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大阪螂卵黄蛋白原和钙离子

关系的初步研究

李朝军 刘荣臻 王 浩 邓 戎

(南京大学生物学系
,

2 100 0 8 )

提 要 注射苯甲酸雌二醇诱身雄性大阪卿产生雌性特异血清蛋白 (卵黄蛋白原 )
,

随着

诱导天数的增加
,

血清中的钙离子浓度升高
,

同时血清中的卵黄蛋白原的含量也相应增加
。

在

此过程中肝细胞的细胞质中存在大量的钙离子
,

并进行着旺盛的蛋白合成
。

雌鱼和被诱导的雄

鱼一样在肝细胞内也存在大量的钙离子
。

正常雄鱼的肝细胞不合成卵黄蛋 白原
,

只有很少的钙

离子存在
。

腹腔注射氯化钙使卵母细胞的卵径增大 (实验组为 1
,

0s 士。
·

14 ~
; 对照组为 .1 以

士 0
.

1 4刀 u n
)

,

并使卵母细胞的蛋白含量升高
,

同时卵泡膜上毛细血管的分布更为稠密
,

这表明

钙离子可促进卵母细胞的发育和蛋白的吸收
。

关键词 大阪螂
,

钙离子
,

卵黄蛋白原
,

苯甲酸雌二醇
,

肝细胞
,

卵母细胞

卵黄蛋白原 v( 八叭 l o g e n 派 ) 是存在于性成熟卵生动物血清中的一种糖脂磷蛋自
,

它

在雌激素的作用下
,

于动物体的肝细胞内合成 (无脊椎动物在肠
,

脂肪体等内合成 )
,

经循

环系统到达卵巢
,

为卵母细胞吸收利用 [ B
o 。 。 和 R , ik五。 l

, 1 9 8 8, F o l z“ 和 R e d 。五 a w
,

1 9 7 4 , T y l e r
等

,
1 9 8 8 ; W a l l a e 。 ,

1 9 7 8〕
。

在卵黄蛋白原发生过程中伴随着钙离子浓度的

变化 [ A i da 等
, 1 9 7 3 ; E l l i o t 等

,
1 9 7 9 ; F l e t t 和 L 。 七h e r l o n d

, 1 9妇 ; H o r i 等
, 1 9 7 9 ,

o gu ri 和 T : k a
而 ; 1 9 6 7 , W hi 七

。五 ea d 等
, 1 9 8。〕

。

鱼类的这种高钙效应一方面是由于卵

黄蛋 白原浓度的升高乙A i血 等
, 1 9 7 3 ;

W h 计。 h ea d 等
, 1 9 8 0 1

,

另一方面也是由于血清中离

子活性钙浓度的升高所致【且此 i 等
, 1 9 7 9〕

。

但是
,

对于钙离子和卵黄蛋白原的进一步的关系却缺乏研究
。

本文以苯甲酸雌二醇

诱导雄性大阪螂产生卵黄蛋白原
,

并研究在此过程中血清中的钙离子浓度的变化和肝细

胞内钙离子的存在情况
,

以探讨钙离子和性腺发育的关系
。

一
、

材 料 与 方 法

1
.

实验鱼的采集 雄性和雌性大阪螂
,

体重 2 00 克左右
,

购于农贸市场
。

实验前于

水族箱内饲养 2 4 小时以上
,

每日投饵
。

2
.

卵黄蛋白原的诱导 于雄鱼背部肌肉按 10 9 /m l 的量注射苯 甲酸雌二醇 (上海第

九制药厂
, Z m g /m l )

,

每注射两天停一天
,

共注射 17 针
。

3
.

血清中钙离子浓度的测定 每次注射后 4 小时
,

以无离子水冲洗鱼体尾柄部
,

吸

收稿 日期
: 1卯 2一招一即

。
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千后断尾取血
,

室温静置
,

凝血后 3 0 0 0Pr m 离心 10 分钟
,

得到血清
。

络合滴定法恻定血

清中钙离子的浓度
:

钙一竣酸指示剂作指示剂
,

E D T A
,

ZN 。
作滴定剂

,

溶液颜色由酒

红变为蓝色时为滴定终点
。

4
.

血清中卵黄蛋白原的检测 血清点样做聚丙烯酸胺凝胶圆盘电泳
。

分离胶浓度为

7形
,

浓缩胶浓度为 3
.

遮形
。

考马斯蓝 G 25 。 染色
。

5
.

肝细胞内钙离子的定位 采用焦锑酸钾沉 淀 钙 离 子 的 方 法 〔吕uz iki 厂 S u g i ,

1 9 7 8 )显示肝细胞内钙离子的存在
。

取注射苯甲酸雌二醇 13 针雄鱼
,

雌鱼和止常雄鱼肝

脏
,

固定
、

漂洗
、

脱水
、

包埋
、

聚合
。

前固定液含 Dg m M ol 的草酸钾
,

后固定液含 2% 的焦锑

酸钾
。

L K B 超薄切片机切片
,

醋酸铀一柠檬酸铅双重染色
,

J E M 一 1 0 05 透射电子显微镜

观察
。

标本进行 X 射线微区分析颗粒钙离子的存在
。

6
,

腹腔注射氯化钙后卵径的测妞 O
·

4 5M 氯化 钙
,

以 2 00 毫克 /千克体重的 量 于

雌鱼胸鳍下凹窝内腹腔注射
。

每 2 4 小时注射一次
,

共注射 6 天
。

处死取卵
。

为避 免 不

同卵巢部位的影响
,

分左右两侧卵巢
,

各前
、

中
、

后三个部 位 取 卵
。

0 1了m p u s 显微镜

游标尺测量
,

随机测遨各 10 个卵 的卵径
,

共测量 60 个卵
,

计算平均卵径
,

进行相差显著性

分析
。

了
,

卵蛋 白含量 的测算 卵母细胞用浓硫酸于 15 0一 1 6护C的烘箱 内消化后
,

微量 克

氏定氮
一
布三酮法 [蔡武城

、

袁厚积
, 1 9 8 2 ]测定卵母细胞的蛋 白含量

。

二
、

结 果

(一 ) 血清中钙离子浓度和卵黄蛋白原含量的变化

为了消除不同雌鱼个体由于性腺发育时期不同而产生的个体差异
,

本实验采用雄鱼

|
J

Lll

nō
J

内-曰卜碑qJ
(1
210噜à侧吸小健军

IL黔笋男只人J尸捌书奈
注封针教

图 1 苯甲酸雌二醇诱导卵黄蛋白原产生时

血清中的钙离子变化情况

及9
.

1 T h . o ha n g o o f o l d “
。 o “ 。 e u t ar t io n

加 船 r

徽
o f f is h i n 3

0 0七e d w i七h 心能ar 以 0 1子用 n 泊 o a 切

做卖验材料
,

因为雄鱼在雌薇素的作用

下也能产生卵黄蛋白原
。

在注射苯甲酸

雌二醇的前几针
,

由于不同雄鱼个体对

雌激素反应的敏感性不同
,

血清中钙离

子的浓度有波动
。

在注射 1理针时钙离子

浓度达到最高峰
,

以后钙离子浓度急剧

下降 ( 图 1 )
。

这可能是由于过量注射苯甲

酸雌二醇引进机体伤害所致
。

这种异常

生理状态超出雄鱼个体所能 录受 的程

度
,

从而使个体代谢紊乱
,

甚至引起机体

死亡
。

注射苯甲酸雌二醇使血清 中卵黄蛋

白原的含量也呈升高趋势
,

达到顶峰 12

针后含量也下降
。

但卵黄蛋自原含量峰值的针数并不和钙离子相对应
,

图版一 1 。
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细胞
,

对照组的卵泡腆上毛细血管的分布则很稀疏
。

这从另一个方面说明钙离子可能促

进了卵母细胞的吸收功能
,

因为卵黄蛋白原是由血液从肝脏运送至卵巢为卵母细胞吸收

利用 的【T y l。 等
, 1 9 8卜 W 叭坛。 e , 1 9 7 8 1

,

毛细血管分布的增加无疑对卵黄蛋白原的吸

收大有益处
。

经微量克氏定氮一苟三酮法测定
,

注射氯化钙后卵母细胞的蛋自含量为 29
.

31 拓
,

对

照组仅为 14
.

60 环
。

注射氯化钙使卵蛋白含量大为增加
,

这种增加可能是通过卵母细 胞

旺盛的蛋 自吸收功能和 /或卵母细胞 自身合成能力的增强来实现的
。

过量的腹腔注射氛化钙也会导致机体的死亡
。

三
、

讨 论

1
.

我们有关钙离子和卵黄蛋白原关系的工作是基于鱼类在性腺成熟过程中血 清 中

的雌激素
、

卵黄蛋白原和钙离子规律性变化的现象
。

我们发现在一定剂量范围内
,

苯甲酸

雌二醇在诱导鱼体产生卵黄蛋白原的同时
,

也引起血清中钙 离子浓度的升高
。

我们所测

定的钙离子
,

实际上是血清中存在的离子性的钙
,

即可超滤的钙
。

但是霍尔
,

W
,

S 等 L林

浩然等译
,
1 9 87丑认为雌激素只能使血清中不可超滤的结合于蛋白质的钙

、

磷和蛋白质含

鱼升高
,

而不影响可超滤钙离子的含量
。

我们认为
:

生物体的体液中起一定生理功能的一

般都是离子性的钙
,

结合于蛋白质上 的钙离子只能作为 一种存在
,

很少具备特定的功能
,

如刺激卵黄蛋 白原的吸收等
。

在雌激素的过度刺激下
,

鱼体不得不动用体内的钙库一骨

骼以供应卵黄蛋白原合成之需和其它功用 〔B u d de
,

1 9 5 8〕
。

钙离子只能经循环 系统才能

够到达肝脏等效应器官
,

那么血清中的钙离子浓度就必然会 出现升高的现象
。

造成这种差别的原因可能是由于测定钙离子的方法不同
。

F l e斑她 g 和M o er 主L 1 9 6 1 1
钾

’
r

采用火焰分光光度法测童钙离子的浓度
,

这实际上包括了样品中离子性的钙和卵黄蛋白

原结合的钙离子
。

而 H or i 等 [ 19 7 9〕 采用 O 一甲酚酞复合物显色的方法测定血清中的钙

离子的浓度
,

和我们一样测定的是血清中的离子活性钙
,

也观察到钙离子升高的现象
。

2
.

许多研究者在研究雌激素
、

促性腺激素同卵黄蛋白原产生 的关系的同时
,

虽然观

察到在此过程中钙离子浓度的变化
,

但很少注意钙离子和性腺发育的关系
。

我们发现腹

腔注射氯化钙使卵母细胞活动增加
,

特别是蛋自质吸收功能的增强
。

钙离子促进卵母细

胞生长的原因可能有 以下儿点
: ① 钙离子和某些激素相互配合

,

促进卵母细胞的生长
。

o a m P b机 l 和 I dl er 〔 19 7 6〕认为非糖蛋白促性腺激素具有促进性腺吸收卵黄蛋白原的功

能
。

促性腺激素中
,

催乳激素不含糖类
,

为非糖蛋白促性腺激素
,

它在作用过程中并不影

响腺普酸环化酶的活性
,

即它不以 c A M P 为第二信使 〔杰弗理
。

佐贝著
,

曹敖鸣等译
,

1 9 8 9〕
,

它可能是以钙离子为第二信使发挥生理功能
。

激素和受体结合后
,

细胞内钙离子

的浓度升论
, 污离子与钙调蛋 白结合

,

刺激各种酶发生相应的生理反应
。

鱼类 中促进性腺

吸收卵黄蛋 日原的非糖蛋白促性腺激素的作用机制可豁和催乳激素相类似
。

促性腺激素

通过刺激滤泡细胞产生孕酮促进卵母细胞的成熟
,

孕酮又通过钙一钙调蛋白 复 合 物 的

作用促进卵母细胞的成熟 [M
a l l o r 和 K r 心 s ,

1 9 8 0 , W
二, s e r二。 。 和 吕二 i t il

, 1 9 8 1 1
,

钙一钙调蛋 白复合物可以代替孕酮促进卵母细胞的成熟
。

另外钙离子的存在也有利于卵
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母细胞膜和滤泡细胞膜上激素和受体的结合
。

所以细胞外存在充分的钙离子无疑有着积

极的意义
。

②卵黄蛋自原一般是通过微胞饮的形式被摄入卵母细胞的
。

卵的滤泡细胞膜

上存在卵黄蛋自原的受体 〔S 七 ifa n i等
, 1 9 8 8]

,

卵黄蛋 白原和受体结合后
,

受体将卵黄蛋

自原传入细胞内
。

而钙离子的存在对配体和受体复合物的形成
、

内吞小泡的形成均有促

进作用
。

③钙离子对卵母细胞本身生理功能的影响
。

钙离子在蛋白激酶的作用 过程 中
,

对底物的调整有重要作用 LB
o g 五d “ ,时 ai 。 一比缸

。
ge 等

, 1 9 8 8〕
。

内吞小泡形成后在卵母

细胞内的运送和微管
、

微丝系统有关
,

钙离子也随之发挥作用
。

3
.

注射苯 甲酸雌二醇促进雌鱼产生卵黄蛋 白原时
,

虽然雌鱼血清中卵黄蛋白原的浓

度非常高
,

但性腺发育状况并不好
,

卵母细胞的蛋自吸收功能并不旺盛
。

高剂量的雌激素

虽然刺激了卵黄蛋白原的产生
,

也可能会反馈抑制促性腺激素的分泌
,

从而使卵母细胞不

能大量吸收血清中的卵黄蛋白原
。

C o m P b o n 和 I d ler [ 1 9 7 6〕 发现垂体抽提液中的非搪

蛋 白成分可 以抵消雌二醇使垂体切除的美洲拟蝶血清中卵黄蛋 白原升高的效应
,

使性腺

摄取卵黄蛋白原的活性增强
。

N g 和 I d更。 r仁19 7 8〕等的研究也证明了这一点
。

4
.

鱼类在性腺成熟大量合成卵黄蛋 白原时
,

一般伴随着肝细胞细胞结构的变化
,

如

粗面内质网增加
、

线粒体发达
、

胞质中糖原颗粒和脂滴消失等现象「H or 主等
, 19 7 9 , P e u切

等
, 1 9了8 , 协。 B o h o

m
o n 等

,

1 9 8 1 1
。

这是雌激素动员细胞内物质大量合成卵黄蛋 白原的

结果
。

注射苯甲酸雌二醇使大阪卿肝细胞的细胞质中存在大量的钙离子
,

这些钙离子供

给卵黄蛋白原合成之需
,

因为卵黄蛋白原是一种结合钙的蛋 白质 [ A di a 等
, 1 9 7 3 , H o

d

等
, 1 9 7 9 1

,

同时
,

细胞内线粒体和粗面内质 网聚集在一起
,

以更好地为蛋白质合成提供能

量
。
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