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摘要：采用全细胞膜片钳技术，通过检测膜电容变化的方法实时监测细胞的分泌活动，在单个细胞水平观察了

%!羟色胺（%!9’）对中华绒螯蟹（!"#$%&’#" (#)’)(#(）眼柄视神经节端髓 7器官（%’78）(种类型神经内分泌细胞兴
奋性和分泌活动的调控作用。在电流钳模式下，%!9’使河蟹眼柄 %’78 :型和 ;型细胞产生去极化反应，并
诱导细胞兴奋，出现不同频率的动作电位；相反 %!9’诱导 &型细胞产生超级化反应，抑制细胞的兴奋活动。在
全细胞电压钳记录模式下，%!9’明显地引起 :型和 ;型神经内分泌细胞的膜电容增加，&型细胞的膜电容没
有明显的变化。这表明，%!9’通过调控河蟹眼柄神经内分泌细胞的兴奋性诱导 &99和 %<9的释放，抑制 &型
细胞的分泌活动。
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眼 柄 ! 器 官 ! 窦 腺 复 合 体（ !"#$%
&’()*+,），类似于哺乳动物的下丘脑 !垂体系统，
是甲壳动物重要神经内分泌器官。它合成和分泌

甲壳动物高糖激素（&--）、蜕皮抑制激素（./-）、
性腺抑制激素（%/-）等多种神经多肽激素，调控
着甲壳动物的蜕皮、性腺发育、代谢、色素反应、渗

透压调节等重要生理功能，一直被称为甲壳动物

的内分泌调控中心［"，#］。对这一系统眼柄神经多

肽激素的分泌规律和调控机制的研究不仅具有广

泛的理论意义，还使人们在生产上控制甲壳动物

的繁殖和生长成为可能。

在组织细胞学和免疫化学研究中，发现在甲

壳动物眼柄 !"#$%复合体中有多种神经递质类
物质，和来自中枢神经系统（&0$）的突触结构，表
明甲壳动物眼柄神经多肽激素的分泌受到 &0$
的精确调控。由于受激素分泌检测技术的限制，

过去主要通过注射完整和切除眼柄的动物或与激

素的靶器官共同孵育，比较观察血糖水平、蜕皮、

性腺发育、色素变化等，间接观察多巴胺（12）、$#
羟色胺（$#-3）等神经递质类物质对 &--、./-、
%/-、45&-等神经多肽激素分泌活动的影响。由
于受复杂生理因素的影响，不同的作者在同种或

不同种动物中得到的结果差异甚大，更不清楚这

是否直接作用在眼柄神经分泌细胞，还是通过其

它因子的介导［%，&］。由于在甲壳动物中缺少象鱼

类使用的催产素等激素类物质，对一些重要的经

济甲壳动物还不能进行全人工繁殖。过去人们也

曾试图在生产上利用 $#-3、12等控制动物的性
腺发育和蜕皮，但由于不了解这些递质的作用效

果和作用机制而未能推广应用［$］。中华绒螯蟹

（!"#$%&’#" (#)’)(#(）俗称河蟹，是我国重要经济甲壳
动物之一。组织、细胞学和免疫标记研究结果表

明，河蟹 !器官神经内分泌细胞主要集中在眼柄
视神经节端髓，被称为端髓 !器官（.3!"），主要
包括 %种类型细胞［’］。免疫标记结果表明，2型
和 6型细胞分别合成和分泌 &--和 ./-［(］。我
们利用膜片钳技术，通过观察细胞膜电容变化的

方法，实时监测河蟹眼柄神经内分泌细胞单个细

胞的胞吐分泌活动，阐明了中枢神经系统神经递

质!#氨基丁酸（!#%262）和谷氨酸（%*7）对河蟹眼
柄神经多肽激素分泌的调控作用［(，)］。本文拟观

察 $#-3对河蟹眼柄神经内分泌细胞兴奋和分泌
活动的影响，在单个细胞水平阐述 $#-3对河蟹眼

柄神经多肽激素分泌的调控作用，为进一步阐明

眼柄神经多肽激素的分泌调控机制和实现人工控

制甲壳动物的繁殖和生长奠定基础。

" 材料与方法

! 8! 动物解剖和细胞培养
实验动物取自天津市宁河县仁凤乡和山东东

营河蟹养殖场的正常 "龄蟹种，壳宽为 # 8" * # 8&
9(，置室内水泥池暂养。动物解剖和细胞培养方
法参考文献［’］。膜电容检测实验选用贴壁 # :
的河蟹眼柄神经内分泌细胞。其它试验采用培养

# ;的形态特征典型的细胞。膜片钳实验结束后，
细胞功能鉴定参考文献［(］的方法。
! 8" 膜片钳实验和数据的采集、处理
实验采用全细胞膜片钳技术，在电流钳和电

压钳两种模式下测定河蟹眼柄神经内分泌细胞对

$#-3的反应。实验在室温（## * #’ <）下进行。
数据的采集、处理参考文献［(，)］的方法。电极内
液为（((’*·= ! "）：#++ >&*，$ 0?&*，$ .@&*#，#+
-A5A$，$ 235##0? ,，$ 62532，>"-调 )- ( 8 $。
细胞外液为添加 #+ ((’*·= ! "葡萄糖的无菌河蟹

生理盐水。因实验修改电极内外液的成份在文中

另行说明。膜片钳系统由 A5&-型膜片钳放大器
（-A>2 $9B+C9+ BCDEF’CBG，德国）、5&/#"’数据采集
接口板和双位锁相放大器组成。玻璃电极毛坯为

H5/公司生产的薄壁毛细管（"6"$+I#&），充灌内
液后电极电阻为 % * $ ."。用硅酮树脂涂敷电极
尖端以减低噪声干扰。快、慢电容为自动补偿，串

联电阻补偿至最佳。

! 8# 细胞膜电容检测
按 =BC;?7#0+:+F 技术进行全细胞膜电容测

量［-］，使用 5J=$A 的 =’9G#BC 扩展软件。简述如
下：形成标准的全细胞记录模式后，将膜电位保持

在静息膜电位（ ! $+ (K），增益为 $ (KL )2。此
时向细胞施加频率为 " +++ -M、峰峰值为 $+ (K
的正弦波信号，刺激的输出由 /3&#"’数据集系统
产 生（ /CDEFE+9: 公 司，美 国），以 5J=$A ,
5J=$AI/3 ( 8 ’%软件（-A>2 A*+9EF’CB9D，德国）采
样并储存。采样频率为 # G-M，输出滤波频率一般
取 # 8 - G-M。用 /@’F 软件（H?N+(+EFB9D 公司，美
国）进行图形处理和数据分析。结果以平均值 .
$A表示。该技术可以在 "+ (D时间内捕捉细胞
内一个分泌囊泡与细胞膜的融合事件。

"$&&期 孙金生等：$/羟色胺对中华绒螯蟹眼柄 0123细胞兴奋和分泌活动的影响



! !" 药品及加药方法
实验采用 !" 通道快速加药系统（"#" $%& !

’()*+,-.(*) / 0）进行加药。加药过程由计算机控
制，用操纵器操纵尖端直径为 !##!-的加药头至
细胞约 $#!-处，压力加药（!# 1! ) ! & !），可在 !#
-) 内将 !"个储液槽中的任何一种药品或冲洗液
快速地加到细胞表面并浸浴整个选定细胞。

% 结果

# $! %&’(对河蟹眼柄 )(*+细胞兴奋性的调
控作用

眼柄神经内分泌细胞既是神经细胞，又有分

泌的功能。兴奋是细胞分泌活动的基础。为探讨

2345对河蟹眼柄神经内分泌细胞的分泌调控机
制，我们首先观察了 2345对河蟹眼柄 6种类型神
经内分泌细胞兴奋性活动的影响。在全细胞电流

钳模式下，将膜电流钳制在 7 1"，使细胞处于静
息不活动状态，6 种类型的神经内分泌细胞的膜
电位均在 8 27 -9左右。此时，对离体培养 : 天
的形态特征典型的 6种类型河蟹眼柄神经内分泌
细胞分别灌流 27!--;<·#

8 =的 2345，观察河蟹眼
柄>5?@细胞对 2345 的反应。结果表明，2345
引起 "型细胞和 A型细胞去极化反应，并诱发动
作电位。"型细胞的平均去极化电压是（:B C D）
-9（( E 6），A型细胞的平均去极化电压是（=F C
G）-9（( E 6）。对 H型细胞灌流 2345的结果与
"型和 A型细胞的结果相反，2345诱导 H型细胞
产生超级化反应，平均超级化电压为（=: C 6）-9
（( E 6）（图 =）。通过灌流正常的细胞外液洗去 23
45后，2345对河蟹眼柄神经内分泌细胞的作用
还持续 : I D -&(。重复对同一个细胞灌流 2345，
6种类型神经内分泌细胞都降低了对 2345的反
应强度，表明河蟹眼柄神经内分泌细胞对 2345产
生了脱敏反应，但是，对 2345的敏感性并未完全
消失。

# !# %&’(对河蟹眼柄 )(*+细胞分泌活动的
影响

形成全细胞膜片钳构型后，将膜电位钳制在

8 27 -9。稳定记录 2 -&(后，在保持电压上叠加
27 -9的正弦波进行膜电容检测。膜电容 H-用
= J4K采样，进行高时间分辨率测量。对 :7 个 "
型细胞、=B 个 A型细胞和 6 个 H 型细胞灌流 27

!--;<·#
8 = 2345的结果表明，2345明显地引起 "

型和 A型神经内分泌细胞的膜电容增加，H型细
胞的膜电容无明显变化，这与兴奋性的检测结果

一致，表明 2345刺激 "型和 A型细胞分泌 H44
和 >’4，并通过调控河蟹眼柄神经内分泌细胞的
兴奋活动刺激眼柄 >5?@" 型和 A 型细胞分泌
>’4和 L’4，抑制 H神经内分泌细胞的分泌活动。
2345诱导的河蟹眼柄神经内分泌细胞的分泌活
动随着浓度的增加而加强（图 :）。

图 = 灌流 27 --;<·#8 = 2345引起 "型细胞（"）
和 A型细胞（A）产生去极化反应，
引起 H型细胞（H）产生超级化反应

M&N!= O.1;<P+&KP*&;( QP) .R;J.S &( *T. *U1. " P(S *U1. A
(.,+;).%+.*;+U %.<<) P(S TU1.+1;<P+&KP*&;( &(
*U1. H (.,+;).%+.*;+U %.<<) &( +.)1;(). *;

*T. +P1&S P11<U&(N ;V 27 --;<·#8 = 2345

图 : 2345对河蟹眼柄 "型（"）和
A型（A）细胞分泌活动的调控作用

M&N!: 5T. .VV.%*) ;V 2345 ;( *T. ).%+.*P+U P%*&R&*U &(
*T. %.<< *U1. " P(S %.<< *U1. A %.<<) &(

*T. .U.)*P<J) ;V ! " #$%&%#$#

分别灌流 =7 I =77!-;<·#
8 = 2345，"型细胞

的全细胞膜电容随着 2345浓度的增大，膜电容显
著增加。灌流 =7!-;<·#

8 = 2345，"型细胞膜电
容增加（D C :）VM，2345灌流浓度达到 =77!--;<·
#8 =时，"型细胞膜电容增加（2G C =:）VM（图 : 8
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!）。" 型细胞膜电容随着 #$%& 灌流浓度的增
大，膜电容增加的变化较小。当 #$%&的灌流浓度
达到 ’(!)*+·,

- .后，膜电容增加较明显，达到（./
0 1）23（图 1 - "）。

/ 讨论

如前所述，#$%&广泛地分布在甲壳动物中枢
和外周神经组织，作为神经递质或神经调质或激

素物质调控许多重要的生理功能［.(］。其中，甲壳

动物的眼柄神经内分泌系统是 #$%&的一个重要
的靶标，在多种甲壳动物眼柄神经内分泌系统观

察到 #$%&免疫阳性细胞和神经末梢［..］。由于细
胞培养材料和激素检测方法的限制，过去主要通

过注射完整和切除眼柄的动物或与激素的靶器官

共同孵育，比较观察血糖水平、蜕皮、性腺发育、色

素变化等，间接观察 #$%& 对 4%%、56%、76%、
894%等神经肽类激素分泌的影响。由于整体动
物和组织生理调节的复杂性，不同的作者对不同

的甲壳动物得出不同的结果。,:;<=>;? 等［.1］给
完整的和切除眼柄的滨蟹（!"#$%&’( )"*&"( ,@）注
射 #$%&，发现 #$%&调节血糖的作用与 4%%的分
泌无关；而 ,;;等［./］的结果表明，注射 #$%&不能
使切除眼柄的克氏原螯虾血糖水平升高，并认为，

#$%&同样通过刺激眼柄 4%%的分泌诱导血糖升
高。过去人们也曾试图在生产上利用 #$%&控制
动物的性腺发育和蜕皮，但由于不了解这些递质

的作用效果和作用机制而未能推广应用［#］。

3AB;C)D?［1］首次报道了通过注射 #$%& 诱导
了凡纳对虾的性腺成熟和产卵。ED=D 等［#］也相
继对这一方法进行了应用研究。但注射 #$%&的
效果不如切除眼柄的效果好。这提示 #$%&直接
或通过其它途径调控甲壳动物的性腺发育。我们

采用全细胞膜片钳技术，通过检测膜电容变化的

方法，首次在单个细胞水平观察了 #$%&对河蟹眼
柄神经内分泌细胞兴奋性和分泌活动的影响。结

果表明，#$%&能引起河蟹眼柄 !型和 " 型神经
内分泌细胞的去极化反应，并诱发细胞的兴奋性

活动，从而影响细胞的分泌活动。河蟹眼柄 !型
和 "型神经内分泌细胞分别合成和分泌甲壳动
物高糖激素（4%%）和蜕皮抑制激素（56%）。这提
示 #$%&通过眼柄神经内分泌系统调控河蟹血淋
巴的血糖水平和蜕皮活动。
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