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咪唑类物质KK-42对日本沼虾表皮矿化的影响

杜娟,张俊芳,岳凯迪,彭彦新,杨洪,宁黔冀

(河南师范大学 生命科学学院,河南 新乡453007)

摘 要:甲壳动物为了生长必须周期性地褪去旧表皮,新表皮的形成及矿化与蜕皮周期密切相关.前期研究发

现,KK-42能够缩短日本沼虾蜕皮周期、加速表皮的形成.为了进一步探究KK-42对表皮矿化的影响,以矿化相对稳

定的蜕皮间期(C期)头胸甲表皮为参照,选择蜕皮后3,6,12h的头胸甲,采用扫描电镜/能谱仪法(SEM/EDX),在

超微水平初步研究了表皮的矿化进程及KK-42处理对表皮矿化的影响.结果显示,对照组头胸甲表皮中钙、镁、磷信

号在蜕皮后3h开始出现,6h钙、磷信号在上/外表皮的边缘处密集分布,此后逐渐向表皮内侧延伸.镁信号一直呈

弥散状分布.半定量数据分析显示,与蜕皮后3h相比,6,12h及C期表皮中,钙原子比例分别提高了67.86%(P<

0.01),402.78%(P<0.01),2191.67%(P<0.01);镁原子比例分别提高了95.92%(P<0.05),122.45%(P<0.05),

165.31(P<0.05);磷原子比例分别提高了82.46%(P<0.05),205.26%(P<0.01),591.23(P<0.01).在KK-42处理

组,蜕皮后3,6,12h,表皮中的钙、磷信号分布一直呈离散状,钙原子比例分别比对照组降低了16.67%(P>0.05),

45.54%(P<0.05),52.5%(P<0.01),磷原子比例分别比对照组降低了15.79%(P>0.05),45.19%(P<0.05),50%
(P<0.01);C期表皮中的钙、磷信号出现密集现象,但信号强度比相应对照组分别低31.88%(P<0.01)和5.08%
(P>0.05).KK-42处理后镁信号的分布和强度与对照组均无明显差异.结果表明:日本沼虾表皮的矿化始于蜕皮后

3h,KK-42处理能明显抑制日本沼虾头胸甲表皮的矿化,表皮中钙、磷的沉积显著降低.
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甲壳动物被覆坚硬的表皮,来维持身体结构和防御天敌.甲壳动物表皮是生物矿物典型代表,由外向内

分为3层:上表皮、外表皮和内表皮.上表皮主要由脂类和蛋白质构成,而外表皮和内表皮由几丁质-蛋白质

微纤维网架构成,矿化的主要成分是碳酸钙,以结晶方解石或无定形碳酸钙的形式存在,镁和磷的含量较

低[1-2].为了生长甲壳动物必须周期性地替换表皮[3],因此,蜕皮周期和表皮的形成及矿化有密切的关系[4].
在蜕皮前期,原有旧表皮下形成新的上表皮和未矿化的新外表皮,旧表皮中一部分碳酸钙被重吸收;在蜕皮

后期,内表皮形成的同时内、外表皮起始矿化[5];间期表皮发育完全,高度矿化.如此周而复始,从而完成其生

长发育.虽然矿化是从蜕皮后期开始,对于不同甲壳动物矿化起始的确切时间和矿化进程的报道尚未多见,
且对于矿化的研究多集中于体型较大的甲壳动物,如美洲螯龙虾(Homarusamericanus)、克氏原鳌虾(Pro-
cambarusclarkii)、蓝蟹(Callinectessapidus)[6-7],而关于体型较小的日本沼虾(Macrobrachiumnippon-
ense)等甲壳动物的表皮矿化研究报道较少.

KK-42(1-苯甲基-5-[反-2,6-二甲基-1,5-庚二烯]咪唑)常被用作昆虫生长调节剂[8],而甲壳动物的发育

与昆虫具有相似性.前期研究表明,KK-42能够缩短日本沼虾蜕皮周期[9]以及加速表皮的形成[10],为了进一

步探究KK-42对表皮矿化的影响,本文选取蜕皮后以及矿化相对稳定的蜕皮间期(C期)的日本沼虾,首次

采用石蜡切片的扫描电镜(SEM)观察方法[11]和X-射线光电子能谱(EDX)分析,在超微水平研究KK-42对

表皮矿化的影响,旨在为阐明KK-42缩短蜕皮周期、加速表皮形成的机制提供理论支持.
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1 实验方法

1.1 材料及实验动物处理

选取健康日本沼虾(河南原阳黄寺渔场提供)幼虾(体长2.0~2.5cm),饲养于水族箱中,水温

(25±1)℃,每日早晚各投喂1次,1周后用于实验研究.
文献[12]的方法鉴定蜕皮周期.选取处于蜕皮前晚期的健康日本沼虾,逐只放于水族箱的网格中,每2h

观察一次.蜕皮后立即进行如下处理:12只蜕皮后立即用1.95×10-4mol/L的KK-42溶液浸泡1min[9]后
迅速取出,为处理组;12只蜕皮后立即用不含KK-42的溶液浸泡1min后取出,为对照组.两组处理后继续

于水族箱的网格中单独饲养,分别于蜕皮后3,6,12h及进入C期时(蜕皮后2d)取鳃区头胸甲用于表皮矿

化的研究.每组每个时间点取3只.
1.2 扫描电镜观察及能量色散X-射线(EDAX)分析

将鳃区头胸甲剪成4~6mm的小块,Davidson'sfixative(DF)固定液[13]于4℃固定24h,流水冲洗1h,
系列酒精脱水,正丁醇过夜透明,石蜡包埋,Leica切片机(德国Leica,RM2245)上行横切和矢状切,切片厚

6μm,将蜡片贴于14mm×14mm 盖玻片上烘干,经60℃二甲苯脱蜡3d,更换3次二甲苯,将含材料的盖

玻片贴于场发射扫描电镜(蔡司,SUPPA40)用的样品台上,离子溅射仪(中科科仪,SBC-12)镀膜喷金后,用
扫描电镜观察、拍摄并编号保存.将采集到的照片导入能谱分析软件(OXFORDINSTRCMENTS,X-
MAX20),选择分辨率后进行面扫,采集时间为300s,采集后对结果进行分析.本次实验使用的标准样品为:

CaWollastonite1-Jun-199912:00AM;MgMgO1-Jun-199912:00AM;PGaP1-Jun-199912:00AM.
1.3 统计学方法

采用SPSS统计软件中单因素方差(ANOVA)和Ducan检验法进行统计学分析,其中P<0.05表示显

著性差异,P<0.01表示极显著差异.

2 结 果

2.1 日本沼虾头胸甲表皮的矿化进程

蜕皮后3h,钙信号已在上表皮和外表皮均匀分布,但较为稀疏(图1(a));蜕皮后6h,钙信号在上表皮

和外表皮的交界处密集分布(图1(a)),提示表皮矿化速率加快;至12h,上、外表皮交界处密集分布的钙信

号区域增厚,并向外表皮内侧的方向延伸(图1(a));进入C期时,钙信号密集分布于头胸甲表皮的各层,外
表皮中钙信号尤为强烈(图1(a)).镁信号在蜕皮后期及C期始终呈弥散状分布,而磷信号分布模式与钙信号

相同(图1(a)).半定量数据分析支持能谱元素分布图的观察结果(图2).与蜕皮后3h相比,6,12h及C期

表皮中钙、镁、磷原子比例均相应增加,其中,钙原子比例分别提高了67.86%(P>0.01),402.78%(P<
0.01),2191.67%(P<0.01)(图2(a)),镁原子比例分别提高了95.92%(P<0.05),122.45%(P<0.05),

165.31(P<0.05)(图2(b)),磷原子比例分别提高了82.46%(P<0.05),205.26%(P<0.01),591.23%(P<
0.01)(图2(c)),表明表皮中钙、镁、磷含量逐渐增多,表皮逐渐矿化.
2.2 KK-42对头胸甲表皮矿化的影响

SEM观察结果显示,处理组头胸甲表皮在厚度、板层结构及层数、板层中孔道形状方面与对照组均无明

显差异,但钙、磷信号的分布和强度与对照组相比有明显差异.蜕皮后3~12h,头胸甲表皮中的钙、磷信号一

直呈离散状分布,表明矿化程度较低(图1(b)),钙原子比例分别比对照组降低了16.67%(P>0.05),

45.54%(P<0.05),52.5%(P<0.01),磷原子比例分别比对照组降低了15.79%(P>0.05),45.19%(P<
0.05),50%(P<0.01);C期钙、磷信号在内、外表皮密集分布,但钙、磷信号强度比相应的对照组低31.88%
(P<0.01)(图2(a))和5.08%(P>0.05)(图2(c)).KK-42处理后镁信号的分布和强度与对照组均无明显差

异.结果显示KK-42处理能抑制日本沼虾蜕皮后头胸甲表皮的矿化.
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3 讨 论

快速发展的电镜能谱技术能够测试元素周期表中几乎所有的元素,并能给出所测元素的浓度值,元素含

量分析误差小于5%[14],因此采用该方法检测日本沼虾表皮中钙元素含量,以此来分析表皮矿化进程.
矿化是甲壳动物表皮独有的特征,其过程受到严谨的时空调节:表皮矿化的空间调节最典型的例证是甲

壳动物身体的不同部位矿化程度不同;矿化必定是从动物脱去旧表皮后开始,这是表皮矿化时序性调节的典

型例证.不同甲壳动物表皮矿化的时程差异较大,如蓝蟹(C.sapidus)表皮在蜕皮后3h即沿着上表皮/外表

皮边界出现密集钙信号,并向逐渐外表皮内侧延伸[15].而本研究发现日本沼虾在蜕皮后6h,上/外表皮的边

缘处才开始出现密集钙信号(图1(a)).在甲壳动物表皮中,磷酸盐的主要作用是与无定形碳酸钙共沉淀以稳

定其结构[16].本研究发现蜕皮后日本沼虾表皮中磷元素的分布及含量变化趋势与钙元素相同,进一步验证

了此观点.
甲壳动物表皮中大部分成分是无机物,主要是碳酸钙,一小部分是有机物,主要是几丁质、蛋白质等有机

基质,通常认为有机基质特别是蛋白质可以调节生物矿物的沉积[3].表皮中的蛋白质种类较多,其中分布最

广泛且与表皮厚度、蜕皮周期关系最为密切的蛋白质,因能与几丁质结合构成表皮结构支架,所以被称为几
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丁质结合蛋白(Chtin-BindingProteins,CBPs),由表皮上皮细胞合成并分泌进入表皮,参与新表皮的形

成[17].迄今为止,已经在甲壳动物表皮中鉴定出多种与矿化相关的几丁质结合蛋白,如在克氏原鳌虾表皮中

纯化出含65个氨基酸残基的钙化相关肽-2(calcification-associatedpeptide,CAP-2)[4],CAP-2基因主要在

蜕皮后期表达,该蛋白在体外能与几丁质结合,并且具有抑制碳酸钙沉积的能力,因此推测CAP-2可能作为

表皮钙化过程的成核剂;日本对虾表皮中的crustocalcin(CCN)[18]蛋白能通过诱导成核促进表皮中碳酸钙

晶体的形成,其mRNA主要表达于蜕皮后期.这些研究表明蜕皮后期表皮中的几丁质结合蛋白能控制表皮

的钙化.本研究结果显示,KK-42处理导致日本沼虾头胸甲表皮矿化时程的延迟和矿化程度的减弱,这可能

与KK-42处理能显著抑制某些CBPs基因在蜕皮后期表皮中的表达有关[19],具体机制尚待进一步研究.
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EffectofimidazolederivativeKK-42onmineralizationof
thecuticleinMacrobrachiumnipponense

DuJuan,ZhangJunfang,YueKaidi,PengYanxin,YangHong,NingQianji

(CollegeofLifeSciences,HenanNormalUniversity,Xinxiang453007,China)

Abstract:Crustaceanshavetoreplacetheoldcuticleperiodicallytopermittheirgrowth,thusthemoltcycleisclosely
relatedtotheformationandmineralizationofthenewcuticle.InpreviousstudieswefoundthatKK-42treatmentcouldshorten
moltcycleandacceleratetheformationofthecuticleinMacrobrachiumnipponense.Toexplorethepossiblemechanismof
KK-42,carapacesat3,6and12hwereemployedtoinvestigatecalcificationofcuticleandtheeffectofKK-42treatmenton
calcificationatultrastructurallevelusingtheobservationofparaffinsectionbyscanningelectronmicroscope-energydispersive
spectrometer(SEM-EDS)withreferenceofcarapacesatintermolt(Cstage)duringwhichmineralizationofthecuticleisrela-
tivelystable.Theresultsshowedthatcalciummagnesiumandphosphoroussignalsbegantoappearinthecuticleat3hafterec-
dysis.Calciumandphosphoroussignalsbecamedenseandextendedfromtheepicuticle/exocuticleboundarytotheinnersideof
cuticleincontrolgroupat6hafterecdysis.Magnesiumsignalsweredispersivelydistributed.Semi-quantitativedataanalysis
showedthat,comparedwithcontrolgroupof3hafterecdysis,at6,12haftermoltingandCstage,atomicpercentofcalcium
increasedby67.86%(P<0.01),402.78%(P<0.01)and2191.67%(P<0.01)respectively,atomicpercentofmagnesiumin-
creasedby95.92%(P<0.05),122.45%(P<0.05),165.31(P<0.05)respectively,atomicpercentofphosphorousimproved
by82.46%(P<0.05),205.26%(P<0.01),591.23(P<0.01)respectively.InKK-42treatmentgroup,thedistributionofcal-
ciumandphosphoroussignalsincuticlewasdiscreteduring3,6,12hafterecdysis.Comparedwiththecorrespondingcontrol

group,atomicpercentofcalciumdecreasedby16.67%(P>0.05),45.54%(P<0.05)and52.5%(P<0.01)respectively,a-
tomicpercentofmagnesiumdecreasedby15.79%(P>0.05),45.19%(P<0.05),50%(P<0.01)respectively.Calciumand
magnesiumsignalsweredenseuntilCstage,butthesignalintensitywas31.88%(P<0.01)and5.08%(P>0.05)lowerthan
thatincontrolgrouprespectively.Nosignificantdifferenceinthedistributionandintensityofmagnesiumsignalswasobserved
betweenthecontrolandtreatmentgroup.TheresultsindicatedthatmineralizationofcuticleinM.nipponensestartedin3haf-
termolt,andKK-42treatmentcouldsignificantlyinhibitthemineralizationofcarapacecuticle,fordepositionofcalciumand

phosphorousinthecuticledecreasedsignificantly.
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