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摘要! 为探讨三疣梭子蟹卵巢发育过程中孕激素受体# BD/3C>@;H DC?CB@/D!6$$的调控作用!采

用免疫印迹和免疫组化方法!首次对三疣梭子蟹卵巢&肝胰腺&大颚器&Y器官&视神经节和胸

神经团中的 6$进行免疫识别和定位!并系统研究了卵巢发育期间 6$在这些器官中的分布和

变化" 结果表明'#4$三疣梭子蟹视神经节中存在 6$阳性条带!分子量为 433 Q2%#2$6$仅在

早期#

&

<

'

期$生殖细胞胞质和后期#

'

<

(

期$细胞核呈强阳性!但在各期滤泡细胞中始终

呈强阳性%#/$6$阳性主要存在于
&

<

(

期肝胰腺 (细胞和
'

期 $细胞核中!其余肝胰腺细

胞中均无 6$阳性%#9$大颚器腺细胞中的 6$阳性仅发现于
)

期腺细胞胞质中!各期 Y器官

腺细胞中均呈 6$阴性%#8$就视神经节而言!6$主要存在于
'

<

(

期的神经细胞" 就胸神经

团而言!

&

<

(

期神经细胞中的 6$阳性呈增强趋势!而
&

<

(

期神经髓质中 6$始终呈 6$强

阳性" 结果表明!孕酮不仅可以通过与卵巢和肝胰腺中 6$结合直接调控三疣梭子蟹的卵黄

发生和卵巢发育!还可能通过影响其它内分泌激素的合成和分泌来间接调控其卵巢发育"

关键词! 三疣梭子蟹% 孕激素受体% 免疫印迹% 免疫组织化学% 卵巢发育

中图分类号! K:82% *:401955555555 文献标志码'&

55孕酮 # BD/3C>@CD/HC$是甲壳动物体内一种重

要性类固醇激素
*4 62+

"在其卵巢发育过程中起着

十分重要的调控作用"因此甲壳动物体内孕酮含

量变化与其卵巢发育阶段具有一定的相关

性
*/ 68+

) 进一步研究表明"一定量的外源孕酮对

甲壳动物雌体的卵巢发育(卵母细胞发育(卵黄发

生和产卵具有促进作用
*7 61+

"但是有关其作用机

制所知甚少
*2+

) 因此"孕酮对甲壳动物卵巢发育

的调控机制已成为无脊椎动物生殖生物学研究的

热点和难点之一
*: 643+

) 通过免疫组化方法已经

确认拟穴青蟹# C,5;;' -'('>'>0+'.3$和欧洲淡水

螯虾 #8*+/(0-0/'>0).*+-';;.-7+$ 等甲壳动物卵

巢(肝胰腺和神经组织中存在孕激素受体
*43 642+

"

故推测孕酮对甲壳动物卵巢发育的调控主要是通

过孕激素受体进行
*4/+

) 三疣梭子蟹 ##0(/*3*+

/(./*)7(,*;'/*+$是一种重要的大型经济蟹类
*49+

"

其体内的孕酮含量与卵巢发育阶段密切相关
*48+

)

实验采用免疫印迹和免疫组化方法对三疣梭子蟹

雌体的孕激素受体进行了免疫识别和定位"并系

统研究了卵巢发育周期内卵巢(肝胰腺(大颚器(

Y器官(视神经节和胸神经团中 6$的分布与变

化"旨在进一步认识三疣梭子蟹的生殖生理规律"

为探讨甲壳动物性类固醇激素的调控机制提供基

础资料)

45材料与方法

!"!#实验动物与暂养

实验用蟹于 2343 年 1 月至 2344 年 8 月购自

浙江象山渔港捕捞船"每月挑选肢体健全的雌体

43 <23 只用于实验"体质量为 07 <917 3"甲壳宽

为 814 <4318 ?9) 所有实验用蟹活体运输到上

海海洋大学水产动物营养繁殖研究室"在室内循
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环水系统中暂养两周"暂养水族箱体积为 401 '

#长 C宽 C高为 08 ?9C8/ ?9C98 ?9$"加水至

483 '"箱底部放置无毒 6.-管 #直径 41 ?9"长

28 ?9$作为隐蔽物"每箱放 2 只蟹"暂养期间每日

下午 4:!33 按照蟹体质量的 8O<43O投喂鱿鱼"

次日上午 43 点清理残饵和粪便) 自然光照"盐度

为 29"水温 23 <29 N" B+ 013 <:13"溶氧 B8

935'%氨氮 @318 935'"亚硝酸盐 @3143 935')

实验用成年雌性小鼠卵巢由复旦大学生命科学学

院赠与)

!"$#实验取样与卵巢分期

实验用蟹暂养后进行活体解剖) 解剖前先用

电子天平对蟹称重) 解剖时分离出所有卵巢组

织"准确称量并记录卵巢颜色"计算卵巢指数

#I*)5O =433 C卵巢质量5蟹质量$"同时取小块

卵巢(肝胰腺(大颚器(Y器官(视神经节(胸神经

团和肌肉"在 68*中漂洗后放入 8/2;H 氏液固

定) 根据吴旭干等
*49+

的方法将三疣梭子蟹卵巢

发育分为 8 期"各卵巢发育期均重复固定 / <8 个

体的组织进行免疫组化研究"样品在 8/2;H 氏液

中固定 29 W 后进行酒精梯度脱水"二甲苯透明"

石蜡包埋后常规切片#厚度 8 <0

!

9$"用于免疫

组化分析) 同时取卵巢处于
'

期雌体的视神经节

和肌肉组织以及成年雌性小鼠卵巢#314 3 左右$

加入 4 9'蛋白提取液#产品编号!&$34347/3"武

汉博士德生物工程有限公司$提取蛋白"提取方

法按照试剂盒说明书进行) 蛋白提取液离心后采

用微量紫外分光光度计 #型号! K8333" 美国

K2:=C00公司生产$测定蛋白浓度"样品于 603 N

保存"用于免疫印记分析)

!"%#主要试剂

免疫印迹试剂55一抗为兔抗人 6$多克隆

抗体 #抗 -7末端"产品编号 >?78/1 $ 购于美国

*:H@:-D2P生 物 公 司% 全 蛋 白 提 取 试 剂 盒

#&$34347/3 $(彩色预染标准蛋白 #&$444/ $(

6J*(#&$4401$(L8*#&$3410$(二抗 +$6标记

的羊 抗 兔 )3I 抗 体 # 8&4389 $( 上 样 缓 冲 液

#&$4442$(4&8显色试剂盒#&$4324$均购于武

汉博士德生物工程有限公司)

免疫组化试剂55一抗同免疫印迹%二抗

+$6标记的羊抗兔 )3I抗体工作液#6.77334$和

一抗稀释液#V')7:321$购于北京中杉金桥生物技

术公司%/O双氧水 #&$4431$(4&8显色试剂盒

#&$4322 $( 3134 9/05'枸橼酸盐缓冲液 # B+

713"产品编号 &$3329$以及 3134 9/05'68*缓

冲液#B+012 <017"产品编号 &$33/3$购于武汉

博士德生物工程有限公司)

!"@#免疫印迹

将蛋白提取物与上样缓冲液按 9D4 #体积

比$混合后沸水变性 43 9;H) 分别取样品和标

准蛋白 23

!

'及 8

!

'进行 *4*76&I,电泳)

浓缩胶浓度为 8O"电压为 433 .%分离胶浓度为

43O"电压为 443 .) 电泳后分离胶用转膜仪

#型号!8I7.,$7J;H;"北京百晶生物技术有限

公司生产$在 483 9&电流下转膜 03 <433 9;H)

然后将膜用 L8*浸洗后置于 8O的脱脂奶粉溶

液中"在室温下用脱色摇床上摇动封闭 4 W) 用

L8*L浸洗后"加入一抗 #体积比 4D233$ 9 N下

摇床 孵 育 42 W% L8*L浸 洗" 二 抗 # 体 积 比

4D833$室温下孵育 2 W%L8*L浸洗"4&8显色"

数码相机拍照后采用 8;/$:E ;9:3C0:A ./13 软

件计算 6$分子量)

!"W#免疫组织化学

石蜡切片常规脱蜡至水后"浸入枸橼酸盐缓

冲液中用电磁炉加热 #:9 N$进行抗原修复 48

9;H"自然冷却至室温后取出切片用 68*洗涤 /

次#2 <8 9;H5次 $ ) 再用 /O 双氧水室温处理

23 9;H 以抑制内源性过氧化物酶的活性"68*

洗涤 / 次#2 <8 9;H5次$后滴加 6$抗体 #稀释

体积比4D83$ "9 N孵育过夜 # 41 W$ ) 68*洗 /

次后#8 9;H5次$滴加二抗工作液"/0 N条件下

孵育 /3 9;H% 4&8显色 48 9;H"蒸馏水洗涤后

采用酒精梯度脱水"二甲苯透明"中性树胶封片

后在 'C;?:4J2833 显微镜下观察和拍照) 根

据染色的深浅"将阳性强弱分为强阳性(中等阳

性(弱阳性和阴性"分别记为& >>>' (& >>' (

& >'和& 6' )

25结果

$"!#)+的免疫印迹

采用兔抗人的孕激素受体 #6$$多克隆抗体

进行三疣梭子蟹雌体 6$的免疫印迹实验#图 4$"

在分子量约为 433 Q2 处得到一条免疫阳性条带"

采用牛血清蛋白和梭子蟹肌肉作为同步对照"结

果为阴性"采用成年雌性小鼠卵巢作为阳性对照"

在大约 :3 Q2 处得到一条免疫阳性条带)

9044
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图 !#三疣梭子蟹视神经节和肌肉的

)+免疫印迹分析

M9D"!#Q0<=0;3P.8>==93D ;0<28=<>:>7=94D-3D89- -35

62<48093=B0>N-;9-3<=-D0

!

@"')&'+*1)#+.$'+,

$"$#)+在卵巢中分布和变化

6$主要分布于三疣梭子蟹卵巢中的滤泡细

胞(早期卵母细胞细胞质#

&

<

'

期$和后期卵母

细胞核#

'

<

(

期$"不同卵巢发育期卵巢中的

6$分布和阳性强度也有所不同#表 4$)

&

期卵

巢中以卵原细胞为主"生发区间可见大量滤泡细

胞"此时滤泡细胞和卵原细胞质均呈 6$强阳性"

卵原细胞核呈 6$弱阳性 #图版
&

74$%

%

期卵巢

中以内源性卵黄合成期卵母细胞#,%$和卵黄合

成前卵母细胞#6$"$为主"生发区间的滤泡细胞

已开始向生发区内迁移"部分已分布于卵母细胞

周围"此时 6$的阳性反应定位于卵母细胞的胞

质及滤泡细胞#图版
&

72"2:"/$"卵母细胞核 6$

阳性较弱#表 4$%

'

期卵巢中以外源性卵母细胞

#,Z$为主"此时滤泡细胞已完成对卵母细胞的包

裹"有时生发区中心仍可见少量 ,%"此阶段 6$

阳性物质主要分布于 ,%细胞质(核仁及 ,Z的

核仁#图版
&

79$"此阶段的滤泡细胞仍呈 6$强

阳性#图版
&

79A$"但 ,Z的细胞质 6$阳性较弱%

)

期卵巢中以近成熟期卵母细胞 #%"$为主"滤

泡细胞紧贴在 %"周围"此时卵母细胞的胞核#图

版
&

78$"以及胞膜中的滤泡细胞均呈 6$强阳性

#图版
&

78?$%

(

期卵巢中主要为成熟的卵母细胞

#J"$"此时 6$免疫阳性反应主要在成熟卵母细

胞的胞核"此外胞膜也有较弱的 6$阳性反应#图

版
&

77$) 用卵巢发育
'

期的三疣梭子蟹肌肉作

为阴性对照"没有发现任何 6$阳性反应 #图版

%

77$)

$"%#)+在肝胰腺中分布和变化

三疣梭子蟹雌体肝胰腺由许多具有盲端的

肝小管组成"肝小管主要由胚细胞 #,$ (泡状细

胞#8$ (吸收细胞#$$和纤维细胞#($这 9 种上

皮细胞构成"6$免疫阳性反应主要分布于 (细

胞胞质((细胞核及 $细胞核#表 4"图版
%

中 47

8$ )

&

期肝胰腺中仅 (细胞呈 6$强阳性#图版

%

74$ %

%

期肝胰腺 (细胞为 6$强阳性"其余细

胞均为 6$阴性#图版
%

72$ %

'

期肝胰腺 (细胞

和 $细胞核均为 6$中等阳性#图版
%

7/$ %

)

期

肝胰腺仅 (细胞呈 6$中等阳性#图版
%

79$ %

(

期肝胰腺也仅 (细胞呈 6$中等阳性 #图版
%

7

8$ )

表 !#三疣梭子蟹卵巢发育期间卵巢和肝胰腺细胞中的 )+分布和变化

,-."!#,B059<=;9.2=9>3-354B-3D0>:)+93=B0>N-;C -35B07-=>7-34;0-<

52;93D =B0>N-;9-350N08>7603=>:@"')&'+*1)#+.$'+,

卵巢分期

/U:D;:H >@:3C

细胞类型 ?C0020:D@FBC

滤泡细胞

S/00;?20C?C00

生殖细胞细胞质

?F@/B0:>9/S3CD9

生殖细胞核

H2?0C2>/S3CD9

$细胞核

H2?0C2>/SDC>/DB@;UC?C00

(细胞细胞质和核

?F@/B0:>9:HE H2?0C2>/SS;AD;00:D?C00

&

>>> >>> > 6 >>>

%

>>> >>> > 6 >>>

'

>>> >>> >>> >>> >>

)

>>> 6 >>> 6 >>

(

>>> 6 >>> 6 >>

注!& >>>'表示强阳性"& >>'表示中等阳性"& >'表示弱阳性"& 6'表示阴性) 以下注释同此)

%/@C>!& >>>'9C:H>>@D/H30F B/>;@;UC"& >>'9C:H>9/ECD:@C0F B/>;@;UC"& >'9C:H>=C:Q0F B/>;@;UC"& 6'9C:H>HC3:@;UC1LWC>:9C:>@WC

S/00/=;H31

8044
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$"@#)+在大颚器和 ]器官中的分布和变化

大颚器和 Y器官是三疣梭子蟹两种重要的

生殖内分泌器官"其细胞中的 6$阳性在不同卵

巢发育阶段也有一定程度的变化) 大颚器由许多

小叶组成"小叶内大颚器腺细胞排列紧密"细胞核

大而圆"卵巢发育过程中"6$阳性物质仅出现在

)

期大颚器腺细胞胞核周围的胞质#图版
%

70$"

为 6$强阳性) Y器官由许多不规则的小叶组

成"在小叶间隙和小叶内部均有血管#+-$(血窦

#+*$和血细胞#+C$"Y器官腺细胞排列紧密"核

呈卵圆形"核仁不明显"6$阳性仅见 Y器官内的

血细胞#表 2"图版
%

71":$)

表 $#三疣梭子蟹卵巢发育期间大颚器"]器官和神经组织中的 )+分布和变化

,-."$#,B059<=;9.2=9>3-354B-3D0>:)+93=B06-359.28-;>;D-3#]P>;D-3-35

30;N>2<=9<<20<52;93D =B0>N-;9-350N08>7603=>:@"')&'+*1)#+.$'+,

卵巢分期

/U:D;:H >@:3C

器官类型 /D3:H;?@FBC

大颚器腺细胞

30:HE ?C00/S

9:HE;A20:D/D3:H

Y器官

Y7/D3:H

腺细胞

30:HE ?C00

血细胞

WC9/?F@C

视神经节

/B@;?3:H30;:

神经细胞

HCDUC?C00

胸神经团

@W/D:?;?3:H30;/H 9:>>

神经细胞

HCDUC?C00

神经髓质

HCDUC9CE200:

&

6 6 >> 6 > >>>

%

6 6 >> 6 >> >>>

'

6 6 >> > >> >>>

)

>>> 6 >> >> >>> >>>

(

6 6 >>> >>> >>> >>>

$"W#)+在视神经节和胸神经团中的分布和变化

三疣梭子蟹视神经节由视神经层(视外髓(视

内髓和视端髓组成) 6$免疫阳性物质主要出现

于卵巢
'

<

(

期的神经细胞的细胞核中#图版
%

7

44"42"4/$"而
&

<

%

期神经细胞没有 6$阳性反

应#表 2"图版
%

743$) 胸神经团由食道下神经

节(胸神经节和腹神经节愈合而成) 卵巢发育
&

<

(

期"胸神经团的细胞质和神经髓质均呈 6$

阳性#图版
%

"49741$"其中神经细胞胞质的 6$

阳性在卵巢
&

<

(

期呈增强趋势"而在
&

<

(

期

胸神经团的神经髓质中始终呈6$强阳性#表 2$)

/5讨论

%"!#)+的种类及分子量

实验采用兔抗人的 6$多克隆抗体进行免疫

印迹#=C>@CDH7A0/@@;H3$实验"在三疣梭子蟹视神

经节内仅发现一个 6$免疫条带"这与拟穴青

蟹
*43+

( 欧 洲 淡 水 螯 虾 # 8*+/(0-0/'>0).*+

-';;.-7+$

*44+

和章鱼 #I,/0-*+<*;6'(.+$

*47+

等无脊

椎动物的研究结果基本一致) 在人类和鸡等脊椎

动物中通常存在 2 </ 个 6$"是由于同一基因可

变剪切后转录和翻译生成的不同分子量的

6$

*40 641+

"这些 6$的生理功能也有所不同
*4:+

)

实验结果表明"三疣梭子蟹视神经节中 6$的分

子量为 433 Q2 左右"这高于拟穴青蟹和欧洲淡水

螯虾的 6$分子量" 前后两 者分别是 03 与

13 Q2

*43 644+

)

%"$#)+分布及变化与卵巢发育的关系

研究表明"三疣梭子蟹卵巢发育过程中卵巢(

肝胰腺和血淋巴中均存在孕酮"且在卵巢发育早

期#

&

<

%

期 $肝胰腺和卵巢中的孕酮含量较

高
*48+

"由于孕酮只有与其受体结合才能发挥生理

调控作用
*23+

"这暗示三疣梭子蟹卵巢和肝胰腺中

可能存在孕激素受体来调控卵巢发育及卵黄发

生) 实验结果表明"三疣梭子蟹卵巢发育过程中

滤泡细胞和生殖细胞核中始终存在孕激素受体"

且卵母细胞核中的 6$阳性在卵巢发育中后期

#

%

<

'

期$呈增强趋势"但卵母细胞细胞质中后

期#

)

和
(

期$不存在 6$"而滤泡细胞中的 6$阳

性始终较强"没有随着卵巢发育而发生变化) 造

成这种变化的原因有!#4$滤泡细胞可能是甲壳

动物孕激素的主要合成场所之一
*24+

"由于孕激素

的诱导导致滤泡细胞中大量表达产生 6$"卵巢发

育早期卵巢中的孕激素和 6$结合后促进卵原细

胞到卵母细胞分化和早期卵黄合成
*9"44+

"三疣梭

子蟹雌体后期卵巢中的孕酮含量相对较低是由于

卵母细胞体积增大所致"实际上卵巢发育后期滤

泡细胞仍然需要大量合成孕酮来促进卵母细胞最

终成熟和排卵
*7"22+

) 因此"三疣梭子蟹卵巢发育

过程中雌体滤泡细胞中均存在较高含量的孕酮和

7044
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6$%#2$卵巢发育后期 #

)

<

(

期$"卵母细胞质

中的孕酮已经和 6$结合后从卵母细胞细胞质迁

移到细胞核上
*2/ 628+

"因此三疣梭子蟹卵巢发育后

期卵母细胞核上存在较强的 6$阳性) 三疣梭子

蟹卵巢发育后期卵黄蛋白原#.3$主要是由肝胰

腺合 成" 最 后 在 卵 巢 中 加 工 成 卵 黄 磷 蛋 白

#.H$

*27 620+

"因此"三疣梭子蟹卵巢发育后期卵母

细胞质中的 6$阳性较弱"因此孕酮和 6$主要作

用于甲壳动物早期卵黄合成
*42+

)

肝胰腺不仅是甲壳动物营养物质的消化吸收

和储存器官"且对甲壳动物生殖内分泌具有极其

重要的作用
*27+

"三疣梭子蟹卵巢发育期间"肝胰

腺中一直具有较高含量的孕酮
*48+

"且卵巢发育中

后期#

'

<

)

期$肝胰腺是卵黄蛋白原#.3$的重

要合成场所
*20+

) 实验结果表明"各期肝胰腺 (细

胞胞质和细胞核中均存在 6$阳性物质"这可能

与肝胰腺是孕酮的合成部位之一有关
*21+

"孕酮与

6$结合后不仅可以调控卵原细胞分化和卵黄合

成
*42+

"且可以促进生发泡破裂和产卵
*7"22+

)

大颚器是甲壳动物特有的内分泌器官
*2:+

"在

卵巢发育过程中的主要功能是合成和分泌甲基法

尼酯#9C@WF0S:DHC>/:@C"J($调节卵巢发育"实验

首次发现三疣梭子蟹大颚器中存在 6$"这暗示孕

酮可能通过影响 J(的合成来调控甲壳动物卵巢

发育"有研究表明过量的孕酮会抑制克氏原螯虾

大颚器中的 J(合成
*/3+

) 先前对甲壳动物大颚

器的研究表明"大颚器具有粗面内质网结构"可能

可以分泌孕酮等类固醇激素"这些类固醇激素和

J(可能存在反馈机制
*/3 6/4+

) 三疣梭子蟹卵巢

发育期间 Y器官呈退化的非分泌状态
*/2+

"故 Y

器官腺细胞中没有发现 6$阳性物质"这暗示 Y

器官可能不是孕酮的作用靶器官) 视神经节与胸

神经团都是甲壳动物重要的神经内分泌器官"它

们可以分泌多种神经激素调控甲壳动物性腺发

育
*// 6/9+

) 三疣梭子蟹视神经节与胸神经团中均

存在 6$阳性反应"这暗示 6$可能参与三疣梭子

蟹雌体卵巢发育的神经内分泌的生理调控)

%"%#孕激素及 )+对卵巢发育的作用机制

大量研究表明"孕激素对脊椎动物的卵巢发

育和卵黄发生存在两种作用模式///基因组模式

和非基因组模式
*2/+

) 所谓基因组作用模式就是

孕激素与细胞内孕激素受体蛋白结合形成复合体

转移至细胞核"通过与细胞核中靶基因上游的孕

激素反应元件#6$,$结合直接调控肝胰腺和卵巢

中 .3 基因或其它相关基因的表达"从而影响卵

细胞发生和卵巢发育"这种孕激素受体称之为核

受体# H6$$

*2/"/8+

) 非基因组作用模式也称为膜

受体作用模式"是指孕激素通过与细胞膜上孕激

素受体蛋白结合后"在几分甚至几秒内直接激活

细胞内的信号通路"如改变细胞内的 ?&J6(

J&M6和 -:

2 >

等第二信使的浓度"从而改变细胞

内蛋白功能和调控基因表达"最终影响卵巢发育"

这种孕激素受体称之为膜受体 #96$$

*2/"/7+

) 孕

酮是一种生物活性较强的天然孕激素"在动物体

类固醇代谢中起着关键的呈上启下作用
*/0+

"因此

孕酮对动物生殖的调控引起了广泛的关注
*/1 694+

)

有关孕酮对甲壳动物卵巢发育的调控研究主要集

中于外源孕酮对其卵巢发育和卵黄发生的影

响
*0"42"92+

"有关其作用机理的研究极少) 近年来"

采用免疫组化方法已经确认拟穴青蟹和淡水螯虾

等甲壳动物体卵巢和肝胰腺中存在孕激素核受体

蛋白#H6$$

*44"24+

"实验结果表明 H6$在三疣梭子

蟹卵巢(肝胰腺(大颚器(Y器官和神经组织中广

泛存在"且随着卵巢发育"H6$的阳性强弱发生一

定的变化"这暗示三疣梭子蟹卵巢发育过程中

H6$起着重要的调节作用) 最近"斑节对虾

##73'7*+>030:03$的孕激素膜受体基因 #697

B2/$已经被克隆"且该蛋白在卵巢发育二期表达

水平最高
*4/+

) 因此"推测孕激素对甲壳动物的卵

巢发育的调控也存在基因组作用模式和非基因组

作用模式两种方式) 实验结果表明"三疣梭子蟹

孕激素核受体也存在于大颚器和神经组织中"这

暗示三疣梭子蟹 H6$可能通过调控神经多肽和

甲基法尼酯等激素的合成与释放来间接调控卵巢

发育"类似的现象在鱼类中已经被证实
*9/+

)
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