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摘要: 为了解甲基法呢酯(methyl farnesoate, MF)在中华绒螯蟹(Eriocheir sinensis)卵巢发育中的调控作用, 采用离

体方法研究了中华绒螯蟹大颚器(mandibular organ, MO)以及 X-器官窦腺复合体(X-organ-sinus gland, XO-SG)对卵

巢发育的作用。 将MO与离体卵母细胞共培养作为实验组 1, 将MO和XO-SG与离体卵母细胞共培养作为实验组 2, 仅

添加培养液的卵母细胞作为对照组。实验发现, 蟹去眼柄(eyestalk ablation, ESA)后的第 1、3、6、14天, 同对照组

相比, MO 对其卵母细胞的发育均有极显著促进作用。ESA 处理第 6 天, MO 对卵母细胞发育的促进作用最强。

XO-SG能逆转 ESA处理后MO对卵巢发育的促进作用(P<0.01)。荧光定量 PCR技术检测结果显示, ESA处理后, MO

中法呢酸甲基转移酶(farnesoic acid O-methyltransferase, FAMeT)mRNA相对表达量上升。同未去眼柄的对照组相比, 

第 1、3天 FAMeT mRNA表达丰度无明显变化(P>0.05), 第 6、14天表达丰度提高至 265%左右(P<0.01)。结果表明, 

中华绒螯蟹MO功能性物质能够促进卵母细胞发育, 且 ESA处理后第 6天MO生物效应最强。MO中 FAMeT mRNA

的合成受 XO-SG的抑制调节。在离体条件下, 中华绒螯蟹 XO-SG能够抑制卵母细胞的发育。 
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甲基法呢酯(methyl farnesoate, MF)是由甲壳

动物大颚器(mandibular organ, MO)合成和分泌的

一种半萜类激素 , 是无脊椎动物的促性腺激素 , 

能促进甲壳动物卵母细胞发育成熟 [1−3], 并且与

甲壳动物蜕皮、渗透压调节等多种生理活动密切

相关[4−9]。MF 合成的过程中有多种酶的参与, 法

呢酸甲基转移酶 (farnesoic acid O-methyltransf- 

erase, FAMeT)是 MO合成 MF途径中最后一步的

限速酶 , 能够催化法呢酸发生甲基化反应生成

MF[10], 可作为性腺成熟的标志物[11−13]。 

甲壳动物眼柄的X-器官窦腺复合体(X-organ- 

sinus gland, XO-SG)是控制性腺成熟的重要部位, 

其主要功能是合成和分泌高血糖激素(crustacean 

hyperglycemic hormone, CHH)家族, 该家族包括

性腺抑制激素(gonad-inhibiting hormone, GIH)、蜕

皮抑制激素(molt-inhibiting hormone, MIH)、高血

糖激素 (CHH)以及大颚器抑制激素 (mandibular- 

organ-inhibiting hormone, MOIH)[14]。这些激素可

抑制 MO合成和释放 MF, 从而抑制性成熟。当甲

壳动物性成熟时 GIH 和 MOIH 下降, 或去眼柄

(eyestalk ablation, ESA)后解除了 GIH和MOIH的

抑制作用, 都可导致性腺的成熟发育。这个过程

也可能通过 FAMeT的活性增强、增加甲基法呢酯

的含量而实现[15−16]。因此阐明 FAMeT活性增加与

性腺发育之间的关系是甲壳动物性腺发育调控的

重要研究内容。 
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本研究主要探讨 ESA处理后中华绒螯蟹 MO

中 FAMeT mRNA 表达的变化和 ESA 处理后 MO

对卵母细胞生长的作用, 从 FAMeT mRNA的表达

量增加和卵母细胞生长两个角度探讨 FAMeT 

mRNA 的表达在促进卵母细胞发育中的作用, 阐

明 FAMeT mRNA 的表达量与卵母细胞成熟的相

关性, 丰富中华绒螯蟹生殖生理的基本内容。 

1  材料和方法 

1.1  实验材料 

10 月份于上海崇明养殖场采集中华绒螯蟹, 

运回上海海洋大学暂养在水族箱 1 周, 水温控制

在 22℃左右。去眼柄时用酒精灯灼烧镊子至发红, 

迅速烫伤眼柄基部, 为防止感染, 在伤口处用青

霉素和链霉素混合液擦拭[17]。将两侧眼柄去除后, 

每天 18:00投喂 1次, 每 2天排污 1次。对照组不

去眼柄。分别在去眼柄后第 0、1、3、6、14天挑

选附肢整齐、规格基本一致的个体各 3 只作为实

验蟹。实验前记录每只蟹的体质量、体长等常规

生物学指标。迅速解剖中华绒螯蟹, 立即采集 MO, 

液氮速冻, –80℃保存。用于组织的总 RNA提取。 

1.2  试剂与仪器 

氯仿(分析纯)、异丙醇(分析纯)、高锰酸钾、

酒精购于国药集团化学试剂有限公司 ; TRIZOL

试剂、DEPC 购于上海生工生物工程技术服务有

限公司; PrimeScript® RT reagent Kit With gDNA 

Eraser试剂盒和 SYBR® Premix Ex Taq™试剂盒, 

购于大连 TaKaRa 生物公司; 荧光定量 PCR 引物

由上海英俊生物技术有限公司合成 ; 新生牛血

清、青链霉素、M199液体培养基(Thermo)购于英

俊生物技术有限公司; 12 孔板购于上海百赛生物

公司; Sigma 冷冻离心机; CYY-6C 电泳仪; Gene 

Genius凝胶成像系统; Bio-Rad iQ5荧光定量 PCR

仪; Thermo 6600 二氧化碳培养箱; Motica-AE21

倒置显微镜。 

1.3  卵巢组织培养及分组 

1.3.1  卵巢组织培养  选取 ESA 处理不同天数

的中华绒螯蟹, 将蟹置于 0.01%的高锰酸钾溶液

中浸泡 30 min, 用蒸馏水清洗干净, 酒精擦拭消

毒。在无菌的操作环境中, 取出卵巢组织置于配

置好的蟹生理缓冲液(NaCl 28.986 g + KCl 0.709 7 

g + CaCl2 1.798 g + MgCl2 0.1708g + MgSO4 3.155 
g + NaHCO3 0.499 8 g+ HEPE 4.766 2 g + 蒸馏水

1 L, pH值为 7.2)。用镊子分离卵母细胞, 漂洗 2

次, 倒入培养基洗 2次, 置入 12 孔板。每孔加入

2 mL M199培养液(内含 10%小牛血清, 10 U/mL

青霉素 10 μg/mL链霉素, 0.22 μm微孔滤膜过滤)。

剪下带几丁质腱的大颚, 置入 4℃的蟹生理缓冲

液中, 在解剖镜下分离出 MO。并且从未去眼柄的

中华绒螯蟹眼柄中解剖出 XO-SG。 

1.3.2  实验分组  将剥离的卵母细胞平均培养在

9个培养皿中: 实验组 1 共 4 个培养皿, 分别加入

ESA处理后 1、3、6、14 d的MO培养离体卵母细

胞; 实验组 2共 4个培养皿, 分别加入 ESA处理 1、

3、6、14 d的 MO和正常的 XO-SG各 1个, 共同

培养离体卵母细胞。对照组 1 个培养皿, 仅添加

M199培养液培养卵母细胞。实验组和对照组的卵

巢组织取自同一个卵巢。置于 CO2培养箱中, 24 h

后置于倒置显微下观察卵母细胞生长情况。 

1.4  RNA提取以及浓度、纯度和完整性鉴定 

采用 TRIZOL 试剂抽提 MO 组织的总 RNA, 

测量所得RNA的OD260nm/OD280nm值均在 1.8～2.0

之间, 说明 RNA 无 DNA 和蛋白污染, 纯度高。

通过 1%TAE琼脂糖凝胶电泳检测, 28S、18S带清

晰, 说明 RNA的完整性好。 

1.5  mRNA实时荧光定量 PCR引物的设计与合成 

根据已经报道的中华绒螯蟹 18S rRNA 基因

全序列(GenBank 序列号: GU362670)以及 FAMeT

基因全序列(GenBank 序列号: GQ861517)设计引

物。所得 18S rRNA上游引物序列: CTCAACACGG 

GGAACCTCA, 下游引物: CAGACATATCGCTCC 

ACCAA, 扩增片段碱基数为 119 bp; FAMeT上游

引物序列 : GGCGACACCTTCAACTTCAGC, 下

游引物序列: GTCACCCTTGATCAGACGG ATG, 

扩增片段碱基数为 147 bp。引物合成委托上海英

俊生物技术有限公司合成。引物使用 ddH2O稀释至

10 μmol/L。 

1.6  mRNA实时荧光定量 PCR 

以500 ng总RNA作为模板, 按照 PrimeScript® 

RT reagent Kit With gDNA Eraser试剂盒说明说进
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行逆转录, 得到 cDNA。荧光定量 PCR25 μL反应

体系: SYBR® Premix Ex Taq™12.5 μL, PCR For-

ward Primer0.5 μL, PCR Reverse Primer0.5 μL, 

cDNA模板 2 μL, dH2O9.5 μL。每个样品做 3管平

行试验。反应程序为:95℃预变性 30 s; 95℃变性 5 

s, 60℃退火和延伸 25 s, 循环次数为 40。具体操作

步骤见 Bio-Rad iQ5荧光定量 PCR仪使用说明书。 

1.7  卵母细胞测定 

所有的卵巢组织学测量数据均取自于同批卵

巢的卵母细胞, 在倒置显微镜下随机选取 20个生

长较好的卵母细胞, 用 MOTIC 软件测量卵母细

胞直径以及滤泡细胞厚度, 实验数据统计分析采

用 SPSS16.0软件处理, 单因素方差分析(One-way 

ANOVA), 记录数据为平均值±标准差( x ±SD)。 

1.8  FAMeT表达量分析 

样品设置相同的阈值, 以 18S rRNA 为内参, 

对得到的 Ct值进行均一化处理。采用 2Ct方法确

定分析目的基因相对表达丰度。实验数据统计分

析采用 SPSS16.0 软件处理 , 单因素方差分析

(One-way ANOVA)。FAMeT基因表达量用平均值

±标准误( x ±SE)表示。 

2  结果与分析 

2.1  ESA 处理后不同天数的大颚器对卵母细胞大

小的影响 

中华绒螯蟹卵巢呈紫褐色, 卵粒肉眼明显可

见。倒置显微镜下观察到, 卵母细胞被滤膜细胞

包裹形成滤泡。实验结果如表 1 所示, 实验组 1

中分别用 ESA处理 1、3、6、14 d的 MO培养离

体中华绒螯蟹卵母细胞。培养后 24 h, 同对照组

相比, ESA 处理不同天数的 MO 均能极显著促进

中华绒螯蟹卵母细胞发育(P<0.01); ESA处理第 6

天 MO 的促进作用最强 , 卵母细胞直径达

(415.39±15.01) μm, 比对照组(335.63±24.43) μm

约增加 23.76%; ESA处理第 14天的MO对卵母细

胞发育的促进作用较第 6天极显著减弱(P<0.01)。

实验组 2 中分别加入 XO-SG 和 ESA 处理后不同

天数的 MO 培养卵母细胞, 培养后 24 h, 同对照

组相比, 该组第 1、3天的 MO对卵母细胞没有显

著影响(P>0.05); ESA处理第 6、14天的 MO使卵

母细胞直径极显著增加(P<0.01), 但比实验组 1

相同天数的卵母细胞直径增加幅度小(P<0.05)。第

1、3 天实验组 2 的卵母细胞的直径要比实验组 1

对应天数的卵母细胞直径极显著减小(P<0.01)。 

2.2  RNA电泳检测 

用紫外分光光度计测量提取的总 RNA OD260nm/ 

OD280nm值, 实验结果表明, 所提总 RNA 的 OD 在

1.8～2.0之间。取 3 μL的总 RNA与 2 μL溴酚蓝缓

冲液混合, 通过 1%琼脂糖凝胶电泳检测 28S、18S

带完整, 样品 RNA纯度和完整性均符合要求。 

2.3  去眼柄对大颚器 FAMeT基因表达的影响 

2.3.1  标准曲线和熔解曲线分析  在不同的稀释

倍数下 FAMeT 和 18SrRNA 基因扩增效率分别为

103.5%和 108.5%。标准曲线的相关系数分别为

0.994 和 0.999。扩增效率以及相关系数均满足实

时定量荧光 PCR的要求。 

对熔解峰图和熔解曲线图分析得出, FAMeT

基因和 18S rRNA 基因的熔解曲线呈单一峰, 无

引物二聚体和非特异性扩增。说明两个基因的引 
 

表 1  ESA 处理后的大颚器(MO)和 X-器官窦腺复合体(XO-SG)对卵母细胞直径的影响 
Tab. 1  Effect of mandibular organ(MO) and X-organ-sinus gland(XO-SG) on oocyte diameters after eyestalk ablation treatment 

                                                                  n=20; x ±SD; μm 

实验组 1 (MO) 
group 1 

实验组 2 (MO+XO-SG) 
group 2 

培养时间 
culture  

time 

对照组 
control 第 1天 

1 d 
第 3天 

3 d 
第 6天 

6 d 
第 14天 

14 d 
第 1天 

1 d 
第 3天 

3 d 
第 6天 

6 d 
第 14天 

14 d 

0 h 
337.22± 
20.67a 

335.69±
19.20a 

332.30± 
16.14a 

332.35± 
23.66a 

334.42± 
19.72a 

336.76± 
23.56a 

336.14± 
21.64a 

336.16± 
20.30a 

339.20± 
25.13a 

24 h 
335.63± 
24.43a 

378.02±
21.64b 

387.14± 
16.24b 

415.39± 
15.01b 

386.40± 
17.89b 

338.42± 
19.94a 

342.89± 
11.01a 

377.24± 
11.22b 

362.83± 
46.96b 

注: 同一行中与对照组相比, 相同字母表示差异不显著(P>0.05), 相邻字母表示差异极显著(P<0.01). 

Note: In the same line, the same letters with control group represent no significant difference (P>0.05).The adjacent letters with control group 
represent exceedingly significant difference (P<0.01). 
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物有很好的特异性, PCR 反应的各项条件都得到

了较好的优化。两个基因均得到了有效而准确的

扩增。 

2.3.2  FAMeT 基因表达的变化   ESA 处理后

FAMeT mRNA表达水平呈上升趋势。以未去眼柄

的中华绒螯蟹 FAMeT mRNA 表达丰度作为对照

组, 在 ESA 处理后的第 1 天和第 3 天, 其表达丰

度同对照组相比无显著性差异(P>0.05), 然而第 6

和 14 天表达丰度同对照组相比极显著上升至

265% (P<0.01, 图 1)。 
 

 
 

图 1  去眼柄对中华绒螯蟹大颚器 FAMeT基因表达的影响 

相同字母表示差异不显著(P>0.05), 相邻字母表示差异极

显著(P<0.01). 

Fig. 1  Effect of eyestalk ablation on FAMeT mRNA level in 
mandibular organ of Eriocheir sinensis 

Same letters represent no significant difference (P>0.05). 
Adjacent letters represent extremely significant difference 

(P<0.01). 
 

3  讨论 

MO 是甲壳动物体内唯一合成 MF 的器官[1], 

其对甲壳动物卵母细胞的发育具有明显的促进作

用[18]。Takac 等[19]在蜘蛛蟹(Libinia emarginata)

的血淋巴、精巢和卵巢中检测到 MF 结合蛋白的

存在, 表明了性腺可能是 MF 的靶器官。红螯光

壳螯虾(Cherax quadricarinatus)MO合成和分泌的

MF 在卵黄发生时期能够激活蛋白激酶 C[20], 刺

激和提高克氏原螯虾(Procambarus clarkii)卵巢的

成熟 [16]。本实验发现 , ESA 处理解除了眼柄中

XO-SG 对 MO 的抑制作用, 使在体的 MO 合成

MF 的能力增强。随着 ESA 处理天数的增加, 到

第 6天解剖出来的 MO对卵母细胞的促进作用最

强 , 卵 母 细 胞 直 径 较 对 照 组 增 加 23.76% 

(P<0.01)。 

为探究 XO-SG对卵母细胞发育的作用, 实验

组 2在 ESA处理不同天数的 MO中加入 XO-SG。

XO-SG 复合体作为甲壳动物神经内分泌调控中

心直接或者间接抑制性腺发育。赵维信等[21]发现

罗氏沼虾(Macrobrachium rosenbergii)眼柄粗提液

能够抑制初级卵黄发生期以及成熟前卵巢的发

育。本实验中, 加入 MO和 XO-SG的实验组同仅

加入 MO 的实验组相比, 卵母细胞的直径明显减

小。这既可能是 GIH 对卵巢有直接的抑制作用, 

也可能是 XO-SG 合成的 MOIH 抑制了 MO 中

FAMeT 酶的活力[22], 导致 MF 能力减弱从而使得

卵母细胞直径减小。 

FAMeT mRNA广泛地存在于甲壳动物的组织

中[13], FAMeT mRNA表达丰度的变化与甲壳动物

的生长发育有密切的关系 [12]。红螯螯虾卵巢中

FAMeT mRNA含量随卵黄发生有一定的变化[23]。

在雌性黄道蟹(Cancer magister)卵黄发生过程中

FAMeT的转录水平增高。ESA处理后的美洲螯龙

虾(Homarus americanus)FAMeT mRNA 的表达水

平在处理后第 1 和 3 天基本保持不变, 第 6 天和

14天 mRNA表达水平上升 300%[24]。在本实验中, 

MO中 FAMeT mRNA表达水平在 ESA处理后第 1

天和 3 天也基本保持不变; 到第 6 天和 14 天

mRNA 的表达量显著上升至对照组的 265%; 与

美洲螯龙虾的变化趋势基本相同。不同物种

FAMeT mRNA表达水平的变化不同, 这可能是由

物种间差异引起的, 环境状况、营养条件以及个

体发育阶段等也可能对其产生影响[25]。 

综上所述, ESA处理后, 眼柄中 XO-SG分泌

的 MOIH被去除, FAMeT mRNA相对表达量上升, 

表明 XO-SG中的 MOIH对 MO中 FAMeT mRNA

的表达有负调控作用。同时证实 ESA处理不同天

数后 MO 中 FAMeT mRNA 升高和 MO 对卵母细

胞生长的促进作用是一致的。MO 中的 FAMeT 

mRNA 表达同 MO 的生物活性有着相关性 , 

FAMeT 是促进甲壳动物性腺成熟重要调节因素。 
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FAMeT expression and ovarian development following eyestalk ab-
lation in Chinese mitten crab (Eriocheir sinensis) 

GUO Min1, WEI Hua1,2, TAO Xianji1, WU Tingting1 

1. College of Fisheries and Life Science, Shanghai Ocean University, Shanghai 201306, China;  
2. Shanghai Vocational and Technical College of Agriculture and Forestry, Shanghai 201600, China 

Abstract: We evaluated the role of methyl farnesoate (MF) during ovarian development in Eriocheir sinensis. We 
cultured oocytes with mandibular organ (MO)as group 1, and oocytes with MO and X-organ-sinus gland (XO-SG) 
as group 2 in vitro. Oocytes cultured with medium were set as control. MO excretion promoted oocyte maturation 
by increasing the oocyte diameter at the 1st, 3rd, 6th, and 14th day after eyestalk ablation, particularly on the 6th day 
(P<0.01). Incubation with XO-SG significantly inhibited oocyte development (P<0.05). We used fluorescent 
quantitative RT-PCR to quantify FAMeT expression. Levels were 265% higher than 6 and 14 days after eyestalk 
ablation, and were significantly higher than that in the control group (without MO) (P<0.01). FAMeT expression 
levels were lower on day 14 than that on day 6 and there was no change on day 1 and day 3 after eyestalk ablation 
(P>0.05). Our results suggest that the functional material in MO induces oocyte maturation, with the effect being 
strongest 6 days after eyestalk ablation. MO FAMeT mRNA was downregulated by the XO-SG causing inhibition 
of oocyte maturation in vitro.  
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