼、玉米粉、麦麸等为原料, 添

加复合维生素和矿物质等配成基础饲料,以基础饲料

为对照, 分别在基础饲料中添加不同量 胡萝卜素

(化学纯) , 制成颗粒饲料。基础饲料主要营养成分如

下: 粗蛋白 37. 68% ,粗脂肪 6. 54% , 粗纤维 3. 65% ,

无氮浸出物 33. 42% , 粗灰分 7. 31%。

1. 2 实验方法

1. 2. 1 实验分组和饲养管理

实验分两个实验组 ( 1, 2)和一个对照组, 实验

组分别添加 胡萝卜素 50, 100 mg / kg。每组 15 只

中华绒螯蟹,分别饲养于 3 m 3. 5 m 1 m 的水泥

池中, 池水深度 40~ 50 cm,各处理组设 2 个平行样。

每天上午 9 00和下午 16 00 各饲喂一次, 投喂量

为中华绒螯蟹体质量的 3% , 实验期间养殖水体 pH

为 7. 2~ 7. 4, 溶解氧质量浓度为 6. 2~ 6. 8 mg/ L, 实

验结束后分别称质量并计算平均体质量增长率:平均

体质量增长率= [ (结束平均体质量- 起始平均体质

量) /起始平均体质量] 100, 同时统计成活率。
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1. 2. 2 样品制备

各组统一在实验后 60 d 取样, 血淋巴用于免疫

学指标测定,组织用于其它指标测定。

1. 2. 2. 1 血淋巴采集

将中华绒螯蟹螯足第二对关节处折断取血淋

巴,部分制成抗凝血, 部分置于 Eppendor f管中 4! 过
夜,经冷冻高速离心机离心后吸出血清待测。

1. 2. 2. 2 组织摘除

无菌操作解剖取出卵巢及肝胰腺, 分别称质量,

计算如下生物学指标:

卵巢指数计算: (卵巢质量/体质量) 100

肝胰腺指数计算: (肝胰腺质量/体质量) 100

1. 2. 3 指标测定

本研究测定的指标有卵母细胞直径、卵巢和肝

胰腺中的蛋白质、卵巢和肝胰腺中的总类胡萝卜素

含量、血细胞吞噬百分率和超氧化物歧化酶。

1. 2. 3. 1 卵母细胞直径测量

剪下一小块卵巢置于波恩氏液中固定 24 h, 系

列酒精脱水、二甲苯透明、石蜡包埋、切片、苏木精 伊

红染色, O ly mpus 显微镜观察[ 5] , 测量卵母细胞直径,

细胞直径以(细胞短径+ 细胞长径) / 2 计算, 每个切

片测定 30 个卵母细胞。

1. 2. 3. 2 蛋白质质量比测定

准确称取一定量的肝胰腺组织或卵巢组织, 定

量加入 0. 5 mol/ L NaCl 5 m mo l/ L EDT A 溶液, 匀

浆后 4! 下 4 000 r / min 离心 30 min,取上清液, 分装

后置于- 20 ! 低温保存。考马斯亮蓝法测蛋白质质
量比,蛋白质质量比用每克组织中含有的蛋白质质

量( mg )来表示。

1. 2. 3. 3 类胡萝卜素质量比测定

称取 1. 0 g 左右肝胰腺或卵巢(已烘干 ) , 加入石

油醚浸提 3 h, 取出, 定容, 以水为对照测定其 OD450

( O D450为波长 450 nm 下的光密度值, 记为 S1 ) , 取试

管一只,加入胡萝卜素应用液(精确称取 胡萝卜素

25 mg, 用石油醚溶解并稀释到 50 mL , 再稀释到 10

mg / L ) 2. 5 mL, 以水为对照测定 O D450 (记为 S 2)。按

照下列公式进行计算:

类胡萝卜素总质量比( mg/ g ) = ( S1 10 稀释

倍数) / ( S2 W 1 000) ,其中 W 为样品干质量。

1. 2. 3. 4 血细胞吞噬百分率

采用 T T C 还原法。将 T T C (氯化三苯四氮唑

蓝)用 H ank s 液配成 0. 01%的溶液,取 T T C 0. 5 mL

与抗凝血 0. 5 mL 混匀后共同孵育 ( 28 ! , 1 h) , 常规

涂片后甲醇固定, 用 W rig ht s 染色 5 min, 观察吞噬

结果。以每 100 个血细胞中吞噬 T T C 细胞数为吞噬

百分率。

1. 2. 3. 5 超氧化物歧化酶( SO D)活性

用南京建成生物研究所生产的试剂盒测定

SO D,具体测定方法参照说明书。SO D 酶活性定义

为每立方厘米反应液中 SO D 抑制率达 50%时所对

应的 SOD量为一个亚硝酸盐单位( U / mL)。

1. 2. 4 数据统计与处理

采用 SPSS 统计软件处理数据,结果以 X ∀ SE 表

示。

2 实验结果

2. 1 胡萝卜素对中华绒螯蟹平均质量增长

率、成活率的影响
实验结束后逐个称质量, 并统计成活率, 结果见

表 1。从表 1 可看出, 饲料中添加 胡萝卜素能够明

显促进中华绒螯蟹体质量增加,提高成活率。

2. 2 胡萝卜素对中华绒螯蟹卵巢指数、肝

胰腺指数、卵母细胞直径、卵巢蛋白及

肝胰腺蛋白的影响
结果见表 2。从表 2 可看出 胡萝卜素添加组

的中华绒螯蟹卵巢指数、卵母细胞直径均有增加, 但

与对照组相比 ,未达显著水平, 肝胰腺指数、卵巢及肝

胰腺蛋白质等指标变化不明显。

表 1 不同实验组中华绒螯蟹平均体质量增长率、成活率的比较

Tab. 1 The comparison of weighth gain and survival rate of E. sinensis in different experimental groups

组别 起始体质量( g) 结束体质量( g) 平均体质量增长率( % ) 成活率( % )

对照组 46. 37 ∀ 6. 90 63. 96∀ 9. 68 37. 93 93. 3

1 46. 68 ∀ 6. 93 66. 70 ∀ 10. 09 42. 89 100

2 45. 34 ∀ 6. 54 67. 05∀ 9. 71 47. 88 100
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表 2 不同实验组中华绒螯蟹卵巢指数、肝胰腺指数、卵母细胞直径、卵巢及肝胰腺蛋白质的比较

Tab. 2 The comparison of ovarian index, hepatopancrea index, oocyte diameter, ovarian and hepatopancrea protein of E. sinen

sisy in different experimental groups

组别
卵巢指数

( % )

肝胰腺指数

( % )

卵母细胞直径

( m )

卵巢蛋白质质量比

( mg/ g)

肝胰腺蛋白质质量比

( m g/ g)

对照组 7. 83 ∀ 2. 92 5. 44 ∀ 0. 85 290. 18 ∀ 21. 89 317. 16 ∀ 33. 92 109. 54 ∀ 17. 23

1 8. 02 ∀ 0. 96 5. 46 ∀ 0. 71 297. 08 ∀ 17. 18 318. 95 ∀ 39. 70 108. 91 ∀ 19. 42

2 8. 03 ∀ 1. 18 5. 38 ∀ 0. 51 298. 33 ∀ 21. 84 321. 77 ∀ 38. 71 111. 20 ∀ 17. 04

2. 3 胡萝卜素对中华绒螯蟹卵巢及肝胰腺

中的总类胡萝卜素质量比、血细胞吞噬

百分率、超氧化物歧化酶的影响
胡萝卜素对中华绒螯蟹组织总类胡萝卜素质

量比及血淋巴免疫学指标的影响见表 3。从表 3 可

看出 胡萝卜素极显著增加卵巢中总类胡萝卜素质

量比( P< 0. 01) ,显著增加肝胰腺中总类胡萝卜素质

量比( P< 0. 05) ,极显著提高中华绒螯蟹血细胞吞噬

百分率( P < 0. 01) , 显著提高超氧化物歧化酶活力

( P< 0. 05或 P < 0. 01)。

表 3 不同实验组中华绒螯蟹卵巢及肝胰腺中的总类胡萝卜素质量比、血细胞吞噬百分率、超氧化物歧化酶的比较

Tab. 3 The comparison of total carotenoids in ovary and hepatopancrea, phagocytic percentage of blood cel ls, activities of SOD

of E. sinensis in different experimental groups

组别
卵巢中类胡萝卜素质

量比( mg/ g)

肝胰腺中类胡萝卜素质

量比( m g/ g)

血细胞吞噬

百分率( % )

超氧化物歧化

酶活力( U)

对照组 2. 75 ∀ 0. 39 1. 34∀ 0. 38 28. 09 ∀ 2. 82 119. 02 ∀ 10. 85

1 3. 16 ∀ 0. 32* * 1. 65 ∀ 0. 37* 31. 60 ∀ 2. 36* * 107. 85 ∀ 12. 49*

2 3. 31 ∀ 0. 32* * 1. 68 ∀ 0. 37* 32. 56 ∀ 2. 38* * 103. 19 ∀ 13. 01* *

注: 与对照组相比, * 表示显著性差异( P< 0. 05) , * * 表示极显著性差异(P< 0. 01)

3 讨论

胡萝卜素作为维生素 A 源转化成维生素 A 满

足动物对维生素 A 的需要, 避免了过多维生素 A 的

摄入而导致的胚胎畸形[ 6] , 此外还具有许多独特的

营养生理功能,改善水产动物的体色和肉质 ,是动物

体内一种重要的生理性抗氧化剂, 能有效地捕灭多

种活性氧成分和自由基 ,保护机体免受氧化损害, 从

而提高动物非特异免疫机能, 还可提高水产动物体

质量增长率及繁殖力。

SO D是重要的抗氧化酶之一, 具有催化超氧化

物阴离子自由基 O-
2 的歧化反应, 清除自由基, 阻止

自由基引起连锁反应, 对机体起保护作用。因此

SO D可作为机体非特异性免疫指标, 常用来评判免

疫刺激剂对机体非特异性免疫力的影响。本实验添

加 胡萝卜素后, SO D活性显著或极显著降低 ( P <

0. 05 或P< 0. 01) , 这主要是 胡萝卜素自身发挥了

抗氧化作用,使自由基在发挥作用前被清除 ,从而导

致诱导性酶 # # # SOD 活性降低; 此外中华绒螯蟹血

细胞吞噬百分率极显著升高( P< 0. 01) , 很显然 胡

萝卜素充分发挥了提高机体免疫力的作用,可能是导

致养殖中华绒螯蟹成活率由 93. 3% 提高到 100%的

一个重要原因。同样 A mar 等[7] 在虹鳟饵料中添加

胡萝卜素养殖 12 周后, 明显提高了鱼类特异和非

特异免疫机能。

向枭等[ 8] 研究认为,在花玛丽鱼的生长过程中,

类胡萝卜素能促使其性腺发育, 在雌鱼的卵巢中沉

积, 促进卵黄成熟,加深卵黄颜色;饲料中添加质量分

数为 0. 1%的虾红素网养虹鳟, 发现实验组的鱼成熟

后所产卵的受精率、发眼率及出苗率均明显高于对照

组[ 9] ; 津岛己幸等研究后指出 胡萝卜素投喂量与盘

鲍中肠腺和肌肉组织中的胡萝卜素含量成正比。

胡萝卜素提高动物繁殖性能的机制可能为: 胡萝卜

素作为动物体内的一种生理性抗氧化剂,能够抑制脂

质过氧化, 从而保护了卵巢和卵细胞免受氧化损害,

有助于卵巢细胞生成类固醇,此外 胡萝卜素能刺激

孕酮的产生,与雌激素、黄体素的合成有关[ 10] 。本研

究表明 胡萝卜素的添加显著增加卵巢和肝胰腺中
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总类胡萝卜素的含量, 较明显增加中华绒螯蟹的卵

巢指数、卵母细胞直径, 但对于肝胰腺指数、卵巢和肝

胰腺蛋白质等指标作用不明显。

研究证实在中华绒螯蟹饲料中添加 胡萝卜

素,可明显提高中华绒螯蟹的体质量增长和成活率,

显著增强机体的非特异免疫机能, 显著促进类胡萝

卜素在卵巢和肝胰腺中的沉积, 较好地促进了中华

绒螯蟹的卵巢发育。
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Abstract: T he study w as co nducted to determine the effects of ca rotene on o var y and immunolo g ical pa

r ameters o f Er iocheir sinensis af ter a 60 day feeding tr ial. T he ex perimental dietary lev els of carot ene w ere

50, 100 mg / kg . T he r esult show ed that ca rotene co uld increase weig ht of E. s inensis o bv iously . r aise the

sur viv al rat e, impro ve sig nificant ly the phago cy tic per centage of blood cells o f E. sinensis ( P< 0. 01) , decline

significantly super ox ide dismutase( SOD) activ ities in serum( P < 0. 05o r P< 0. 01) , increase sig nificantly tot al

car otenoids in ov ary ( P< 0. 01) , increase sig nificantly to tal car otenoids in hepat opancrea ( P < 0. 05) , incr ease

ovar y index and oocy te diameter mor e obvio usly. But it had less influence on hepato pancrea index, o var y and

hepatopancrea protein.
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