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摘要! 为探讨黄鳝卵巢发育规律!观察了实验室养殖条件下黄鳝卵巢初次性成熟过程!采用定

量 6-$分析了 %CH: $ B3/NI< C:AA=3=>I:9I:/> A9;I/3:%"0"@4:,4,$67183 93/89I9?=%",*1$9>I:7

T^00=3:9> </38/>=%和 ,*1/))$9>I:7T^00=3:9> </38/>=I@2=))3=;=2I/3%基因表达水平# 结果显

示!1 至 : 月龄黄鳝卵巢中卵母细胞处于初级生长期!胞质中嗜碱性巴尔比尼小体数量先增后

减!形状由点变为大团块状!后又缩小# 43 月龄时!黄鳝卵巢青春期启动!进入次级生长期&部

分卵母细胞出现皮质小泡!巴尔比尼小体消失或残存为点状# 4 龄时!卵巢中卵母细胞生发泡

偏位或消失!达到成熟状态# 卵巢中 %CH: 表达水平在 1 至 42 月龄都较高!变化不明显&

0"@4:,4,",*1 和 ,*1/))表达变化趋势类似'从 1 月至 0 月龄上升!9 月龄下降!43 月龄又上

升# 研究表明!实验室养殖条件下!黄鳝卵巢 43 月龄左右启动青春期!4 龄左右可达性成熟&

0"@4:,4,",*1 和 ,*1/))表达可能与卵巢青春期启动相关#

关键词! 黄鳝& 卵巢发育& 青春期& 功能基因

中图分类号! [408& *:401155555555 文献标志码'&

55 黄鳝 #K$#$@2)/(',&<('$"属 于 硬骨鱼 纲

#"?I=:;<I<@=?$合鳃目#*@>J39>;<:A/38=?$(合鳃科

#*@8J39>;<:C9=$(黄鳝属#K$#$@2)/('$"是一种雌

性先熟(雌雄同体的性逆转鱼类"具有较大的药用

和食用价值) 近年来"黄鳝在我国安徽(湖北(湖南

和江西等地广泛养殖"但由于其规模化人工繁殖技

术尚未突破"黄鳝养殖苗种目前仍依赖捕捞野生资

源"这不仅造成自然黄鳝资源的枯竭"同时也影响

到黄鳝人工养殖业的可持续发展) 研究黄鳝卵巢

分化发育规律及其调节机制"将为解决黄鳝规模化

人工繁育问题提供重要的理论基础)

多年来"我国学者对黄鳝卵巢分期和周年发

育变化进行了较细致的研究
*4 6/+

) 作为雌性先

熟的 性 逆 转 鱼 类"黄 鳝 性 腺 首 先 发 育 为 卵

巢
*1 68+

"但有关黄鳝卵巢青春期发育启动的时间

点还未见相关报道) 本文通过在实验室条件下

养殖同一批黄鳝仔鱼至性成熟"对黄鳝卵巢初

次发育成熟的组织学变化进行了连续观察"发

现 43 月龄黄鳝卵巢开始启动青春期发育"4 龄

黄鳝可达到性成熟%同时发现生殖相关功能基

因 0"@4:,4,(,*1 和 ,*1/))的表达变化与黄鳝

青春期出现密切相关)

45材料与方法

!"!#实验黄鳝的饲养与样品采集

实验用鱼为 2343 年 7 月孵出的同一批次的

黄鳝仔鱼"来自四川简阳大众养殖责任有限公司)

实验用鱼运回广州后"在实验室内置于直径为 93

;8的塑料盆中"在自然光照和温度下饲养"投喂

摇蚊幼虫"并根据生长情况适时分盆"控制养殖密

度
*7+

) 出膜 1 个月后"每月采集样品 4 次"每次

7 <42 尾) 取样时测量黄鳝的体长和体质量) 黄

鳝性腺呈线状"取出后从前至后切分成大体相等

的 1 段"第 4(/ 段性腺样品采用液氮冻存"以备基

因表达分析%第 2(1 段性腺样品采用包恩氏液固

定 21 < 后"置于 03E的酒精中"用于卵巢组织学
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观察)

!"$#黄鳝卵巢石蜡切片制作与观察

对包恩氏液固定的黄鳝卵巢组织进行常规的

石蜡切片制作"切片厚度为 7

!

8"+1,染色"中性

树胶封片后进行组织学观察和拍照 #%:G/>"

,933$)

!"%#黄鳝卵巢 DW=提取和 4KW=模板制备

按照 P3:X/0$=9B=>I#)>M:I3/B=>$操作说明"提

取黄鳝卵巢组织的总 $%&"通过 4E的琼脂糖电

泳分析$%&的完整性"紫外分光光度计测定样品

$%&浓度) ;4%&模板的制备参照 $=M=3I&:C

(:3?I*I39>C ;4%&*@>I<=?:?Y:I#(=38=>I9?$说明

书进行"并应用引物
#

P,02+#(45

#

P,02+#$4"6-$扩

增黄鳝
#

P,02+# 基因#&U71041/$来验证反转录是

否成功#表 4$)

表 !#所使用的定量 [AD引物序列

-5<"!#G/\C/14/7636;+,61C4;/62+0/B9+:/97369

D/5;H2+:/[AD

引物名称

23:8=3>98=

引物序列#8H7/H$

23:8=3?=WL=>;=

#

P,02+#(4 -OP&--&--OO&&PPOP-&

#

P,02+#$4 OP&--&--&O&-&O-&-&O

,98<W( -P-P-&OPOPPO-OPO&PPOPOP

,98<W$ PO-O&P&OP-OP-POPOOPPP-

,98<3[( O-&&-&-POOPOO-PO&PP-P

,98<3[( O-&&-&-POOPOO-PO&PP-P

#

P,02+#(2 O-OPO&-&P-&&OO&O&&O-

#

P,02+#$2 -P-POOO-&&-OO&&--P-P

-@24:94(7 -&P&-P-&O-&OOP-&P-&O-O

-@24:94$7 P-P-&PPO&-&OOP&-&--&

=O4(:(7 &P-P&-&&-&-&-P--O&-PO&

=O4(:$7 PPOPOP--&&&P-P-PP-P-&O

!"& # D/5;H2+:/[AD分析黄鳝卵巢中 -=:S"

6*1!S(!("(%9和 (%97JJ基因表达水平

本文 建 立 了 分 析 黄 鳝 卵 巢 中 %CH:(

0"@4:,4,(,*1 和 ,*1/))基因表达水平的定量

6-$方法) 使用引物 =O4(:(75=O4(:$7 扩增

%CH:#![29/70:$",98<W(5,98<W$扩增 ,*1

*0+

%

,98<3[(5,98<3[$扩增 ,*1/))

*9+

% -@24:94(75

-@24:94$7 扩 增 0"@4:,4, # ,#282190 $%

#

P

,02+#(25

#

P,02+#(2 扩增
#

P,02+# #&U71041/ $) 所

用引物由上海英骏生物技术有限公司合成"序列

见表 4) 定量 6-$仪为 )[8 #K:/739C"-90:A/3>:9"

#*&$%反应体系!;4%&模板 013

!

'%正向引物

#43

!

8/05'$311

!

'%反向引物#43

!

8/05'$311

!

'% 2 @*UK$ O3==> T9?I=3T:S # P"U"K""

"?9G9"!929>$4313

!

'%+

2

"912

!

') 扩增条件!

:8 Q"4 8:>%:8 Q"/3 ?%89 Q"48 ?%02 Q"48 ?%

02 Q"48 ?%92 Q"48 ?%13 个循环) 每个循环最

后一步 92 Q时收集信号%扩增结束后"分析溶解

曲线"用 )[8 软件分析结果) 同时"取 /

!

'6-$

产物于 213E琼脂糖凝胶电泳检测"进一步确定

6-$扩增的可靠性)

通过构建标准曲线对基因表达水平进行相对

定量分析) 以 43 倍梯度稀释的含目的片段的质

粒#43

4

<43

9

拷贝$为模板进行 6-$扩增"分别获

得内参基因和目的基因的标准曲线) 标准曲线相

关系数大于 31:8"6-$扩增效率大于 98E) 依据

相应 的 标 准 曲 线" 样 品 中 目 的 基 因 拷 贝 数

#!目的基因 $和内参基因拷贝数#!内参基因 $由 )[8 软

件计算出) 使用 !目的基因 5!内参基因来表示样品中目

的基因相对表达量)

!"'#数据处理

基因表达水平数据表示为平均值 B标准误

#8=9> B*,$) 采用 *6**统计软件进行单因素

方差分析和 PLG=@ 多重检验"当 :A3138 时认为

差异显著)

25结果

$"!#实验室养殖条件下黄鳝的生长

实验室养殖条件下"1 至 42 月龄#2343 年 43

月至 2344 年 7 月$黄鳝的体长增加了 / 倍左右"

体质量增加近 48 倍#图 4$)

图 !#实验室养殖条件下黄鳝体长和体重变化

*+,"!#-./,96@2.+1<60? ;/1,2.510

<60? @/+,.2639+4/3+/;0//;7C10/9

;5<695269? 4610+2+617

0/8
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$"$#黄鳝卵巢初次发育成熟的组织学观察

1 月龄#当年 43 月 $ !黄鳝卵巢外观透明"

卵粒不明显) +1,染色组织切片中"大部分卵

母细胞胞质着色深"具有较强的嗜碱性%卵母

细胞 卵 圆 形" 长 径 4818 <1/18

!

8" 短 径

4310 <//19

!

8%核大多为近圆形"染色质呈网

状"嗜碱性的核仁位于核膜周边 #图版74 $ ) 卵

母细胞胞质中出现点状的巴尔比尼小体) 此

时的卵母细胞可能已进入第一次减数分裂的

双线期"处于核仁外周阶段的初级生长期) 卵

母细胞外周滤泡细胞层不明显) 此外"生殖褶

靠近生殖腺囊壁区域存在一些形态较小(嗜碱

性较弱的卵母细胞)

8 月龄#当年 44 月$ !黄鳝卵巢中卵母细胞

卵圆形"长径 0173 <1:14

!

8"短径 81: </913

!

8%部分卵母细胞的胞质开始浓缩"巴尔比尼小

体团块状"其周围出现空腔 #图版72 $ %卵母细胞

外的滤泡细胞单层"卵母细胞仍处于初级生长

期) 生殖褶中仍存在形态较小(嗜碱性较弱的

卵母细胞)

7 月龄#当年 42 月$!黄鳝卵巢中初级生长期

卵母细胞长径 2414 <8019

!

8"短径 4019 <1919

!

8"胞质着色进一步加深"具有强嗜碱性"巴尔比

尼小体明显#图版7/$)

0 月龄#次年 4 月$和 9 月龄#次年 2 月$!黄

鳝初级生长期卵母细胞长径 91: <8111

!

8"短径

719 <1213

!

8"胞质浓缩加剧) 绝大部分卵母细

胞中巴尔比尼小体围绕细胞核分布"其周围空腔

明显#图版71"8$)

: 月龄#次年 / 月$ !黄鳝卵巢中大部分卵母

细胞形状不规则"细胞核近圆形"胞质着色变

浅"嗜碱性减弱) 卵母细胞中巴尔比尼小体数

量明显减少"但大多数卵母细胞还残留有巴尔

比尼小体) 生殖褶靠近生殖腺囊壁区域处的卵

母细胞较小"生殖褶中间部的卵母细胞较大#图

版77$ )

43 月龄#次年 1 月$!黄鳝卵巢中可见白色卵

粒) +1,染色组织切片中"卵母细胞长径 281/ <

:/1/

!

8"短径 401/ <9413

!

8"胞质弱嗜碱性"巴

尔比尼小体消失或呈点状) 卵巢中大部分卵母细

胞仍维持初级生长期阶段)位于生殖褶中间部的

部分卵母细胞发育较快"胞质中出现皮质小泡"表

明卵黄开始形成"进入次级生长期"同时"卵母细

胞外的滤泡细胞开始分化为颗粒细胞和膜细胞

#图版70$) 这些形态特征表明黄鳝卵巢青春期开

始启动) 但是"生殖褶靠近生殖腺囊壁区域的卵

母细胞发育较慢"部分卵母细胞仍处于初级生

长期)

44 月龄#次年 8 月$!黄鳝卵巢中卵母细胞体

积变大"长径 401/ <44113

!

8"短径 4/1/ <9:1/

!

8) 大部分卵母细胞中出现皮质小泡"胞质中未

观察到巴尔比尼小体) 透明带开始在皮质小泡期

卵母细胞中出现"染色呈浅粉红色或不着色呈透

明状#图版79$) 卵母细胞发育不同步"靠近生殖

褶与生殖腺囊壁结合部位"卵母细胞大多仍维持

在初级生长期阶段)

42 月龄 #次年 7 月$!黄鳝卵巢体积明显膨

胀"卵巢呈棕黄色或浅黄色) +1,染色组织切片

中"卵母细胞已进入卵黄生成期"长径达 42213 <

4 73:19

!

8"短径 731: <4 /1418

!

8"胞质中充

满卵黄颗粒) 部分个体#约 23E$的卵巢中充满

了卵黄生成晚期的卵母细胞"卵黄成块状"呈弱嗜

酸性反应"染色呈深紫红色"生发泡 # B=38:>90

M=?:;0=$已偏位或消失 #图版7: $"透明带明显增

厚"滤泡细胞层中颗粒细胞和膜细胞明显"卵母细

胞达到成熟状态) 在生殖褶靠近生殖腺囊壁区

域"仍可见部分初级生长期和皮质小泡期卵母

细胞)

$"% # 黄鳝卵巢初次发育成熟过程中 -=:S#

6*1!S(!(#(%9#和 (%97JJ基因表达变化

应用建立的 $=907I:8=6-$方法"检测了黄

鳝卵巢初次发育成熟过程中 %CH:(0"@4:,4,(

,*1 和 ,*1/))的表达水平#图 2$ "结果表明!在

1 至 42 月龄黄鳝卵巢中"%CH: 一直处于较高的

表达水平"且无明显变化 #图 279$ %0"@4:,4, 的

表达从 1 至 0 月龄明显升高"9 月龄时表达量下

降"此后在 : 月和 43 月龄时呈现上升的趋势"随

后又有所下降 #图 27J$ ) ,*1 和 ,*1/))在黄鳝

卵巢初次发育成熟过程中表达变化趋势基本一

致!从 1 月龄到 0 月龄明显升高"在 9 月和 : 月

龄时表达量下降"但在 43 月龄时表达量又升高

#图 27;"C$ )

9/8
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图 $#D/5;H2+:/[AD分析黄鳝卵巢初次发育成熟过程中生殖相关功能基因表达

#9$ %CH:"# J$ ,*1"#;$0"@4:,4,"# C$ ,*1/))) 结果表示为平均值 B标准误# # >8$ ) 图中不同字母表示差异显著#:A3138$ )

*+,"$#D/5;H2+:/[AD515;?7+76376:/9/B960C42+61H9/;52/03C142+615;,/1/70C9+1, 2./+1+2+5;6>59+510/>/;6B:/12

#9$ %CH:"# J$ ,*1"#;$0"@4:,4,"# C$ ,*1/))1P<=3=?L0I?93=23=?=>I=C 9?8=9> B*,# # >8$1T=9>?893G=C N:I< C:AA=3=>I0=II=3?93=

?:B>:A:;9>I0@ C:AA=3=>I#:A3138$1

/5讨论

%"!#黄鳝青春期与性成熟年龄

动物青春期是指其第一次性成熟的发育过

程) 在鱼类中"青春期启动是以雄性精巢中精母

细胞的首次出现或雌性卵巢中卵母细胞卵黄开始

生成为标志
*:+

) 研究鱼类青春期启动不仅对探

讨鱼类繁殖调控机制有重要理论意义"而且对于

鱼类的养殖和苗种繁育也有应用价值)

已有报道描述了黄鳝卵巢发育过程
*1 68+

"但

黄鳝卵巢青春期启动的时间进程并不清楚) 本文

在实验室养殖条件下"跟踪观察了同一批次黄鳝

仔鱼的卵巢发育过程的组织学变化"结果表明!43

月龄左右"黄鳝卵巢中部分卵母细胞开始出现皮

质小泡"进入卵黄生成前期"启动了卵黄生成过

程%同时"卵母细胞外的滤泡细胞层开始分化产生

颗粒细胞和膜细胞"推测此时黄鳝卵巢的青春期

已开始启动)

在实验室养殖条件下"黄鳝卵巢中卵母细胞

在青春期启动前处于初级生长期"胞质具有较强

的嗜碱性%在 43 月龄青春期启动后卵巢进入次级

生长期"卵母细胞开始卵黄生成%在 42 月龄时部

分黄鳝卵巢中卵母细胞进入卵黄发生晚期或成熟

期"生发泡偏位或消失"滤泡细胞层中颗粒细胞和

膜细胞明显"达到成熟状态"表明 4 龄左右黄鳝卵

巢可达到性成熟) 肖亚梅
*2+

报道黄鳝大多数在 2

龄性成熟"少数在 / 龄"产生这种差异的原因可能

是实验条件的不同) 研究表明"在一定温度范围

内#2118 <2918 Q$"黄鳝胚胎发育速度随水温升

高而加快"孵出时间缩短
*43+

) 广州地区水温较高

#本研究条件下月平均水温为 4119 <2018 Q$"

这有可能造成黄鳝发育和性腺成熟加快) 本实验

连续跟踪观察了同一批次孵化的黄鳝仔鱼的卵巢

发育"因此可以确定"黄鳝 4 龄左右可达到性成熟

状态)

%"$#巴尔比尼小体

巴尔比尼小体普遍存在于动物早期卵母细胞

内"是卵黄发生前细胞质中出现的一种特殊结

构
*44+

"有时也被称作卵黄核
*42+

) 目前大多数学

者认为"巴尔比尼小体主要是由大量不均匀的细

:/8
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胞器组成"包括粗面内质网(高尔基复合体(线粒

体(溶酶体和脂质体等"具有很强的嗜碱性"但关

于巴尔比尼小体的功能还不清楚
*4/ 641+

) 许多硬

骨鱼类初级生长期卵母细胞的核外胞质中也含有

嗜碱性的巴尔比尼小体
*48 640+

) 本文的组织学观

察结果表明!在 1 月龄黄鳝初级生长期卵母细胞

中最先观察到呈点状的巴尔比尼小体%随着黄鳝

的生长发育"卵母细胞中巴尔比尼小体浓缩成块

状"数量也逐渐增多) 在整个冬季"初级卵母细胞

中都存在大量的巴尔比尼小体) 翌年春季"随着

卵母细胞进一步发育"巴尔比尼小体变小呈点状"

数量降低直至消失) 本研究首次描述了黄鳝初级

生长期卵母细胞中巴尔比尼小体的存在(发生(发

展和消亡的过程"但有关黄鳝巴尔比尼小体的组

成成分(发生和变化机制"以及在卵母细胞发育中

的作用还不清楚"有待进一步研究)

%"%#黄鳝 -=:S"6*1!S(!("(%9和 (%97JJ基因

表达与卵巢发育

OCA:#生长分化因子 :$是卵母细胞分泌的一

种生长分化因子" 属 PO(7

(

超 家 族 # PO(7

(

?L2=3A98:0@$"在滤泡发育中起着重要调控作

用
*49 64:+

) 研究发现"在多种硬骨鱼类发育早期的

卵巢或卵母细胞中 %CH: 表达水平较高"随着卵黄

生成"%CH: 表达量出现逐步降低的趋势
*23 628+

)

本研究发现!在 1 月龄至 4 龄黄鳝卵巢初次发育

过程中"卵巢中 %CH: 8$%&表达一直维持在较

高的水平"提示黄鳝 %CH: 对其卵母细胞的早期发

育具有重要意义) 4 龄黄鳝卵巢可达到性成熟"

但是卵巢中 %CH: 表达水平并没有明显下降"这可

能是由于黄鳝卵巢发育的个体差异以及卵巢中卵

母细胞发育不同步所致) 卵巢中除接近成熟的卵

母细胞为主外"还含有一些初级生长期和卵黄发

生早期的卵母细胞#图版744$) 这些初级生长期

和卵黄发生早期的卵母细胞中的 %CH: 表达水平

都很高
*21+

)

卵巢中性腺芳香化酶基因 0"@4:,4, 主要在

滤泡细胞中表达
*27 629+

"参与编码细胞色素 6183

芳香化酶"调控体内雌激素的合成
*2:+

"与性腺分

化发育密切相关
*/3 6/4+

) 在黄鳝
*/2+

(真鲷
*/3+

和冲

绳磨塘鳢
*/4+

中的研究表明!0"@4:,4, 表达量伴随

着卵母细胞中卵黄的生成而上升"而在卵母细胞

成熟阶段下降) 本研究发现"1 月龄黄鳝卵巢中

0"@4:,4, 表达水平低于随后的其它月龄"这可能

是由于此时黄鳝卵巢中卵母细胞外的滤泡细胞处

于发育早期"功能尚未完善"0"@4:,4, 表达水平

较低) 从 8 月龄到 0 月龄"黄鳝卵巢中 0"@4:,4,

表达水平呈上升趋势"这可能与卵母细胞外滤泡

细胞层不断增殖和分化相关) 43 月龄时"黄鳝卵

巢中滤泡细胞开始分化产生颗粒细胞和膜细胞"

卵母细胞中出现皮质小泡"青春期启动"卵黄开始

生成) 卵黄蛋白原是肝脏在雌激素的刺激下合成

的
*//+

"43 月龄时卵巢中 0"@4:,4, 表达又出现高

峰"可能与黄鳝卵巢中卵黄生成和青春期启动

有关)

抗苗勒氏管激素 #9>I:7T^00=3:9> </38/>="

&T+$"也称缪勒氏管抑制物#T^00=3:9> :><:J:I:>B

?LJ?I9>;="T)*$"是 PO(7

(

超家族成员
*/1+

) 在哺

乳动物中"&T+诱导雄性胚胎中苗勒氏管的退

化
*/8+

"抑制雌性生殖细胞的发育
*/7+

) 硬骨鱼中"

,*1 在卵巢和精巢中都有表达"可能与性别分化

和性腺发育过程相关
*9"/0 6/:+

) &8< 作用是通过

&8< ))型受体 #&8<3

&

$介导"两者在鱼类性腺

分化发育中呈现类似的表达模式
*9"/:+

) 同样"本

研究表明!从黄鳝 1 月龄到 42 月龄"即卵巢初次

发育成熟过程中",*1 和 ,*1/))基因表达水平的

变化模式类似"分别在 0 月龄和 43 月龄出现表达

高峰) 本实验室前期研究表明",*1 和 ,*1/))基

因在卵巢的体细胞中特异表达
*9+

) 从 1 月龄到 0

月龄"黄鳝卵巢 ,*1 和 ,*1/))表达呈现上升趋

势"这可能是由于卵母细胞外滤泡细胞层的分化

与增殖所致) 而在 43 月龄时"黄鳝 ,*1 和 ,*1/))

的表达高峰与卵巢青春期启动相吻合"提示 &8<

信号可能参与黄鳝卵巢青春期启动的调节)
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图版#黄鳝幼鱼卵巢首次发育成熟组织学变化
411 月龄#当年 43 月$ % 218 月龄#当年 44 月$ % /17 月龄#当年 42 月$ % 110 月龄#次年 4 月$ % 819 月龄#次年 2 月$ % 71: 月龄#次

年 / 月$ % 0143 月龄#次年 1 月$ % 91图版70 方框区域放大图% :144 月龄#次年 8 月$ % 431图版7: 中方框区域放大图% 44142 月龄

#次年 7 月$ % 421图版744 方框区域放大图)
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