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对鲤鱼脑垂体
离体生长激素分泌的影响

’

林信伟 林浩然

(中 l日大学生物系
,

广州 6 1 0 275 )

提 要 采用脑垂体离体灌流孵育系统
,

研究细胞外 C扩
十

和 K
干

对鲤鱼脑垂休基础的

和娃鱼促性腺激紊释放激素 (咐宜R H )刺激的生长激素 (日 H ) 分泌的影响
。

离休灌流孵育的鲤

鱼脑垂体基础 G H 分泌和 洲弓五R .B 刺激的 G H 分泌都是细胞外 C犷
斗

依赖的
,

缺细胞外 C。 , 今

存在时
,

基咄 G R 分泌显著下降
,

2 分钟脉冲式 呢。 R H 刺激的 GH 分泌反应接近消失
。

aC
, t

通道阻滞剂异搏定以剂量依存形式显著抑制基础的和 2 分钟脉冲式 好nR H 刺激的 GH 分泌
,

表明细胞外 C扩
卜

的作用至少部分通过细胞膜电位敏感性 C扩
十

通道
。

冈m M K
十

显著刺激基础

GH 分泌
,

并显著加强高剂量 。G
二
R H 刺激的 G亘 分泌

夕

且 K
斗

的作用是细胞外 C “ 书

依赖的
。

关键词 娃鱼促性腺激素释放激素
,

生长激素
,

钙离子
,

钾离子
,

离体灌流孵育
,

鲤鱼

脊椎动物脑垂体生长激素 (G H ) 分泌调节机理的证据主要来 自哺乳类和鸟类的研究

结呆弧
` “ 〕 ,

在硬骨鱼类 中
,

有关 GH 分泌调节机理 的研究报道甚少
。

在哺乳类和鸟类
,

刺

激狱垂体 G H 分泌的下丘脑神经肤主要包括 G H 释放激素 ( G H丑 H ) 和 促甲状腺激素释

放激素 ( T R H )
,

这些神经肤刺激 G三 分泌的受体后机理包括 C矿
卜

参与的第二信使 系

统
〔留 , ’ , , ` J。

但是
,

在硬骨鱼类
,

调节 G H 分泌的下丘脑释放因子的分布
、

性质和功能目前尚

端; 确定 ,
’

啊
。

最近
,

在金鱼和鲤鱼 中研究结果证明促性腺激素释放激案
」

(G n R R ) 可做为

G H 释放因子刺激离体和在体的脑垂体 G石 释放
,

并且 促进 金 鱼体 长 的 增长
〔’ , `
们拉 ’ 。

G o R且 对 G H 分泌的促进作用也在一些处于病理状态下的哺乳类以及离体孵 育 的 正 常

兔脑垂体细胞中报道 lt,
3 3 ,

但 G二 R R 刺激 G H 分泌作用 的机理 目前还不清楚
。

C五an g 和

D e e] eu w ( 1 9 9 0) 发现细胞外 C扩
干

对金鱼脑垂体基础的和 G I亘屯E 促进的 G H 分泌活功

是必需的乙’ 〕
。

本研究采用脑垂体碎片离体灌流孵育系统
,

研究细胞外 C扩
十

以及 C犷十 通

道阻滞剂对鲤鱼离体脑垂体基础 的和鱿鱼 G n R H (。 G n R H ) 刺激的 G H 分泌的影响
,

并

首次检查细胞外 K
十

对鱼类 GH 分泌的影响
。

材 料 与 方 法

1
.

实验动物 性腺正在发育的鲤鱼 (不分性别 )
,

体重 4 20 一 62 7 9
,

购自广州农贸市

高等学校博士点科学基金资助的课题
。

收稿年月
: 1 9习佗年 7月 ;同年 1 0 月修改

。
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场
。

性腺成熟系数为1 2
.

7士 2
。

9 % (性腺重 /体重 )
。

实验前鲤鱼在室温和 自然光周期 下

暂养于室内水族箱中
。

2
,

鲤鱼脑垂体碎片的离体灌流孵育 鲤鱼脑垂体碎片离体灌流孵育系统参照 金鱼

脑垂体碎片的离体灌流孵育系统
〔“ , 1幻 ,

仅稍做修改
。

鲤鱼断头放血后
,

取出脑垂体制备成

碎片 ( < I ln 坦
,
)

,

将每份相当于半个脑垂体的碎片分别转移 到 O
·

3m l 柱状灌流孵育室中
,

并置碎片于两层 C y ot d e x 微载体之间
。

脑垂体碎片先用 1 9。 培养液 (含 H a n k , 盐溶液
、

2 5二 M H E P E S 和 l加 /m l 制霉菌素 )预灌流过夜 ( 8一 1 0 h r , s m l / h r )
。

实验前 Zh r ,

将

” 9培养液换成 E 今立 k 3 平衡盐溶液 (含 25 m M H E P E S 和 0
.

1% 牛血清 白蛋自 ) (简称

E B S )S 或无钙的 H B吕S (实验一 )
,

并增加流速至 巧m l/ h r
。

液流孵育温度为 19 士 lo C,

收集 5分钟一管的收集掖 (样品 )
,

样品贮于 一 2 8℃待测
。

3
.

实验设 计

( 1) 实验一 不同浓度细胞外 C扩十
对基础的和 。G o R H 刺激 的 G且 分泌的影响

。

实

验前 2五 r 用无钙的 H B S S 代替 1 99 培养液 继 续 灌流 Z h r 后
,

四 个灌流 柱 分别 用 含

l o m M
、

1二M
、

0
.

1二M 和 o
,

0 1m M C a , +

的 H B S S 灌流 4 h r ,

从第二小时起 rB] 隔 l h r 引

入三个 2 分钟不同剂量 ( 1
、

10 和 l o o n M ) 的 s G n R H 刺激
。

重复四次实验
,

其中两次实

验中三种剂量
s G n R R 以增加浓度顺序引入 ; 另两次则以减小浓度 顺 序 引 入

。

无钙 的

E B S s 为缺 C o C I ,

的 H B s S
。

另加入 1 0 0砰M 乙二醉二 (启一氨基 乙醚 ) 四 乙酸〔 E t h y l e n e -

9 1了。 0 1一 i 。一胆
一 A二 i n e t h y l e t h e r )

,

N
,

N
,

N
` ,

N
` ,

T e t r 。
·

。 e o t i e A e id
,

E G T 八〕 ; 含不 同浓

度 C 。 , + 的 H B s s 为缺 C a C I
:

的 H B S S 分别加入不同浓度 C o C I ;
。 。 G n R H 由美 国 加

州 S al k 研究所 J
.

R i x,i er 和 W
,

V al
e 合 成 并赠 送

。 s G n R H 用 H B S S 配 成 l即M 贮

存液
,

实验时用各自灌流柱的灌流液稀释至所需浓度
。

( 2) 实验二 C扩十 通道阻滞剂异搏定 (V er
o p o m il

,

V E R ) 对基础的和 。 G习丑 H 刺

激的 G H 分泌的影响
。

预灌流后四个灌流柱的脑垂体碎片分别用 H B s 3 以岌含。
.

1 , M
、

1协M 和 1 0卜、 M V E R 的 H B S S 灌流 3
.

s h r
。

在灌流 0
.

s il r 后
,

以 l h r 间隔 引入三 个 2

分钟不同剂量 ( 1
、

10 和 1。。n M ) 的 。 G n R H 刺激
。

重复四次实验
。 : G o R “ 来源及引入

方式 同实验一
。

V E R 用二甲亚矾配制成 10 m M 溶液
,

再用 H B S S 稀释成所需浓度
。

临 ) 实验三 高浓度 K
十

( 50 o M ) 对基础的和 。 G n R H 刺激的 G E 分泌的影响
。

预

灌流后四个灌流柱的脑垂体碎片分别用 H B S S
、

含 50 o M K 干
的 E R S S (高 K

十

且B s s)
、

高 K
十无钙 H B S S 和无钙 且 B S S 灌流 4 h r 。

从第二小时起
,

以 l h r iltJ 隔引入 三 个 2 分

钟不同剂量 ( 1
、

10 和 10 。刀M ) 的 。G n R H 刺激
。

重复四次实验
, 。 G n R H 来源及引入方

式同前
。

高 K
`

”
R B S S 为含 50 nI M K CI 的 H B S S

,

其中 N o
CI 浓度随 K CI 增加而相应

减少
,

以维持稳定的离子浓 度
。

高 K 十
无 C犷

+

E B S S 为 缺 C o
CI

:

的 H B 3 S
,

另 加 入

1。卯 M E G T A 并提高 K 十浓度至 50 m M
。

无钙 丑 B S S 同前
。

4
.

激素测定和统计分析方法 样品中 G R 含量测定采用鲤鱼 G H 为标记抗分和 标

准品的 G R 放射免疫测定法 〔川
。

脑垂体碎片对脉冲式 (2 分钟 ) s G n R H 刺激的 G H 分

泌反应的计算参照 H油 i ib 等 ( 19 8 9) 川
,

即把每个刺激前的三管样品 ( 15 分钟 ) 的 G H 含

量的平均值做为平均刺激前基础分泌值 ( p r8 uP l o e
)

,

把脑垂体对脉冲式刺激的 G H 分泌

反应定记为 3。 分钟内 G H 分泌反应值之和
,

然后将此值转换为各自刺激前墓破分 泌 俏
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细胞外 C护
十

和K
十

对鲤鱼脑垂体离体生长激素分泌的影响

的百分数 (环 P e r闪 l o ) e
。

每组数据以平均值 士标准差表示
,

显著性检验采用 D u n ca 。 氏

新复极差检验
,

当 尸 < O
·

肠 时
,

认为差异显著
。

实 验 结 果

含不同浓度 C护 + 的 且卫5 5 对鲤鱼脑垂体碎片的基础 G I] 分泌有 明 显 影响 ( 图 t
,

人 )
。

在 0
.

ol m M 到 1功M 范围
,

脑垂体基础 G H 分泌水平随 C a , 十

浓度增加而增加 ; 当

aC
, 十 浓度为 10 nI M 时

,

G H分泌又显著下降
,

但仍显著高于低 伪
, + 浓度 ( 。

,

1和 。
·

01 功M )

时的 G H 水平
。

用无钙 丑B S s 预灌流时的平均基础 GH 水平 ( 2 5
.

2 士 1 2
.

9 n g / m l) 也显

著低于用含 l o M C犷 十
的 H B 3 S 灌流时的 G H 水平 ( 1 1 5

.

5 士 26
·

7ng /功 l)
。

与基础G E

水平变化相似
,

在 O
.

Ol ln M 到 I ln M C a’ 手 浓度范围内
,

C扩十以剂量依存形式促进三种剂

量脉冲式的 s G u丑 H 刺激的 G H 分泌 ( 图 1 ,

)B
,

但当 C a ” 浓度为 10 tn M 时
, s G n R H 刺

激的 G H 分泌反应显著低于 l m M C扩十
存在时的 G H 分泌反应

。

[ C
: ’ `

] ( m M )

ǎ界g件书香晰寝励粼)许书H途带减

图 1 不同浓度细胞外 C扩 ”

对基侧
;

的 ( A )和 姆正H 刺激的 ( B ) G H 分泌的影响
。

图中平均值上标有相同的字母 (
a 、

b
、 。 或 d )表示这些平均值之 间无显著差异

F j g
,

1 E f f
。 。招 武

e ` t r a 。 。 ll o l o
r C犷

平 。 o n 。 。 , 。
t
工台七i叻。 o , 1

b a 、 3 1 ( A )
a砚

好丘RH
一

彬 m u l a 七
。
d ( B ) G l l o e岔 e七1011

.

T h 。 。

晒
e l o t t e r a

bo ? e

。 a o h 租。 a n i砚 i
o a 七e弓加 。 i g n i f i

o a 工, t `土i尹f e r e刀。 e

三种剂量 V E R 以剂量依存形式显著抑制基础 的和三科荆量脉冲式
。 G n R H 刺激的

G H 分泌 〔图 2 )
,

其中 10 拼M 丫 E R 作用后的基础 G H 水平仅为作用前的约 卯形
; 在 1 0 ,从

和 1 , M V E R 存在下
, 。 G n R H 刺激的 C H 分泌反应之间无显著差异

。

含 50 nT M K
十

(高 K
牛
) 的 H B S S 灌流孵育的鲤鱼脑垂体碎片的基础 仁 H 分泌持续

、

显著地增加
。

灌流后第一和第二个 30 分钟的平均基础 〔; H 水平之间无显著差 异
,

且 都

显著高于对照 (用正常 H B s s 灌流 )
。

高 K + 无 C a叶 的 H B S S 灌流的基础 G丑 分泌在

第一个 30 分钟内有所增加
,

但与同时间的对照无显著差异
;
第二个 30 分钟的平均基础

心H 水平显著低于对照以及第一个 30 分钟 的平 均基 础 G H 水平
。

无 C犷
卜

狂 B S S 灌流

时的情况与高 K
+ 无 C扩 千 H丑5 5 灌流时相似

,

基础 -({ H 水平在灌流后 30 分钟内无显著
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图 2 电压敏感性 C驴
十

通道阻滞剂异搏定 ( V E R )对基砒的 ( A )和 好
n R .H刺激的

( )B GH 分泌的影响
。 。 、

b
、 。 和 d 的说明见图 1

F绍
.

2 E f f e e加 〔, f v o
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D e
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j c 丁e n t )

无C
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D
e
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图 3 高浓度 K
十

( S OnI M )对基础的 ( A )和
。 G n R H 刺激的 ( B ) G H 分泌的影响

,

图中 a 、 。 、 。 和 d 的说明见图 1

r 绍
甲

3 E f f e e七s o f e ! e v a 七e d K
小 。 。 l扔 e n 衍 a t i o n

( s o m M ) o n b a 3 a l ( A ) a
吐

s G且 R月 s ti m u la t e d ( B ) G H 。。 。er t i o n
,

F o r e x p玩。 a t i
~

o f a ,

b
, 。 a 刀 d d

, s e o
l e g e n d t

o F i g
.

1

变化
,

但 30 分钟后显著下降
,

且与同时间高 K +
无 C扩十 E B S S 灌流时的 G H 水平相近

(图 3
,

A )
。

高 K
+
对三种剂量脉冲式 。 C 了1丑H 刺激的 G丑 分泌 有一 定 的 加强作 用

,

但仅在
I O0n M s G n R H 刺激的 G H 分泌反应组中

,

高 K +
的作用是显著 的

。

无 C a纤 H B S S 和

高 K + 无 C a , 十

H B S S 灌流孵育的脑垂体碎片对 s G o R H 刺激的 G H 分泌反应都 显 著 低

于对照
,

且高 K 十
无 C a 针 H B S S 灌流时 G H 分泌反应 又显著高于无 aC 叶 E B S S 灌流组

(在 l 0 0 0 M 和 l o n M s G n R H 刺激下 )
。

无 C a , + H B日8 灌流时
,

脑垂体碎片对 。 G n R H

刺激的 G只 分泌反应接近消失 ( 图 3 , B )
。
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、

林浩然
:
细胞外 C a’ 于

和 K
十

对鲤鱼脑垂体离休生长激素分泌的影响 11

讨 论

木结果表明鲤兔脑垂体基础 G H 分泌是细胞外 c护 +
依赖的

,

无细胞外 C a , +

存在时
,

基础 G H 分泌显著 降低
。

在低于正常的细胞外 C扩
+

浓度范围 内
,

C扩
十

以剂量依存形式

促进基础 G H 分泌
。

在哺乳类
,

许多研究证明基础 G H 分泌依赖于细胞外 C犷枉姗
,
片 “ 。

此

外
,

在鸟类和金鱼的离体研究也发现基础 G E 分泌随细胞外 C扩
+

浓度变化而 变化 L’
, . 〕

。

本

研究中电压敏感性 C扩
}

通道 ( V S C ( J) 阻滞剂 V E R 显著抑制鲤鱼脑垂体基础 G H 分泌
,

证明细胞外 C扩
十

对基础 G H 分泌的影响至少部分通过细胞膜 V s C o 的作 用
。

tS oj i l k 。 -

v 加 等
r
、

19 8 8 ) 认为脑垂体细抱外 C犷
十

依赖的墓础 G H 分泌可能是 G H 分泌细抱上存在

自动激活的 V S CC 以及依赖 泛细胞外 C扩 十 、

自动产生的动作电位的作用结果
,

这种 自动

节律的电活动可提高细胞质 C扩 +浓度达到阂水平
,

从而激活细胞内激素分泌机制
〔’ ` 3 。

鲤

鱼脑垂体基础 G H 分泌对细胞外 C扩 +
的依侦性是否通过相同的机理尚需进一 步 研 究

。

本研究中过高的细胞外 C扩
+

环境不能进一步增加基础 G丑 分泌
,

此结果与鸟类和哺乳类

的研究结果相似
【, , “ 习 ,

表 明除了使细胞质 C扩 +浓度达到阔值所需的细胞外 C扩干 环境外
,

过 多的细胞外 C扩 十
对基础 G R 分泌是无作用甚至有害的

。

高浓度 C扩予 可能影响 细 胞

膜 的电生理特性 以及引起细胞 的脱敏作用 以防过多的 C扩
十

内流 〔生 . “ 。

哺乳类脑垂休 G H 分泌调 节是依赖于 C扩
十

的过程
,

许多刺激 GH 分泌的神经肤
,

如

G H R H
、

T R H 等的作用都通过 C护
十

参与的第二信使系统
,

引起细胞的激素分泌反应川
。

然而
,

G社 R H 对哺乳类脑垂休 G且 分泌的刺激作用机理是否与 C a , 于
有关尚不清楚

。

最

近
,

离体研究结果表明细胞外 C扩十
对金鱼检垂体细胞基础 的和 G o R H 促进的 G H 分泌

是必需的
〔`刁。

本结果也证明
。 G o R H 对鲤鱼离体滴垂体 O H 分泌的刺激作用 是细 胞外

C扩
十

依祯的
,

并且细胞外 山
2 于

的作用主要通过 V S C C
,

以改变细胞序 C扩
’

卜

状态
。

因本结

果中高剂量 V E R 不能完全抑制 。G I〕丑丑 的作用
,

所以可能存在其它性质的 C扩
干

通道或

非 C犷 十
依赖的过程参与 。 G o R H 作用机理

。

高浓度 K 十 对脑垂体 G E 分泌的影响在鱼类中尚未有报道
。

本结果表 明 50 二汀 ;尹

持续地刺激离体鲤鱼脑垂体基础 G H 分泌
,

且高 K
+ 的作用是细胞外 C犷

十

依赖的
,

这与

哺乳类的研究结果是一致的 ,
, ` ? 又。 在哺乳类

,

高 K 于 促进脑垂体激素分泌的作用 机理一

般认为是高 笠
十

促进细胞膜去极化
,

激活 V S C C
,

增加细胞质 O护
十

浓度
,

引起细胞激素分

泌反应「
川

。

在脊椎劝物
,

有关 K
`

卜

影响 G n R H 作用 的报道甚少
。

K幼 等 ( 19 7 7 ) 曾报道

10 分钟脉冲式高 K
士

( 1 2
.

2 nI M ) 可显著促进 G o R H 刺激的促黄体生成激 素 ( L R ) 分

泌 〔 1冬 J。 本结粱表明高 K 十
对 。G n RH 刺激的 G H 分泌的影响依赖于

。 G n R R 剂量
,

在高

剂决下
,

高 K
十

对
。 G o R H 的作用才有显著的加强作用

,

其作用机理尚有待继续研究
。
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