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三疣梭子蟹卵巢发育过程中主要类胡萝卜素组成变化及其

与抗氧化性能的关系
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摘要: 实验研究了三疣梭子蟹(Portunus trituberculatus)卵巢发育过程中(Ⅰ—V期)组织色泽、类胡萝卜素组成

与含量、抗氧化和非特异性免疫指标的变化规律, 进一步探讨了肝胰腺中类胡萝卜素含量变化与抗氧化指标

的关系。结果表明: (1)卵巢发育期间, 卵巢指数(GSI)显著增加(P<0.05), 肝胰腺指数(HSI)整体呈先升后降的

趋势; 卵巢的红度(a*)值和黄度(b*)值、肝胰腺的亮度(L*)值和b*值均呈显著上升趋势, 但卵巢中L*值呈下降

趋势。(2)在卵巢发育过程中, 卵巢中的总类胡萝卜素、虾青素、叶黄素和β-胡萝卜素含量均为先升后降的趋

势, 虾青素含量在Ⅳ期最高; 肝胰腺中的虾青素含量呈上升趋势, 而β-胡萝卜素含量为显著下降趋势; 内表皮

中的总类胡萝卜素、虾青素、叶黄素、海胆烯酮和β-胡萝卜素含量均呈现下降趋势; 就不同组织中类胡萝卜

素含量而言, 内表皮中虾青素含量最高。卵巢和肝胰腺的L*值与总类胡萝卜素含量呈显著负相关, 卵巢的

a*值和b*值均与总类胡萝卜素、虾青素、叶黄素、海胆烯酮和β-胡萝卜素含量呈显著正相关。肝胰腺的

a*值与各类胡萝卜素含量无显著相关性, b*值仅与虾青素含量呈显著正相关。(3)肝胰腺中Ⅰ—V期T-AOC呈
显著下降趋势(P<0.05), 而SOD、CAT和GPX均为“先上升后下降”趋势; 血淋巴中T-AOC呈现“高-低-高-低”的
变化趋势, 而SOD和GPX为“先上升后下降”趋势, CAT和MDA为“低-高-低-高”的变化趋势; 卵巢发育过程中肝

胰腺中ACP、ALP和NO整体呈下降趋势, 而血淋巴中ACP、ALP和Hc在Ⅰ—Ⅳ期为上升趋势, V期略有下

降。(4)相关性分析表明, 肝胰腺中虾青素含量与T-AOC呈显著负相关, 叶黄素含量与GPX呈显著正相关

(P<0.01), 其余类胡萝卜素含量与抗氧化指标均无显著相关性。综上, 在三疣梭子蟹卵巢发育过程中, 卵巢中

总类胡萝卜素、虾青素和β-胡萝卜素的含量增加主要发生在Ⅱ—Ⅳ期, 内表皮中大部分类胡萝卜素呈显著下

降趋势, 肝胰腺中仅虾青素呈上升趋势。
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三疣梭子蟹(Portunus trituberculatus)是我国一

种重要的经济蟹类, 在海洋捕捞和海水养殖业占有

极其重要的地位
[1]
。由于野生三疣梭子蟹捕捞量不

能满足市场需求, 因此三疣梭子蟹池塘养殖业在我

国沿海迅速发展, 2020年全国产量约10.09万吨
[2]
。

由于性腺发育良好的三疣梭子蟹雌体(俗称红膏

蟹)可食率和营养价值均优于雄体, 故优质红膏蟹

的市场售价通常是雄体或卵巢发育不良雌体(俗称

菜蟹)的3—5倍[3]
。目前, 三疣梭子蟹池塘养殖均以

雌体为主
[4], 但与野生雌体膏蟹相比, 池塘养殖雌体

通常存在卵巢发育不良、卵巢红度较差等缺点, 导
致池塘养殖雌体生殖性能较差和市场售价相对较
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低
[1], 因此, 池塘养殖雌体卵巢发育不良是影响三疣

梭子蟹养殖业高质量发展的重要制约因素之一。

在甲壳动物卵巢发育过程中, 通常会在卵巢组

织中大量积累类胡萝卜素、卵黄蛋白和脂肪
[5, 6],

卵巢中积累的类胡萝卜素主要包括虾青素、玉米

黄素、海胆烯酮和β-胡萝卜素等
[7—9]

。甲壳动物卵

巢中积累的类胡萝卜素不仅可以提高其抗氧化和

免疫性能, 且可以改善卵巢色泽, 进一步提高消费

者的接受度和产品价格
[9, 10]

。先前研究表明, 饲料

中添加类胡萝卜素可以显著提升三疣梭子蟹的抗

氧化能力和类胡萝卜素含量
[11, 12]

。因此, 探明养殖

三疣梭子蟹在卵巢发育过程中类胡萝卜素和抗氧

化性能的变化规律, 对于理解甲壳动物卵巢发育的

营养学机制、饲料配制、养殖管理和品质调控都

具有重要参考价值。

先前研究发现三疣梭子蟹在卵巢发育过程中,
不仅卵巢指数和卵巢体积显著增加, 且卵巢颜色呈

现“透明-乳白色-蛋黄色-橘黄色-橘红色”的变化规

律
[4, 5], 这暗示着其卵巢发育过程中类胡萝卜素的

种类和含量可能发生了较大变化。迄今为止, 尚不

清楚三疣梭子蟹卵巢发育过程中主要组织色泽参

数、类胡萝卜素组成和含量的变化规律。鉴于此,
本实验以池塘养殖三疣梭子蟹雌体为实验材料, 首
先测定了其卵巢发育过程中主要组织的色泽参

数、类胡萝卜素组成和含量, 进一步研究了卵巢发

育过程中肝胰腺和血淋巴的抗氧化性能及免疫指

标的变化, 最终探讨了肝胰腺中类胡萝卜素组成与

抗氧化指标的相关性, 研究结果不仅可以为进一步

理解甲壳动物卵巢发育机制和营养代谢提供基础

资料, 且可以为三疣梭子蟹的营养调控和健康养殖

提供理论基础和实践依据。

 1    材料与方法

 1.1    样品来源

实验用三疣梭子蟹雌体于2020年8月至2021年
4月取自上海市水产研究所启东科研基地的室外养

殖池塘, 养殖期间主要投喂配合饲料(浙江澳华饲

料有限公司)、冻鱼和麻虾, 日投喂量占蟹总体重

的1%—5%, 具体投喂量根据水温和残饵情况进行

调整。养殖期间, 水质指标如下: 水体盐度为22‰—
26‰, 自然水温为5—28℃, pH为7.4—9.2, 溶氧>
3 mg/L, 氨氮<0.5 mg/L, 亚硝酸盐<0.15 mg/L。每

月中旬随机挑选10—20只肢体健全、活力较好雌

蟹进行解剖获得卵巢、肝胰腺和血淋巴组织, 参考

Che等[4]
方法对三疣梭子蟹卵巢发育状况进行分期

(Ⅰ—Ⅴ期), 解剖后的样品组织保存在–40℃冰箱用

于后续分析。由于池塘养殖三疣梭子蟹的卵巢发

育同步性较差, 每月采样雌体可能处于不同卵巢发

育期, 因此, 同一卵巢发育期的样品可能来自不同

采样月份。本实验用各卵巢发育期的样品采集时

间及数量如下 :  Ⅰ期样品来自8月(生殖蜕壳前 ,
16只), Ⅱ期样品来自9月(8只), Ⅲ期样品来自9月
(2只)和10月(6只), Ⅳ期样品来自11月(3只)和12月
(4只), Ⅴ期样品来自3月(5只)和4月(5只), 各期样品

的重复数量及生物学信息见表 1。
 1.2    样品解剖和保存

解剖前首先用干毛巾擦干蟹体表水分, 然后测

定体重(电子天平: 上海越平科学仪器有限公司, 精
确度为0.01 g)、甲长和甲宽(游标卡尺: 上海精美量

具厂, 精确度为0.01 mm), 接着用无菌注射器抽取

血淋巴2—3 mL, 装入离心管中保存; 随后在冰上解

剖取出全部卵巢、肝胰腺和甲壳内表皮, 用电子天

平准确称取每只雌体的卵巢和肝胰腺重量, 计算性

腺指数GSI=100×卵巢湿重/蟹体湿重和肝胰腺指数

HSI=100×肝胰腺湿重/蟹体湿重。所有样品均避光

保存于–40℃冰箱用于后续测定。

 1.3    色泽和类胡萝卜素的测定

用色差仪(CR400, Konica Minolta, Tokyo, Ja-
pan)测定卵巢和肝胰腺样品的色泽参数(L*a*b*)。
根据前期预备实验结果, 卵巢样品冻干后研磨并混

合均匀, 测定色泽参数更准确, 故采用冻干后的卵

巢样品测定色泽参数; 肝胰腺样品由于脂肪含量相

表 1    三疣梭子蟹不同卵巢发育阶段的样品信息

Tab. 1    Samples of female P. tritubrculatus at different ovarian stages

指标Index Ⅰ Ⅱ Ⅲ Ⅳ Ⅴ

体重Body weight (g) 107.24±3.03c 144.84±9.24b 203.65±13.78a 198.52±6.27a 191.18±9.09a

甲长Carapace length (mm) 60.16±0.83c 68.10±1.53b 75.01±1.56a 74.69±0.55a 73.55±1.25a

甲宽Carapace width (mm) 94.92±2.22b 117.79±10.39a 120.20±2.86a 117.69±1.13a 117.06±2.51a

样品数量Number 16 8 8 7 10
注: 表中数据用平均值±标准误表示; 同行数据上标不同字母表示有差异显著(P<0.05), 下同
Note: Data are presented as mean±SE. Values in the same row with different letters mean significant difference (P<0.05), the same

applies below
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对较高, 冻干后不易混合均匀, 且冻干后样品中的

黄度值(b*)和虾青素含量下降较多, 故肝胰腺样品

采用鲜样测定色泽参数。卵巢和肝胰腺测完色泽

指标后, 进行类胡萝卜素的提取和测定。卵巢、肝

胰腺和内表皮中的总类胡萝卜素提取参考Long等[9]

方法, 每只雌蟹取0.3—0.5 g卵巢冻干样、0.3—0.5 g
肝胰腺湿样和0.05—0.1 g内表皮冻干样加入丙酮,
超声波震荡5min后, 离心取出上清液, 然后用丙酮

重复提取4—5次, 直至提取液无色(基本不含有类

胡萝卜素), 合并上清液后用丙酮定容至15 mL待测

定。采用分光光度计(型号: T6新世纪, 北京普析通

用仪器有限责任公司)测定定容后提取液的OD值,
测定波长为470 nm[13]

。提取和测定过程均在避光

条件下完成。以纯化的虾青素(纯度: 95.2%, Dr.
ehrenstorfer)为标准品, 制备标准曲线, 根据标准曲

线计算样品中总类胡萝卜素含量。

采用高效液相色谱(HPLC)法对样品中类胡萝

卜素进行分离和定量
[14], 所用高效液相色谱仪型号

为Agilent 1260 (Agilent Technologies Inc., CA,
USA), 分离色谱柱为YMC类胡萝卜素分离专用色

谱柱(型号: YMC-carotenoid TM, YMC Co., Ltd.,
Kyoto, Japan), 采用紫外检测器对相关类胡萝卜素

进行定量。采用0.02 mol/L NaOH-甲醇溶液对卵巢

和内表皮中的总类胡萝卜素进行水解, 具体参考孙

伟红等
[15]

方法; 前期预备实验结果表明, 三疣梭子

蟹肝胰腺中基本无酯化类胡萝卜素, 因此肝胰腺的

总类胡萝卜素提取液经0.22 μm微孔滤膜过滤后直

接上机分析。采用甲醇(A)和甲基叔丁基醚(B)两种

流动相进行分步洗脱, 流速为1.0 mL/min, 柱温为

25℃, 进样量为20 μL。采用6种纯化的类胡萝卜素

标准品对样品中类胡萝卜素进行定性和定量分析,
其中虾青素(Cat. No. A9335)、玉米黄素(Cat. No.
1733119)标准品购自Sigma-Aldrich(USA); 叶黄素

标准品购自ChromaDex Inc.(Cat. No. ASB-00012453-
010, Irvine, CA, USA), 角黄素标准品(Cat. No. CA
11045800)和β-胡萝卜素标准品(Cat. No. CA1094
7000)购自Dr. Ehrenstorfer GmbH(Augsburg, Ger-
many), 海胆烯酮(Cat. No. 0283)购自Clearsynth(In-
dia)。
 1.4    抗氧化和免疫指标测定

参考赵磊等
[16]

方法对肝胰腺和血清样品进行

前处理, 获得上清液样品均保存在–40℃冰箱中待

测。总抗氧化能力(T-AOC)、超氧化物歧化酶

(SOD)、过氧化氢酶(CAT)、谷胱甘肽过氧化物酶

(GPX)、丙二醛(MDA)、酸性磷酸酶(ACP)、碱性

磷酸酶(ALP)、溶菌酶(LZM)和一氧化氮(NO)采用

南京建成生物工程研究所生产的试剂盒进行测

定。血清中的血蓝蛋白(Hc)含量测定参考Nicker-
son的方法

[17], 用Tris-Ca缓冲液(50 mmol/L Tris-
HCl+10 mmol/L CaCl2, pH=8.0)将血清稀释20—
100倍后(视具体情况而定), 在335 nm波长下测定

OD值后计算Hc含量, 计算公式为Hc (mg/mL)=
3.717×A335×稀释倍数。

 1.5    数据分析

本文所有数据均采用平均值±标准误表示。采

用Levene法对所有数据进行方差齐性检验, 当不满

足齐性方差时对百分比数据进行反正弦、平方根

或者对数转换处理。当数据满足齐性方差时, 采用

ANOVA对实验结果进行方差分析, 采用Tukey’s-b
(K)法进行多重比较; 当数据转换后仍不满足齐性

方差时 ,  采用Kruskal-Wallis非参数检验 ,  采用

Games-Howell法进行多重比较, 取P<0.05为差异显

著。所有数据分析均采用 SPSS 24.0软件进行统计

分析, 采用Pearson法检验两性状之间的相关性。散

点图用Excel 2013绘制。

 2    结果

 2.1    卵巢指数、色泽和类胡萝卜素组成

三疣梭子蟹卵巢发育过程中GSI显著增加

(P<0.05),  增加幅度最大发生在卵巢Ⅱ—Ⅲ期 ,
GSI增加了4.16倍; 卵巢发育期间HSI呈现“先上升

后下降”趋势, Ⅲ期和Ⅳ期的HSI显著高于其他发育

期(P<0.05; 图 1)。三疣梭子蟹卵巢发育阶段, 卵巢

和肝胰腺的颜色变化和色泽参数分别见图 2和表 2。
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图 1   三疣梭子蟹卵巢发育过程中卵巢指数(GSI)和肝胰腺指数

(HSI)的变化

Fig. 1   Changes in GSI and HSI in P. tritubrculatus during ova-
rian development
数据用平均值±标准误表示; 同指标数据上含有不同字母表示

有差异显著(P<0.05)
Data are presented as mean±SE. Values for the same indices with
different letters mean significant difference (P<0.05)
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在卵巢发育过程中, 卵巢亮度(L*)值呈下降趋势, 红
度(a*)值和黄度(b*)值均呈显著上升趋势, 卵巢

a*值和b*值的最高值分别出现在Ⅳ期和Ⅴ期。在

卵巢发育过程中, 肝胰腺L*值和b*值均呈显著上升

趋势, Ⅳ—Ⅴ期肝胰腺a*值显著下降(P<0.05)。
三疣梭子蟹卵巢发育过程中卵巢、肝胰腺和

内表皮中类胡萝卜素含量变化情况见表 3。卵巢发

育Ⅰ—Ⅴ期, 卵巢中总类胡萝卜素、虾青素、叶黄

素和β-胡萝卜素含量都表现为“先上升后下降”趋
势 ,  虾青素含量在Ⅳ期最高 ,  而叶黄素、玉米黄

素、海胆烯酮和β-胡萝卜素含量则在Ⅲ期最高。

在卵巢发育过程中, 肝胰腺中总类胡萝卜素含量无

显著差异(P>0.05), 虾青素含量呈现上升趋势, 而β-
胡萝卜素含量呈显著下降趋势, 叶黄素含量在Ⅱ期

肝胰腺中最高。就甲壳内表皮的类胡萝卜素含量

而言, 卵巢发育过程中内表皮中的总类胡萝卜素、

虾青素、叶黄素、海胆烯酮和β-胡萝卜素含量都

呈现下降趋势。就类胡萝卜素含量而言, 各期组织

中均是虾青素含量最高, β-胡萝卜素次之。

 2.2    色泽与类胡萝卜素的相关性

三疣梭子蟹卵巢色泽与类胡萝卜素的相关性

分析见表 4。卵巢亮度(L*)与总类胡萝卜素、虾青

素、海胆烯酮和β-胡萝卜素含量都呈显著负相关

(P<0.05), 但与叶黄素和玉米黄素含量无显著相关

性(P>0.05); 卵巢红度(a*)和黄度(b*)与总类胡萝卜

素、虾青素、叶黄素、海胆烯酮和β-胡萝卜素含

量都呈显著正相关(P<0.05), 但与玉米黄素无显著

相关性(P>0.05)。肝胰腺色泽与类胡萝卜素的相关

性分析见表 5。肝胰腺L*与其总类胡萝卜素含量

呈显著负相关(P<0.05), 与虾青素含量呈显著正相

关(P<0.05), 与其余类胡萝卜素含量无显著相关性

(P>0.05)。除肝胰腺中b*和虾青素含量呈正相关

外, 肝胰腺的a*和b*与其各类胡萝卜素含量均无显

著相关性(P>0.05)。
 2.3    抗氧化和免疫指标

表 6为三疣梭子蟹卵巢发育过程中肝胰腺和血

淋巴的抗氧化指标变化情况。就肝胰腺而言, T-
AOC在Ⅰ—V期呈现显著下降趋势(P<0.05), Ⅱ—
Ⅲ期下降幅度最大, 达68.75%; SOD、CAT和GPX
均为“先上升后下降”趋势, 其中SOD和CAT在Ⅲ期

达到峰值, GPX在Ⅱ期达最大值; 肝胰腺中MDA含

量在Ⅰ—Ⅳ期无显著差异(P>0.05), Ⅴ期含量最

低。就血淋巴中抗氧化指标而言, T-AOC呈现“高-
低-高-低”变化趋势; SOD和GPX活力为“先上升后

下降”趋势, 其中SOD在Ⅲ期最高, GPX在Ⅳ期最高;
CAT和MDA均为“低-高-低-高”的变化趋势, 最高值

分别在Ⅱ期、Ⅲ期和Ⅴ期。

三疣梭子蟹卵巢发育过程中肝胰腺和血淋巴

非特异性免疫指标变化见表 7。肝胰腺Ⅰ期和Ⅲ期

的ACP活力明显高于其余各期, 且其余各期之间无

显著差异(P>0.05); 在卵巢发育过程中, 肝胰腺中

ALP活力呈现“先上升后下降”的趋势, Ⅱ期ALP活
力显著高于其余各卵巢发育期(P<0.05); 肝胰腺

Ⅰ—Ⅴ期LZM含量无显著差异(P>0.05), NO含量整

体呈下降趋势。就卵巢发育过程中血淋巴的免疫

指标而言, ACP和ALP活力变化趋势与肝胰腺中相

反, Ⅰ期和Ⅲ期ACP及ALP活力均低于其余各期,
且其余各期间无显著差异 (P>0.05) ;  血淋巴中

LZM含量呈现“先下降后上升”趋势, 其中Ⅲ期含量

最低(P<0.05); 在卵巢发育过程中, 血淋巴中Hc变
化趋势为“高-低-高-低”, 其中Ⅳ期Hc含量最高 ,

表 2   三疣梭子蟹卵巢发育过程中卵巢(冻干样)和肝胰腺(湿
样)的色泽参数

Tab. 2   Color parameters of ovaries (freeze-dried) and hepatopancreas
(wet sample) of P. tritubrculatus during ovarian development

指标Index Ⅰ Ⅱ Ⅲ Ⅳ Ⅴ

卵巢Ovary

L* 81.67±
0.91a

83.49±
0.85a

79.10±
0.72b

76.21±
0.33c

75.67±
0.45c

a* 0.76±
0.07c

1.51±
0.14b

14.24±
1.06a

17.76±
0.60a

17.11±
0.72a

b* 11.15±
0.57c

12.48±
0.39c

24.54±
0.81b

26.76±
0.41a

26.90±
0.26a

肝胰腺Hepatopancreas

L* 45.85±
0.97b

46.87±
1.37b

53.68±
1.87a

58.83±
0.85a

57.63±
1.60a

a* 4.98±
0.23a

4.89±
0.25a

5.65±
0.24a

5.94±
0.42a

3.00±
0.18b

b* 16.11±
0.33c

15.98±
0.33c

17.18±
0.32bc

18.24±
0.27ab

19.79±
1.07a

StageⅠ
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图 2   三疣梭子蟹不同卵巢发育时期肝胰腺(湿样)和卵巢(干
样)的外观

Fig. 2   Visual appearance of hepatopancreas and ovaries of P.
tritubrculatus at different ovarian stages
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Ⅱ期显著最低(P<0.05)。
 2.4    肝胰腺中类胡萝卜素和抗氧化指标的相关性

分析

三疣梭子蟹卵巢发育过程中肝胰腺中类胡萝

卜素与抗氧化指标的相关性分析见表 8。肝胰腺中

总类胡萝卜素、叶黄素、玉米黄素和β-胡萝卜素

的含量与测定的5个抗氧化指标均无显著相关性

(P>0.05), 仅虾青素含量与T-AOC呈显著负相关

(n=23, P<0.01, 图 3A), 叶黄素含量与GPX呈显著正

相关(n=17, P<0.01, 图 3B)。

 3    讨论

 3.1    卵巢发育过程中色泽和类胡萝卜素含量的变

化及相关性

本研究结果表明, 三疣梭子蟹在卵巢发育过程

中, Ⅱ—Ⅳ期, 卵巢中的总类胡萝卜素和虾青素含

量显著增加, Ⅱ—Ⅲ期, 卵巢中的叶黄素、玉米黄

素、海胆烯酮和β-胡萝卜素含量也显著增加, 这说

明三疣梭子蟹雌体生殖蜕壳后, 卵巢中类胡萝卜素

大量积累和卵巢指数增加基本同步。而Ⅳ—Ⅴ期,

表 3    三疣梭子蟹卵巢发育过程中卵巢、肝胰腺和内表皮中类胡萝卜素含量(mg/kg 湿重)
Tab. 3    Carotenoid composition and contents in ovaries, hepatopancreas and epithelium of P. trituberculatus during ovarian development
(mg/kg wet weight)

指标Index Ⅰ Ⅱ Ⅲ Ⅳ Ⅴ

卵巢Ovary

总类胡萝卜素Total carotenoids 6.28±1.18c 3.03±0.26c 71.01±6.10b 98.41±4.80a 76.12±2.61b

虾青素Astaxanthin 1.62±0.27c 0.96±0.07c 26.45±2.35b 39.62±2.48a 27.94±2.90b

叶黄素Lutein 0.41±0.15c 0.30±0.02c 3.96±0.66a 3.03±0.19a 1.38±0.11b

玉米黄Zeaxanthin — — 1.12±0.17a 0.99±0.09ab 0.62±0.03b

海胆烯酮Echinenone 0.04±0.02b 0.01±0.01b 0.95±0.21a 0.89±0.10a 0.82±0.12a

β-胡萝卜素β-carotene 1.83±0.21b 1.58±0.15b 18.96±3.00a 15.67±1.37a 14.67±1.15a

肝胰腺Hepatopancreas

总类胡萝卜素Total carotenoids 11.61±1.18a 11.84±1.31a 10.31±1.00a 8.42±0.89a 10.40±2.04a

虾青素Astaxanthin 1.60±0.05b 1.58±0.05b 2.91±0.28ab 4.10±0.54a 4.80±1.26a

叶黄素Lutein 0.30±0.01b 0.64±0.09a 0.45±0.03b 0.40±0.04b 0.42±0.03b

玉米黄素Zeaxanthin — — 0.40±0.05a 0.50±0.05a 0.43±0.11a

β-胡萝卜素β-carotene 3.43±0.56a 2.20±0.08b 2.90±0.18ab 2.35±0.06b 2.35±0.10b

表皮Epithelium

总类胡萝卜素Total carotenoids 235.55±13.78a 133.04±20.88b 132.82±5.01b 109.05±10.42bc 87.40±6.29c

虾青素Astaxanthin 75.43±6.44a 34.87±4.92b 39.62±3.90b 32.82±1.39b 22.70±3.43b

叶黄素Lutein 11.50±1.16a 6.38±1.18b 5.56±0.69bc 4.15±0.46bc 2.76±0.12c

海胆烯酮Echinenone 0.32±0.04a 0.20±0.01b 0.07±0.02c 0.07±0.01c 0.05±0.01c

β-胡萝卜素β-carotene 27.16±1.84a 19.09±2.00b 17.44±1.33b 18.83±0.98b 14.28±1.43b

注: —表示未检测到
Note: — indicates not detected

表 4    三疣梭子蟹卵巢发育过程中卵巢色泽和类胡萝卜素的相关系数

Tab. 4    Pearson correlation coefficients of color parameters and carotenoid contents in ovaries of P. trituberculatus during ovarian
development

指标
Index

总类胡萝卜素
Total carotenoids

虾青素
Astaxanthin

叶黄素
Lutein

玉米黄素
Zeaxanthin

海胆烯酮
Echinenone

β-胡萝卜素
β-carotene

L*
r –0.852** –0.870** –0.259 0.130 –0.448* –0.535**
P <0.001 <0.001 0.232 0.607 0.037 0.006

a*
r 0.967** 0.980** 0.508* 0.104 0.670** 0.730**

P <0.001 <0.001 0.013 0.682 0.001 <0.001

b*
r 0.958** 0.903** 0.592** –0.066 0.776** 0.813**
P <0.001 <0.001 0.003 0.794 <0.001 <0.001

注: *表示在0.05级别, 相关性显著(P<0.05); **表示在0.01级别, 相关性显著(P<0.01); 下同
Note: * indicates the correlation is significant at the 0.05 level (P<0.05); ** indicates the correlation is significant at the 0.01 level

(P<0.01). The same applies below
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卵巢中的总类胡萝卜和虾青素含量有所下降, 这可

能是因为本实验中池塘养殖三疣梭子蟹卵巢发育

Ⅳ—Ⅴ期经过了漫长的冬季(12月—次年2月), 池塘

平均水温相对较低(6—14℃), 此时三疣梭子蟹摄食

减少
[4], 故卵巢中类胡萝卜含量有所下降。三疣梭

子蟹雌体肝胰腺中类胡萝卜素主要为虾青素和β-
胡萝卜素, 随着卵巢发育成熟, 肝胰腺中的虾青素

含量显著增加, 而β-胡萝卜素含量无显著变化, 这

可能是由于三疣梭子蟹肝胰腺中优先储存虾青素,
或三疣梭子蟹将食物中的β-胡萝卜素转化成虾青

素后沉积在肝胰腺中
[18, 19]

。三疣梭子蟹卵巢发育

Ⅰ—Ⅱ期, 甲壳内表皮中总类胡萝卜素、虾青素、

叶黄素、海胆烯酮和β-胡萝卜素含量都显著下降,
这可能是由于雌体生殖蜕壳后, 内表皮中的虾青素

等被运输到几丁质甲壳和肝胰腺等组织中
[10, 20]; 卵

巢发育Ⅱ—Ⅲ期, 甲壳内表皮中总类胡萝卜素、虾

表 5    三疣梭子蟹卵巢发育过程中肝胰腺色泽和类胡萝卜素的相关系数

Tab. 5    Pearson correlation coefficients of color parameters and carotenoid contents in hepatopancreas of P. trituberculatus during ovarian
development

指标
Index

总类胡萝卜素
Total carotenoids

虾青素
Astaxanthin

叶黄素
Lutein

玉米黄素
Zeaxanthin

β-胡萝卜素
β-carotene

L*
r –0.507** 0.469** 0.100 –0.015 –0.051
P 0.004 0.006 0.642 0.949 0.782

a*
r 0.015 –0.283 –0.173 –0.064 0.010

P 0.938 0.111 0.418 0.787 0.957

b*
r 0.035 0.415* –0.021 0.104 –0.140
P 0.855 0.016 0.923 0.662 0.446

表 6    三疣梭子蟹卵巢发育过程中肝胰腺和血淋巴抗氧化指标变化

Tab. 6    Changes of antioxidant indexes in hepatopancreas and haemolymph of P. trituberculatus during ovarian development

指标Index Ⅰ Ⅱ Ⅲ Ⅳ Ⅴ

肝胰腺Hepatopancreas

总抗氧化能力T-AOC (mmol/g prot) 1.33±0.13a 0.80±0.09b 0.25±0.05c 0.17±0.01c 0.09±0.01d

超氧化物歧化酶SOD (U/mg prot) 19.73±2.72ab 19.11±2.42ab 30.75±3.68a 23.85±1.50ab 16.02±2.19b

过氧化氢酶CAT (U/mg prot) 1.02±0.28ab 0.70±0.10b 1.54±0.15a 0.85±0.07b 0.38±0.10c

谷胱甘肽过氧化物酶GPX (U/g prot) 122.04±15.41b 325.09±51.56a 154.55±12.51b 105.06±12.65bc 62.93±8.06c

丙二醛MDA (nmol/mg prot) 5.57±0.47a 4.30±0.57a 5.41±0.67a 3.48±0.43ab 1.63±0.13b

血淋巴Haemolymphs

总抗氧化能T-AOC (mmol/L) 0.64±0.06a 0.28±0.04c 0.44±0.03b 0.77±0.04a 0.45±0.04b

超氧化物歧化酶SOD (U/mL) 119.65±5.05a 126.49±2.12a 134.93±4.61a 117.84±2.17a 99.05±10.67b

过氧化氢酶CAT (U/mL) 2.73±0.16ab 3.22±0.23a 2.36±0.17bc 1.70±0.09c 2.35±0.16bc

谷胱甘肽过氧化物酶GPX (U/L) 111.84±14.34d 434.46±64.78c 648.65±18.88b 835.68±38.24a 611.24±82.61b

丙二醛MDA (nmol/mL) 5.56±0.58c 9.16±1.38c 25.40±1.32a 19.87±1.32b 26.26±2.70a

表 7    三疣梭子蟹卵巢发育过程中肝胰腺和血淋巴非特异性免疫指标变化

Tab. 7    Changes of non-specific immune indexes in hepatopancreas and haemolymphs of P. trituberculatus during ovarian development

指标Index Ⅰ Ⅱ Ⅲ Ⅳ Ⅴ

肝胰腺Hepatopancreas

酸性磷酸酶ACP (U/g prot) 1609.09±215.03a 984.09±125.94ab 1532.86±201.84a 507.32±25.14b 456.97±27.58b

碱性磷酸酶ALP (U/g prot) 1253.12±156.42b 7785.65±575.36a 772.07±79.88bc 455.33±52.08cd 367.80±49.22d

溶菌酶LZM (μg/mg prot) 2.30±0.24a 1.73±0.06a 2.25±0.18a 1.94±0.14a 1.61±0.27a

一氧化氮NO (μmol/L) 30.07±2.46ab 33.53±2.06a 23.80±1.99bc 17.39±1.31c 16.53±2.44c

血淋巴Haemolymphs

酸性磷酸酶ACP (U/L) 152.15±14.81b 237.23±17.48ab 179.78±13.05b 287.90±28.12a 213.05±36.90ab

碱性磷酸酶ALP (U/L) 19.06±1.84c 70.06±7.21a 50.34±5.47b 68.52±2.92a 55.02±4.41ab

溶菌酶LZM (μg/mL) 6.86±0.51a 4.22±0.13b 2.17±0.28c 4.70±0.60b 3.58±0.40bc

血蓝蛋白Hc (mg/mL) 23.98±1.67c 14.60±1.30d 46.88±2.84b 67.71±3.18a 45.21±2.03b
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青素、叶黄素和β-胡萝卜素含量均无显著变化, 这
可能是因为此阶段三疣梭子蟹摄食较多, 内表皮消

耗的类胡萝卜素可以得到补充; 卵巢发育Ⅲ—V期,
甲壳内表皮中的总类胡萝卜素、虾青素、叶黄素

和β-胡萝卜素含量都呈现下降趋势, 可能原因为:
(1)此阶段池塘水温较低, 三疣梭子蟹摄食较少, 内
表皮中消耗的类胡萝卜素不能及时补充; (2)内表皮

中的类胡萝卜素被运输到卵巢中供卵巢发育所用
[21];

(3)内表皮中的类胡萝卜素用于保护细胞免受光损

伤而被消耗
[10, 22]

。

甲壳动物的组织色泽通常与其类胡萝卜素组

成和含量密切相关
[9, 23]

。本研究结果表明, 尽管三

疣梭子蟹卵巢中主要类胡萝卜素为虾青素和β-胡
萝卜素, 但其相关性分析结果显示, 三疣梭子蟹卵

巢中的a*值和b*值变化与其总类胡萝卜素、虾青

素、叶黄素、海胆烯酮和β-胡萝卜素都呈显著正

相关。先前研究表明, 游离虾青素主要为红色, 游
离β-胡萝卜素主要呈现黄色

[24], 因此, 作者推测三

疣梭子蟹卵巢中的虾青素和β-胡萝卜素对其a*值
和b*值都有较大贡献; 三疣梭子蟹卵巢的亮度L*值
与其虾青素和β-胡萝卜素呈显著负相关, 这与中华

绒螯蟹的研究结果一致
[9]
。就肝胰腺色泽参数与类

胡萝卜素组成而言, 仅肝胰腺中的虾青素含量和

b*值显著正相关, 总类胡萝卜素含量与L*值显著负

相关, 但肝胰腺中的所有类胡萝卜素含量都与a*值
没有显著的相关性, 这暗示三疣梭子蟹肝胰腺的色

泽不仅受类胡萝卜素含量影响, 且可能受到甲壳动

物多酚氧化酶引起的褐变反应等影响
[25], 有关三疣

梭子蟹肝胰腺色泽形成的具体原因有待进一步研究。

 3.2    组织中抗氧化和非特异性免疫指标变化及原因

抗氧化酶活力(例如SOD、CAT和GPX)是反映

甲壳动物抗氧化能力和健康状况的重要指标
[26], 这

些酶的主要功能是清除氧自由基, 防止自由基导致

的组织损伤
[27]

。卵巢发育Ⅲ期肝胰腺中的SOD和

CAT最高, GPX在Ⅱ期最高, SOD、CAT和GPX均

在Ⅴ期最低, 这可能是因为Ⅴ期是卵巢发育成熟期,

表 8   三疣梭子蟹卵巢发育过程中肝胰腺类胡萝卜素与抗氧化

指标的相关性分析

Tab. 8   Correlation analysis between carotenoid contents and
antioxidant parameters in the hepatopancreas of P. trituberculatus
during ovarian development

肝胰腺
Hepatopa-

ncreas
P r 方程Equation R2

n

总类胡萝卜素Total carotenoids
T-AOC 0.496   0.149 y=0.025x+0.311 0.022 23

SOD 0.256 –0.274 y= –0.575x+27.273 0.075 19

CAT 0.939 –0.019 y= –0.004x+1.018 0.000 19

GPX 0.495 –0.158 y= –5.870x+218.013 0.025 21

MDA 0.367   0.213 y=0.122x+3.290 0.045 20

虾青素Astaxanthin
T-AOC 0.001 –0.640** y= –0.172x+0.966 0.409 23

SOD 0.480 –0.163 y= –0.639x+23.496 0.027 21

CAT 0.556 –0.140 y= –0.041x+1.078 0.020 20

GPX 0.056 –0.404 y= –21.547x+215.537 0.163 23

MDA 0.077 –0.384 y= –0.490x+5.619 0.148 22

叶黄素Lutein
T-AOC 0.939   0.018 y=0.055x+0.617 0.000 20

SOD 0.966 –0.012 y= –0.421x+21.732 0.000 15

CAT 0.991   0.003 y=0.013x+9.69 0.000 16

GPX 0.002   0.701** y=601.460x–82.584 0.482 17

MDA 0.873 –0.042 y= –0.423x+4.803 0.002 17

玉米黄素Zeaxanthin
T-AOC 0.484 –0.196 y= –0.129x+0.261 0.038 15

SOD 0.396 –0.257 y= –11.633x+29.049 0.066 13

CAT 0.178 –0.398 y= –1.213x+1.651 0.159 13

GPX 0.472 –0.219 y= –58.140x+145.226 0.048 13

MDA 0.776   0.084 y=1.062x+3.753 0.007 14

β-胡萝卜素β-carotene
T-AOC 0.345   0.197 y=0.187x+0.022 0.039 25

SOD 0.853   0.043 y=0.690x+20.870 0.002 21

CAT 0.160   0.318 y=0.334x+0.130 0.101 21

GPX 0.463 –0.165 y= –31.086x+236.147 0.027 22
MDA 0.127   0.335 y=1.281x+1.174 0.112 22

y = −0.172x + 0.9664
R2 = 0.409
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图 3   三疣梭子蟹卵巢发育过程肝胰腺中类胡萝卜素与抗氧化

指标的相关性

Fig. 3   Regression analysis of carotenoids and antioxidant indexes
in the hepatopancreas of P. tritubrculatus during ovarian develop-
ment
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不再需要从肝胰腺中大量运输外源营养物质, 且此

时水温较低, 因此, 卵巢Ⅴ期时肝胰腺的营养代谢

强度较小 ,  故此时抗氧化酶活较低; 而卵巢发育

Ⅱ期和Ⅲ期时水温较高、三疣梭子蟹摄食多, 此时

卵巢发育较快需要大量营养物质, 故此时肝胰腺中

的营养代谢和运输强度较大, 故Ⅱ期和Ⅲ期肝胰腺

中抗氧化酶活力高。MDA是生物体内脂肪的过氧

化产物
[28], 甲壳动物肝胰腺中的MDA含量通常与

其总脂含量有关
[9, 12], Ⅴ期肝胰腺中MDA含量较低

暗示该期肝胰腺中的脂肪含量较低。血淋巴中的

T-AOC和GPX均在Ⅳ期最高, SOD和MDA含量均

在Ⅲ期最高, 这可能是由于三疣梭子蟹Ⅲ期和Ⅳ期

卵巢发育速度较快, 需要大量营养物质和能量, 故
血淋巴中营养物质运输和代谢强度较大, 总抗氧化

能力和酶活均较高。

ACP和ALP是两种重要的磷酸酶, 在甲壳类动

物的新陈代谢和免疫系统中起着至关重要的作

用
[16, 29]

。ALP在参与磷酸基团转移、钙磷代谢和

营养物质吸收利用等方面有重要作用
[29]

。NO是一

种生物信使分子和免疫调节分子, 可抑制杀伤病毒、

细菌、真菌及寄生虫的感染
[30]

。先前研究表明, 动
物体的卵巢发育和免疫过程都需要消耗能量

[31]
。

因此, 三疣梭子蟹卵巢快速发育阶段, 大部分免疫

相关基因表达水平都较低
[32]

。血蓝蛋白(Hc)在甲

壳动物氧运输、能量代谢、甲壳硬化、渗透压调

节、先天免疫和生长发育等过程中起着重要作用
[33, 34],

三疣梭子蟹卵巢发育Ⅱ—Ⅳ期, 血淋巴中Hc含量一

直显著上升, Ⅳ期Hc含量最高, 可能原因为: Ⅳ期卵

巢发育需要大量营养物质、能量和氧气。

虾青素是在甲壳动物体内抗氧化能力较高的

天然抗氧化剂
[35, 36], 但本研究结果表明肝胰腺中虾

青素含量与其总抗氧化能力(T-AOC)呈显著负相

关, 其原因可能为: 三疣梭子蟹肝胰腺中的抗氧化

能力包括生物抗氧化酶活和非生物抗氧化(如: 虾
青素等抗氧化剂)两部分组成。在本研究中, 三疣

梭子蟹卵巢发育Ⅴ期时, 尽管肝胰腺中的虾青素含

量最高, 但是其SOD、CAT和GPX等抗氧化酶活最

低, 故此时总抗氧化能力最低。

 4    结论

三疣梭子蟹在卵巢发育过程中, 卵巢中虾青素

和β-胡萝卜素在Ⅱ—Ⅳ期大量积累, 这些类胡萝卜

素可能来自于甲壳内表皮、肝胰腺储存和饲料中;
卵巢和肝胰腺中的亮度与其主要类胡萝卜素含量

呈负相关, 红度值与虾青素含量呈正相关。在卵巢

发育过程中, 肝胰腺和血淋巴的抗氧化及免疫性能

变化规律复杂, 可能与其类胡萝卜素组成和卵巢发

育的生理代谢有关, 具体调控机制有待进一步研

究。本研究结果为理解甲壳动物卵巢发育过程中

的类胡萝卜素积累规律提供了基础资料, 也可为三

疣梭子蟹的类胡萝卜素营养调控提供科学依据。
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Abstract: Female Portunus trituberculatus at different stages of ovarian development (stage Ⅰ—Ⅴ) were investiga-
ted for their color, carotenoids contents, antioxidant and non-specific immune parameters. The results indicated that:
(1) the gonadosomatic index (GSI) increased significantly (P<0.05), while the hepatosomatic index (HSI) rose slightly,
then declined gradually. The redness (a*) and yellowness (b*) values in ovaries showed an increasing trend, as did
lightness (L*) and b* values in hepatopancreas, but L* values in ovaries showed a decreasing trend. (2) Total carote-
noids, astaxanthin, zeaxanthin and β-carotene content in ovaries showed an increasing trend followed by a decreasing
trend, with the highest astaxanthin content in stage IV. Astaxanthin content in hepatopancreas was on the rise, while β-
carotene was on a significant decline. Regarding the content of carotenoids in different tissues, the epithelium con-
tained the highest amount of astaxanthin. L* values in the ovary and hepatopancreas exhibited a significant negative
correlation with total carotenoids, and a* and b* values in the ovary both showed a significant positive correlation with
total carotenoids, astaxanthin, luteolin, echinenone and β-carotene. There was no significant correlation between a* va-
lues and various carotenoids in hepatopancreas, and b* values only showed a significant positive correlation with asta-
xanthin.  (3)  For  antioxidant  indexes,  T-AOC in  hepatopancreas  showed a  significant  decrease  in  stage Ⅰ—Ⅴ

(P<0.05), while SOD, CAT and GPX showed an “increasing and then decreasing” trend. The T-AOC in hemolymph
showed a trend of “high-low-high-low”. SOD and GPX showed an increasing trend and then decreasing trend, while
CAT and MDA showed a “low-high-low-high” trend. In terms of immune indexes, ACP, ALP and NO in the hepato-
pancreas showed an overall decreasing trend during ovarian development, while ACP, ALP and Hc in the hemolymph
showed an increasing trend in stage Ⅰ—Ⅳ and a slight decrease in stage Ⅴ. (4) Correlation analysis showed that as-
taxanthin content in hepatopancreas was significantly negatively correlated with T-AOC, lutein content was signifi-
cantly positively correlated with GPX (P<0.01), and no significant correlation was found between the other carotenoids
content and antioxidant indexes. In conclusion, the increase of total carotenoids, astaxanthin and β-carotene in the ova-
ries of P. trituberculatus occurred mainly in stage Ⅱ—Ⅳ, while most of the carotenoids in the epithelium showed a
significant decreasing trend and only astaxanthin in the hepatopancreas showed an increasing trend.

Key words: Gonadal development; Carotenoids composition; Antioxidation; Non-specific immune; Portunus tri-
tuberculatus
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