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摘要:在陶瓷人工产卵管道内吊挂性外激素的研究表明, 卵巢提取液对雄鱼的吸引作用大于雌鱼, 而精巢和贮

精囊提取液对雌鱼的吸引作用则大于雄鱼, 17A- P、17A, 20B- P 和 PGE2对雌鱼和雄鱼均具有相似的吸引作用。

雌鱼在管道内的产卵次数、产卵量以及成熟卵的受精率均与产卵管道内吊挂的性外激素种类有关, 17A, 20B- P

和PG E2两个实验组产卵次数最多,其中 PGE2 实验组的产卵量和受精率最高。17A- P在贮精囊和精巢提取液中

的含量显著高于卵巢提取液( P< 0. 05) ; 贮精囊提取液中 PGE2 和 PGF2A的含量分别显著高于精巢提取液和卵巢

提取液( P < 0. 05) ; 提取液中 PGE2 和 PGF2A的含量均依次为贮精囊提取液> 精巢提取液> 卵巢提取液。卵巢提

取液刺激雄鱼所引起的平均 EOG 高于雌鱼, 而精巢和贮精囊提取液刺激雌鱼所引起的平均 EOG 高于雄鱼, 雌

鱼和雄鱼对 17A- P、17A, 20B- P、PGE2 和 PGF2A刺激所产生的平均 EOG ,以 PGE2 为最高。
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Abstract: The results obtained from fixing sex pheromones to the inside surface of the artif icial ceramic spawning

nests showed that ovarian extract attracted more males than females to enter the nests, while testis extract and

seminal vesicle extract attracted more females than males. 17A- P, 17A, 20B- P and PGE2 were equally effective

in attracting both females and males. Spawning frequencies and the spawned egg number of females as well as

fertilization rates were related to different kinds of sex pheromones. The mo st spawning frequencies were found in

both 17A, 20B- P and PGE2 treated groups. The greatest spawned egg number and the highest fertilization rate

were observed in PGE2 group. The levels of 17A- P in seminal vesicle extract and test is extract were signif icant ly

higher ( P < 0. 05) than that in ovarian extract . The levels of PGE2 and PGF2A in seminal vesicle extract were

signif icantly higher ( P < 0. 05) than those in testis and ovarian extract. The levels of both PGE2 and PGF2A in

sexual organs were in the order of seminal vesicle extract > testis extract > ovarian extract. The mean EOG,

stimulated by ovarian extract , was higher in males than in females, whereas the mean EOGs, stimulated by testis
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or seminal vesicle extract, were higher in females than in males. The mean highest EOG of both females and

males in response to 17A- P, 17A, 20B- P, PGE2 and PGF2Awas observed in PGE2 group.

Key words: Bostrichthys sinensis; sex pheromones; induction of spawning; electro-olfactogram( EOG)

  性外激素( sex pheromones)是指动物释放于体

外、能引起种群中异性个体产生一种或多种生理

反应的化学物质[ 1]。硬骨鱼类的性外激素包括性

类固醇激素( 17A- 羟基孕酮、17A, 20B- 双羟孕酮)

及多种前列腺素等, 这些物质主要存在于性成熟

鱼类的卵巢、精巢和贮精囊中
[ 2, 3]
。性外激素在鱼

类生殖过程中起体外化学信号的作用,当它们从

鱼体内释放到水体后, 种群内个体通过嗅觉来感

觉异性释放的性外激素, 从而诱发同种鱼类雌雄

个体之间的求偶、交配和产卵等生殖行为[ 4]。

中华乌塘鳢( Bostrichthys sinensis )分布于潮间

带滩涂,营穴居生活, 是我国东南沿海主要海水养

殖鱼类之一[ 5]。自然条件下, 成熟雌雄个体在生

殖期间择偶配对进入洞穴中交配产卵。根据其生

殖习性,在进行中华乌塘鳢人工育苗时,通常以陶

瓷或塑料管道置于产卵池内作为人工鱼巢诱导亲

鱼交配产卵
[ 6]
。但亲鱼在人工鱼巢内产卵不多,

大部分卵产于池底和池壁,受精率低,不利于受精

卵的收集和孵化。

本文以性成熟中华乌塘鳢的卵巢、精巢和贮

精囊提取液以及人工合成的性类固醇激素和前列

腺素作为性外激素吊挂在陶瓷人工产卵管道内,

观察进入产卵管道内雌鱼和雄鱼的数量和产卵情

况,同时以嗅电图 ( electro-olfactogram , EOG )为指

标,比较性成熟中华乌塘鳢雌鱼或雄鱼对不同性

外激素刺激产生的 EOG 值, 并测定卵巢、精巢和

贮精囊提取液中性类固醇激素和前列腺素的含

量,探讨性外激素在中华乌塘鳢生殖过程中的作

用和机理, 为提高中华乌塘鳢在人工鱼巢内的产

卵率提供科学依据。

1  材料与方法

1. 1  实验材料
性成熟中华乌塘鳢购自厦门市农贸市场。雌

鱼选择腹部膨大并有明显的卵巢轮廓,尿殖乳突

圆形膨大且呈鲜红色, 体长 14. 6~ 16. 9cm, 体重

68. 2~ 126. 8g ;雄鱼选择尿殖乳突三角形突起且呈

粉红色,体长 11. 0~ 15. 9cm, 体重 37. 2~ 114. 1g。

1. 2  提取液的制备及激素含量的测定
分别取出性成熟中华乌塘鳢的卵巢、精巢和

贮精囊,称重后加入无水乙醇, 搅拌或捣碎后离心

5min( 4000r#min
- 1

) , 取上清液,即为卵巢提取液、

精巢提取液和贮精囊提取液。应用酶联免疫吸附

分析法( ELISA) , 以酶标仪 ( BIO- RAD550, 美国

产)测定提取液中 17A- 羟基孕酮( 17A- P)、前列

腺素 E2( PGE2)和前列腺素 F2A( PGF2A)的含量。每

组实验鱼测定 6个样品。实验测得数据均表示为

平均值 ? 标准差,经方差分析, 检验各项样品之间

含量平均值的差异显著性,当 P< 0. 05时,认为差

异显著。用于诱发产卵的提取液以氮气吹干后冷

冻备用。

1. 3  药品试剂

17A- P、17A, 20B- 双羟孕酮 ( 17A, 20B- P)、

PGE2和 PGF2A等 4 种人工合成激素均为美国

Sigma 公司产品, 甲醇溶解。用于吸引异性和诱发

产卵时分别取 10Lg,氮气吹干后加生理盐水;用于

刺激嗅上皮的浓度均为 10
- 8

mol#L
- 1

, 氮气吹干

后以 7. 3%蔗糖溶液配制。LHRH-A3和 HCG 为宁

波市激素制品有限公司产品。17A- P酶联免疫试

剂盒为美国 Diagnost ic Systems Laboratories产品,

PGE2和 PGF2A酶联免疫试剂盒为美国 Cayman 化

学公司产品。

1. 4  产卵池和陶瓷人工产卵管道
产卵池 4 个, 每个 4. 68 m2 ( 2. 6m @ 1. 8m )。

人工产卵管道以陶瓷制作(长 50 cm,宽 9. 5 cm ,高

7. 5cm) ,两端开口(直径 5. 0cm) ,由上下两部分组

成, 可分开或组合[ 7] ,以便检查产卵情况。管道排

列于产卵池底部,管道间隔为 50 cm。

1. 5  性外激素诱发产卵
每个产卵池内放置 8个陶瓷人工产卵管道,

亲鱼对数与管道数的比例为 1B1。每种性外激素

分别加入 1mL 生理盐水,装入 2mL 塑料管内, 管

口塞少许棉花, 吊挂于陶瓷人工产卵管道上半部

内侧,每个管道吊挂 1种性外激素, 激素通过渗透

作用缓慢地释放到管道内的水体中。每种性外激

素均设 1个平行组, 两组相同的实验分别同时在

两个产卵池中进行。亲鱼入产卵池前注射激素催
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熟, 雌鱼剂量为 HCG 100IU + LHRH-A3 1. 0Lg #

ind
- 1

,雄鱼注射剂量减半。每次诱发产卵的效应

时间为 48~ 72h, 相同的实验内容重复 3次, 实验

期间检查管道内亲鱼的数量、性比和产卵情况,并

计算产卵量和受精率,实验数据取自两个产卵池。

产卵池上方覆盖黑布或遮阴网, 保持弱光环境,不

充气。实验期间水温 26 e ~ 28 e , 盐度 17~ 21。

1. 6  EOG 测定

测定 EOG 的实验装置和步骤参照参考文献

[8]。各种性外激素刺激嗅上皮的时间为 10s,刺

激间隔为 2. 5~ 5min。用于测定 EOG的雌鱼和雄

鱼各 10尾, 以EOG( mv)平均值作为雌鱼或雄鱼对

不同性外激素刺激反应的判断标准。

2  结果

2. 1  性外激素对亲鱼的吸引作用

以卵巢、精巢、贮精囊提取液和 4种人工合成

激素作为性外激素引诱中华乌塘鳢, 从 3 次重复

实验结果可知,吊挂有性外激素的产卵管道内(除

了 PGF2A组外)亲鱼的数量均多于对照组; 所有吊

挂性外激素的陶瓷人工产卵管道内都发现有雌鱼

和雄鱼,但吊挂有卵巢提取液的产卵管道内雄鱼

总数多于雌鱼, 而吊挂有精巢提取液或贮精囊提

取液的产卵管道内雌鱼总数则多于雄鱼(表 1)。

表 1  性外激素对中华乌塘鳢进入陶瓷人工产卵管道的吸引作用

Tab. 1 Attractive effects of sex pheromones on fish entering the artificial nests in B. sinensis

性外激素种类
sex pheromones

第一次实验 the 1st exp.

亲鱼尾数
broodfish

雌/雄尾数
f emale/male

雌雄百分比( % )
percentage

第二次实验 the 2nd exp.

亲鱼尾数
broodf ish

雌/雄尾数
female/ male

雌雄百分比( % )
percentage

第三次实验 the 3rd exp.

亲鱼尾数
broodf ish

雌/雄尾数
f emale/ male

雌雄百分比( % )
percentage

卵巢提取液
ovarian extract

3 1 a / 2 ` 33/67 3 1 a / 2 ` 33/ 67 5 3a / 1 ` 40/ 60

精巢提取液
test is extract

3 1 a / 2 ` 33/67 5 4 a / 1 ` 80/ 20 3 2a / 1 ` 67/ 33

贮精囊提取液
seminal vesicle extract

3 4 a / 1 ` 80/20 3 2 a / 1 ` 67/ 33 4 2a / 2 ` 50/ 50

17A- P 3 1 a / 2 ` 33/97 3 2 a / 1 ` 67/ 33 4 2a / 2 ` 50/ 50

17A, 20B- P 3 2 a / 1 ` 67/33 5 2 a / 3 ` 40/ 60 4 2a / 2 ` 50/ 50

PGE2 4 3 a / 1 ` 75/25 4 2 a / 2 ` 50/ 50 4 1a / 3 ` 25/ 75

PGF2A 3 2 a / 1 ` 67/33 2 1 a / 1 ` 50/ 50 2 1a / 1 ` 50/ 50

对照组
control

2 1 a / 1 ` 50/50 2 1 a / 1 ` 50/ 50 3 1a / 2 ` 33/ 67

表2  性外激素对中华乌塘鳢产卵的作用

Tab. 2 Effects of sex pheromones on spawning in B. sinensis

性外激素种类
sex pheromones

第一次实验 the 1st exp.

产卵管道数
spawned nests

产卵量
( ind)

spaw ned eggs

受精率(% )
fert ilization

第二次实验 the 2nd exp.

产卵管道数
spawned nest s

产卵量
( ind)

spawned eggs

受精率( % )
fertilization

第三次实验 the 3rd exp.

产卵管道数
spawned nests

产卵量
( ind)

spawned eggs

受精率( % )
fertilizat ion

卵巢提取液
ovarian extract

1 110 45 1 450 65 0 0 0

精巢提取液
test is extract

0 0 0 1 100 45 0 0 0

贮精囊提取液
seminal vesicle extract

0 0 0 1 120 50 0 0 0

17A- P 0 0 0 1 150 50 1 1100 65

17A, 20B- P 1 180 50 1 100 40 1 250 60

PGE2 1 300 50 1 1900 65 1 4000 90

PGF2A 0 0 0 0 0 0 0 0 0

对照组
control

0 0 0 0 0 0 0 0 0
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2. 2  性外激素对产卵的作用
性外激素诱发中华乌塘鳢产卵的实验结果见

表2。从表 2看出,除 PGF2A组外, 人工产卵管道内

吊挂有性外激素的实验组都发现有亲鱼产卵,但

产卵次数、管道内的产卵量和受精率均与性外激

素种类有关。17A, 20B- P 和 PGE2 两个实验组的

产卵次数最多, PGE2实验组的产卵量和受精率最

高(表 2和图 1)。对照组未发现亲鱼产卵。

图 1 PGE2 实验组陶瓷人工产卵管道内粘附的受精卵

Fig. 1 Fertilized eggs adhering to the inner surface of

the nest in the group PGE2

注:箭头所示为装有性外激素的塑料管, T 为管道的上半部, B为

管道的下半部

Notes: the arrow show s the plastic tube filled w ith sex pheromone. T

shows the top half of the nest , and B shows the bottom half of nest

2. 3  提取液中激素的含量
  性成熟中华乌塘鳢卵巢、精巢和贮精囊提取

液中的 17A- P, PGE2和 PGF2A含量见图 2和图 3。

17A- P在贮精囊和精巢提取液中的含量显著高于

卵巢提取液( P < 0. 05)。提取液中 PGE2 和 PGF2A

的含量均依次为: 贮精囊提取液> 精巢提取液>

卵巢提取液。贮精囊提取液中 PGE2 和 PGF2A的

含量分别显著高于精巢提取液和卵巢提取液

( P < 0. 05)。

2. 4  对性外激素刺激反应的 EOG

用于吸引异性和诱发产卵的 3 种提取液和 4

种人工合成的激素对中华乌塘鳢嗅上皮刺激所引

起的 EOG 反应见图 4。卵巢提取液刺激雄鱼所引

起的平均 EOG 高于雌鱼,而精巢提取液和贮精囊

提取液刺激雌鱼所引起的平均 EOG 高于雄鱼。

雌鱼和雄鱼对 17A- P、17A, 20B- P、PGE2和 PGF2A

刺激产生的平均 EOG以 PGE2为最高。雌鱼和雄

鱼嗅上皮对 3种提取液的敏感性大小依次为贮精

囊提取液> 精巢提取液> 卵巢提取液; 对 4 种人

工合成激素的敏感性大小依次为 PGE2 > PGF2A>

17A- P > 17A, 20B- P。

图 2 性成熟中华乌塘鳢

3 种提取液中 17A- P的含量( n= 6)

Fig. 2 17A- P levels of three extracts in

mature Bostrichthys sinesis ( n= 6)

图 3 性成熟中华乌塘鳢

3 种提取液中 PGE2 和 PGF2A的含量( n= 6)

Fig. 3 PGE2 and PGF2A levels of three extracts in

mature Bostrichthys sinesis ( n= 6)

3  讨论

研究结果表明, 除 PGF2A实验组外, 其他吊挂

有性外激素的陶瓷人工产卵管道内的亲鱼总数均

多于对照组, 而且只有吊挂性外激素的实验组才

有亲鱼产卵, 提示性外激素在性成熟中华乌塘鳢

的生殖过程中起着重要的作用。据赵卫红等报

道,在人工产卵管道内放置性成熟大弹涂鱼卵巢、

精巢和贮精囊的提取液, 有诱导异性进入管道内

的作用[ 9]。本实验结果显示, 吊挂卵巢提取液的

管道内雄鱼总数多于雌鱼, 而吊挂精巢提取液或

贮精囊提取液的管道内雌鱼的总数多于雄鱼, 说

明性成熟中华乌塘鳢的性外激素对异性的吸引力

较强,这种现象和 EOG的测定结果一致,即卵巢
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图 4 性成熟中华乌塘鳢对性外激素刺激反应的 EOG( n= 10)

Fig. 4 EOG in response to sex pheromones stimulation in mature B. sinensis( n= 10)

提取液刺激所引起的平均 EOG雄鱼高于雌鱼,而

精巢提取液和贮精囊提取液刺激所引起的平均

EOG则是雌鱼高于雄鱼。性外激素作用于同种其

他个体的机理是性外激素分子先与嗅上皮细胞膜

上的相应受体结合, 引起细胞内 cAMP 增加, 使膜

对离子的通透性发生变化,改变膜电阻,产生嗅感

受电位 EOG, 信息经感觉神经传至中枢神经系统,

通过下丘脑- 脑垂体- 性腺轴的调节使体内相应

的性激素含量发生变化, 从而产生一系列的生殖

生理过程[ 10]。据有关文献报道, 不同种鱼类分泌

的性外激素种类有所差异。金鱼和香鱼成熟卵巢

分泌的性外激素主要是 17A, 20B- P[ 1] ; 非洲鲇

( Claris gariepinus )贮精囊释放的性外激素属于性

类固醇葡糖苷酸,是一类由 8种物质组成的混合

物[ 11] ;另一些鱼类的精巢和卵巢主要释放前列腺

素
[ 12]
。本实验结果表明, 在诱发中华乌塘鳢产卵

实验中, PGE2 实验组的产卵次数最多、产卵量和

受精率最高;在 4种人工合成的激素中,雌鱼和雄

鱼的嗅上皮对 PGE2 的刺激最为敏感, 而且 PGE2

在卵巢、精巢和贮精囊提取液中的含量显著高于

PGF2A,这表明 PGE2 是中华乌塘鳢的一种重要的

性外激素。与 PGE2 相比, PGF2A在吸引中华乌塘

鳢亲鱼和诱发其产卵中不发挥作用,但 PGF2A却是

大西洋鲑和泥鳅的一种有效的性外激素, 能引发

血清 17A, 20B- P 含量升高[ 1, 13] ,这表明性外激素

的作用具有种的特异性。人工合成的 17A- P 和

17A, 20B- P 吸引中华乌塘鳢亲鱼的数量多于对

照组,而且也能诱发雌鱼产卵, 由此可以认为这两

种性类固醇激素也可能是中华乌塘鳢的性外激

素,其中 17A, 20B- P 的作用较为明显。17A, 20B

- P在中华乌塘鳢精巢、卵巢和贮精囊提取液中

的含量有待今后测定。
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