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  甲壳动物主要利用温度、光照周期等外界因子调节其生理状态, 使它们的生殖活动处于最适条件下, 来自外界因子

的这些信息作用于甲壳动物的中枢神经系统, 后者将其传递到神经内分泌系统和内分泌系统,神经内分泌系统和内分泌

系统能够分泌一些促进因子和抑制因子以实施对性腺活动的调控。由于甲壳动物成体的生殖和蜕皮常常交替出现, 因

此,神经内分泌系统和内分泌系统的精确调控非常重要。甲壳动物高血糖激素( CHH)家族神经激素是甲壳动物特有的

多肽激素,它们主要由眼柄的 X- 器官窦腺复合体合成,它们包括: 甲壳动物高血糖激素( CHH)、性腺抑制激素( GIH)、蜕

皮抑制激素( MIH)和大颚器官抑制激素( MOIH)。由于这一组神经肽的一级结构与 CHH 有许多相同之处, 它们就被称作

CHH 家族神经激素。长期以来, 由于实验手段的局限性, 神经内分泌和内分泌的调控功能被理解得过于简单化, 例如,

过去人们一直认为参与雌性甲壳动物卵巢发育调控的只有两个相互拮抗的神经激素: 性腺抑制激素( GIH)和性腺促进激

素( GSH) ,但是现在人们普遍认为甲壳动物的生殖调控是在多激素的基础上进行的, 它们直接或间接地影响性腺发育、

性别分化和交配行为。

1  CHH家族神经激素的分子结构和功能特征

在早期研究中人们从一些传统的生理学实验中认识了神经激素的生理功能, 这些实验方法包括切除或移植神经内

分泌组织和注射组织提取物或异源生物活性物质。近年来随着高效的化学分析方法包括反相高效液相色谱 ( RP-

HPLC)、质谱分析、气相微量蛋白测序等, 以及分子生物学方法包括 PCR、cDNA 克隆等的普遍采用, 多种甲壳动物神经肽

的一级结构已经测定。

甲壳动物的神经激素可以分为两大类:促色素细胞激素和 CHH 家族激素,前者主要包括红色素聚集激素( RPCH)和

色素分散激素( PDH) ; CHH 家族神经肽各成员的结构特征又不尽相同, 尽管 GIH 和 MIH 一级结构中形成二硫键的半胱

氨酸的位置以及保守氨基酸序列绝大多数与 CHH 的相同, 但是 CHH的前激素原结构组成中比 GIH 和 MIH 多一个 CHH

前体相关肽( CPRP) , 它位于信号肽与神经激素之间, 而 GIH 和 MIH 前激素原的神经激素前面直接连有信号肽
[ 1]
, 因此



CHH 家族中的 GIH、MIH 与 CHH 属不同类型。

1. 1  性腺抑制激素( GIH)
1991年 Soyez 等[2]对美洲龙虾 Homarus americanus GIH 的一级结构进行了完整的序列测定。他们采用气相微量蛋白

测序和快速原子轰击质谱分析( FAB-MS)的方法对其结构进行了研究。美洲龙虾 GIH 的性腺抑制活性是采用异种体内

活性测定的方法确定的[3]。应用RP-HPLC 方法分离美洲龙虾眼柄提取物只得到一种有生物活性的多肽,这种多肽由 77

个氨基酸组成,它具有一个自由 N- 末端和三个二硫键, 分子量是 9135Da, 等电点是 pH6. 8。在其它的研究中 GIH 的一

个异构体被确定,该异构体的氨基酸序列与 GIH 的相同, 但没有生物活性。De Kleijn 等[ 4]对编码美洲龙虾的GIH 前激素

原的 mRNA 进行了克隆和表达研究, 该研究表明这种多肽的开放阅读框由一个编码信号肽的序列和它后面的编码 GIH

多肽的序列组成,编码 GIH的 mRNA 序列与前面提及的 GIH 氨基酸的序列具有 98%的相似性。美洲龙虾的GIH 具有一

种前激素原和两种多肽异构体,这种现象说明在其基因表达中可能存在翻译后调控。

1. 2  甲壳动物高血糖激素( CHH)

CHH 主要参与甲壳动物血糖水平的调控,它对生殖活动也具有促进作用。目前已对下列甲壳动物的 CHH 进行了氨

基酸序列测定: 普通滨蟹( Carcinus maenas) [ 5]、美洲龙虾[ 6]、寻常平甲虫( Armadillidium vulgare ) [ 7]、泥污鲸螯虾 ( Or conectes

limosus) [ 8]、原螯虾( Pr ocambarus bouvieri) [ 9]、克氏原螯虾( Procambarus clarkii ) [ 10]。甲壳动物的 CHH氨基酸序列具有较高的

保守性,不同种的 CHH 间的同源性比例均高于 55% , CHH 的主要特征有: ( 1)氨基酸残基数目相同( 72 或 73) ; ( 2)肽链上

Cys 残基位置的保守性; ( 3)肽链核心部位存在保守氨基酸序列。

在多数种类都存在 CHH 多型性现象, 在美洲龙虾的窦腺中的 CHH 有两种形式: CHH-A 和 CHH-B, 它们的序列中有

6 个残基氨基酸存在差异, 每种形式的CHH 具有两种异构体, 1994年 Soyez 等[11]报道这些异构体仅仅是由于一个氨基酸

残基构象的不同而引起的:它们的第三个氨基酸是L-Phe 或D-Phe, 因此它的 CHH 有4 种: L-Phe3-CHH-A、D-Phe3-CHH-A、

L-Phe3-CHH-B、D-Phe3-CHH-B。其中的 CHH-B 对生殖活动具有促进作用, 对雌性无常小长臂虾( Palaemonetes varians )的非

卵黄发生期卵进行异种体内活性检测证明 CHH-B 具有这种功能[12]。用两种 CHH-B 异构体进行同种体外活性检测也发

现它们具有相同的活性[13] , 这一实验证明 CHH-B 能够促进卵巢对卵黄蛋白原的吸收。因此,美洲龙虾的 CHH 不仅能控

制血糖代谢,而且对生殖调控也起重要作用。在其它甲壳动物同样存在 CHH 的结构多型性和功能多样性,泥污鲸螯虾

具有两组 CHH 免疫活性的多肽[ 14] , 第一组由两个异构体组成, 其储存形式的神经肽的氨基酸序列及编码其前激素原的

核苷酸序列已被测定[4, 8] , 这两种异构体具有高效的高血糖活性[ 14] ; 第二组 CHH 免疫活性的多肽可能具有抑制蜕皮的

功能[ 15]。在原螯虾也存在 4 种 CHH 异构体,其中包括占大多数的具有高血糖活性的一对异构体, 还有两种占少数的具

有抑制活性的多肽,其中一种抑制蜕皮另一种抑制性腺的成熟[ 9]。此外克氏原螯虾同样存在 CHH 多型性和功能多样性

的现象[ 10]。因此, 螯虾除了具有高效的高血糖活性的 CHH 异构体以外, 还有参与蜕皮和生殖调节的异构体。而普通滨

蟹只有一组 CHH 免疫活性的两种多肽,这两种多肽的氨基酸组成相同,但它们在体内的数量不同[ 5] , 其唯一的前激素原

的氨基酸序列也已经测定[ 16]。

1. 3  蜕皮抑制激素( MIH)
MIH 对 Y- 器官蜕皮类固醇的合成有抑制作用。1991年 Webster 和 Dircksen [ 17]已经对普通滨蟹的 MIH 前激素原序

列进行了测定。近些年来,有更多的甲壳动物的 MIH 序列被测定, 这些动物包括: 凡纳对虾( Penaeus vannamei)
[ 18]
、优游

蟹( Callinectes sapidus ) [ 19]、日本对虾( Penaeus j aponicus) [ 20]、刀额新对虾( Metap enaeus ensis ) [ 21]、黄道蟹( Cancer migister ) [ 22]和

( Charybdis feriatus ) [ 23]。通过对优游蟹蜕皮周期中眼柄内编码 MIH 的 mRNA 进行 Northern 印迹分析表明, 在蜕皮前期

MIH 的 mRNA 水平逐渐降低, 到蜕皮晚前期达到最低, 蜕皮以后 MIH 的 mRNA 水平突然升高十倍, 在蜕皮间期持续升

高[24] , 这在 mRNA 水平证实了 MIH 的生理功能。

1. 4  大颚器官抑制激素( M0IH)
1993年 Laufer 等[25]发现大颚器官的分泌活动受眼柄因子的抑制,切除眼柄可引起大颚器官的增生和血淋巴中法尼

酸甲酯( MF)的增加, 窦腺提取物的体内和体外生物活性检测实验都证明它能够降低 MF 的分泌速度。1994 年 Laufer

等[26]发现克氏原螯虾的一种 CHH异构体对大颚器官 MF的合成有抑制效应。而在蜘蚌蟹( Libinia emarginata)和美洲龙

虾,对 MF合成起调节作用并不是 CHH, 而是眼柄中的另外一种神经肽[ 27, 28] , 目前具有这种活性的神经肽的结构还未研

究清楚。而另外的两个研究表明 CHH 家族的某些神经肽能够在体外实验中抑制 MF的分泌活动, 因此可以把这些激素

称作大颚器官抑制激素( MOIH)。Wainwright等[ 29]已经确定普通黄道蟹的两种 MOIH, 它们都由 78 个氨基酸组成 ,它们

之间只有一个氨基酸的差异,这两种多肽与蟹的MIH 和龙虾的 GIH 在结构上非常相似。此外, L iu 和 Laufer[ 30]从蜘蚌蟹

( L . emarginata 的窦腺中纯化到了三种对 MF 合成有抑制作用的多肽, 这些多肽由 72~ 76个氨基酸组成, 它们被看作为
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一组异构体,其中一种 MOIH 的部分氨基酸序列与普通滨蟹的 CHH 相似。

2  CHH家族神经肽在细胞水平的研究

在过去很长一段时间内,一些调控因子的合成部位主要是通过移植、切除、注射、提取等方法间接确定的。目前由于

特异性抗血清制备技术和分子生物学探针技术的发展, 可以应用免疫细胞化学和原位杂交的方法在细胞水平研究 CHH

家族神经肽。在八十年代对蟹、螯虾、龙虾、对虾等进行免疫化学研究表明, CHH、MIH 和 GIH 等都在 X-器官窦腺复合体

的同一区域合成。用同样的免疫化学方法研究龙虾的幼体和胚胎表明在无节幼体后期就已出现 CHH 和 GIH [ 31, 32] , 而

MIH 从蟹的第一期 状幼体开始出现[ 17]。应用非放射性 cDNA 探针技术已经对有些种类的神经肽的表达进行了研究,

它们包括泥污鲸螯虾的 CHH、美洲龙虾的 GIH 和 CHH 及普通滨蟹的 MIH[ 14,33- 35]。这些研究结果与免疫细胞化学定位

的结果是一致的。另外,原位杂交的方法与免疫细胞化学染色的方法结合能够同时在 mRNA水平和蛋白质水平检测 X-

器官窦腺复合体的分泌活动。例如,有人对成体美洲龙虾的雌雄个体及其幼体的合成 CHH 和 GIH 的神经内分泌细胞做

了这样的研究[ 34, 31]。其研究结果表明从幼体发育到成体合成 CHH 的细胞数目加倍,而合成 GIH 的细胞数目保持稳

定[31]。这说明 CHH 家族的神经肽在雌雄甲壳动物的整个生活史中对生殖和蜕皮的调控起重要作用。

为了研究编码甲壳动物神经激素 mRNA 的组织分布, 也可采用其它分子生物学方法如 Northern 印迹分析和 RNase

保护分析,将这些方法与显微观察的方法结合, 能为研究生殖周期中不同阶段的神经肽表达提供强有力的工具。运用

Northern 印迹分析方法确定泥污鲸螯虾的 CHH 前激素原和美洲龙虾的 GIH 前激素原的特异性表达, 表明它们只在眼柄

的端髓表达。但对美洲龙虾的 CHH 前激素原 mRNA 在不同组织中进行 Northern 印迹分析表明, 编码 CHH 的 mRNA 也

在腹神经系统表达[36]。目前, RNase保护分析方法已成功地用来检测泥污鲸螯虾的 CHH前激素原基因表达是否存在转

录水平或翻译水平的调控[ 37]。测量端髓内编码同一 CHH 多肽的 CHH-AmRNA 和 CHH-A* mRNA 的含量以及窦腺内

CHH 两个异构体 CHH Ñ 和 CHHÒ 的含量, 得到的数据表明 mRNA 和多肽的含量在不同的个体都不相同,但 CHH Ñ 和

CHH Ò 之间的比例恒定; 而 CHH-AmRNA和 CHH-A* mRNA 之间的比例在不同的个体有很大波动。因此, De Kleijn 等[ 37]

认为在 CHH 基因表达中存在翻译或翻译后的调控。

3  CHH家族神经肽对生殖和蜕皮的多因子调控

CHH 家族神经肽的各个成员都具有功能多样性,生殖和发育是受多种神经激素和激素综合调控的。由于美洲龙虾

的CHH 家族神经肽研究较多[ 1] , 在此主要以它为例说明 CHH 家族神经肽对生殖和蜕皮的调控。根据 Aiken和Waddy[ 38]

的描述,美洲龙虾的生殖周期被划分为以下四个时期:未成熟期、卵黄发生前期、卵黄发生期和成熟期。目前在美洲龙虾

已经确定结构和功能的 CHH 家族多肽有三种,它们分别是 CHH-A、CHH-B 和GIH[ 2, 4, 39]。为了更正确全面地认识美洲龙

虾生殖周期中 CHH-A、CHH-B 和 GIH 的合成、储存、释放及其潜在的生理功能, De K leijn 等[36]测量了雌性个体生殖周期

中不同阶段的各种神经激素的 mRNA水平及窦腺内和血淋巴内神经激素的水平。通过测定发现在卵黄发生前期 CHH-

A 的 mRNA水平较高, 而 CHH-B的 mRNA 水平较高的时期是卵黄发生前期和成熟期, 在卵黄发生前期两种 CHH 都以较

高水平储存在窦腺内,在血淋巴中只有在成熟期较高。而 GIH 在 X-器官内的 mRNA 水平一直较低,只有到未成熟期窦

腺中才出现少量 GIH 异构体, 在未成熟期和卵黄发生前期血淋巴中的 GIH 水平较高。

雌性美洲龙虾在两年的生殖周期中血淋巴内 CHH-A、CHH-B 和 GIH 浓度水平变化显著。到卵黄发生期时, CHH-A

和 CHH-B 的血淋巴水平显著升高, 而 GIH 的血淋巴水平到卵黄发生期后却显著下降, 因此 CHH-A 和 CHH-B 能够诱发

卵黄发生而GIH 则起相反的作用。Chang 等
[40]
发现在美洲龙虾存在一种既有蜕皮抑制活性又有高血糖活性的 MIH, 最

近已经证明这种 MIH 在生理功能上与 CHH很相近[ 39,41]。众所周知, 眼柄的切除既能除去 GIH 又能除去 MIH,但奇怪的

是切除眼柄后的美洲龙虾只是卵黄发生加快,而没有发生蜕皮现象, 这表明抑制蜕皮的因素不仅仅只有眼柄中的 MIH,

在其神经系统中可能存在其它的抑制因子[ 38]。CHH 能够在胸神经节表达意味着它可能具有抑制蜕皮的功能[39]。另外

美洲龙虾成体的 GIH 和蟹的 MIH 的氨基酸序列具有较高的相似性, 它们的前激素原具有相同的结构组织形式, 这意味

着GIH 可能具有抑制蜕皮的功能。当雌性美洲龙虾的幼体孵化后, 它才开始蜕皮, 这时 CHH 和 GIH 的血淋巴水平都较

低。在未成熟期具有蜕皮抑制功能的是 GIH,而在性腺成熟期完成这种功能的是 CHH-A 和 CHH-B。因此在美洲龙虾两

年的生殖周期中,血淋巴内 CHH 和 GIH的协调平衡才能够使生殖活动和蜕皮现象有规律地交替进行。

以美洲龙虾的 CHH 家族神经肽对生殖和蜕皮的作用模式为基础,结合其它甲壳动物的研究结果, 可以总结出雌性

甲壳动物的 CHH 家族神经肽调控生殖和蜕皮的功能模式,如图 1所示, MIH、GIH、CHH-A、CHH-B 都能通过阻止 Y-器官

蜕皮酮的合成和释放而抑制蜕皮。参与卵巢调控的神经肽包括 GIH、CHH-A和 CHH-B, GIH 在未成熟期和卵黄发生前期

对卵巢发育具有直接抑制作用,而 CHH-A和 CHH-B 则在卵黄发生期和成熟期对卵巢有促进作用。MOIH 能够直接作用
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图 1 雌性甲壳动物 CHH 家族神经激素调控生殖和蜕皮的功能模式图

(仿 De Kleijn 和 Van Herp)

Fig. 1  Illustration of the propo sed of the CHH- family in the regulation

of molting and reproduction in the female crustean

( from De Kleijn & Van Herp)

  注:实线表示对靶器官的促进作用,而虚线表示对靶器官的抑制作用;卵巢

的 im、prev、vit、mat 分别代表卵巢未成熟期、卵黄发生前期、卵黄发生期和成熟

期。

于大颚器官 ( MO ) 抑制其 MF 的合成, 另外

CHH 也有类似 MOIH 的功能。

4  今后的研究方向和重点

近些年来,由于生物化学和分子生物学技

术的成功应用,甲壳动物神经内分泌学的研究

取得了很大进展。但目前其研究对象主要局

限于几种模式动物, 例如, 普通滨蟹、美洲龙

虾、泥污鲸螯虾和原螯虾等, 而对其它动物研

究较少。直到如今在生产上仍然采用传统的

方法如切除眼柄、注射脊椎动物激素等调节一

些经济种类的生殖活动,人们一直期盼着实验

室技术能够应用到养殖生产中, 因此在今后的

研究对象中应重点考虑一些经济种类, 以缩小

甲壳动物神经内分泌基础研究与应用研究之

间的差距。

虽然目前对多种甲壳动物的 CHH 家族神

经肽的结构研究已取得很大进展,但多数 CHH

家族神经肽真正的生理功能及它们的靶器官

作用模式在雌性甲壳动物了解的还较少, 而在

雄性甲壳动物则是一无所知。由于这些神经

肽的不同异构体具有不同的生理效应, 应该进

一步完善神经肽的体内和体外的生物活性检

测方法。另外应该对不同 CHH 家族神经肽的

作用模式及受体做进一步研究。Kummer 和

Keller[ 42]及 Webster[ 43]已经开始了 CHH 家族神

经肽的膜结合受体方面的研究, 该研究表明

CHH 的受体广泛分布于不同的组织。为了进

行这方面的研究,需要利用生化分离制备的方

法或利用表达载体合成重组多肽的方法获得

具有生物活性的多肽,用来确定它们在细胞水

平的作用模式及它们的受体结合特征。

制备一些甲壳动物如蟹、螯虾、龙虾、对虾

等的神经肽多克隆或单克隆抗体和分子生物学探针,能够为进行这些神经肽免疫细胞化学定位和测定其血淋巴浓度提

供有利的工具,它们对生殖周期中胚胎及幼体神经激素的研究非常有用。进行这样的研究,能够使我们准确理解在外界

因子的作用下神经内分泌系统的活动对生殖和蜕皮的调控机制,这样的研究对经济种类的养殖生产也具有重要的应用

价值,例如, 将实验数据用于开发检测养殖种类神经内分泌水平的试剂盒, 在生产上就可以根据试剂盒的检测结果,人工

控制动物的光周期、温度、营养等,使其生殖和蜕皮处于最佳时机。
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