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提要   采用兔抗 5-羟色胺抗体和 SABC免疫细胞化学方法, 对日本囊对虾视神经节、脑和

胸神经节进行定位研究。结果表明,视神经节内的 5-羟色胺免疫阳性细胞分布于视外髓、视

内髓和视端髓。前脑前中群,前脑中部前端神经髓质、中央体, 中脑嗅叶内侧细胞群,后脑后

中群、侧位群和后侧群呈 5-羟色胺免疫阳性反应。胸神经节 5-羟色胺阳性细胞较少,第 4对

胸神经节检出 1对阳性细胞,第 5对胸神经节检出 2对阳性细胞,神经髓质不呈阳性反应。 5-

羟色胺的特异性分布,为日本囊对虾体内的生理功能和甲壳动物腹神经索演化提供了形态学

依据。
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5-羟色胺 ( 5-HT)广泛分布于甲壳动物的神

经系统,应用免疫细胞化学、放射免疫法和色谱

等技术,在视神经节、脑、腹神经索、围食道神经

节、口胃神经节和围心器等处都检测到 5-HT的

分布。研究证实, 5-HT对蜕皮、生殖、血糖浓度变

化和色素迁移等生理活动具有调节作用,是一种

重要的生物活性物质 ( F ingerman et al, 1992)。近

年来, 国内相继开展了甲壳动物 5-HT分布与功

能的研究, 已对锯缘青蟹 ( Scylla serrata )胸神经

团、凡纳滨对虾 (L itopenaeus vannamei)视神经节

和脑 5-HT的定位分布以及 5-HT对锯缘青蟹生殖

调控作用有过报道 (黄辉洋等, 2003; 叶海辉等,

2003, 2004)。日本囊对虾 (M arsup enaeus japonicus)

属于甲壳纲 ( C rustacea)、十足目 ( Decapoda)、对虾

科 ( Penaeidae)、囊对虾属 (M arsup enaeus),是一种

优良的海洋养殖虾类。目前, 有关日本囊对虾的

研究主要集中在养殖和病害防治方面 (林琼武

等, 2001)。而对其神经生物学的研究尚少, Y ang

等 ( 1995, 1996, 1999)对视神经节中的红色素聚

集激素 ( RPCH )、色素扩散激素 ( PDH )、蜕皮抑制

激素 (M IH )和高血糖激素 ( CHH )进行了分离提

取; Shih等 ( 1998 )对视神经节中 M IH 细胞和

CHH细胞的分布进行了定位研究; Ohira等

( 1997)克隆了 M IH的 cDNA; Tan i等 ( 1998)报道

了腹神经索冷敏神经细胞的分布和特性。本研

究应用反应灵敏的 SABC免疫细胞化学技术, 对

日本囊对虾视神经节、脑和胸神经节中 5-HT的

分布进行定位,旨在为其体内的生理功能和神经

系统演化提供形态学依据。

1 材料与方法

111 取材与切片

日本囊对虾 (M arsupenaeus japonicus ) 20只,

购自厦门农贸市场, 体长 14. 6) 19. 0cm, 体重

22. 4) 47. 0g,雌雄兼有, 全部为活体材料。在冰

冷的磷酸盐生理缓冲液 ( PBS)中迅速解剖, 完整

地取出视神经节、脑和胸神经节, Bou inps液固定

6) 18h( 4e ) ,系列酒精脱水, 二甲苯透明, 常规

石蜡包埋, 连续切片, 切片厚度为 6Lm, 间隔取

片,按顺序贴片, 切片置于 37e 恒温箱干燥备用。
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112 主要试剂

兔抗脊椎动物 5-HT抗体的工作浓度为 1B50,

为美国 Zym ed公司产品。链霉菌抗生物素蛋白-

过氧化物酶免疫细胞化学试剂盒 ( SABC K it)为

武汉博士德生物工程有限公司产品。 3c-3c-二氨

基联苯胺盐酸盐 ( DAB )为 S igma公司产品。

图 1 日本囊对虾视神经节、脑和胸神经节的 5-HT免疫阳性反应

F ig. 1 5-HT- imm unoreactiv ity of optic g anglia, bra in and thoracic gang lion o fM. japonicus

a. M I内缘 5-HT免疫阳性细胞 (箭头 ); b. MTXO中的 5-HT免疫阳性细胞 (箭头 ); c. 前脑前中群的 5-HT免疫阳性细

胞 (箭头 ) ; d. 前脑 AM PN中 5-HT阳性反应呈密集的颗粒状 (箭头 ); e. 嗅叶内侧细胞群中的 5-HT免疫阳性细胞, 大

(长箭头 ) ,小 (短箭头 ); .f 后脑后侧群中的 5-HT免疫阳性细胞 (箭头 ); g. 第 4对胸神经节左侧细胞群中的 5-HT免

疫阳性细胞 (箭头 ); h. 第 5对胸神经节左侧细胞群中的 5-HT免疫阳性细胞 (箭头 ); .i 第 5对胸神经节腹面中线处成

对的 5-HT免疫阳性细胞 (箭头 )。放大倍数均为 @ 280

113 SABC法主要步骤

切片脱蜡至水。 3% H2O2 /PBS室温孵育

10m in,以消除内源性过氧化物酶的活性。滴加

正常山羊血清 ( 1B10)室温孵育 10m in, 封闭非特

异性反应部位。滴加兔抗 5-HT抗体, 37e 孵育

2) 2. 5h。滴加即用型生物素标记的羊抗兔抗

体, 37e 孵育 50m in。滴加即用型链霉菌抗生物

素蛋白-过氧化物酶, 37e 孵育 50m in。 0. 06%

DAB-0. 03% H2O2显色 10m in,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

5-HT抗体, 同步进行上述免疫细胞化学反应

程序。

2 结果
视神经节,除视神经层 ( LG )外, 其他 3个神

经髓都具有 5-HT免疫阳性反应。阳性细胞在视

外髓 (ME )外缘、视内髓 (M I)内外缘均有少量散

布 (图 1a), 视端髓 (MT )的阳性细胞数量较多,外

缘的阳性细胞位于 M I下方, 中部细胞群也散布

着一些阳性细胞, X器中多为小型阳性细胞, 染

色较深,聚集成群 (图 1b)。上述 4个神经髓的神
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经髓质中不易见到阳性反应,窦腺 ( SG)内无阳性

反应。

前脑、中脑和后脑均检测出 5-HT免疫阳性

反应。前脑的前中群阳性细胞数量较多 (图 1c),

前脑中部前端神经髓质 (AM PN)和中央体也呈阳

性反应 (图 1d)。中脑的嗅叶内侧细胞群,其阳性

细胞大小不同 (图 1e) ,有时观察到阳性神经纤维

进入嗅叶。后脑的侧位群、后中群和后侧群阳性

细胞数量少,但胞体较大 (图 1f)。

胸神经节中 5-HT阳性细胞的数量较少, 在

第 4对胸神经节左右两侧细胞群中各检出 1个

阳性细胞 (图 1g) ; 第 5对胸神经节两侧细胞群

中各检出 1个具有较长胞突的阳性细胞 (图 1h);

第 5对胸神经节中线处,也具有 1对较大的阳性

细胞 (图 1i)。胸神经节内的神经髓质均为阴性

反应。

3 讨论
5-HT在视神经节的定位分布已有不少报道。

软尾太平蝲蛄 (Pacifastacus leniusculus)的 ME和

M I外缘存在阳性细胞, MT的阳性细胞主要分布

于腹面; 神经纤维的阳性反应强烈, 在 ME和 M I

各自形成 3条阳性反应带 ( E lo fsson, 1983)。凡纳

滨对虾四个神经髓均有 5-HT阳性细胞分布 (叶

海辉等, 2004)。日本囊对虾视神经节的 5-HT阳

性细胞分布模式与黄道蟹 ( Cancer antennarius)较

为相似, 仅位于 ME、M I和 MT之内 ( Rudo lph et

al, 1990)。研究表明, 5-HT对视神经节多种神经

激素的分泌具有调节作用,如促进红色素扩散激

素的分泌,从而调节小网膜细胞的光敏感杆束的

活动; 诱导光敏小网膜细胞中的近端小网膜色素

迁移到完全黑暗的位置; 增强离体眼柄 X器内

M IH的合成与分泌; 刺激窦腺中 CHH 的释放

( F ingerm an et al, 1992)。迄今, 已从日本囊对虾

视神经节中分离提取了 RPCH、PDH、M IH 和

CHH。日本囊对虾视神经节 ME、M I和 MT中均

有 5-HT分布, 窦腺这个释放神经激素的神经血

液器却呈阴性反应, 因此推测 5-HT在视神经节

内可能作为神经递质或神经调质, 参与了上述神

经激素的合成与释放, 从而调控甲壳动物的蜕

皮、血糖平衡、色素迁移等生理活动。

软尾太平蝲蛄脑的前中细胞群、后中细胞群

和嗅叶内侧细胞群均有 5-HT阳性细胞,前脑桥、

中央体、嗅叶等多个神经髓质也有阳性反应

( E lofsson, 1983)。凡纳滨对虾前脑前中细胞群,

中脑嗅叶内侧细胞群、嗅叶外侧细胞群以及

AMPN呈阳性反应 (叶海辉等, 2004)。日本囊对

虾脑内 5-HT的阳性部位更为广泛, 在后脑侧位

群、后脑后侧群也检测到阳性细胞。脑中 5-HT

的不同分布模式体现了甲壳动物脑结构的复杂

性和物种的特异性。甲壳动物的前脑是视觉、行

为中枢;中脑是嗅觉中枢; 后脑是内脏活动中枢。

日本囊对虾前中群细胞和 AMPN呈 5-HT免疫阳

性反应,可能与视觉、行为调节有关。中脑的嗅

叶具有第一触角化学感受器传入神经,嗅叶内部

的神经纤维球是密集的突触区 ( Schm idt et al,

1992)。日本囊对虾的嗅叶内侧细胞群的 5-HT

阳性细胞和进入嗅叶的阳性神经纤维,可能参与

了嗅觉的形成。日本囊对虾嗅叶内侧细胞群的

5-HT阳性细胞兼有大小两种类型细胞,与软尾太

平蝲蛄、互爱蟹 (H yas araneu)的观察相似, Johan-

sson( 1991)认为, 嗅觉神经细胞类型的不同反映

了嗅觉信息加工处理过程的差异。日本囊对虾

后脑 5-HT阳性细胞的存在, 为其内脏生理的调

节作用提供了形态学依据。

研究表明,美洲螯龙虾 (H omarus americanus)

的 5对胸神经节各有 1对 5-HT阳性细胞,左右对

称分布于胸神经节两侧 ( Be ltz et al, 1983)。小长

臂虾 (Palaemonetes m esogenitor )每对胸神经节也

是各有 1对 5-HT阳性细胞 ( A zzouna, 2000)。锯

缘青蟹的食道下神经节、胸神经节和腹神经节高

度愈合成为胸神经团, 但是每对胸神经节仍有两

个 5-HT阳性细胞对称排列 (黄辉洋等, 2003 )。

上述胸神经节 5-HT神经细胞的分布特点, 反映

了甲壳动物腹神经索在演化过程中, 虽然形态上

有了很大的变化, 但 5-HT神经细胞分布模式是

保守的。与此不同, 日本囊对虾仅从第 4和第 5

胸神经节检测到 5-HT阳性细胞。作者认为,前 3

对胸神经节均未见 5-HT阳性细胞, 可能与这 3

对胸神经节 5-HT含量低, 超出本实验方法的测

量范围有关。因为采用同样的 SABC法, 5-HT抗

体孵育时间为 1. 5h,在锯缘青蟹和凡纳滨对虾神

经系统就能出现明显的免疫阳性反应 (黄辉洋

等, 2003;叶海辉等, 2004)。而在本实验中, 孵育

时间需要延长至 2) 2. 5h, 才能检测到免疫阳性

细胞, 且神经髓质不呈免疫阳性反应。日本囊对

虾第 4和第 5胸神经节均能检测出成对的 5-HT

阳性细胞, 第 5胸神经节具有 2对 5-HT阳性细

胞, 是因为该神经节由前后 2对神经节愈合而
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成的缘故
1)
, 即未愈合的每个神经节都含有 1对

5-HT阳性细胞。

迄今,甲壳动物胸神经节和脑已被证实是性

腺刺激激素 ( GSH )的合成来源, 5-HT对 GSH 释

放具有促进作用 ( F ingerman, 1997)。日本囊对虾

胸神经节和脑中 5-HT的分布, 为其可能参与生

殖神经内分泌活动提供了形态学依据。 5-HT调

控甲壳动物 GSH分泌的细胞学机制值得深入研

究,这对于将来开发其生殖调控技术具有重要

意义。
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5-HT-LIKE IMMUNOREACT IVITY IN OPTIC GANGLIA, BRA IN,

AND THORACIC GANGLION OF KURUMA

PRAWNMARSUPENAEUS JAPONICUS

WANG Q iong, HUANG H u-iYang, YE H a-iHu,i HAN Sh-i Zhao, L I Shao-Jing

(Depar tm ent of O ceanography, In stitute of Subtrop ical Oceanography of X iam en University, X iam en, 361005)

Abstract  To invest igate the distribu tion of 5-HT in the central nervous systems ofM. japonicus, 5-HT

ant isera in rabbit and immunocytochem istry method o f S treptA vidin-B iot in-Comp lex w ere app lied to observe

5-HT-immunoreact ive neurons and neuropils in optica,l brain, and thoracic gang lion. R esults show ed tha:t

except for lam ina gang lionaris ( LG ) , 5-HT-immunoreact iv ity w ere found in medu lla externa (ME ), medu lla

interna (M I) , andm edulla term inalis (MT) in optic ganglia. Therew ere a few 5-HT- immunoreactive cells in

ME andM I, butmuchmore ce lls inMT and some sm all immuno reactive cells aggregated in X organ. M any

5-HT-immunoreact ive ce lls w ere located in anteriormedian c luster. The anteriormed ia l protocerebrum neuro-

pils (AM PN ) and cen tra lbody a lso show ed 5-HT immunoreactiv ity in protocerebrum. Therew eremany 5-HT-

immunoreactive ce lls of different sizes distributed in the inner ce ll c luster latera l to olfactory in the deutocere-

brum. On ly a few large 5-HT-immunoreactive ce lls w ere found in the clusters of posterior med ian, latera,l

and posterior lateral of tritocerebrum. 5-HT- immunoreactive cells w ere less in the thorac ic ganglions. Only

one pa ir 5-HT- immunoreact ive ce llsw ere located in the fourth tho rac ic gang lion and tw o pairs immunoreactive

cells in the fifth thorac ic gang lion. The neuropils show ed no 5-HT immunoreactivity.

The 5-HT immunoreact iv ity distribution in central system s o fM 1japon icus prov ided morpho log ica l proo fs

for its neurophysio log ica l functions and phylogeny of crustacean ventral nerve co rds. Further invest igation is

suggested on exact conten t and 5-HT mechan ics in d ifferen t physio log ical states.

Key words M arsup enaeus japon icus, Op tic gang lia, B ra in, Tho racic gang lion, 5-HT, Immunocy to-

chem istry


