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短蛸脑图谱的构建
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摘要：

 【目的】为探究短蛸脑组织结构和神经元分布特征。
 【方法】采用解剖学和组织学方法获得短蛸脑矢状面、冠状面和横断
面的连续切片图像，构建脑结构图谱，并采用免疫组化技术，以神经
元核抗原 (NeuN)为第一抗体标记短蛸脑成熟神经元细胞，分析脑组
织结构和内部神经元分布特征。
 【结果】短蛸中央脑环绕食道，可分为食道上神经团和食道下神经团，
视叶位于两侧，通过视神经束与中央脑相连；根据各脑叶的结构和功
能，将食道上神经团分为垂直叶复合体、基底叶复合体、口球叶复合
体、视神经束复合体和其他区域，食道下神经团分为前部食道下神经
团、中部食道下神经团和后部食道下神经团；NeuN抗体免疫反应阳
性信号出现在中央脑区域，且多集中在食道下神经团脑叶核周层的大
细胞，视叶无阳性信号；短蛸脑结构与分区呈现典型蛸类脑特征，各
脑叶神经元细胞类型存在结构差异性。
 【结论】本研究为完善短蛸基础神经生物学信息，深入开展脑功能分
子网络机制等研究提供理论基础。
关键词: 短蛸；脑图谱；神经元核抗原；免疫组化
 

现 存 头 足 类 动 物 可 分 为 鹦 鹉 螺 亚 纲 (Nautiloidea)和 鞘 亚 纲
(Coleoidea)，后者包括章鱼、鱿鱼和乌贼[1]。鞘亚纲的神经系统由中枢
神经系统和周围神经系统组成，是无脊椎动物进化的顶峰 [2]，其中，
中枢神经系统指高度集中的中枢脑[3-4]。鞘亚纲中，章鱼具有最为复杂
化的中枢脑，其脑由若干相互交织的脑小叶组成，以支持信息的传输、
集成和计算，参与调控生殖、色素变化、防御等各项生理和行为活
动[2, 5]。目前对章鱼脑的研究主要集中在脑结构和神经连接[2, 5-6]、电生
理学和分子突触[7–10]、神经肽分布与表达[11–14] 以及基因组和转录组[15-16]

等方面。构建章鱼脑结构图谱，掌握其神经网络分布特征可以从基础
生物学角度阐明脑对生长发育、生殖、衰老等生理活动的调控机制。

短蛸 (Amphioctopus fangsiao)俗称饭蛸、短腿蛸、小蛸等，栖息

于底质为泥砂质的海域，北至日本北海道西海岸，南至中国南海均有

分布，具有生活史短、生长迅速、营养丰富等优势，是我国重要的经
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济蛸类 [17]。与广泛研究的真蛸相比，短蛸体积

小，脑体重比更高，易获得且价格较低，可作

为研究我国近海头足类动物脑部结构和行为调

控的模式物种。近年来，有关短蛸基础生物学、

繁育、遗传等方面研究相继开展 [17–19]，但神经

生物学研究尚未见报道，识别短蛸脑内部组织

结构与功能分区是开展短蛸神经科学研究的第

一步。

本实验采用解剖学、组织学和免疫组织化

学等技术手段探究短蛸脑图谱，旨在为完善其

基础神经生物学信息，深入开展短蛸等章鱼脑

功能分子网络机制等研究提供理论基础。 

1    材料与方法
 

1.1    样品固定与解剖

活体短蛸 (19♂，11♀)购于山东青岛齐东
路海鲜市场，体重 (63.65±14.85) g。所选取样品
的脑均已发育成熟，内部形态结构无显著差异。
将短蛸置于 3.5% MgCl2 溶液中麻醉 15~20 min，
直至其体表颜色变白且无法对外界刺激做出反
应后停止麻醉。采用改良的经心灌注法对短蛸
脑进行灌注固定 [20]。按照解剖学方法，即以短
蛸口球处为起点沿中线向后解剖直至脑暴露于
视线中，观察脑的位置、形态、特征并拍照。
本研究遵守中国海洋大学伦理委员会规范，样
品解剖符合实验动物福利要求。 

1.2    组织学方法

将剖离出的完整脑置于 4% 多聚甲醛

(PFA)中 4 °C固定 12~24 h。脱水前，样品用

0.1 mol/L  磷酸盐缓冲液 (PBS， pH  7.36)冲洗

3次，每次 5 min，以清除残留固定液。乙醇梯

度脱水、二甲苯透明后进行石蜡包埋。包埋时

要注意方位，便于后续连续切片。使用切片机

(Leica RM2016) 进行矢状面、冠状面和横断面

三方位切片，切片厚度为 5 μm，然后进行苏木

精和伊红 (H.E)染色[21]，显微镜下观察并拍照。 

1.3    免疫组织化学方法

根据与 H.E染色相同的步骤制备 5 μm石

蜡切片。切片梯度酒精脱蜡水化后滴加 3%
H2O2 室温孵育 10 min；置于 0.01 mol/L柠檬酸

钠缓冲液 (pH 6.0)中进行微波抗原修复。待切

片冷却至室温后，用免疫组化笔描绘脑切片轮

廓，滴加 7.5%山羊血清，室温孵育 10 min，吸

去血清后滴加第一抗体 (NeuN Rabbit  Mono-
clonal Antibody，上海碧云天生物技术股份有限

公司) 4 °C湿盒孵育过夜。第 2天，滴加第二抗

体 [辣根过氧化酶标记山羊抗兔 IgG (H+L)，上

海碧云天生物技术股份有限公司 ]，室温孵育

15 min。滴加 DAB显色，约 3~5 min，显色后

迅速置于 0.1 mol/L PBS中以终止染色。除滴加

山羊血清之后，在每一步之间用 0.1 mol/L PBS
(pH 7.36)摇床冲洗切片 3次。苏木精复染细胞

核，梯度酒精脱水，二甲苯透明，中性树脂封

片。显微镜下观察并拍照。用 0.1  mol/L PBS
(pH 7.36) 代替第一抗体滴加在切片上，作为阴

性对照。 

2    结果
 

2.1    短蛸脑结构

短蛸头部位于胴体和腕之间，头部表皮组

织下方就是位于两眼间的脑 (图 1)。在完全去除

包围在脑周围的软骨匣和结缔组织后，即可观

察短蛸完整的脑结构 (图 2)。从外部形态上看，

短蛸脑整体呈乳白色，处于性成熟时期的视腺

呈淡黄色 (图 1-b)。食道穿过中央脑，将其分为

食道上神经团和食道下神经团。中央脑周围有

软骨匣包裹，起保护作用。两侧的视叶在内侧

通过视神经束 (视腺、嗅叶和脑脚叶位于其上)
与中央脑 (主要为食道上神经团)相连，在外侧

通过视觉神经与眼睛相连。

根据解剖特征，在脑后端选定一点为连续

切片的基准点以确定每个切片的坐标 (图 2 红色

标注处)，然后对短蛸脑进行冠状面、矢状面和

横断面三个方位的连续切片。共识别主要神经

束 12条、脑叶 49个，其中食道上神经团 36个，

食道下神经团 11个。沿用真蛸脑命名和缩写[5]

进行标注 (图版Ⅰ)。
短蛸脑环绕食道，由不同大小的脑叶组成，

各神经脑叶通过神经纤维相互连接。基于短蛸

脑结构和内部分区，将食道上神经团分为垂直

叶复合体、基底叶复合体、口球叶复合体、视

神经束复合体和其他区域 (表 1)。每个神经脑叶

复合体由若干神经小叶组成，它们构成一个系

统，协调控制短蛸的各项活动，如垂直叶、亚

垂直叶和额叶构成垂直叶复合体，调控认知、
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学习和记忆行为。根据矢状面 H.E染色图像可

以明显区分出食道下神经团的前、中、后三个

部分 (图版Ⅰ中的 B)。与食道上神经团相同，

它们由不同的神经脑叶组成，主要参与调控短
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图 1    短蛸脑

(a) 短蛸；(b)未离体的短蛸脑，A.前侧，L.左侧，R.右侧，P.后侧，下同。

Fig. 1　Brain of A. fangsiao
(a) A. fangsiao, (b) the brain of A. fangsiao, A. anterior, L. left, R. right, P. posterior, the same below.
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图 2    不同视角下短蛸脑解剖图

(a) 俯视图，(b) 仰视图，(c) 正视图。C.冠状面，D.背侧，M.中线，S.矢状面，T.横断面，V.腹侧。 n. opt. 视神经，n. arm.. 腕神经，og.. 视
腺，OL.. 视叶，ofl.. 嗅叶，ped.. 脑脚叶，sub.. 食道下神经团，sup.. 食道上神经团，下同。

Fig. 2　Anatomy of the A. fangsiao brain from different perspectives
(a) overhead view, (b) upward view, (c) front view. C. coronal plane, D. dorsal, M. middle, S. sagittal plane, T. transverse plane, V. ventral. n. opt. optic
never, n. arm.. arm nerve, og.. optic gland, OL.. optic lobe, ofl.. olfactory lobe, ped.. peduncule lobe, sub.. subesophageal mass, sup.. supraesophageal
mass, the same below.
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蛸的低级和中级运动。从横断面上，可以明显

观察到食道穿过短蛸脑，将食道下神经团最靠

近背部的结构分为对称的两部分，涉及的脑叶

有后色素细胞叶、背巨大细胞叶、足叶和腕叶，
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图版 Ⅰ    短蛸脑图谱

A. 冠状面，B. 矢状面，C. 横断面；art.ceph.: 脑动脉，ca.: 软骨，cer.-br.con.: 脑-腕连接，ch.int.con.: 间色素细胞连接， c.mag.: 巨大细胞连

合，c.opt.ven.: 腹侧视觉连合，M: 肌肉，ofl.: 嗅叶，med.p.c.: 中间足叶连合，n.br.1.: 腕神经 1，n.br.2.: 腕神经 2，n.br.3.: 腕神经 3，n.br.4.:
腕神经 4，n. fun.p.: 后漏斗神经，oes.: 食道，tr.br.-pv.: 腕叶-外套内脏叶束，tr.opt.: 视叶神经束，其余缩写见表 1。左上角数字表示切片深度。

Plate Ⅰ　Brain atlas of A. fangsiao
A. coronal plane, B. sagittal plane, C. transverse; art.ceph.: artert cephalic, ca.: cartilage, cer.-br.con.: cerebro-brachial connective, ch.int.con.: interchro-
matophore connective, c.mag.: magnocellular commissure, c.opt.ven.: ventral optic commissure, M: muscle, ofl.: olfactory lobe, med.p.c.: median pedal
commissure, n.br.1.: brachial nerve 1, n.br.2.: brachial nerve 2, n.br.3.: brachial nerve 3, n.br.4.: brachial nerve 4, n.fun.p.: posterior funnel nerve, oes.:
esophagus, tr.br.-pv.: brachial - palliovisceral lobe, tr.opt.: optic lobe tract, see Tab.1 for other abbreviations. The number in the upper left corner repres-
ents the slice depth.
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表 1    短蛸脑结构列表、对应缩写和中文名称

Tab. 1    List of A. fangsiao brain structures, corresponding abbreviations and Chinese names

结构
structure

缩写
abbreviation

中文名称
Chinese name

垂直叶复合体
vertical lobe complex

vertical lobe v. 垂直叶

median vertical lobe v.med. 中间垂直叶

lateral median vertical lobe v.med.l 侧-中间垂直叶

lateral vertical lobe v.l. 侧垂直叶

subvertical lobe subv. 亚垂直叶

anterior subvertical lobe subv.a. 前亚垂直叶

posterior subvertical lobe subv.p. 后亚垂直叶

lateral subvertical lobe subv.l. 侧亚垂直叶

superior frontal lobe fr.s. 上额叶

median superior frontal lobe fr.s.med. 中间上额叶

lateral superior frontal lobe fr.s.l. 侧上额叶

inferior frontal lobe fr.i. 下额叶

median inferior frontal lobe fr.i.med. 中间下额叶

lateral inferior frontal lobe fr.i.l. 侧下额叶

subfrontal lobe subf. 亚额叶

基底叶复合体
basal lobe complex

anterior basal lobe b.a. 前基底叶

anterior anterior basal lobe b.a.a. 前-前基底叶

posterior anterior basal lobe b.a.p. 后-前基底叶

dorsal basal lobe b.d. 背基底叶

median basal lobe b.med. 中间基底叶

lateral basal lobe b.l. 侧基底叶

interbasal lobe b.int. 间基底叶

口球叶复合体
buccal lobe complex

buccal lobe bu. 口球叶

superior buccal lobe bu.s. 上口球叶

posterior buccal lobe bu.p. 后口球叶

视神经束复合体
optic tract complex

olfactory lobe ofl. 嗅叶

peduncule lobe ped. 脑脚叶

optic gland og. 视腺

optic tract opt.t. 视神经束

其他区域
other regions

subpedunculate lobe ped.sub. 脑亚脚叶

precommissural lobe prec. 前连合叶

Optic Lobe OL. 视叶

前部食道下神经团
anterior subesophageal mass

brachial lobe br. 腕叶

prebrachial lobe br. pr. 前腕叶

postbrachial lobe br. po. 后腕叶

中部食道下神经团
middle subesophageal mass

pedal lobe pe. 足叶

anterior pedal lobe pe.a. 前足叶

posterior pedal lobe pe.p. 后足叶

lateral pedal lobe pe.l. 侧足叶

anterior chromatophore lobe ch.a. 前色素细胞叶

后部食道下神经团
posterior subesophageal mass

palliovisceral lobe pv. 外套内脏叶

posterior chromatophore lobe ch.p. 后色素细胞叶

funnel lobe fun. 漏斗叶

vasomotor lobe vas. 血管舒缩叶

ventral vasomotor lobe vas.ven. 腹血管舒缩叶

dorsal vasomotor lobe vas.d. 背血管舒缩叶

巨大细胞叶
magnocellular lobe

posterior magnocellular lobe mag.p. 后巨大细胞叶

dorsal magnocellular lobe mag.d. 背巨大细胞叶
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随后又逐渐愈合形成一个整体，这种分隔在食

道上的神经团并不明显 (图版Ⅰ中的 C)。巨大

细胞叶与背基底叶、侧基底叶、外套内脏叶等

多个脑叶相连，位于短蛸脑两侧，环绕食道形

成一个特殊脑叶，既不属于食道上神经团，也

不属于食道下神经团，称为环食道神经团。 

2.2    NeuN 在短蛸脑中的定位

NeuN抗体的免疫反应阳性信号位于短蛸
的中央脑区域，视叶无阳性信号 (图版Ⅱ-6)。
与食道下神经团相比，食道上神经团免疫反应
阳性信号稀疏且局部化，其中口球叶染色最为
明显。上口球叶细胞的外层大细胞免疫反应阳
性信号强烈，靠近神经纤维网的小细胞无染色
(图版Ⅱ-1)。垂直叶复合体仅亚垂直叶有稀疏轻
微染色，其余各叶均无免疫反应阳性信号产生。
在食道下神经团的脑叶中，NeuN 抗体免疫反应
阳性信号主要集中在外套内脏叶、足叶和腕叶
的大神经元 (图版Ⅱ-2)。在色素细胞叶中，在
中等大小的神经元中可以检测到免疫反应阳性
信号 (图版Ⅱ-3)。视神经束复合体各小叶均有
不同程度染色，其中嗅叶染色最强烈，阳性染
色位于嗅叶的外层细胞，靠近神经纤维网的小
细胞无染色 (图版Ⅱ-5)。 

3    讨论

本研究从冠状面、矢状面和横断面三方位

呈现了短蛸脑的完整内部组织结构及脑叶分区。

短蛸脑内部脑叶和神经束在结构上与真蛸

(Octopus  vulgaris)和长蛸 (O.  minor)一致 [5-6,  22]，

具有典型的章鱼脑特征：视叶占脑部整体结构

比例大且无折叠，垂直叶向内凹陷形成 5个脑

回，但真蛸的视叶占比相对较大，可能与真蛸

需要更加强大的视觉功能以支持其在较深海域

进行捕食等行为活动有关。头足类动物的神经

解剖学数据表明，八腕目神经系统结构是相对

保守的。与鱿鱼和乌贼相比，短蛸脑在结构上

更加集中，主要表现为口球叶复合体作为中央

脑的一部分，二者紧密相连，而鱿鱼和乌贼是

分离的[3, 23]。将短蛸脑结构与曼氏无针乌贼比较

后发现，除上述特征外，短蛸的垂直叶占食道

上神经团的比例更大，且食道下神经团中缺少

鳍叶 (fin lobe)[24]。此外，Koizumi等[25] 在玄妙微

鳍乌贼 (Idiosepius paradoxus)脑中观察到额背基

底叶 (frontal dorsal basal lobe)，但在短蛸脑及之

前所描述的长蛸和真蛸脑的对应区域均未发现

此结构，不同类群神经系统特异性差异可能是

对系统发育限制和对栖息地适应的一种反应[26-27] 。
NeuN抗体是一种能与多数脊椎动物中枢

和周围神经系统中的成熟神经元发生免疫反应

的神经元标记物 [28-29]。Baldascino等 [30] 首次将

NeuN抗体应用于真蛸的周围神经系统，以识别

真蛸胃神经节的一般结构。其中所描述的神经
 

50 μm

50 μm

50 μm

50 μm

50 μm

50 μm

fr.i.med.

buc.s.

ch.p.

pv.

fr.i.med.

buc.s.

pe.p.

pv.

og.

ped.

OL.

1 2 3

4 5 6

ofl.

 
图版 Ⅱ    NeuN 免疫染色短蛸脑的矢状面 (1~4) 和冠状面 (5~6) 图像

1.口球叶复合体 NeuN免疫反应阳性信号，2~3.食道下神经团脑叶，4. 图像 1中相同部位的阴性对照，5.视神经束复合体，6.视叶无免疫反

应阳性信号。

Plate Ⅱ　NeuN immunostaining of sagittal (1-4) and coronal (5-6) sections of A. fangsiao brain
1. positive immunoreactivity for NeuN in the buccal lobe complex, 2-3. lobes of subesophageal mass, 4. negative control of graphic 1, 5. optic never tract
complex, 6. no NeuN immunoreactivity in the optic lobe.
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元细胞分布特征在短蛸脑中得到证实，并有一

些新的发现。免疫组织化学结果发现，与食道

上神经团相比，食道下神经团的 NeuN抗体免

疫染色效果更为强烈。这可能是由于系统发育

的限制，在胚胎发育过程中，食道下神经团的

神经纤维网比食道上神经团的神经纤维网发育

的更快[31-32]。NeuN抗体在短蛸脑中的表达是选

择性的，其分布与各脑叶参与调控的行为功能

密切相关。其中在负责调控摄食、防御和吸盘

活动等行为的食道下神经团脑叶外周细胞层表

达强烈，而在垂直叶、亚垂直叶等少突胶质细

胞或小胶质细胞含量丰富的食道上神经团脑叶

中未观察到免疫反应阳性信号或免疫反应阳性

信号较弱。这种表达模式与小鼠 (Mus muscu-
lus)类似 [33]。猜测短蛸脑各脑叶成熟神经元分

布的这种结构差异性，与参与构成各脑叶的神

经元细胞类型不同相关。同时本研究证明

NeuN抗体可作为章鱼中枢神经系统成熟神经元

的有效标记物。
Messenger 等 [34] 通过电刺激、诱发脑损伤

等方法验证了真蛸脑各脑叶的功能。食道下神
经团脑叶多属于低级和中级运动中枢，控制腕、
胴体肌肉和内脏等活动[5, 35]。食道上神经团结构
更加复杂，其脑叶负责调控精细运动 (基底叶)
或进食、防御等认知过程 (额叶、口球叶等)[3, 35]。
不同脑叶之间互相配合以调控各项活动，如来
自视叶的视觉信息传递至侧上额叶，经过中下
额叶后神经元投射到垂直叶，构成视觉学习和
记忆的短通路 [36]。短蛸脑内部组织结构与真蛸
相类似，且各脑叶成熟神经元细胞类型与其调
控的功能密切相关，因此认为短蛸脑各脑叶的
功能与真蛸一致，但仍需设计实验进一步验证。
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Construction of the brain atlas of Amphioctopus fangsiao

WANG Lihua 1,2,     ZHENG Xiaodong 1,2*

1. Key Laboratory of Mariculture, Ministry of Education, Ocean University of China, Qingdao　266003, China;
2. Key Laboratory of Evolution and Marine Biodiversity, Ministry of Education,

Ocean University of China, Qingdao　266003, China)

Abstract: Cephalopods possess the most complex brain structures among invertebrates. Due to the distinct functions regulated

by  various  brain  lobes,  studying  the  anatomical  structure  of  the  brain  and  the  distribution  of  neurotransmitters  can  lay  the

foundation for  further  in-depth research in  neurobiology.  Anatomy and histology were  used to  obtain  three  consecutive  slice

images of the sagittal  plane,  coronal plane and transverse plane,  and constructed the brain atlas of Amphioctopus fangsiao  to

investigate  the  brain  structure  and  neuronal  distribution  characteristics  for  this  speicies.  Neuron  nuclear  antigen  (NeuN)  was

used as the primary antibody to label the mature neurons by immunohistochemical technique, and the brain tissue structure and

internal neuron distribution characteristics were analyzed. The results showed that the central brain of A. fangsiao surrounded

the  esophagus,  which  could  be  divided  into  the  supraesophageal  mass  and  subesophageal  mass,  optic  lobes  were  located  on

both sides and were connected to the central brain through the optic nerve tract. According to the structure and function of each

lobe, supraesophageal mass was divided into vertical lobe complex, basal lobe complex, buccal lobe complex, optic tract com-

plex  and  other  regions.  Subesophageal  mass  was  consisted  of  anterior  subesophageal  mass,  middle  subesophageal  mass  and

posterior subesophageal mass. NeuN immunoreactivity was observed in the central brain, and mainly concentrated in the large

cells in the perinuclear layer of the subesophageal mass, and there was no NeuN immunoreactivity in the optic lobe. The brain

structure and division of the A. fangsiao showed typical octopus brain characteristics, and there were structural differences in

the neuronal cell types in the lobe of the brain.
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