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提要   采用生化方法测定了不同发育阶段及人工诱导后海湾扇贝( Argopecten irradians)幼虫

体内去甲肾上腺素( NE)、多巴胺( DA)和 5-羟色胺( 5-HT)含量的变化。结果表明, 海湾扇贝幼

虫体内去甲肾上腺素含量在变态前后没有明显变化, 变态前为 2352pg/ mg 湿重, 变态后为

2770pg/ mg湿重。多巴胺和 5-羟色胺含量在变态前 (第 13 天)急剧增加, 比第 12 天的幼虫分

别增加了 2. 8 倍和 4. 7 倍,变态后急剧下降 ,变态后幼苗比第 13 天的幼虫分别降低了 25. 1倍

和 16. 4 倍。海湾扇贝幼虫体内 DABNE 比值和 5-HTBNE 比值在变态前后变化剧烈。DABNE

比值和5-HTBNE 比值在变态前(第 13 天)急剧增加,比第 12 天的幼虫增加了 3. 0 倍( DABNE)

和 5. 0 倍( 5-HTBNE) ; 变态后急剧降低, 变态后幼苗比第 13 天的幼虫降低了 29. 8 倍( DABNE)

和19. 5 倍( 5-HTBNE)。海湾扇贝幼虫经氯化钾和氯化钙诱导 24h 后, 体内去甲肾上腺素、多

巴胺和5-羟色胺以及 DABNE 比值和 5-HTBNE 比值均有所降低。本实验的结果表明, 多巴胺

和 5-羟色胺可能启动了海湾扇贝幼虫的变态过程。
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海洋无脊椎动物幼虫的附着变态过程受到外因和内因两方面调控,外因包括物理、化

学和生物等因子,内因包括幼虫的遗传特征、年龄及幼虫的营养状况等(Hadfield, 1984) ,

内因是决定性因素。海洋无脊椎动物幼虫的发育按是否具有附着变态能力可以分为具有

附着变态能力前( Precompetent phase)和具有附着变态能力( Competent phase)两大阶段。只

有当幼虫具有附着变态能力时, 外界诱导因子才起作用( Pechenik, 1990; Pawlik, 1990) ;而

当幼虫处在具有附着变态能力前这一阶段时,外界诱导因子不起作用,如果在这一阶段实

施诱导物诱导, 幼虫容易产生/失敏0( Desensitization)或/适应0( Habituation) ,即当幼虫具有

附着变态能力时对诱导物也不敏感( Morse, 1984)。许多证据表明,神经系统参与了幼虫

的附着变态过程( Burke, 1983; Baloun et al , 1984; Yool et al , 1986; Inestrosa et al , 1993; Leise

et al , 2000) , 在一些贝类成体和幼虫体内曾经发现过神经递质存在,主要包括去甲肾上腺

素和多巴胺等( Burke, 1983; Coon et al , 1986; Pires et al , 2000)。
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本研究测定了海湾扇贝幼虫不同发育阶段以及氯化钾和氯化钙诱导后体内神经递质

去甲肾上腺素、多巴胺和 5-羟色胺含量的变化规律,以求从神经内分泌的角度来研究海湾

扇贝幼虫变态机理。

1  材料与方法
1. 1  幼虫来源及实验设计

海湾扇贝( Argop ecten irradians )幼虫取自中国科学院海洋研究所徐家麦岛实验基地。

培育温度为23 e ,盐度为 32。详细培育方法参见张福绥等( 1986)。

不同发育阶段幼虫: 取受精后第 3天幼虫( D形幼虫)、第 7天幼虫(壳顶期幼虫)、第

10天幼虫( 10%眼点幼虫)、第 12天幼虫( 100%眼点幼虫)、第 13天幼虫( 100%眼点幼虫)

和第 17天幼虫(变态后幼苗) ,共 6期。

人工诱导后幼虫(受精后第 12天幼虫) : 用 13. 42 @ 10- 3mol/L 的氯化钾诱导 24h, 10

@ 10
- 3

mol/ L 的氯化钙诱导 24h,同时设 24h对照组。

每期(处理组)幼虫分两个平行组,每个平行组取一定量幼虫, 吸入 0. 5ml冻存管中,

离心后除去多余水分,迅速放入液氮中保存直至测定。

1. 2  神经递质的测定

(1)用吸管将样品中的水吸干, 加 200Ll 0. 1mol/L 的高氯酸, 匀浆, 4 e 条件下离心
20min( 12000r/ min) , 取上清液, 再离心 10min,取上清液, 置于 4 e 水浴中待测。

( 2)HPLC检测:取 20Ll进样检测。

( 3)色谱条件:色谱柱为 3. 9 @ 250mm ODS分析柱,颗粒为 10Lm。

( 4)流动相: 0. 15mol/ L 氯酸; 0. 4mmol/ L EDTA; 3. 9mmol/ L CAS( D-樟脑-磺酸) ; 10%甲

醇。用5mol/L NaOH 调 pH 至 3. 28。

( 5)流速: 1. 0ml/ min;电化学检测工作电压: 0. 7V; 检测灵敏度: 10nA。

( 6)仪器: BAS 200A电化学检测器。

( 7)所得数据用 Chromgraph软件处理。

2  结果
2. 1  不同发育阶段海湾扇贝幼虫体内神经递质含量的变化

由表 1可知, 海湾扇贝幼虫不同发育阶段, 特别是变态前和变态后, 体内去甲肾上腺

素含量没有明显变化,变态前为 2352pg/mg 湿重, 变态后为 2770pg/ mg 湿重。多巴胺和5-

羟色胺含量在变态前有随幼虫的发育而增加的趋势,变态前(第 13天)急剧增加, 第 13天

的幼虫比第 12天的幼虫分别增加了 2. 8倍和 4. 7倍;变态后急剧下降,变态后幼苗比第

13天的幼虫分别降低了 25. 1倍和 16. 4倍。

表 1  不同发育阶段海湾扇贝幼虫体内去甲肾上腺素、多巴胺和 5-羟色胺含量( pg/ mg湿重)的变化

Tab. 1  The changes of NE, DA and 5-HT contents( pg/ mg wet weight ) in bay scallop A. irradians larvae at different stages

神经递质
受精后发育天数( d)

3 7 10 12 13 17

去甲肾上腺素 4218 2359 4362 2486 2352 2770

多巴胺 56 51 135 108 412 16

5羟色胺 18 8 14 45 259 15
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2. 2  不同发育阶段海湾扇贝幼虫体内 DABNE比值和 5-HTBNE比值的变化

由表 2可知, 变态前,海湾扇贝幼虫体内 DABNE比值随着幼虫的发育逐渐升高, 变态

前(第 13天)急剧增加, 由0. 043升高到 0. 175(第 13天) , 增加了 3. 0倍;而变态后又急剧

降低, 变态后幼苗(第 17天)比第 13天的幼虫降低了 29. 8倍, 由 0. 175降低到 0. 006。5-

HTBNE比值的变化规律与 DABNE 比值的变化规律相似。变态前急剧升高,由 0. 018升高

到0. 110(第13天) ,增加了 5. 0倍,变态后急剧降低,变态后幼苗(第 17天)比第 13天的

幼虫降低了19. 5倍,由 0. 110降低到 0. 005。

表 2 不同发育阶段海湾扇贝幼虫体内 DABNE比值和 5HTBNE比值的变化

Tab. 2  The changes of DABNE ratio and 5-HTBNE rat io in bay scallop A. irradians larvae at different stages

项目

受精后发育天数( d)

3 7 10 12 13 17

DABNE比值 0. 013 0. 022 0. 031 0. 043 0. 175 0. 006

5-HTBNE比值 0. 004 0. 003 0. 003 0. 018 0. 110 0. 005

2. 3  氯化钾和氯化钙诱导后海湾扇贝幼虫体内神经递质含量的变化

由表 3可知,海湾扇贝幼虫经氯化钾和氯化钙诱导 24h 后, 体内去甲肾上腺素、多巴

胺和 5-羟色胺含量均有所降低。经氯化钾和氯化钙诱导后, 幼虫体内去甲肾上腺素含量

由2352pg/mg 湿重分别降低到 795和 1363pg/ mg湿重;多巴胺含量由 412pg/ mg 湿重分别

降低到 118和 147pg/ mg湿重; 5-羟色胺含量由 259pg/ mg湿重分别降低到 73和65pg/ mg湿

重。

表 3 氯化钾和氯化钙诱导后海湾扇贝幼虫体内去甲肾上腺素、多巴胺和

5-羟色胺含量( pg/ mg湿重)的变化

Tab. 3  The changes of NE, DA and 5-HT contents( pg/mg wet weight) in bay scallop A . irradians larvae induced

by KCl and CaCl2

神经递质

诱导物

对照 氯化钾 氯化钙

去甲肾上腺素 2352 795 1363

多巴胺 412 118 147

5-羟色胺 259 73 65

2. 4  氯化钾和氯化钙诱导后海湾扇贝幼虫体内 DABNE比值和 5-HTBNE比值的变化

由表 4可知, 海湾扇贝幼虫经氯化钾和氯化钙诱导 24h后,体内 DABNE比值和 5-HTB

NE比值均有所降低。DABNE比值由对照组的 0. 175降低到 0. 149(氯化钾)和 0. 107(氯

化钙) ; 5-HTBNE比值由对照组的 0. 110降低到0. 091(氯化钾)和 0. 048(氯化钙)。
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表 4 氯化钾和氯化钙诱导后海湾扇贝幼虫体内 DABNE比值和5-HTBNE比值的变化

Tab. 4  The changes of DABNE rat io and 5-HTBNE ratio in bay scallop A . irradians larvae induced

by KCl and CaCl2

项目
诱导物

对照 氯化钾 氯化钙

DABNE比值 0. 175 0. 149 0. 107

5-HTBNE比值 0. 110 0. 091 0. 048

3  讨论与结语
贝类幼虫的附着变态过程受许多因素的影响 (何义朝等, 1990, 1999; 柯才焕等,

1998)。许多研究表明,神经系统参与了海洋无脊椎动物幼虫的附着变态过程。另外还发

现,肾上腺素、去甲肾上腺素、多巴胺和 GABA等神经递质能够诱导包括海洋贝类在内的

海洋无脊椎动物幼虫的附着变态。由此可以想到, 神经系统可能分泌了神经递质而使幼

虫变态,这种设想在长牡蛎( Crassostrea gigas)幼虫得到了验证。Coon等( 1986)发现长牡蛎

幼虫体内有去甲肾上腺素和多巴胺存在,而且去甲肾上腺素含量随着幼虫的发育逐渐升

高,在变态前达到一个高峰,而多巴胺含量则变化不大,因此他们认为长牡蛎幼虫体内的

去甲肾上腺素调控着幼虫的变态过程; 另外, 在腹足类 Phestilla sibogae 幼虫体内也发现有

去甲肾上腺素和多巴胺存在( Pires et al , 2000) , 这是到目前为止,本文作者仅查阅到两篇

从神经内分泌的角度来研究贝类幼虫变态机理的文献。本研究采用生化方法测定了海湾

扇贝幼虫不同发育阶段及用氯化钾和氯化钙诱导后体内的去甲肾上腺素、多巴胺和 5-羟

色胺的含量变化,首次从神经内分泌的角度来研究海湾扇贝幼虫变态机理。结果表明,海

湾扇贝幼虫体内去甲肾上腺素含量在变态前和变态后没有明显变化, 而多巴胺和 5-羟色

胺含量在变态前急剧增加,变态后又急剧降低,说明多巴胺和5-羟色胺在海湾扇贝幼虫的

变态过程中起着十分重要的作用, 可能是启动海湾扇贝幼虫变态过程的主要物质,这同时

也说明,海湾扇贝和长牡蛎幼虫的变态机理是不同的。

氯化钾和氯化钙能够有效地诱导海湾扇贝幼虫变态,对于它们的诱导机理,作者最初

认为可能是它们能够诱导幼虫体内产生神经递质,由神经递质诱导了幼虫变态。但从本

实验的结果看, 这种设想不正确,海湾扇贝幼虫经过氯化钾和氯化钙诱导后,体内去甲肾

上腺素、多巴胺和 5-羟色胺含量均有不同程度的降低。因此认为它们可能是通过其他途

径诱导海湾扇贝幼虫变态,如促进幼虫对本身所含有的去甲肾上腺素、多巴胺和 5-羟色胺

的利用。

由于受实验条件的限制, 本研究无法测定海湾扇贝幼虫组织内神经递质的含量,而只

能测定整个幼虫(包括贝壳和组织)体内神经递质的含量,但也可以看出某些神经递质含

量的变化规律。在本实验中, 神经递质的含量也是指单位幼虫湿重中所含有的神经递质

数量, 这种表示方法可能造成一定的误差。为了减少以上误差,作者还研究了 DABNE比

值和 5-HTBNE 比值的变化规律。因为海湾扇贝幼虫体内去甲肾上腺素含量变化不大, DA

BNE比值和 5-HTBNE比值的变化主要是由多巴胺和5-羟色胺引起的,从DABNE比值和5-

HTBNE比值的变化可以间接地看出多巴胺和 5-羟色胺的变化。从结果看, 用单位幼虫湿
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重所表示的多巴胺和 5-羟色胺含量的变化规律同 DABNE比值和 5-HTBNE比值的变化规

律基本一致,表明用单位幼虫湿重所表示的多巴胺和 5-羟色胺含量是可靠的。
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THE CHANGES OF NEUROTRANSMITTER CONTENT DURING

METAMORPHOSIS OF BAY SCALLOP ARGOPECTEN IRRADIANS LARVAE

ZHANG Tao, QUE Hua-Yong, YANG Hong- Sheng, LIU Sh-i Lin,

HE Y-i Chao, ZHANG Fu-Sui

( Institute of Oceanology, The Chinese Academy of Sciences, Qingdao, 266071)

Abstract   The changes of norepinephrine( NE) , dopamine( DA) and 5-hydroxytryptamine( 5-HT) in larvae of bay sca-l

lop Argopecten irradians at different development stages and after induced by KCl and CaCl2 have been studied. The re-

sults show that NE levels in the corresponding larva and spat groups do not change significantly, with 2352( pg/ mg WW)

( before metamorphosis, 13d) and 2770( pg/ mg WW) ( spats ). DA and 5-HT levels are low in young larvae, then increase

with larvae developing. DA and 5-HT levels increase drastically just beforemetamorphosis( 13d) , which increase 2. 8 and

4. 7 times respectively compared to 12-day larvae. After metamorphosis, DA and 5-HT levels decrease drastically, which

in spats followingmetamorphosis decrease25. 1 and 16. 4 times respectively compared to 13-day larvae. The DABNE ratio

and 5-HTBNE ratio also change drastically among 12-day larvae, 13-day larvae and spats. The DABNE ratio and 5-HTB

NE ratio increase drastically just before metamorphosis, which increase 3. 0 and 5. 0 times, respectively, and then decrease

drastically after metamorphosis. The DABNE ratio and 5-HTBNE ratio in spats decrease 29. 8 and 19. 5 times compared to

13-day larvae. The NE, DA and 5-HT levels and DABNE ratio, 5-HTBNE ratio decrease after induced by KCl and CaCl2.

The results suggest that DA and 5-HT maybe trigger the metamorphosis process of bay scallop A. irradians .

Key words   Argopecten irradians , Norepinephrine, Dopamine, 5-hydroxytryptamine, Metamorphosis
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