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摘要: 雌二醇(estradiol, E2)是甲壳动物体内重要的性类固醇激素, 对其卵巢发育和卵黄发生起着十分重要的调控

作用。本实验采用免疫组织化学方法系统研究了三疣梭子蟹(Portunus trituberculatus)卵巢发育过程中 E2 在卵巢、

肝胰腺、胸神经节、脑神经节和大颚器中的分布及变化。结果表明: (1) 蟹卵巢中 E2 的免疫阳性主要分布于滤泡细

胞和卵巢发育中后期的卵母细胞细胞质(IIV 期), 卵巢发育过程中卵母细胞细胞质和细胞核中的 E2 免疫阳性均为

先上升后下降的趋势, 最大免疫阳性分别出现在 IV 期和 IIIII 期, 滤泡细胞中始终存在较强的 E2 免疫阳性; (2) 肝胰

腺中的 E2 免疫阳性主要分布于 F 细胞及 R 细胞细胞核中, R 细胞细胞核中的 E2 免疫阳性从 III 期开始显著下降, F

细胞中始终存在较强的 E2 免疫阳性; (3) 卵巢发育(IV 期)的神经组织, E2 主要分布于胸神经团的神经细胞和神经

髓质以及脑神经节神经细胞细胞核内, 其中脑神经节神经细胞细胞核中始终保持着强免疫阳性, 卵巢发育早期

(III 期)胸神经团中的神经髓质中为 E2中等免疫阳性, 神经细胞中一直为弱免疫阳性; (4) 就大颚器而言, E2强免疫

阳性始终存在于大颚器腺细胞的核仁以及细胞核周围的细胞质内。以上结果表明, E2 在三疣梭子蟹卵巢、肝胰腺、

神经组织和大颚器中广泛分布, 且免疫阳性与卵巢发育具有一定的相关性, E2 可能通过作用于多个靶器官来调控

三疣梭子蟹的卵巢发育。 
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性类固醇激素是一类调控甲壳动物生殖过程

的重要性激素, 主要包括雌激素、孕激素和睾酮

类[1]。雌二醇(E2)在甲壳动物卵巢发育过程中起着

十分重要的调控作用[2–3]。E2 在甲壳动物肝胰腺、

卵巢、血淋巴和大颚器等组织中广泛分布[2–5], 绝

大多数甲壳动物卵巢发育期间卵巢、肝胰腺和血

淋巴中 E2 含量表现为先上升后下降的变化模式, 

E2 最高含量通常发生在外源性卵黄合成期的卵母

细胞期[3, 6–7], 且甲壳动物血淋巴和卵巢中的 E2含

量与血淋巴中的卵黄磷蛋白(Vn)含量具有显著正

相关性[7–8]。进一步研究表明, 外源 E2 可以促进多

种甲壳动物的卵黄发生和卵巢发育[9–11]。但是有

关其作用靶点和作用机制还所知甚少。 

三疣梭子蟹(Portunus trituberculatus)是中国

重要的海水养殖经济蟹类, 池塘养殖雌体卵巢发

育不良是影响该产业健康发展的瓶颈问题之一 , 

这严重影响了池塘养殖三疣梭子蟹的食用价值和

经济效益[12–13]。池塘养殖三疣梭子蟹卵巢发育不

良可能与 E2 分泌失调有关, 尽管先前的研究已经

基本探明了三疣梭子蟹卵巢发育过程中 E2 在卵

巢、肝胰腺和血淋巴中的含量变化[7], 但是尚不清

楚 E2 在这些组织中的组织学分布及其变化。深入

理解 E2 对三疣梭子蟹卵巢发育的调控路径, 首先

需要探明三疣梭子蟹卵巢发育期间 E2 的主要靶
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器官及其细胞学分布和变化。鉴于此, 本实验采

用免疫组织化学方法系统研究了三疣梭子蟹卵巢

发育过程中 E2 在卵巢、肝胰腺、脑神经节、胸神

经节和大颚器中的分布与变化, 旨在了解 E2 的可

能作用位点及其细胞学分布变化与卵巢发育的关

系, 为进一步探讨甲壳动物卵巢发育过程中 E2 的

作用机制提供基础资料。 

1  材料与方法 

1.1  实验动物与暂养 

实验用三疣梭子蟹取自于上海水产研究所启

东养殖基地, 采样时间为 2014 年 7 月至 2015 年 4

月, 每月挑选 5~10 只肢体健全的雌蟹活体运输至

上海海洋大学甲壳动物营养繁殖实验室, 在室内

循环水养殖系统中暂养两周后用于实验, 雌蟹体

重为 30~300 g, 甲壳长 5.1~10.5 cm。暂养水族箱

体积 195 L(长×宽×高为 130 cm×60 cm×25 cm), 

水体体积为 120 L 左右, 箱底部铺 5 cm 厚的细沙

供蟹潜伏, 同时放置 2 段无毒 PVC 管(直径 18 cm, 

长 25 cm) 作为隐蔽物, 每箱放 5 只蟹, 暂养期间

每日 19:00按照蟹体重的 5%~10%投喂缢蛏, 翌日

10:00 清理残饵和粪便, 水源为曝气后的自来水

和盐卤的混合物, 自然光照, 实验期间水温 16~ 

28 , ℃ 盐度 21~25, pH 7.0~9.0, 溶氧>5 mg/L; 氨氮   

<0.5 mg/L, 亚硝酸盐<0.10 mg/L。 

1.2  实验取样与卵巢分期 

实验用蟹暂养 1 周后进行活体解剖, 解剖前

将实验用蟹在冰上麻醉后吸干体表水分, 然后称

重并测量其甲壳长、甲壳宽。解剖后取出所有的

卵巢和肝胰腺组织, 准确称重并记录, 据此计算

卵巢指数(GSI=卵巢质量/蟹质量×100%)。同时取

小块卵巢、肝胰腺、大颚器、Y 器官、视神经节、

脑神经节、胸神经团和肌肉, PBS 漂洗后固定在

4%多聚甲醛中(PFA), 4℃过夜[14]。根据吴旭干等[16]

的方法将三疣梭子蟹卵巢发育分为 5 期。每个卵

巢发育期均重复固定 3~5 只雌蟹的不同组织, 以

便进行后续免疫组化研究。 

1.3  主要试剂 

一抗为小鼠抗 E2 单克隆抗体(货号: ab131413)

购自英国 Abcom 生物公司; 二抗为浓缩型 SABC- 

FITC(小鼠 IgG)试剂盒(货号: SA1062)、0.01 mol/L 

PBS 缓冲液(pH 7.2~7.6, 货号: AR0030)购自武汉

博士德生物工程有限公司 ; 3%双氧水 (货号 : 

A501976-0500)购自生工生物 ( 上海 ) 股份有限   

公司。 

1.4  免疫组化 

取 4℃ PFA 过夜固定后的组织进行蔗糖梯度

脱水, OCT 包埋后于–20℃ [16]的条件下进行连续

切片(Leica 切片机, 型号: Leica CM1950, 德国

Leica 公司生产), 切片厚度为 5~7 μm。PBS 洗涤

5 min 后用 0.3%的双氧水室温处理 20 min 以抑制

内源性过氧化物酶的活性。PBS洗涤 3次(2~5 min/

次)后再用 10%正常浓缩山羊血清(PBS 配制)孵育

1 h 以封闭非特异性的吸附位点, 从而降低非特

异性的背景染色。PBS 洗涤 3 次(2~5 min/次)后滴

加 E2抗体(稀释体积比 1∶50), 4℃孵育过夜(18 h)。

PBS 漂洗 3 次后(2~5 min/次)滴加生物素化羊抗小

鼠 IgG(稀释体积比 1∶100), 37℃条件下孵育 1 h; 

PBS 漂洗 3 次后(2 min/次), 滴加链霉亲和素–生

物素复合物FITC(稀释体积比 1∶100), 37℃条件

下孵育 1 h; PBS 漂洗 3 次后(5 min/次)后于 Leica 

DM4000B(DFC550)智能型倒置荧光显微镜下观

察效果。观察后的切片用蒸馏水洗涤后采用苏木

精–伊红复染 , 最后中性树胶封片以用于染色对

照。根据染色的深浅, 将免疫阳性强弱分为强免

疫阳性、中等免疫阳性、弱免疫阳性和阴性, 分

别记为“+++”、“++”、“+”和“–”。同时另取 Bouin

氏液固定的组织进行常规 HE 染色, 以用于组织

学观察, 具体方法参照吴旭干等[16]的实验方法。 

2  结果与分析 

2.1  E2 在卵巢中的分布和变化  

在卵巢发育期间, E2 在卵母细胞细胞核和细

胞质中的分布和阳性强度不同, 但滤泡细胞中则

一直呈 E2 强阳性(表 1)。I 期卵巢中, 卵原细胞内

无 E2 阳性存在(图版 I–1); II 期卵巢中, 卵母细胞

的细胞质和细胞核中开始出现阳性, 分别呈 E2 弱

阳性和中等阳性 (图版 I–3); III期卵巢中, 卵母细

胞的细胞核增强至 E2 中等阳性, 而细胞质阳性不

变(图版 I–5); IV 期卵巢中卵母细胞的细胞质增强

至 E2强阳性, 而细胞核的 E2阳性则减弱至弱阳性

(图版 I–7); V 期卵巢中, 由于核偏位未发现细胞
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核, 而细胞质中 E2 阳性减弱至中等阳性(图版 I–9)。 

2.2  E2 在肝胰腺中的分布和变化  

在卵巢发育期间, 肝胰腺中 F 细胞的 E2 阳性

不随卵巢发育而改变, 一直呈 E2 强阳性反应(表

1, 图版 I–11~19)。而在 R 细胞核早期(I–III 期)呈

E2 强阳性(图版 I–11, 13, 15), IV 期时减弱至 E2 中

等阳性(图版 I–17); V 期继续减弱至 E2 弱阳性。 

2.3  E2 在神经组织和大颚器中的分布和变化 

在卵巢发育期间, E2 主要分布于胸神经团的

神经细胞和神经髓质(表 2, 图版 II–1~10), 其中

神经髓质中 E2 阳性随着卵巢发育呈增强的趋势, 

而神经细胞中则始终呈 E2 弱阳性(表 2)。在脑神

经节中, E2 阳性出现于脑神经节神经细胞的细胞

核内, 并始终保持着强阳性反应(表 2, 图版 II– 

11~18)。 

在卵巢发育期间, E2 强阳性始终存在于大颚

器腺细胞的核仁以及细胞核周围的细胞质内(表2, 

图版 II–19)。 

3  讨论 

3.1  E2 的分布变化与卵巢发育的关系 

先前研究表明，三疣梭子蟹卵巢发育过程中, 

E2 在卵巢、肝胰腺和血淋巴中的含量呈先上升后

下降的趋势, 卵巢和血淋巴中的 E2 含量在外源性

卵黄合成早期(卵巢 III 期)和卵黄发生旺期(IV 期)

都很高, 肝胰腺中的 E2 含量仅在卵巢 III 期达到

峰值, 此后迅速下降[7]。本研究发现，在三疣梭子

蟹卵巢发育过程中, 卵母细胞中的 E2 免疫阳性同

样呈现出先上升后下降的趋势, 且在卵巢发育 IV

期卵母细胞的细胞质内达到最大免疫阳性, 这与

其卵巢中的 E2 含量变化规律相一致; 卵母细胞细

胞核内的免疫阳性则在卵巢 II 期和 III 期最强, 此

后便开始下降, 这可能是因为三疣梭子蟹卵巢发

育 III 期后, 肝胰腺成为最主要的卵黄合成位点[8, 17], 

因此与卵母细胞细胞核结合的 E2 有所下降; 三疣

梭子蟹卵巢发育过程中(V 期滤泡被积压很难发 
 

表 1  三疣梭子蟹卵巢发育期间卵巢和肝胰腺细胞中的 E2 分布和变化 
Tab. 1  The distribution and change of E2 on the ovary and hepatopancreas during the ovarian development of P. trituberculatus 

细胞类型 cellular type 
卵巢分期

ovarian stage 滤泡细胞
follicle cell 

生殖细胞胞质 
cytoplasm of germ 

生殖细胞核 
nucleus of germ

R 细胞核 
nucleus of resorptive cell

F 细胞胞质和胞核 
cytoplasm and nucleus of fibrillar cell

I +++ － － +++ +++ 

II +++ + ++ +++ +++ 

III +++ ++ ++ +++ +++ 

IV +++ +++ + ++ +++ 

V NF ++ NF + +++ 

注: “+ + +”表示强免疫阳性, “+ +”表示中等免疫阳性, “+”表示弱免疫阳性, “－”表示阴性; “NF”表示未发现. 

Note: “+ + +” means strongly positive; “+ +” means moderately positive; “+” means weakly positive; “－” means negative. “NF” means not 

findable. 
 

表 2  三疣梭子蟹卵巢发育期间胸、脑神经节和大颚器中的 E2 分布和变化 
Tab. 2  The distribution and change of E2 on the thoracic ganglion, brain ganglion and the mandibular  

organ during the ovarian development of P. trituberculatus 

组织类型 tissue type 

胸神经节 thoracic ganglion 脑神经节 brain ganglion 
卵巢分期 

ovarian stage 大颚器腺细胞 
gland cell of mandibular organ 神经细胞 nerval cell 神经髓质 nerve medulla 神经细胞细胞核 nucleus of nerval cell

I +++ + ++ +++ 

II +++ + ++ +++ 

III +++ + +++ +++ 

IV +++ + +++ +++ 

V +++ + +++ +++ 

注:  “+ + +”表示强免疫阳性, “+ +”表示中等免疫阳性, “+”表示弱免疫阳性,  

Note: “+ + +” means strongly positive; “+ +” means moderately positive; “+” means weakly positive. 
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图版 I  三疣梭子蟹卵巢发育过程中各期卵巢和肝胰腺中 E2 的免疫阳性分布 

1. I 期卵巢(荧光显色); 2. I 期卵巢(HE); 3. II 期卵巢(荧光显色); 4. II 期卵巢(HE); 5. III 期卵巢(荧光显色); 6. III 期卵巢(HE); 7. 

IV 期卵巢(荧光显色); 8. IV 期卵巢(HE); 9. V 期卵巢(荧光显色); 10. V 期卵巢(HE); 11. I 期肝胰腺(HE); 12. I 期肝胰腺(HE); 13. 

II 期肝胰腺(荧光显色); 14. II 期肝胰腺(HE); 15. III 期肝胰腺(荧光显色); 16. III 期肝胰腺(HE); 17. IV 期肝胰腺(荧光显色); 18. 

IV 期肝胰腺(HE); 19. V 期肝胰腺(荧光显色); 20. V 期肝胰腺(HE) 

B: 泡状细胞; EN: 内源性卵黄合成前卵母细胞; EX: 外源性卵黄合成前卵母细胞; F: 纤维细胞; FC: 滤泡细胞;  

MO: 成熟卵母细胞; N: 细胞核; NO: 近成熟期卵母细胞; PRO: 卵黄合成前卵母细胞; OG: 卵原细胞; R: 吸收细胞. 

Plate I  Distribution of positive estradiol in the ovary and hepatopancreas during the ovarian development of P. trituberculatus 
1. ovary at stage I (fluorescence staining); 2. ovary at stage I (HE); 3. ovary at stage II (fluorescence staining); 4. ovary at stage II 

(HE); 5. ovary at stage III (fluorescence staining); 6. ovary at stage III (HE); 7. ovary at stage IV (fluorescence staining); 8. ovary at 
stage IV (HE); 9. ovary at stage V (fluorescence staining); 10. ovary at stage V (HE); 11. hepatopancreas at stage I (fluorescence  

staining); 12. hepatopancreas at stage I(HE); 13. hepatopancreas at stage II (fluorescence staining); 14. hepatopancreas at stage II (HE);  
15. hepatopancreas at stage III (fluorescence staining); 16. hepatopancreas at stage III (HE); 17. hepatopancreas at stage IV (fluorescence 
staining); 18. hepatopancreas at stage IV (HE); 19. hepatopancreas at stage V (fluorescence staining); 20. hepatopancreas at stage V (HE). 

B: blisterlike cells; EN: endogenous vitellogenic oocyte; EX: exogenous vitellogenic oocyte; F: fibrillar cell; FC: follicular cell;  
MO: mature oocyte; N: nucleus; NO: nearly mature oocytes; PRO: previtellogenic oocyte; OG: oogonium; R: resorptive cell. 
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图版 II  三疣梭子蟹卵巢发育过程中各期胸神经节、脑神经节和大颚器中 E2 的免疫阳性分布 

1. I 期胸神经节(荧光显色); 2. I 期胸神经节(HE); 3. II 期胸神经节(荧光显色); 4. II 期胸神经节(HE); 5. III 期胸神经节(荧光显色); 

6. III 期胸神经节(HE); 7. IV 期胸神经节(荧光显色); 8. IV 期胸神经节(HE); 9. V 期胸神经节(荧光显色); 10. V 期胸神经节(HE); 

11. II 期脑神经节(荧光显色); 12. II 期脑神经节(HE); 13. III 期期脑神经节(荧光显色); 14. III 期脑神经节(HE); 15. IV 期脑神经节

(荧光显色); 16. IV 期脑神经节(HE); 17. V 期脑神经节(荧光显色); 18. V 期脑神经节(HE); 19. III 期大颚器(荧光显色); 20. III 期

大颚器(HE). NC: 神经细胞; NM: 神经髓质; C: 细胞质; GC: 腺细胞; N: 细胞核. 

Plate II  The distribution of positive estradiol in the nervous tissues and mandibular organ during the ovarian development of P. trituberculatus 
1. thoracic ganglion at stage I (fluorescence staining); 2. thoracic ganglion at stage I (HE); 3. thoracic ganglion at stage II (fluorescence 
staining); 4. thoracic ganglion at stage II (HE); 5. thoracic ganglion at stage III (fluorescence staining); 6. thoracic ganglion at stage 
III (HE); 7. thoracic ganglion at stage IV (fluorescence staining); 8. thoracic ganglion at stage IV (HE); 9. thoracic ganglion at stage 

V (fluorescence staining); 10. thoracic ganglion at stage V (HE); 11. brain ganglion at stage II (fluorescence staining); 12. brain 
 ganglion at stage II (HE); 13. brain ganglion at stage III (fluorescence staining); 14. brain ganglion at stage III (HE); 15. brain  

ganglion at stage IV (fluorescence staining); 16. brain ganglion at stage IV (HE); 17. brain ganglion at stage V (fluorescence staining);  
18. brain ganglion at stage V (HE); 19. mandibular organ at stage III (fluorescence staining); 20. mandibular organ at stage III (HE).  

NC: nerve cells; NM: nerve medulla; C: cytoplasm; GC: gland cell; N: nucleus. 
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现)滤泡细胞中始终存在强 E2 免疫阳性, 这是因

为滤泡细胞是甲壳动物 E2或卵黄蛋白原(Vg)的合

成或中转位点之一[18–20], 滤泡细胞中的 E2可能参

与调控滤泡中的卵黄蛋白原的合成和运输[21–22]。 

肝胰腺不仅是甲壳动物的消化吸收和营养物

质储存器官, 而且是甲壳动物外源性 Vg 的合成

场所[8, 17, 23–24], 但到目前为止尚不清楚肝胰腺中

的何种细胞可以合成 Vg。本研究结果表明, 在三

疣梭子蟹卵巢发育过程中 R 细胞核中的免疫阳性

呈现出下降趋势, 这可能与两个原因有关: (1) 三

疣梭子蟹卵巢发育过程中肝胰腺中 E2 含量在卵

巢发育 III–V 期为显著下降趋势[7], 故 R 细胞中的

E2 免疫阳性降低。(2) 卵巢发育中期 R 细胞早期

可能具有一定的 Vg 合成能力, 需要一定的 E2 通

过核受体作用机制合成 Vg, 但是卵巢发育后期主

要功能为存储脂肪, 因此此时肝胰腺中 E2 含量降

低[11, 17]; 卵巢发育过程中, F 细胞质和核均呈现

较强的 E2 免疫阳性, 这是因为 F 细胞可能是三疣

梭子蟹肝胰腺中 Vg 合成的主要场所, 卵巢发育

中后期 Vg 在 F 细胞中始终存在[11]。 

脑神经节和胸神经节是甲壳动物非常重要的

神经内分泌器官, 其分泌的促性腺激素(GSH)在

卵巢发育过程中起到非常重要的调节作用[25–27]。

研究表明, 甲壳类的 GSH 可能包含有促卵泡激素

(FSH)和黄体生成素(LH)样物质, 两者协同作用, 

以刺激卵巢 E2 的分泌[28]。在本研究中, E2 免疫阳

性一直存在于脑神经节中的神经细胞的细胞核 , 

可能的原因是雌激素通过作用于脑神经节中的受

体, 直接或间接激发促性腺激素释放激素(GnRH)

的分泌, 从而调控性腺发育, 类似的研究在鱼类

上已经被证明[29]。大颚器是甲壳动物重要的生殖

内分泌器官, 其分泌的甲基法尼酯(MF)在甲壳动

物生殖繁育、蜕皮和幼体发育等生理活动中起到

十分重要的作用[30–32]。有研究表明在蜘蛛蟹的性

腺中可检测到 MF 结合蛋白的存在, 这就表明性

腺可能是 MF 的靶器官[33]。此外, 高浓度的 E2 可

抑制大颚器中 MF 的合成[34], 而三疣梭子蟹大颚

器腺细胞中始终存在 E2免疫阳性, 这暗示 E2可能

通过调节 MF 的合成来调控甲壳动物的卵巢发育, 

具体调控机制有待进一步研究。 

3.2  E2 在卵巢发育过程中的可能作用机制 

研究表明, 甲壳动物卵巢发育受到 E2 的调控

作用[9], 但相关的作用机制不详[35]。大量脊椎动

物的研究结果表明, 雌激素调控卵巢发育和卵黄

发生主要通过基因组(核受体模式)和非基因组(膜

受体模式)两种途径 [36–38]。尽管通过免疫组化和

Western Blotting 已经发现三疣梭子蟹两种雌激素

核受体类似物免疫阳性的存在[11], 但迄今为止节

肢动物基因组中尚未发现雌激素核受体的基因序

列, 且未见一种节肢动物的核受体基因被功能性

的确认[35, 39]。有研究认为, 节肢动物在进化过程

中丢失了雌激素受体[40]。 

雌激素相关受体基因(estrogen-related receptor, 

ERR)与 ER 具有非常高的同源性, 尤其是在 DNA

结合域上[41]。研究表明, 在人肿瘤细胞中, ERR

以单体或者二聚体的形态与 ER 通过竞争结合细

胞内的 DNA 位点和辅助因子来干扰 ER 的转录活

动[42]。此外, ERR 还可与共激活因子 PGC-1α 相互

作用参与细胞线粒体的生物合成、氧化磷酸化和脂

类代谢中[43]。在果蝇(Drosophila melanogaster)胚胎

ERR 突变体中, ERR 的缺失并不会影响正常的胚

胎发育和一龄幼体的发育, 但会导致二龄幼体的

代谢功能下降进而致死[44]。尽管 ERR 不能与 E2

相结合, 但其在哺乳动物和鱼类的性腺发育、胚

胎发生以及能量代谢等生殖生长过程中起着十分

关键的调控作用[45–46], 其 mRNA 的表达水平受到

E2 的 调 控 [47–48], 但 硬 骨 鱼 类 和 哺 乳 动 物 的

ERR-mRNA 表达水平对外源 E2 的响应有所不同。

而三疣梭子蟹的 ERR 基因 cDNA 全长已被克隆, 

且 ERR-mRNA 表达水平受到外源 E2 的调控, 这

暗示 E2 可能是通过 ERR 信号通路来调节三疣梭

子蟹卵巢发育。在本研究结果发现, E2 在三疣梭

子蟹卵巢、肝胰腺、神经组织和大颚器中广泛分

布, 且免疫阳性与卵巢发育具有一定的相关性, 由

此推测 E2 可能通过作用于多个靶器官来调节激素

的分泌, 从而参与 ERR 信号通路来调节卵巢发育。 
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Abstract: 17β-Estradiol (E2) is among the most important sex steroid hormones during ovarian development and 
vitellogenesis in crustaceans. In this study, an immunofluorescence assay was used to identify the immunopositive 
distribution and variations in E2 in the ovary, hepatopancreas, thoracic ganglia, brain ganglion, and the mandibular 
organ during ovarian development in the swimming crab, Portunus trituberculatus. The results showed that E2 was 
mainly distributed in the follicular cells and the cytoplasm of late-stage oocytes (II–V). Follicular cells stained 
strongly positive for E2 at all ovarian stages; the immunoreactivities of E2 in the oocyte cytoplasm and nucleus 
trended as “low-high-low”, and maximum positive staining appeared during ovarian stage IV and stages II–III, 
respectively. In the hepatopancreas, E2-positive staining was mainly distributed in F cells and R nuclei, and E2 

immunoreactivity in the R nucleus tended to decrease from stages III to IV. However, strong positive E2 immuno-
reactivity was always detected in F cells at all ovarian stages. E2 was mainly distributed in neurons, the nerve 
medulla of thoracic ganglia, and cell nuclei of cerebral ganglion nerve cells during the early stages of ovarian de-
velopment (I–II). E2 immunore activity in the nerve medulla of the thoracic ganglion was moderately positive, 
where as neurons were always weakly positive. Strong positive E2 staining was always distributed in the nuclei of 
mandibular gland cells and the cytoplasm around mandibular gland cellnuclei. These results suggest that E2 is 
widely distributed in the ovary, hepatopancreas, thoracic ganglion, cerebral ganglion, and mandibular gland of P. 
trituberculatus, and a correlation was detected between E2 immunoreactivity and ovarian developmental stage. E2 
may act through multiple target organs to regulate ovarian development in P. trituberculatus. 
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