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摘要! 为了探讨在古老的软骨硬鳞鱼中促性腺激素"NG+#的双重内分泌调节作用!本实验设

计用离体灌流的方法研究促黄体素释放激素类似物"'+$+8&#和多巴胺"5&#对施氏鲟脑垂

体碎片分泌 NG+的影响$ 引入 32'322 和 3 222 A=/06'/ 个浓度的 '+$+8&对施氏鲟脑垂体

碎片 / 次脉冲式刺激实验&每次间隔 3 J!持续 8 =>A!研究不同剂量 '+$+8&对鲟鱼脑垂体释

放 NG+的作用&用 122 A=/06'5&对施氏鲟脑垂体碎片持续 1 J 灌流后引入 8 =>A 的 3 222

A=/06''+$+8&刺激实验!研究 5&如何抑制鲟鱼脑垂体释放 NG+$ 每 8 =>A 收集一管灌流

液!用放射免疫测定法"$)&#检测灌流液中 NG+的含量$ 结果显示!低剂量 '+$+8&随着刺

激引入脑垂体释放 NG+出现波浪式的增加!中'高剂量出现释放延后现象$ '+$+8&在 32

A=/06'到 3 222 A=/06'范围内对刺激脑垂体释放 NG+没有剂量依存关系$ 5&对施氏鲟脑

垂体碎片 NG+的分泌没有显著影响!但是可以抑制 '+$+8&引起的 NG+分泌!即 5&不能抑

制施氏鲟 NG+的基础分泌!而只能抑制 '+$+8&诱导的 NG+分泌$ 研究结果证明!在高等硬

骨鱼类中存在的双重神经内分泌调节在古老的鲟鱼中也存在$

关键词! 施氏鲟& 脑垂体& 促黄体素释放激素类似物& 多巴胺& 促性腺激素& 离体灌流

中图分类号! :48/& *:78555555555 文献标志码%&

55对许多高等硬骨鱼类的研究表明"促性腺激

素#NG+$的分泌释放不仅受到下丘脑分泌的促黄

体素释放激素#'+$+$的促进作用"同时还受到

下丘脑释放的神经递质多巴胺 #5/K3=>A?"5&$

的抑制性调节
&3 64'

( NG+释放的双重内分泌调节

机制最早在雌性金鱼中发现"通过促性腺激素释

放激素#NA$+$刺激 NG+释放以及促性腺激素释

放抑制因子 #N$)($抑制释放
&8'

( 5&作为 NG+

释放抑制因子可以抑制自发的和 NA$+诱导的

NG+的释放
&7 60'

(

鲟形目鱼类 #&E>K?AC?4>D/4=?C$是一类古老

的软骨硬鳞鱼类"在鱼类进化史上占有重要地位"

有活化石之称
&:'

( 分布于北半球北部"为珍贵大

型淡水经济鱼类"具有重要的经济价值
&32'

"在全

球范围内均处于不同程度的濒危状态"全部被列

为0濒危动植物种国际贸易公约1附录
(

物种
&33'

(

施氏鲟#?%0'47.45.%(547%:00$是原产于中国的鲟

鱼之一"主要分布以黑龙江中游和松花江下游为

多( 非洄游性鱼类"栖息于沙砾底质的江段"喜贴

江底游动"很少进入浅水区"地方名七粒浮子( 无

序地过度捕捞导致施氏鲟自然资源急剧减少
&31'

(

NG+的双重内分泌调节对古老的软骨硬鳞鱼

#如鲟鱼$的作用研究很少"作用机理还没有完全

研究清楚( 随着我国鲟鱼养殖产业的飞速发展"

对鲟鱼繁殖内分泌的调控作用的研究"不仅充实

了硬骨鱼类繁殖内分泌调节的作用机理"还通过

了解人工养殖鲟鱼的繁殖内分泌调控"提高鲟鱼

的人工繁殖效率以促进产业发展( 本研究用离体
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灌流方法探讨了 '+$+8&)5&对施氏鲟脑垂体

碎片 NG+的分泌调节作用(

35材料与方法

!"!#实验材料

施氏鲟来自北京市水产科学研究所鲟鱼繁育

基地"体质量 042 <1 282 I"体长 84 <8: E="N*)!

1T<117T( 实验用试剂有'+$+8&#宁波激素厂

产品$"5&和 -BG/O?P

&

微载体 #*>I=3公司产

品$"抑菌酶素 #*?GX3"#*&$"23:: 培养基干粉

#含 +3AMC盐$#N>LE/;$'公司$(

!"$#实验方法

施氏鲟脑垂体碎片的制备55将实验鱼断头

取血"立即取出脑垂体"置于冰浴的平衡盐溶液

+;**中#含 18 ==/06'+,7,*和 213T牛血清

白蛋白"用 +;**清洗脑垂体 1 次( 用手术刀片

将脑垂体切成小于 3 ==

/

碎片"再用 +;**清洗

脑垂体 1 </ 次"然后将脑垂体分成实验所需的等

份( 根据预实验结果"每个灌流柱中应放相当于

半个施氏鲟脑垂体碎片的量"可取得较稳定的激

素基础分泌值( 将每份脑垂体碎片转移到各自的

灌流柱中"整个过程不超过 /2 =>A(

脑垂体离体灌流孵育55脑垂体离体灌流实

验参照本实验室建立的方法
&3/'

( 在灌流柱中加

入 122

%

'预处理的 -BG/O?P

&

型微载体"在蠕动

泵作用下使其沉积成 322

%

'厚的微载体层( 加

入实验所需要的脑垂体碎片"使之均匀地沉积在

微载体层上"再加入 122

%

'预处理的 -BG/O?P

&

型微载体"使脑垂体碎片夹在两层微载体之间(

用 23:: 培养液 #含 +3AMC盐溶液)18 ==/06'

+,7,*和 38

%

I6='抑霉菌素 $ 预灌流过夜

#32 <31 J"流速为 8 ='6J$"实验前 1 J 用 +;**

替代 23:: 培养液"并将流速调到 38 ='6J"继续

预灌流 1 J"以建立稳定的激素基础分泌"灌流温

度为#3: @3$ b( 用自动收集器每 8 或 32 =>A

收集 3 管灌流液样品"贮存于 612 b的低温冰箱

中待测激素含量(

脉冲式 '+$+8&刺激对施氏鲟离体脑垂体

碎片 NG+分泌的影响55同一灌流柱每间隔 3 J

引入一个相同浓度的 '+$+8&刺激"每次 / 个灌

流柱"'+$+8&的 / 个实验浓度分别为 32)322 和

3 222 A=/06'( 灌流时流速为 38 ='6J"每 8 =>A

收集 3 管( 每次实验用鱼 / 尾"实验重复 / 次#表

3$(

表 !#重复脉冲式 :;<;A(刺激对施氏鲟脑垂体碎片 EF;分泌的影响

)*+"!#)H00SG0-./07F*6301.8745-FH00440%F54G2610:;<;A(*3/.7.1F-*F.5757

EF;10%-0F.574-5/ FH0G.F2.F*-N 4-*8/07F154(/2-1F2-8057)5B)03-

时间6=>A

G>=?

处理方式

灌流柱 3 E/0F=A3 灌流柱 1 E/0F=A1 灌流柱 / E/0F=A/

流速6#='6J$

CK??O

收集管号

D43EG>/A A/1

402 <722 23:: 8

:2 +;** 38

/2 +;** 38 3 <7

8 32 A=/06''+$+8& 322 A=/06''+$+8& 3 222 A=/06''+$+8& 38 9

72 +;** 38 0 <3:

8 32 A=/06''+$+8& 322 A=/06''+$+8& 3 222 A=/06''+$+8& 38 12

72 +;** 38 138/1

8 32 A=/06''+$+8& 322 A=/06''+$+8& 3 222 A=/06''+$+8& 38 //

72 +;** 38 /4 <48

555&对施氏鲟脑垂体碎片 NG+分泌的影响5

5实验同时采用 / 个灌流柱"一个对照组"两个实

验组"实验重复两次"每次实验鱼 1 尾"灌流时流速

为 38 ='6J"每 8 =>A 收集一管( 5&先用乙醇溶

解"再用 +;**配成 322

%

=/06'储存液储存于

612 b"使用前用 +;**稀释到所需浓度#表 1$(

灌流液中鲟鱼 NG+的测定55鲟鱼 NG+的

测定方法根据胡红霞等
&34'

建立的放射免疫方法

进行测定!以从鲟鱼脑垂体分离提纯的促性腺激

素 CGNG+#CGF4I?/A NG+$为标记抗原和标准品"

用
318

)标记抗原"第一抗体为兔抗鲟鱼血清#$3CG

NG+$"第 1 抗体为羊抗兔
+

球蛋白血清#N&$$"

建立竞争性放射免疫测定法( 取 82

%

'标准品

CGNG+#浓度为 122) 322) 82) 18) 12) 32) 8) 118)

/0/
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3118)2174 AI6='$)质控 #3118 和 3118 AI6='

CGNG+$和待测样品分别加入 122

%

'兔抗 CGNG+

血清#$&CG$稀释液中#稀释度为 3D18 222$"混匀

后在 4 b孵育%第二天加入 122 ='

318

)标记的

CGNG+# 38 222 EK=6122

%

'稀释液 $%混匀后在

4 b孵育%第 / 天加入 122

%

'羊抗兔血清#N&$"

3D38$"14 J 内摇动 1 次"4 b孵育%第 4 天在 4 b

下进行冷冻离心 /2 =>A#4 222 46=>A$"去上清液

后在 -";$&

(

&# Q" N&22& 计数仪上测

EK="以稀释度为横坐标"以 ;6;2 为纵坐标做标

准曲线"最后横纵坐标经对数转换(

表 $#&(对施氏鲟脑垂体碎片 EF;分泌影响实验设计

)*+"$#)H00SG0-./07F*6301.8745-FH00440%F54

&(*3/.7.1F-*F.5757FH0EF;-060*104-5/ FH0

G.F2.F*-N 4-*8/07F154;%+,/345,C)).7P.F-5

时间6=>A

G>=?

处理方式

G4?3G=?AG

流速6#='6J$

CK??O

收集管号

D43EG>/A A/1

402 <722 23:: 8

312 +;** 38

/8 +;** 38 3 <9

312 122 A=/06'5& 38 0 </3

8 3 222 A=/06''+$+8& 38 /1

72 122 A=/06'5& 38 // <44

72 +;** 38 48 <87

!"9#激素分泌反应的计算方法及数据分析

脑垂体对持续刺激的激素分泌反应以每小时

激素分泌率表示"其计算方法参照 +3L>L>等
&38'

的

方法并稍作修改( 引入刺激前 /2 =>A#/ 管$的激

素含量平均值作为刺激前基础分泌值"持续性刺

激对基础 NG+分泌的影响定量为持续反应期间

每 3 小时内各管#共 7 管$收集反应的激素含量"

再把此值转化为引入刺激前基础分泌值的百

分数(

脑垂体对重复脉冲刺激的激素分泌反应计算

方法有两种!#3$把每个刺激之前的 / 管收集液

激素含量的平均值作为基础分泌值"将各刺激后

/2 =>A 内各管#共 7 管$的激素反应值减去基础

分泌值的总和"转化为各自刺激前的基础分泌的

百分数( 它表示外源激素刺激的激素分泌反应

值( #1$将第一次刺激前的 / 管收集液平均值作

为基础分泌"将各刺激后 /2 =>A 内各管#共 7 管$

的激素反应值减去基础分泌后的总和"转化为第

一次刺激前基础分泌的百分数( 它表示的是基础

的加上外源激素刺激的激素反应值#反应总值$(

实验数据以平均值 @标准误#=?3A @*,$表

示"用 *7**统计软件中 5FAE3A 检验#9?2128$

和 *GFO?AG.CQ检验(

15结果

$"!#重复脉冲式 :;<;A(刺激对施氏鲟脑垂体

碎片 EF;分泌的影响

施氏鲟脑垂体碎片对重复脉冲 '+$+8&刺

激反应的灌流进程图表现出每次引入的刺激均能

加强脑垂体 NG+的分泌"间隔 3 J 给予一个 8 =>A

的刺激能产生 / 个明显的 NG+分泌反应峰"然后

在 /2 <42 =>A 内下降至高于第一刺激前基础值

的某一水平并保持稳定#图 3$(

图 !#:;<;A(重复脉冲刺激对施氏鲟幼鱼

脑垂体释放 EF;灌流进程图

黑箭头代表引入的 8 =>A 的 32 A=/06'的 '+$+8&刺激

D.8"!#EF;-060*10G-54.6054:;<;A(G2610

1F./26*F.57F5 FH0G.F2.F*-N 4-*8/07F54

N5278 4.1H(/2-1F2-8057

;03EM 344/WC>AO>E3G?GJ?>AG4/OFEG>/A /DD>X?=>AFG?C/D'+$+8

&#32 A=/06'$CG>=F03G>/AC

55引入 / 个剂量的 '+$+8&都能刺激脑垂体

NG+分泌的增加"随刺激剂量增大NG+绝对值增加

#图 1$%但 32 A=/06'的第一次刺激百分数#图 /$

增加幅度最大"322 和 3 222 A=/06'的后两次刺激

没有第一次刺激百分数增加显著(

重复脉冲 '+$+8&刺激对施氏鲟幼鱼离体

脑垂体碎片基础 NG+分泌的影响"第二次刺激和

第三次刺激前的基础 NG+分泌没有显著差异"但

它们都显著高于第一次刺激前的基础 NG+水平(

第二次和第三次刺激前的基础 NG+水平分别约

为第一次刺激前的 119 <819 倍和 31/ <714 倍

#表 /$( 32)322 和 3 222 A=/06''+$+8&对基

础 NG+分泌有显著差异( 表明脉冲 '+$+8&刺

激可使性腺发育没有成熟的施氏鲟离体脑垂体基

40/
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础的 NG+分泌增加(

图 $#重复脉冲 :;<;A(9 次刺激施氏

鲟离体脑垂体碎片 EF;的分泌

D.8"$#>5/G*-.15754EF;10%-0F.5754

FH-00F./011F./26*F.78 54:;<;A(57

FH0G.F2.F*-N 4-*8/07F.7P.F-5

图 9#重复脉冲 :;<;A(9 次刺激施氏

鲟脑垂体碎片的 EF;第一刺激前分泌百分数

D.8"9#,0-%07F54EF;10%-0F.57+045-0FH0

4.-1F1F./26*F.57543.440-07F351*801:;<;A(

.7F-532%.78 F5 ;%+,/345,C))G.F2.F*-N 4-*8/07F

表 9#每次 :;<;A(刺激前 EF;基础分泌值与第一次刺激前基础分泌值比较

)*+"9#>5/G*-.15754FH0+*1*6EF;10%-0F.57+045-00*%H:;<;A(.7F-532%.78 M.FH

FH0EF;60P06+045-0FH04.-1F1F./26*F.57

'+$+8&32 A=/06'

NG+含量6# AI6='$

NG+0?X?0

比值

43G>/

'+$+8&322 A=/06'

NG+含量6# AI6='$

NG+0?X?0

比值

43G>/

'+$+8&3 222 A=/06'

NG+含量6# AI6='$

NG+0?X?0

比值

43G>/

第一次刺激前 ;?D/4?3CGCG>=F03G>/A 313/ @21:0 3 118/ @2180 3 /1/: @21:7 3

第二次刺激前 ;?D/4?1AO CG>=F03G>/A 714: @81:3 819 :1:0 @/18: /1: :112 @313/ 119

第三次刺激前 ;?D/4?/4O CG>=F03G>/A 911 @/190 714 01:8 @41:9 /18 4142 @21// 31/

55将各脉冲刺激的 NG+分泌反应值转化为各

自刺激前的基础分泌的百分数"32)322 和 3 222

A=/06'的 '+$+8&第一次刺激的 NG+分泌反应

分别为基础分泌的 8147)/109 和 1180 倍"不存在

剂量依存关系( 随着引入第二和第三次不同剂量

'+$+8&刺激"NG+分泌第一次刺激百分数和基

础分泌百分数没有随剂量增加而增大 #图 /)图

4 $ %表明重复脉冲'+$+8&刺激能够增强未成

图 =#不同剂量重复脉冲刺激施氏

鲟脑垂体基础分泌百分数

D.8"=#,0-%07F54EF;+*1*610%-0F.574-5/;%+,/345,C))

G.F2.F*-N *4F0-3.440-07F351*80:;<;A(.7F-532%.78

熟施氏鲟离体脑垂体基础的 NG+分泌"而且低剂

量多次比高剂量效果好(

$"$#&(对施氏鲟脑垂体碎片 EF;释放的影响

引入持续 1 J 的 122 A=/06'5&刺激后"NG+

的分泌量与对照组没有显著差异"1 J 后引入一个

8 =>A 3 222 A=/06'的 '+$+8&刺激"NG+分泌

出现一个峰值"随后很快降低#图 8$(

图 C#&(对施氏鲟脑垂体 EF;分泌的作用

D.8"C#&(0440%F57FH0G.F2.F*-N 4-*8/07F

EF;10%-0F.5754;%+,/345,C))

/5讨论

9"!#脉冲式 :;<;A(刺激对施氏鲟 EF;释放

的影响

不同剂量 '+$+8&离体灌流低剂量组随刺
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激的引入出现 NG+释放波浪式的增加"中)高剂

量出现释放延后现象"表明高剂量 '+$+8&对

NG+的释放有 ,自身抑制作用 -( 低 # 32 A=/06

'$)中#322 A=/06'$和高#3 222 A=/06'$/ 种剂

量的 '+$+8&促使 NG+的释放增高的幅度相近

#均为 19 AI6F'左右$"可见对于性腺发育没有成

熟的鲟鱼"'+$+8&在 32 <3 222 A=/06'内对

NG+释放作用没有剂量依存关系( 由此推测

'+$+8&对于鲟鱼脑垂体的作用可能存在一个阈

值"超过这个阈值的刺激对脑垂体 NG+的释放就

没有剂量依存关系"随着刺激剂量的升高还会出

现自身抑制作用"也许在低于 32 A=/06'的范围

内存在剂量依存关系( 对金鱼诱导 NG+分泌和

性腺发育成熟的作用中也存在低剂量 '+$+8&

的,自身增强作用-和高剂量 '+$+8&的,自身抑

制作用-

&37'

( 结合本实验结果"推测应用 '+$+8

&促进施氏鲟幼鱼性腺发育或催熟"少剂量多次

的 '+$+8&刺激应该比高剂量效果更好(

9"$#&(对施氏鲟脑垂体碎片释放 EF;的影响

5&对 金 鱼 # 8*5*..0-.*-5*)-.$

&39'

) 幼 鲤

#8F'507-.%*5'0&$和性腺退化期成鲤
&30'

)性腺发

育期雄鳗 #?7<-0++* >*'&70%*$

&3:'

)性腺退化期鲇

鱼#$0+-5-.*.&)-.$

&3/'

脑垂体碎片的 NG+释放有

抑制作用( 本实验使用的施氏鲟性腺发育处于
(

期"实验表明 5&对性腺发育早期施氏鲟脑垂体

碎片的 NG+的分泌没有显著影响( 但是可以抑

制 '+$+8&引起的 NG+分泌"使其很快降低"和

大鳍
"

#CF.)-.,*%5&')45-$

&12'

的在体实验及长

臀 #85*7&<+*70.=&-B450-.$

&13'

的离体实验结果

相似"即5&不能抑制施氏鲟NG+的基础分泌"而

只能抑制 '+$+8&诱导 NG+的分泌( 对成熟雄

性白鲟的催产也表明 5&单独使用没有对血浆

NG+的基础分泌产生显著影响"但作为 NG+释放

抑制因子的功能体现在抑制由 '+$+8&诱导的

NG+

'

和 NG+

(

的释放"还显著影响排精"实际上

在注射 NA$+3后 7 J 引入 5&也没有完全抑制

排精
&11'

( 本实验中 5&也没有能够完全抑制

'+$+8&的作用"仍然可以出现 NG+ 释放的

增加(

大多数高等硬骨鱼类的研究推测 5&直接作

用于 NG+细胞来抑制 NG+的分泌
&:"1/'

( 已经证

明 5&与脑垂体中 NG+分泌细胞上多巴胺的 51

受体有关"而且 5&还能降低脑垂体中 NA$+受

体的表达来抑制 NG+的分泌
&14'

( 与高等硬骨鱼

类不同"鲟鱼有类似于哺乳动物的下丘脑 6垂体

门脉系统"如果鲟鱼和哺乳动物类似对 5&存在

血脑屏障"推测 5&作用位置可能在脑垂体水

平
&11'

( 许多研究证明了 '+$+的结合能力与

'+$+反应的关系"因此可能是 5&对 '+$+受

体的下调作用减少了 NG+的分泌( 然而"对金鱼

的其他研究表明"培养分散的脑垂体细胞"5&直

接抑制了没有受到诱发的 NG+的释放( 本实验

还不能充分说明 '+$+受体或 5&作用于鲟鱼的

机制"需要进一步研究( 本研究结果表明"5&可

以抑制 '+$+8&诱导的性腺发育早期施氏鲟脑

垂体 NG+释放"这进一步证明了在古老的鲟鱼中

也存在与高等硬骨鱼类中相似的双重神经内分泌

调节机制(
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