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摘要 神经肽广泛存在于动物的中枢神经系统和内分泌系统中, 并作为细胞间信息传导的信号分子, 在许多生理

过程(如行为控制、体温调控、能量平衡、昼夜节律等)中起着重要的调控作用. 本文主要关注在中枢神经系统

中, 控制特定行为的神经环路中的神经元所释放的神经肽及其功能. 由于脊椎动物的神经环路比较复杂, 在特定

的系统中研究清楚所有或大部分的神经肽种类及其功能具有很大的挑战性, 因此神经科学家采用诸多无脊椎动

物作为模式动物, 用来发现新颖的神经肽及其受体, 并研究这些神经肽和受体的功能. 本文概述了神经肽的基本

特征、作用方式及生理功能的研究方法, 并着重对具有实验优势的软体动物——海兔的神经肽研究进展进行了

综述. 强调了神经肽/受体信号系统的多样性及其研究的挑战性. 相信这些研究成果对包括哺乳动物在内的脊椎

动物的神经肽功能和机制研究起到指导或借鉴作用.
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动物的绝大多数行为(如摄食和位置移动)均可称

为动机性行为. 动机性行为的一大特征在于此类行为

的发生、终止及转换, 以及进行快慢或强度, 不仅取

决于外在的感觉输入, 也受动物的内在状态或动机状

态(如饿或饱)调控. 动机状态可影响多种行为的表达,
例如, 饥饿状态可以促进动物对食物的搜寻和摄取,
而饱腹状态却会抑制动物对食物的搜寻和摄取. 大量

现代神经科学证据提示动机状态主要是由神经调质

(如生物胺和神经肽)介导
[1~7]. 因为动物行为都受中枢

神经系统的神经环路控制, 所以特定神经元释放的神

经调质也是通过作用于特定神经环路的神经元来起作

用的(图1). 具体讲, 在多种情况下(如在行为状态转变

过程中), 神经调质作用于特定神经元的代谢型受体

(如G蛋白耦联受体(G protein coupled receptor,
GPCRs)), 改变环路元件的内在特性以及环路元件之

间的突触联系, 从而增强/抑制行为表达或者改变行为
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输出的类型以实现行为状态的改变
[6~8]. 因此, 为了研

究行为是如何被调控的, 需要探究一个特定的系统中

存在哪些类型的神经调质, 这些神经调质由哪些神经

元释放, 以及这些神经调质是如何通过作用于特定的

神经环路中的神经元从而影响不同行为的表达. 神经

肽作为种类最多、作用广泛且作用时间持久的一类神

经调质, 一直是神经科学领域研究的重点.

1 神经肽概述

1.1 神经肽及受体的概念及发现

神经系统中神经元之间的化学突触传递由神经递

质介导. 一般来讲, 神经递质(neurotransmitter)包括经

典的小分子神经递质以及神经调质(neuromodulator).
其中谷氨酸(glutamate)、γ-氨基丁酸(γ-aminobutyric
acid, GABA)、乙酰胆碱(acetylcholine, ACh)等小分子

神经递质, 其受体主要为离子型受体, 作用较为快速;
而小分子的生物胺(5-羟色胺、多巴胺、去甲肾上腺

素、组胺等)和神经肽(3个及以上的氨基酸)等神经调

质, 其受体主要为代谢型受体, 比如GPCRs[9]. 由于

GPCRs通常需要通过G蛋白及第二信使发挥作用, 所

以神经调质的作用缓慢而持久. 神经肽, 也被称为肽

类神经调质, 是神经调质中种类最多的一大类, 可由

特定神经细胞(例如, 神经环路中的感觉神经元、高阶

神经元及某些运动神经元(图1))分泌, 广泛参与神经元

之间的信息传递. 神经肽由3个或以上的氨基酸组成,
通常与小分子神经递质共同释放发挥作用. 速激肽类

家族的成员P物质(substance P)是第一个被发现的神经

肽, Euler和Gaddum[10]
于1931年从马的脑和小肠的粗

提物粉末中首次检测到该物质能够有效地降血压和刺

激肠道收缩, 但由于技术水平的限制, 直到1970年
Chang和Leeman[11]才通过凝胶过滤、离子交换层析和

高电压纸电泳的方法, 从牛的下丘脑提取物中分离纯

化并最终得到substance P的氨基酸序列. 在GPCR的研

究方面, 诺贝尔奖得主Lefkowitz及其同事
[12]

最早鉴定

并克隆出第一个GPCR, 即β-肾上腺素受体. 而第一个

被克隆出来的神经肽GPCR是牛的神经肽K受体(sub-
stance-K receptor, SKR)[13]. 后来随着分子生物学、基

因工程技术和生物信息学的进步, 科学家们发现了越

来越多的神经肽和受体.
在一个典型的运动系统里(图1), 行为的发生主要

由局部神经元组成的中枢模式发生器(central pattern

图 1 典型的运动系统示意图及神经调质的调控位点. 动物躯体上的头及其他感觉器官向感觉神经元传递从环境和目标物体
获得的信息, 不同的感觉信号会分别传递至高阶神经元、模式发生器和运动神经元产生作用. 高阶神经元和模式发生器都能
各自作用于运动神经元. 不同的高阶神经元(包含指令神经元和调节神经元)向运动器官传递激发或调控行为的指令信号, 同
时模式发生器则负责产生运动程序. 而运动器官状态又会被反馈至感觉神经元, 再对运动网络产生调节作用. 神经调质可以
作用于高阶神经元、模式发生器以及运动神经元等神经系统中的多个位点. 值得一提的是, 许多感觉神经元及高阶神经元和
某些动物的运动神经元能释放神经调质(网络版彩图)
Figure 1 A typical schematic diagram illustrating a motor system and the regulatory sites of neuromodulators. The head and other sensory organs of
one animal transmit information from the environment and goal objects to sensory neurons, and various sensory signals will be transmitted to higher-
order neurons, pattern generators and motor neurons for action, respectively. Both higher-order neurons and pattern generators can independently act
on motor neurons. Different higher-order neurons (including command neurons and modulatory neurons) transmit instruction signals to motor organs
to elicit or regulate behavior, while pattern generators are responsible for generating motor programs. The state of motor organs will be fed back to
sensory neurons and then regulate the motor network. Neuromodulators can act on multiple sites of the neural system, including higher-order neurons,
pattern generators and motor neurons. Notably, many sensory neurons, higher-order neurons and some motor neurons can release neuromodulators
(Color online)
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generators, CPG)介导. 模式发生器通常由一部分神经

元组成局部环路, 产生特定的环路元件放电时间及协

调模式(如节律性神经放电模式). 构成模式发生器的

神经元的突触方式主要包括神经元之间的电突触以及

小分子神经递质介导的化学突触. 这些模式再通过模

式发生器支配的运动神经元输出到运动器官. 模式发

生器接受来自感觉神经元传导的外界物体及运动器官

状态的信息, 并接受高阶神经元的调控. 实际上, 无脊

椎动物和脊椎动物的许多感觉神经元及高阶神经元会

通过释放神经调质来调控模式发生器及运动神经元的

放电活动, 或者这些神经元之间的突触连接, 从而改变

运动输出. 一些无脊椎动物(包括海兔(Aplysia))的运动

神经元也可以通过释放神经调质来调节神经肌肉的转

换(图1).

1.2 神经肽及受体的多样性

神经肽的主要特征在于其种类繁多, 这一方面, 使
神经环路具有很大的可塑性, 能够产生各种各样的行

为类别或形式
[2,6,7,14]; 另一方面, 也使其研究极具挑战

性. 造成神经肽种类多样性的原因主要有以下三种:
(ⅰ) 编码神经肽基因的多样性. 通常情况下, 无脊椎

动物中一个基因只编码同源神经肽中的一种, 随着动

物的进化, 在脊椎动物中, 一个基因可以编码几种同

源的神经肽. 例如, NPY(neuropeptide Y)神经肽家族,
在无脊椎动物(如海兔)中一个NPY基因只编码产生一

种神经肽NPY; 但是在脊椎动物中一个NPY基因可以

编码产生三种同源神经肽: NPY, PYY(peptide YY),
PP(pancreatic polypeptide). 在哺乳动物中, NPY在中

枢神经系统中表达, 诱发食欲、影响生理节律、疼痛

传递和释放垂体激素, 影响血管收缩和抗焦虑; PYY
在肠道内分泌细胞中表达, 抑制肠道收缩和分泌, 降

低食欲; PP在胰岛细胞中表达, 和PYY具有相似的作

用. 在非哺乳动物中, 有关NPY神经肽家族的作用信

息较少, 大多与摄食行为相关. 由此可以看出, 编码神

经肽基因的多样性会使神经肽种类和功能具有多样

性
[8,15]. (ⅱ) 神经肽前体加工方式的多样性. 动物体内

的神经肽由神经肽前体经过剪切加工而成, 一个神经

肽前体经过切割可以产生多种神经肽, 有些神经肽在

前体中可能有两个或更多的拷贝数(图2). 一个典型的

例子是海兔神经肽leucokinin前体, 其由2025个氨基酸

组成, 经过质谱检测, 可以产生40种神经肽, 其中一个

神经肽在该前体中有20个拷贝
[16]. 值得一提的是, 对

于许多神经肽前体, 研究者大多只关注其中拷贝数多

且明显具有生物活性的少数几个神经肽, 而前体产生

的其他神经肽则被认为是生物合成过程中的副产物.
然而, 有研究表明这些神经肽可能在细胞与细胞之间

的信号传递过程中也发挥着重要的作用
[17]. 此外, 神

经肽前体在不同的组织、细胞类型或生理状态下, 切

割过程可能不同
[18]. (ⅲ) 神经肽翻译后修饰的多样性.

神经肽前体产生的同一个神经肽, 经过不同的蛋白翻

译后修饰过程(post-translational modifications, PTMs),
可能具有不同的生物活性. 大多数神经肽都需要经过

PTMs, 常见的PTMs包括酰胺化
[19]

、糖基化、磷酸

化、二硫键的形成
[20,21]

以及神经肽中一个特定氨基酸

从L-型变为D-型(即含D-型氨基酸神经肽)[22,23]等(图2).
神经肽种类多样性是其作用广泛多样的基础. 重

要的是, 神经肽所作用的受体及其信号通路也具有多

样性, 这种特征也对神经肽的多功能性做出了重要贡

献. 具体讲, 内源性的神经肽与受体的相互作用比较

复杂. 一种神经肽可能只有一个受体, 也可能有多个

受体; 多种神经肽可能作用于同一受体, 也可能作用

于多个不同的受体
[18]. 同时, 不同的受体可以通过至

少三种Gα蛋白的不同信号通路作用于下游靶标
[ 9 ]

(图2).

2 神经肽的鉴定方法

神经肽种类的多样性使其鉴定相对困难. 但随着

科学技术的发展, 目前可以利用生物化学方法、分子

生物学方法、生物信息学方法以及质谱方法等多种方

法来发现新颖的神经肽. 而在具体操作中, 则通常组合

使用以上方法中的两个或多个.
早期由于技术水平的限制, 研究者通常采用生物

化学的方法, 从生物组织或特定细胞中提取蛋白质,
并利用高效液相色谱法(high performance liquid chro-
matography, HPLC)纯化神经肽. 例如, Cropper等人

[24]

从1000只海兔中分离30 g齿舌附属肌肉, 然后通过反

相高效液相色谱得到神经肽myomodulin. 该方法适合

研究成年动物特定细胞表达的不同神经肽, 或者研究

动物在生长和发育过程中不同阶段的神经肽特征; 但

缺点是需要大量的生物材料, 而且步骤较为复杂.
随着分子生物学和基因组测序技术的进步, 研究
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者可以根据相近物种间同源神经肽的前体序列的相似

性, 通过聚合酶链式反应(polymerase chain reaction,
PCR), 设计引物对可能的神经肽前体进行分子克隆,
得到潜在的神经肽. 此外, 基于分子克隆的代表性差

异分析法(representational difference analysis, RDA)可
以用于识别特定神经元中新颖的神经肽. 其基本原理

是利用两种可识别的神经元, 其中一种是非肽能的或

者含有已知神经肽的神经元, 作为driver neurons; 另

一种是所要研究的对象, 作为tester neurons, 根据两者

cDNA的差异, 得到tester neurons中包含的特异的神经

肽前体序列. 例如, Jing等人
[25]

利用RDA方法发现了海

兔摄食环路中指令神经元CBI-4(cerebral-buccal inter-
neuron-4)(图3A)中含有促咽侧体素相关神经肽(allato-
tropin-related peptide, ATRP). Zhang等人

[16]
通过RDA

方法发现了海兔神经组织中新颖的神经肽leucokinins.
该方法在脊椎动物中也有应用, 比如Dong等人

[26]
通过

RDA方法分析野生型小鼠和NgnI−/−
缺失型小鼠背根

部神经的基因组差异, 发现了与疼痛/痒觉相关的一些

GPCRs. 总的来说, RDA方法对于可识别神经元中特

异蛋白(包括神经肽)的发现具有很大的优势. 但是此

方法一般要求细胞可识别, 并且需要合适的细胞作为

driver neurons, 因此RDA方法也有一定的局限性.

图 2 神经肽的产生过程及其作用的受体. 神经肽由神经肽前体经过信号肽的切割,及通过识别碱性切割位点(黄色)剪切加工
而成, 而有活性的神经肽通常需要经过蛋白翻译后修饰. 一个神经肽前体可以产生多个不同的神经肽(紫色、青色、绿色和蓝
色表示), 同一个神经肽可能有多个拷贝数(青色标记的神经肽). 神经肽通常作用于具有7次跨膜结构域的GPCR, 激活不同类
型的Gα蛋白(如Gi, Gs, Gq), 后者由不同的信号通路传递信息. 从图中可以看出, 一种神经肽可以作用于多个受体, 而一个受体
也可能被多种神经肽激活
Figure 2 The generation of mature neuropeptides and the receptors that neuropeptides act on. Neuropeptides are generated from neuropeptide
precursors by the removal of a signal peptide and further splicing through recognizing basic splicing sites (shown in yellow) and processing. Active
neuropeptides often require post-translational modification. A single neuropeptide precursor can produce multiple neuropeptides (shown in purple,
cyan, green, and blue), and the same neuropeptide may have multiple copies (cyan labeled 2 neuropeptides). Neuropeptides normally act on GPCRs,
which have seven transmembrane domains, to activate different types of Gα proteins (e.g., Gi, Gs, Gq). Gα then transduces information through
different signaling pathways. As shown in the figure, one neuropeptide can act on multiple receptors, and one receptor may be activated by multiple
neuropeptides
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此外, 基于转录组学的表达序列标签方法(ex-
pressed sequence tag, EST)和基于基因组学的生物信

息学方法也有力促进了神经肽的发现. 例如研究者通

过EST方法发现了沙漠蝗虫中截短的神经肽Neuropep-
tide F(truncated NPF, trNPF)[27,28]、长红锥蝽(Rhodnius
prolixus)神经肽Orcokinin B[29]

以及海兔SPTR家族神经

肽
[30,31]

等, 而线虫神经肽FMRFamide-like peptides
(FLPs)[32,33], insulin-like peptides[34]的发现得益于线虫

基因组测序的完成. 然而, 通过生物信息学方法得到的

神经肽只是预测的结果, 该神经肽是否真正在动物体

内表达并发挥功能, 还需要通过进一步实验验证.
综上可知, 虽然通过生物化学方法能够得到纯化

的神经肽, 由分子生物学方法能检测出神经肽前体的

基因序列, 采用生物信息学方法能够预测神经肽的存

在, 但是神经肽前体复杂的加工过程和表达模式需要

通过质谱方法的进一步确认. 由于质谱方法的高分辨

率, 其能够检测出神经肽的氨基酸组成, 以及几乎所

有的翻译后修饰, 因此质谱方法是目前用于识别和表

征神经肽信号分子最重要的方法之一. 其中基质辅助

激光解吸电离飞行时间质谱(matrix-assisted laser deso-
rption/ionization time of flight mass spectrometry,
MALDI-TOF MS)具有高灵敏度的特点, 被广泛用来

识别微量(单个或几个神经元)的神经肽及鉴定神经肽

的蛋白翻译后修饰. 例如, Romanova等人
[21]

利用质谱

方法检测海兔神经肽apUII时, 理论上apUII m/z为
3080.7, 质谱结果显示m/z为3078.75, 比理论质量少了

2 D, 根据apUII氨基酸残基的性质, 表明结构中存在一

个二硫键.
值得一提的是, 其中一种蛋白翻译后修饰, 采用质

谱方法对其检测具有一定的挑战性. 具体讲, 真核生物

中的蛋白质(包括神经肽)都是利用L-型氨基酸翻译,
所以在修饰前其氨基酸都是L-型. 有证据表明, 在一些

动物中, 某些神经肽的其中一个氨基酸(通常是N-末端

的第二位)会通过翻译后修饰转化为D-型氨基酸, 即产

生含D-型氨基酸神经肽
[22], 而且, 很多情况下, 含D-型

氨基酸神经肽比其L-型的差向异构体的生物活性要

图 3 海兔的摄食神经环路及调控摄食运动程序的相关神经肽. A: 海兔中枢神经系统与摄食行为相关的可识别神经元在脑
神经节(高阶神经元CBIs)及口神经节(模式发生神经元B64, B40, B20, B4/5及运动神经元B44, B8等)的位置; B: 神经肽对海兔
摄食运动程序的不同调控作用. 其中神经肽Cerebrin, FCAP, CP2, ALKs, apSPTR-GF-DP2, GdFFD主要作用于齿舌伸长阶段;
神经肽UrotensinII, ATRP同时作用于齿舌伸长和回缩阶段; 神经肽SCP, FMRFamide/FRFamide, apNPY, GdFFD能够使摄入运
动程序转变为反刍运动程序; 而神经肽APGWamide, Enterins, FCAP能够使反刍运动程序转变为摄入运动程序
Figure 3 The Aplysia feeding circuit and some neuropeptides that modulate Aplysia feeding motor programs. A: Aplysia CNS controlling the feeding
behavior, and locations of several identifiable neuronal elements in the cerebral (higher-order neurons, CBIs) and buccal ganglia (pattern generators
B64, B40, B20, B4/5 and motor neurons B44, B8 etc.); B: different modulatory effects of neuropeptides in Aplysia feeding motor programs.
Neuropeptides Cerebrin, FCAP, CP2, ALKs, apSPTR-GF-DP2, and GdFFD primarily modulate the protraction phase; while neuropeptides UrotensinII
and ATRP act on both the protraction phase and the retraction phase. Neuropeptides SCP, FMRFamide/FRFamide, apNPY, and GdFFD can convert
ingestive programs into egestive programs; however, neuropeptides APGWamide, Enterins, and FCAP can convert egestive programs into ingestive
programs
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高.重要的是,含D-型氨基酸神经肽及其差向异构体的

分子质量是一样的, 所以简单的质谱方法不足以识别

这种修饰. Bai等人
[35]

通过生物信息学比较, 并采用多

种质谱方法, 在海兔摄食环路中识别了一个促进反刍

运动程序的含D-型氨基酸神经肽, 而且其L-型差向异

构体完全没有活性. 这项研究是第一次在一个清晰的

神经环路中发现含D-型氨基酸神经肽的功能. Livnat
等人

[36]
进一步开发了一种系列检测方法, 这种方法可

以在组织或细胞中没有偏好性地识别含D-型氨基酸

神经肽. Checco等人
[37]

系统地研究了含D-型氨基酸神

经肽及其衍生物对其受体
[38]

在神经环路中的作用. 有

趣的是, Checco等人
[23]

的另一项研究还发现, 先前已

证明有生物活性的ATRP[25]也存在含D-型氨基酸神经

肽的差向异构体, 而且后者也具有活性. 本文涉及的主

要神经肽及鉴定方法见表1.

3 神经肽的作用方式

3.1 神经肽的受体特征及鉴定方法

在所有动物神经系统的单个神经元中, 神经肽与

小分子神经递质共存并释放是一种常见的现象. 它们

能够通过相同或者不同的靶标 (比如受体 )发挥作

用
[50,51]. 重要的是, 神经肽和一些小分子神经递质的受

体类型通常不同
[52], 大多数神经肽的受体是代谢型受

体, 即GPCRs, 作用缓慢而持久; 而小分子神经递质的

受体通常是离子型受体, 作用比较快
[53].

然而, 少数神经肽的受体比较特殊, 例如, 水螅神

经肽RFamides的受体是离子型受体DEG/ENaC(degen-
erin/epithelial Na+ channel), 这表明少部分神经肽也可

以通过离子型受体快速传递信号
[54]. 此外, 无脊椎动

物中的神经肽胰岛素, 则通过酪氨酸激酶介导的胰岛

素受体传递信号
[55].

在不同动物中, 即使同源的神经肽, 其序列可能也

不尽相同, 因此研究介导神经肽功能的神经肽受体, 对
于物种间同源神经肽的发现具有重要的意义. 实际上,
神经肽前体序列中通常只是神经肽序列本身相对保

守,而前体中神经肽之外的序列保守性低;而且同一种

神经肽在不同物种的神经肽前体中的个数也可能不一

样. 因此, 单纯通过比较神经肽前体的序列来研究不同

物种间神经肽的进化关系非常困难. 相反, 神经肽受体

(GPCRs)的序列在不同物种间相对保守. 最近, Jé-

kely[56], Mirabeau和Joly[57]通过计算方法, 结合神经肽

及其已知受体的数据, 鉴定了大量的神经肽家族及其

GPCRs在不同物种间的相似性及进化关系. 这样, 一

些神经肽及其受体的进化关系被阐明, 比如他们的数

据表明, 先前分别鉴定出来的无脊椎动物昆虫的促咽

侧体素(allatotropins)(包括海兔的ATRP)[25,58]与脊椎动

物的食欲肽(orexins)[59~61]是同源的; 脊椎动物的神经

肽neuropeptide-S信号途径与甲壳纲动物的神经肽

CCAP(crustacean-cardioactive peptide)信号途径相

似
[53,56,57].
重要的是, 神经肽受体的鉴定对于神经肽发挥作

用的分子机制研究具有关键作用
[18]. 目前常用的神经

肽受体鉴定方法有以下三种. (ⅰ) 通过转录本表达识

别候选受体: 首先通过检测神经肽对细胞系或生物组

织是否有应答(例如cAMP积累, 钙离子流等), 筛选出

可能的受体. 然后, 对神经肽有反应的组织比较受体转

录本, 以获得候选受体. 接着, 在重组受体的细胞激活

试验中, 对潜在受体进行鉴定. 该方法主要用于发现

GPCR孤儿受体(orphan receptor). (ⅱ) 通过高通量筛

选(high-throughput screening)识别神经肽受体. 首先人

工合成相关的神经肽, 然后将这些神经肽可能的受体

在细胞系中表达, 进行细胞实验, 通过检测信号通路

的第二信使分子(如IP3, cAMP, Ca2+等)(图2)的变化情

况, 鉴定是否为神经肽的受体. 该方法能够通过实验直

接检测配体-受体的相互作用, 减少假阳性, 但缺点是

比较耗时. (ⅲ) 使用化学探针捕获配体-受体相互作用

的方法. 将经典的亲和富集方法与共价交联结合, 用于

分离神经肽的受体, 并运用质谱及分子生物学方法对

分离得到的受体进行蛋白测序. 该方法没有偏好性,
使其能够发现与神经肽有相互作用的多种受体, 也因

此, 基于化学捕获方法得到的受体可能存在假阳性,
需要通过后续的实验检测出具有特异性相互作用的受

体
[18]. 这些进展有望为治疗人类中枢神经和内分泌系

统的相关疾病提供新的靶点.

3.2 神经肽的突触作用模式

神经肽由突触前神经元释放后, 需要与神经肽受

体结合, 并通过直接或间接两种方式作用于突触后神

经元, 进而影响神经环路的功能. 首先, 神经肽可以通

过作用于突触后神经元的胞体、轴突或树突上的受

体, 改变离子通道的活性, 直接影响突触后神经元的兴
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奋性. 其次, 神经肽可以通过激活突触前轴突末端的受

体, 采用多种方式(例如, 改变电压门控的钙离子通道,
改变钾离子通道的电导, 改变离子通道或通道相关蛋

白的磷酸化水平以及改变与囊泡移动或者膜融合相关

蛋白的活性等), 使小分子神经递质, 比如兴奋性的谷

氨酸或者抑制性的GABA的释放增加或减少, 间接影

响突触后神经元的兴奋性
[52].

4 神经肽生理功能的研究方法

如上所述, 神经肽及其受体的种类繁多, 作用广

泛. 为了研究神经肽的生理功能, 首先需要检测神经

肽及其受体在中枢神经系统的分布, 然后通过功能测

定来鉴定其可能具有的作用.

由于神经肽是由神经肽前体经过切割加工而成,
并通常通过蛋白翻译后修饰形成具有生物活性的神经

肽(图2), 所以研究者可以通过Northern blot和原位杂

交(in situ hybridization)的方法检测神经肽前体mRNA
在中枢神经系统中的分布. 其中Northern blot主要检测

神经肽前体mRNA在各组织或细胞中表达量的差

异
[62]. 而脑片或者神经节的原位杂交主要检测神经肽

前体mRNA在中枢神经系统中的位置分布
[63]. 具体讲,

对于哺乳动物, 可以利用脑切片; 对于无脊椎动物, 有
些神经节比较小, 可以将整体神经节用全标本包埋

(whole-mount)的方法来做原位杂交. 此外, 免疫组化

(immunohistochemistry)常用来检测神经肽在中枢神经

系统细胞中的分布, 同样地, 该方法可以针对组织切片

或者整体神经节使用. 通常以神经肽前体产生的可能

表 1 本文涉及的主要神经肽及鉴定方法

Table 1 The main neuropeptides discussed in the paper and their identification methods

神经肽种类 鉴定方法 进化特征 参考文献

substance P 生化方法提取材料, HPLC (速激肽家族)
原口、后口动物

[10,11]

apNPY (Aplysia neuropeptide Y) RP-HPLC, 质谱, 分子克隆
(神经肽Y家族)
原口、后口动物

[39]

Aplysia buccalin 生化方法提取材料, HPLC 原口动物(buccalin/allatostatin-A)、后口
动物(galanin) [40]

ATRP RDA方法
原口动物(促咽侧体素家族)、后口动物

(Orexin家族) [25]

Aplysia Urotensin II RDA方法
(Urotensin家族)
原口、后口动物

[21]

Aplysia SCP (small cardioactive peptide) 生化方法提取材料, HPLC 原口动物 [41~43]

Aplysia myomodulin 生化方法提取材料, HPLC 原口动物 [24]

线虫FLPs 基因组测序, 生物信息学方法 原口动物 [32,33]

Aplysia CP2 (cerebral peptide 2) HPLC 原口动物 [44]

Aplysia APGWamide cDNA文库筛选, 分子克隆 原口动物 [45]

Aplysia Enterins 生化方法提取材料, RP-HPLC, 分
子克隆

原口动物 [46]

Aplysia cerebrin 生化方法提取材料, HPLC, 质谱 原口动物 [47]

Aplysia FCAP (feeding-circuit activating peptide) HPLC, 质谱 原口动物 [48]

apSPTR-GF-DP2 (Aplysia SPTR-Gene Family-
Derived Peptide 2) EST方法, 质谱 原口动物 [30]

Aplysia FRFamide, FMRFamide 生物信息学方法, 分子克隆 原口动物 [49]

长红锥蝽Orcokinin B EST方法 原口动物 [29]

Aplysia GdFFD 生物信息学, 质谱 原口动物 [35]

沙漠蝗虫trNPF EST方法 原口动物 [27]

ALKs (Aplysia leucokinin-like peptides) RDA方法, 质谱 原口动物 [16]
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有活性的特定神经肽作为抗原制备相应的抗体. 一般

来讲, 原位杂交通常只染色阳性神经元的胞体, 而免

疫组化则可染色表达神经肽的神经元的胞体及其神经

纤维.
综合Northern blot、原位杂交、免疫组化等多方

面的实验结果, 研究者可以判断神经肽的组织和细胞

分布. 因为神经系统中各个区域或者神经节中每个细

胞或细胞簇的功能可能有所不同, 由此可以初步推测

神经肽可能具有的功能.
根据神经肽的组织和细胞分布, 研究者可以采用

行为学和离体神经环路实验等方式, 研究神经肽在行

为的产生及进行中的调控功能. 首先, 研究者可以通

过行为学实验研究神经肽具体的生理功能. 例如: Jing
等人

[8]
发现, 海兔神经肽apNPY主要分布在与海兔摄

食行为相关的脑神经节和口神经节, 因此他们首先通

过行为学实验证明apNPY对摄食行为的作用. Jing等
人

[8]
把金属丝电极植入整体动物, 通过记录口神经节

的神经radula nerve(RN)和口神经nerve 2(N2)监测运

动程序的种类, 发现随着进食的发展, 动物行为从最

初的摄入变为反刍. 同样, 对海兔注射apNPY后喂食

食物(海藻), 发现和注射人工海水的对照组相比, 注射

apNPY的海兔摄食量减少. 这些实验提示apNPY可能

使海兔由饥饿状态转变为饱腹状态.
通过行为学实验可以初步判断出神经肽引起动

物行为的变化, 但是具体的机制仍需要在神经环路水

平上研究. 海兔从饥饿状态到饱腹状态的转变可能与

神经网络的重置相关, Jing等人
[8]
又通过神经节离体

实验进一步在神经环路水平对apNPY的作用机制进

行了深入研究, 结果发现apNPY能够使指令神经元

CBI-2(图3A)诱发的摄入运动程序转变为反刍运动程

序, 并且在细胞水平上, 能够增加与反刍相关的中间

神经元B20的活性, 降低与摄入相关的中间神经元

B40的活性. 因此海兔由饥饿状态转变为饱腹状态是

由apNPY重新配置摄食环路中的中枢模式发生元件

来实现的.
总之, 研究者将行为学实验和离体神经环路实验

结合, 可以在动物行为和环路机制两方面对神经肽的

功能进行阐释. 相较而言, 高等动物的行为较为复杂,
神经环路中的神经元较难识别. 因此利用神经系统相

对简单的模式动物对神经肽进行相关研究, 可以提供

重要的环路及机制信息.

5 研究神经肽的常用模式动物

由于无脊椎动物的神经系统相对简单, 细胞容易

识别, 能够进行精细操作; 而且, 虽然无脊椎动物神经

环路相对简单, 但是具有同脊椎动物相同的主要行为

类别(觅食、逃避和生殖等), 其神经环路也有相似的

基本元件及功能. 所以, 事实上, 目前神经肽的发现及

作用机制有相当一部分来源于对无脊椎模式动物的相

关研究
[6,7,64].

例如, 随着模式动物线虫基因组测序的完成, 线虫

中大量的神经肽被发现, 包括insulin-like peptides,
FMRFamide, non-insulin peptides等, 其中insulin-like
peptides在哺乳动物中有同源神经肽

[32,33]. 研究表明,
它们在摄食、位置移动和生殖等动物行为中发挥调控

作用
[65], 这对脊椎动物中相关神经肽的研究具有指导

或参考作用.
另外, 昆虫类的模式动物也有一定的优势. 比如神

经肽leucokinins[66]最先在蟑螂中发现. 这归因于蟑螂

繁殖能力强, 可以短期内获得大量可用神经组织的特

点, 适合采用生物化学的方法从组织中提取并鉴定神

经肽. 此外, 果蝇的基因组测序也已经完成, 研究者可

以利用生物信息学的方法发现大量的神经肽
[7,67], 重

要的是, 还可以采用分子遗传学手段探索神经肽的信

号途径及其功能, 这也使得果蝇成为研究神经肽的一

种重要的优势模型动物.
此外, 甲壳纲动物(比如螃蟹及龙虾)的神经系统,

尤其是其口胃神经系统(stomatogastric nervous system,
STNS)是研究神经肽的另一个优势模式系统

[6,68]. 由于

该系统中的口胃神经节(stomatogastric ganglion, STG)
包含的神经元数目比较少(25~30个神经元), 而且成体

动物STG神经元之间的突触联系已经被鉴别, 这使得

甲壳纲动物STG成为研究神经肽对神经网络可塑性作

用的优势模型
[2,51,69,70]. 在STG中可以检测到很多神经

肽, 例如, allatostatin, allatotropin, CCK(cholecystoki-
nin), myomodulin, proctolin等. 虽然甲壳纲动物STNS
神经环路相对简单, 但是运动模式输出的改变也是由

大量的神经肽参与调控的. 这些发现极大地促进了脊

椎动物神经环路的运作在细胞水平的机制研究.
接下来主要关注神经肽在另一种优势模式动

物——软体动物加州海兔(Aplysia californica)的相关

研究进展(也见第4节及第2节).
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6 软体动物海兔神经肽的研究进展

6.1 利用海兔研究神经肽的优势

近几十年来, 科学家们利用海兔作为模式动物对

神经肽进行了广泛研究, 鉴别出了多种神经肽及其功

能. 海兔作为模式动物研究神经肽具有以下优势: 首

先, 海兔体内的神经元数量比较少, 大约20000个细胞;
其次 , 神经元胞体比较大 , 有些胞体的直径可达

1000 μm, 易于采用生化方法或者显微操作技术分离

单细胞; 此外, 海兔体内大多数神经元, 尤其是与摄

食
[71]

或者缩鳃反射神经环路
[72]

相关的神经元已经被

识别, 神经元的内在特性和神经元之间的突触联系也

研究得比较透彻. 可识别的单个神经元有利于确定神

经元所含有的小分子神经递质或调质(比如神经肽)以
及描述这些神经递质的功能. 具体地说, 通过细胞内注

射色素以及免疫组化的双染色方法, 可以识别单个神

经元所含有的神经递质, 包括神经肽. 还可在离体中

枢神经系统里, 用电压钳的方法来研究这些单个可识

别神经元的离子电流, 这些离子电流是否被诸如神经

肽的神经调质所影响, 及影响这些离子电流的信号转

导通路. 重要的是, 与其他无脊椎动物一样, 海兔也具

有所有动物的基本行为类型, 包括觅食、位置移动和

生殖等
[73]. 目前海兔神经肽的研究进展相当一部分来

自于对摄食行为调控机制的研究
[64,74].

海兔通过口器里的一个被称为齿舌(类似于舌头)
的器官进行摄食, 该器官能够牢牢咬住食物, 使食物可

以被摄入食道或者从口器中吐出. 海兔的摄食行为具

有节律性, 每个周期都由齿舌的“伸长”(protraction)和
“回缩”(retraction), 以及齿舌的“打开”和“咬合”两组动

作组成. 绝大部分摄食行为都是以齿舌伸长阶段开始,
回缩阶段结束.摄食相关的行为主要有两种类别:即摄

入和反刍. 在摄入和反刍行为中, 齿舌伸长、回缩与齿

舌打开、咬合这两组运动的联合方式是不同的. 在摄

入行为里, 齿舌在回缩时是咬合的, 从而摄入食物; 在
反刍行为里, 齿舌在伸长时是咬合的, 从而推出食物或

不能吃的物体
[75,76](图3B).

控制海兔摄食行为的摄食环路由位于脑神经节

的高阶神经元(包括指令神经元)和位于口神经节的中

枢模式发生器以及运动神经元组成(图3A). 摄食环路

中的大多数神经元可以识别
[77~89], 而且此环路也是海

兔乃至无脊椎动物中的一个研究最为透彻的复杂行

为神经环路. 研究人员一般可以通过三种实验设置研

究海兔摄食环路. (ⅰ) 整体实验设置. 在该实验中动

物是活体的, 研究人员通过把金属丝电极埋植在运动

神经元轴突的外周神经上, 记录整体情况下运动神经

元的放电模式. (ⅱ) 半离体实验设置. 该实验保留了

中枢神经系统和一部分外周系统(例如, 头部和口器),
研究人员可以通过食物诱发摄食行为的产生, 同时记

录特定神经元的电活动. 该实验是整体实验设置的简

化, 用于需要外界刺激诱发的摄食行为的神经环路研

究. (ⅲ) 离体实验设置. 该实验只保留海兔中枢神经

系统. 在摄食行为的神经网络研究中, 可以只保留与

摄食相关的脑神经节和口神经节, 通过刺激脑神经节

中的指令神经元或口神经节中的CPG元件或特定神

经来诱发虚拟的摄食行为(即摄食运动程序). 海兔中

枢神经系统的离体实验和在体/整体实验具有相匹配

的实验效果
[75,76,80,90~93], 表明在离体神经节记录到的

摄食运动程序可以很好地表征整体动物的摄食行为

(摄入或反刍). 所以, 当前研究人员大多采用离体实验

设置, 其优点是可以同时记录多个可识别神经元及外

周神经, 方便探究海兔的摄食运动程序的环路及突触

机制.
为了应对外界的环境变化和内在的动机状态, 海

兔摄食行为可以在两方面发生变化. 第一, 行为可以

在同一类别的行为中变化. 具体讲, 海兔在发生摄入

行为时, 随着时间的推移, 一些运动参数(比如运动神

经元的激活水平以及齿舌伸长和收缩的持续时间)会
产生变化, 从而使摄食行为速度发生变化

[94,95]; 第二,
行为可以从一种类别转变为另一种类别. 比如, 随着

海兔不断摄入食物直到它最终产生饱感, 海兔的摄食

行为就从早期的摄入行为逐渐转化为后期更加倾向于

反刍的行为
[8]. 目前海兔体内发现的神经肽大多是对

摄食行为这两方面的变化进行调控, 从而使海兔更好

地适应环境并生存下去.
值得一提的是, 早期海兔摄食行为及神经肽的研

究主要关注于口神经节中的运动神经元或者其支配的

肌肉. 这是因为运动神经元足够大、肌肉组织也较多,
有利于通过生化(例如HPLC)的方法来识别新颖的神

经肽, 比如myomodulin[24], buccalin[40]正是在海兔中首

次发现, 然后才在其他物种中陆续发现
[53,56,57]. 这些神

经肽对神经肌肉的转换起到了重要的调控作用
[64,74].

下文主要总结神经肽在海兔中枢神经系统神经环路中
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的作用及已有的机制研究(图3B).

6.2 调控摄食行为多样性及可塑性的神经肽研究

目前在海兔神经组织中已发现多种神经肽能够通

过影响摄食运动程序的两个相位的持续时间, 改变摄

食周期的时间, 进而改变摄食行为的速率. 例如, 神经

肽CP2[96], cerebrin[47], ALKs[16], apSPTR-GF-DP2和
FCAP[31]能够缩短齿舌伸长阶段的持续时间; 而高阶

神经元CBI-4分泌的神经肽ATRP在缩短齿舌伸长阶段

的持续时间的同时, 也增加齿舌回缩阶段的持续时间,
从而使CBI-4诱发的运动程序倾向吞咽

[25]; Urotensin II
能够同时缩短齿舌伸长阶段和回缩阶段的持续时间,
并抑制摄食运动程序, 以促进饱腹感的产生

[21].
神经肽大多通过作用于控制节律性行为的神经环

路中的相位终止子(phase terminators)的兴奋性, 改变

相位的持续时间, 进而改变一个周期的持续时间, 导致

行为速度改变. 由于神经环路中可能有不止一种相位

终止子, 因此不同的神经肽可能特异性作用于不同的

相位终止子, 从而发挥作用. 目前发现海兔摄食神经

环路中存在两个相位终止子B64[78]和CBI-5/6[97,98], 例

如, Zhang等人
[16]

发现海兔神经组织中的神经肽ALKs
(释放的神经元还有待鉴定)和apSPTR-GF-DP2(由摄

食指令神经元CBI-12释放)虽然都能够使齿舌伸长阶

段的持续时间缩短, 但是ALKs通过提高相位终止子

B64的兴奋性发挥作用, 而apSPTR-GF-DP2对B64的兴

奋性没有显著影响
[31].

另外, 海兔的摄食行为存在一种被称为“重复启动

效应”(repetition priming)的记忆现象. 重复启动效应指

的是随着一个行为的不断重复, 该行为变得更加完善

及有效. 虽然重复启动效应在脊椎动物(包括人类)中
普遍存在, 但机制不明. 在海兔中, 研究人员发现在重

复刺激摄食指令神经元CBI-2以诱发一系列摄食运动

程序时, 咬合运动神经元B8或打开运动神经元B44的
放电频率在最初几个运动程序中较低, 不能引发有效

的咬合动作. 然而, 随着时间的推移, 运动程序中B8/
B44的放电频率逐渐增强, 直到产生正常咬合/打开动

作
[99~101], 并可在CBI-2的持续刺激下一直维持下去.

一系列的研究表明, 其中的一种机制可能是: CBI-2所
包含的神经肽FCAP及CP2在刺激过程中不断释放, 作

用到靶标细胞的GPCRs而产生的累积效应来介导重复

启动效应
[99~105].

6.3 调控摄食行为类别的神经肽研究

当动物饥饿时,需要摄入食物; 而当动物从饥饿到

饱腹的过程中或者接触到不可食用的食物时, 摄食行

为通常会由摄入转变为反刍. 已有研究表明, 海兔体

内多种神经肽参与调控上述动机状态的变换. 例如,
神经肽SCP[43], apNPY[8], FRFamides和FMRFamide[49],
GdFFD/GdYFD[35,36]

使摄食运动程序由摄入转变为反

刍; 而神经肽APGWamide[80,92], Enterins[46]和FCAP[101]

使摄食运动程序由反刍转变为摄入. 神经肽介导摄食

行为类别的转换通常是通过使摄食环路中模式发生元

件之间的突触联系发生重置或者改变中间神经元的放

电活动来实现的. 例如: 神经肽apNPY在使指令神经元

(CBI-2)诱发的摄入运动程序转变为反刍运动程序时,
能够增加与反刍相关的模式发生元件B20的活性, 降

低与摄入相关的模式发生元件B40的活性, 而这两个

模式发生元件与下游运动神经元B8的突触联系不同,
因此使摄食运动程序类别发生改变

[8]; 相反, 高阶神经

元CBI-3则是通过GABA和APGWamide分别快抑制

B20和慢抑制B4/5, 从而抑制反刍程序, 并快兴奋B40
以促进摄入运动程序

[80,92,106].
实际上, 在脊椎动物中, 多个神经肽能在从饿到饱

的动机状态的转换中释放, 以抑制摄食行为.因此这些

神经肽能导致食物摄取减少及体重降低, 所以它们被

称为饱食肽(satiety peptides)[107,108]. 上述在海兔中发

现的多个神经肽, 包括SCP[43], apNPY[8], FRFamides和
FMRFamide[49], GdFFD/GdYFD[35,36]

都促进反刍运动

程序, 所以, 它们可能对从饿到饱的动机状态的转换

中发挥了类似的作用, 也可以称为饱食肽. 这些发现

也提示脊椎动物与无脊椎动物的摄食调控机制比较

保守.

6.4 海兔神经肽参与多种行为的协调性表达

动机状态的变换通常伴随着多个行为的改变, 因

此猜测介导动机状态的神经调质(比如神经肽)可能影

响多种行为而促成多个行为协调地表达. 为此, 检验了

三种在摄食环路中具有生物活性的神经肽对位置移动

反应的作用 , 发现了能引发摄食活动的神经肽

FCAP[48]对位置移动反应表现出抑制作用, 这有可能

为在摄食行为进行时对位置移动所产生的抑制作用提

供神经基础. 在从饿到饱状态转换中具有重要作用(即
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增进反刍行为)的另外两个神经肽(apNPY[8], SCP[43]),
表现出能够增强位置移动的作用, 这有可能为动物饱

食后位置移动行为的引发提供神经基础. 后续实验正

在针对这些神经肽的环路及突触机制, 和神经肽的靶

标(比如受体)等方面开展. 这些研究有望使人们对拮

抗行为(如食物的摄入和位置移动)间有序表达的神经

机制获得全新的认识.

7 总结与展望

本文介绍了一些无脊椎动物模型系统(尤其是软

体动物海兔)的神经肽及其受体的研究进展. 有趣的

是, 尽管许多神经肽的研究最初开始于脊椎动物模型

系统(例如, Tachykinin(速激肽)的一个成员substance
P[10]), 但是无脊椎动物模型系统对该研究也起到了关

键的推动作用, 特别是研究多种神经肽在调控行为的

特定神经环路中发挥的作用. 无脊椎动物海兔的一大

优势是, 可以利用环路元件清楚, 神经递质(和/或神经

调质)和突触连接已知的神经环路研究神经肽的作用.
比如, 在海兔摄食系统中, 运动神经元中具有类似功能

的多种神经肽在神经肌肉信息转化中的作用研究是一

个典型的例子. Brezina等人
[74]

的研究表明, 单个神经

肽的作用不能达到多个神经肽共同产生的效应. 因此,
为了使动物适应复杂的环境, 在一个神经系统内利用

多种神经调质调控运动输出是必要的. 随着控制海兔

摄食行为及其他行为的中枢神经环路中越来越多的神

经肽的作用被阐明, 有望对中枢神经环路中的不同神

经肽如何独立或协同发挥作用产生适应性运动输出,
做出新的认识. 值得一提的是, 利用海兔这种具有实验

优势的模式动物进行包括神经肽在内的神经调质的研

究, 除了有助于探究摄食、位置移动等动机性行为的

产生及调控机制, 也对学习记忆
[72,109~111]

、动物发

育
[112,113]

等多个神经科学领域的发展起到推动作用.
未来神经肽研究会更加注重将神经肽与其受体相

结合起来以阐明相关科学问题, 这些研究将会更富有

成效. 事实上, 随着越来越多的无脊椎动物(或原口动

物, 从发育的角度来讲, 原口动物包括大部分的无脊椎

动物, 而后口动物包括脊椎动物和少数无脊椎动物)基
因组和转录组数据的可用性和准确性的增加, 原口动

物和后口动物中神经肽/受体的研究将取得巨大进展.
总之, 利用无脊椎动物作为模式系统研究神经肽

既实用又有效. 同时, 这也有望推进神经肽信号系统

进化的研究. 科学家通过对基因组和转录组等大量数

据的分析表明有些神经肽/受体只存在于原口动物中

(例如海兔的APGWamide, myomodulin, FMRFamide,
SCP, Cerebrin, Enterins, FCAP, CP2, ALKs, apSPTR-
GF-DP2, GdFFD等),而有些神经肽/受体同时存在于原

口动物和后口动物中(例如海兔与后口动物的Uroten-
sinII, NPF/NPY, Allatotropin/Orexin, CCK, Tachykinin,
oxytocin, Allatostatin-C/somatostatin, buccalin/Allatos-
tatin-A等)[56,57]. 研究只存在于原口动物的神经肽及受

体有助于理解它们在进化过程中是否丢失或是转变成

了其他神经肽/受体. 另外, 利用原口动物研究在原口

动物和后口动物都存在的神经肽/受体将有助于更好

地理解这些神经肽信号系统是如何起源的, 以及其功

能是如何进化的. 此外, 对原口动物与后口动物中的

同源神经肽的分子和环路作用机制的研究, 将为脊椎

动物中同源神经肽的研究提供指导作用, 并有望对探

究与这些神经肽调控失衡引发的相关疾病(例如肥胖)
的机制及治疗具有重要意义.
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Neuropeptides are widely distributed in the central nervous system and the endocrine system. As signaling transduction molecules
between cells, neuropeptides play important roles in regulating a variety of physiological processes, such as behavioral control,
temperature regulation, energy balance, circadian rhythm. In this paper, we primarily review the discoveries and functions of
neuropeptides that are released by neuronal elements in behavior-generating neural circuits in the central nervous system. Due to the
complexity of neural circuits, it has been highly challenging to study all or most of the neuropeptides and their functions in a specific
system in vertebrates. Consequently, many invertebrates have been used as model animals to discover novel neuropeptides and their
receptors, and to study the functions of these neuropeptides and receptors. We describe the basic characteristics, modes of actions, and
research approaches, particularly the progress of neuropeptide research in the experimentally-advantageous mollusc Aplysia. We
highlight the diversity of neuropeptide/receptor signaling systems and the challenges in studying them. We believe that the findings in
invertebrates will provide novel insights for the research on the functions and mechanisms of neuropeptides in vertebrates, including
mammals.

neuropeptide, neuropeptide receptor, model animal Aplysia, physiological role, feeding, locomotion
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