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摘要     血淋巴细胞在甲壳动物免疫反应中起着非常重要的作用 , 其主要由造血组织

(Hematopoietic tissue, HPT)生成并随着开管式循环分布到身体各处。到目前为止, 还没有相关研究表

明甲壳动物造血组织是否受草本植物的影响。本研究以中华绒螯蟹(Eriocheir sinensis)为对象, 利用

荧光定量 PCR、免疫荧光和组织化学等技术, 初步探索了白芍(Radix paeoniae alba)提取物对中华绒

螯蟹造血组织和造血因子 Astakine 的影响。结果显示, 在原代培养的造血组织细胞中添加终浓度为

0.85 mg/mL的白芍提取物后, 造血因子 Astakine mRNA的表达量显著上调(P<0.05)。进一步制备含

1%白芍提取物的中华绒螯蟹饲料并进行饲喂实验, 结果显示饲喂含白芍提取物饲料的中华绒螯蟹

造血组织的 Astakine mRNA的表达量较饲喂前上调了 10.5倍, 要高于对照组。免疫荧光结果同样表

明, 饲喂含白芍提取物饲料后中华绒螯蟹造血组织的 Astakine 蛋白荧光信号也要强于对照组。通过

造血组织的形态学观察和造血组织体重百分比的检测, 我们发现白芍组中华绒螯蟹造血组织含有较

多卵形小叶, 且造血组织体重百分比较饲喂前增加了 6.64%, 而对照组仅增加 1.6%。免疫保护率实

验显示, 在脂多糖急性刺激下, 白芍添加组的中华绒螯蟹的存活率(77.5%)要高于对照组(57.5%)。综

上所述, 白芍提取物可以促进中华绒螯蟹造血因子的表达和造血组织的发育, 从而提高中华绒螯蟹

的免疫调节功能。 
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中华绒螯蟹(Eriocheir sinensis), 又名河蟹、大闸

蟹, 是我国的主要淡水养殖品种, 具有较高的经济价

值, 其 2019年养殖总产量达到了 778682 t (Sun et al, 

2013; Lv et al, 2015; 于秀娟等, 2020)。随着人工养殖

的迅速发展, 中华绒螯蟹病害问题越来越突出, 由于

目前养殖过程中缺乏对幼蟹的病原检测 , 且饲养密

度过高以及抗菌药物的滥用, 病毒、细菌、寄生虫和

真菌等各类病原微生物引起的疾病的暴发愈发剧烈, 

严重影响了中华绒螯蟹的养殖效益 , 给养殖户造成

了巨大的经济损失(Lv et al, 2014)。目前针对中华绒

螯蟹的疾病防控没有特别有效的办法 , 仍然是以使

用抗生素和消毒剂为主 , 而这又会导致耐药菌的产
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生和疫病防控难度的进一步加大(Franz et al, 2020)。

由于病原菌的复杂性和抗病药物的不可持续性 , 免

疫增强剂作为一种新型药物 , 可以增强机体的免疫

功能, 是提高中华绒螯蟹抗病能力的有效途径。 

甲壳动物的免疫属于非特异性免疫 , 血淋巴细

胞随着血液循环分布到身体各处 , 在其免疫反应中

起着重要的作用(Söderhäll et al, 2003)。在机体感染病

原菌过程中, 血细胞的多种免疫功能被激活, 包括黑

化、吞噬、包被和细胞因子的释放, 如抗菌肽、凝集

素、过氧化物酶和酚氧化酶等(Jiravanichpaisal et al, 

2006)。多糖类物质被认为是一种广谱型免疫增强剂, 

有研究表明 , 多糖类物质能够引起甲壳动物血细胞

的剧烈变化(Lv et al, 2014)。在前期的研究中, 我们也

发现中华绒螯蟹受病原菌, 如嗜水气单胞菌、枯草芽

孢杆菌以及脂多糖(Lipopolysaccharide, LPS)刺激后, 

血淋巴中的透明细胞、颗粒细胞和半颗粒细胞数量会

急剧降低, 而后逐渐恢复(Lv et al, 2014)。同样地, 

Söderhäll 等(2003)也发现注射 β-1,3-葡聚糖可以影响

甲壳动物血细胞的数量 , 从而刺激血细胞的生成和

释放。研究表明, 甲壳动物血细胞的生成、存储和释

放等生物学过程主要是由造血组织 (Hematopoietic 

tissue, HPT)负责(Lin et al, 2011a)。中华绒螯蟹的造血

组织位于胃的背腹侧, 是一层薄且不透明的组织(Jia 

et al, 2016)。该组织由一系列结缔组织连接的卵形小

叶组成 , 含有丰富的造血干细胞和各分裂期血细胞

的前体细胞 (Jia et al, 2016; Söderhäll, 2016)。

Söderhäll(2016)研究发现, 克氏原螯虾在受病原微生

物或细菌多糖刺激后 , 造血组织会启动血细胞生成

的功能, 该过程包括血细胞的增殖、分化及最终从造

血组织释放到血腔中。因此, 我们相信造血组织在甲

壳动物整个生活史 , 尤其是在抵御外来病原微生物

的过程中发挥着重要的作用。 

中草药富含多糖、甙类、生物碱、苦味素、生物

类黄酮等多种有效成分 , 不仅可以提高营养物质的

利用效率、增强机体新陈代谢、促进机体生长, 还能

调节机体的免疫功能 , 并且拥有价格低廉、来源丰

富、不易污染环境等优点, 因而已成为水产养殖中非

常适宜的免疫增强剂(Xu et al, 2019)。刘红柏等(2004)

研究发现, 在鲤鱼饲料中添加由黄芪、板蓝根、茯苓

和鱼腥草组成的复方制剂可以改善鲤鱼的肠道菌群; 

郭永军等(2005)也报道了草本植物饲料添加剂(主要

是黄芪)可以增强机体免疫功能和提高存活率。在传

统的中草药制剂中, 白芍(Radix paeoniae alba, RPA)

被认为具有显著的生血和止痛功效 , 且被广泛用于

临床治疗超过 2000年(Xu et al, 2019)。因此, 本研究

旨在探究白芍提取物对中华绒螯蟹造血组织和造血

因子Astakine的影响, 确定其是否也会影响甲壳动物

血细胞的生成等。 

1  材料与方法 

1.1  实验动物 

本实验所用中华绒螯蟹 (Eriocheir sinensis), 每

只规格约为 10 g, 购于上海崇明岛某养殖场。中华绒

螯蟹被放置于循环水养殖箱中, 水温控制在 22 °C。

养殖期间 , 按比例定时投喂商品化饲料 , 并于饲喂

2 h后清除残饵及粪便。 

1.2  造血组织细胞培养 

中华绒螯蟹造血组织的分离参考北美淡水鳌虾

造血组织分离的方法进行(Lin et al, 2011b)。用于造血

组织消化的消化液由抗凝剂 (100 mmol/L 葡萄糖 , 

26 mmol/L柠檬酸, 415 mmol/L氯化钠, 30 mmol/L柠

檬酸钠, 30 mmol/L EDTA, pH 7.0)配制而成, 并含有

0.1%的 I型和 IV型胶原酶(索莱宝, 中国)。分离的造

血组织迅速置于 1 mL的消化液中, 在 37 °C条件下

孵育 45 min。将含造血组织细胞的消化液置于 40 μm

的细胞筛中过滤 , 随后在 1000 r/min 速度下离心

15 min。收集的造血组织细胞经 L-15培养基(赛默飞, 

美国)清洗 2 遍后, 重新在 1000 r/min 速度下离心

15 min, 用 L-15 培养基重悬造血组织细胞并调整细

胞浓度至 1×105个/mL。 

1.3  白芍提取物安全浓度分析 

取 1×105个/mL浓度的造血组织细胞悬液 200 μL, 

接种到 96孔细胞培养板后在 24 °C的培养箱中培养, 

每隔 3 d更换一次培养基。将购自陕西森弗天然制品

有限公司的白芍(Radix paeoniae alba)提取物溶解在

L-15 培养基中, 并通过 0.2 μm 滤膜过滤后备用。用

L-15培养基将白芍提取物终浓度调整至 100、50、25、

12.5、6.7、3.4、1.7和 0.85 mg/mL, 并将调整好的含

各浓度白芍提取物的培养基添加到 96 孔细胞培养板

中进行孵育, 每个浓度 3孔重复。连续孵育 7 d, 每天

用荧光 DNA 结合染料 4′,6-二脒基 -2-苯基吲哚

(DAPI)(碧云天生物技术, 中国)对细胞进行染色。用

磷酸盐缓冲液(Phosphate buffer solution, PBS)清洗细

胞 2遍后, 室温下用 4%多聚甲醛固定细胞 15 min, 随

后用 PBS继续清洗 2遍, 并添加终浓度为 1 μg/mL的

DAPI 200 μL, 室温孵育 15 min后在荧光显微镜(莱卡, 
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德国)下拍照以观察细胞形态。 

1.4  造血组织细胞造血因子 Astakine mRNA的检测 

将造血组织细胞以 1×105个/mL的终浓度接种到

96孔板中, 向细胞中添加含 0.85 mg/mL白芍提取物

的 L-15培养基 200 μL。在孵育的第 0、1、2、3、4、

5、6和 7天, 取造血组织细胞并用RNAiso Plus (TaKaRa, 

日本)提取总 RNA, 随后用 PrimeScriptTMRT Master Mix 

(Perfect Real Time) (TaKaRa, 日本)将总 RNA反转录成

cDNA 第一链。使用 LightCycler®480 SYBR Green I 

Master (Roche, 瑞士 )对各时间点造血组织细胞的

Astakine mRNA进行检测。表 1列出了用于扩增中华绒

螯蟹 Astakine和 β-actin基因的特定引物序列。qRT-PCR

反应混合物包含 2.5 μL cDNA第一链, 1 μL (10 nmol/L)

正向引物, 1 μL (10 nmol/L)反向引物, 3 μL水和 5 μL 

Master Mix, 并根据已有扩展程序进行反应(Lyu et al, 

2020)。每组实验重复三次, 最后根据 2–ΔΔCt法计算造血

因子 Astakine mRNA的相对表达量。 

 

表 1  用于 Astakine 和 β-actin qRT-PCR 检测的引物序列 
Tab.1  Specific primers for qRT-PCR analysis of Astakine and 

β-actin 

引物名称 序列(5′—3′) 

Es-ast-F GTGGTGGTGTTGGTGCTG 

Es-ast-R ATGTCGTTGGGGTAGTGC 

β-actin-F GCATCCACGAGACCACTTACA 

β-actin-R CTCCTGCTTGCTGATCCACATC 

 
1.5  造血组织造血因子 Astakine mRNA的检测 

含 1%的白芍提取物中华绒螯蟹颗粒饲料由中大

饲料集团有限公司制备并提供。实验蟹被分成两组, 

每组 100只。实验组和对照组分别提供含白芍提取物

和不含白芍提取物的饲料, 每日饲喂两次, 饲养 5周, 

每周取 5只蟹用于造血组织的采集及 Astakine mRNA

的检测。 

1.6  白芍提取物对造血组织的影响分析 

饲养 5周后, 各组取 10只蟹, 对个体和造血组织

进行称重, 并计算造血组织体重百分比(造血组织重

量/蟹重量)。另外, 从实验组和对照组中分离造血组

织, 用 4%多聚甲醛室温固定 15 min, 然后进行石蜡

包埋切片。H.E 染色过程如下: 石蜡切片经苏木精处

理 5 min, 冲洗 3 min, 再用伊红染色 1 min, 切片用盖

玻片固定, 显微镜下拍照并观察。 

1.7  造血组织的免疫荧光分析 

将石蜡切片置于封闭液(0.5% Triton X-100, 2% 

BSA, 0.5%兔血清 PBS)中室温孵育 1 h, 后续步骤则

是在前述方法(Jia et al, 2016)基础上修改后进行。吸

走封闭液, 加入本实验室保存的兔源Astakine多克隆

抗体(1︰200)进行孵育, 清洗后用带有 FITC 标记的

羊抗兔二抗 (1 ︰ 1000)进一步孵育 , 最后采用

Pannoramic 250 系统进行观察及拍照 , 使用 Indica 

labs HALO系统进行分析。 

1.8  白芍提取物对中华绒螯蟹抗急性刺激的影响分析 

用脂多糖模拟革兰氏阴性菌的感染进行急性刺

激, 从实验组和对照组中取 40只蟹, 使用 1 mL注射

器向血腔中注射 50 μL 生理盐水溶解的脂多糖

(100 μg/mL), 每天统计各组死亡数并计算最终的存

活率。 

1.9  统计分析 

数据以平均值±标准差表示, 使用 SPSS11.0软件

进行数据显著性分析, 采用单因素方差分析(ANOVA)

进行统计分析, P<0.05为差异显著。 

2  结果 

2.1  白芍提取物对造血组织细胞的影响 

为确定白芍安全剂量 , 我们在原代培养的造血

组织细胞里添加不同终浓度(100, 50, 25, 12.5, 6.7, 3.4, 

1.7和 0.85 mg/mL)的白芍提取物, 并于作用不同天数

后用 DAPI对细胞进行染色和显微观察。由图 1可见, 

白芍终浓度大于 6.7 mg/mL 时对细胞有明显的毒性, 

细胞表现出类似于甲壳动物黑化作用的生物学反应。

DAPI染色结果显示, 当白芍终浓度高于 0.85 mg/mL

时, 造血组织细胞的细胞核不完整、且无法被染成蓝

色荧光。 

我们进一步用 qRT-PCR 检测在终浓度为

0.85 mg/mL 的白芍提取物的作用下 , 造血因子

Astakine 在不同作用时间下的表达量。结果显示前 6

天 Astakine mRNA 的表达量在白芍提取物作用下稳

步上升, 到第 7天时则下降(图 2a)。在白芍提取物作

用的第 2天, Astakine mRNA的表达量达到了初始浓

度的 8.73 倍, 显著高于对照组的表达量(P<0.05); 在

作用后的第 6天, 白芍组 Astakine mRNA的表达量达

到最高值, 且也显著高于对照组(P<0.05)。 

2.2  白芍提取物对造血组织 Astakine mRNA的影响 

在饲喂含有白芍提取物的饲料后 , 我们解剖并

获取中华绒螯蟹的造血组织, 检测组织内的 Astakine 

mRNA 的表达量。由图 2b 可见, 在饲喂含有白芍提

取物的饲料后, 中华绒螯蟹造血组织 Astakine mRNA 
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图 1  不同终浓度白芍提取物作用下的造血组织细胞形态观察 
Fig.1  Microexamination of HPT cells incubated in the medium with different concentrations of RPA 

 

图 2  造血组织细胞(a)和造血组织(b)Astakine mRNA的表达量 
Fig.2  qRT-PCR analysis of Astakine mRNA in HPT cells (a) and HPT (b) 

注: “*”标注表示组间存在显著性差异(P<0.05) 

 
的表达量有一定上升, 但在第 5周时出现下降。在喂

食的第 1 周, 该基因表达量达到了初始的 1.5 倍, 在

第 4周时达到了初始的 10.6倍, 但差异性分析显示白

芍组与对照组无显著性差异(P>0.05)。 

2.3  白芍提取物对造血组织发育的影响 

在经过了 5 周的饲喂后, 我们检测了饲喂含白芍

提取物及对照组的中华绒螯蟹造血组织的发育情况, 

检测指标包括造血组织体重百分比和造血组织卵形小

叶数量。由图 3a可知, 饲喂含白芍提取物饲料的中华

绒螯蟹造血组织器官要明显大于对照组, 称重结果显

示实验组造血组织体重百分比初始为 8.13%, 5周后达

到了 14.77%(增长了 6.64%), 而对照组 5 周后只有

9.73%(增长了 1.60%)(图 3b)。H.E 染色结果显示实验

组和对照组的造血组织卵形小叶中都含有大量的血细

胞前体细胞, 其中饲喂含白芍提取物饲料的中华绒螯

蟹的造血组织较对照组含有更多的卵形小叶(图 3c)。 
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图 3  造血组织的形态(a)、造血组织体重百分比(b)和 H.E

染色结果(c) 
Fig.3  Morphological observation (a), hematopoietic tissue body 

index analysis (b) and H.E staining (c) of HPT 
注: S1—S4分别为分离的实验组和对照组造血组织样品 

 
2.4  白芍提取物对造血组织 Astakine蛋白的影响 

利用免疫荧光技术对饲喂含白芍提取物饲料及对

照组中华绒螯蟹的造血组织 Astakine蛋白进行检测。

结果如图 4所示,  饲喂含白芍提取物饲料的中华绒螯

蟹造血组织的 Astakine蛋白含量较对照组要高。 

2.5  白芍提取物对中华绒螯蟹抗急性刺激的影响分析 

为确定白芍提取物对中华绒螯蟹抗性的影响 , 

本研究用 100 μg/mL 脂多糖模拟革兰氏阴性菌感染

对中华绒螯蟹进行急性刺激。7 d的统计结果显示, 饲

喂含白芍提取物的中华绒螯蟹的存活率为 77.5%, 而

对照组只有 57.5%, 实验组较对照组成活率提高了

20%(表 2)。 

3  讨论 

中华绒螯蟹是我国的主要淡水养殖品种 , 但近

年来该品种深受多种病原微生物的危害 (Lv et al, 

2014), 如白斑综合征病毒、呼肠孤病毒、弧菌和气单

胞菌等(徐海圣等 , 2001; 薛仁宇等 , 2005; 房海等 , 

2008; 雷燕等, 2017)。目前针对以上疾病, 养殖户采

用的主要防控手段仍然以抗生素和消毒剂为主 , 这

将不可避免地导致耐药菌的产生 , 加重疾病的防控

难度(Franz et al, 2020)。 

植物提取物富含多糖、甙类、生物碱、苦味素、

生物类黄酮等多种有效成分 , 不仅可以提高营养物

质的利用效率、增强机体新陈代谢、促进机体生长, 

还能调节机体的免疫功能,  并且拥有价格低廉、来

源丰富、不易污染环境等优点, 已成为水产养殖中非

常适宜的免疫增强剂(Gong et al, 2014)。目前已有相

关研究涉及植物提取物在中华绒螯蟹养殖中的应用, 

如 Zhao 等(2018)发现金银花茎乙醇提取物能够提高

中华绒螯蟹血细胞的吞噬率和吞噬指数、酚氧化酶活

性和一氧化氮合成酶活性。同样地, Zheng 等(2019)

也发现饲料中添加淫羊藿苷可以显著提高中华绒螯

蟹的抗氧化能力和非特异性免疫力。白芍作为传统中

药材, 具有多种生物学活性, 如生血、保肝和止痛等

(Xu et al, 2019)。在本研究中, 我们通过在造血组织

细胞培养液和饲料中添加白芍提取物 , 来评估其对

中华绒螯蟹造血因子和造血组织的影响。为确定白芍

的安全剂量 , 我们在原代培养的造血组织细胞中添

加不同浓度白芍提取物。通过对细胞核的染色及形态

学观察, 我们发现 6.7 mg/mL的终浓度会导致造血组 

织细胞出现类似细胞黑化作用的生物学反应。黑化反

应是甲壳动物血细胞一种常见的免疫反应 , 是指细

胞合成黑色素外壳和细胞毒性效应物(Charoensapsri 

et al, 2014)。白芍提取物能诱导造血组织细胞发生黑

化反应意味着过量添加该物质极有可能诱导细胞产

生高氧化性的物质并导致细胞死亡。通过进一步比较

DAPI染色的荧光显微结果, 我们发现 0.85 mg/mL以

上的白芍提取物终浓度无法使细胞核显示蓝色荧光, 

这意味着高浓度的白芍提取物有可能对造血组织细

胞的细胞核也产生了损伤。综合以上, 本次选用终浓

度为 0.85 mg/mL的白芍提取物作为后续评估的实验

用浓度。 

qRT-PCR结果显示添加 0.85 mg/mL的白芍提取

物能够诱导造血组织细胞的 Astakine mRNA 表达量 
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图 4 　 造血组织 Astakine蛋白的定位及荧光强度 
Fig.4  Localization and quantification of Astakine protein in HPT 

注: DAPI标记为细胞核染色的蓝色荧光; FITC绿色荧光信号为 Astakine蛋白; 红色矩形框标注的为造血组织卵形小叶; 红色箭头指示的

为强荧光信号的 Astakine蛋白 

表 2  白芍提取物对中华绒螯蟹抗脂多糖刺激的影响 
Tab.2  Effect of RPA extraction on the E. sinensis against acute LPS stimulation 

分组 注射剂量(μL) 总数(只) 死亡数(只) 存活率(%) 

对照组 100 40 17 57.5 

白芍组 100 40 9 77.5 

 
发生变化 , 主要变现为各时间点该基因表达量的显

著提高。与初始表达量相比, 在添加 0.85 mg/mL 的

白芍提取物后 , 该基因的表达量显著提高并在最高

值时达到了初始时的 8.73倍。Astakine作为一种新发

现的造血因子, 由 Lin与 Söderhäll等人首次从北美淡

水鳌虾中发现(Lin et al, 2011a), 并被证实与甲壳动

物血细胞的增殖和分化息息相关(Lin et al, 2010)。与

细胞实验结果相似的是 , 在饲喂含有白芍提取物的

饲料后, 中华绒螯蟹造血组织的 Astakine mRNA表达

量相对对照组也有升高。同样地, 免疫荧光检测结果

也显示饲喂含有白芍提取物的饲料的中华绒螯蟹造

血组织含有更强的Astakine蛋白荧光信号, 这说明白

芍能够诱导蟹造血组织中释放造血因子。进一步通过

评估造血组织体重百分比和组织切片 , 我们发现白

芍提取物对造血组织发育有明显的促进作用 , 实验

组造血组织体重比较饲喂前提高了 6.64%, 而对照组

仅提高了 1.6%, 且实验组造血组织含有较多的卵形

小叶。血细胞是甲壳动物免疫功能主要载体, 能够行

使包括吞噬、包囊、黑化和裂解外来病原菌等多种生

物学功能(Jiravanichpaisal et al, 2006)。我们前期的研

究结果显示用脂多糖、嗜水气单胞菌和枯草芽孢杆菌

注射中华绒螯蟹 , 能够导致蟹的血细胞数量急剧下

降, 后又缓慢恢复(Lv et al, 2014)。这个现象说明外来

刺激在导致血细胞数量下降的同时可能也会诱导血

细胞的增殖和释放。Söderhäll(2016)推测该过程主要

包括 3部分, 分别是血细胞干细胞的增殖、分化和释

放 , 成熟的血细胞会从造血组织卵形的小叶中释放

并进入开放的血淋巴循环系统(Lin et al, 2011a)。虽然

目前尚无关于白芍对甲壳动物造血组织影响的报道, 

但高等动物关于造血因子的研究发现可以佐证我们

的实验结果。Fang 等(2013)研究发现含有白芍的植物

提取物可以显著提高血细胞生成相关通路基因的表达

量, 主要是造血因子。Zhu等(2016)也发现含有白芍的

植物提取物促进了小鼠骨髓基质细胞和血淋巴中的白

细胞数量。脂多糖是一类革兰氏阴性细菌细胞壁的免

疫刺激物, 能够诱导中华绒螯蟹血细胞的急剧下降, 

甚至死亡(Lv et al, 2014)。本研究发现饲喂含有白芍提

取物饲料的中华绒螯蟹对脂多糖的耐受力要优于对照

组, 主要表现为蟹的成活率较高, 以上说明白芍提取

物可能提高了蟹对脂多糖急性刺激的抗性。 

4  结论 

本研究以中华绒螯蟹为实验对象 , 初步探索了

白芍提取物对甲壳类造血组织及造血因子 Astakine

的影响。结果显示在细胞培养基中添加低浓度

(0.85 mg/mL)的白芍提取物可以提高造血组织细胞
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Astakine mRNA的表达量。同样地, 用含 1%白芍提取

物的饲料饲喂中华绒螯蟹也提高了中华绒螯蟹造血

组织的 Astakine mRNA和蛋白的表达量, 而且实验组

造血组织相较对照组也有明显变化 , 主要变现为组

织增大及组织内卵形小叶数量增多。另外, 本研究还

发现饲喂含白芍提取物的饲料可以提高蟹对脂多糖

急性刺激的抗性。以上研究结果表明白芍提取物对中

华绒螯蟹造血因子表达及造血组织发育有一定促进

作用 , 该结果可为其他甲壳动物造血组织的发育及

免疫增强剂的筛选提供参考。 
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EFFECTS OF RADIX PAEONIAE ALBA EXTRACTION ON HEMATOPOIETIC TISSUE 
AND HEMATOPOIETIC FACTOR ASTAKINE IN ERIOCHEIR SINENSIS 

LYU Sun-Jian1,  JIAO Jin-Biao2,  LIU Li3,  YUAN Xue-Mei1,  YU Zhe1,  ZHANG Hai-Qi1,  HANG 
Xiao-Ying1,  SHI Wei-Da1,  WU Ying-Lei1 

(1. Key Laboratory of Fish, Health and Nutrition of Zhejiang Province, Zhejiang Institute of Freshwater Fisheries, Huzhou 313001, 
China; 2. College of Fisheries, Southwest University, Chongqing 400715, China; 3. Institute of Hydrobiology, Zhejiang Academy of 

Agricultural Sciences, Hangzhou 310021, China) 

Abstract    Hematopoietic tissue (HPT) is responsible for crustacean haemocytes proliferation, and it can be generally 

released into hemolymph. At present, no research about the effect of plant herbs on HPT development has been reported. 

Among widely used immunopotentiator candidate of plant herbs, Radix paeoniae alba (RPA) is a major species that can be 

used for the preparation of blood nourishment medication. Therefore, we studied the effects of RPA on the 

Eriocheir sinensis HPT in combination with analysis of HPT cytokine Astakine and HPT development. The results indicate 

that the final RPA concentration of 0.85 mg/mL significantly up-regulated the Astakine mRNA expression in the HPT cells 

(P<0.05). In addition, RPA-containing commercial feed up-regulated the Astakine mRNA expression of HPT to 10.5 folds 

as compared to its initial level. In the immunofluorescence assay, we observed the expression of Astakine protein in HPT in 

RPA group. As indicated by the morphological observation and hematopoietic tissue body percentage evaluation, the HPT 

in RPA-fed crab contained more ovoid lobules and the hematopoietic tissue body percentage was increased by 6.64%, 

while only by 1.6% in the control. Furthermore, as shown in the lipopolysaccharide challenge experiment, the survival rate 

(77.5%) in RPA feeding group was higher that than that of the control group (57.5%). Therefore, the RPA could boost the 

Astakine expression, promote the HPT development, and further improve the immune system function. 

Key words    Radix paeoniae alba extraction;  Eriocheir sinensis;  hematopoietic tissue;  hematopoietic factor 

 


