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摘要! 用兔抗促黄体素生成素受体".2+#或称绒毛膜促性腺激素受体"4W+#(雌激素受体

"3+#和孕激素受体"B+#的抗体对.2+!3+和B+进行免疫组织化学定位$ 目的在于揭示外

源性促性腺激素"鲤鱼脑垂体提取物!4B3和人绒毛膜促性腺激素!K4W#诱发日本鳗鲡卵子

发生和卵母细胞成熟的内分泌机制$ 结果表明!注射激素前后卵巢发育和卵子发生出现了十

分显著的变化$ 卵巢组织学切片观察显示激素处理前鳗鲡卵巢发育处于卵黄发生早期!卵母

细胞平均直径"$$% X%8%&#

$

G$ 第一次注射这两种激素后 &% O!实验组卵母细胞中卵黄核分

散在核的周围!核仁数量显著增加!多达 &? $̂% 个左右!而对照组 ? &̂% 个$ 第 ! 和 " 次激素

处理后!卵母细胞发育进入卵黄发生早;中期至中期!卵黄颗粒数量增加$ 第 < 和 # 次激素处

理后!卵母细胞进入卵黄发生中后期到成熟期!卵母细胞胞质中充满卵黄颗粒!胞径和核径增

加!分别为"=#% X&8!>#

$

G和"&$? X&8&>#

$

G!而对照组没有变化$ 其次!免疫组织化学染

色结果显示.2+(3+和B+均定位在鳗鲡卵巢中卵母细胞胞质(核膜(核质(卵被膜和体细胞

上$ 这里值得指出的是!从第 ! 次和第 " 次激素处理后!这三种受体的定位各有特点!.2+免

疫活性主要定位在卵黄发生中期至中后期卵母细胞的体细胞"卵被膜内层为滤泡细胞和外层

为膜细胞#的胞质!显示强的免疫阳性反应!而3+和B+则定位在卵母细胞的核内$ 这些结果

首次揭示了外源激素".2(/12和 K4W#诱导雌鳗卵母细胞发育和成熟的内分泌机制)首先!

.2和 K4W与体细胞膜上的.2受体结合!刺激其合成和分泌3

$

!接着3

$

与卵母细胞3+核受

体结合!激发卵黄发生期卵母细胞生长发育和合成卵黄颗粒$ 另外!B+可能介导 &#

"

;羟基

孕酮在卵母细胞的基因效应使之最后成熟$ 本研究提供确凿的形态学证据$

关键词! 日本鳗鲡% 促性腺激素% .2或4W受体% 卵子发生% 免疫组织化学

中图分类号! [>="8"% 1>&#'''''''文献标识码)-

''国内外学者应用外源性促性腺激素"鲤鱼或

鲑鱼脑垂体激素!4B2或1B2和人绒毛膜促性腺

激素! K4W#!成功地诱导雌鳗性腺发育和成

熟*& ;!+

!这种诱导作用的机制!许多研究者都是根

据鳗鲡生殖内分泌调控轴"脑(腺垂体和性腺#各

部分对外源性促激素的应答所出现的细胞形态结

构和不同激素水平的变化!来分析它们的内分泌

机制) 如在脑和垂体水平上!汪小东等*"+观察到

注射4B3h24W可显著增加鳗鲡端脑(间脑(中

脑和下丘脑 GWQ+2的含量!用放免测定法还发

现雌雄鳗鲡每次注射 4B3h24W后 & O!血清促

性腺激素"WR2#急剧上升!&% O 后逐渐下降*"+

)

林浩然等*=+用电镜观察发现在激素诱导性腺发

育成熟过程中雌鳗脑垂体 WR2细胞超显微结构

处于活跃的合成与分泌状态) (NQT 等*<+用鲑鱼

脑垂体匀浆慢性处理雌鳗性腺成熟!发现 1B2刺

激鳗鲡垂体 .2F

#

的转录!但对 /12F

#

则抑制)

这一结果被)SHEI等*#+用免疫组织化学方法所证

实) 在性腺水平上!林浩然等*?+发现了 4B3和

K4W诱导雌鳗性腺发育的机制是这两种激素直
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接作用于靶细胞卵母细胞的滤泡膜!刺激类固醇

激素"主要是雌二醇#生成而促进卵母细胞发育

成熟) jHGNI等*>+和bHRJ9fHLH等*&%+也分别发现

/12和 K4W刺激鳗鲡卵母细胞直径和 &#

#

;雌

二醇"3

$

#分泌之间呈现正的相关性!以及血清3

$

和睾酮"]#水平在 1B2注射后上升和在核移位

"b,#时期达到高峰*&&+

) jH:HfH等*&$+还观察到

重复注射1B2诱导日本鳗鲡卵巢发育和卵母细

胞胞质中油滴与细胞器的形态变化!尤其是与线

粒体的密切关系) 此外!柳凌等*&!+和 @69 等*&"+

报道外源激素和环境因子"温度等#对鳗鲡卵巢

发育成熟和产卵性能的影响) 然而!上述学者均

未回答这两种促激素是如何刺激卵巢体细胞合成

和分泌类固醇激素!诱导鳗鲡卵巢成熟!而有关这

方面的研究!新近仅见方琼珊等*&=+报道了 4B2

和 K4W诱导雄鳗性腺发育和成熟的机制是通过

其相应受体激活精巢体细胞产生类固醇激素所

致!而在雌鳗卵巢发育成熟的机制是通过哪些途

径!是否也是通过其相应受体的介导!迄今仍不了

解) 所以!本文就这两种激素一起注射到雌鳗后

如何诱发卵巢成熟的机制进行研究!目的是为雌

鳗的人工繁殖和鱼类生殖内分泌学积累基础

资料)

&'材料和方法

!"!#材料

$%%> 年 & 月从广东省番禺水域收购入海亲

鳗!从中选取体质良好雌鳗 $" 尾!个体适中雌鳗

"体长 =$8% <̂"8= PG!体重 $&# "̂>= T#被运到

福建省诏安县大华水产有限公司鳗鲡养殖场%入

室内养殖池后!水温逐渐升至 $! `左右!盐度

!$ !̂=) 适应环境后!开始进行注射激素实验)

!"$#方法

样品制备''实验组于 $%%> 年 & 月 $" 日开

始注射外源性激素!鲤鱼脑垂体提取物和人绒毛

膜促性腺激素!剂量分别是雌鱼 %8" GT 和 =%

08*A尾!每周注射一次!持续 # 次) 注射前随机取

未注射雌鳗为对照组) 每次取材鳗鲡都是先用丁

香酚麻醉后!再测量体长和称体重!接着解剖取出

对照组和实验组的卵巢!称重!用卵巢重量A

体重_&%%Y!计算成熟系数) 同时!在同一部位

各取 &$ 小块卵巢组织!立即分别放入 C69IQF

2677HQON氏液和新配制不含醋酸的 C69IQ 氏液中

固定 &$ &̂< K!系列酒精脱水!UHLHU7HJR包埋) 卵

巢组织学切片厚 = <̂

$

G!苏木精;伊红染色!用

于判断注射前雌鳗卵巢发育的时期和注射激素后

卵巢发育和卵子发生的组织学变化) 用于免疫组

织化学切片厚 = <̂

$

G!裱贴在预先涂有多聚赖

氨酸的载玻片上!观察注射激素前后的对照组和

实验组卵巢中.2"K4W#受体(雌激素受体"3+#

和孕激素受体"B+#的敏感性及其反应强度的变

化!用以揭示激素诱导卵母细胞发育成熟的作用

机制) 首次注射后每 & $̂ 周取材一次!一直持续

到外观可见雌鳗腹部显著的膨胀和松软这一卵巢

成熟的标志出现为止)

免疫组织化学反应''切片经脱蜡水化后!

放入 !Y2

$

)

$

中 &% GIQ!以阻断内源性过氧化物

酶活性) 蒸馏水轻洗 ! 次后!在 %8%& G67A.BC1

"U2#8$ #̂8"#中浸泡 = GIQ!然后滴加 &p&% 正

常山羊血清封闭液!室温下孵育 &% $̂% GIQ!以减

少非特异性染色) 滴加第一抗体!分别是兔抗绒

毛膜促性腺激素受体抗体"4W+#或称.2+"购自

武汉博士德生物工程有限公司!免疫组织化学专

用产品!抗体特异性该公司已检测!&p&%% 稀释#

和雌激素和孕激素受体的多克隆抗体"&p$=%(

&p&=%#!" `孵育 $" !̂< K) BC1轻洗后!每张切

片滴加聚合物增强剂!室温下孵育 $% GIQ) 滴加

酶标抗兔聚合物"购自福州迈新生物技术开发公

司#!室温下孵育 !% GIQ!BC1轻洗 ! 次!最后用

!d!!d;二氨基联苯胺"@-C#显色 ! =̂ GIQ) 对

照实验片采用 BC1(正常兔血清替代第一抗体进

行同步孵育)

$'结果

$"!#河鳗入海前的卵巢发育及注射激素后的

变化

河鳗入海前的卵巢发育特点''下海雌鳗卵

巢为叶片状!灰白色!每个瓣状叶片清晰可见!位

于腹腔背面!肾脏两侧!表面无结缔组织被膜包

裹!无卵巢腔!属裸状卵巢) 与其它硬骨鱼类卵巢

的不同在于!日本鳗鲡卵巢特别长!从卵巢前端至

泄殖孔一直延伸至末端!为便于测定!将一端;泄

殖孔这段称为前卵巢!有 &&8= &̂? PG!从泄殖孔

之后至末端!称为后卵巢!有 >8% &̂# PG!不同大

小雌鳗其前后卵巢的长度不同) 另外!对照组雌

鳗卵巢成熟系数为 !8&"Y) 卵巢切片观察结果

!!!#
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显示!卵母细胞细胞学特点是细胞形态为卵圆形

或椭圆形!核居中或偏于一侧!核质被伊红染为浅

红色!核的一端可见卵黄核!被染为紫红色) 核仁

靠近核内膜!还有个别核仁正外溢) 胞质的特点

是胞质中央布满脂肪泡!泡的大小不一!为 # ^

&&8$

$

G) 另一特点是嗜碱性网状带移到胞质周

围!网状带变粗!有的凝聚为块状!分布在胞质边

缘或靠近卵被膜) 同时在高倍显微镜下!还可见

多数卵母细胞在卵被膜下方有 $ !̂ 行细的卵黄

粒!被染为红色!而少数细胞则否!从而证明未经

激素注射的雌鳗卵巢发育已进入卵黄发生时期的

早期时相 "图版
%

F&!$#) 卵母细胞平均胞径

"$$% X%8%&#

$

G!核径"<? X%8%&&#

$

G)

激素处理后的变化''实验组雌鳗第一次注

射 K4W和4B3"简称为激素#后 &% O!卵巢为乳白

色!成熟系数为 !8<!Y) 卵巢切片观察结果显

示!卵母细胞发育与对照组不同在于$卵黄核分散

在核的周围!核仁的数量显著的增加!多达 &? ^

$% 个"图版
%

F!#) 卵母细胞胞径"$"% X%8%>#

$

G!核径"<? X%8%&$#

$

G) 第二次注射后 ? O!

卵巢成熟系数增加为 "8>!Y!卵母细胞出现两个

主要的变化!一是在卵母细胞胞径和核径增加!分

别为"$<% X%8%$#

$

G和"#% X%8%&!#

$

G%二是

可见核仁从核孔向胞质外溢!靠近卵被膜下方卵

黄颗粒的数量明显的增多"图版
%

F"#) 第 ! 和第

" 次注射后与上次的差别是$"&# 卵巢成熟系数

上升!分别为 #8?!Y和 ?8=!Y!卵母细胞胞径和

核径也增大!它们均为"$?% X%8%%?#

$

G和"#"

X%8%>#

$

G%"$# 卵巢进一步发育!卵母细胞进

入卵黄发生早 ;中期到中期!卵黄颗粒数量明显

的增加!且分布在胞质中央"图版
%

F=#) 第 = 和

第 < 次注射后!雌鳗腹部变化是前者腹部略有膨

大!而后者腹部显著地膨大!卵巢成熟系数分别为

&%8"Y和 &?8%Y) 切片观察卵母细胞的体积增

大!胞径与核径分别为"!!% X%8%&?#

$

G!核径

">= X%8%&<#

$

G!和"">% X%8%=#

$

G与"&!% X

%8%&#

$

G!胞质中有大量卵黄颗粒!卵母细胞进

入卵黄发生中后期"图版
%

F<#) 同时!从放大的

卵被膜上可见两种不同形态的体细胞"非生殖细

胞#!位于内层为长方形的滤泡颗粒细胞!和外层

为扁平形膜细胞"图版
%

F##) 第 # 次注射激素

后!即第 <% 天!雌鳗卵巢发育成熟!外部形态变化

是腹部松软膨大!麻醉后解剖观察!肉眼可见卵巢

中卵母细胞处于游离状态!卵巢成熟系数为

!"8%Y!切片特点是胞质中充满卵黄颗粒!核居中

但尚未移位!胞径和核径达到最大值!分别为

"=#% X&8!>#

$

G和"&!? X&8&>#

$

G "图版
%

F

?#) 往后就不再注射这两种促性腺激素予以催

熟!而是在适宜的时间进行催产实验) 此时未经

激素处理对照组卵母细胞仍处于卵黄发生早期!

卵母细胞没有进一步发育)

$"$#激素诱导日本鳗鲡卵巢发育成熟的作用机制

免疫组织化学染色结果显示!.2+(3+和B+

免疫活性定位在不同发育时期卵巢中卵母细胞的

卵被膜(核膜(核质和体细胞上!呈现免疫阳性!而

对照片则显示免疫阴性)

.2+在雌鳗卵巢中的定位''免疫染色结

果显示!未注射激素对照组雌鳗卵巢中仅有少数

卵母细胞的卵被膜!胞质和核膜对.2+显示很弱

免疫阳性"图版
!

F&#!大多数卵母细胞则为免疫

阴性) 第 & 次注射激素后 &% O!卵母细胞胞质和

核膜均对.2+抗体免疫阳性反应有所增强!而脂

肪泡和核质则显免疫阴性"图版
!

F$#) 第 $ 次注

射激素后!.2+的免疫强度有所增强) 特别是!

第 ! 次和第 " 次注射后!.2+免疫活性的定位有

显著的变化!卵巢中除小生长期卵母细胞胞质仍

对.2+抗体显示免疫阳性外!卵黄发生早;中期

少数卵母细胞上的体细胞显示强的免疫阳性反

应!而胞质和核则显免疫阴性"图版
!

F!#) 同时!

图版
!

F! 卵被膜放大可见 .2+免疫阳性首先定

位在卵被膜外层膜细胞的胞质!显强的免疫阳性!

而内层滤泡细胞尚未发育成熟"图版
!

F"#) 第 =

次注射后!多数卵黄发生中期时相的卵母细胞的

核质和体细胞对.2+抗体显示强的免疫阳性"图

版
!

F=#!对图版
!

F= 体细胞放大可见卵被膜上两

种体细胞!即内层滤泡细胞和外层膜细胞的胞质

均对.2+抗体显示强的免疫阳性反应"图版
!

F

<#%第 < 次注射后!卵巢中卵母细胞发育进入卵黄

发生的中后期时相!.2+免疫活性突出的变化是

.2+免疫阳性定位在核质和体细胞上!免疫强度

增强!胞质显免疫阴性"图版
!

F##) 第 # 次注射

后!雌鳗进入卵巢成熟期!核质和卵被膜免疫阳性

显著的减弱"图版
!

F?#)

3+在雌鳗卵巢中的定位''免疫染色结果

显示!对照组雌鳗卵巢中卵黄发生早期卵母细胞

对3+受体发生强的免疫阳性反应!阳性物定位

#!!#
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*

'方永强!等8外源性激素诱导日本鳗鲡血浆类固醇激素水平的变化8

在核质(卵被膜(卵黄颗粒和脂肪泡膜!脂肪泡显

免疫阴性) 第 & 次注射激素后!与对照组差别在

于核质(卵被膜(胞质和卵黄颗粒显示更强免疫阳

性"图版
&

F&!$#!而在第 $ 次注射后卵母细胞对

3+抗体显示免疫阳性反应与第 & 次注射后类似!

仅是核质的免疫强度略有减弱) 但是!从第 ! 次

注射后!卵母细胞开始进入卵黄发生早;中期!其

特点是紧贴卵母细胞卵被膜上的体细胞对 3+抗

体显示强的免疫阳性反应"图版
&

F!#!体细胞放

大显示内为滤泡颗粒细胞和外为滤泡膜细胞"图

版
&

F"#!且随着注射次数的增加而增强!表现在

注射第 = 次后两种体细胞免疫强度达到高峰"图

版
&

F=!<#) 第 < 和第 # 次注射后雌鳗卵巢发育

从开始进入卵黄发生中后期和成熟期!此时卵母

细胞对3+抗体的应答特点是除卵黄发生中期卵

母细胞仍保留强的核质免疫阳性外!卵被膜免疫

阳性明显地减弱!而核质和胞质变为免疫阴性

"图版
&

F#!?#)

B+在雌鳗卵巢中的定位''免疫染色结果显

示孕激素核受体"B+#免疫活性定位在对照组雌鳗

卵黄发生早期卵母细胞的胞质和卵被膜!生殖胚泡

"核#显免疫阴性"图版
'

F&#) 第 & 次注射激素后!

B+免疫活性在核膜(胞质和卵被膜显更强的免疫

阳性"图版
'

F$#) 第 $次注射激素后!卵母细胞胞

质和卵被膜的免疫强度增强) 第 ! 次注射激素后!

B+免疫活性除在早期和卵黄发生早期卵母细胞仍

保留免疫阳性外!在卵黄发生早 ;中期生殖胚泡

"核#首先对B+抗体显示强的免疫阳性反应!并持

续到第 "和第 =次注射激素后!卵黄发生中期卵母

细胞生殖胚泡和卵被膜免疫阳性增强!而胞质和核

膜均显免疫阴性"图版
'

F!!"#) 图版
'

F" 卵被膜

放大!可见靠近卵被膜的滤泡细胞对B+抗体显示

强的免疫阳性反应"图版
'

F=#) 第 < 次注射激素

后!卵巢发育处在卵黄发生中后期!此时 B+免疫

活性除在早期卵母细胞显免疫阳性外!其余卵黄发

生中后期卵母细胞均对B+抗体显示免疫阴性"图

版
'

F<#) 第 #次注射激素后!卵巢成熟期!B+免

疫活性定位在卵被膜!显示强的免疫阳性反应!而

胞核免疫阳性消失"图版
'

F##)

!'讨论

一些学者研究揭示注射 4B3和 K4W诱导雌

鳗卵巢成熟的机制是通过刺激卵巢滤泡细胞产生

雌激素"3

$

#

*? ;&%+

!并没有阐明这两种外源性促性

腺激素"/12(.2和 K4W#是通过什么途径使雌

鳗卵巢发育成熟) 众所周知!/12和 .2在脊椎

动物"包括鱼类#生殖中起关键作用!该作用是通

过它们的受体刺激睾丸和卵巢功能*&< ;&#+

) 然而!

有关这两种促激素在卵巢中生殖细胞和体细胞是

否存在相应的受体!以及激素刺激卵母细胞发育

后它们的受体定位发生什么变化!迄今尚未见可

利用资料) 本研究结果首次揭示注射 4B3和

K4W诱导日本鳗鲡卵巢发育成熟的内分泌机制!

像雄鳗一样*&=+

!也是通过其相应受体的介导完

成的)

.2+免疫活性定位在对照组雌鳗卵巢中卵

黄发生早期卵母细胞核膜和卵被膜上!显示很弱

免疫阳性!实验组经注射激素后卵母细胞的胞质

和卵被膜免疫强度增强!尤其是在第 ! 次注射激

素后卵母细胞直径增加!从 $"%

$

G增长到 $#%

$

G!卵巢处于卵黄发生早 ;中期时相!此时卵母

细胞的卵被膜最外层扁平形膜细胞"Z7HRFJKHUNO

RKNPHPN77J#首先对 .2+抗体发生强的免疫阳性

反应"图版
!

F"#!该反应可看作日本鳗鲡注射脑

垂体匀浆和 K4W后先使膜细胞发育成熟的一个

免疫标记) 尔后!第 = 次注射激素后!卵黄发生中

期卵母细胞直径增加为 !&% !̂!%

$

G!两种体细

胞"内层为长方形滤泡颗粒细胞和外层膜细胞#

完全发育成熟!且对.2+抗体发生更强的免疫阳

性反应"图版
!

F<#!此情况与 jHGNI等*>+报道脑

垂体匀浆对鳗鲡卵母细胞体细胞发育成熟的观察

相一致!并持续到大生长期中后期时相) 直接证

据是本课题组应用化学发光微粒免疫测定技术

"4b0-#对日本鳗鲡血浆中 &#

#

;雌二醇进行测

定!结果显示对照组3

$

为"&?% X%8&?# UTAG.!而

实验组第 " 次注射激素后达"!$= X%8=<# UTA

G.!两组之间差异十分显著",e%8%&#

*

) 证实

了 K4W和垂体匀浆中 .2共同激发体细胞产生

和分泌3

$

) 接着!滤泡细胞分泌的3

$

与卵母细胞

的核受体结合!促使卵母细胞的发育和卵黄发生!

导致卵母细胞从卵黄发生早期发育至中后期就是

佐证)

生殖内分泌的研究表明!人胎盘分泌绒毛膜

促性腺激素" K4W#的生理作用与脑垂体 .2等

$!!#
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同!并与.2在生殖细胞中共享一个共同的受体!

且没有种的特异性*&<!&?+

) 这就可以对4B3中.2

和24W这两种激素始动卵母细胞发育的作用机

制概述为$先与卵母细胞上的体细胞中 .2受体

结合!后刺激它们发育成熟和分泌雌激素) 那么!

注射的脑垂体匀浆中另一主要成分 /12在诱发

雌鳗卵巢发育成熟中起什么作用, )SHEI等*#+用

免疫组织化学方法证明日本鳗鲡注射 1B2后!使

受者脑垂体中/12产生减少!认为是1B2对其产

生抑制作用!提示外源性激素 /12可能直接作用

于卵巢) 后来!jHGNI等*>+研究证实 /12可直接

刺激雌鳗卵巢!使卵母细胞直径和 3

$

分泌之间呈

现正的相关性) 这里!笔者认为脑垂体匀浆中

/12也是通过其受体起作用!因为研究证实

/12+存在于哺乳类睾丸1NLR67I细胞和卵巢颗粒

细胞!/12的作用是通过它的受体完成的*&> ;$%+

)

同时!有研究指出功能性/12受体还存在于哺乳

类卵母细胞和鱼类生殖细胞!这就提示 /12可能

直 接 控 制 卵 母 细 胞 的 发 育*$& ;$$+

) 另 外

jHTHiH

*$!+发现一次性注射 1B3能显著持续 ! O

增加具有正常卵巢的鳗鲡血清中 3

$

水平) 由此

可见!/12(.2和 K4W都是通过其相应的受体共

同刺激两种体细胞;滤泡颗粒细胞和滤泡膜细胞

产生3

$

提供可靠地实验证据) 另外!笔者还认为

此时3

$

有两个生理作用$一是刺激卵母细胞发

育!使细胞直径增加和诱导肝脏合成卵黄生成素

"5]W#

*$" ;$=+

!刺激卵母细胞的卵黄发生!本研究

所见日本雌鳗第 $ 次注射激素后卵黄颗粒数量的

增加"图版
%

F"#就是例证%二是雌激素还通过正

反馈刺激脑垂体合成 .2) 3

$

通过长反馈对垂体

.2F

#

G+,-的刺激效应!导致脑垂体分泌 .2再

次激发卵巢中 $%

#

;羟基类固醇脱氢酶 "$%

#

F

21@#的转录并刺激 &#

#

!$%

"

;双羟孕酮的生成!

最终促进了卵母细胞的成熟*$= ;$#+

!说明 3

$

在促

使雌鳗卵母细胞的成熟中起着重要的生理作用)

另外!3

$

的作用也是通过其受体介导!早在 &>><

年]6O6等*$?+用分子生物学技术克隆了日本鳗鲡

雌激素受体 P@,-!它的开放式阅读框为 =#! 个

氨基酸残基!蛋白质分子量约为 <! "&#!鳗鲡 3+

氨基酸序列显示与其它种类有高度同源性) 本研

究所见日本鳗鲡卵巢中均存在雌激素核受体!注

射激素后随着卵母细胞发育成熟!这种核受体逐

渐消失!图版
&

F!!# 和 ? 就是很好的例证) 从而

有力地证明了日本鳗鲡卵母细胞的发育!卵径增

加和卵黄颗粒生成都是受 3

$

经其核受体介导雌

激素基因效应!才导致雌鳗卵巢发育成熟!这就揭

示外源性激素作用机制的第二步是 3

$

刺激卵母

细胞发育和卵黄发生) 可是!目前尚难以理解的

是雌鳗产生 3

$

的体细胞为何也存在 3+!虽然这

种存在的生物学意义现在还不清楚!但笔者同意

(NZZNLJ6Q等*$>+的看法!雌激素在不同靶细胞有选

择性作用!因为他们在小鼠卵巢颗粒细胞也发现

3+受体)

最后!上述3

$

通过正反馈使鳗鲡腺垂体分泌

.2刺激体细胞产生孕激素!表现在 B+定位在雌

鳗卵黄发生不同时相的变化!如第 ! 和第 = 次注

射激素后!B+定位在卵被膜!图版
!

F= 放大证实

为滤泡颗粒细胞!以及从图版
'

F! 和图版
'

F" 也

可见 B+定位在卵母细胞生殖胚泡!这些定位变

化的意义在于可为研究者所发现的滤泡颗粒细胞

层能够将 &#

"

;羟基孕酮"&#

"

FB#转化为 &#

"

!

$%

#

FB!然后由膜细胞转化为 &#

"

!$%

#

FBF1!最后

通过核孕激素受体"QB+#的介导转换为诱导成熟

激素"GHR9LHRI6QFIQO9PIQT K6LG6QN!b02#提供新

的证据*!% ;!&+

!还说明 B+在介导 &#

"

;羟基孕酮

在卵母细胞的基因效应!在促使卵母细胞的成熟

中起着重要的作用!并为 bI9LH等*!$+研究指出!

孕激素是调节雄性和雌性脊椎动物性腺最后成熟

重要的类固醇激素提供新的证据)

此外!本研究还认为两种外源性促性腺激素

诱导日本鳗鲡卵巢发育成熟的内分泌机制十分复

杂) 本研究分析激素靶器官卵巢中各种受体的定

位变化仅是从一个侧面来揭示其内分泌机制!但

要真正明了外源性促性腺激素诱导日本鳗鲡卵巢

和卵母细胞发育成熟的完整机制还必须了解激素

对在体鳗鲡生殖内分泌调控轴的各种影响*!!+与

雌鳗卵巢发育成熟的关系!也许更能够较全面揭

示其内分泌机制)
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图版
#

#注射激素前后雌鳗卵巢组织学切片
&8注射激素前!早期卵黄发生的卵巢!胞质中大量脂肪泡!网状带"箭头#!卵黄核"细箭头#!,$生殖胚泡"核# _=%% $8图 & 放大!在

胞质边缘可见卵黄颗粒"箭头#!核仁靠近核膜"细箭头#! _&%%% !8激素处理后 &% O!核仁数量增加"箭头#! _&&%% "8第 $ 次注射

后!可见核仁外排"箭头#和卵黄颗粒在数量上增加! _&%%% =8第 ! 和 " 次注射激素后!卵母细胞进入卵黄发生早 ;中期和中期!卵

黄颗粒分布在胞质中央! _#%% <8第 < 次注射后!卵母细胞进入卵黄发生中后期!胞质中卵黄颗粒进一步增加! _<%% #8卵被膜放

大!可见靠近卵被膜滤泡细胞"箭头#和外层膜细胞"细箭头#! _?&%% ?8第 # 次注射激素后!卵母细胞进入成熟期! _=<)
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NOTN6ZP:R6U7HJGHQO RKNQ9P7N679JIJP76JNR6 RKNQ9P7NHLGNGfLHQN"RKIQ HLL6i#! _&%%% !8]NQ OH:JHZRNLK6LG6QNRLNHRGNQR!RKN
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Q9GfNL6Z:67E TLHQ97NJIQPLNHJNO! _&%%% =8-ZRNLRKNRKILO HQO Z69LRK IQDNPRI6Q!RKN66P:RNJNQRNLNO NHL7:FGIO UKHJNHQO GIOO7NUKHJN6Z

gIRN776TNQNJIJJRHTN!:67E TLHQ97NJOIJRLIf9RNO IQ RKNPNQRNL6ZP:R6U7HJG! _#%% <8-ZRNLRKNJIVRK IQDNPRI6Q!RKN66P:RNJNQRNLNO GIOF7HRN

UKHJN6ZgIRN776TNQNJIJJRHTN!:67E TLHQ97NJIQ P:R6U7HJGZ9LRKNLIQPLNHJNO! _<%% #8]KNHGU7IZIPHRI6Q NTT NQgN76UN6Z66P:RN!IRiHJJNNQ

Z677IP7NPN77J"HLL6i#P76JNR6 NTT NQgN76UNHQO RKNPH7PN77J"RKIQ HLL6i#IQ 69RJION! _?&%% ?8]KN66P:RNJNQRNLNO GHR9LNJRHTNHZRNLRKN

JNgNQRK IQDNPRI6Q! _=<8

)!!#



''' 水'产'学'报 !" 卷

图版
$

#=>受体在卵巢中的定位
&8对照组雌鳗!.2受体免疫活性定位在少数卵母细胞卵被膜"箭头#(胞质和核膜"细箭头#显示很弱免疫阳性! _=%% $8第 & 次注

射激素后!.2+免疫活性定位在卵黄发生早期卵母细胞的卵被膜"箭头#(胞质"细箭头#和核膜!显示弱免疫阳性! _&%%% !8第 !

次注射后!除早期卵母细胞"箭头#胞质显免疫阳性外!仅见卵黄发生早 ;中时相卵母细胞上体细胞"细箭头#对 .2+抗体显示强

的免疫阳性反应! _=%% "8图 ! 卵被膜体细胞放大!可见贴近卵被膜外层膜细胞显强的免疫阳性"箭头#! _#%%% =8第 = 次注射后!

一些卵黄发生中期卵母细胞的核质"箭头#和体细胞"细箭头#对.2+抗体显示强的免疫阳性! _=%% <8图 = 卵被膜体细胞放大!可

见内层滤泡细胞"箭头#和外层膜细胞"细箭头#对.+2抗体显强的免疫阳性反应! _<"=% #8第 < 次注射后!.2+免疫活性在卵黄

发生中后期卵母细胞核质和卵被膜体细胞"箭头#显示强的免疫阳性反应! _=%% 图 ?8第 # 次注射后!卵巢成熟期!核质和卵被膜显

示弱的免疫阳性! _<%)

&5*7/

$

#=4@*5-S*7-4943=>,/@/F74,-97K/4:*,;

&8/NGH7NNN7IQ RKNP6QRL67TL69U!IGG9Q6LNHPRIgNHPRIgIR: 6Z.2LNPNUR6LiHJ76PHRNO 6Q RKNNTT NQgN76UN"HLL6i#!P:R6U7HJGHQO Q9P7NHL

GNGfLHQN"RKIQ HLL6i#!JK6iIQT gNL: iNHE IGG9Q6FU6JIRIgNLNHPRI6Q! _=%% $8-ZRNLRKNZILJRIQDNPRI6Q!IGG9Q6LNHPRIgNHPRIgIR: 6Z.2+

iHJ76PHRNO 6Q RKNNTT NQgN76UN"HLL6i#!P:R6U7HJG"RKIQ HLL6i#HQO Q9P7NHLGNGfLHQN!JK6iIQT iNHE IGG9Q6FU6JIRIgN! _&%%%!8-ZRNL

RKNRKILO IQDNPRI6Q!NVPNURRKNP:R6U7HJG6ZNHL7: 66P:RN"HLL6i#JK6iNO IGG9Q6FU6JIRIgN!6Q7: J6GHRIPPN77J"RKIQ HLL6i# 6Q RKN66P:RNHR

NHL7:FGIO UKHJN6ZgIRN776TNQNJIJJRHTNJK6iNO JRL6QT IGG9Q6FU6JIRIgNLNHPRI6Q R6 .2+HQRIf6OINJ! _=%% "8]KNHGU7IZIPHRI6Q 6ZJ6GHRIP

PN776Q RKNNTT NQgN76UNIQ ZIT9LN!!IRiHJJNNQ RKNPH7PN77J"HLL6i# IQ 69RJIONP76JNR6 NTT NQgN76UNJK6iIQT JR6QT IGG9Q6FU6JIRIgN! _

#%%% =8-ZRNLRKNZIZRK IQDNPRI6Q!RKNQ9P7N6U7HJG"HLL6i# HQO J6GHRIPPN77"RKIQ HLL6i# 6ZGIOFUKHJN6ZJ6GN66P:RNJJK6iNO JRL6QT

IGG9Q6FU6JIRIgNR6 .2+HQRIf6OINJ! _=%% <8]KNHGU7IZIPHRI6Q 6ZJ6GHRIPPN776Q RKNNTT NQgN76UNIQ ZIT9LN=!IRiHJJNNQ Z677IP7NPN77

"HLL6i#IQQNL7H:NLHQO RKNPH7PN77"RKIQ HLL6i#69RJION7H:NLJK6iIQT JRL6QT IGG9Q6FU6JIRIgNLNHPRI6Q R6 .2+HQRIf6OINJ! _<"=% #8-ZRNL

RKNJIVRK IQDNPRI6Q!IGG9Q6LNHPRIgNHPRIgIR: 6Z.2+iHJ76PHRNO 6Q RKNQ9P7N6U7HJG!J6GHRIPPN77"HLL6i# 6Q RKNNTT NQgN76UNHRGIOF7HRN

UKHJN6ZgIRN776TNQNJIJJRHTN!JK6iIQT JRL6QT IGG9Q6FU6JIRIgNLNHPRI6Q! _=%% ?8-ZRNLRKNJNgNQRK IQDNPRI6Q! Q9P7N6U7HJGHQO NTT NQgN76UN

JK6iNO iNHE IGG9Q6FU6JIRIgN! _<%8

*!!#



# 期 宋海霞!等$外源性促性腺激素诱导日本鳗鲡卵子发生和卵巢发育成熟的机制 ''

图版
%

#H(在雌鳗卵巢中的定位
&8对照组雌鳗3+免疫活性定位在核质(卵被膜"箭头#和脂肪泡膜"细箭头#! _=%% $8第 & 次注射激素后!卵母细胞的 3+免疫活

性有显著的增强! _&%%% !8第 ! 次注射后!3+免疫活性定位在卵黄发生中期的体细胞上"箭头#!显强的免疫阳性!核质和胞质阳

性减弱! _&"%% "8图 ! 卵被膜的放大!可见滤泡细胞"箭头#和膜细胞"细箭头#对3+抗体显示强的免疫阳性! _=%%% =8第 = 次注

射后!3+免疫活性定位在卵母细胞核质和体细胞上!显免疫阳性反应! _&"%% <8图 = 卵被膜放大!可见滤泡细胞"箭头#和膜细胞

"细箭头#显示强的免疫阳性! _=%%% #!?8第 < 和 # 次注射后!卵黄发生中后期和成熟期卵母细胞卵被膜对3+抗体显示免疫阳性

变弱!核质为阴性) )4$卵黄发生早期卵母细胞!#8_<%% ?8_=%)
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GNGfLHQN"RKIQ HLL6i#!_=%% $8-ZRNLRKNZILJRIQDNPRI6Q!3+IGG9Q6LNHPRIgIR: 6Z66P:RNKHO IQPLNHJNO 6fgI69J7:! _&%%% !8-ZRNLRKNRKILO

IQDNPRI6Q!3+IGG9Q6LNHPRIgIR: 76PHRNO J6GHRIPPN77J"HLL6i# 6ZGIOFUKHJN6ZgIRN776TNQNJIJJRHTNJK6iNO JRL6QT IGG9Q6FU6JIRIgN!iKI7NRKN

U6JIRIgNLNHPRI6Q 6ZP:R6U7HJGHQO Q9P7N6U7HJG6Z66P:RNONPLNHJNO! _&"%% "8]KNHGU7IZIPHRI6Q 6ZNTT NQgN76UNIQ ZIT9LN!!IRiHJJNNQ

Z677IP7NPN77"HLL6i# HQO RKNPH7PN77"RKIQ HLL6i#JK6iIQT JRL6QT IGG9Q6FU6JIRIgNLNHPRI6Q R6 3+HQRIf6OINJ! _=%%% =8-ZRNLRKNZIZRK

IQDNPRI6Q!3+IGG9Q6LNHPRIgIR: 76PHRNO 6Q RKNQ9P7N6U7HJGHQO J6GHRIPPN77!JK6iIQT IGG9Q6U6JIRIgNLNHPRI6Q!_&"%% <8]KNHGU7IZIPHRI6Q 6Z

J6GHRIPPN77IQ ZIT9LN=!IRiHJJNNQ Z677IP7NPN77"HLL6i# HQO RKNPH7PN77"RKIQ HLL6i#JK6iIQT JRL6QT IGG9Q6FU6JIRIgN! _=%%% #!?8-ZRNLRKN

JIVRK HQO JNgNQRK IQDNPRI6Q!NTT NQgN76UN6Z66P:RNHRGIOF7HRNUKHJN6ZgIRN776TNQNJIJHQO GHR9LNJRHTNJK6iNO IGG9Q6FU6JIRIgNZL6GJRL6QT

R6 iNHE R6 3+HQRIf6OINJ!RKNQ9P7N6U7HJGJK6iNO IGG9Q6FQNTHRIgN8)4$RKN66P:RNHRNHL7: UKHJN6ZgIRN776TNQNJIJ!#8_<%% ?8_=%8

"!!#



''' 水'产'学'报 !" 卷

图版
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#&(在雌鳗卵母细胞中的定位
&8对照组雌鳗B+免疫活性定位在卵母细胞的胞质(卵被膜"箭头#和脂肪泡膜"细箭头#! _<%% $8第一次注射激素后!B+在卵母

细胞免疫活性显示更强免疫阳性反应! _>%% !!"8第 ! 和 = 次注射后!B+免疫活性定位在卵黄发生中期卵母细胞卵被膜上的体细

胞"箭头#和核质显免疫阳性!胞质显免疫阴性!!8_#%!"8_=<% =8图 " 体细胞放大!可见滤泡细胞显示强的免疫阳性反应! _=%%%

<8第 < 次注射后!卵黄发生中;后期卵母细胞卵被膜和核均对B+抗体显示免疫阴性! _<=% #!成熟期卵母细胞 B+免疫阳性显示

在卵被膜"箭头#!)4$卵黄发生早期卵母细胞! _&!%)
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HLL6i#! _<%% $8-ZRNLRKNZILJRIQDNPRI6Q!B+IGG9Q6LNHPRIgIR: IQ 66P:RNJK6iNO G6LNJRL6QT IGG9Q6FU6JIRIgNLNHPRI6Q! _>%% !!"8-ZRNL

RKNRKILO HQO ZIZRK IQDNPRI6Q!B+IGG9Q6LNHPRIgIR: iHJ76PHRNO J6GHRIPPN77J6ZNTT NQgN76UN"HLL6i# HQO Q9P7N6U7HJGJK6iNO IGG9Q6F

U6JIRIgNHRGIOFUKHJN6ZgIRN76TNQNJIJJRHTN!iKI7NRKNP:R6U7HJG JK6iNO IGG9Q6FQNTHRIgN!!8_#%!"8_=<% =8]KNHGU7IZIPHRI6Q 6Z

J6GHRIPPN77IQ ZIT9LN"!IRiHJJNNQ Z677IP7NPN77"HLL6i# IQ 69RJIONP76JNR6 NTT NQgN76UNJK6iIQT JRL6QT IGG9Q6FU6JIRIgN! _=%%% <8-ZRNL
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