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雄烯二酮和甲基睾酮诱导

雌性日本鳗鲡性腺发育的反馈调节作用

张利红,  张为民,  林浩然
(中山大学生命科学学院,广东 广州  510275)

摘要:采用间隔 15d 多次埋植雄激素雄烯二酮 ( 4- androstene-3, 17-dine, ADSD ) 或甲基睾酮 ( 17A-methy-l

testosterone, MT)诱导雌性日本鳗鲡( Anguilla j aponica)性腺发育成熟; 并着重研究埋植雄激素后, 雌鳗血清

中促性腺激素( G tH)及脑和垂体中哺乳类促性腺激素释放激素 ( mGnRH)含量的动态变化。一次或多次埋

植 ADSD后, 1~ 5d的血清 GtH 含量上升, 然后下降; 并且, 血清 GtH 含量上升的幅度随埋植次数的增加而

增加; 对于 MT 处理组,只在埋植7 次后第 15 天测得血清 GtH 水平显著高于对照组,但仍显著低于 ADSD

处理组。这表明埋植 ADSD 和 MT 可促进 GtH 的分泌, 但两者促进 GtH 分泌的作用存在显著差异。埋植

ADSD 1d后, 脑和垂体中 mGnRH 含量明显增加, 第2 天后和对照组无明显差别, 表明ADSD 促进了 mGnRH

的合成, 并可能有一定程度的释放。研究表明雄激素对性腺未发育成熟的雌性日本鳗鲡在脑和垂体两个

水平存在正反馈调节作用。
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The feedback effects of 4-androstene-3, 17-dine and

17A-methy-l testosterone on gonadal development in
the female Anguilla japonica

ZHANG L-i hong,  ZHANG We-i min,  LIN Hao-ran

( School of Lif e Sciences , Zhongshan University , Guangzhou  510275, China)

Abstract:The effects of 4-androstene-3, 17-dine ( ADSD) and 17A-methy-l testosterone ( MT) via implantation

on maturat ion of the female silver eel, Anguilla japonica and their kinetic effects on serum GtH levels, brain

and pituitary GnRH levels were studied. Serum GtH levels increased during the period of 1- 5 days after

implantation of ADSD, and the responses elevated w ith increasing times of implantation of ADSD.

Implantation of MT, however, did not increase serum GtH levels significantly, except on the 15th day after 7

times of implantation. These results indicated that implantation of ADSD and MT stimulated the secretion of

GtH, and there was a difference in effect between ADSD and MT. A single ADSD implantation significantly

increased mGnRH contents in the brain and pituitary one day after treatment, but two days later, mGnRH

contents in the brain and pituitary returned to the levels of the controls, indicating that implantation of ADSD

stimulated the mGnRH synthesis and secretion. Thus, androgen have positive feedback ef fects at the brain and

pituitary level to st imulate gonadal development in the female silver eel.
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鳗鲡繁殖生物学的研究表明,鳗鲡和其他硬骨鱼一样,性腺发育是脑垂体合成和分泌的 GtH作

用的结果; GtH的功能受下丘脑合成和分泌的 GnRH 和促性腺激素释放的抑制因子的双重神经内分

泌调节;而且,性类固醇激素雌二醇、睾酮、MT、ADSD 对性未成熟鳗鲡的性腺发育存在反馈调节作

用[ 1- 8]。在欧洲鳗鲡( Anguilla anguilla)中, 仅有雌激素可提高脑部和垂体中 mGnRH 含量, 并促进垂

体中 GtH的合成和分泌[ 4, 6, 9]。在日本鳗鲡中, 长期多次埋植雄激素 ADSD和 MT 较雌激素雌二醇有

更好的促性腺发育作用,可促进垂体 GtH 的合成和分泌
[ 2, 8]
。但是,埋植 ADSD或 MT 诱导雌鳗性腺

发育过程中,日本鳗鲡脑和垂体中的 GnRH水平及血清中的 GtH 水平的动态变化还未见报道。埋植

的给药方法已广泛应用到人工诱导动物性腺发育成熟的研究中, 它操作简单, 作用持久, 效果稳定,

是一种有发展前景的给药方法。本文采用埋植雄烯二酮和甲基睾酮的方法,比较这两种雄激素的促

性腺发育作用, 并通过测定脑和垂体中 GnRH 水平及血清中 GtH 水平的动态变化, 来进一步探讨性

类固醇激素在日本鳗鲡脑和垂体水平的作用机理。

1  材料与方法

每年 10- 12月从广东省番禺市附近的珠江口选购体质优良、体重为 320~ 460g 的雌性下海日本

鳗鲡作为实验材料,蓄养在室内人工海水循环系统中。人工海水采用中国科学院南海海洋研究所研

制的海水晶配制而成,盐度为 30~ 34,自然光照,实验期间水温变化范围是 15~ 26 e 。

甲基睾酮和雄烯二酮为美国 Sigma公司产品, 和硅塑料混合后制成长条,以 50Lg#g
- 1
体重的剂

量,间隔 15d埋植在鳗鱼腹腔内,对照组埋植不含激素的硅塑料条。从尾静脉取血, 血样在 4 e 静置

2h后离心分离血清, 存放在- 20 e 以备 GtH 测定。实验结束时解剖鱼体, 称量体重和性腺重,计算性

腺成熟系数 GSI, 取全脑(包括嗅球,端脑, 间脑, 中脑,后脑和延髓)和脑垂体存放在- 20 e 以备测量

mGnRH。脑和垂体 mGnRH 的抽提参照Yu等
[ 10]
的方法稍加修改,组织在 1mL 冰冻的 2N 乙酸中用

超声波匀浆,在 4 e 以 15 000g 离心 20 min, 收集上清液冰冻干燥,重新溶解在磷酸缓冲液中。mGnRH

测定参照 Dufour 等[ 6]建立的欧洲鳗鲡 GnRH的测定方法, 以 mGnRH 为标准品和标记抗原,用氯氨 T

法对 mGnRH 进行 I
125
标记。mGnRH 抗体由南非开普顿大学 King 博士惠赠, 与鲑鱼 GnRH, 鸡类

GnRH-II 的免疫交叉反应小于 0. 4%。GtH 含量的测定采用本实验室建立的 GtH 放射免疫测定法[ 1]。

图 1 埋植 ADSD或 MT对雌鳗 GSI的影响

Fig. 1  Effects of implantation of ADSD or MT on GSI

in female A . japonica

各值表示为平均值 ? 标准差(n = 6)

* * 显著高于对照组( P< 0. 01)

2  结果

2. 1  埋植 ADSD 和 MT 对雌性鳗鲡性腺

发育的作用

如图1所示,间隔15d多次单独埋植ADSD 或

MT 明显促进雌鳗性腺发育。埋植 ADSD 8次的雌

鳗 GSI为( 29. 08? 5. 30)% ,埋植 ADSD 9次的 GSI

达(39. 75 ? 6. 13) %,极显著高于对照组,性腺发育

最好的个体GSI 达53. 59%;在实验结束时, 60%的

个体GSI可超过40%。埋植MT 8次,雌鳗GSI 是

( 27. 20 ? 8. 34) % ,性腺发育最好的个体GSI 达 42.

45%,和埋植 ADSD 8次时的 GSI 相近,但是埋植

MT 6次后, 雌鳗陆续死亡,仅有 20%的个体 GSI

可超过40%。这些结果表明,这两种雄激素均可

促进性腺发育成熟,但ADSD比MT 副作用小,效果稳定,是一种更有发展前景的催熟药物。
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2. 2  埋植ADSD 或MT 后雌性鳗鲡血清 GtH水平的动态变化

图 2显示埋植 ADSD 或 MT 后血清GtH含量的动态变化。第 1次埋植 ADSD后 1~ 5d血清 GtH

水平有微弱上升,但和对照组无显著差别(图 2A) ;第 5次埋植 ADSD后第 1、3天血清 GtH 水平显著

高于对照组和MT 处理组,然后降低到对照组水平(图 2B) ;第 7次埋植 ADSD后 1~ 15d血清GtH水

平一直显著高于对照组和 MT 处理组(图 2C)。而第 1、5次埋植 MT 后血清 GtH 水平和对照组无显

著差别(图 2A, 2B) ,仅第 7 次埋植 MT 后第 15天血清 GtH 水平显著高于对照组(图 2C ) ; 表明埋植

ADSD 和 MT 可促进GtH的分泌,但两者促进GtH分泌的作用存在显著差异。

2. 3  埋植ADSD 对 mGnRH合成和分泌的影响

如图3所示,埋植 ADSD后第 1天,脑和垂体 mGnRH含量显著高于对照组,表明埋植 ADSD 1d后,

脑内mGnRH合成已显著增加;埋植ADSD后第2天的脑和垂体mGnRH含量与对照组无明显差别。

图 2 埋植 ADSD或 MT后血清 GtH 水平的动态变化

Fig. 2  Changes of serum GtH level after the

implantation of ADSD or MT in female silver eel
A:第 1次埋植后; B:第 5次埋植后; C:第 7次埋植后

各值表示为平均值 ? 标准差( n= 6)

* 显著高于对照组( P< 0. 05)

* * 显著高于对照组和 MT 处理组( P< 0. 05)

3  讨论

本文采用多次埋植 ADSD 或 MT 的方法

诱导雌性日本鳗鲡性腺发育成熟, 表明雄激

素 ADSD和 MT 对性未发育成熟的雌鳗性腺

发育有明显的促进作用。但是, MT 处理的

雌鳗死亡率高, 这可能是由于 MT 对鱼体内

许多组织和器官均有生理作用,从而严重破

坏了雌鳗体内的生理平衡造成的。ADSD作

为睾酮生物合成的前体,可转变为睾酮, 进而

芳香化为雌二醇。在日本鳗鲡中, 埋植

ADSD后,血清中睾酮水平显著升高[ 8] ,表明

ADSD可能在日本鳗鲡体内转化为睾酮起作

用。ADSD 能有效的促进雌鳗性腺发育成

熟, 而且效果稳定, 副作用小。因此, ADSD

是一种更有发展前景的催产剂,但它的最佳

剂量和作用时间等还需进一步的研究探讨。

在鲑鳟鱼类, 雌激素和能够芳香化为雌

激素的雄激素在性未发育成熟的鱼中起正反

馈调节作用,可促进垂体 GtH 的合成[ 11]。对

雌性欧洲鳗鲡注射雌二醇、雌二醇+ 睾酮或

雌二醇+ ADSD 可促进垂体 GtH 的合成, 并

且垂体 GtH 的含量和雌二醇的注射剂量有正

的剂量依存关系,而单独的雄激素无此作用,

说明在性未发育成熟的雌性欧洲鳗鲡只有雌

激素对其性腺发育起正反馈调节作用[ 4, 9]。

在雌性日本鳗鲡, 林浩然等[ 2]的研究表明注

射和埋植雌二醇或睾酮对雌鳗 GtH 的合成和

分泌以及卵巢发育都有明显的促进作用; 本研究中,埋植雄激素 ADSD 或 MT 可明显提高血清 GtH水

平,诱导雌性日本鳗鲡性腺发育成熟。这些结果表明: 在性未发育成熟的雌性日本鳗鲡,雌激素和雄

激素可通过正反馈调节作用促进其性腺发育。
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图 3 埋植 ADSD 对脑和垂体 mGnRH 含量的影响

Fig . 3 Effects of implantation of ADSD on mGnRH contents in

the who le brain and pituitary of female silver eal
A:埋植ADSD 后 1d脑和垂体mGnRH 含量

B:埋植 ADSD 后 2d脑和垂体mGnRH 含量

各值表示为平均值 ? 标准差(n = 6)

* * 显著高于对照组( P< 0. 01)

  在金鱼和欧洲鳗鲡的研究中发现, 雌二醇和

睾酮可在脑和垂体两个水平发挥作用[ 4, 6, 12, 13]。

在欧洲鳗鲡的脑和垂体中存在着两种形式的内

源 GnRH分子, mGnRH和 cGnRH-II,其中 mGnRH

可能是调节欧洲鳗鲡生殖活动的主要神经内分

泌因子[ 6, 14]。注射雌二醇、雌二醇+ 睾酮或雌二

醇+ ADSD 可增加欧洲鳗鲡脑部和垂体中

mGnRH含量, 说明性类固醇激素可直接作用于

欧洲鳗鲡的脑部促进 GnRH 的合成, 从而促进垂

体 GtH 合成和分泌[ 6, 9]。而且, 雌二醇和睾酮可

使欧洲鳗鲡中编码 GtH II 的 B亚基的 mRNA含

量增加,刺激 GtH IIB亚基基因的翻译前表达,从

而使垂体 GtH 的合成增加[ 15]。在金鱼中, 雌二

醇和睾酮可促进脑部神经肽 Y和 C-氨基丁酸的

合成,进而促进 GnRH 的合成和分泌[ 12, 13, 16, 17] ;

同时, 性类固醇激素可直接作用于垂体,使 GnRH

受体数量发生变化或提高 GtH 细胞对 GnRH 的

反应性, 从而增加 GnRH刺激的 GtH 分泌[ 18, 19]。

本实验中, 鉴于 ADSD比 MT 促进雌鳗性腺发育

成熟的效果好,着重探讨了埋植 ADSD对雌性日

本鳗鲡脑部和垂体中 mGnRH 含量的影响。埋植

ADSD 1d 后, 脑部和垂体中 mGnRH 含量明显增

加,说明ADSD 促进了脑部mGnRH合成;而埋植

1d后垂体 mGnRH 含量的增加及埋植 2d后垂体 mGnRH 含量和脑内 mGnRH含量的降低,提示合成的

mGnRH有一定程度的释放。由此推测, 在日本鳗鲡中,性类固醇激素可能直接作用于脑部促进 GnRH

的合成和分泌, 从而促进垂体 GtH合成和分泌。

在哺乳类的研究结果表明:垂体 GtH 细胞对GnRH 的反应性依赖于 GnRH的刺激时间、频率和幅

度大小、垂体 GtH 细胞内 GtH 的储蓄量、膜上 GnRH 受体数量及 GnRH 与垂体 GnRH 受体结合能力

等;另外,还和血清性类固醇激素水平有关[ 20- 23]。在日本鳗鲡,血清GtH水平的动态变化显示, 埋植

ADSD后 1~ 5d血清 GtH水平升高, 随后降低; 而且,血清 GtH上升幅度随着埋植 ADSD次数的增加

而增加。这可能是由于随着埋植ADSD 次数的增加, 日本鳗鲡血清性类固醇激素水平升高[ 8] , GnRH

和 GtH 的合成增加;同时也可能引起GtH细胞对GnRH的反应性增加, 或GtH 细胞膜上GnRH受体数

量增加,从而GnRH 刺激的血清GtH水平上升的幅度增加。但是, MT 对血清 GtH 水平的明显影响仅

在经过 7次埋植后第 15d观察到,其他时间埋植MT 组血清 GtH水平和对照组无显著差别,说明经过

长期埋植MT 刺激了垂体 GtH 的明显分泌,使埋植后第 15d的血清 GtH 水平明显上升。在观察到血

清 GtH水平明显上升之前,埋植 MT 对雌性鳗鲡性腺发育明显的促进作用提示,埋植 MT 可能促进了

垂体 GtH的缓慢释放,从而促进鳗鲡性腺发育。在日本鳗鲡中, ADSD 和 MT 均可明显促进垂体 GtH

的合成[ 8] ,但两者促 GtH分泌的作用存在显著差异,其原因还有待进一步探讨。ADSD 除了通过转变

为睾酮起作用外,它还可能有直接或间接的其他作用来影响性腺发育。

综上所述, 埋植 ADSD或 MT 可作用于脑和垂体两个水平,促进脑部GnRH 和垂体GtH的合成和

分泌, 从而促进雌鳗的性腺发育成熟。所以, 雄激素对性腺未发育成熟的雌性日本鳗鲡在脑和垂体

两个水平起正反馈调节作用。
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