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摘要! 采用多次肌肉注射黄体生成素释放激素"79RNIQISIQT K6LG6QNLN7NHJIQT K6LG6QN!.2+2F

-

$

#和鲤脑垂体匀浆"PHLU UIR9IRHL: NVRLHPR!4B3#的方法诱导花鳗鲡卵巢发育成熟$ 在任意挑

选的 &= 尾实验组鱼中!= 尾卵巢发育完全成熟!平均性腺系数"T6QHO6J6GHRIPIQONV!W10#为

"$%8> X=8%"#Y"最大达到 $#8!Y#%= 尾卵巢发育至成熟期!平均 W10为"#8$ X$8?<#Y%=

尾卵巢发育至卵黄生成期!平均W10为"$8!$ X&8=#Y%而对照组的性腺停留在未发育的
!

期

&W10为"&8&? X%8!>#Y'!这表明注射的激素能诱导雌性花鳗鲡性腺发育直到完全成熟$ 检

测卵巢发育过程中脑垂体WR2的G+,-水平!血清中类固醇激素水平以及肝脏和消化道组织

学变化$ 结果表明!脑垂体中 WR2

"

(.2

#

和 /12

#

的 G+,-水平随着卵巢的发育而逐渐增

加!在卵巢发育成熟后下降!其中WR2

"

和 .2

#

的含量在卵巢发育成熟时虽比发育时期略有

下降!但仍然呈现高表达量!而/12

#

在卵巢发育成熟时的表达量极低!几乎检测不到$ 血清

雌二醇的含量在卵巢开始发育和卵黄生成期时的含量较高!随着卵巢的发育成熟而下降%睾酮

的含量在卵巢发育成熟过程中有所增加!在卵巢发育成熟时明显升高$ 肝糖原过碘酸希夫反

应染色"UNLI6OIPHPIO JKIZZ!B-1#染色结果显示随着卵巢的发育成熟!肝细胞中糖原颗粒逐渐

减少!脂肪含量有所增加!肝糖原参与卵巢生成过程中的物质与能量代谢活动$ 胃壁和肠壁的

组织学显示!随着卵巢发育成熟而出现不同程度的退化$

关键词! 花鳗鲡% 人工诱导% 卵巢% 促性腺激素% 类固醇激素% 肝脏% 消化道

中图分类号! [>="8"% 1>&#'''''''文献标识码)-

''花鳗鲡"!"#$%&&' (')(*)'+'#隶属硬骨鱼纲

")JRNIPKRK:NJ#(鳗鲡目"-QT9I77IZ6LGNJ#(鳗鲡科

"-QT9I77IOHN#(鳗鲡属"!"#$%$'#!是一种数量稀

少(经济价值高的食用鱼类) 在我国主要分布于

海南(福建(广东等地) 鳗鲡的人工繁殖开始于上

个世纪 "% 年代!国内外学者对此做了大量的研

究) &>#" 年 \HGHG6R6 等*&+利用鲑脑垂体匀浆

诱导日本鳗鲡性腺发育成熟并且首次获得了第一

批仔鳗!仔鱼存活了 &$% K) &>?% 年王义强等*$+

利用鲤脑垂体和 24W诱导日本鳗鲡性成熟并产

卵!获得少量仔鳗!存活 &> O) $%%& 年 ]HQHEH

等*!+利用鲨鱼卵粉末投喂幼苗!首次观察到人工

催产下的日本鳗鲡幼鱼向柳叶鳗的转变过程)

$%%> 年)EHG9LH等*"+利用浮游生物与人工催产

下的日本鳗鲡幼苗混养!发现幼苗下颚骨畸形的

发生率减少!提高了人工催产下鳗鲡幼苗的成活

时间) 这些研究主要集中在通过多次注射外源

WR2或WQ+2类似物等促使鳗鲡性腺发育成熟!

并诱导其排精和产卵!从而获得早期的胚胎) 此

外!还有很多学者致力于鳗鲡繁殖内分泌学的研

究!结果表明鳗鲡和其他硬骨鱼一样!性腺发育是

脑垂体合成和分泌的 WR2作用的结果!WR2的功
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能受下丘脑合成和分泌的WQ+2和促性腺激素释

放的抑制因子的双重神经内分泌调节!并且性类

固醇激素雌二醇"3

$

#(睾酮"]#等对性未成熟鳗

鲡的性腺发育存在反馈调节作用*= ;?+

)

参照日本鳗鲡人工催熟的方法和经验*> ;&$+

!

我们采用多次肌肉注射人绒毛膜促性腺激素

"K9GHQ PK6LI6QIPT6QHO6RL6UKIQ!24W#的方法诱导

雄性花鳗鲡性腺发育成熟!催熟效果良好并获得了

有活力的精子*&!+

) 接着!我们采用多次肌肉注射

.2+2F-

$

和4B3的方法诱导雌性花鳗鲡性腺发育

成熟!并且检测卵巢发育不同时期脑垂体中促性腺

激素"WR2#G+,-水平和血清中类固醇激素水平

的变化!以阐明这些激素在诱导雌性花鳗鲡性腺发

育成熟过程中的作用机理)

&'材料与方法

!"!#实验鱼

$% 尾雌性花鳗鲡购于海南三亚市!体重为

& !%= $̂ ?>% T!体长为 #! >̂# PG) 每尾鱼分别

在规格为 &%% PG_<% PG_=% PG的淡水水族箱

中驯养 $ 周!驯养期间投喂!鱼正常摄食) 然后过

渡到盐度 &= 的海水!开始催熟实验!水温控制在

$% $̂< `!实验期间鱼不摄食)

!"$#实验设计

实验鱼随机分为对照组"= 尾#和实验组"&=

尾#!实验组肌肉注射 .2+2F-

$

和鲤脑垂体匀浆

"4B3#的混合物!处理时间为 $% 周!每 # ?̂ 天注

射一次!每次注射.2+2F-

$

的剂量为每千克体重

$=%

$

T!4B3的剂量为每千克体重 " 粒!鲤脑垂体

购自鱼市场!.2+2F-

$

为宁波三生制药有限公司

产品"品名为促排二号#) 对照组肌肉注射生理

盐水!试验结束后!对所有鱼尾部静脉取血!血清

保存于;?% `!待测]和3

$

含量) 解剖前称量其

体重!解剖后称量其性腺重(肝脏重和消化道重!

分别计算性腺系数(肝体系数(消化道系数*性腺

系数 a"生殖腺重A体重# _&%%Y%肝体系数 a

"肝脏重A体重# _&%%Y%消化道系数 a"消化道

重A体重# _&%%Y+) 取脑垂体保存于液氮中!待

检测WR2

"

(.2

#

和 /12

#

的 G+,-含量) 将肝

脏组织(消化道组织以及性腺组织浸泡于固定液

中!待观察其组织学构造)

!"%#实验方法

类固醇激素!3

$

"]#含量的测定方法''血

清雌二醇"3#

$

(睾酮"]#质量浓度采用放射免疫

方法"+0-#测定) 放射免疫测定试剂盒购自北京

原子能科学研究院同位素研究室"北京#!3

$

的测

量灵敏度为 $ UTAG.) 批内变异系数"45#平均

<8=Y"" a&%#%批间变异系数为 ?8!Y"" a&%#)

在血清样品中加入低(中(高已知质量浓度的 3

$

!

测定回收率为 &%&8=Y &̂&"Y) ]的测量灵敏度

为 ! QTAG.!批内变异系数"45#小于 &%Y"" a

&%#!批间变异系数小于 &=Y"" a&%#!回收率为

&%#Y &̂&%Y) 样品测定均采用双管平行)

WR2! 个亚基G+,-水平的测定方法'''

''"&# 总+,-提取及反转录) 将在液氮中冻

存的脑垂体组织取出!在 ]LIS67N试剂中用 & G.

一次性塑料注射器匀浆!氯仿抽提!异丙醇沉淀!

适量@3B4水溶解总+,-) 用 &Y琼脂糖电泳检

测 +,-的质量) 准确量取各组织样品总 +,-

&

$

T!采用 )7IT6" O]#&? 引物和逆转录酶 19UNL

1PLIUR

]b

!

+]在 $%

$

.反应体系中合成P@,-)

"$ # 引物设计) 参照 WNQCHQE 中花鳗鲡

WR2

"

" /(">%!"= #( /12

#

" /(">%!"< #( .2

#

"/(">%!"##!运用 ULIGNLULIGINL=8% 软件分别设

计各基因的特异性引物"表 &#)

表 !#荧光定量&'(分析所用引物

)*+"!#&,-./,010/234,,/*567-./

81*97-7*7-:/&'(*9*5;0-0

引物名称

ULIGNLQHGN

引物序列

JNc9NQPN"=dF!d#

引物用途

U9LU6JN

WR2

"

F/ 44--4--4W---]WW4-4W-

实时荧光定量

B4++NH7FRIGN

B4+

WR2

"

F+ W4-444--4W4-4]WW--W-

.2

#

F/ W4]4]]]-4]W4]W44]]W]

.2

#

F+ ]]W]-W4]]WWW]44]]WW]

/12

#

F/ 4]4W44--4-]4]44-]4]

/12

#

F+ -WW]-WW]W--W]WW-WW]

&?1F/ 44]W-W---4WW4]-44-4-]44

内部控制

IQRNLQH7P6QRL67

&?1F+ 4]44--]-W4W]-]-4]---W]]W4]

''"!# 目的基因的定量) 使用 +NH7FRIGNB4+

bHJRNLbIV 试剂盒对花鳗鲡 &?1(WR2

"

(/12

#

(

.2

#

基因的P@,-进行定量) 反应体系 &%

$

.!

引物各 %8&

$

.!模板 %8$

$

.!bIV =

$

.!加双蒸水

补齐) 反应程序$>= `预变性 <% J!>= `变性

&= J!== `退火 &= J!#$ `延伸 !% J!共 "% 个循

环) 在每个循环内加入读板步骤!总延伸结束后!

!""
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加入融解曲线的制备"<= >̂= `!每 %8$ `读板 &

次#步骤) 每个样品重复 ! 次!每次都用标准曲线

定量出相对应的域值 "4R# 和 P@,-拷贝数)

WR2

"

(/12

#

和 .2

#

的 G+,-相对表达量分别

用WR2

"

拷贝数A&?1拷贝数(/12

#

拷贝数A&?1

拷贝数和.2

#

拷贝数A&?1拷贝数拷贝数表示)

""# 相关组织的观察方法) 性腺以及消化道

的组织学观察$将部分性腺(胃和肠道!分别固定于

C69IQ氏液中!经脱水(透明!石蜡包埋切片!283

染色!然后光学电镜下观察并拍照!游标卡尺测量)

肝脏的组织学观察$将肝脏固定于4HLQ6: 液中!经

脱水(透明!石蜡包埋切片!B-1染色!光学显微镜

观察并拍照) 卵的扫描电镜观察$用 #8" 磷酸缓冲

液冲洗样品两次!加入适量"Y戊二醛固定&$ K!丙

酮梯度脱水后!用&%%Y的醋酸异戊酯置换!% GIQ!

在锡箔纸上自然干燥!再用3;&%&% 离子溅射镀膜

仪喷金!1;!%%%,型扫描电镜观察)

!"<#数据处理

实验所得数据均表示为平均数X标准差"GNHQ

X1@#!采用1B11软件统计包中的@9QPHQ氏法检

验!当,e%8%=时认为差异显著)

$'结果

$"!#多次注射=>(>6?

$

和鲤脑垂体匀浆诱导花

鳗鲡卵巢发育成熟

经过 $% 周注射 .2+2F-

$

和鲤脑垂体匀浆

"4B3#的 &= 尾雌性花鳗鲡经解剖观察!发现卵巢

均有不同程度的发育!平均性腺成熟系数均显著

高于对照组!表明注射外源激素具有良好的催熟

作用!而 = 尾注射生理盐水的对照组雌性花鳗鲡

的卵巢发育均停留于
!

期初"图版F&!$#!平均

W10为 %8>#Y) 根据它们性腺的发育状况可分为

卵巢发育处于卵黄生成期"图版F!#的实验 H组!

共 = 尾!平均 W10为 $8!$Y%卵巢发育处于成熟

期"图版F"#的实验 f 组!共 = 尾!平均 W10为

#8$Y%卵巢发育完全成熟期"图版F=!<#的实验 P

组!共 = 尾!平均 W10为 $%8>Y!平均怀卵量为

& ""% %%%粒A尾) 此外!对照组(实验 H组(实验 f

组在实验结束后平均体重均比实验前降低!而实

验P组鱼的体重却有所增加)

表 $#人工诱导雌性花鳗鲡性腺发育成熟的结果

)*+"$#(/015743*,7-3-@-*5-921@7-49433/.*5/.*,+5///50

组号

TL69UJ

尾数

Q9GfNL

性腺发育状况

ONgN76UGNQRJRHTNJ

实验前后平均体重变化" h升% ;降#"T#

gHLIHRI6QJIQ f6O: iNITKR

平均性腺系数"Y#

GNHQ W10

成熟鱼平均怀卵量"粒A尾#

GNHQ fL66O HG69QR

对照组 =

%

^

!

期 ;$=% &8&? X%8!> ;

实验H组 =

&

期 ;!&& $8!$ X&8=% ;

实验 f组 =

'

期 ;$"# #8$% X$8?< ;

实验P组 =

(

期 h$&< $%8> X=8%" & ""% %%%

$"$#诱导卵巢发育成熟的花鳗鲡催熟后成熟卵

母细胞的光镜和扫描电镜观察

在注射 &#

"

!$%

#

F双羟孕酮"@2B#后 &$ K

卵巢发育成熟的花鳗鲡自然排卵!在光镜下观

察排出卵的形态!可分为 ! 个时相$"& # 卵呈

半透明状态!细胞质中可观察到低密度的卵黄

颗粒"图版F># %"$ # 卵黄颗粒聚集并增大!油

滴同样增大并清晰可见"图版F&%!&&# %"!# 卵

黄聚集成大的卵黄堆!多个油滴最后汇聚成一

个"图版F&$# ) 扫描电镜观察表明花鳗鲡的成

熟卵细胞呈圆球形"图版F## !直径为 <%% #̂%%

$

G!卵表面粗糙!呈现无规律的花纹!有受精

孔"图版F?# )

$"%#卵巢发育不同时期脑垂体中 A7>

!

"=>

"

和

BC>

"

的.(D?水平变化

用荧光实时定量 B4+的方法测定了卵巢发

育成熟过程中 WR2

"

(.2

#

和 /12

#

的 G+,-的

表达"图 &#) 结果表明$对照组 WR2

"

(.2

#

和

/12

#

的 G+,-表达均较低 "WR2

"

为 %8<= X

%8""%/12

#

为 %8%%& = X%8%%% =<%.2

#

为 %8%%! X

%8%%&"%" a=#%当性腺发育至卵黄生成期"实验

组H#时!! 个亚基的表达量 "WR2

"

为 "8&" X

%8"$%/12

#

为 %8=! X%8&?%.2

#

为 &8= X%8<>%

" a=#都明显高于对照组%当性腺发育到成熟阶

段"实验组 f和P#!! 个亚基的表达量不同程度降

低"WR2

"

为 &8=# X&8&&%/12

#

为 %8%%% ?> X

%8%%% $$%.2

#

为 %8%?? X%8<!%" a<#!其中.2

#

的含量只比卵黄生成期略有下降!但仍然呈现高

表达量!而 /12

#

在卵巢发育成熟时的表达量明

显下降!比对照组还要低)

#""
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图 !#相对定量测定垂体中A)>

!

#BC>

"

和

=>

"

亚基表达量的变化

H!f!P表示显著性差异",e%8%=#) 下同)

B-E"!#(/*567-./&'(*9*5;0-043,/5*7-:/.(D?5/:/50

43A)>

!

#BC>

"

*92=>

"

21,-9E 4:*,-*92/:/54F./97

07*E/-93/.*5/0*927/07/02/:/54F./9707*E/-9.*5/0

H!f!PGNHQJRKNJITQIZIPHQROIZZNLNQPN",e%8%=#8]KNJHGNHJ

RKNZ6776iIQT8

$"<#卵巢发育不同时期血清中类固醇激素的含

量变化

3

$

的含量变化''如图 $ 所示!对照组雌性

花鳗鲡血清中 3

$

的含量较高*含量为""?8#> X

$>8#=#QTAG.!" a=+!卵巢发育到卵黄生成期的实

验H组鱼!血清中 3

$

含量较对照组为低*含量为

">8?& X<8>"#QTAG.!" a=+!卵巢发育到成熟期的

实验 f组鱼!血清中3

$

的含量较实验组为低*含量

为""8&" X$8&$#QTAG.!" a=+!卵巢发育完全成熟

的实验 P组鱼!血清中 3

$

含量最低 *含量为

"&8$# X%8>=#QTAG.!" a=+) 结果表明!随着花鳗

鲡卵巢的发育成熟!血清中3

$

的含量逐渐减少)

图 $#不同发育阶段血清中雌二醇含量的变化

B-E"$#G*,-*7-49-90/,1.H

$

5/:/50-9

2-33/,/972/:/54F./97*507*E/0

'']的含量变化 ''如图 ! 所示!对照组雌性

花鳗鲡血清中]含量极低!不在试剂盒灵敏度范围

内!因此检测不到]的实际含量) 卵巢发育到卵黄

生成期的实验 H组鱼!血清中 ]含量为"%8$< X

%8!!#QTAG."" a=#!卵巢发育到成熟期的实验 f

组鱼!血清中]的含量较高*含量为"%8!? X%8$>#

QTAG.!" a=+!卵巢发育完全成熟的实验P组鱼!

血清中 ]含量达到最高*含量为"&8"! X%8"&#

QTAG.!" a=+!结果表明!随着花鳗鲡卵巢的发育

成熟!血清中]的含量有增加的趋势)

图 %#不同发育阶段血清中睾酮含量的变化

B-E"%#G*,-*7-49-90/,1.)5/:/50-9

2-33/,/972/:/54F./97*507*E/0

$"I#卵巢发育不同时期肝脏糖原染色的观察

肝脏糖原被特异性染色为红色!观察结果表

明!未注射 .2+2F-

$

和鲤鱼脑垂体匀浆"4B3#的

对照组!雌鱼肝脏糖原含量丰富!糖原骨架呈密集

的网状结构!几乎看不到脂滴颗粒"图版F&!#) 性

腺发育到
&

期的实验H组鱼肝脏糖原含量减少!糖

原骨架呈稀疏的网状结构!脂滴颗粒呈圆形或椭圆

形!数量显著增加!肝脏内几乎充满了脂滴颗粒"图

版F&"#) 性腺发育到
'

期的实验 f 组鱼肝脏糖原

继续减少!糖原骨架所形成的网状结构几乎消失!

脂滴颗粒开始减少"图版F&=#) 性腺发育成熟的实

验P组鱼肝脏糖原含量基本与实验 f组保持一致!

而脂滴颗粒数量大量减少"图版F&<#)

$"J#卵巢发育不同时期消化道的变化

对照组平均消化道系数为 &8$"$Y!实验 H

组平均消化道系数和对照组几乎没有变化!为

&8$"&Y!实验 f 组平均消化道系数则极显著下

降!为 %8"=!Y!实验 P组平均消化道系数最低!

仅为 %8"%#Y) 结果表明!随着雌性花鳗鲡卵巢

的发育!消化道系数不断下降!卵巢发育至
'

期

时!消化道系数下降尤为明显)

$""
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对 " 组雌性花鳗鲡消化道的胃肠进行组织切

片观察以及游标卡尺测量"" a=#) 结果表明!花

鳗鲡的胃和肠道随着性腺系数的增加!呈现不同

程度的退化"图 " 和图 =#) 其中胃的退化最为明

显!对照组花鳗鲡的胃属 \形!胃盲囊体积大!实

验P组鱼的胃则退化成细管状!粘膜层柱状上皮

萎缩!嗜碱性分泌细胞体积变小!数量减少!除粘

膜层外其它 ! 层结构的厚度也明显减小"图版F

&#(&?#) 肠道壁和胃壁的结构相似!退化也较为

明显!粘膜褶皱变短!分枝变少!肠道直径明显减

小"图版F&>($%#)

图 <#不同发育阶段#胃粘膜层#粘膜下层#

肌肉层#浆膜层厚度的变化

B-E"<#G*,-*7-490-97K/7K-@L9/0043.1@40* 5*;/,#

01+.1@4105*;/,#.10@15*,5*;/,*920/,40*55*;/,

-9074.*@K-92-33/,/972/:/54F./97*507*E/0

图 I#不同发育阶段#肠粘膜层#粘膜下层#

肌肉层#浆膜层厚度的变化

B-E"I#G*,-*7-490-97K/7K-@L9/0043.1@40* 5*;/,#

01+.1@4105*;/,#.10@15*,5*;/,*920/,40*55*;/,

-934,/E17-92-33/,/972/:/54F./97*507*E/0

!'讨论

本实验采用多次肌肉注射 .2+2F-

$

和 4B3

混合物的方法!诱导雌性花鳗鲡性腺发育成熟)

在任意挑选的 &= 尾实验组鱼中!= 尾卵巢发育完

全成熟!= 尾卵巢发育至成熟期!= 尾卵巢发育至

卵黄生成期!而对照组的性腺停留在未发育的
!

期!这表明注射的激素能诱导雌性花鳗鲡性腺发

育直到完全成熟!催熟效果良好) 此外注射 @2B

可诱导卵巢发育成熟的花鳗鲡自行排卵!与我们

在日本鳗鲡上的成功经验相一致*&"+

) 但为何实

验组 &= 尾花鳗鲡卵巢的发育程度有所不同!其原

因可能是$第一!与实验鱼的年龄不同有关"年龄

分析待测定#%第二!与实验鱼的个体差异有关!

因为每尾鱼对激素的敏感性有所不同%第三!与催

熟剂的种类和剂量有关!由于实验鱼之间的个体

大小相差不很大!在催熟剂的剂量上!我们没有差

别对待!这很可能导致它们卵巢发育不同步) 此

外!我们对花鳗鲡人工繁殖做了一些初步的探索!

亦发现了一些问题) 在此基础上!我们将总结和

改进!继续展开深入的研究)

对硬骨鱼WR2的大量研究证明!两种WR2在

性腺发育过程中扮演着不同的角色!其中 /12在

卵巢发育早期起作用!主要是调节卵黄颗粒的形

成%而.2则在卵巢发育晚期起作用!主要是促进

卵巢的最后成熟*&= ;&?+

) 当卵巢处于
%

^

!

期时!

花鳗鲡脑垂体中/12

#

和.2

#

的表达量很低!当

卵巢发育至卵黄生成期时!/12

#

和 .2

#

的表达

量大幅度升高!当卵巢继续发育至成熟期时!

/12

#

急剧下降!表达量几乎检测不到!而.2

#

虽

略有下降!但表达量依然较高!明显高于对照组的

表达量) 这证明注射的催熟剂诱导花鳗鲡脑垂体

分泌产生的两种 WR2分别在卵巢发育的不同时

期起着刺激卵母细胞卵黄生成和卵母细胞最后成

熟的作用)

本研究表明!随着性腺的不断发育!血清中

3

$

的含量不断下降!成熟后达到最低点!与天然情

况下硬骨鱼血清中 3

$

含量的变化相一致) 我们

研究日本鳗鲡性类固醇激素对卵巢发育的作用时

发现3

$

虽然能促使肝脏合成卵黄蛋白原并释放

到血液中!但不能使其渗入到卵母细胞内!而 ]

能够使卵黄蛋白原迅速运输到卵巢并使其渗入细

胞内*&>+

!这表明 3

$

在卵细胞发育初期起主要作

%""
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用!而]在卵细胞发育的后期起主要作用!这可

能是3

$

含量随着卵细胞的发育而不断减少!]含

量随着卵细胞发育上升的原因之一)

对照组鱼的肝细胞含有丰富的糖原!而实验

组卵巢发育至卵黄生成期的肝糖原大幅度减少!

脂肪颗粒大量增加!肝细胞中充满了脂肪颗粒!当

卵巢发育至成熟期时!肝糖原含量随着卵巢的发

育越来越少!然而在这过程中脂肪颗粒也随之减

少) 我们可以推断!在促性腺激素"WR2#的作用

下!肝糖原被动地参与了性腺发育的过程!在卵巢

进入生长期前糖原大量转化成脂肪颗粒!为卵巢

进入生长期提供能量!当卵巢进入生长期后!由于

卵巢发育的需要!肝细胞需大量合成卵黄蛋白原!

从而需要能量导致脂肪颗粒的消耗)

本实验对花鳗鲡卵巢发育到不同时期时消化

道组织学变化进行研究!得出随着卵巢的不断发

育!消化道各部分均表现出不同程度的退化!胃的

退化程度最为明显) 此外!从消化道系数的变化

可以看出当卵巢进入大生长期时消化道系数变化

幅度最大!此期间消化道的退化最明显!推断这可

能是由于卵巢进入大生长期发育所需要大量能量

导致的)
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