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海兔( A p l y si a)属于软体动物门( Molluse) , 腹足

纲( Gastropoda ) , 后鳃亚纲 ( Opisth obranchia) , 海兔

科( Aply siidae)。在自然界中, 多数来源于不同品种

海兔的中枢神经系统( central nervous sy stem, CNS)

均由 5 对神经节和神经连索组成,它们分别是口腔神

经节( buccal g anglion, BG )、脑神经节 ( cerebr al g an

g lion, CG)、侧神经节( pleural g ang lion, PLG)、足神

经节 ( pedal g ang lion, PG ) 和腹神经节 ( abdominal

ganglion, AG ) , 其中脑神经节支配着许多感应器官,

如前触角、口腔、眼等, 并参与控制身体的运动与平

衡。脑神经节、口腔神经节、侧神经节和足神经节之

间均由神经连索相连接和沟通(图 1)。海兔的虹吸

管一旦受到触碰后会缩回腮和虹吸管, 作出防卫姿

态;如果经过多次连续相同的刺激后,这种防卫姿态

随着刺激次数的增加而持续更久[1]。控制腮收缩反

应回路系统主要由单突触组成, 它由一个感觉神经

节和与它相连接的运动神经节所组成[ 2]。目前,这个

反射模型已被证实, 并已采用人工模型完成了相关

机理的研究, 为研究记忆形成提供了一个理想的分

析模型和奠定了良好的研究基础。软体动物中枢神

经系统结构较为简单, 海兔神经节大约由 20 000 个

神经细胞组成,其神经细胞尺寸相对较大(有些直径

可达 1 000 m 以上[3] ) , 借助普通显微分离技术就可

以直接分离出神经细胞和细胞多肽簇, 供多肽组成、

分布、结构与功能角度、神经多肽参与信号传导和行

为表现研究。

图 1 海兔中枢神经系统

1~ 11 为神经连索

近期, 基质辅助激光解吸离子化飞行时间( Matrix

assisted laser deposition/ ionization time of flight, MALDI

TOF)质谱技术已经较为深入地用于分析软体动物和

足类动物神经节内的功能多肽种类和结构,表现出高

灵敏度、超微量和快速等特点和优势, 它是目前研究

神经多肽结构与功能的最佳分析技术之一,所获得的

研究结果对正确理解神经多肽调控行为表现的机理
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起着极其重要的作用[ 4~ 6]。作者侧重综合描述采用

现代分析技术研究海兔及其他软体动物中枢神经系

统多肽组成、分布、结构及调控作用的新进展。

1 神经多肽组成与调控作用

海兔、昆虫以及扁形动物的神经细胞均是利用

神经递质和神经多肽 ( neuro peptide, NP )作为化学

信号物质,其特性与哺乳动物很类似, 例如,血吸虫渗

透压调节因子 ( leech o smoregulato ry facto r, LORF )

在小鼠和血吸虫中均被发现, LORF能刺激静脉血管

释放一氧化氮[ 7]。目前在加洲海兔 ( A p l y si a ca l i

f o r ni a , AC)中枢神经系统中已经发现 100 多种多肽

化合物,其中部分多肽具有调控特定器官和组织功

能的生理活性。

产卵激素 ( eg g lay ing hormone, ELH )是在海兔

腹神经节中以前体多肽方式合成的, 它经历了一系

列剪切与加工后被输送到卵巢, 刺激海兔发生产卵

行为。心脏激活小肽 ( small cardioactiv e peptides,

SCP A 和 SCPB )、富含组氨酸碱性多肽( histidine rich

basic pept ide, HRBP )、R15 1、R15 2 和 NdWFam ide

( A sn D T rp Phe NH2 )等多肽均能刺激心跳或加强

血管收缩性[8~ 11] , 提高血液循环速度[12] , 可增强海兔

的运动性(如进行产卵和交配)。在海兔腹神经节处

可发现 NdWFamide多肽, 它通过神经纤维输送到心

肌及主动脉,并通过 Ca2+ 离子通道调控海兔的心肌

细胞, 同时又受 G 蛋白的反馈调控[13]。当 NdW

Famide完成信号传递后,在去酰胺化酶作用下, 其多

肽序列中的 D Trp 残基变构为 L T rp, 并降低了活

性[14] , 终止信号传递行为。神经多肽 L5 67 由腹神

经节左上区域( left upper quadrant, LUQ )细胞合成,

随后被运送到肾脏中央的上皮细胞、皮质的环形肌

部分以及肾脏的毛孔周围部分[15] , 主要作用是刺激

环形肌的收缩,进而促进肾脏毛孔关闭[ 16]。

脑肽 1( cer ebr al peptide1, CP1) 由脑神经节合

成,在脑神经纤维中均有发现, 其它神经节也有,但含

量甚微,是一种神经递质的多肽化合物[ 17]。SCPs 对

口腔肌肉的收缩和感觉神经元腹神经节腮运动神经

细胞之间的突触传递具有调控作用[18, 19]。紫贻贝抑

制肽类似物 ( M y t i l u s inhibitor y peptide r elated pep

t ides, M IPs)均在海兔的神经节中发现, 它们能抑制

海兔食道的自主性收缩。Fujisaw a 和 Xu[ 20, 21]报道,

M IPs 和指令神经多肽 ( command neuron peptides,

CNPs)共同参与了海兔尾部受刺激后的收缩反应。

足肽( pedal peptide, PP)在海兔足神经节中合成并通

过神经纤维输送到身体各处, 足肽在一定浓度时能

增强足部肌肉的收缩, 并加快收缩频率[ 22]。钙调素

( myomodulins)能调控肌肉神经中的信号传递, 使之

收缩幅度增强或减弱[ 23]。目前, 已从腹神经节细胞

簇中发现了 4种神经多肽 ,它们分别是足肽、钙调素

D、CP1 和酸性多肽( Acidic peptide, AP ) [ 8~ 27]。采用

免疫组化的方法发现足肽普遍存在于中枢神经系统

和周围神经系统,在足神经节有大量表达。脑肽 1 是

在海兔的脑神经节中合成,然后运输到各个神经节和

神经纤维。但是并不是神经节的每个神经细胞都存

在 CP1, 用放射同位素法发现只在腹神经节右上区域

中含有 CP1。尽管有关 CP1所执行的生理功能尚未

被阐明, 但从 CP1 组成与分布情况分析, 它很可能是

一种神经递质性物质。

海兔抑制肽相关多肽( AMRPs)是由单一前体编

码的多重六肽。通过比较加州海兔和黑斑海兔的

AMRPs 前体, 发现存在着大量的特异 AMRPs。比

较加州海兔与黑斑海兔前大动脉 AM RPs 的功能后

发现, AMRPs 抑制了加州海兔的大动脉收缩, 而在

黑斑海兔中, 当 AM RPs 的浓度提高到 10- 7 mol/ L ,

收缩现象仍然没有发生。说明物种之间所需要的

AMRPs 存在着量和分子结构上的差异性[ 9, 24]。

在海兔中枢神经系统发育过程中,一种生长因子

对细胞分裂和分化具有促进作用,在卵和未发育成熟

海兔的中枢神经系统中均发现这种生长因子 ( mol

lusk der ived g row th factor , MDGF)。与人类和昆虫

的生长因子相比, MDGF具有高度的保守性[ 9, 25]。虽

然在成年海兔的中枢神经系统中没有发现 MDGF ,

但是把解剖所得的神经节离体组织培养一段时间后,

神经节就会合成 MDGF。进一步的研究发现 MDGF

具有腺苷脱氨酶的活性,在皮摩尔级浓度时就能刺激

细胞的增殖[ 26]。

2 腹神经节与袋细胞多肽

早期的研究发现,海兔腹神经节(也称为脏神经

节, v iscer al ganglion)可分泌产卵激素和释放蓝紫色

墨汁物质作为防卫工具。此外,它还可以控制各个脏

器的生理功能 ,例如呼吸、血液循环和分泌等;同时它

也参与控制其他调节功能,如在防卫态过程中, 调整

海兔身体运动和内脏运动速率。美国加州海兔和杂

斑海兔 ( A p l y si a j u l i a na, AJ) 的中枢神经系统形态

结构非常相似 ,均含有腹神经节,但厦门蓝斑背肛海

兔 ( N o t a rc u s l e ac h i i c i r r o su s St impson, NLCS)却缺

少腹神经节[ 27]。加州海兔的腹神经节结构较为简单

清晰, 透明的鞘膜包裹着整个神经节, 鞘膜具有很好

的通透性, 分子质量小于 300 u 的物质都能穿过。同

位素标记技术在离体培养腹神经节时,可跟踪某些蛋

白质和多肽的代谢过程。口腔神经节与腹神经节之
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间的神经连索、神经纤维和其它脏器的研究已有详

细报道, 其相互作用的机理也得到初步的总结, 如

LUQ 细胞的轴突通过心脏周边神经与肾脏相

连[28, 29]。腹神经节含有能分泌丰富多肽的细胞簇

(目前已发现 800 个) , 主要分为 R3~ R14 和 L2 6、

R15 两大群,它们之间的区别在于前者分泌多肽向鞘

膜输送,而后者则通过轴突和神经纤维输送多肽。

目前已较为深入研究的海兔神经多肽仅有

ELH、L5 67、NdWFamide 和 LUQIN 等,其主要原因

有: ( 1) 由于海兔的递质多肽种类较多, 多数多肽结

构与功能尚未被阐明; ( 2) 海兔合成和分泌的神经多

肽种类与数量随着季节变化而变化; ( 3) 部分神经多

肽以前体肽的形式存在于神经节中, 需要其它多肽

酶参与剪切与加工后, 才能转化为活性肽, 典型例子

有 ELH 和 L5 67。ELH 是以 242 个氨基酸残基的

ELH 前体肽形式存在于袋细胞( bag cell)中, 当此前

体肽发生酶解后可产生 9 个肽片段, 如 bag cell

peptide( BCP )、 bag cell peptide ( BCP )、! bag

cell peptide (! BCP)、ELH 等[30]。ELH 酶解产物又

进一步被酰胺化,和其它肽片段被进一步酶切后, 形

成更多具有生物功能的肽片段(如 ! BCP 1 7、! BCP

1~ 8 和 acidic peptide等)。L5 67是由112 个氨基酸

残基组成前体的部分多肽, 其前体在切除位于 1~ 23

的信号肽后,迅速在 23 和 24 位处发生酶解,产生 89

个氨基酸残基组成的中间肽。随后该中间肽的 12~

13 位点进一步被酶解生成具有生物功能的多肽, 其

分子被称为 LUQIN( 1~ 12)和富含脯氨酸成熟多肽

( pro line r ich matur e peptide) 13 89。

3 吸引素多肽调控作用

海兔具有独居生活特点, 只有在产卵期间才会

聚集成群[31]。研究发现促使海兔发生聚集现象的是

一种多肽物质,称为吸引素 ( attractin) [32, 33]。吸引素

是海兔重要的肽能调控物质, 它与前面所论述的神

经多肽作用是不同的, 主要是分泌到体外, 并作用于

其它海兔的神经多肽。吸引素是一种有 58个氨基酸

残基的水溶性多肽[34] , 具有三对链内二硫键, 其空间

结构包含 2 个 螺旋[ 35] ,活性部分是其前 41 个氨基

酸残基序列。除了能吸引分散各处的海兔发生聚集

之外,吸引素还能促使海兔交配。吸引素在海兔蛋白

腺中合成,合成后一部分吸引素直接释放到海水中,

另一部分在产卵时被卵鞘包被, 并随卵带排出体外。

卵带中的吸引素在随后的时间里 (约 30 min)被释

放[36]。通常海兔在交配前先产一批卵[37] , 这样能在

一定时间内增强并维持海兔周围海水中吸引素的浓

度,从而增加吸引其它海兔聚集的几率。

虽然海兔卵带中的吸引素源自蛋白腺,但是从蛋

白腺中分离得到的是全长吸引素多肽,在卵带中发现

的吸引素只是其酶解片段。目前在卵带中已分离得

到 4 种片段, 分别是吸引素 1 46、1 31、1 29 和

1 24 [32] , 这表明卵带中含有吸引素和它的酶解产物。

许多研究证明信号多肽被降解是由多肽内切酶( En

dopeptidease, EP)所致,在卵带中存在着一种能使吸

引素降解的 EP。这种 EP 的作用不仅仅是产生吸引

素的酶解片段 ,同时也能确保卵带在限定的时间内释

放有效的吸引素片段 供海兔之间聚集成群的标

志性信号。

4 产卵激素( ELH )和酸性多肽( AP)

产卵激素是一种由 36 个氨基酸残基构成的多

肽, 当它作用于卵巢和中枢神经系统时,能刺激海兔

排卵和完成排卵动作[ 38]。作为一种具有神经调控作

用的神经多肽 ,其自身的合成受一系列多肽内切酶的

调控。首先神经多肽以前体形式被合成,在高尔基体

中由多肽酶负责进行有序的酶切[ 39]。酶切后所形成

的中间肽被转移到囊泡中,在那里中间肽再次经过其

他多肽酶[ 40~ 44]进一步降解和加工, 于是产卵激素中

间肽的 C 端逐步被降解和发生 酰胺化反应[ 45] , 最

终形成了有生物活性的产卵激素并被释放于介质中。

酸性多肽( acidic peptide, AP )是口腔神经节中的多

肽组成之一, 其一级结构为 SSGVSLLTSNKDE

EQRELLKAISNLLD,含有三对 Leu Leu 分子结构,

分子质量为 2 960. 3 u, 是产卵激素的酶解产物, 但有

关酸性多肽的生理功能尚未阐明。在海兔中枢神经

系统中还存在着一种酶解酸性多肽中 Leu Leu 酰氨

键的多肽内切酶[46~ 47] , 它能酶解酸性多肽成为 SS

GVS LLTSNKDEEQRELLKAISNL 和 LTSNKDE

EQRELLKAISNL 等片段。这一酶解过程类似于血

管紧张肽内切酶酶解糖蛋白底物后释放血管紧张肽

 。
选用 MALDI TOF 质谱技术研究加州海兔中枢

神经系统中口腔神经节外表层酸性多肽的分解产物

的情况。实验结果表明 ,在加州海兔口腔神经节和脑

神经节外表层上,均发现了复杂的多肽种类和丰富的

酸性多肽分解产物。经分析,酸性多肽被内切酶降解

过程是从其一级结构的 N 端到 C 端, 推测酸性多肽

和其分解产物参与了信号传导反应。MALDI TOF

质谱技术是研究中枢神经系统中超微量多肽组成、种

类和结构与功能的最佳分析手段[47]。

近期, Rubakhin 等[ 48]采用 M ALDI T OF 质谱技

术发现美国加洲海兔中枢神经系统的腹神经节左上

端出口内的袋细胞能释放出酸性多肽和它的分解产
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物。Li 等[5, 6] 和 Painter 等[31] 分别选用 HPLC 和

MALDI T OF 质谱技术研究海兔胸膜和腹部神经节

( pleural abdominal connection, PAC) 之间的连索内

的多肽组成与结构, 同样也发现了 PAC 含有酸性多

肽。然而,至今有关酸性多肽的医学科学意义尚未明

了。近期的研究进一步发现,蓝斑背肛海兔和加州海

兔的脑神经节、口腔神经节和其它神经节外表层含

有微量的丰富的不同结构的多肽[ 43] , 具体这些多肽

如何与神经节内的多肽一起联合参与调控信号传导

和执行行为表现等生理活动还有待于进一步深入研

究。

近十几年来, 发展痕量和超微量分析技术一直

是结构生物学研究领域中最有挑战性和前瞻性的课

题之一,尤其是在多肽和酶结构分析方面。目前, 毛

细管电泳仪是生物大分子微量和超微量最有效的分

离系统之一,它可在纳升级上对混合样品进行分离,

得到很纯的单一组分并可自动高效地测定 DNA 序

列等生化参数。但尽管如此,毛细管电泳分析技术仍

然无法准确地预测和鉴定蛋白质和多肽等生物大分

子的组成与结构。MALDI TOF [49]或 ESI Q TOF 质

谱仪检测多肽和蛋白质的灵敏度可高达 fmol级 , 测

定速度快;对样品纯度要求不高, 非常适合分析中枢

神经系统中微量或超微量多肽的组成、结构、分布以

及开展多肽调控作用的研究, 是目前从事神经多肽

调控作用的最佳分析技术之一[50] , 并将继续为研究

神经多肽调控作用发挥着极其重要的作用。
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