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  海兔( A p ly sia)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 Lm 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-o-f flight, MALD-I

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 ( Ap ly sia cali-

f ornia , 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 )、R15A1、R15A2 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 ( Mytilus inhibitor y peptide- related 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 ( mo-l

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 ( Ap ly sia j uliana, 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 ( Notarcus leachii cir r osus 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 A-bag cell

peptide(A-BCP )、B-bag cell peptide (B-BCP )、C-bag

cell peptide (C-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 C-BCP 1-7、C-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A-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 A-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

Ñ 。
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

( pleura-l 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。

参考文献:

[ 1]  S ilva J A, Murphy G G. cAMP and m emory: a sem-i

nal les son f rom Dr osoph ila and A p ly sia[ J] . Brain Res

Bull, 1999, 50( 5-6) : 441- 442.

[ 2]  Rayport S G, Sch acher S. Synaptic plast icity in vit ro:

cell culture of ident if ied Ap lysia neurons mediat ing

short-term hab ituat ion an d sensit izat ion[ J] . J Neuros-

ci , 1986, 6( 3) : 759-763.

[ 3]  Kandel E R. Th e m olecu lar biology of memory stor-

age: a dialog betw een genes and synapses [ J ] . Biosci

Rep, 2001, 21( 5) : 565- 611.

[ 4]  Sw eedler J V, Li L, Flody P, et al . Mass spect r om e-

t ric su rvey of pept ides in cephalopods w ith an empha-

sis on the FMRFam ide- related peptid es[ J] . J Exp B-i

ol, 2000, 203( 23) : 3 565- 3 573.

[ 5]  L i L, Garden R W, Romanova E V, et al . In situ s e-

quencing of pept ides f rom biological t issu es and single

cell s u sing MALDI - PSD/ CID analysi s [ J ] . Anal

Chem, 1999, 71( 24) : 5 451-5 458.

[ 6]  Li L, Garden R W, Sw eedler J V. Single- cel l MAL-

DI: a new tool for dir ect peptide prof iling[ J] . Trends

Biotechnol, 2000, 18( 4) : 151-160.

[ 7]  Salzet M , Salzet B, S aut iere P, et al . Isolat ion and

characterization of a leech neu ropept ide in rat brains:

cou pling to nit ric oxide release in leech, rat and human

t issues [ J] . Brain Res Mol Brain Res, 1998, 55( 1) :

173- 179.

[ 8]  Morri s H R, Panico M , Kar plus A, et al . Elucidat ion

by FAB- M S of th e st ructu re of a new cardioact ive

pept ide from A p ly sia[ J] . Nature, 1982, 300 ( 5893) :

643- 645.

[ 9]  Cummins S F, Nichols A , Rajarathnam K N, et al .

A conserved heptapept ide sequ ence in th e w aterborn e

at tract in ph eromon e st imulates mate at t ract ion in

A p ly sia[ J ] . Peptides, 2004, 25( 2) : 185- 189.

[ 10]  Sussw ein A J, Nagle G T. Pept ide an d protein pher-

omones in mollusks [ J ] . Pept ides, 2004, 25 ( 9 ) :

1 523-1 530.

[ 11]  Morishita F, Nakanishi Y, Kaku S, et al . A novel

D-aminoacid- containing pept ide is olated f rom A ply sia

h eart [ J] . Biochem Biophys Res Commun, 1997, 240

( 2) : 354- 358.

[ 12]  Morishita F, M inakata H, S as aki K, et al . Dis tribu-

t ion and funct ion of an A p ly sia cardioexci tatory pep-

t ide, NdWFamide, in pulmonate snails [ J] . Peptides.

2003, 24( 10) : 1 533-1 544.

[ 13 ]  Kanemaru K, Morishi ta F, Matsushim a O, et al .

A p ly sia cardioact ive peptid e ( NdWFamide) enhances

the L-type Ca2+ curren t of A p ly sia ven t ricular myo-

cytes[ J] . Peptides, 2002, 23( 11) : 1 991-1 998.

[ 14]  Morishita F, Matsu shima O, Furuk aw a Y, et al .

Deamidase inact ivates a D-amin o acid-containing

A p ly sia neuropept ide [ J ] . Pept ides , 2003, 24 ( 1 ) :

45-51.

[ 15]  Giardino N D, Aloyz R S, Zolling er M , et al . L5-67

and LUQ-1 pept ide p recu rsors of A p lysia cali f or ni-

ca: dist rib ut ion and localizat ion of imm unoreact ivity

in the cent ral n ervous system and in th e pericardial

t iss ues [ J ] . J Comp Neurol, 1996, 374( 2) : 30-245.

[ 16]  Koester J, Alevizos A. Inn ervation of the kidney of

A p ly sia b y L10, the LUQ cells , and an ident if ied pe-

riph eral moton euron [ J ] . J Neurosci, 1989, 9 ( 11 ) :

4 078-4 088.

[ 17]  Phares G A, Lloyd P E . Purif ication, primary st ru c-

ture, and n euronal local ization of cerebral pept ide 1

f rom Ap lysia[ J] . Peptides, 1996, 17( 5) : 753-761.

[ 18]  Lloyd P E, Kupferm ann I, Weiss K R. E vidence for

the parallel act ions of a mollus can neuropeptide and

serotonin in m ediatin g arousal in A p ly sia [ J ] . Proc

Natl Acad Sci USA, 1984, 81( 9) : 2 934-2 937.

94



Marin e Sciences/ Vol. 31, No. 8/ 2007

[ 19]  Ab rams T W, Cas tellu cci V F, Camardo J S, et al .

Tw o endogen ou s neur op ept ides m odu late the gil l and

siphon w ithdraw al reflex in Ap lysia by presynapt ic

facilit ati on involving cAMP-dependent closure of a

serotonin-sensit ive potassium channel [ J ] . Proc Natl

Acad Sci USA, 1984, 81( 24) : 7 956-7 960.

[ 20]  Fu jisawa Y, Furu kaw a Y, Ohta S, et al . T he Ap ly-

sia My ti lu s inhib itory pept ide- related pept ides: iden-

t if ication, clon ing, processin g, dist ribut ion, and ac-

t ion[ J] . J Neurosci, 1999, 19( 21) : 9 618-9 634.

[ 21]  Xu Y, Cleary L J, Byrne J H . Ident if ication and

characterizat ion of pleural n eurons that inhibit t ail

sen sory n eurons and motor neurons in A ply sia: cor-

relat ion w ith FM RFamide immunoreact ivi ty [ J ] . J

Neurosci, 1994, 14( 6) : 3 565-3 577.

[ 22]  H all J D, Lloyd P E. Involvem ent of pedal pept ide in

locomot ion in A p ly sia: modulation of foot m uscle

cont raction s[ J] . J Neurosci , 1990, 21( 6) : 858-868.

[ 23]  Wang Y, Price A D, Sahley L C. Ident if icat ion and

characterizat ion of a m yomodulin-like p ept ide in th e

leech[ J ] . Peptides, 1998, 19( 3) : 487- 493.

[ 24]  Painter D S , C hong G M , Wong A M, et al . Rela-

t ive cont ribut ions of th e egglayer and egg cordon to

pher om on al att ract ion and th e induct ion of m at ing

and egg-laying behavior in Ap lysia [ J ] . Biol Bull,

1991, 181( 1) : 91-94.

[ 25]  Akalal D B, Nagle G T. M ollusk-derived g row th fac-

tor: clonin g an d developmen tal expression in the cen-

t ral n ervous system and reproduct ive t ract of A p ly sia

[ J] . Brain Res Mol Brain Res, 2001, 91 ( 1- 2) : 163-

168.

[ 26]  Akala D B, Bot tens tein J E, Lee S H , e t al . A p ly sia

m ollusk-derived gr ow th factor is a m itogen w ith a-

denosine deaminase act ivity and is expressed in th e

d eveloping cent ral n ervous system [ J] . Brain Res Mol

Brain Res, 2003, 117( 2) : 228-236.

[ 27]  黄河清, K im W S, 林庆梅. M ALDI-T OF 质谱技术

研究海兔神经连索外表层的多肽组成[ J] .海洋科学,

2004, 28( 5) : 53-57.

[ 28]  Aloyz R S, DesGroseillers L. Processing of the L 5-

67 precurs or pept ide an d characteriz at ion of LUQIN

in the LU Q neurons [ J] . Peptides, 1995, 16( 2) : 331-

338.

[ 29]  Skel ton M E, Koes ter J. T he morp hology, innerva-

t ion an d neural con t rol of the anterior arterial sys tem

of A p lysia cal i f orni ca [ J ] . J Comp Physiol [ A ] ,

1992, 171( 2) : 141-155.

[ 30]  New comb R, Fish er J M , S cheller R H . Proces sing

of th e egg- layin g horm on e ( ELH ) precursor in th e

b ag cell neu rons of Ap lysia[ J] . J Biol Chem, 1988,

263( 25) : 12 514-12 521.

[ 31]  Pain ter S D, Cummins S F, Nich ols A E, et al .

S tru ctural and funct ional analysis of A p lysia at t rac-

t ins, a family of water-borne protein ph eromones

w ith inter specific att ract iven ess [ J ] . Proc Natl Acad

Sci USA, 2004, 101( 18) : 6 929-6 933.

[ 32]  Painter S D, Clough B, Garden R W , e t al . Charac-

teriz at ion of A p ly sia att ract in, the fi rst w ater-born e

pept ide pherom one in invertebrates [ J ] . Biol Bull,

1998, 194( 2) : 120-131.

[ 33]  Garimel la R, Xu Y, Schein C H , et al . NMR solu-

t ion s t ructure of at t ract in, a w ater- borne p rotein

ph eromone f rom the mollusk A ply sia cali f or ni ca

[ J ] . Biochemistry, 2003, 42( 33) : 9 970-9 979.

[ 34]  Fan X, Wu B, Nagle G T , et al . Molecular cloning

of a cDNA en coding a potent ial w ater- borne phero-

monal at t ractan t released during Ap lysia egg laying

[ J ] . Brain Res Mol Brain Res, 1997, 48 ( 1) : 167-

170.

[ 35]  S chein H C, Nagle T G, Page S J , et al . A ply sia

Att ract in: bioph ysical characterizat ion and modeling

of a w ater- borne pherom one[ J] . Biophys J, 2001, 81

( 1) : 463- 472.

[ 36]  Painter S D, Clou gh B, Black S, et al . Beh avioral

char acterization of att ract in, a w ater-born e peptide

ph eromone in the genus A p ly sia [ J ] . Biol Bull,

2003, 205( 1) : 16-25.

[ 37]  Blankenship J E, Rock M K, Rohbin s L C, et al .

Aspects of copulatory beh avior and pept ide cont rol of

egg laying in A p lysia [ J ] . Fed Proc, 1983, 42( 1) :

96-100.

[ 38]  Bernheim S M, M ayeri E. Complex behavior induced

by egg-laying h orm one in A p ly sia[ J] . J Comp Phys-i

ol [ A] , 1995, 176( 1) : 131-136.

[ 39]  Chun J Y, Korner J, Krein er T, et al . T he fu nct ion

and different ial s ort ing of a family of A p lysia prohor-

mone is important b ecause it has been shown to in-

cr ease the process ing enzym es [ J] . Neuron, 1994, 12

( 4) : 831- 844.

[ 40]  Nagle G T, Garcia A T, Gor ham E L, et al . Molec-

ular cloning and cellu lar localizat ion of a furin-lik e

prohormone convertase f rom the at rial gland of Ap lysia

[ J] . DNA Cell Biol, 1995, 14( 5) : 431- 443.

[ 41]  Gorham E L, Nagle G T , Smith J S , et al . Molecu-

lar cloning of prohormone con vertase 1 f rom th e at r-i

al gland of Ap lysia[ J] , DNA Cell Biol, 1996, 15( 4) :

339-345.

[ 42]  Nagle G T, Garcia A T , Kn ock S L, et al . Molecu-

lar cloning, cDNA sequence, and local izat ion of a pro-

horm on e con vertas e ( PC2) f rom th e A ply sia at rial

95



海洋科学/ 2007年/第 31卷/第 8期

gland[ J ] , DNA Cell Biol, 1995, 14( 2) : 145- 154.

[ 43]  Ouim et T, Mammarbachi A, Clout ier T, et al . cD-

NA st ructu re and in situ localiz at ion of the A p ly sia

cal if orni ca pro-h ormone convertas e PC2 [ J ] . FEBS

Lett, 1994, 337( 1) : 119-121.

[ 44]  Juvvadi S, Fan X, Nagle G T, et al . Characteriza-

t ion of A p lysia carboxypept idase E[ J] . FEBS Lett,

1997, 408( 2) : 195-200.

[ 45]  Fan X, Spijk er S, Akalal D B, et al . Neuropept ide

amidat ion: cloning of a bifu nct ional A- amidat ing en-

zym e f rom Ap lysia [ J] . Brain Res Mol Brain Res,

2000, 82( 1- 2) : 25-34.

[ 46]  H ummon A B, Hu ang H Q, Kel ley W P, et al . A

n ovel prohormone processin g site in A p lysia cal i f or-

nica : the Leu-Leu rule[ J ] . J Neurochem, 2002, 82

( 6) : 1 398- 1 405.

[ 47]  林庆梅, 黄河清, 王群力. M ALDI- TOF 质谱技术研

究海兔神经节外表层酸性多肽酶解产物的分布与特

性[ J]分析测试学报, 2003, 22( 5) : 1-3.

[ 48]  Rubakhin S S, Page J S , Monr oe B R, e t al . Analy-

sis of cellular release using capil lary elect rophores is

and mat rix ass isted las er desorpt ion/ ionizat ion-t ime

of f light- mass spect romet ry [ J ] . Electrophoresis,

2001, 22( 17) : 3 752-3 758.

[ 49]  H uang H Q, Xiao Z Q, Lin Q M, e t al . Characteri s-

t ics of st ructur e, com posit ion, mass spect ra, and -i

ron release f rom th e ferrit in of shark liver ( S p hy rna

zy gaena) [ J ] . Biophys Chem, 2004, 111( 3) : 213-222.

[ 50]  黄河清. MALDI- TOF 质谱技术分析加州海兔口腔

神经节中超微量 Leu-Leu 多肽酶 [ J ] . 分析仪器,

2004, 2: 23- 27.

(本文编辑:张培新)

(上接第 87 页)

The effect of storage time and cryoprotectant concentration on

sperm quality of red seabream (Pagrus maj or )

SH I Xue-hui
1
, LI Jun

2

( 1. Q ingdao Ag ricult ur e University, Q ingdao 266109, China; 2. I nstit ute of Oceanolog y, the Chinese Acade-

my of Sciences, Qingdao 266071, China)

Received: Apr. , 3. 2007

Key words: red s eabream ( Pagru s maj or ; ) cryop reservat ion; cryoprotectant concent rat ion ; DMSO; storage t im e; fert iliza-

t ion capacity

Abstract: The present study focused on the effects of the stor age time and cr yopr otectant concentr ation

on the post- thaw sperm qua lit y in red seabream (P agrus maj or ) . The results demonstrate that cry oprot ectant

concentrat ion and st orag e time could significant ly influence the fertilization and hatching rat es o f po st- thaw

sperm. The fertilization capability o f the post- thaw sperm cryopr eser ved with 15% DMSO fo r 360 d began to

decrease; how ever , no significant differ ence w as found among 10~ 60 d cry opreserved sperm. No significant

differ ences were found among 12% ~ 21% DMSO cryoopreserv ed sperm for 60 d in fertilization capacit y, and

the fer tilization r ate w as higher than 90% ; how ever , the fer tilization capacities o f 12% , 18% , 21% DMSO

cryopr eser ved fo r 360 d w ere reduced significant ly. The effects o f the sto rag e time, and cr yopr otectant concen-

t ration, and their interaction still need fur ther study .
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