
第 !" 卷第 ## 期

$%#% 年 ## 月 &

水&产&学&报

'()*+,-(../012*/20(.31/+,

4567!"! +57##

+587! $%#%

文章编号!#%%% 9%:#;"$%#%### 9#:A< 9%< >(/$#%7!=$"?0@7'7#$!#7$%#%7%=%;A

收稿日期!$%#% %A %=&&&修回日期!$%#% %< #!

资助项目!国家自然科学基金项目""%==:%A"!"#%=:%A##

通讯作者!叶海辉!2FGHI6$ VHIVQIKEOlGQ7ERQ7SM
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摘要! 为了研究促性腺激素释放激素" M̀*1#受体在甲壳动物视神经节中的存在及分布情

况!采用BHl4I\I5M

DB免疫组织化学方法!以兔抗人 M̀*1受体的多克隆抗体!对不同发育期

雌性三疣梭子蟹的视神经节进行了免疫组织化学定位$ 结果显示! M̀*1受体的免疫阳性物

质在视神经节的多个部位!视神经层%视外髓%视内髓%视端髓及 _器中都有较为广泛的存在!

在视外髓%视内髓与_器处的神经分泌细胞中尤为明显$ 不同发育期的雌性三疣梭子蟹视神

经节 M̀*1受体的免疫阳性分布位置相似!免疫阳性强度存在一定的差异$ 三疣梭子蟹视神

经节存在的 M̀*1受体免疫阳性物质!为 M̀*1参与视神经节调节作用提供了形态学依据$

关键词! 三疣梭子蟹& M̀*1受体& 视神经节& 免疫组织化学

中图分类号! 0<#=&&&&&&&文献标识码',

&&促性腺激素释放激素"N5MHR5 [̂5]IMF[E6EH\IMN

V5[G5ME! M̀*1#是一种能使腺垂体释放卵泡刺

激素"b566IS6E\̂IGQ6ĤIMN V5[G5ME!.01#和促黄体

生成素"6Q ÊIMIJIMN V5[G5ME!-1#的生物活性物

质)# 9$*

+ 脊椎动物的 M̀*1是由 #% 个氨基酸组

成的小肽!由下丘脑分泌!并处在下丘脑9垂体9

性腺生殖激素调控轴的顶端与中心位置)! 9"*

!对

于内分泌和生殖来说是一种重要的调控因子);*

+

M̀*1对哺乳动物生殖调控作用的发挥是通过其

与脑垂体前叶中的高特异性 M̀*1受体相结

合):*

!从而刺激腺垂体促性腺激素 .01和 -1的

合成与释放来实现的)=*

+

近年来的研究显示! M̀*1在下丘脑 9垂

体9性腺调控轴之外也有广泛的分布并发挥重要

作用+ 研究发现!-1*1"即 M̀*1#存在于猪

"15**&#+0"#下丘脑之外的一些部位!如脾脏(胸

腺和末梢血液淋巴细胞"@C-#!提示 M̀*1存在

于免疫系统中且对淋巴细胞的增殖或分泌能力起

调节作用)A*

+ M̀*1也存在于人胎盘的滋养细

胞)<*

(输卵管上皮细胞)#%* 中!且 M̀*1在大鼠

"N"((5*2+##,>$&5*#消化管的一些上皮细胞(平滑

肌细胞(胃壁细胞及胰腺的导管上皮细胞等部位

也均被检测到)## 9#;*

+ 这些组织或细胞本身常常

是既可分泌 M̀*1!又能合成其受体!使 M̀*1通

过自分泌或旁分泌的作用方式迅速调节局部组织

或器官的功能+

由于 M̀*1受体是介导 M̀*1功能所必不可

少的物质!因此 M̀*1受体在不同种类生物神经

系统(生殖系统(消化系统等存在情况得到了学者

的广泛关注!如 M̀*1受体在人脑垂体)#:*

!家鼠

"G5*%5*&5/5*#小脑)#=*

!鲇"1$/5#5*"*+(5*#与黄

颡鱼 "4,/(,+.">#5*05/A$3#"&+# 的脑(垂体和卵

巢)#A*

!文昌鱼"P#"2&'$+*(+%" .,/&',#$#的神经系

统(哈氏窝与性腺)#<*

!合浦珠母贝 "4$2&("3"

05&"("#的生殖腺及消化道)$%*

!大鼠消化道)$#*等

部位的存在与分布情况!都已经有了相应的研究+

研究表明!甲壳动物的视神经节可以分泌多

种神经激素!如蜕皮抑制激素(性腺抑制激素(甲

壳动物高血糖素(红色素聚集激素和色素扩散激

素等)$$ 9$=*

!是甲壳动物调节生殖(蜕皮(血糖浓度

变化和色素迁移等生理活动的神经内分泌中

心)$A*

!一直以来受到了广大研究者的重视+ 有学
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者认为!甲壳动物的_器 9窦腺复合体的结构类

似于脊椎动物的下丘脑 9神经垂体)$< 9!%*

!因此!

甲壳动物的视神经节!特别是 _器 9窦腺复合

体!是研究神经分泌活动的良好材料+ 到目前为

止!有关 M̀*1受体在甲壳动物中存在或分布等

相关情况的研究还鲜有报道+

三疣梭子蟹"4+#(525*(#$(5.,#&5/"(5*#!隶属

于节肢动物门",[̂V[5]5RH#(甲壳纲"3[Q\̂HSEH#(

十足目">ES5]5RH#!梭子蟹科"@5[̂QMIRHE#(梭子

蟹属"4+#(525*#!是我国具有重要经济价值的海

洋蟹类+ 本研究采用兔抗人 M̀*1受体的多克隆

抗体为一抗!应用高灵敏性的 BHl4I\I5M

DB免疫

组织化学方法!对不同发育期雌性三疣梭子蟹的

视神经节进行了免疫组织化学定位+ M̀*1受体

免疫阳性物质的特异性分布可为 M̀*1参与调节

视神经节的生理活动提供形态学证据!也对探讨

和深入理解视神经节的生殖神经内分泌机制具有

重要意义+

#&材料与方法

!"!#取材与制片

雌性三疣梭子蟹购自厦门市第八市场!体长

<7% W#<7! SG!按卵黄发生的分期标准)!#*

!分别

处于卵黄发生前期(卵黄发生
#

期与卵黄发生
"

期!每期各 ; 只+

在低温麻醉状态迅速解剖出视神经节!放入

C5QIM氏改良液中 " X固定 #$ W#: V!期间可在

修块后更换一次固定液+ 梯度酒精脱水!二甲苯

透明!石蜡包埋!切片厚度 :

!

G!!= X恒温箱干

燥备用+

!"$#主要试剂

兔抗人来源 M̀*1受体的多克隆抗体!产品

号C,%<%#!购自武汉博士德生物工程有限公司'

即用型抗兔快速免疫组化 BHl4I\I5M

DB检测试剂

盒!产品号j/D;%%;!购自福州迈新生物技术开发

有限公司+

!"%#免疫组织化学程序

常规石蜡切片经二甲苯脱蜡(梯度酒精复水

后!使用 !T1

$

(

$

9@C0溶液于室温处理 #% GIM!

以消除内源性过氧化物酶活性'蒸馏水浸洗!@C0

浸泡 ; GIM!滴加正常山羊血清"#a#%#室温孵育

$% GIM!以封闭非特异性反应部位'倾去血清!滴

加兔抗人 M̀*1受体抗体"#a$%%#!室温孵育$ V'

@C0浸洗 ! 次!每次各 ; GIM!滴加即用型抗兔快

速免疫组化 BHl4I\I5M

DB聚合酶复合物!室温孵

育 $% GIM'@C0浸洗 ! 次!每次各 ; GIM!>,C9

1

$

(

$

显色'自来水冲洗!苏木精复染'梯度脱水至

二甲苯!中性树胶封片+

阴性对照实验采用相邻切片!以正常山羊血

清或是@C0代替一抗!同步进行上述免疫组织化

学反应程序+ 使用 (6KG]Q\C_;# 型显微镜观察

与拍照+

$&结果

$"!#视神经节的组织学观察

三疣梭子蟹视神经节由外向内可分为视神经

层(视外髓(视内髓(视端髓+ _器位于视端髓基

部外侧!由成群的神经分泌细胞组成'窦腺位于视

内髓和视端髓之间!主要由 _器发出的轴突组成

"图 ##+ 这与十足目锯缘青蟹"1&)//" *,##"("#和

中华绒螯蟹"K#$+&',$#*$2,2*$*#视神经节的组织

学研究是一致的)!$ 9!!*

+ 三疣梭子蟹视神经节的

神经细胞从形态大小上可以分为两类$一类细胞

较小!细胞直径约为 #%

!

G!胞质紧贴细胞核!称

为小型神经细胞'另一类细胞较大!细胞直径为

#; W;%

!

G!核直径 = W#;

!

G!称为大型神经

细胞+

图 !#三疣梭子蟹右眼视神经节背面图

C/>"!#+B530B57,4/0=/,>1,7284B5294/0

>,<>6/2<2836*%&*;0.%(;1$*;,&31/>B45@5

$"$#视神经节W<[H受体的免疫阳性强度

在不同发育期雌性三疣梭子蟹视神经节的几

个组成部分中! M̀*1受体的免疫阳性强度有不

同的表达"表 ##+ 视神经层的 M̀*1受体的免疫

阳性最弱!且仅在卵黄发生
"

期的髓质中略为可

见"图版
"

F!#+ 各个发育期的视外髓与视内髓中

!*#$
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均可检测到较强的 M̀*1受体免疫阳性物质!包

括神经分泌细胞和神经髓质'视内髓神经分泌细

胞免疫阳性最强烈的表达出现在卵黄发生
"

期

"图版
"

F"#+ M̀*1受体的免疫阳性反应同时也

出现在视端髓髓质和_器的神经分泌细胞中"图

版
#

F"!

"

F#!

"

F$!

"

F;!

"

F:#'在卵黄发生
#

期

视神经节的_器中有最强烈的表达"图版
"

F$#+

在不同发育期雌蟹的视神经节中!均未检测到窦

腺 M̀*1受体的免疫阳性反应+ 不同发育期的雌

性三疣梭子蟹 M̀*1受体的免疫阳性强度在视神

经节的各个部位有相对一致的表达+ 设置的阴性

对照组未见免疫阳性反应"图版
#

F$#+

表 !#W<[H受体免疫阳性物质在不同发育期雌性三疣梭子蟹视神经节中的分布

+,-"!#+B5=/341/-;4/2<28/77;<215,04/E53;-34,<05328W<[H15059421/<4B5294/0>,<>6/2<284B5

857,6536*%&*;0.%(;1$*;,/<=/88515<4E/45662>5<53/334,>53

分布部位

RI\̂[IeQ Î5M

卵黄发生前期

][E8ÎE665NEME\I\\̂HNE

卵黄发生
#

期

8ÎE665NEME\I\\̂HNE

#

卵黄发生
"

期

8ÎE665NEME\I\\̂HNE

"

视神经层髓质 MEQ[5]I65b6HGIMHNHMN6I5MH[I\ , ,

!

视神经层细胞SE665b6HGIMHNHMN6I5MH[I\ , , ,

视外髓髓质 MEQ[5]I65bGERQ66HEl Ê[MH qq qq q

视外髓细胞SE665bGERQ66HEl Ê[MH qqq qq qqq

视内髓髓质 MEQ[5]I65bGERQ66HIM Ê[MH qq qq qq

视内髓细胞SE665bGERQ66HIM Ê[MH qq qq qqq

视端髓髓质 MEQ[5]I65bGERQ66ĤE[GIMH6I\ qq qq qqq

窦腺\IMQ\N6HMR , , ,

_器细胞SE665b_5[NHM q qqq qq

注$ qqq为较强免疫阳性反应! qq为中等免疫阳性反应! q为较弱免疫阳性反应!

!

为极弱免疫反应!,为未见免疫阳性反应+

+5 Ê\$ qqq\̂HMR\b5[\̂[5MN IGGQM5[EHŜI5M! qq\̂HMR\b5[GERIQGIGGQM5[EHŜI5M! q\̂HMR\b5[LEHU IGGQM5[EHŜI5M!

!

\̂HMR\b5[

8E[K LEHU IGGQM5[EHŜI5M!,\̂HMR\b5[MEN Î8EIGGQM5[EHŜI5M7

$"%#视神经节W<[H受体的免疫组织化学定位

视神经层 M̀*1受体的免疫阳性!仅在卵黄

发生
"

期的雌蟹中略为可见!且分布在靠近视外

髓一侧的髓质中"图版
"

F!#!在视神经层的细胞

和其它发育期的髓质中!均没有被检测到+

视外髓 M̀*1受体的免疫阳性反应!无论是

在髓质或是细胞中!均为可见'免疫阳性髓质及细

胞均呈带状分布!主要分布在视外髓外缘"图版

#

F#!

#

F;!

"

F!#!但是卵黄发生前期的视外髓内

缘也可见 M̀*1受体免疫阳性髓质及细胞"图版

#

F!#'细胞呈圆形或长椭圆形!主要为较小型的

神经分泌细胞!免疫阳性物质均分布在细胞质内+

视内髓髓质的 M̀*1受体免疫阳性反应在不

同发育期的雌蟹中均为可见!且呈多条条带状分

布!分布于视内髓中部位置"图版
#

F:#'视内髓神

经分泌细胞 M̀*1受体的免疫阳性反应在不同发

育期的雌蟹中均为可见!主要集中分布在视内髓

内缘一侧!细胞呈圆形!排列紧密!细胞直径明显

较小"图版
#

F:!

"

F"#!免疫阳性物质均分布在细

胞质内+

视端髓 M̀*1受体的免疫阳性髓质在不同发

育期的雌蟹中均为可见!主要分布在近 _器周边

位置!呈带状(斑块状或零散分布"图版
#

F"!

"

F

#!

"

F;#+ 在视神经节的_器处! M̀*1受体的免

疫阳性细胞在不同发育期的雌蟹中均为可见!此

处免疫阳性细胞呈近圆形或不规则形"图版
#

F"!

"

F$!

"

F:#!观察到的主要为单个的(较为大型的

细胞'但在卵黄发生
"

期雌蟹的 _器中!也观察

到数量较多的小型 M̀*1受体免疫阳性细胞存

在!细胞呈圆形!排列紧密"图版
"

F;#'同时也在

卵黄发生
#

期雌蟹的 _器中!观察到数量较多(

免疫阳性显著的大型神经分泌细胞存在"图版
"

F

$#'免疫阳性物质均分布在细胞质内+ 在不同发

育期雌蟹的视神经节中!均未检测到窦腺 M̀*1

受体的免疫阳性反应+

!&讨论

甲壳动物的视神经节位于眼柄内!由视神经

层(视外髓(视内髓和视端髓组成+ 视神经节内_

器的神经分泌细胞所发出的轴突可将神经分泌产

物运输到窦腺!由此形成的 _器 9窦腺复合体是

甲壳动物神经内分泌的中心!类似于哺乳动物的

下丘脑9垂体系统)$A*

+ 目前的研究已经在甲壳

动物的神经器官和卵巢中检测到 M̀*1类似物的

$*#$
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存在$罗氏沼虾"G"&#+.#"&'$5%#+*,2.,#>$$#的中

脑存在七鳃鳗 M̀*1F

.

免疫阳性细胞!胸神经节

存在章鱼 M̀*1免疫阳性细胞!卵巢中存在七鳃

鳗 M̀*1F

#

免疫阳性细胞)!"*

!斑节对虾"4,2",5*

%+2+3+2#的中央神经系统中存在章鱼 M̀*1和

七鳃鳗 M̀*1F

.

免疫阳性物质)!;*

+ 本实验室也

已经在三疣梭子蟹的视神经节等神经器官和性腺

中检测到了四种不同来源的 M̀*1"章鱼 M̀*1(

海鞘 M̀*1F

#

(七鳃鳗 M̀*1F

#

和七鳃鳗 M̀*1F

.

#免疫阳性物质的存在)!:*

+ 但是有关甲壳动物

M̀*1受体或类似物的存在情况仍鲜有报道+

已有研究表明!在哺乳动物中 M̀*1生殖调

控作用的发挥是通过其与脑垂体前叶中的高特异

性 M̀*1受体相结合):*

!从而刺激腺垂体.01和

-1的合成与释放来实现的)=*

+ 研究显示!锯缘

青蟹视神经节存在 .01和 -1样物质!且在视端

髓_器及近窦腺处附近分布着较多的免疫阳性

神经细胞)!=*

+ 本研究中 M̀*1受体的免疫阳性

出现在视神经节的 _器部位!其作用可能为$

"## _器内.01和-1免疫阳性神经细胞作为靶

器官接受 M̀*1的调节!即 M̀*1作为神经激素?

调质参与视神经节.01和-1样物质的合成与分

泌'"$# _器是甲壳动物合成性腺抑制激素的主

要部位! M̀*1通过 M̀*1受体抑制性腺抑制激

素" /̀1#的分泌!从而促进性腺发育+ 由于视端

髓以视叶柄与前脑相连!因此本研究可以为甲壳

动物神经分泌激素 M̀*1在视神经节与脑神经节

分布与调控机制的深入研究提供参考资料+

在不同发育期的雌性三疣梭子蟹视神经节的

几个组成部分!视神经层(视外髓(视内髓(视端

髓(窦腺和_器中! M̀*1受体的免疫阳性强度有

不同的表达!分布也有所不同+ 在雌性三疣梭子

蟹不同发育期的视神经节中!同一个部位 M̀*1

受体的免疫阳性强度及分布较为一致!差异不大'

而不同部位 M̀*1受体的免疫阳性强度及分布则

存在一定差异+ 这显示 M̀*1可能在三疣梭子蟹

生殖发育的各个时期都始终存在并发挥作用+ 三

疣梭子蟹的视神经节的视外髓(视内髓和 _器几

个部位的 M̀*1受体免疫阳性最为显著!提示这

些部位是接受 M̀*1调控的核心位置+

M̀*1除了具有生殖神经内分泌作用外!还

在免疫系统(消化系统中发挥着重要的调节作

用)A!## 9#"*

+ 甲壳动物的视神经节中存在 M̀*1

受体的免疫阳性髓质和细胞!提示甲壳动物的

M̀*1可能与其视觉作用的形成或调节有关!丰

富和拓展了 M̀*1在神经生殖调节之外的存在与

作用范围+

先前的研究发现!在两栖动物湖蛙 "N"2"

#$3$.523"#脊髓中存在 M̀*1免疫阳性髓质)!A*

!

在多种鱼类脑中存在 M̀*1免疫阳性神经纤

维)!< 9"$*

+ 本研究在雌性三疣梭子蟹不同发育期

的视神经节多个部位检测到了神经髓质 M̀*1受

体的免疫阳性!如卵黄发生
"

期雌性的视神经层!

各个发育期的视外髓(视内髓和视端髓!提示

M̀*1可能在视神经节的这些部位起特殊的作

用!有待进一步深入研究+

研究表明!三疣梭子蟹的脑神经节和胸神经

团中存在.01和-1的免疫阳性物质)"!*

!锯缘青

蟹脑神经节和视神经节中存在.01和-1的免疫

阳性物质)!=!""*

!本研究在三疣梭子蟹的视神经节

中检测到 M̀*1受体的免疫阳性反应!表明视神

经节的神经分泌细胞能合成 M̀*1受体样物质!

视神经节的神经分泌细胞中存在 M̀*1结合位

点+ 因此!本研究提示甲壳动物或许存在类似脊

椎动物中的促性腺激素释放激素9促性腺激素9

性类固醇激素的三级调控机制+ 然而!仅用免疫

组化的方法!只能说明三疣梭子蟹所测得的免疫

阳性物质其结构与脊椎动物相应的物质相似!尚

不能完全确定该物质的结构!因此本研究还只是

对甲壳动物 M̀*1受体的初步探究+ 要正确识别

实验所测得的物质!应采用甲壳动物来源的高度

特异性抗体!并辅以离子交换层析法(凝胶层析法

和高效液相色谱法等技术!而从化学上测定其氨

基酸组成则是最可靠的方法+ 因此进一步考察不

同的实验方法来进行研究!将有助于全面了解甲

壳动物 M̀*1的神经内分泌调控机制+
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b[E\VLĤE[][HLM!G"&#+.#"&'$5% #+*,2.,#>$$)'*7

/M8E[̂+EQ[5\SI!$%%A!A"##$"< 9;=7

)!;*&+NE[M\5QMNME[M @! +NE[M\5QMNME[M ,! jH8HMHQNV

0! ,("/7 DVE ][E\EMSE HMR RI\̂[IeQ Î5M 5b
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SEM [̂H6ME[85Q\\K\̂EG 5b V̂Ee6HSU ÎNE[\V[IG]!
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"
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DVEeINNE[IGGQM5[EHŜI8ESE66\5b̀ M*1[ESE] 5̂[IM _5[NHM IM V̂E8ÎE665NEME\I\\̂HNE
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