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研究简讯

二

锯缘青蟹 ( s e y l la ser r at a )脑中
F sH 和 L H 的免疫识别

`

叶海辉 黄辉洋 李少蔷 王桂忠
厦门大学海洋系

,

近海海洋环境科 学国家重点实验室
,

厦门 36 1。。5

摘要 为研究甲壳动物卵泡刺激素 ( F S H ) 和黄体生成素 ( L H ) 的存在 与分布
,

我们应用免疫细胞

化学技术对 F S H 和 L H 在锯缘青蟹 ( S c刃 la s er r
at

a ) 脑中的分布进行 了定位研 究
.

结果 显示
:

在近

成熟期雌蟹和精子 细胞期雄蟹脑 中检测到 F S H 中等免疫阳性反应和 L H 弱免疫阳性反应
,

免疫阳

性细胞分布在前脑的前中胞体群和后脑的后侧胞体群
.

发育早期雌蟹和精原 细胞期雄蟹未见 F S H

和 L H 免疫阳性反应
.

研究结果表明
: F S H 和 L H 存在于锯缘青蟹脑 中并具有发育 阶段特异性

,

可 能参与性腺发育及精卵成熟的调节
.

关键词 锯缘青蟹 脑 卵泡刺激素 黄体 生成素 免疫细胞化学

1 9 6 3 年
,

O t s u 首次报道溪蟹 ( p
o t a m o n d e h a a -

in )的胸神经节具有性腺刺激激素 ( G S H )
,

能够刺

激性腺 发育
巨` 〕

.

后来 G o m ez 将束腹 蟹 (尸。 ar t he l
-

P hu sa h y
dr

o

dr
o
m u 、 )的脑移植人其他个体

,

同样促

进 了性 腺发育
,

表明脑 也是 G S H 的释放来 源 [ 2 J
.

进一步研究发现
,

灼烧前 脑导致 促雄腺 和精巢退

化
,

因此前脑被确认为 G S H 的重要合成场所 〔 3 〕
.

此后的离体实验更加证实 了 G S H 对性腺发育 的刺

激作 用 和 脑
、

胸 神 经 节 是 G S H 合 成 与 释 放 来

源 巨̀
,

5」
.

G s H 的化学结构迄今 尚不清楚
,

仅知 日本

囊对虾伍五
z r s u P

e n a e u s
j

a P o n i c u s
) G S H 的分子质量

约为 l一 Z k u 仁 6 〕
,

罗氏沼虾 (八五刁。 r o占r a 认 i u m r o s e n -

be
r g ii ) G s H 的分子质量在 7 k u 以下

,

属于蛋白质

类 〔 7 」
.

在脊 椎 动 物
,

垂 体 前 叶 分 泌 的 促 性 腺 激 素

( G T H ) 由卵泡刺激素 ( F S H ) 和黄体生成素 ( I
矛

H ) 组

成
,

F S H 和 L H 通过与生殖腺 细胞 膜上 的受体结

合
,

从而刺激性腺发育及类固醇 (雌激素
、

雄激素 )

产生
,

对精卵发生起到重要调节作用 〔 8 〕
.

z uk
o w s -

k a 报道
,

注射来源于脊椎 动物 的 F S H 和 L H 对褐

虾 ( c ar n g o n : ar n g on )卵母细胞生长有促进作用巨 9 口
.

甲壳 动物 体 内是 否 具 有 F S H 和 L H
,

甲壳 动 物

G S H 和脊椎动物 G T H 之 间关系如何
,

迄今在 国内

外都未见报道
.

锯缘青蟹 ( S cy ll a 、
er ar at )是我国南

方重要的经济蟹类
,

李少蓄等 已对其生殖生物学进

行了详细 的研究 〔 ` 。 〕
.

本文 旨在用免疫 细胞化学方

法
,

研究 F S H 和 L H 在锯缘青蟹脑 中的精确定位

及表达状况
,

并探讨 G S H 和 G T H 之间的关系
.

该

研究对于理解 甲壳动物生殖神经 内分泌作用具有重

要意义
.

1 材料和方法

1
.

1 取材与切片

锯缘青蟹体长 5
.

6一 9
.

0 Cm
,

按性腺发育的分期
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标准巨“
, ` 2 〕

,

雌蟹处于卵巢发育早期或近成熟期 ;
雄

蟹处于精巢发育的精原细胞期或精子细胞期
,

各期 3

只
.

在冰冷的磷酸盐生理缓冲液中迅速解剖出锯缘青

蟹的脑
,

10 % 中性福尔马林液 固定 4一 6 h( 4℃ )
,

常

规石蜡包埋
,

连续切片
,

切片厚度 8 拼m
,

间隔取片
,

按顺序贴片
.

表 1 F S H 和 L H 免疫阳性物质在锯缘青蟹脑中的表达

抗 体
雌性 雄性

发育早期 近成熟期 精 原细胞期 精子细胞期

F S H

L H

+ +

+

+ + 为中等免疫 阳性反应 ; + 为弱免疫 阳性反应 ;
一为 免疫 阴

性反应

1
.

2 主要试剂

鼠抗 F S H 和 鼠抗 L H 单 克 隆抗 体 均 为美 国

S a nt a C r u z

公司产品
.

链霉菌抗生物素蛋 白
一

过氧化

物酶免疫细胞化学试剂盒 ( S A B C iK t) 购 自武汉博士

德生物工程有限公 司
.

3 ` ,

3 `一

二氨基联苯胺盐 酸盐

( D A B )为 iS g m a
公司产品

.

1
.

3 免疫细胞化学主要程序

切片脱蜡后在 3% H
Z
0

2

/ P B S 溶 液 中室温孵育

10 m in
,

以消除 内源性过氧化物酶 的活性
.

滴加正

常山羊血清 ( 1
: 1 0) 室温孵育 10 m in

,

封 闭非特异

性反应部位
.

滴加 鼠抗 F S H 或 L H 抗体 (稀释度均

为 z : 1 0 0 )
,

3 7 oC 孵育 1
.

s h ;
滴加即用型生物素标

记的羊抗 鼠抗体
,

37 ℃孵育 30 m in ; 滴加即 用型链

霉菌抗生物素蛋 白
一

过氧化物酶
,

3 7℃孵 育 30 m i .n

然后用 0
.

0 6% D A B o
.

0 3% H
Z
O

Z

显色 l o m i n
,

苏木

精复染
.

阴性对照实验采用相邻切 片
,

以正常羊血

清代替第一抗体
,

同步进行上述免疫细胞化学反应

程序
.

根据染色深浅
,

将免疫反应强度分为
:

+ + +

为强免疫 阳性反应
,

显深棕色
; 十 十 为 中等反应

,

显棕色 ; 十 为弱反应
,

显浅棕色 ;
一为阴性反应

,

无显色
.

图 1 锯缘青蟹脑中 F SH 和 L H 免疫阳性细胞

( a) 前脑前 中细胞体群中的 F S H 免疫阳性 细胞 ; ( b ) 前脑前 中细

胞体群中的 L H 免疫阳性细胞 ; (
c
) 后脑后侧胞体群的 F S H 免疫

阳性细胞 ; ( d) 后脑后侧胞体群 的 L H 免疫阳性 细胞

2 结果

免疫细胞化学研究结果如表 1 所示
.

在 近成熟

期雌蟹和精子细胞期雄蟹脑 中呈现 F S H 中等免疫

阳性反应和 L H 弱免疫 阳性反应
.

在发育早期雌蟹

和精原细胞期雄蟹为免疫 阴性反应
.

对照实验为 阴

性
.

F S H 免疫 阳性物质棕色
,

L H 免疫 阳性物质浅

棕色
,

免疫阳性物质定位在细胞质 中 ;
神经纤维极

少呈免疫阳性
.

F S H 和 L H 免疫阳性细胞主要分布

在前脑的前中胞体群 ( 图 1 ( a )
,

( b ) )
,

两种 免疫 阳

性细胞在后脑的后侧胞体群也有少量分布 ( 图 1 ( C )
,

( d ) )
.

3 讨论

有实验表 明
,

注射外源 F S H 和 L H 能够刺激

褐虾 ( C ar n g on
c

ar n g 洲 ) 卵母细胞生长 [ 9 〕
.

甲壳动

物能否 自主合成 F S H 和 L H 尚未 见报道
.

本研究

应用脊椎动物抗体和免疫细胞化学技术
,

从锯缘青

蟹体内检测 到 F S H 和 L H 免疫 阳性反应
,

阐明了

甲壳动物可以 自主合成 F S H 和 L H
,

即含有脊椎动

物 G T H 样物质 ; 揭示 了锯 缘青蟹 与脊椎 动物 的

F S H
,

I
一

H 在分子结构上具有相 当高的同源性
.

鉴

于在蟋蟀 ( P e r i P l a n e t a a o e r艺c a n a ) 仁̀
3 〕

、

白蚁 ( R
e t艺c

-

u l乞t e r阴 e :
、

a c u l a b i a l i s ) 压
’ 4 〕等昆虫脑 内也检测 出 F s H

和 L H
,

我们认为节肢动物存在 F S H 和 L H 参与的

生殖神经内分泌调节机制
.

本研究观察到 F S H 和 L H 免疫 阳性细胞主要

分布于前脑
,

与前脑是 G S H 的重要合成场所 的报

道一致 . 〕 ,

提示 F S H 和 L H 可能是 甲壳动物 G S H
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的组分
.

离体 实验表 明
,

锯缘青蟹脑 中 G S H 生物

活性与性腺发育周期有关
:

在 发育早期 G S H 生物

活性很弱
,

随着卵巢发育成熟
,

G S H 生物活性逐步

增强哪〕
.

本研究 中
,

发育早期 的雌蟹和精原细胞期

的雄蟹
,

检测不到阳性反应
,

而在近成熟期雌蟹和

精子细胞期雄蟹均有 F S H 与 L H 阳性反应
.

F S H

和 L H 的阶段 性表达与 G S H 生 物活性变化一致
,

从功能上进一步提示 F S H 和 L H 是 G SH 的组分
.

在雌性脊椎动物
,

F S H 能促使卵泡的生长
、

发

育和成熟
,

还能促使卵巢颗粒细胞产生雌激素和诱

发卵子对其他激素 的敏感 性
; L H 能促使成熟卵子

从卵巢卵泡 中释放
.

在雄性脊椎动物
,

F S H 促使

S er ot h 细胞合成并分泌雄激素结合蛋 白
; L H 调节

eL y id g 细胞的雄激素合成匡 8 〕
.

昆虫脑 中也有促性

腺激素 (尚未清楚其化学结构 )
,

昆虫性腺成熟及精

卵成熟也依赖脑分泌的促性腺激素调节
,

它能诱导

卵巢和精巢合成蜕皮激素
,

而蜕皮激素能促使脂肪

体合成卵黄原蛋白
、

卵泡细胞分化以及刺激精子的

发生 . 6 〕
.

锯缘青蟹 F S H 和 L H 在生殖期 ( 成熟期

雌蟹和精子细胞期雄蟹 ) 均有表达
,

预示着其对精

卵发生的重要性
.

在锯缘 青蟹卵巢 发育 的近成熟

期
,

卵母细胞 已经形成并积累大量卵黄物质
,

细胞

体积迅速增大并发育为成熟卵
,

卵泡进一步生长发

育成熟 〔 `了 , ’ 8 〕
.

此期 F S H 表达较高
,

显示 F S H 参

与卵母细胞发 育
、

卵黄发生 以及卵泡 的发育成 熟
.

近成熟期锯缘青蟹 L H 表达较弱
,

则可能与 L H 排

卵的功能有关
,

推测进人成熟期 和排卵期
,

L H 将

有较强的表达
,

在精子细胞期雄蟹
,

F S H 和 L H 都

有阳性表达
,

应与精母细胞成熟及精子形成有关
.

锯缘青蟹 F S H 和 L H 的作用 机制是否与脊椎动物

抑或昆虫相似
,

很值得进一步研究
.

根据 F s H
,

L H 在 锯缘青 蟹脑 中的分布 与表

达
,

以及 F S H
,

L H 和 G S H
,

G T H 之间关系 的探

讨
,

我们 认 为
:

( 1) 锯 缘青 蟹 G S H 的组分 含 有

F S H 和 L H ; ( 2 ) 锯缘 青蟹 与 脊椎 动物 的 F S H
,

L H 在分子结构上具有相当高的同源性
; ( 3) 甲壳

动物 G S H 和脊 椎动物 G T H 应是 同物不 同名 的关

系
,

建议将甲壳动物 G S H 改名为 G T .H
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