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摘要: 为探究饲料中茶树油与虾青素对克氏原螯虾(Procambarus clarkii)生长性能、抗氧化能力及免疫相关基因表

达的影响, 设计了 6 组等氮等能饲料, 分别为基础饲料组(CT)、50 mg/kg 虾青素组(AS50)、50 mg/kg 虾青素与 50 mg/kg

茶树油组(AS50+AST50)、50 mg/kg 虾青素与 100 mg/kg 茶树油组(AS50+AST100)、50 mg/kg 虾青素与 200 mg/kg

茶树油组(AS50+AST200)、50 mg/kg 虾青素与 400 mg/kg 茶树油组(AS50+AST400), 进行了 8 周的养殖实验。添加

了虾青素后, AS50 组与 CT 组相比, 饵料系数显著降低(P<0.05), 末均重、增重率、特定生长率虽有提高但差异不显

著(P>0.05), 血淋巴及肠道中总抗氧化能力(T-AOC)显著提高(P<0.05), 肠道丙二醛(MDA)含量显著降低(P<0.05), 

Crustin、Astacidin、CuZnSOD 以及 HSP70 基因表达显著升高(P<0.05)。添加了虾青素与茶树油后, AS50+AST100

组末均重, 增重率, 特定生长率, 总抗氧化能力(T-AOC)均显著高于 AS50 和 CT 组(P<0.05), 肠道丙二醛含量显著

低于 AS50 组和 CT 组(P<0.05)。肠道组织 Crustin 与 Astacidin 基因随茶树油含量提高, 其表达量呈升高趋势, AS50+ 

AST50 组显著低于其余各组(P<0.05), CuZnSOD 表达量随茶树油浓度提高呈先升高后降低趋势, AS50+AST50 以及

AS50+AST100 显著高于其余各组(P<0.05)。HSP70 表达量随茶树油含量的提高与对照 CT 组差异显著(P<0.05)。

研究结果显示, 饲料中存在 50 mg/kg 虾青素条件下, 添加 100 mg/kg 茶树油可以提高克氏原螯虾抗氧化能力与免

疫能力, 促进生长。 
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克氏原螯虾(Procambarus clarkii), 又称淡水

小龙虾, 原产于美国及墨西哥, 后经日本传入我

国[1]。其营养丰富, 深受消费者喜爱, 是我国重要

的淡水经济虾类[2]。目前在我国有 20 多个省份养

殖克氏原螯虾, 是第六大淡水养殖种类[3]。近年来, 

克氏原螯虾除了食品加工外 , 还可提取内源酶 , 

甲壳素、虾青素等, 这也进一步扩大了克氏原螯

虾的需求[4]。但是随着养殖规模的扩大, 疾病暴发

也愈加频繁[5]。为了减少疾病带来的损失导致了

抗生素耐药性, 化学药物残留, 以及对环境的污

染[6-7]。 因此, 如何让克氏原螯虾产业绿色化健

康化, 寻找抗生素替代物的研究势在必行。 

虾青素是一种酮式类胡萝卜素, 具有强抗氧

化、抗炎、抗肿瘤、神经保护、着色等生物学活

性[8-9]。虾青素在虾蟹体内广泛存在, 具有十分重

要的作用, 但是却不能自身合成, 只能通过食物
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摄取。大量研究表明, 饲料中添加虾青素对于甲

壳动物具有改善色素沉着, 繁殖能力, 免疫力等

积极作用[8, 10-12]。王军辉等[13]研究表明, 饲料中

添加 400 mg/kg 虾青素可以有效提升锦鲤(Cyprinus 

carpio)生长性能, 着色效果以及抗氧化能力。Li

等[14]认为在血鹦鹉(Amphilophus citrinellus×Cich-

lasoma synspilum)饲料中补充虾青素可以提高血

鹦鹉鱼的生长性能及抗氧化能力。Cheng 等[15]的

研究表明饲料中添加 400 mg/kg 虾青素可以显著

提高克氏原螯虾生长性能及非特异性免疫。目前

虾青素主要通过雨生红球藻(Haematococcus plu-

vialis)等藻类提取或人工合成而来 , 但是价格昂

贵, 成本较高, 限制其在水产养殖中的应用。目前, 

已经证实了植物源提取物对养殖动物具有促生长

效果[16], 那么为了降低饲料成本, 能否在少量添

加虾青素的前提下, 通过添加植物源提取物来保

证或提高克氏原螯虾生长性能呢? 

茶树油, 取自桃金娘科白千层属(Melaleueal)

互叶白千层(Melaleuca ahemifolia)新鲜枝叶和根, 

也称互叶白千层油[17], 是一种无色至浅黄色具有

特殊香气且易挥发的油状液体 [18]。近年来茶树油

因具有广谱抗菌活性, 并且作为天然提取物, 低

毒环保无残留, 而被视为抗生素替代物, 受到人

们的广泛关注[19-20]。研究表明茶树油不仅具有广

谱抗菌活性, 还具有抗氧化, 抗肿瘤, 抗炎防腐

等功能, 目前广泛应用于食品, 医疗, 口腔护理, 

日化等领域[21-22]。基于茶树油的多种优点, 其在

动物上的研究也在逐步开展。研究表明, 不仅在

蛋鸡[23]、仔猪[24]等动物上, 茶树油有提高抗氧化

能力 , 在水生动物如罗氏沼虾 (Macrobrachium 

rosenbergii)[25], 克林雷氏鲇(Rhamdia quelen)[16,26]

上的研究也表明茶树油具有提高生长性能, 保肝, 

抗氧化, 提高免疫能力等积极作用。因此, 茶树油

可以作为水产动物饲料添加剂。 

为了更好提高养殖动物生长性能, 将多种饲

料添加剂搭配使用或许比单一使用具有更好的效

果。在蛋鸡[27]及仔猪[28]上的研究表明, 将薄荷油

与茶多酚配伍可以提高热应激能力。何旺泉等[29]

的研究表明, 饲料中添加精油与有机酸可以提高

凡纳宾对虾(Litopenaeus vannamei)生长及免疫能

力。但是饲料中添加茶树油与虾青素相关研究未

见报道, 其是否对克氏原螯虾有影响尚不清楚。

鉴于此, 本实验探索虾青素与茶树油的适宜添加

量, 探究其对克氏原螯虾生长性能, 抗氧化能力

以及相关基因表达是否具有改善效果, 促进克氏

原螯虾生长与免疫性能, 为其在配合饲料中的使

用提供参考依据。 

1  材料与方法 

1.1  实验动物 

实验用克氏原螯虾购自江苏省淡水研究所禄

口基地, 暂养 1 周后, 选取规格相近, 健康活跃, 

平均体重为(9.19±0.14) g 的克氏原螯虾虾苗作实

验虾。 

1.2  实验饲料 

以进口鱼粉、菜粕、豆粕、虾粉等为蛋白源, 

豆油为脂肪源制作基础饲料, 实验分基础饲料组

(CT), 基础饲料上添加不同剂量虾青素与茶树油, 

分别为 50 mg/kg 虾青素组(AS50)、50 mg/kg 虾青

素与 50 mg/kg 茶树油组(AS50+AST50), 50 mg/kg

虾青素与 100 mg/kg 茶树油组(AS50+AST100), 

50 mg/kg 虾青素与 200 mg/kg 茶树油组(AS50+ 

AST200), 50 mg/kg 虾青素与 400 mg/kg 茶树油组

(AS50+AST400)等实验组。 

实验用茶树油由南京上好科技有限公司提供, 

茶树油含量为 10%; 实验用虾青素由广州立达尔

生物科技股份有限公司提供, 虾青素含量为 10%。 

饲料基础配方及制作步骤参照史振鹏[30]并作

一定修改, 饲料配方与营养成分见表 1。 

1.3  实验设计与管理 

实验于江苏省淡水水产研究所禄口基地进

行。将 720 尾克氏原螯虾幼虾, 分为 6 个组, 每组

3 个平行, 每个平行 40 尾虾, 随机投放于 18 个水

泥池。每个水泥池长 3 m, 宽 2 m, 水深 1 m, 具

有 24 h 增氧以及独立的进排水系统。每日分别于

7:00、19:00 投喂, 投喂量为克氏原螯虾体重的

3%~5%, 早 7 点投喂 3 h 后进行吸污。实验期间

平均水温在 (24±5) ℃, 每天记录投喂量 , 残饵

料、死虾数目及重量, 测量水温、检测水质。每

日早晚将循环系统打开 1 h, 实验水体中溶氧>  
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表 1  实验饲料配方及营养组成(风干基础) 

Tab. 1  Formulation and nutritional components of the experimental diet (air dry basis) 

组别 diet group 
原料 ingredients 

CT AS50 AS50+AST50 AS50+AST100 AS50+AST200 AS50+AST400

国产鱼粉 fish meal 3.00 3.00 3.00 3.00 3.00 3.00 

豆粕 soybean meal 23.00 23.00 23.00 23.00 23.00 23.00 

菜粕 rapeseed meal 14.00 14.00 14.00 14.00 14.00 14.00 

虾粉 shrimp powder 5.00 5.00 5.00 5.00 5.00 5.00 

肉粉 meat meal 5.00 5.00 5.00 5.00 5.00 5.00 

血粉 blood meal 2.00 2.00 2.00 2.00 2.00 2.00 

玉米酒糟 DDGS 5.00 5.00 5.00 5.00 5.00 5.00 

面粉 wheat flour 27.00 27.00 27.00 27.00 27.00 27.00 

米糠 rice bran 6.00 6.00 6.00 6.00 6.00 6.00 

豆油 soya-bean oil 2.50 2.50 2.50 2.50 2.50 2.50 

磷酸二氢钙 Ca(H2PO4)2 2.00 2.00 2.00 2.00 2.00 2.00 

预混料 premix 2.00 2.00 2.00 2.00 2.00 2.00 

黏合剂 cement 0.50 0.50 0.50 0.50 0.50 0.50 

食盐 NaCl 0.20 0.20 0.20 0.20 0.20 0.20 

乌贼膏 squid paste 2.00 2.00 2.00 2.00 2.00 2.00 

赖氨酸 Lys 0.18 0.18 0.18 0.18 0.18 0.18 

膨润土 bentonite 0.58 0.53 0.48 0.43 0.33 0.13 

蛋氨酸 Met 0.04 0.04 0.04 0.04 0.04 0.04 

虾青素 astaxanthin (10%) 0.00 0.05 0.05 0.05 0.05 0.05 

茶树油 tea tree oil (10%) 0.00 0.00 0.05 0.10 0.20 0.40 

总合 total 100 100 100 100 100 100 

营养成分 nutrient levels  

粗蛋白 crude protein 32.69 32.69 32.69 32.69 32.69 32.69 

粗脂肪 EE 6.79 6.79 6.79 6.79 6.79 6.79 

粗灰分 ash 8.98 8.98 8.98 8.98 8.98 8.98 

赖氨酸 Lys 1.77 1.77 1.77 1.77 1.77 1.77 

蛋氨酸 Met 0.68 0.68 0.68 0.68 0.68 0.68 

注: 每千克预混料提供矿物质元素: 铁, 6 g; 铜, 0.3 g; 锰, 1.5 g; 锌, 4 g; 硒, 0.02 g; 碘, 0.07 g; 钴, 0.007 g; 提供维生素: 维生素 A, 

375000 IU; 维生素 D3, 150000 IU; 维生素 E, 4000 mg; 维生素 K3, 400 mg; 维生素 B1, 600 mg; 维生素 B2, 1000 mg; 维生素 B6, 

850 mg; 维生素 B12, 2 mg; 烟酸 10000, mg; 叶酸, 200 mg; 肌醇, 12000 mg; D-生物素, 8 mg; D-泛酸钙, 2200 mg; 维生素 C, 

14000 mg. 
Note: Contained the following per kg of the diet: Fe, 6 g; Cu, 0.3 g; Mn, 1.5 g; Zn, 4 g; Se, 0.02 g; I, 0.07 g; Co, 0.007 g; Provide vitamins: 
VA, 375000 IU; VD3, 150000 IU; VE, 4000 mg; VK3, 400 mg; VB1, 600 mg; VB2, 1000 mg; VB6, 850 mg; VB12, 2 mg; niacin acid, 10000 
mg; folic acid, 200 mg; inositol, 12000 mg; D-biotin,8 mg; D-calcium pantothenate, 2200 mg; VC, 14000 mg. 

 

6.0 mg/L, pH 保持在 7.8~8.0, 氨氮<0.2 mg/L, 亚

硝酸盐<0.005 mg/L。 

1.4  样品采集 

养殖实验结束后, 克氏原螯虾禁食 24 h 取样, 

以水泥池为单位称重、记数, 计算生长指标; 每组

取 9 尾克氏原螯虾(每个水泥池 3 尾), 用酒精消毒

纱布擦干体表水分, 围心腔采血, 静置后在 4 ℃、

3000 r/min 离心 10 min, 取上清液, –20 ℃保存待 

测; 采血淋巴后, 取肠道及肝胰腺。另取 6 尾全虾

放入–20 ℃冰箱待测。 

1.5  测定指标及计算公式 

1.5.1  生长性能  

增重率(weight gain rate, WGR, %)=100×(Wt– 

W0)/W0 

特定生长率(specific growth rate, SGR, %)= 

100×(ln Wt–ln W0)/t 
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饵料系数(feed conversion ratio, FCR)=FI/(Wt– 

W0) 

式中, W0 为克氏原螯虾初始均重, Wt 为克氏原螯

虾末均重, t 为养殖天数, FI 表示每只克氏原螯虾

平均摄食饲料总量。 

1.5.2  抗氧化指标  用冰生理盐水清洗肠道, 滤

纸吸干水分, 然后称重, 捣碎后移入匀浆器中冰 

水浴匀浆。用离心机在 4 ℃、2500 r/min 离心

10 min, 取上清液待测。选用南京建成试剂盒测定

抗氧化指标, 并按说明书进行测定。总抗氧化能

力使用比色法(A015-1-2); 抗超氧阴离子自由基

能力使用比色法 (A052-1-1); 丙二醛含量使用

TBA 法(A003-1)。 

1.5.3  基因表达   克氏原螯虾 Astacidin 蛋白

(astacidin)[31]、甲壳肽(crustin)[31]、热休克蛋白

70(HSP70)[32], 亲环素蛋白 A (Cypa)[33]、细胞外铜 

锌超氧化物歧化酶 (CuZnSOD)[34]、Toll 样受体

3(Toll3)[35], 以及内参基因 18S rRNA[36]由上海捷

瑞公司合成, 引物序列见表 2。首先参照 Song 等[37]

步骤, 使用 Trizol (RNAiso Plus, TaKaRa)法提取

克氏原螯虾肠道 RNA, 用 RNase-Free Dnase 

(TaKaRa)纯化以避免基因组 DNA 扩增, 然后用

NanoDrop2000 测定总 RNA 浓度, 并用 Rnase free

水调节浓度至 500 ng/μL。根据说明书使用

PrimeScriptTMRT 试剂盒(TaKaRa)反转为 cDNA。

接着使用 TaKaRa 两步法试剂盒 , 仪器使用

CFX96 Real-Time PCR Detection System,  

qRT-PCR 体系为 20 μL, 荧光定量测定基因表达

量。反应程序为 95 ℃预变性 60 s, 95 ℃ 15 s、

56 ℃ 15 s、72 ℃ 4 s, 共 40 个循环。选用 18S 

rRNA 作为内参基因, 使用 2−ΔΔCT 法测定 Crustin、

Astacidin、HSP70 基因相对表达量。 

 
表 2  克氏原螯虾免疫相关基因 RT-PCR 引物序列 

Tab. 2  primer sequence of immune related genes in Procambarus clarkii used in the study 

引物名称  
primer 

序列(5′-3′) sequence (5′-3′) 
基因登录编号 

GenBank accession no.
用途 usage 

参考文献
references

Crustin-F CCATGCCTAAGTTTGAACCC 

Crustin-R TGTCACATAGCACCTCCCTC 

GQ301201 Crustin 的荧光定量 PCR 检测 
expression of Crustin 

[31] 

Astacidin-F GACGGCTTCCCTTCCCTCTT 

Astacidin-R CCATACGCCTGACCACCTTG 

GQ301199 Astacidin 的荧光定量 PCR 检测 
expression of Astacidin 

[31] 

HSP70-F GGTGTTGGTGGGAGGGTCTA 

HSP70-R GGCTCGCTCTCCCTCATACAC 

DQ301506 HSP70 的荧光定量 PCR 检测 
expression of HSP70 

[32] 

Cypa-F AGGGCAACAGTGGTATCAAC 

Cypa-R GAAAGTGGACCCTTTGTAGC 

JX878886 Cypa 的荧光定量 PCR 检测 
expression of Cypa 

[33] 

CuZnSOD-F CAAATCAGTGGCAGGCTGGAAA 

CuZnSOD-R TCGCCCAGGTCACCCTTCTCG 

KC333177 CuZnSOD 的荧光定量 PCR 检测 
expression of CuZnSOD 

[34] 

Toll3-F GACTTGTCCAAAAACGATATACG 

Toll3-R TGCGTTACAGTAGTGAGCGAAT 

KP259728 Toll3 的荧光定量 PCR 检测 
expression of Toll3 

[35] 

18S rRNA-F CTGTGATGCCCTTAGATGTT 

18S rRNA-R GCGAGGGGTAGAACATCCAA 

AF436001 18S 内参基因引物 
expression of 18S rRNA 

[36] 

 

1.6  数据分析 

用 SPSS20.0 软件进行数据分析, 使用软件中

单因素方差分析(one-way ANOVA)以及 Duncan’s 

多重比较进行差异性分析 , P<0.05 视为差异显

著。所有数据以平均值±标准误(x̄±SE)表示。分析

所得数据采用 GraphPad 8.0.2 绘图。 

2  结果与分析 

2.1  饲料中添加茶树油与虾青素对克氏原螯虾

生长性能的影响 

饲料中不同茶树油与虾青素含量对克氏原螯

虾生长性能的影响如表 3 所示。添加了茶树油与 
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虾青伍后, AS50 组与对照 CT 组相比, 饵料系数

显著降低(P<0.05), 末均重、增重率、特定生长率

虽有提高但差异不显著(P>0.05)。添加了茶树油

后, 末增重, 增重率, 特定生长率呈先升高后降

低趋势, 于AS50+AST100组达到最高值。与AS50

组、对照 CT 组相比, AS50+AST100 组末均重, 增

重率, 特定生长率显著提高(P<0.05)。饵料系数呈

升高趋势, AS50+AST50, AS50+AST100 组饵料系

数与 AS50 组差异不显著(P>0.05), 但显著低于

CT 组(P<0.05)。 

饲料中不同茶树油含量对克氏原螯虾增重率

及饵料系数的影响如图 1 所示。图 1a、图 1b 表

明, 在克氏原螯虾饲料中存在 50 mg/kg 虾青素

条件下 , 分别添加 50 mg/kg 茶树油组 (AS50+ 

AST50), 100 mg/kg 茶树油组 (AS50+AST100), 

200 mg/kg 茶树油组(AS50+AST200), 400 mg/kg

茶树油组(AS50+AST400)等实验组, 以增重率为

指标 , 通过折线模型获得茶树油适宜添加量为

71.40 mg/kg, 以饵料系数为指标, 茶树油适宜添

加量为 71.25 mg/kg。 
 

表 3  饲料中不同茶树油与虾青素含量对克氏原螯虾生长性能的影响 

Tab. 3  Effect of dietary tea tree oil and astaxanthin on growth performance of Procambarus clarkii 
n=3;x̄±SE 

组别 group 
指标 index 

CT AS50 AS50+AST50 AS50+AST100 AS50+AST200 AS50+AST400

初均重/g IBW 9.20±0.01 9.20±0.01 9.20±0.00 9.21±0.01 9.20±0.01 9.19±0.01 

末均重/g FBW 24.46±0.34a 25.78±0.69ab 27.01±0.85ab 28.70±0.79c 25.39±1.15ab 26.28±0.29ab 

增重率/% WGR 165.76±3.76a 180.16±7.40ab 193.66±9.27bc 211.71±8.42c 175.97±12.29ab 186.09±3.39abc

特定生长率/% SGR 1.55±0.02a 1.63±0.04ab 1.71±0.05bc 1.80±0.04c 1.61±0.07ab 1.67±0.02abc

饵料系数/% FCR 2.38±0.20c 1.83±0.04a 1.69±0.14a 1.71±0.04a 2.22±0.08bc 1.82±0.12ab 

注: 同行不同小写字母表示差异显著(P<0.05), 同行无字母表示差异不显著(P>0.05). 

Note: Values in the same row with different superscripts are significantly different (P<0.05). Values in the same row without letter 
superscripts mean no significant differences (P>0.05). 

 

 
 

图 1  饲料中不同茶树油含量对克氏原螯虾增重率(a)及饵料系数(b)的影响 

Fig. 1  Effect of dietary tea tree oil on weight gain rate (a) and feed conversion ratio (b) in Procambarus clarkii 
 

2.2  饲料中添加茶树油与虾青素对克氏原螯虾

抗氧化能力的影响 

饲料中不同茶树油与虾青素含量对克氏原螯

虾抗氧化能力的影响如图 2 所示。添加虾青素后, 

与 CT 组相比, AS50 组血淋巴及肠道中总抗氧化

能力显著提高(P<0.05), 肠道丙二醛含量显著降

低(P<0.05), 抗超氧阴离子自由基活力略有提高

但无显著差异(P>0.05)。在虾青素 AS50 组基础上

添加茶树油后, 随着茶树油添加量的提高, 血淋

巴及肠道组织中总抗氧化能力及抗超氧阴离子自

由基活力呈先升高后降低趋势, 于 AS50+ST100

组达到最高 ,  并与 CT 组、AS50 组差异显著

(P<0.05); 血淋巴丙二醛含量呈升高趋势, 肠道

丙二醛含量呈先降低后升高趋势, 其中与 CT 组、  
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图 2  饲料中不同茶树油与虾青素含量对克氏原螯虾总抗氧化能力(血淋巴, a; 肠道组织, d),  

抗超氧阴离子自由基活力(血淋巴, b; 肠道组织, e), 丙二醛含量(血淋巴, c; 肠道组织, f)的影响 

柱形图上方不同字母表示差异显著(P<0.05). 

Fig. 2  Effect of dietary tea tree oil and astaxanthin on total antioxidant capacity (hemolymph, a; intestine, d), anti-superoxide  
anion ability (hemolymph, b; intestine, e), malondialdehyde (hemolymph, c; intestine, f) in Procambarus clarkii 

Different letters with the column indicate significant differences (P<0.05). 
 

AS50 组相比, AS50+AST50 组、AS50+AST100 组

显著降低了血淋巴、肠道丙二醛含量(P<0.05)。 

2.3  饲料中添加茶树油与虾青素对克氏原螯虾

免疫相关基因表达的影响 

饲料中不同茶树油与虾青素含量对克氏原螯

虾免疫相关基因表达的影响见图 3。饲料中添加

虾青素后 , AS50 组相比于对照 CT 组 Crustin, 

Astacidin, CuZnSOD 以及 HSP70 基因表达显著升

高(P<0.05)。此 AS50 基础上添加了茶树油后, 随

着茶树油含量的提高, Crustin、Astacidin 基因呈上

升趋势, AS50+AST50 最低, 显著低于其余各组

(P<0.05), AS50+AST200 及 AS50+AST400 组与

AS50 组差异不显著 (P>0.05), 显著高于其余各

组。CuZnSOD 基因表达量随茶树油添加呈先升高

后降低趋势, AS50+AST50 及 AS50+AST100 组显

著高于其余各组(P>0.05)。添加茶树油后, 各茶树

油添加组 HSP70, 基因表达量与 AS50 组无显著

差异(P>0.05), 与 CT 组差异显著(P<0.05)。此外, 

Cypa 与 Toll3 基因表达量各组间无显著差异。 

3  讨论 

3.1  饲料中添加茶树油与虾青素对克氏原螯虾

生长性能的影响 

研究表明, 中草药和精油对动物生长具有促

进作用, 可以作为饲料添加剂[38]。在饲料中添加

了虾青素后, 相比于 CT 组, AS50 组饵料系数显

著降低, 末均重、增重率、特定生长率略有提高。

这与大鳞副泥鳅(Paramisgurnus dabryanu)[39], 凡

纳宾对虾[40]研究结果相同, 饲料中添加虾青素可

以提高养殖动物抗氧化能力, 促进生长。但是虾青

素影响不显著可能是因为添加量较低, 克氏原螯

虾饲料中虾青素适宜添加量为 400 mg/kg, 而本

实验仅添加 50 mg/kg 虾青素[15]。研究表明类胡萝

卜素通过促进中间代谢来加强养殖动物对营养素 
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图 3  饲料不同茶树油与虾青素含量对克氏原螯虾免疫相关基因的影响 

柱形图上方不同字母表示差异显著(P<0.05). 

Fig. 3  Effect of dietary tea tree oil and astaxanthin on immune-related gene in Procambarus clarkii 
Different letters with the column indicate significant differences (P<0.05). 

 

的利用率, 进而提高生长性能[41-42]。乌鳢(Channa 

argus)上的研究也表明饲料中添加虾青素可以提

高生长性能, 抗氧化能力及免疫能力, 并且作者

认为虾青素可能是通过调节鱼类下丘脑–垂体–肾

间轴(HPI), 促进抑制生长激素和类胰岛素生长因

子分泌及其受体表达, 进而提高生长性能[43]。在

AS50 组基础上添加了茶树油后, AS50+AST100

组显著提高虾的末增重 , 增重率 , 特定生长率 , 

并降低了饵料系数。尼罗罗非鱼 (Oreochromis 

niloticus)[44]上的研究表明添加茶树油改善了养殖

动物的生长性能。王猛强等 [45]的研究也表明了 , 

在低鱼粉日粮组添加茶树油对凡纳宾对虾生长性

能具有促进效果, 并且对植物性蛋白原中抗营养

因子带来的肠道损伤也具有一定的改善效果。这

说明茶树油与虾青素作为克氏原螯虾饲料添加剂

是可行的, 而其对生长性能的改善作用可能是因

为添加茶树油与虾青素可以缓解氧化损伤 [46], 

改善养殖动物的肠道健康[24], 促进了克氏原螯虾

对饲料的利用率。也可能是因为茶树油中的松油

烯-4-醇, γ-松油烯, α-松油烯等活性成分[47]。但是

随着茶树油添加量的提高, 克氏原螯虾生长性能

呈先升高后降低趋势 , AS50+AST200 及 AS50+ 

AST400 组末增重, 增重率, 特定生长率与 CT 组

差异不显著。这可能是高含量的茶树油导致的。

Xu 等[48]在罗非鱼饲料中添加大黄素的研究类似。

在罗非鱼饲料中添加罗勒精油也有相似的结论 , 

高浓度精油的添加降低了养殖动物的生长性能 , 

并且作者认为高浓度的精油可能会带来肝脏氧化

损伤[49]。此外还可能与高浓度精油的刺激性气味

带来的采食量下降有关[50]。 

如图 1 所示, 以茶树油添加量为自变量, 增

重率及饵料系数为指标, 进行回归折线模型分析

表, 结果显示, 饲料中 50 mg/kg 虾青素存在条件

下 , 茶树油适宜添加量分别为 71.40 mg/kg 及

71.25 mg/kg。这与 Liu 等[25]的结果类似, 在罗氏

沼虾饲料中添加 100 mg/kg 茶树油, 间隔两周投

喂可以显著调高养殖动物的生长性能及非特异性

免疫能力。 
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3.2  饲料中添加茶树油与虾青素对克氏原螯虾

抗氧化能力的影响 

氧化应激是生物体内氧自由基产生速度超过

清除速度, 是生物体抗氧化系统不平衡的产生一

种生理状态[29]。氧自由基的积累往往会导致脂质

过氧化, 核酸氧化, 甚至死亡[51]。研究表明具有

抗氧化作用的植物精油作为饲料添加剂具有广阔

前景[52]。血液中 MDA, T-AOC, 抗超氧阴离子自

由基能力是反应机体抗氧化能力的重要指标[53]。

本实验中添加了虾青素后, AS50 组相比于 CT 组, 

总抗氧化能力及抗超氧阴离子自由基能力显著提

高。Cheng 等 [15]发现在克氏原螯虾饲料中添加

400 mg/kg 虾青素, 可以显著降低肝脏 MDA 含量, 

提高 SOD 酶活力(P<0.05)。在卵形鲳鲹(Trachi-

notus ovatus)上也表明虾青素可以提高其抗氧化

能力[54]。在 AS50 组添加了茶树油后, 茶树油添

加组克氏原螯虾抗氧化能力随着茶树油含量的提

高呈先升高后降低趋势。AS50+AST100 显著高于

AS50 组(P<0.05), 这表明饲料中添加茶树油与虾

青素可能对克氏原螯虾抗氧化能力具有促进作

用。Lee 等[22]的研究表明茶树油具有激活 Nrf2- 

ARE 通路, 而此通路是一种重要的抗氧化信号通

路。Souza[55]等的研究也表明了添加茶树油可改善

克林雷氏鲶抗氧化状态。但是随着茶树油添加量

的提高, T-AOC, 抗超氧阴离子自由基能力呈降

低趋势, MDA 含量呈升高趋势, 这表明高剂量茶

树油的添加反而降低了其抗氧化能力。这与 Liu

等[25]在罗氏沼虾上的研究类似, 作者推测可能是

高剂量的茶树油导致了抗氧化抑制, 进而导致抗

氧化能力降低。张逸等[56]在仔猪上的研究也表明

中低浓度的茶树油对 T-AOC, MDA 具有积极效果, 

高浓度则会产生抑制。 

3.3  饲料中添加茶树油与虾青素对克氏原螯虾

免疫相关基因表达的影响 

与其他甲壳动物一样, 克氏原螯虾缺乏获得

性免疫仅依靠先天免疫来抵御疾病[57]。当病原微

生物突破克氏原螯虾物理屏障时, 则会激活免疫

应答, 分泌抗菌肽[58]。Astacidin 与 Crustin 都是抗

菌肽的一种, 具有抗菌活性[59]。本实验中, 添加

了虾青素后, Astacidin 和 Crustin 基因均显著高于

CT 组(P<0.05)。Dong 等[31]认为 Astacidin 与 Crustin

基因均参与克氏原螯虾基础防御 , 抵抗细菌感

染。Cheng 等[15]也认为虾青素作为免疫增强剂是

极为有效的。但是在此基础上添加了茶树油后 , 

随着茶树油添加量的提高, Astacidin 及 Crustin 基

因表达呈升高趋势, AS50+AST50 组基因表达显

著低于 AS50 组(P<0.05), AS50+AST200 及 AS50+ 

AST400 组与 AS50 组差异不显著(P>0.05)。这表

明低剂量茶树油降低了 Astacidin 及 Crustin 基因

表达, 可能是因为低剂量茶树油仅具有抑菌效果, 

降低了外界病原菌的入侵 , 从而使得抗菌肽

Astacidin 以及 Crustin 基因的表达量下调。

Nogueira 等[60]的研究也表明了茶树油尤其是松油

烯-4-醇, 可以有效调节先天免疫反应。当添加高

剂量茶树油时, 其自身可能也可以激活动物机体

免疫能力。在肉鸡[61]、仔猪[24]、罗氏沼虾[25]的研

究上均表明添加适宜含量的茶树油对养殖动物的

免疫作用有积极效果。但是 Zoral 等[62]认为超过

20 mL/100 g 迷迭香提取物对普通鲤 (Cyprinus 

carpio)有肝脏及肾脏毒性。 

HSP70 是一组高度保守序列, 对机体具有保

护效果 [63]。本实验中, 添加虾青素后, AS50 组

HSP70 表达量显著高于 CT 组(P<0.05), 这与谢家

俊[54]在卵形鲳鲹上的研究类似。但是添加了茶树

油后, 各茶树油添加组 HSP70 表达量与 AS50 组

无显著差异(P>0.05), 这可能表明添加茶树油与虾

青素对 HSP70 表达量无显著影响。但是李鹏等[64]

的研究表明, 饲料中添加复合植物精油可降低脂

多糖刺激后仔猪的 HSP70 基因表达量, 这可能与

物种不同有关, 也可能是仔猪上的研究是氧化应

激后带来的 HSP70 表达量过高而导致了结果不

同。在十足目甲壳动物中仅 CuZnSOD 可以表达, 

从而激活抗氧化能力, 提高免疫能力[34]。本研究

中, 添加了虾青素后, CuZnSOD 基因表达量显著

提高(P<0.05), 而添加茶树油后, 随着茶树油含量

的提高 , 其表达量呈先升高后降低趋势, AS50+ 

AST50 及 AS50+AST100 组显著高于 AS50 组

(P<0.05)。这与 Liu 等[65]的研究结果类似, 添加了

100 mg/kg 及以上橙皮苷抗氧化能力显著低于

75 mg/kg 橙皮苷添加量。Cypa 基因是一种有效的
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免疫抑制药物, 与其他细胞生长分化有关[34,66]。

在甲壳动物中, Toll3 基因受细菌或白斑综合征病

毒(WSSV)调控[36]。本实验中, 各组 Cypa 与 Toll3

基因表达量无显著差异(P>0.05), 这可能是实验

条件下克氏原螯虾并未受到严重细菌感染, 也可

能是添加茶树油与虾青素对其表达量无显著影

响。Qiu 等[67]认为 Cypa 基因与斑节对虾(Penaeus 

monodon)应对细菌感染的防御反应有关。Wang

等[68]的研究也表明 Toll3 基因在克氏原螯虾受细

菌感染情况下上调。相关研究还待进一步证实。 

4  结论 

本实验结果表明, 饲料中添加 50 mg/kg 虾青

素可以提高克氏原螯虾生长性能, 抗氧化能力及

非特异性免疫力。添加了 50 mg/kg 虾青素与

100 mg/kg 茶树油后, 显著提高了克氏原螯虾增

重率, 特定生长率, 总抗氧化能力, 抗超氧阴离

子自由基能力以及 CuZnSOD 基因表达, 显著降

低了饵料系数及丙二醛含量。综上所述, 饲料中

50 mg/kg 虾青素存在条件下, 添加 100 mg/kg 茶

树油可以提高克氏原螯虾抗氧化能力与免疫能力, 

促进生长。 
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Effect of dietary tea tree oil and astaxanthin on growth performance, 
antioxidant capacity, and immune-related gene expression of the red 
swamp crayfish, Procambarus clarkii 

ZHOU Yifan1, SUN Cunxin2, LIU Bo1, 2, ZHOU Qunlan2, LI Zhengzhong1, XU Xiaodi2, WANG Aimin3 

1. College of Fisheries and Life Science, Shanghai Ocean University, Shanghai 201306, China; 
2. Key Laboratory of Freshwater Fisheries and Germplasm Resources Untilization, Ministry of Agriculture and Rural 

Affairs, Freshwater Fisheries Research Center, Chinese Academy of Fishery Sciences, Wuxi 214081, China; 
3. School of Marine and Bioengineering, Yancheng Institute of Technology, Yancheng 224051, China 

Abstract: Six isonitrogenic and isoenergy diets were designed to investigate the effects of tea tree essential 
oil and astaxanthin on growth performance, antioxidant capacity, and immune-related gene expression of 
Proambarus clarkii: basal diet (CT), astaxanthin 50 mg/kg (AS50), 50 mg/kg astaxanthin and 50 mg/kg tea 
tree oil (AS50+AST50), 50 mg/kg astaxanthin and 100 mg/kg tea tree oil (AS50+AST100), 50 mg/kg 
astaxanthin and 200 mg/kg tea tree oil (AS50+AST200), and 50 mg/kg astaxanthin and 400 mg/kg tea tree oil 
(AS50+AST400). An 8-week culture experiment was conducted. After astaxanthin was added, the feed 
conversion ratio of AS50 was significantly decreased (P<0.05), the final average weight, weight gain rate, 
and specific growth rate with the increased trend showed no significant differences with the CT group (P > 
0.05), and the total antioxidant capacity (T-AOC) in hemolymph and intestinal tissue was significantly 
increased compared with the CT group (P<0.05). The content of malondialdehyde (MDA) in hemolymph and 
intestinal tissue was significantly decreased (P<0.05). The expression of the Crustin, Astacidin, CuZnSOD, 
and HSP70 genes was significantly increased compared with the CT group (P<0.05).  After tea tree 
essential oil and astaxanthin were added, the final body weight, weight gain rate, specific growth rate, and 
T-AOC in AS50+AST100 were significantly higher than in AS50 and CT groups (P<0.05), and the intestine 
MDA content was significantly lower (P<0.05). The expression levels of the Crustin and Astacidin genes in 
intestinal tissues increased with the increase of tea tree essential oil content and was significantly lower for 
the combination group of AS50 and AST50 than in the other groups (P<0.05). The expression level of 
CuZnSOD was first increased and then decreased with the increase of tea tree oil concentration and was 
significantly higher in the AS50+AST50 and AS50+AST100 groups than in the other groups (P<0.05). The 
expression of HSP70 were significantly higher than those in the CT group (P<0.05). The results showed that 
adding a combination of 50 mg/kg astaxanthin and 100 mg/kg tea tree oil to the diet could improve 
antioxidant and immune capacity and promote the growth of Procambarus clarkii. 
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