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Ｇ－蛋白偶联受体与信号通路对紫贻贝幼体
附着变态的调控作用
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摘要：为了阐明紫贻贝幼体附着变态的内在机理，在天然诱导物 －微生物膜的诱导参照下，通
过使用 Ｇ蛋白偶联受体（ＧＰＣＲｓ）和信号通路的活化剂与抑制剂初步研究了其对该物种幼体
附着变态过程的调控作用。结果显示，ＧＰＣＲｓ活化剂 Ｇｐｐ［ＮＨ］ｐ与抑制剂 ＧＤＰβＳ没有诱
导和抑制活性，表明可能非 ＧＰＣＲｓ的其他细胞反应过程参与了紫贻贝幼体的附着变态。腺苷
酸环化酶／环腺苷酸（ＡＣ／ｃＡＭＰ）信号通路相关、理论上具有诱导活性的 ６种神经性试剂，除
了磷酸二脂酶抑制剂（ＩＢＭＸ）外，其他在１０－８～１０－３Ｍ浓度下４８、７２ｈ后都没有活性，并且高
浓度下表现出较高的神经性药物毒性。ＩＢＭＸ仅在 １０－４Ｍ 浓度 ７２ｈ后呈现出一定的诱导活
性，但是与微生物膜４８ｈ就具有非常高的活性相比显著性较低且时间滞后。磷脂酰肌醇／二
酰基甘油／蛋白激酶（ＰＩ／ＤＡＧ／ＰＫＣ）信号通路相关的２种活化剂４８、７２ｈ均无诱导活性，但是
其抑制剂 Ｈ７在１０－６Ｍ的低浓度下４８ｈ后表现出显著性的抑制效果，７２ｈ后效果丧失，抑制
浓度上升到１０－５Ｍ。以上活性浓度与作用时间２个方面的结果表明了 ＰＩ／ＤＡＧ／ＰＫＣ信号通
路可能参与调控紫贻贝幼体的附着变态，而 ＡＣ／ｃＡＭＰ信号通路可能作为次要通路，或是由于
所用神经性试剂的毒性造成的一种实验假象。本研究有助于推进该品种的发育生物学研究以

及通过切断信号通路实现生物污损防治技术的开发。
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　　大多海洋无脊椎动物的生活史包含浮游幼体
（亦称幼虫）阶段，其中幼体的附着变态是幼体发

育的关键环节，衔接着浮游与后期附着／底栖 ２个
截然不同的生活状态，并直接影响种群分布及数

量变动
［１－２］

。在海洋环境中，幼体的附着变态在

大尺度范围上被动地受海流等物理因素的影响，

但是其在小范围内是一个对附着基质的主动选择

过程
［３］
。微生物膜被认为是水螅虫类、多毛类以

及贝类等幼体附着变态的适宜天然基质，其产生

的化学信号作为外部诱导因子
［４－５］

通过幼体的信

号受体激活体内相关的信号通路调控幼体的附着

变态
［６］
。因此，系统性地阐明由微生物膜产生的

外部化学信号到内在信号通路对幼体附着变态机

理，对于理解海洋化学生态学与种群动力学、以及

幼体 发 育 生 物 学 的 相 关 理 论 具 有 重 要 的

意义
［４－７］

。

以往的学者已经围绕微生物膜的不同性质、组

成生物的种类和活性生物株产生的化学信号等进

行了较详尽的研究
［４－５］

，而幼体附着变态内在机理

的研究相对滞后。脊椎动物相关的研究表明，Ｇ蛋
白偶联受体（ＧＰＣＲｓ）是最大的细胞表面受体超家
族，对许多信号起介导作用。在海洋无脊椎动物幼

体附着变态的研究过程中，许多研究借鉴了已有的

脊椎动物信号通路的相关成果，从神经药理学角度
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对信号受体与信号通路进行了阐明
［８－１２］

。通过分

析 ＧＰＣＲｓ活化剂（例如 Ｇｐｐ［ＮＨ］ｐ）与抑制剂（例
如 ＧＤＰβＳ）等添加对幼体附着变态的影响作用，
证实了 ＧＰＣＲｓ同样起信号介导作用，例如匍茎草
苔 虫 （Ｂｕｇｕｌａ ｓｔｏｌｏｎｉｆｅｒａ）、纹 藤 壶 （Ｂａｌａｎｕｓ
ａｍｐｈｉｔｒｉｔｅ）、红鲍（Ｈａｌｉｏｔｉｓｒｕｆｅｓｃｅｎｓ）和绿海胆
（Ｌｙｔｅｃｈｉｎｕｓｐｉｃｔｕｓ）［８－１２］。通过添加与 ＧＰＣＲｓ相
关的信号通路活化剂与抑制剂，发现腺苷酸环化

酶／环腺苷酸（ＡＣ／ｃＡＭＰ）与磷脂酰肌醇／二酰基
甘油／蛋白激酶（ＰＩ／ＤＡＧ／ＰＫＣ）等信号通路在幼
体的附着变态中起到了调控作用，而在此过程中

ｃＡＭＰ、ＩＰ３、ＤＡＧ与游离Ｃａ２＋等作为第二信使完成
了信号的传递放大功能

［８－９，１１］
。从神经药理学角

度出发的相关研究也表明了神经系统在幼体附着

变态的激活与调节过程中起了重要作用：神经递

质，如肾上腺素、去甲肾上腺素、多巴胺或５－羟色
胺等 通 过 绑 定 ＧＰＣＲｓ诱 导 了 幼 体 附 着 变
态
［２，６，１３－１４］

。同时，不同种类幼体呈现出了不同的

信号传导模式：太平洋牡蛎（Ｃｒａｓｓｏｓｔｒｅａｇｉｇａｓ）幼
体的多巴胺行为途径和肾上腺素能形态途径双调

控模式，红鲍幼体的上行调节模式（以 ｃＡＭＰ和
ＤＡＧ／ＩＰ３分别为第二信使的形态发生途径和调控
途径）

［２］
。

紫贻贝（Ｍｙｔｉｌｕｓｇａｌｌｏｐｒｏｖｉｎｃｉａｌｉｓ）属于软体
动物门（Ｍｏｌｌｕｓｃａ）、双壳纲（Ｂｉｖａｌｖｉａ）、贻贝目
（Ｍｙｔｉｌｏｉｄａ）、贻 贝 科 （Ｍｙｔｉｌｉｄａｅ）、贻 贝 属

（Ｍｙｔｉｌｕｓ），分布范围广泛，其在包含我国在内的
很多国家是经济双壳贝类，同时也是联合国粮农

组织推荐的主要水产养殖物种。另一方面，紫贻

贝在海水人工设施、网箱等大量附着，也被称为污

损生物
［１５－１６］

。因此，阐明紫贻贝幼体的附着变态

机理对该品种的增养殖和防治生物污损具有很大

的理论与应用价值。早期的研究表明，紫贻贝幼

体附着变态受微生物膜诱导，且微生物膜中的细

菌起了主导作用
［１５］
；丝状类的海藻同样也有诱

导作用
［１６］
。就微生物膜产生的化学诱导作用而

言，可能是一种分子量小于３０００ｕ的水溶性物质
与细菌胞外多糖或蛋白多糖的相乘作用

［１７］
。关

于紫贻贝幼体附着变态的内在机理，研究发现一

些神经递质类如肾上腺素，以及离子类如钙离子

等人工诱导物具有很好的诱导活性，表明在人工

诱导物的作用下对应的肾上腺素受体以及钙离子

通道起了调控作用
［１４，１８］

。但是，在天然诱导基质

－微生物膜存在的情况下，ＧＰＣＲｓ与相关的信号
通路对紫贻贝幼体附着变态的调控作用没有阐

明。本实验测试了 ＧＰＣＲｓ的活化剂和抑制剂，
ＡＣ／ｃＡＭＰ和 ＰＩ／ＤＡＧ／ＰＫＣ信号通路的活化剂
与抑制剂对幼体附着变态的影响，以期为紫贻贝

幼体附着变态内在机理的研究提供理论依据。

１　材料与方法

１１　人工授精与幼体饲育

本实验依据 Ｂａｏ等［１５］
所述方法，利用温度刺

激进行紫贻贝人工授精，所得 Ｄ形幼体按照 １
个／ｍＬ的密度以角毛藻（Ｃｈａｅｔｏｃｅｒｏｓｓｐ．）为饵料
饲育。饲育温度控制在 １８℃左右，每 ２ｄ换水 １
次。幼体发育到壳顶期出现眼点，继续饲育 ７ｄ
后便具有附着变态能力，可用来进行幼体附着变

态实验。

１２　微生物膜的生成
利用双面胶将 １２孔板粘贴固定在 ＰＶＣ板

上，悬挂于辽宁省普兰店市皮口镇平岛周边自然

海域（北纬３９°２０′，东经 １２２°２０′）中 ２～３周使微
生物膜生成在 １２孔板内。实验前将微生物膜取
出带回实验室，利用灭菌海水（ｓｔｅｒｉｌｉｚｅｄｓｅａｗａｔｅｒ，
ＳＳＷ）轻轻冲洗微生物膜，去除微生物膜表面附
着不紧密的生物。

１３　化学试剂的配制
本次实验所使用 ＧＰＣＲｓ与信号通路相关的

化学试剂、测试依据、对幼体附着变态的活性预测

（诱导或抑制）以及测试浓度在参考 Ｔｒａｎ等［１９］
的

基础上，添加了 ＰＩ／ＤＡＧ／ＰＫＣ信号通路相关的 ２
种化学试剂，并将浓度范围进行了放大（表 １）。
测试试剂中，与 ＧＰＣＲｓ相关的有 Ｇｐｐ［ＮＨ］ｐ、
ＧＤＰβＳ；与 ＡＣ／ｃＡＭＰ信号通路相关的有罂粟
碱（ｐａｐａｖａｒｉｎｅ）、磷酸二脂酶抑制剂（ＩＢＭＸ）、茶
碱（ｔｈｅｏｐｈｙｌｌｉｎｅ）、Ｒｏ２０１７２４、双丁酸环腺苷酸
（ｄｂｃＡＭＰ）、毛猴素（ｆｏｒｋｏｌｉｎ）；与 ＰＩ／ＤＡＧ／ＰＫＣ
信号通路相关的有佛波酯（ＴＰＡ）、Ｈ７。所有化
学试剂均购自 Ｓｉｇｍａ（ＳｔＬｏｕｉｓ，Ｍｏ），对于水溶性
差或者不溶于水的试剂按照试剂说明先采用１％
的二甲基亚砜（ＤＭＳＯ）溶解后，再进行配制。
１４　幼体附着变态实验

幼体附着变态实验参照 Ｂａｏ等［１５］
的方法进

行，在１２孔板的每个孔中加入 ２ｍＬ测试试剂和
８～１０个幼体，４８与７２ｈ后显微镜下观察幼体的

４３３１
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附着变态率与死亡情况；或者在附着有微生物膜

的１２孔板中，每个孔添加 ２ｍＬ测试试剂和 ８～
１０个幼体。每次实验过程中，同时以微生物膜和

ＳＳＷ作为正、负对照。幼体附着变态以面盘消
失、生长出新的贝壳为标准。

表 １　ＧＰＣＲｓ与信号通路相关的化学试剂、测试依据、活性预测与测试浓度
Ｔａｂ．１　ＣｏｍｐｏｕｎｄｓｒｅｌａｔｅｄｔｏＧＰＣＲｓａｎｄｔｈｅｓｉｇｎａｌｔｒａｎｓｄｕｃｔｉｏｎｐａｔｈｗａｙｓ，ｔｅｓｔｂａｓｉｓ，

ｐｒｅｄｉｃｔｅｄａｃｔｉｖｉｔｙａｎｄｔｅｓｔｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ

化合物

ｃｏｍｐｏｕｎｄ
测试依据

ｔｅｓｔｂａｓｉｓ
活性预测

ａｃｔｉｖｉｔｙｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ
测试浓度（ｍｏｌ／Ｌ）
ｔｅｓｔｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ

Ｇｐｐ［ＮＨ］ｐ Ｇ蛋白活化剂 诱导 １０－７、１０－６、１０－５、１０－４、１０－３

ＧＤＰβＳ Ｇ蛋白抑制剂 抑制 １０－７、１０－６、１０－５、１０－４、１０－３

罂粟碱 ｐａｐａｖａｒｉｎｅ 磷酸二酯酶抑制剂 诱导 １０－８、１０－７、１０－６、１０－５、１０－４、１０－３

异丁基甲基黄嘌呤 ＩＢＭＸ 磷酸二酯酶抑制剂 诱导 １０－８、１０－７、１０－６、１０－５、１０－４、１０－３

茶碱 ｔｈｅｏｐｈｙｌｌｉｎｅ 磷酸二酯酶抑制剂 诱导 １０－８、１０－７、１０－６、１０－５、１０－４、１０－３

Ｒｏ２０１７２４ 磷酸二酯酶抑制剂 诱导 １０－８、１０－７、１０－６、１０－５、１０－４、１０－３

双丁酸环腺苷酸 ｄｂｃＡＭＰ 胞内环磷酸腺苷促进剂 诱导 １０－８、１０－７、１０－６、１０－５、１０－４、１０－３

毛猴素 ｆｏｒｋｏｌｉｎ 腺苷酸环化酶活化剂 诱导 １０－８、１０－７、１０－６、１０－５、１０－４、１０－３

４α－佛波醇 －１２，１３－二丁酸 ＰＤＢｕ 蛋白激酶 Ｃ活化剂 诱导 １０－８、１０－７、１０－６、１０－５、１０－４、１０－３

佛波酯 ＴＰＡ 蛋白激酶 Ｃ活化剂 诱导 １０－８、１０－７、１０－６、１０－５、１０－４、１０－３

Ｈ７ 蛋白激酶 Ａ／Ｃ抑制剂 抑制 １０－８、１０－７、１０－６、１０－５、１０－４、１０－３

１５　数据统计与分析
统计分析前对所有数据进行正态分布检验，

如满足正态分布且方差相同，则进行单因素方差

分析。如不满足正态分布，则通过 ＫｒｕｓｋａｌＷａｌｌｉｓ
Ｔｅｓｔ检验进行分析。分析采用 ＳＰＳＳ１３０统计软
件，Ｐ＜００５为差异显著。

２　结果

２１　Ｇ蛋白活化剂与抑制剂对幼体附着变态的
影响

在微生物膜单独存在的情况下，４８ｈ后幼体
的附着变态率高达８１２５％ ±６２９％，Ｇ蛋白活
化剂 Ｇｐｐ［ＮＨ］ｐ在 １０－７～１０－３Ｍ浓度范围内对
幼体的附着变态没有诱导活性（Ｐ＞００５）（图 １
ａ）。微生物膜存在的情况下添加 Ｇ蛋白的抑制
剂 ＧＤＰβＳ（ＧＤＰβＳ＋微生物膜），浓度为 １０－７

～１０－３Ｍ，４８ｈ后，ＧＤＰβＳ＋微生物膜的诱导活
性为７３６３％～７８７５％，与微生物膜单独存在下
的诱导活性相比没有显著变化（Ｐ＞００５）（图 １
ａ）。７２ｈ后，微生物膜单独的诱导活性升高到
９４９５％ ±５８９％，Ｇｐｐ［ＮＨ］ｐ在 １０－７～１０－３Ｍ
浓度范围内诱导活性依然为零（图 １ｂ）。与 ４８ｈ
的结果类似，ＧＤＰβＳ＋微生物膜的活性与微生
物膜单独存在时的诱导活性相比没有显著差异

（Ｐ＞００５）（图１ｂ）。

２２　ＡＣ／ｃＡＭＰ信号通路活化剂与抑制剂对幼
体附着变态的影响

４８ｈ后所采用的４种磷酸二酯酶抑制剂，即罂
粟碱、异丁基甲基黄嘌（ＩＢＭＸ）呤、茶碱与 Ｒｏ２０
１７２４在浓度为１０－８～１０－３Ｍ范围内没有诱导活性
（Ｐ＞００５）（表 ２）。在同样浓度下，胞内环磷酸腺
苷促进剂，即双丁酸环腺苷酸（ｄｂｃＡＭＰ）与腺苷酸
环化酶活化剂，即毛猴素的诱导活性也是零。其

中，ＩＢＭＸ和 Ｒｏ２０１７２４的浓度为１０－３Ｍ时，幼体
死亡率分别为１００％和１９７７％ ±０６４％。
　　与 ４８ｈ的活性相同，７２ｈ后，这 ６种 ＡＣ／
ｃＡＭＰ信号通路相关的抑制剂与活化剂（除了
ＩＢＭＸ）的活性仍然为零（表３）。其中，罂粟碱浓度
为１０－３和１０－４Ｍ时幼体死亡率分别为７０３７％ ±
０７１％和 ６９１７％ ±０５８％；ＩＢＭＸ与 Ｒｏ２０
１７２４的浓度为 １０－３Ｍ 时死亡率均为 １００％。但
是，ＩＢＭＸ在浓度为１０－４Ｍ时，幼体的附着变态率
为２２５％ ±１０９％。此外，利用１％的 ＤＭＳＯ进
行溶解配制的试剂，对应的不同浓度 ＤＭＳＯ的诱
导活性为零（数据未显示）。

２３　ＰＩ／ＤＡＧ／ＰＫＣ信号通路活化剂与抑制剂对
幼体附着变态的影响

蛋白激酶 Ｃ活化剂，４α－佛波醇 －１２，１３－
二丁酸（ＰＤＢｕ）和佛波酯（ＴＰＡ）在 １０－８～１０－３Ｍ
浓度下，幼体在 ４８ｈ后的附着变态率为零（图 ２
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ａ，ＰＤＢｕ与 ＴＰＡ）。其中幼体在 ＰＤＢｕ的 １０－３Ｍ
浓度下，出现大量死亡（数据未显示）。微生物膜

存在的情况下添加蛋白激酶 Ａ／Ｃ抑制剂 Ｈ７（Ｈ
７＋微生物膜），当 Ｈ７浓度在 １０－８和 １０－７Ｍ时，
幼体的附着变态率与微生物膜单独存在时的相比

没有显著变化（Ｐ＞００５）。但是，Ｈ７浓度在
１０－６Ｍ 时，Ｈ７＋微生物膜的活性显著下降到
４２４８％ ±８６７％（Ｐ＜００５），Ｈ７浓度在 １０－５

～１０－３Ｍ 时，活性为零（图 ２ａ）。其中，１０－３Ｍ
浓度下，幼体全部死亡（数据未显示）。７２ｈ后，

微生物膜的活性上升为１００％，Ｈ７＋微生物膜在
Ｈ７的浓度为 １０－８、１０－７Ｍ 时活性同样上升到
１００％，而 Ｈ７的浓度在 １０－６Ｍ时，活性从 ４８ｈ
后的４２４８％ ±８６７％上升到 １００％（图 ２ｂ）。
Ｈ７＋微生物膜在 Ｈ７的浓度为 １０－５Ｍ时，活性
由４８ｈ后的０上升到７２ｈ后的４７７８％ ±１１８５
％，但是，与微生物膜单独存在时的活性相比仍然
显著性下降（Ｐ＜００５，图２ｂ）。此外，Ｈ７＋微生
物膜中的幼体在 Ｈ７为１０－４Ｍ下没有死亡。

图 １　ＧＰＣＲｓ活化剂 Ｇｐｐ［ＮＨ］ｐ与抑制剂 ＧＤＰβＳ分别对幼体附着变态的诱导与抑制效果
（ａ）４８ｈ后幼体的附着变态率；（ｂ）７２ｈ后幼体的附着变态率；微生物膜与 ＳＳＷ分别作为正对照与空白对照

Ｆｉｇ．１　ＩｎｄｕｃｔｉｖｅｅｆｆｅｃｔｓｏｆＧｐｐ［ＮＨ］ｐ（ＧＰＣＲｓａｃｔｉｖａｔｏｒ）ａｎｄｉｎｈｉｂｉｔｉｖｅｅｆｆｅｃｔｓｏｆＧＤＰβＳ

（ＧＰＣＲｓｉｎｈｉｂｉｔｏｒ）ｆｏｒｌａｒｖａｌｓｅｔｔｌｅｍｅｎｔａｎｄｍｅｔａｍｏｒｐｈｏｓｉｓ
（ａ）ｌａｒｖａｌｓｅｔｔｌｅｍｅｎｔａｎｄｍｅｔａｍｏｒｐｈｏｓｉｓｒａｔｅｓａｆｔｅｒ４８ｈ；（ｂ）ｌａｒｖａｌｓｅｔｔｌｅｍｅｎｔａｎｄｍｅｔａｍｏｒｐｈｏｓｉｓｒａｔｅｓａｆｔｅｒ７２ｈ；ｂｉｏｆｉｌｍｓａｎｄＳＳＷ

ｗｅｒｅｓｅｔａｓｐｏｓｉｔｉｖｅａｎｄｂｌａｎｋｃｏｎｔｒｏｌｓ

表 ２　ＡＣ／ｃＡＭＰ信号通路活化剂 ４８ｈ后对幼体附着变态的诱导效果
Ｔａｂ．２　ＩｎｄｕｃｔｉｖｅｅｆｆｅｃｔｓｏｆａｃｔｉｖａｔｏｒｓｒｅｌａｔｅｄｔｏＡＣ／ｃＡＭＰｓｉｇｎａｌｐａｔｈｗａｙｓｆｏｒｌａｒｖａｌ

ｓｅｔｔｌｅｍｅｎｔａｎｄｍｅｔａｍｏｒｐｈｏｓｉｓａｆｔｅｒ４８ｈ

化合物

ｃｏｍｐｏｕｎｄ
浓度／Ｍ

ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ
诱导活性／％
ｉｎｄｕｃｔｉｖｅａｃｔｉｖｉｔｙ

死亡率／％
ｄｅａｔｈｒａｔｅ

罂粟碱 ｐａｐａｖａｒｉｎｅ １０－８、１０－７、１０－６、１０－５、１０－４、１０－３ 各个浓度为０ 各个浓度０

异丁基甲基黄嘌呤 ＩＢＭＸ １０－８、１０－７、１０－６、１０－５、１０－４、１０－３ 各个浓度为０
１０－３Ｍ浓度为１００
其他浓度为０

茶碱 ｔｈｅｏｐｈｙｌｌｉｎｅ １０－８、１０－７、１０－６、１０－５、１０－４、１０－３ 各个浓度为０ 各个浓度为０

Ｒｏ２０１７２４ １０－８、１０－７、１０－６、１０－５、１０－４、１０－３ 各个浓度为０
１０－３Ｍ浓度为１９７７±０６４

其他浓度为０
双丁酸环腺苷酸 ｄｂｃＡＭＰ １０－８、１０－７、１０－６、１０－５、１０－４、１０－３ 各个浓度为０ 各个浓度为０

毛猴素 ｆｏｒｋｏｌｉｎ １０－８、１０－７、１０－６、１０－５、１０－４、１０－３ 各个浓度为０ 各个浓度为０
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表 ３　ＡＣ／ｃＡＭＰ信号通路活化剂 ７２ｈ后对幼体附着变态的诱导效果
Ｔａｂ．３　ＩｎｄｕｃｔｉｖｅｅｆｆｅｃｔｓｏｆａｃｔｉｖａｔｏｒｓｒｅｌａｔｅｄｔｏＡＣ／ｃＡＭＰｓｉｇｎａｌｐａｔｈｗａｙｓ

ｆｏｒｌａｒｖａｌｓｅｔｔｌｅｍｅｎｔａｎｄｍｅｔａｍｏｒｐｈｏｓｉｓａｆｔｅｒ７２ｈ

化合物

ｃｏｍｐｏｕｎｄ
浓度／Ｍ

ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ
诱导活性／％
ｉｎｄｕｃｉｎｇａｃｔｉｖｉｔｙ

死亡率／％
ｄｅａｔｈｒａｔｅ

罂粟碱 ｐａｐａｖａｒｉｎｅ １０－８、１０－７、１０－６、１０－５、１０－４、１０－３ 各个浓度为０
１０－４Ｍ浓度为６９１７±０５８

１０－３Ｍ浓度为７０３７±０７１
其他浓度为０

异丁基甲基黄嘌呤 ＩＢＭＸ １０－８、１０－７、１０－６、１０－５、１０－４、１０－３
１０－４Ｍ浓度为２２５±１０９

其他浓度为０
１０－３Ｍ浓度为１００
其他浓度为０

茶碱 ｔｈｅｏｐｈｙｌｌｉｎｅ １０－８、１０－７、１０－６、１０－５、１０－４、１０－３ 各个浓度为０ 各个浓度为０

Ｒｏ２０１７２４ １０－８、１０－７、１０－６、１０－５、１０－４、１０－３ 各个浓度为０
１０－３Ｍ浓度为１００
其他浓度为０

双丁酸环腺苷酸 ｄｂｃＡＭＰ １０－８、１０－７、１０－６、１０－５、１０－４、１０－３ 各个浓度为０ 各个浓度为０

毛猴素 ｆｏｒｋｏｌｉｎ １０－８、１０－７、１０－６、１０－５、１０－４、１０－３ 各个浓度为０ 各个浓度为０

图 ２　ＰＩ／ＤＡＧ／ＰＫＣ信号通路活化剂 ＰＤＢｕ和 ＴＰＡ，抑制剂 Ｈ７分别对幼体附着变态的诱导与抑制效果
（ａ）４８ｈ后幼体的附着变态率；（ｂ）７２ｈ后幼体的附着变态率；微生物膜与 ＳＳＷ分别作为正对照与空白对照

Ｆｉｇ．２　ＩｎｄｕｃｔｉｖｅｅｆｆｅｃｔｓｏｆＰＤＢｕａｎｄＴＰＡ（ＰＩ／ＤＡＧ／ＰＫＣｓｉｇｎａｌｐａｔｈｗａｙａｃｔｉｖａｔｏｒｓ）ａｎｄｉｎｈｉｂｉｔｉｖｅｅｆｆｅｃｔｓｏｆＨ７

（ＰＩ／ＤＡＧ／ＰＫＣｓｉｇｎａｌｐａｔｈｗａｙｉｎｈｉｂｉｔｏｒ）ｆｏｒｌａｒｖａｌｓｅｔｔｌｅｍｅｎｔａｎｄｍｅｔａｍｏｒｐｈｏｓｉｓ
（ａ）ｌａｒｖａｌｓｅｔｔｌｅｍｅｎｔａｎｄｍｅｔａｍｏｒｐｈｏｓｉｓｒａｔｅｓａｆｔｅｒ４８ｈ；（ｂ）ｌａｒｖａｌｓｅｔｔｌｅｍｅｎｔａｎｄｍｅｔａｍｏｒｐｈｏｓｉｓｒａｔｅｓａｆｔｅｒ７２ｈ；ｂｉｏｆｉｌｍｓａｎｄＳＳＷ

ｗｅｒｅｓｅｔａｓｐｏｓｉｔｉｖｅａｎｄｂｌａｎｋｃｏｎｔｒｏｌｓ

３　讨论

自然环境中，海洋无脊椎动物幼体的附着变

态是一个由幼体自身信号受体接受外界诱导刺

激，通过体内信号通路完成附着变态调控的一系

列复杂过程
［２，４，７］

。针对幼体信号受体与信号通

路的内在机理已围绕不同物种开展了很多研究工

作
［８－１２，１４，１８］

，但是这些研究大多是直接利用离子、

神经性试剂或相似物等人工诱导物进行诱导／抑
制幼体的附着变态，而忽略了微生物膜等天然诱
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导物的诱导机理可能会与人工诱导物有所不同。

本研究采用天然微生物膜与神经性试剂结合的方

法初步探讨了信号受体与信号通路的作用，为自

然环境中幼体附着变态内在机理的阐明提供了有

价值的信息。

本研究结果显示，ＧＤＰβＳ对微生物膜的活
性没有抑制作用，同时 Ｇｐｐ［ＮＨ］ｐ的诱导活性为
零，表明 ＧＰＣＲｓ可能不参与紫贻贝幼体附着变态
的信 号 介 导。这 与 盘 管 虫 线 虫 （Ｐｏｌｙｃｈａｅｔｅ
ｈｙｄｒｏｉｄｅｓｅｌｅｇａｎｓ）、鹿角杯形珊瑚（Ｐｏｃｉｌｌｏｐｏｒａ
ｄａｍｉｃｏｒｎｉｓ）、夏 威 夷 蔷 薇 珊 瑚 （Ｍｏｎｔｉｐｏｒａ
ｃａｐｉｔａｔａ）等相关的报道相同，即非 ＧＰＣＲｓ的其他
细胞反应／过程发挥了作用［１９－２０］

。与之不同的

是，ＧＰＣＲｓ参与了匍茎草苔虫、纹藤壶、红鲍与绿
海胆等幼体的附着变态

［８－１２］
。这表明海洋无脊

椎动物幼体附着变态的信号受体是一个复杂的体

系，而紫贻贝与红鲍同为贝类，幼体信号受体呈现

截然不同的特点说明信号受体跟物种的分类没有

关系。同时，以上的研究结果表明幼体的信号受

体也无法根据物种的系统发生来进行分类。

以前的研究表明，ＡＣ／ｃＡＭＰ以及 ＰＩ／ＤＡＧ／
ＰＫＣ信号通路调控了匍茎草苔虫、纹藤壶、红鲍
与绿海胆等多种幼体的附着变态

［２，８－１２］
。就 ＡＣ／

ｃＡＭＰ信号通路调控而言，本研究所调查的 ６种
与此通路相关、理论上能够诱导幼体附着变态的

神经性试剂，除了 ＩＢＭＸ之外，在 ４８和 ７２ｈ后都
没有活性。并且这些试剂在较高浓度时，幼体有

死亡现象，表现出了一定的神经性药物毒性。７２
ｈ后，ＩＢＭＸ仅仅在 １０－４Ｍ 呈现出一定的活性，
但是与微生物膜的活性相比差异显著，且微生物

膜在４８ｈ后就呈现出非常高的活性，表明 ＡＣ／
ｃＡＭＰ信号通路可能参与了紫贻贝幼体附着变态
的调控，但是这个信号通路不是主要的。或者是

由于 ＩＢＭＸ在１０－４Ｍ时具有一定的神经性药物
毒性所导致的一种实验假象，因为其在 １０－８ ～
１０－６Ｍ较低浓度范围内没有活性；这需要进一步
论证。与之对应的 ＰＩ／ＤＡＧ／ＰＫＣ信号通路活化
剂的结果显示，２种活化剂在４８和７２ｈ后都没有
活性。但是，该通路的抑制剂在１０－６Ｍ的低浓度
下，４８ｈ就表现出了非常显著的活性抑制效果，且
这种抑制效果随着时间延长到 ７２ｈ后，低浓度的
抑制效果丧失，而抑制浓度上升到 １０－５Ｍ，表明
ＰＩ／ＤＡＧ／ＰＫＣ信号通路起了调控作用。从活性

浓度、作用时间 ２个方面比较 ＡＣ／ｃＡＭＰ与 ＰＩ／
ＤＡＧ／ＰＫＣ信号通路的实验结果，前者为１０－４Ｍ、
７２ｈ，后者为 １０－６ Ｍ、４８ｈ，进一步表明了 ＰＩ／
ＤＡＧ／ＰＫＣ信号通路参与调控紫贻贝幼体的附着
变态。

综上所述，本研究首次揭示了 ＧＰＣＲｓ受体与
信号通路在紫贻贝幼体附着变态过程中的参与调

控作用。区别于人工诱导物，实验过程中引入了

天然诱导基质 －微生物膜，结果初步反映了自然
环境下幼体附着变态过程中的内在机理，并首次

明确了 ＰＩ／ＤＡＧ／ＰＫＣ信号通路的调控作用。本
研究为揭示紫贻贝幼体附着变态的内在机理提供

了初步证据，有助于推进该品种的发育生物学研

究以及通过切断信号通路实现生物污损防治方面

的开发。
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