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摘要! 运用免疫组化方法!观察了 "C1]阳性物质在日本新糠虾不同发育期的卵巢卵细胞和滤

泡细胞及肝胰腺细胞中的分布和变化$ 结果表明'随卵细胞的发育!滤泡细胞逐渐迁移至其近

旁$ 各期卵巢卵细胞和滤泡细胞及肝胰腺细胞中均存在大量 "C1]阳性细胞!阳性物质呈深

棕色&各期卵巢中 "C1]在滤泡细胞内均呈阳性&在
#

%

$

和
%

期卵巢中卵细胞胞质和胞核均

呈阳性!且阳性强度呈递减&

&

期卵巢中 "C1]在卵细胞中呈阴性!而在
'

期卵巢中 "C1]在卵

细胞中又呈现弱阳性$ "C1]在发育各期的肝胰腺细胞中均呈阳性$ 同一期卵巢中!不同类型

肝胰腺细胞间 "C1]的分布没有差别$ 除
&

期卵巢外!在其余各期卵巢中 "C1]阳性强度在卵

细胞胞质和肝胰腺细胞胞质中表现一致$

关键词! 日本新糠虾& "C1]& 卵细胞& 滤细胞& 肝胰腺细胞

中图分类号! ^<"#& 0<%>&&&&&&&文献标识码',

&&隶属于节肢动物门 ",QONQ5P5LF# 甲壳纲

"3QWSOFK8F# 软甲亚纲 "VF6FK5SOQFKF# 糠虾目

"VHSGLFK8F#!是维持海水环境生态平衡的重要生

物!也是众多海洋生物的天然饵料) 日本新糠虾

"P-,68'('!%;,"(1%#为糠虾科"VHSGLF8#新糠虾

属"P-,68'('3e8QRGFYSZH#!是我国广为分布的糠

虾类型) 目前将糠虾作为环境监测的一种很好的

模式动物!已被国内外广泛接受'% :#(

) 但对其生

物学特性及环境监测方面的研究还较少'! :"(

) "C

1]""CNHLQ5IHOQHPOFEGR8#是一种胺类衍生的神经

递质!对动物生理和行为的调节起到广泛的作用!

如葡萄糖代谢!昼夜节律!行为!摄食和繁殖

等'; :B(

) 大量研究已发现 "C1]能促进经济类甲

壳动物生长发育!并对卵巢发育有促进作用!如南

美白虾 " <-"%-)'9%""%6-(#

'<(

! 克氏原螯虾

" <&,1%6>%&)' 12%&#((#

'%$(

! 招 潮 蟹 " T1%

%&1)%*% #

'>(

! 罗 氏 沼 虾 " G%1&,>&%14()6

&,'-">-&5((#

'%%(等) 这些研究多集中在 "C1]通

过调节内分泌间接调节性腺发育'%#(

) 另外还有

研究发现 "C1]与其它生物胺共同参与卵巢发育

的调节'%!(

) 日本新糠虾卵巢呈*1+形!由左右两

侧卵巢和中间的横桥构成'%?(

) 横桥是各期卵细

胞和滤泡细胞的生发带!横桥内常分布着发育早

期的卵细胞和滤泡细胞!随着卵细胞逐渐成熟而

迁出横桥并分布于左右两叶卵巢中) 其卵巢形态

有别于十足目的虾'%!(

) 众所周知!甲壳动物卵细

胞的发育与滤泡细胞和肝胰腺有密切关系'%" :%;(

)

本课题组研究发现生物胺对日本新糠虾的生长&

发育及性成熟有明显的影响!但目前有关此物质

在性腺中的分布鲜见报道) 因此本文观察了不同

发育期日本新糠虾卵细胞!滤泡细胞和肝胰腺细

胞中 "C1]分布及变化!旨在为糠虾性腺发育及

甲壳动物繁殖生理方面的研究提供基础理论依据

和形态学资料!为弄清甲壳动物卵巢发育调节机

制和糠虾的繁育提供基础资料)

%&材料与方法

"#"$糠虾培养与样品制备

将同批日本新糠虾新孵幼体"亲本为本试验

室连续培养 " 代以上的#!在实验室循环水养殖系
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统中培养) 恒温"#"7$ q%7$# `!光照周期为

%# Nr%# N!盐度为 %" "用盐卤配置!并充分暴气

#? N#!P1为 >7; mB7;) 每天投喂刚孵出卤虫无

节幼体"N&*-6(% "%);2((## 次!每 ! 天换水 % 次!每

次换 %@! 水) 当雌雄性征出现后!按雌虾卵巢发

育分期'%?(

!对
#

至
'

期进行采样!每期采样 " 只!

整虾放入U5WGR氏液中固定) 然后!经脱水&透明

和石蜡包埋后!用-8GKF*V#$%; 型切片机连续切

片!片厚为 >

!

E)

"#%$免疫组织化学染色

" :羟色胺兔源多克隆抗体"购自北京中杉

金桥生物技术公司#) 采用常规 A5M8Q4GSG5R

]V

两步法进行免疫染色) 具体程序石蜡切片常规脱

蜡后!用 $7!\过氧化氢去离子水室温下孵育 !$

EGR!以阻断内源性过氧化物酶) AU0]冲洗 %$

EGR c! 次!滴加一抗"浓度为 %r"$#后!将标本置

于湿盒内!? `过夜) 然后用 $7$% E56@-AU0

"P1>7?#水洗 %$ EGR c! 次!滴加生物素化山羊

抗或兔/Xa抗体:1*A多聚体"购自北京中杉金

桥生物技术公司#!室温孵育 # N!AU0充分水洗后!

用=,UC1

#

(

#

显色) 阳性细胞呈棕色) 阴性对照

染色用AU0替代一抗!其余实验步骤相同) 根据

染色的深浅!分为强阳性!中等阳性!弱阳性!阴性!

分别表示为* fff+!* ff+!* f+!* :+)

#&结果

%#"$卵巢各期卵细胞和滤泡细胞关系及肝胰腺

细胞组成

在卵巢
#

期!滤泡细胞首先成群分布于横桥

与两叶卵巢交界处!两侧卵巢周围没有滤泡细胞

分布"图版C%#)

$

期!两侧卵巢以内源性卵母细

胞为主!滤泡细胞迁移至卵母细胞周围!但与卵细

胞存在一定间隙!此时滤泡细胞呈椭圆形"图版C

##)

%

期!两侧卵巢以外源性卵黄合成期卵母细

胞为主!滤泡细胞已与卵母细胞相融合而界线不

清!卵母细胞体积的增大挤压其周围的滤泡细胞!

使之呈长条形"图版C!#)

&

期!两侧卵巢中以成

熟卵母细胞为主!卵母细胞与滤泡细胞紧贴并相

互融合"图版C?#)

'

期!此时滤泡细胞呈多层围

绕于卵细胞周围"图版C"#) 在卵巢发育过程中肝

胰腺细胞组成基本一致!由四种类型细胞组成!分

别为胚细胞"2#&泡状细胞"U#&吸收细胞"*#和

纤维细胞".#细胞"图版C;#) 2细胞为未分化的

细胞!主要分布于肝小管盲端) U细胞顶部多有

一个较大的顶泡!主要分布于肝小管中段) *细

胞较细长!细胞核较小!细胞内充满脂滴!脱蜡后

脂滴被溶解!故 *细胞脂滴多呈透明的空泡状)

.细胞的胞核较 *和 U大且圆!主要分布其他细

胞之间)

%#%$卵细胞和滤泡细胞及肝胰腺中 ILP)阳性

定位

#

m

%

期卵巢的 "C1]免疫阳性物质主要分

布在卵母细胞胞质!卵母细胞胞核的染色质!以及

的滤泡细胞"图版C% m!#) 在
&

期卵巢仅滤泡细

胞有免疫阳性!卵细胞胞核和胞质中均无 "C1]

阳性物质分布"图版C?#) 到
'

期时!卵巢的卵母

细胞质!卵母细胞核和滤泡细胞又均有免疫阳性

"图版C"#) 在各个发育期!肝胰腺中的 "C1]免

疫阳性主要分布在胚细胞"2#&泡状细胞"U#&吸

收细胞"*#和纤维细胞".#四类细胞的胞核和胞

质!且胞核的阳性表达较胞质强"图版C% m;#)

%#!$卵细胞和滤泡细胞及肝胰腺中的 ILP)阳

性强度

对各期糠虾卵巢和肝胰腺进行 "C1]免疫组

化染色发现!"C1]在不同卵巢发育期的卵巢和肝

胰腺细胞阳性表达强度有所不同"表 %#)

#

期滤

泡细胞!卵母细胞胞质!卵母细胞胞核!肝胰腺细

胞胞质和胞核均为强阳性"图版C%#)

$

期的滤泡

细胞和肝胰腺细胞核为强阳性!卵细胞胞质胞核

和肝胰腺细胞胞质为中等阳性"图版C##)

%

期滤

泡细胞和肝胰腺细胞核仍为强阳性!卵细胞胞质

胞核和肝胰腺细胞胞质为弱阳性"图版C!#)

&

期

滤泡细胞!肝胰腺细胞核和肝胰腺细胞胞质为强

阳性) 卵母细胞质和胞核均为阴性"图版C?#)

'

期滤泡细胞和肝胰腺细胞核仍为强阳性!肝胰腺

细胞胞质为中等阳性!卵细胞胞质和胞核为弱阳

性"图版C"#) 可见!滤泡细胞和肝胰腺细胞核在

#

m

'

期均为强阳性)

#

m

&

期卵细胞胞质和卵

细胞核内 "C1]阳性物质有随卵巢发育阳性减弱

的趋势!到
'

期又增强!形成周期循环) 四类肝胰

腺细胞在同一期的阳性强度一致) 比较 "C1]在

卵巢和肝胰腺的阳性强度!在卵巢发育
#

&

$

&

%

和
'

期中!肝胰腺细胞胞质 "C1]的表达情况与

卵细胞胞质基本一致)

&

期肝胰腺细胞胞质的阳

性比卵细胞胞质强) 设置的阴性对照组未见免疫

阳性反应)

)*!
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表 "$日本糠虾不同发育时期卵巢和肝胰腺细胞中的 ILP)分布

)*+#"$),-:-Z-:34ILP)07;,-3Z*/C *7<,-.*;3.*79/-*234:7!%9,"(5% *;<044-/-7;3Z*/C 2;*6-2

卵巢分期

ON8SOFX85T5YFQH

细胞类型

ON8OHP85TK866S

滤泡细胞

T566GKW68K866S

卵细胞胞质

ON8KHO5P6FSE

5T55KHO8

卵细胞核

ON8RWK68WS

5T55KHO8

肝胰腺细胞核

ON8RWK68WS5T

N8PFO5PFRKQ8FSK866S

肝胰腺细胞胞质

ON8KHO5P6FSE5T

N8PFO5PFRKQ8FSK866S

#

期 fff fff fff fff fff

$

期 fff ff ff fff ff

%

期 fff f f fff f

&

期 fff : : fff f

'

期 fff f f fff f

注$* fff+表示强阳性!* ff+表示中等阳性!* f+表示弱阳性!* :+表示阴性)

+5O8S$* fff+E8FRSSOQ5RX6H P5SGOGY8!* ff+E8FRSE8LGWEP5SGOGY8!* f+E8FRSM8FZ6H P5SGOGY8!* :+E8FRSR8XFOGY87

!&讨论

!#"$ILP)在卵巢中的分布

有关研究神经递质在甲壳动物组织中分布的

方法!常见的有免疫组化技术!酶联免疫技术!分

子生物学技术和高效液相色谱法!其中免疫组化

技术常用于组织定位!而其余几种常为定量) 本

研究通过免疫组化技术原位定位了 "C1]在卵巢

和肝胰腺组织内的分布!以发现 "C1]在卵巢和

肝胰腺组织中的分布规律!探讨这两种组织中主

要细胞间可能存在的调节机制) 目前有关 "C1]

在甲壳动物卵巢中的分布已有报道!但不同动物

间存在差异!如 "C1]在斑节对虾 "<-"%-)'

6,",=,"#

'%>(卵巢中分布是
#

期的滤泡细胞和初

级卵母细胞!此期的卵原细胞没有阳性)

$

期!初

级卵母细胞胞质有较强阳性) 在
%

&

&

期!卵母细

胞的胞质&皮质棒和卵母细胞膜呈阳性) 并且发

现在后两期!滤泡细胞不呈阳性!这与我们对日本

新糠虾的研究结果即滤泡细胞在卵巢发育各时期

均有 "C1]的阳性表达有差异) 用2-/0,测定斑

节对虾'%>( 和用高效液相色谱法测定罗氏沼

"G%1&,>&%14()6&,'-">-&5((#

'%!(卵巢内 "C1]含

量发现 "C1]含量均随着卵巢发育呈上升趋势!

且不同发育期间存在显著差异) 由于日本新糠虾

个体较小仅约为 % KE!定量研究 "C1]在卵巢中

的分布有一定困难!因此本研究采用免疫组化的

方法对 "C1]在卵巢中进行了定位) 本研究发

现!"C1]阳性分布是随糠虾卵巢发育有逐渐下降

的趋势!这一现象与 "C1]在斑节对虾发育卵巢

中变化趋势相反!这可能与种类不同有关!也有可

能是由于斑节对虾卵巢中 "C1]含量的测定包括

除卵巢组织主要细胞即卵母细胞组成外!还有间

质成份及血窦的存在!已有研究发现 "C1]受体

在斑节对虾卵巢的小梁和结缔组织隔膜上有分

布'%!!%B(

!因此不排除 "C1]在其它部位的分布影

响其在卵巢内的含量) 有关这方面的研究还有待

于进一步加以完善) (+a4,**,0(A(+2等'%B(

发现!用*]CA3*方式检测 "C1]受体斑节对虾除

在卵巢组织分布外!在肝胰腺&胃等多种组织中均

有分布) 但这些研究并未探讨各组织间的相互

关系)

!#%$ILP)对卵巢发育的调节作用

大量研究发现 "C1]能促进甲壳动物性腺发

育与产卵!诱导体内和体外的卵巢成熟'< :%$(

) 并

认为 "C1]能通过眼柄分泌神经内分泌素而起作

用!如克氏原螯虾"<&,1%6>%&)'12%&#(%#性腺快

速成熟'<(

!对中华绒螯蟹"J&(,14-(&'("-"'('#眼柄

视神经节端髓 l器官 ! 种类型神经内分泌细胞

兴奋性和分泌活动的调控作用'%<(

) 而缺少与卵

母细胞发育有密切关系的细胞间相互关系的研

究) 大量研究已证实卵细胞发育与滤泡细胞和肝

胰腺细胞有密切关系) 本研究证实 "C1]阳性细

胞在卵母细胞的分布随卵巢发育变化而变化!提

示卵母细胞自身 "C1]的调节作用!而卵母细胞

和肝胰腺细胞 "C1]的阳性表达极其相似!似乎

说明在 "C1]的调节中卵母细胞与肝胰腺细胞关

系密切!而滤泡细胞在整个卵巢发育阶段!其内部

"C1]均强表达!提示滤泡细胞中 "C1]的分布可

能也是调节卵细胞发育的重要因素!而此三类细

胞在 "C1]调节卵母细胞发育过程中的角色还有

待于进一步研究加以证实) 研究发现滤泡细胞有

运输和合成卵黄物质的功能'#$(

!而 "C1]能促进

*#!
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卵巢中卵细胞内卵黄蛋白原"4GO8665X8RGR!4X#的

合成!刺激减数分裂和卵母细胞成熟'#%(

!这是否

是糠虾卵母细胞成熟的调节机制之一还有待于进

一步研究) 有关生物胺对性腺发育的研究!除了

从神经内分泌角度加以分析外!细胞间的调节也

不容忽视)

此外!有研究表明 "C1]能与其他胺共同参

与调节甲壳动物卵巢的发育!如 "C1]与多巴胺

"=5PFEGR8!=,#来共同调节甲壳动物的性腺发

育!"C1]对卵巢和精巢发育均有促进作用!而多

巴胺对卵巢发育略有抑制作用!并认为这可能与

" :羟色胺能够刺激脑&胸神经节分泌性腺刺激激

素" X5RFLCSOGEW6FOGRX N5QE5R8!a01#!从而促进

性腺发育!而多巴胺对性腺发育的抑制作用可能

与抑制 a01分泌或促进性腺抑制激素" X5RFLC

GRNG9GOGRX N5QE5R8!a/1#分泌有关'B(

) 组织胺与

"C1]也有密切的联系!影响虾蟹类性腺发

育'## :#!(

!"C1]及其与各种激素的关系如何还有

待于进一步证实)
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# 期 杨丽丽!等$日本新糠虾卵巢和肝胰腺主要细胞内 "C1]的免疫组织化学定位 &&

图版$日本新糠虾不同发育时期卵巢和肝胰腺细胞中的 ILP)阳性分布
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