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提 要 采用离体灌流孵育和腹腔注射方法
,

研究蛙鱼促性腺激素释放激素 ( GnR H )类

似物 。G n R H
一
A ( A

r

扩T却 ,L e砂 P or
. N E t

一 L H R H )和哺乳类 G n RH类似物 L H丑 H一 A ( A玩怕 or 一

N tE
一孔 H丑丑 )对鲤鱼脑垂体生长激素 ( G H ) 分泌的直接刺激作用 以及对草鱼鱼种 G H 分泌和

生长的促迸作用
。

2分钟脉冲式 s G五 R H
一 A 和 L R丑 H

一 A 以剂量依存形式直接刺激离体灌流

孵育的鲤鱼脑垂体 GH分泌
,

且 sG
且R H

es A 刺激 GH 分泌活性显著高于 L H R H
一
A

。

腹腔注

射两种剂量 (0
·

0 1“ g厂g 体重 /周和 。
·

O。协 g广g 体重 /周 )的 sG
n R且一A 或 L H R H 一 A :( 每周一次

,

共 6 周 )都能显著提高草鱼鱼种相对体重和相对体长生长率
,

并促进草鱼鱼种血清 G H 水平提

高
。

好二 R H
es A 和 L H丑H

一A 促进生长的作用是剂量依存的
,

且 好 n R H
- A 的促进生长作用显

著高于 L日卫H
一人

。

关链词 促性腺激素释放激素
,

生长激素
,

生长
,

鲤鱼
,

草鱼

鱼类的生长激素 ( GH ) 已被证明对促进鱼类生长起重要作用
。

通过加强鱼类自身的

G H (内源的 )的合成与分泌
,

或施以外源的 G三
,

都可以提高鱼的生长速率【iB l lar d
,

R
,

,

1 9 5 9 ; D o n a l d s o 。 等
,
1 9 7 9 , Z o h a r ,

Y
.

, 1 9 8 9〕
。

近 -LJ 年
,

对金鱼和鲤鱼等鱼类脑垂体

GH 分泌的神经 内分泌调节机理 的 研究取 得初 步进 展
,

证 明 促性腺 激素
,

释放 激素

( G n R H )可做为 G H 释放因子
,

刺激脑垂体 GH 分泌 〔C h 岛。 g 等
,

19 9叭 iL 。 等
,

19 9 3 ,

M a
况 h二时 等

,

19 8 9〕
,

并且体内注射 G n R H 及其类似物还可促进金鱼体长生长〔M时he
-

a n t ,

T
.

A
,

等
, 1 9 8 9 ]

。

本文以我国主要养殖鱼类鲤鱼和草鱼为材料
,

采用离体和在体方 法
,

研究 哺乳类

G n丑 H ( L R R狂 )和鱿鱼 G n R H (
s G n R H ) 的两种高效类似物 L H R H - A ( A l a

召
F 即

,

N E t -

L E R三 )和 。G n R H 一A ( A r g
“
T r p ,

L eu
“
P r o, N E七一 L H R H )刺激 G H 分泌和促进草鱼鱼种

生长的作用
,

旨在探讨 G n R H 高效类似物促进养殖鱼类 G H 分泌和生长速率提高的作

用及其应用前景
。

一
、

材 料 和 方 法

1
.

实验鱼及其习11养 性腺正在发育的鲤鱼 (不分性别 )
,

体重 41 。一 6 0 0 9
,

性腺成熟

系数为 6
.

2一 15
.

7环
,

购 自广州农贸市场
,

实验前在室沮和自然光周期下暂养于室 内水族

收稿日期
: 1佣2一 1 2一 1氏
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箱中
。

草鱼鱼种体重 8 1一0 3 9
,

购自广州郊县鱼场
。

草鱼鱼种驯养于 2 50 升水族箱中
,

自

然光照并控制水温在 2 1
O

C左右
,

24 小时通氧和水流循环过滤
,

实验前暂养 1一 2 周
,

直到

适应新环境并开 口摄食人工饵料为止
。

2
,

在体实验 草鱼鱼种分成 5 组
,

每组 10 尾鱼
。

5 组鱼分别腹腔注射①生 理盐水
( V E H )

,

即对照 ; ②低剂量 L H丑 E ~ A ( O
,

0 0 1协g / g 休重 /周 ) , ③高剂量 L H R H
es

~

A ( 0
.

01

种 g烤 体重 /周 ) ; ④低剂量 : G rL R H , 人 ( 。
,

0 0 1 , g / g 体重 /周 ) ; ⑤高剂量 : G n R H一 A (0
.

01

陀 / g 体重 /周 )
。

每周注射一次
,

共进行 6 周
。

G n R R 类似物均用 V E H (0
.

7% N
,
Ol 和

。
.

1%偏重亚硫酸钠混合液 )配制
。

实验期间
,

根据草鱼鱼种实际需要量投喂人工饵料
,

以

喂饱为止
。

每周测量一次体重和体长 (标准体长 )
。

实验结束时
,

草鱼鱼种用 M S一22 2 麻

醉
,

由尾静脉抽血获得血样
。

血样在 4
“

0 下静置几小时后
, 1 5 0 0 0 转 /分离心 4 分钟

,

收集

血清样品用于测定 C H 含量
。

3
.

离体实验 采用的鲤鱼脑垂体碎片离体灌流孵育系统 ( p er if u , io n ) 参照金鱼脑

垂体碎片的离体灌流孵育系统 [ H动 j ih
,

H
,

R
.

等
, 1 9 8 9 ]

,

稍作修改
。

鲤鱼断头放血后取

出脑垂体 (腺垂体部 )制备成碎片
,

将每份相当于半个脑垂体的碎片分别转移到柱状灌流

孵育室中
,

并置碎片于两层 C y ot de 二 微载体之间
。

脑垂体碎片先用 1” 培养液 (含 H 岛 n ks

盐溶液
、

25 m M 且卫 P E S 和 15 U / m l 制霉菌素 )预灌流 8一 I O h : ,

实验前 Z h r ,

将 19 9 培养

液换成 R乌。 k s
平衡盐溶液 (含 25 m M 三 E P E S 和 。

.

1多牛血清 白蛋白
,

简称 H B s S )
。

预

灌流之后
,

以 l h r
间隔引入 3 个 2 分钟不 同剂 量 (1

、

10 和 1。。 n M ) 的
s G n R R 一A 或

L H R丑一 A 脉冲式刺激
。

每个灌流柱测试一种 G o R H 类似物
,

每种类似物重复 4 次实验
。

灌流孵育温度为 19 土 lo C
,

收集 5 分钟一管的样品
。

G o R H 类似物在实验前用 H B s s 配

成 1 0产
r

M 贮存液
,

实验时再用 H B S S 稀释至所需浓度
。

L H R H 一 A 购自宁波市激素制品

厂 ; s G n R H
一 A 由美国加州 S al k 研究所 J

.

R 主vj er 和 W
.

Va le 合成并赠送
。

4
`

激素测定和数据分析方法 样品 (血清和灌流收集液 ) 中 G R 含量测定采用在本

实验室建立的鲤鱼 G R 放射免疫测定法 [M ar e il a n t 等
,
1 9 8 9〕

。

草鱼鱼种生长速率分别

用相对体长生长率 ( R L G R )和相对体重生长率 ( R S G R ) 表示【R ick er
,

W
.

.E
,

1 9 7 9〕
,

其计

算公式如下
:

R吕G R 二
` 时间后的体重 一 起始时间的体重

起始时间的体重

才时间后的体长 一 起始时间的体长

起始时间的体长

x 1 0 0%

R L G R = 火 1 0 0形

鲤鱼脑垂体碎片对脉冲式 G n R丑 类似物刺激的 G H 分泌反应值的定量分析参照 11
o
ib

-

加 等〔1 9 8 9习
,

即将每个刺激前的三管样品 <15 分钟 ) 的 G且 含量平均值做为平均刺激前

基础分泌值 ( p r e
uP 工

s的
,

把脑垂体碎片对脉冲式 G n R H 类似物刺激的 G H 分泌反应值

定量为 30 分钟内激素分泌反应净值之和
,

再将此值转换为各 自刺激前平均基础分泌值的

百分数 (%
,

p er 训 1。 。 )
。

数据 以平均值 士标准差表示
。

各给药组与对照组之间的生长速

率和血清 G H 水平差异采用 t 检验 , 离体 实验 中各种 剂量 G n R H 类 似 物以 及两 种

G n R H 类似物刺激 G H 分泌反应值之间的差异采用 DU n o a n 氏新复极差检 验
,

当 尹 <

。
.

05 时
,

认为差异显著
。
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二
、

实 验 结 果

注射 。G n R H
一 A和 LR R R一入 对草鱼鱼种生长有显著的促进作用

,

图中有星标 (☆ )

者显著高于对照组 (图 l )
。

注射 6 周后
,

低剂量 L H R H 一 A
、

高剂量 L H R H
一 A

、

低剂量
昌G n R R 一入

、

高剂量 。G o R H 一 A 以及对照组的 R S G R 和 丑 L G R 分别为 19
.

1终
、

20
.

8%
、

2 3
.

9绍
、

27
.

6另
、

10
.

6那和 6
,

0拓
、

6
.

1%
、

6
.

7绍
、
8

.

1%
、 3

.

8 %
。

四个药物注射组的 R S G R

和 R瑞R 分别显著高于对照组
。

同种 G n R H 类似物中
,

高剂量组 的 R S G R 和 R L G R

都分别显著高于低剂量组
。

同剂量不同 G n R H 类似物中
,

注射 川 n R--H A 组的 R SG R

和 R L G R 分别显著高于注射 L H R H一 A 组
。

3
☆食☆

月件J.色人.̀,̀

BL
胜....LFJ..es卜Ise卜
!
`

!
自Ò邢月,

(次)份半州平攀权碑

☆食☆l

...呀.U
口. .L.̀̀ .̀ ..

l 2

今

ù次)铸事妞叫攀匆释

孔`

了 2 3 4 5 ` 。 一 2 3
.

百一
’

几亏
’

`
时间〔周 ) 时间 ( 周 )

图1 腹腔注射 好五R R
es A 或 L月丑 H

一A 对草鱼鱼种体重 ( A )和体长 ( B )生长的促进作用

1 G r o w t五~ p加。 。仿刀 g o f f 。咖
o f i

.

p
.

玩 j e d巨o n o f L 且R且
一 A o r s G五R H

一 A o b 记 y we i g h 七

a
dn l e n 酥h o f g邝沼 吧 r p f i呜

e r il n g

V g H ; 2
.

L H R狂 es 人 (o
.

00 1梦g / g 体重 /周 ) ; 3
.

L丑 R玉卜人 ( 0
.

0 1朴g厂g 体重 /周 ) ; 4
。

盼 n R且一

A (。
`

oo 琳盯 g 休重 /周 ) ; 石
。

sG n R H
一 A ( 0

.

。单 g / g 体重 /周 )

注射
s G n R R 一A 和 L H R H峨 6 周后

,

草鱼鱼种的血清 GH 水平均高于对照 组
,

但

只有注射高剂量 L 且 R且一 A 组的血清 G H 水平与对照组之间有显著差异
,

图 中有 星 标

(☆ )者
,

显著高于对照组 (图 2 )
。

离体灌流孵育的鲤鱼脑垂体碎片接受 2 分钟不 同剂 量
s G n R --R A 或 L H R H 一A 刺

激后
,

都迅速产生一个剂量依存的 G H 分泌反应
。

G H 分泌在刺激后 10 分钟内达 到 最

大值
,

整个 G H 分泌反应峰持续约 30 分钟
,

然后恢复到基础水平 ( 图 3 )
,

两种 G n R H 类

似物刺激离体脑垂体 G H 分泌的定量分析结果见图 4。 三种剂量 , G n R H一 A 刺激的 G丑

分泌反应都分别显著高于同剂量 L H R H一 A 刺激的 G R 分泌反应 ; 在同种 G n R H 类 似

物中
,

三种剂量的作用之间也存在显著差异 ( 图 4 )
。
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图2 腹腔注射 , G n五且
~ A 或 L丑五且

- A 对草鱼鱼种血清 u 且 水平的影响

烈 9
.

2 E f f e砒
。 f l

,

p
.

还加cit 。立 。 f L B R H
es A o r

论
力丑H

一A on 的
~

GH le v 。始。 f

g ar 韶 “ r p f还罗r

iln g

a. V E H ; b
.

L H R H we A ( 0
.

00 1睁g / g 体重 /周 ) ;
e

.

L狂只H
- 人 ( 0

.

01 卜g / g 体重/周 ) ; 己 咐立 R H ee 人

( 0
.

00 工睁幻名体重 /周 ) ;
e

.

姗。 R H ~ A ( 。
,

。 1卜g / g 体里 /周 )

A s Gn RH一 A

1n M

今

1OnM

杏

100 n M

杏 B LHRH一 A

n日ùù曰U八日nU月,八J刁

1 n M
1o n挑

10 0 n M

n“nllùlln
,

nllù月啥门」

n日n日八曰nUn乙
目.1

nUllnùn比nU

(1.\6u)西

习 10 2 0 30 4 U S U U 10 2 0 3 0 40 50

收集管号 收集管号

图3 离体灌流孵育的鲤鱼脑垂体对 2 分钟脉冲式 好 n R H
一 A ( A )和 L 月丑H

一A ( B )刺激

(箭头表示 )的 G H 分泌反应过程 (显示一个代表性的灌流结果 )

乃 9
.

3 P砒
e r 皿 of GH er 拓ase f r o

I D

钾ir f u 跳吐 p i七ul 七a 梦y of eo

~
ca rP 认 , s p o n

阳

协 Zee血in p u
胶

台 ( a

owrr
)

o f t恤 e。 面 se 3 o f 峪五 R H
一 A ( A )

各
dn L H R ll se A 又B ) (认 a

r叩式阳此 a桩v e co l

~ )

图 4 三种剂量脉冲式 LB R H
一 A 和 好五 R H -

A 刺激离体灌流孵育的鲤鱼脑垂体 G H分泌

作用的比较 (图中平均值上的不同字母表示有

显著差异 )

卫 19
.

4 C姗 p a r i匆 u o
f GH er le姗 f r om

p耐 f咄 d itP
u让 3汀

o
f 0 0理 u刀 o n o a r p in 加

-

印。

吩 fo Z
se刀返n p u l货 5 o f 七b了叻 d佣 e吕 o f

好
n R H一 A a

砚 L月 R H
一 A ( id f fe 伪此 b ett 川

a加 v e ae 血 me an i卫 d l o a七玩 g 越娜 f i帕 ut

肚 f f o r e n。。 )

nUnUùO口lln比臼n甘nUlln止峨而t必.
.` ..二

(:1.匕:食次)侧侧劝尔名O

Go RH类似物
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三
、

讨 论

本结果表明 , G n R H
一 A 和 L H R且 we A 直接刺激鲤鱼离休 脸垂休 G H 分泌

。

G n R E

刺激鱼类脑垂体 G H 分泌作用最早是在金鱼 中 报 道 【C h a n g 等
, 1 9 9。 , M ar hc

a
成 等

,

19 8 9 ]
。

最近
,

在鲤鱼离体研究中
,

我们已证明 s G o R H
、

鸡 G n R H一 11 以及 L E R H 都能

在生理剂量范围内不同程度地刺激离体鲤鱼脑垂体 G H 和促性腺激素 ( G t H )分泌
,

同时

发现 s G n R H - A 有较高的离休 GH 和 G t E 释放效力 [ L 饥 等
,

19 93 ]
。

在许多硬骨鱼类

中
, , G o R H魂 已被证明是刺激脑垂体 tG H 分泌的最高效类似物之一 〔C r i m 等

, 1 9 8 8 ,

H
a b i b i 等

, 1 9 8 9 ; P o t e r 等
, 1 , 5 5〕

。

本结果中 。

GIL R R一 A 刺激离体 G H 分泌活性显著

高于 L且 R H - A
,

进一步证明了 G o R H 刺激鱼类 G七H 分泌作用的结构功能关系在刺激

G R 分泌中同样存在
。

金鱼在体实验结果证明
,

体内注射
。 G n R H

、

L H R 豆 及其类似物都能显著提高血清

GH 水平
,

且 G n R且 类似物的作用能持续较长的时间 〔M ar
c h a

武 等
,

19 8们
。

在本实验

中
,

最后一次注射 L H R H一 A 或 s G n R H 一 A 一周后
,

草鱼鱼种血清 G R 水平仍有一定的

增加
,

但不显著
。

这可能是由于 G五R丑 类似物作用的持续时间已过
,

立清 G H 水平开始

下降后的结果
。

注射高剂量 L H丑且- A 一周后血清 G H 水平的增加是显著的
,

表明两种

类似物在体内对酶分解的抗性不同
,

导致其作用的持续时闻不同
。

鱼类 G R 与生长的密切相关关系 已被证明〔玩 n 等
, 1 9 8叭 M 。 : 。灿助 等

,
1 9 8 6 )体内

注射高剂量 ( 。
.

1户9/ 9 体重 ) L H R H一 可显著促进 盘鱼 体 长 的 生 长 [M ar 。玩。 七等
,

1习” 〕
。

本研究中两种剂量 L H R E we A 或
s G n R H一 都能显著促进草鱼鱼种休重和体长

的生长
,

其作用是剂量依存的
,

并且 : G n R H一 A 的促生长作用显著高于 L H R H 一A
。

这

与离体实验中
s G n R H 一A 促进 G H 分泌的高活性结果相一致

,

推测
。 G n R H

一 A 在体内

促进 GH 合成分泌的生物活性较高
,

从而产生较高的促生 长 作 用
。

由 于 G n R H 类 似

物刺激血清 G R 水平升高的持续时间较短〔M a r

比
a
武 等

, 1 9 8 9」,

故最后一次注射后一周

的血样中 G H 水平不能确切反映出 G n R H 在体内对 G H 合成分泌的调节作用
。

山
`R H

肤促进葬殖鱼类生长作用的机理和在鱼类养殖中的应用尚待进一步研究
。

国家自然科学基金和高校博士 点专项科研基金货助课翅
。
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