
第 O1 卷 第 4 期

1 9 86 年 12 月

水 产 学 报
JO U RN AL O F r工 8月卫 RI E O F S CH工N A

V o l
.

01
,

而
.

4

D e 。
甲 .

1 9 86

促性腺激素诱发大西洋蛙卵黄
发生期卵巢滤泡释放性

类固醇激素的离体研究
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提要 应用大麻哈鱼 ( O附口认卵 c加” 肠 t哟 促性腺激素 (G T H ) 诱发大 西 洋 蛙 (而孙
。

as 协 r )卵黄发生期的离体卵巢滤泡 〔直径为 3
.

4 毫米 ) 产生性类固醇激素的研究表明
,

不论用

0
.

1 或 1 微克 /毫升 G T H 刺激
,

经培育 O1 天后
,

未出现卵母细胞卵核消失的现象
,

卵核偏位也

不明显
。

对培养液中 17
。 ,

2 0卜双经孕酮 ( 17
a 20 月P ) 的积累浓度测定结果

,

仅 1 微克 /毫升

G T H 组含少量的 1孙 20 俘P ; 0
.

1 徽克 /毫升 G T H 组
,

培养液中雌二醇的积累浓度明显高于

对照组和 1 微克 /毫升 G T H 组
,

并为后者的两倍
。

除雌二醇外
,

孕酮
,

1 7
a 一

轻孕酮
,

1 7心郎 P
,

雄烯二酮和攀酮的产生
,

都呈现对 G T H 剂量的依赖关系
,

1 微克 /毫升 G T H 组的产生量明显

高于 。
,

1 微克 /毫升 G T H 组和对照组
。

离体研究的结果表明
,

处于卵黄发生期的卵巢滤泡对

低剂量 ( 。
.

1 微克 /毫升 )和高齐J量 ( 1 微克 /毫升 ) G T H 的反应不同
。

低浓度的 G T H
,

引起性

类固醇激素生物合成的途径沿着形成雌二醇的方向进行
,

雄激素被芳香化成雌激素
,

雌二醇再

而刺激肝脏合成卵黄物质的前体
,

从而促进卵黄发生
。

高浓度的 G T H
,

有抑制雌二醇合成的作

用
,

而是促使卵母细胞向着最终成熟的方向发展
,

使性类固醇生物合成的途径转向形成大量雄

激素和孕激素
,

特别是 竹 a2 卯 P
。

这与已充分生长和卵黄积累完成的卵巢滤泡离体试验 的结

果一致
,

与活体观察以上各种性类固醇激素的变化一致
。

主题词 : 大西洋蛙
、

卵黄发生期卵巢滤泡
、

促性腺激素
、

性类固醇激素
。

硬骨鱼类与其它卵生脊推动物相似
,

雌二醉的主要作用是诱发肝脏合成和分泌卵黄

蛋 白的前体一磷蛋自和磷脂闲
。

卵母细胞的卵黄发生与血液中雌二醇浓度 的不断升高密

切相关凶
, 111 , 。

虹蹲在卵黄发生初期
,

注射 G T H 后
,

血浆中雌二醇浓度升高阔
。

然而
,

自然

情况下
,

鱿蹲鱼类和鲤科鱼类在卵黄发生时期
,

血液中G T H 的含量并不高
,

随着性腺发育

G T H 的升高也不明显
「. ,
月 。

但在卵母细胞最终成熟
、

排卵和产卵阶段
,

血液中 G T H 明显

升高氏
,
,.,

, .

,. l , ,

而雌二醇却处于不断下降的状况 〔.

,1s
, , ` 〕。 近年来

,

应用离体培育技术
,

证

实 G T H 能刺激孟苏大麻哈鱼 ( Q韶盯入, 祀丙。 呱诚。

二 )卵黄发生期的卵巢滤 泡产生雌二

醇 0tl
,

sl]
,

刺激充分生长的卵巢滤泡产生 1际 20 刀p L川
。

1 9 52 年 n 月底
,

我们进行了大西

洋蛙充分生长的 (晚期 ) 卵巢滤泡的离体培育 t州
,

应用大麻哈鱼 ( O
,

加 t a) 促性腺 激素

(G T H )诱发产生性类固醉激素的研究
,

发现 G T H 明显刺激雄烯二酮
,

辜酮
, 1 7“ 一握孕酮
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和 1际 20刀P 的产生
,

卵母细胞发育至卵核消失 ,而 G田丑 对孕酮和雌二醇的产生却影 响

不大
。

在此基础上
,

为进一步了解卵黄发生期卵巢滤泡对 G T H 的反应与充分生长的卵巢

滤泡对 G T H 的反应有何差别
,

以及对不同剂量 G T H 的反应状况
。

因此继而进行了本项

研究
,

试图了解 G T H 诱发卯黄发生期卵巢滤泡产生和释放性类固醇激素的状况
,

以阐明

G T E 如何通过诱发性激素的产生
,

从而调节卵黄发生
。

材 料 与 方 法

试验 鱼 大西洋蛙 (瓜枷
口 , 协约于 1 9 8 3年九月购自英国苏格兰西海岸海水养殖场

,

暂养在室外水族箱内
,

维持送气流水和自然光照
。

10 月 12 日取自一条大西洋蛙的卵巢滤

饱
,

直径为 3
,

4

~ 左右
。

经透明处理后
,

观察卵核的位置
,

均位于卵母细胞的中央部位
。

这批鱼于 1, 84 年 1月初相继排卵
,

卵母细胞直径为 5
.

51 士 。
,

2 3o m
。

离体培育 试验分三组
,

各组为 2 个三角培养瓶
,

各放入 50 粒滤泡
,

浸浴在 4 nil 培

养液中 (鳍平衡盐溶液和 丑E P E 斗N o O且 缓冲液
,

培养液含 2多青霉素和链霉素
。

第一组

培养液中加入 1卜g / , 卫大麻哈鱼 G T H (高剂量组 )
,

第二组培养液中加入 。
.

1吧 /m l 大麻

哈鱼 G T H (低剂量组 )
,

第三组为不含 G T H 的对照组
。

o6 C培育 10 天
。

培育开始后
,

分

别在 。 ,

4
,

16 小时和 2
,

4
,

6
,

8
,

10 天进行培养液取样
,

每次为 0
·

Z m l
。

祥品冻结保存待测

定
。

放舒免疫测 定 样品不经抽提和纯化
,
直接进行测定

。
2卿 培养掖样品

,

用测定缓冲

液稀释至 1 m l
,

然后取稀释液 0
.

Zm 工进行常规放射免疫测定 , ` 1。

结 果

卵巢滤泡经培育 10 天后
,

检查卵母细胞卵核的位置
。

不论 1“ g / m l G T且
、

。
,

1件g /功 1

G T H 或对照组
,

都未发生卵核消失
,

卵核仍然位于卵母细胞中心
。

培育过程中
,

在各个取样点上
,

培养液中六种性类固醇激素
: 孕酮

, 1 7“ 一经孕酮
, 17a

2 0刀P
,

雄烯二酮
,

攀酮和雌二醇的积累浓度见图 1
。

1 7a 2 0刀P 仅在 1吧 / m 1 G T且 组检测到
,

在 G T且 刺激下
,

培育两天后
,

培养液中才开

始出现 1 7“ 20 刀卫
,

培育第 6一 10 天
,

被释放的 1 7“ 20 尽P 明显增加
,

第 10 天的积累浓度为

7 3
.

8 n g / m l
。

G T H 刺激 1 7。 一经孕酮产生
,

呈现对 G T R 剂量的依赖关系
, 1鳍 / m l GT H 组

,

培养

液中 1了a 一经孕酮的含量明显高于 o
,

1鳍 /m l G T H 组和对照组
。 1砰g / m l G江

,

H 组
, 1 7“ -

经孕酮的积累浓度至第六天后逐渐下降
。

G T H 刺激孕酮产生
,
而且孕酮产生的量呈现对 G T丑 刺激剂量的依赖关系

。
1林g /m l

G T H 组
,

孕酮浓度在第四夭达到最大值
。

从图 1 可见
,

以上三种孕激素中
,

G T H 首先诱

发孕酮产生
,

其峰值出现早于 17 “ 一 经孕酮和 1 7“ 2 0启P
,

然后出现 1 7 a 一经孕酮的峰值
,

而

1际 2。召P 的大量产生是继 1 7。一经孕酮峰值之后
。

三者之间反映了生物合成途径中
,

前体

与产物之间的关系
。
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图 1 大麻哈鱼 ( o刚哪力, “ 加
“ 无时的 促性腺激素 ( G T H )诱发大西洋继 <万` 二口 。成叮 )

卵黄发生期的卵巢滤饱产生性类固醇激素的过程
。

凡 9
.

1 T h e
批 ori d er 蜘韶 b y v i et l ol 罗垃 。 f o l il 山

5 o f A tl a n t io 协 h卫曲 加 。 u b a lde
示” 俪 t犷 0 w i七h a P u士 l f ie d p r e p a

ar t ino o f P a c i五。 跳 l

~
9 0皿 d眺 or P in (G T H )

。

—
G T且 含且为 1林g /m (l w i伍 1卜幻m ! G T H )

一 G T且 含盘为 .0 1卜g /m 1( w 绝t h 0
.

1卜g /m l G T H 〕
-

一无 G T H (w 且五 o u t G T l l )

G T H 明显刺激了两种雄激素
,

雄烯二酮和攀酮的产生
,

两者的合成都呈现了对 G T 且

刺激剂量 的依赖关系
。

雄烯二酮在培育的第一
、

二天内迅速大量合成
,

达到峰值
。

而攀酮

的合成
,

在培育第二天后明显增加
。

两者之 间也显示出前体和产物的相互关系
。

G T H 刺激了雌二醇的产生
,

但雌二醉的合成量并不呈现对 G江
,

H 刺激剂量的依赖关

系
,

0
.

1砰g /m l G T 且 组所产生的雌二醉的量 > 1“ g / m l G T H 组 > 对照组
。

。
.

1协g / m l傲H

组
,

培养液中雌二醉的浓度为 1协g / m l G T 丑 组的 2 倍
,

为对照组的 4 倍
。
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讨 论

离体研究的结果指出
,
处于卵黄发生期的卵巢滤泡

,

对低剂量 ( 0
·

1鳍 /m )l 和高剂量

( 1照 /m )l G T H 刺激的反应不同
。

高剂量 G T H 组诱发产生的雌二醇明显比低剂量组 为

低
,

而产生的 1 7 0 2 0刀P 却高于低剂量组 (见图 )l
。

这说明大量 G T且 的刺激
,

引起性类固

醇生物合成途径向着合成大量雄激素和孕激素
,

特别是形成 1际 2 0月尸 的方向进行 , 而低

浓度 G T H 的刺激
,
则使性类固醉生物合成的途径向着合成雄激素

,

雄激素又在芳香酶的

作用下转化成雌激素
,

特别是形成雌二醉的方向进行
。

培养液中几乎不存在 1孙 2。刀P
。

这

与活体观察的结果相一致
。

血液中雌二醇和 G T H 含量年周 期变化的研究指出
,

不论鲤科

鱼类
〔 , 〕
或蛙蹲鱼类*Ll

簇
山

, 工,血清中雌二醇的含量随卵黄发生而逐渐升高
,

至卵黄发生结束
,

雌二醇浓度达到峰值 , 而 G T H 浓度随性腺发育变化不大或仅略微升高
。

相对来说
,

血液

中 G T H 浓度一直维持在一个低水平 〔. , 7 , , 1 7心 0刀P 的浓度也极低
〔: 1] 。

当性腺成熟
,

卵黄

积累完成
,

血液中雌二醉浓度下降
〔, , , . , ,

皋酮浓度上升 al[
,

“ 二。 临近排卵
、

产卵时
,

G T且 浓

度迅速上升
,

甚至是近十倍 (鱿鳍鱼类〔 . , “ , 1 . 习)或数十倍 (鲤科鱼类 『̀
, , , ,

,1’ ,
) 地增加

,

同时

1孙 2 0刀r 浓度也迅速升高 〔工了
, , 们

。

从本试验中不同剂量 G T 且对早期 (卵黄发生期 )卯巢滤泡诱发性激素所产生的作用和

以前发表的关于G T H诱发晚期 (充分生长的)卵巢滤泡合成和释放性激素的研究 〔叫报告可

以推知
,

自然生理情况下
,

卵黄发生阶段血液中的促性腺激素一C二 A ll (为一种糖蛋白 )
「. ,

刺激卵巢滤泡组织合成雌二醇
,

继而雌二醇诱发肝脏合成卵黄蛋 白前体
,

由于促性腺激

素一C on A (I 为一种非糖蛋白户
〕
的作用

,

使卵黄蛋 白前体转移到卵母细胞中
。

当卵母细胞

卵黄发生完成后
,

可能 由于一种芳香酶抑制因子的形成 〔 1 , 1 ,

使卵巢滤泡颗粒细胞中的芳香

酶活力减弱
,

雌二醇合成减少
,

从而降低了雌二醇对垂体的负反馈作用
。

因此垂体促性腺激

素的分泌不断增加
,

刺激了成熟诱发激素一 1 7` 昭 r 大量合成
,

使卵母细胞达到最终成熟
。

本试验中
, 1“ g / m ] G T H 组虽然诱发产生一定量的 1 7 0 20 刀r

,

但这与 1协g /二 1 O T H

刺激晚期卵巢滤泡产生 1 7a 2昭 F 的量 「,o] 相比
,

则显得很低
。

后者在培育第八天
,

培养液中

1 7a 2 。月P 的积累浓度为 3 00 n g /耐 以上
,

而前者在培育第八天的 1 7a 20 刀p 积累浓度仅

为 34 n g / m l
,

第十天为 7 30 9 / d
。

无论如何
,

本结果反映了在大剂量 G T且 刺激下
,

有迫

使较晚期的卵黄发生期卵巢滤泡合成 1化 20 刀P 的可能性
。

由于处于卵黄发生期的卵母

细胞卵径过小
,

即使能实现诱导排卵
,

受精后孵化出的鱼苗
,

体质不够健壮
,

将给以后的生

长带来一定的困难
,

所以生产上价值不大
。

而对性腺发育不够好的亲鱼或为了促进性腺

更快发育
,

注射低剂量 G T H 是可行的
。

从研究的结果看
,

使用 G T H 的量宜低不宜高
。

因为注射低剂量 G T H 的效果与自然状况下正在进行的生理变化较一致
,

能促使雌二醇合

成增加
,

加速卵黄发生
,

达到协调地促进性腺发育的效果
。

如若注射 G T H 的量过高
,

则

会有打乱原有生理状况的可能
,

使卵巢改变合成类固醇激素的途径
,

从而出现不同的生理

效应
,

使雌二醇正常合成受抑制
,

而转向合成 1 7 a 2 0月p
。

可能由于 17 0 2 0刀P 的不断增加过

早地引起卵母细胞吸水
,

从而使卵母细胞的最终成熟
、

排卵和产卵过程不协调
,

造成滞产

或亲鱼死亡
。
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G T丑 明显刺激孕酮
, 1 7。 一经孕酮

,

雄烯二酮和翠酮的合成
,

而且随 G T H 剂量 的增

加
,

合成量也明显增加
。

与对照组相比
,

G T H 的刺激是必不可少的
。

以上四种起源于卵

巢滤泡组织的性类固醇激素
,

在大西洋蛙卵黄发生期中的作用
,

看来是作为合成雌二醇的

前体而存在的
。

因此可 以得出结论
,

从 G T H 能刺激离体卵巢滤泡合成孕酮
, 1 7a

一
经孕酮

,
1 7心 。月P

,

雄烯二酮
,

摹酮和雌二醇
,

证实这些性类固醇激素起源于卵巢滤泡
。

卵黄发生期卵巢滤泡

对外源高剂量和低剂量 G T H 的刺激反应不同
。

在生理状况下
,

卵黄发生期卯巢滤泡在

低浓度 G T H 作用下
,

通过刺激合成雌二醇间接控制卵黄发生
。
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