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摘　要：利用荧光定量ＰＣＲ技术，检测了眼柄粗提物对凡纳滨对虾（Ｌｉｔｏｐｅｎａｅｕｓｖａｎｎａｍｅｉ）性腺发育相关基因
（ＤＭＣ１、ＶＡＳＡ和ＶＴＧ）表达的影响，探讨性腺抑制激素（ＧＩＨ）在性腺发育过程中的调控机制，结果表明：
ＤＭＣ１和ＶＡＳＡ只在凡纳滨对虾精巢和卵巢中表达；摘除眼柄后，精巢和卵巢中 ＤＭＣ１表达量均显著性降低
（Ｐ＜０．０５），而注射眼柄粗提物后精巢和卵巢中ＤＭＣ１表达显著增高（Ｐ＜０．０５）；相反，摘除眼柄后，精巢和卵
巢中ＶＡＳＡ以及卵巢中ＶＴＧ基因表达量显著增高，但注射眼柄粗提物后性腺中的 ＶＡＳＡ和卵巢中的 ＶＴＧ表达
量显著降低。结果表明眼柄粗提物通过影响生殖相关基因的表达影响凡纳滨对虾的性腺发育。
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　　我国是对虾养殖大国，其中凡纳滨对虾
（Ｌｉｔｏｐｅｎａｅｕｓｖａｎｎａｍｅｉ）产量在对虾养殖产业中占
绝对优势，其肉质鲜美，营养价值高，具有重要的

经济价值。凡纳滨对虾又称为南美白对虾、白脚

虾、白腿对虾、万氏对虾，分类学上隶属于甲壳纲

（Ｃｒｕｓｔａｃｅａ），十 足 目 （Ｄｅｃａｐｏｄａ），对 虾 科
（Ｐｅｎａｅｉｄａｅ），滨对虾属（Ｌｉｔｏｐｅｎａｅｕｓ），具有生长繁
殖快、抗逆力强、耐高密度和低盐度养殖环境等

优点［１］。人工养殖条件下，凡纳滨对虾雌虾的生

长速度远快于雄虾，成年雌虾体重是雄虾的一倍

以上［２］。人工繁殖时，由于雌虾卵巢发育较缓

慢，不易成熟，通常可通过摘除眼柄促进性腺发

育［３］。

在甲壳动物中很多基因参与性腺发育。

ＤＭＣ１（ｄｉｓｒｕｐｔｅｄｍｅｉｏｔｉｃｃＤＮＡ）蛋白是在真核生
物中发现的大肠杆菌（Ｅ．ｃｏｌｉ）ＲｅｃＡ蛋白的同源
蛋白［４］，广泛存在于从酵母到哺乳动物的许多物

种中，在甲壳动物中ＤＭＣ１仅在性腺中表达［５－７］。

ＶＡＳＡ属于 ＤＥＡＤｂｏｘ家族，是一种依赖 ＡＴＰ的

解旋酶，参与ＲＮＡ的代谢过程，与生殖细胞的迁
移和分化有关。从生殖细胞出现到性腺成熟均

可检测到其表达，为性腺特异性表达基因，因此

可作为生殖细胞的分子标记，在凡纳滨对虾、斑

节对虾、日本囊对虾、中国对虾中都检测到 ＶＡＳＡ
基因的表达，推测可能与配子发生有关［８－１０］。卵

黄蛋白原 ＶＴＧ（Ｖｉｔｅｌｌｏｇｅｎｉｎ）特异地存在于性成
熟的非哺乳类卵生雌性动物体内，是所有卵生动

物卵黄蛋白的前体，参与卵黄发生过程［１１］。

眼柄是甲壳动物的重要内分泌器官，其分泌

神经多肽类物质，如甲壳动物高血糖激素

（ＣＨＨ）、蜕皮抑制激素（ＭＩＨ）、性腺抑制激素
（ＧＩＨ或ＶＩＨ）、离子转运肽（ＩＴＰ）和大颚器抑制
激 素 （ＭａｎｄｉｂｕｌａｒＯｒｇａｎＩｎｈｉｂｉｔｉｎｇ Ｈｏｒｍｏｎｅ，
ＭＯＩＨ），调控甲壳动物的生长、蜕皮和繁殖等生
命活动，其中 ＧＩＨ对性腺发育有重要的调控作
用［３］。在雌性个体中，ＧＩＨ直接作用于卵巢，通
过抑制卵黄蛋白原（ＶＴＧ）的形成来抑制卵巢发
育；而在雄性个体，ＧＩＨ作用于雄腺（ＡＧ），雄腺
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激素促使雄性第二性征的发生 ［１２］。早在 １９４３
年ＰＡＮＯＵＳＥ证明了摘除虾眼柄可以诱导性腺成
熟［１３］，随后也有研究表明眼柄激素对甲壳动物性

腺发育或性分化产生影响 ［１４－１６］，而眼柄激素对

凡纳滨对虾生殖相关基因表达的影响很少见报

道。本研究通过摘除眼柄与注射眼柄粗提物，探

索眼柄中神经激素对凡纳滨对虾 ＤＭＣ１、ＶＡＳＡ及
ＶＴＧ基因表达的影响，初步探讨 ＧＩＨ在性腺发育
过程中的调控机制，为凡纳滨对虾生殖内分泌研

究提供基础资料，并为后续对虾育种、性别调控

等应用提供理论依据。

１　材料与方法

１．１　实验材料
健康的凡纳滨对虾成虾购自广东海洋大学

东海岛研究基地。用组织学方法检测不同发育

时期凡纳滨对虾的卵巢和精巢发育，选取性腺发

育为Ⅲ期的对虾进行实验，体长约１３～１５ｃｍ。
１．２　实验方法
１．２．１　眼柄粗提物的制备

参照朱春华等［１６］的方法制备眼柄粗提物。

剪下眼柄，用预冷甲壳动物生理盐水冲洗干净后

剥离出眼柄视神经（约４０只），放入１０ｍＬ的离
心管中，加入５ｍＬ甲壳动物生理盐水，冰浴超声

波破碎（４００Ｗ，５ｓ×１０次，间隔 ５ｓ），离心 １５
ｍｉｎ（４℃、１２０００ｒ／ｍｉｎ），取上清液于８５℃水浴
５ｍｉｎ，沉淀非耐热蛋白，冷却后再次离心１５ｍｉｎ
（４℃、１２０００ｒ／ｍｉｎ），取上清液经０．２２μｍ微孔
滤膜过滤除菌后，４℃保存备用。采用活体注射
法检测其ＧＩＨ活性。
１．２．２　实验设计

实验分为０ｄ空白对照（雌、雄）、未摘除眼
柄７ｄ对照组（雌、雄）、摘除眼柄７ｄ处理组（雌、
雄），注射生理盐水２４ｈ对照组（雌、雄）、注射眼
柄粗提物２４ｈ处理组（雌、雄），每组５个平行。
单侧眼柄摘除，或于第五步足肌肉注射。在注射

眼柄粗提物２４ｈ和摘除眼柄７ｄ后活体解剖，分
别取精巢和卵巢－８０℃保存备用。
１．２．３　ＤＭＣ１、ＶＡＳＡ和ＶＴＧ基因表达

利用Ｔｒｉｚｏｌ试剂（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ）一步法提取精巢
和卵巢总ＲＮＡ，利用ＭＭＬＶ反转录酶（Ｐｒｏｍｅｇａ）
合成 ｃＤＮＡ。根据 ＮＣＢＩ已公布的凡纳滨对虾
ＤＭＣ１（ＨＱ１１６３８５．１）、ＶＡＳＡ（ＤＱ０９５７７２．２）和
ＶＴＧ（ＡＹ２８３２７６．１）基因序列设计引物（表１），采
用荧光定量ＰＣＲ试剂盒（Ｂｉｏｒａｄ）检测眼柄摘除
和注射眼柄粗提物后性腺中性腺发育相关基因

（ＤＭＣ１、ＶＡＳＡ和ＶＴＧ）表达的变化。

表１　凡纳滨对虾ＤＭＣ１、ＶＡＳＡ和ＶＴＧ荧光定量所用引物
Ｔａｂ．１　ＰｒｉｍｅｒｓｕｓｅｄｆｏｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＤＭＣ１，ＶＡＳＡａｎｄＶＴＧｉｎＬ．ｖａｎｎａｍｅｉ

引物 ｐｒｉｍｅｒ 序列 ｓｅｑｕｅｎｃｅ 产物大小／ｂｐｐｒｏｄｕｃｔｓ

ＤＭＣ１Ｆ ５′ＧＧＡＣＣＣＧＡＡＧＡＡＡＣＣＧＡＴＴＧ３′ １５９
ＤＭＣ１Ｒ ５′ＡＴＡＣＣＴＣＣＴＧＣＣＧＴＧＡＴＡＧＣ３′
ＶＡＳＡＦ ５′ＧＧＴＴＴＴＧＧＣＴＣＴＧＧＴＴＣＴＧＧ３′ ２４０
ＶＡＳＡＲ ５′ＣＴＴＣＡＴＴＣＡＣＡＴＣＣＧＣＴＧＧＧ３′
ＶＴＧＦ ５′ＴＣＧＣＣＣＡＡＡＣＴＣＴＴＣＴＡＣＧＣ３′ １５６
ＶＴＧＲ ５′ＣＡＧＡＣＣＣＴＧＡＡＣＣＡＣＣＴＣＣＡ３′
１８ＳＦ ５′ＣＡＴＧＧＡＡＴＧＡＴＧＧＡＡＣＡＧ３′ １０７
１８ＳＲ ５′ＣＧＡＣＧＧＴＣＴＡＡＧＡＡＴＴＴＣ３′

１．２．４　数据处理方法
用２ΔΔＣｔ法计算基因相对表达量。数据用

ＳＰＳＳ１７．０软件统计，采用单因素方差分析，显著
性水平为Ｐ＜０．０５，利用Ｄｕｎｃａｎ’ｓ方法进行多重
比较分析，结果均以平均值 ±标准误（Ｘ±Ｓ．Ｅ．）
表示。

２　结果

２．１　摘除眼柄与注射眼柄粗提物对 ＤＭＣ１
ｍＲＮＡ表达的影响

摘除眼柄后，ＤＭＣ１在精巢和卵巢中的表达
量显著性降低（Ｐ＜０．０５）；相反，注射眼柄粗提物
后ＤＭＣ１表达显著性增高（Ｐ＜０．０５），见图１。
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图１　摘除眼柄与注射眼柄粗提物对凡纳滨对虾
精巢和卵巢中ＤＭＣ１表达的影响

Ｆｉｇ．１　ＤＭＣ１ｒｅｌａｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎｔｅｓｔｉｓａｎｄｏｖａｒｙ
ｂｙｅｙｅｓｔａｌｋａｂｌａｔｉｏｎａｎｄｉｎｊｅｃｔｉｏｎｏｆ
ｅｙｅｓｔａｌｋｈｏｒｍｏｎｅｉｎＬ．ｖａｎｎａｍｅｉ

不同字母表示组间差异显著（Ｐ＜０．０５），图２、图３同此。

Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｌｅｔｔｅｒｉｎｄｉｃａｔｅｓｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅａｍｏｎｇｇｒｏｕｐｓ（Ｐ＜

０．０５），ｔｈｅｓａｍｅｉｎｆｉｇｕｒｅ２ａｎｄ３．

２．２　摘除眼柄与注射眼柄粗提物对ＶＡＳＡｍＲＮＡ
表达的影响

摘除眼柄后，ＶＡＳＡ表达量显著增高（Ｐ＜
０．０５）；而注射眼柄粗提物后ＶＡＳＡ表达量显著降
低（Ｐ＜０．０５），见图２。
２．３　摘除眼柄与注射眼柄粗提物对ＶＴＧｍＲＮＡ
表达的影响

摘除眼柄凡纳滨对虾卵巢中 ＶＴＧ表达量显
著性增高（Ｐ＜０．０５），注射眼柄粗提物后 ＶＴＧ显
著性降低（Ｐ＜０．０５），见图３。

３　讨论

ＤＭＣ１基因仅在减数分裂中表达，是减数分
裂重组和联会复合体的关键组分。ＤＭＣ１在凡纳
滨对虾精巢和卵巢中均表达，在其他组织中不表

达，且精巢中的表达量高于卵巢，这一结果与

ＯＫＵＴＳＵ和 ＫＡＮＧ对凡纳滨对虾 ＤＭＣ１的研究
结果一致［６］。 在凡纳滨对虾和中华绒螯蟹中，

图２　摘除眼柄与注射眼柄粗提物
对精巢和卵巢中ＶＡＳＡ表达的影响

Ｆｉｇ．２　ＶＡＳＡｒｅｌａｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎｔｅｓｔｉｓ
ａｎｄｏｖａｒｙｂｙｅｙｅｓｔａｌｋａｂｌａｔｉｏｎ

ａｎｄｉｎｊｅｃｔｉｏｎｏｆｅｙｅｓｔａｌｋｈｏｒｍｏｎｅｉｎＬ．ｖａｎｎａｍｅｉ

图３　摘除眼柄与注射眼柄粗提物
对卵巢ＶＴＧ表达的影响

Ｆｉｇ．３　ＶＴＧｒｅｌａｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎ
ｏｖａｒｙｂｙｅｙｅｓｔａｌｋａｂｌａｔｉｏｎａｎｄｉｎｊｅｃｔｉｏｎｏｆ

ｅｙｅｓｔａｌｋｈｏｒｍｏｎｅｉｎＬ．ｖａｎｎａｍｅｉ
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ＤＭＣ１在发育前期的性腺中表达量最高，随着发
育逐渐下降，发育末期达到最低，与发育前期存

在显著差异［６－７］。本实验中，摘除眼柄后精巢和

卵巢 ＤＭＣ１表达量显著性降低；相反，注射眼柄
提取物后 ＤＭＣ１表达量显著性升高，说明眼柄中
物质对 ＤＭＣ１的表达有影响。本实验中摘除眼
柄７ｄ后 ＤＭＣ１比对照显著下降，这与梁羡圆
等［１４］、吴超等［１５］摘除眼柄促进对虾性腺发育的

研究结果一致；注射眼柄粗提物２４ｈ后 ＤＭＣ１比
对照显著升高，这与朱春华等［１６］注射眼柄提取物

能抑制凡纳滨对虾性腺发育的结果一致。

迄今在已纯化并进行氨基酸序列结构分析

和功能鉴定的眼柄神经肽类激素中，ＧＩＨ在甲壳
动物的生殖活动中起着重要作用。由于 ＧＩＨ的
靶器官主要是 ＡＧ、卵巢和肝脏，因此我们推测，
摘除眼柄后雌虾ＧＩＨ的抑制作用解除，体内雌二
醇激素水平增加，激活了鸟苷酸环化系统，抑制

了减数分裂过程，从而导致 ＤＭＣ１的表达降低，
因此眼柄是通过间接控制性类固醇激素的释放

来达到对 ＤＭＣ１表达的调控。黑鲷注射雌二醇
后体内 ＤＭＣ１表达量下降，原因可能由于雌二醇
激活鸟苷酸环化系统，从而抑制了减数分裂过

程［１７］。而雄虾摘除眼柄后，ＧＩＨ对 ＡＧ的抑制作
用解除，ＡＧ增生［１８］，间接促进精巢的发育，随着

精巢的发育，ＤＭＣ１表达量下降，但精巢中 ＤＭＣ１
表达量降低是由哪种激素调控尚有待研究。

ＶＡＳＡ只在精巢和卵巢中表达，在其他组织中
不表达［８－９，１９］。此外，ＶＡＳＡ可以作为生殖细胞迁
移的一种标记，在卵子发生期和卵黄生成前期的

卵细胞中表达最高，在卵黄发生中期逐渐下降，

卵黄发生后期几乎不表达，因此 ＶＡＳＡ被认为用
来组装和运输卵黄蛋白原基因 ｍＲＮＡ，参与卵巢
发育过程［１９］。本实验摘除凡纳滨对虾眼柄后，发

现精巢和卵巢中的 ＶＡＳＡ基因表达显著性增强，
而注射眼柄粗提物后显著性降低，且 ＶＡＳＡ在精
巢的变化比卵巢中更为显著。同样，卵巢中 ＶＴＧ
的表达模式与ＶＡＳＡ相似，其中雌虾卵巢ＶＡＳＡ随
着ＶＴＧ同增同减，并且水平相当，说明ＶＡＳＡ依赖
ＶＴＧ的变化而变化，推测ＶＡＳＡ与ＶＴＧ一样，与凡
纳滨对虾卵巢发育周期存在相关性。目前精巢

中ＶＡＳＡ作用机制尚不清楚。
甲壳动物中，ＶＴＧ的合成部位通常在卵巢和

肝脏，罗氏沼虾和凡纳滨对虾ＶＴＧ主要在卵巢和

肝胰脏中表达，且随着卵巢发育表达量逐渐升

高，在卵巢发育完全后降低［２０］，此外，ＡＲＣＯＳ发
现凡纳滨对虾血淋巴中存在 ＶＴＧ，且浓度与卵巢
发育周期呈正相关［２１］。最新的研究表明，用ＶＩＨ
重组蛋白注射和离体培养均抑制凡纳滨对虾ＶＴＧ
的表达［２２］。此外，在斑节对虾中，通过 ＧＩＨ的
ＲＮＡ干扰，可显著性增加 ＶＴＧ的表达，而我们通
过摘除眼柄和注射眼柄粗提物可抑制或增强凡

纳滨对虾卵巢中ＶＴＧ的表达。可以认为，摘除眼
柄后ＧＩＨ抑制作用解除，雌虾体内ＶＴＧ的合成作
用加强，需要更多的 ＶＡＳＡ蛋白来组装和运输卵
黄蛋白原，而精巢中作用机制不详。

综上所述，眼柄粗提物可促进凡纳滨对虾

ＤＭＣ１表达，但抑制 ＶＡＳＡ和 ＶＴＧ的表达，其通过
影响生殖相关基因的表达而影响性腺发育。
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