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硬骨鱼类卵母细胞完成卵黄物质积累后, 必须经过两次有丝分裂才能变成具有受精能力的卵子。从第一

次有丝分裂 G 2期未(或 M 期始)至卵子排出(第二次有丝分裂中期) , 称为卵母细胞的最后成熟( F ina l Oocy te

Matur at ion)。这个时期经历的时间虽短, 但卵母细胞发生的变化却很大, 包括胚泡破裂( Germina l vesicle

br eakdow n, GVBD )、染色体融合和第一极体的排出。鱼类卵母细胞最后成熟是在多种因子连续作用下完成

的。目前发现调控卵母细胞最后成熟的因子主要有促性腺激素 ( Gonadotr ophin, G tH)、成熟诱导激素

( Matura tion- inducing ho rmone, M IH)和成熟启动因子( Matura tion- Promo ting f acto r, MPF )。近来还发

现生长因子( G r ow th fac tor )、神经递质、脑肽等也有重要作用。Goe tz[ 1983]综述了鱼类卵母细胞最后成熟

的激素调控。近年来利用建立的离体卵巢孵育系统及生物化学和分子生物学技术, 对鱼类卵母细胞最后成熟

的调控机理进行了更为深入的研究。本文综述了这些研究进展。

1  促性腺激素( G tH )

GtH 是刺激卵母细胞最后成熟的一种主要的脑垂体激素, 近年来对鱼类 GtH 的种类、分离和纯化的研

究取得较大进展。在多种硬骨鱼类已分离纯化出两种 GtH, G tH Ñ 和 GtH Ò 。这两种 GtH 都是糖蛋白, 但化

学结构明显不同。GtH Ñ 和 GtH Ò 在离体情况下都能刺激类固醇生成, 但 GtH Ò 才是卵母细胞最后成熟的

主要调节者[ Swanson 等 1991, Planas等 1995]。

硬骨鱼类排卵前 GtH 有一个高峰,尽管在不同种类高峰的型式不同, 但这个高峰对卵母细胞最后成熟是

重要的[黄世蕉等 1987]。离体情况下 ,各种 GtH 制剂对滤泡完整的卵具有刺激作用而发生 GVBD。GtH 受

体存在于鞘膜层和颗粒层[ Kanam or i和 Nagahama 1988a ]。Yan 等[ 1992]证明银大麻哈鱼、Miwa 等 [ 1994]

证明马苏大麻哈鱼( Oncorhynchus rhodurus )至少存在两种 GtH 受体, Ñ 型受体和 Ò 型受体, Ñ 型受体与 GtH

Ñ 和 GtH Ò 均能结合, 但同 GtH Ñ 亲和性高; 而 Ò 型受体只与 GtH Ò 特异性地结合。Ñ 型受体存在于鞘膜层

和颗粒层,而 Ò 型受体只存在于颗粒层。Dittman 等 [ 1995] 从银大麻哈鱼卵巢中克隆出 GtH Ò 受体并分析

其特性, 结果表明它与哺乳类 FSH 受体有较大的相似性。

  收稿日期: 1996- 12- 19

 第 22 卷第 1 期

1998 年 3 月  
      

水  产  学  报
JOURNAL OF FISHERIES OF C HINA

        Vol. 22, No . 1  
March, 1998  



GtH 作用于鞘膜细胞层产生 17A- 羟孕酮 ( 17A- hydroxypr ogester one, 17A- P) [ Nagaham a 1987] ,它是

通过一种或多种受体来传导的依赖于腺苷酸环化酶- cAMP系统来实现的[ Kanamo r i等 1988b] , 因此, 能提

高细胞内 cAMP的药物如毛喉素( fo rskolin, 一种腺苷酸环化酶的激活剂)和双丁酰环磷腺苷( dibuty l cAMP,

dbcAMP)都能剂量依存地提高卵母细胞鞘膜层 17A- P的生成量。GtH 和 cAMP诱导的 17A- P可以为蛋白

质合成抑制剂环已烯酮( cy clohex imide )所抑制, 但不为 RNA 合成抑制剂放线菌素 D( actinomycin D)所抑

制,因此, G tH 影响鞘膜层17A- P的生成过程中要涉及到新的蛋白质的合成, 而 RNA 的合成则不一定是必

需的[ Nagahama 1987]。

颗粒细胞层在 20B- 羟基类固醇脱氢酶( 20B- hydroxystero id dehydro genase , 20B- HSD )的作用下将

鞘膜层产生的 17A- P转变为 17A, 20B- 双羟孕酮( 17A, 20B- dihydro xy- 4- pregnen - 3- one , 17A, 20 B-

DH P) , G tH 和毛喉素能增加颗粒细胞中 20B- HSD的活性, 这种增加是剂量依存的。GtH 的作用主要通过

颗粒细胞层的特异性受体来传导, 此外, M ita 等[ 1994]在马苏大麻哈鱼颗粒细胞层中还发现含有鸟嘌呤核

苷酸结合调节蛋白( G- 蛋白)和腺苷酸环化酶亦参与了调节过程, G - 蛋白由活性亚基和抑制亚基组成,

G tH 受体与 G 蛋白活性亚基结合,但其活性又受 G- 蛋白抑制亚基活动状态的影响。表明 GtH 是通过受体

传导、并依赖于 G- 蛋白和腺苷酸环化酶- cAMP 来提高颗粒细胞 20B- H SD 的活性。在 GtH 和 cAMP 诱

导 20B- HSD 活性的过程中必须依赖新的 RNA 和蛋白质合成[ Nagahama 1987]。

除 cAMP外, Ca2+ 在 GtH 调节 20B- H SD 活性过程中也发挥重要作用[ Van Der Kraak 1991]。钙离子

载体 A23187 和蛋白激酶 C 的激活剂佛波酯 ( pho rbo l ester PMA) 能减少 GtH 和毛喉素对 17A, 20B- DH P

的生成量[ Van Der Kraak 等 1991]。钙调蛋白( C alm odulin)抑制剂如 T r if luropera zine( TFP)等能剂量依存

地抑制 GtH 刺激的 20B- HSD活性[ Nagahama 等 1994] ,因而 GtH 调节作用是通过多渠道实现的。

生长期卵母细胞的滤泡主要产生 17B- 雌二醇( 17B- E2 )和睾酮,到最后成熟早期,滤泡细胞产生类固醇

的功能发生转变, 17B- E2 和睾酮生成量下降,而 17A, 20B- DH P浓度升高[ Nagahama 1987] , 这种转变主要

是由于颗粒细胞中芳构化酶活性下降, 20B- HSD 活性升高的结果。与类固醇生成有关的几种酶类已从虹鳟

卵巢构建的 cDNA 文库中克隆出来[ T akaha shi等 1993, Saka i等 1993]。编码为 20B- H SD 的 cDNA 也已从

猪精巢的 cDNA 文库中克隆出来[ T anaka 等 1992]。

GtH 制剂还能提高一些硬骨鱼类卵母细胞的成熟能力( Maturat ional com pe tence)。Patino 和 Thomas

[ 1990a]用 HCG 诱导离体的细须石首鱼 ( Micr opogonias undulatus ) 的卵母细胞发现, 早期 MIH 非敏感性

( M IH - insensitiv e ) 卵母细胞经 HC G 预孵育后能对 M IH 起反应而发生 GV BD。对笨氏背果鼠

( Repomucenus benitegur i ) [ Zhu 等 1989]、真鲷[ Kagawa 等 1994a]的研究也得到相同结果。RNA 合成抑制剂

放线菌素 D 和蛋白质合成抑制剂环已烯酮均能阻抑 GtH 诱导的卵母细胞的成熟能力, 表明卵子成熟能力的

提高要涉及到蛋白质和 RNA 的合成[ Kagawa 等 1994a ]。而在云纹犬牙石首鱼( Cynoscion nebulosus ) , G tH

制剂是通过提高卵巢滤泡 MIH 受体浓度起作用的, M IH 的生成量并未提高[ Thomas 和 Pa tino 1991]。GtH

诱导卵母细胞成熟能力的作用机理目前尚未完全弄清。

2  成熟诱导激素( M IH)

MIH 是传导 GtH 作用的类固醇激素 ,离体情况下, C21类固醇对卵母细胞 GVBD 具有较强的诱导能力,

主要包括 17A- 羟孕酮( 17- P)、17A, 20B- DHP、17A, 20B, 21- trihydr oxy- 4- pregnen- 3- one( 20B- S)、

可的松( co rtiso l)和脱氧皮质酮( deoxycor ticoste rone, DOC)。它们的一些中间代谢产物也表现出活性, 而睾

酮只在高浓度时才有作用, 17B- E2 及其它 C 18类固醇对鱼类卵母细胞最后成熟一般没有作用。由于在不同

种类类固醇作用存在差异, 因而对鱼类自然的 MIH 一直有争议[ Goetz 1983]。近年来研究基本确定硬骨鱼

类自然的 MIH 有两种,一种是 17A, 20B- DHP, 另一种是 20B- S。

2. 1  17A, 20 B- 双羟孕酮( 17A, 20 B- DHP)

在鲑鳟鱼类,用生长完全的马苏大麻哈鱼卵母细胞与 GtH 一起孵育, 将孵育介质用 HPLC 分离,只有与
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标准 17A, 20B- DHP 有相同滞留时间的那个组分具有诱导卵母细胞 GV BD 能力, 对这一组分进一步用薄层

层析( TLC)和光谱进行分析, 其特性与标准品相同 [ Nagahama 和 Adachi 1985]。在体情况下, 卵黄发生时

17A, 20B- DHP 含量很低,而在最后成熟时显著升高, 并与 GtH 剧增相符。因此在马苏大麻哈鱼, 17A, 20B-

DH P是最有效的 MIH。用大致相同的方法, Pa trino等[ 1993]证明在底 ( F . heter oclitus )、Fukada等 [ 1994]

证明在青 17A, 20B- DHP 也是最主要的 MIH。鲤科鱼类的 MIH 也是 17A, 20B- DHP [赵维信等 1988]。

实际上, 大多数硬骨鱼类的 M IH 都是 17A, 20B- DHP[ Sco tt和 Canar io 1987]。对鲶的 MIH 曾一度认为是

由 GtH 刺激肾间腺产生的可的松和脱氧皮质酮[ Sundar ara j和 Gosw ami 1977] , 但进一步的研究表明多种鲶

的 MIH 都是 17A, 20B- DH P[ Sundar ar aj等 1985, Haide r和 Rao 1992]。

2. 2  20B- S( 17A, 20B- trihydroxy- 4- pregnen- 3- one)

在一些鲈形目石首鱼科鱼类, 20 B- S 被鉴定为自然的 MIH[ T rant等 1986, Patino 和 Thomas 1990b]。

用 HCG 孵育正在成熟的卵母细胞 8小时 ,再用 H PLC 和 TLC 从孵育介质中分离出各种类固醇, 发现 20B-

S是细须石首鱼卵巢产生的主要 MIH。Thomas 和 T rant[ 1989]、King 等[ 1995] 等分别证明在云纹犬牙石首

鱼和条纹狼鲈( Morone saxatilis ) 20B- S 也同样是主要的 MIH。

2. 3  MIH 受体

早先的研究表明,鱼类 M IH 刺激 GVBD 与类固醇一般的作用机制不同。MIH 诱导的成熟能被翻译抑

制剂所抑制, 但不为转录抑制剂所抑制 [ DeManno 和 Goe tz 1987] ,表明 MIH 的诱导机制是非基因调节的

( nongenomic)。毛喉素等提高细胞内 cAM P 的物质, 离体时能影响 MIH 刺激 GVBD[ DeManno 和 Goetz

1987] , cAMP参与了调节过程。Nagaham a[ 1987]将 17A, 20B- DHP显微注入金鱼未成熟的卵母细胞中, 结

果不能诱导成熟, 但用 17A, 20B- DHP 孵育时则有效, 表明鱼类 MIH 诱导成熟的作用位点接近细胞表面。

在两栖类已经弄清 MIH 是通过胞膜受体而不是胞质受体起作用。Yoshikuni等[ 1993]用3H 标志的 17A, 20B

- DH P与虹鳟去滤泡膜的卵母细胞胞膜制备物结合 , 30 分钟内很快达到平衡, 并且 17A, 20B- DHP 竞争性

地强烈抑制3H 标志的 17A, 20B- DHP 的结合, Scatchard 分析表明有两个不同的结合位点: 一个为高亲和力

低容量, Kd= 18 nM , 最大结合容量 Bmax= 0. 2 pM / mg蛋白; 另一个为低亲和力高容量, Kd= 0. 5 uM , Bmax

= 1 pM / m g蛋白, 表明鱼类 MIH 的受体存在于胞膜上。

Patino和 Thomas[ 1990c]证明云纹犬牙石首鱼卵巢 20B- S 的特异结合部位存在于卵母细胞质膜上, 其

结合非常迅速, 0 e 下 5 分钟即能达到饱和, Kd= 1 nM , Bmax= 10- 13~ 10- 12M/ g 卵巢。正在成熟的卵母细

胞的质膜 20B- S 受体浓度显著升高,注射 LHRH- A 诱导成熟的鱼也有同样现象, 因而在卵母细胞成熟期

间 MIH 受体浓度的升高可能具有很重要的生理意义。King 等[ 1995]证明条纹狼鲈的 MIH 受体也存在于卵

细胞膜上。

3  成熟启动因子( MPF)

MIH 受体既然存在卵膜表面,则必然有一种胞质因子来传递 MIH 的最后成熟诱导作用, 这种因子定义

为 MPF, 它首次在两栖类未受精的卵母细胞胞质中证明存在。Yamashit a等 [ 1992a ]从注射 HCG 和自然成

熟金鱼的卵母细胞中提取出 MPF 活性物质, 并将其注入两栖类未成熟的卵母细胞中能引起最后成熟。MPF

引起的成熟比 17A, 20B- DH P诱导的成熟快得多, 核未偏位时即发生 GVBD。Yam ashita[ 1992b]还测定了

17A, 20B- DHP离体诱导成熟过程中 M PF的活性, 其变化规律是: GVBD 前升高; 至第一次有丝分裂中期时

达到高峰;第一极体排出时慢慢降低; 然后再次上升并保持在较高水平一直维持到受精。

从脊椎动物和无脊椎动物中分离的 MPF 都具有相同的活性, 无丝分裂的体细胞中也发现 MPF 活性物

质,它没有种的特异性[ Kishimot o 1988]。因此, MPF 不仅是成熟启动因子, 它可能广泛存在于各种细胞中,

是一种普遍的启动核膜破裂和细胞有丝和无丝分裂的因子。
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Labbe等[ 1989]从海星成熟卵中提纯出分子量约为 200- KDa 的 M PF 复合物, 其中包括 32- 和 45-

KDa 蛋白质。MPF 由催化亚基和调节亚基两部分组成[ Gautier 等 1988、1990] , 催化亚基为色氨酸或苏氨酸

蛋白激酶的同系物,可为裂变酵母( fission yeast) cdc2+ 基因( cdc2 蛋白激酶)编码; 调节亚基为细胞周期蛋白

( Cyclin) [ Gautier 等 1990]。

Yamashita等[ 1992a]用四种层析柱( Q- sephar o se Fast Flow , p13sucl- a ff inity, Sephar o se, Mono S and

Super o se 12)从鲤卵中分离出 MPF。将经过 Mono S 柱后的收集物用 SDS- PAGE 分析,活性最大的部分包

括分子量分别为 33- , 34- , 36- 和 48- KDa的四种蛋白 ,其中 34- KDa蛋白与两栖类 MPF 的 cdc2 激酶相

似; 36- 和 48- KDa蛋白与两栖类细胞周期蛋白 B( Cyclin B)相似。从金鱼中已分离出编码为鱼类 cdc2 激

酶和 cyclin B 的 cDNA 克隆。cdc2 激酶的 cDNA 克隆有一个 1284bp 的插入片段,其中包含一个由 302 个氨

基酸编码的可译框架 ( o pen r eading f rame)组成的聚腺苷酸尾( po ly ( A) + ta il) , N o r the rn 杂交表明在 1. 3-

kb 位置有杂交信号, 由此基因编码的蛋白质分子量约为 34499[ Nagahama 等 1994]。金鱼的 Cyclin B 的

cDNA 克隆与两栖类相同, 由此基因编码的蛋白质分子量约为 44763。Kajiur a 等[ 1993]、Katsu 等[ 1993]分

别培养出 cdc2 激酶和 Cyclin B 的单克隆抗体。应用这些单克隆抗体检测发现, 纯化的鲤 MPF 是一个由

cdc2 激酶( 34- KDa)和 Cyclin B( 46- 和 48- KDa)组成的复合物[ Yamashita等 1992a , Katsu 等 1993]。

在两栖类和海星未成熟的卵母细胞中, cdc2 激酶与 cyclin B形成 MPF 前体( pr e- MPF) 复合物, 但在金

鱼未成熟的卵母细胞中检测不到 Cyclin B, 研究表明 cdc2 激酶在未成熟卵中是以 35- KDa 无活性的单体形

式存在,当卵母细胞成熟时, 启动 cyclin B 的合成[ Hira i等 1992] , 同时一部分 cdc2 激酶由 35- KDa无活性

的形式变成有活性的 34- KDa形式,同新生成的 cyclin B 形成活性 MPF 复合物[ Nagahama 等 1994]。

将 E - coli 表达的金鱼全长的 cyclin B 注入到未成熟的卵母细胞中, 即使有蛋白质合成抑制剂的存在,

也能剂量依存地在 1h 内引起卵母细胞成熟, 1 ng cyclin B 足以使成熟卵发生 GV BD ,测得成熟卵中 cyclin B

的浓度约为2Lg / mL [ Nagahama 等 1994]。将 cyclin B 加入到未成熟卵的抽提液(含有 35- KDa cdc2 激酶)

中,能以/ 全或无0的方式诱导 M PF的活性 , cyclin B 的阈值约为 2Lg / m L。

4  生长因子和神经递质
在哺乳类,多种生长因子如转化生长因子B( tr ansf orming gr ow th facto r- B, TGF- B)、类胰岛素生长因子

( I nsulin- like gr owth f acto r Ñ , IGF- Ñ )、血管紧张素 Ò ( Angiotensin Ò )、胰岛素( Insulin)等都能通过旁分

泌机制影响滤泡发育和卵母细胞成熟。Lessman[ 1985]报道胰岛素单独或与孕酮结合使用均能诱导金鱼卵

母细胞成熟, K agawa 等[ 1994b]研究了多种生长因子离体情况下对真鲷卵母细胞最后成熟的影响, 发现 IGF

- Ñ 诱导 GVBD 最为有效, IGF- Ñ 还诱导卵母细胞成熟的能力, 在雄虹鳟 IGF- Ñ 能诱导离体精巢精子的

生成[ L o ir 1994]。Duan 等[ 1993]发现卵巢滤泡 IGF- Ñ 的 mRNA含量很高, 是产生 IGF- Ñ 的主要部位。

用免疫细胞化学的方法证明在真鲷中也是如此[ Kagaw a等 1995]。

对真鲷离体卵巢研究表明, IGF- Ñ 诱导的 GV BD 能为放线菌酮所抑制,但不为放线菌素 D 所抑制, 说

明 IGF- Ñ 与 GtH 有不同的作用机制,它是直接作用于卵母细胞, 而不是通过影响 MIH 的生成起作用的, 但

其作用可能要涉及到 MPF[ Kagawa 等 1994b]。因此鱼类生长因子可能通过 IGF- Ñ 受体起作用, Gutier r ez

等[ 1993]从鲤卵巢中纯化出 IGF- Ñ 和胰岛素受体, IGF- Ñ 受体的数量和亲和性都比胰岛素受体高,并且

IGF- Ñ 受体在生殖周期中始终存在。Maestr o 等[ 1995]调查了鲤、鳟和银大麻哈鱼的 IGF在卵巢中的作用

和 IGF 受体,也得到相似的结果。目前对 IGF 在鱼类卵母细胞最后成熟中的作用引起很大重视, 对其作用机

制的研究正在深入进行。

在哺乳类,一些神经递质通过旁分泌直接影响 GtH 分泌和卵巢功能, 5- 羟色胺( 5- H ydroxy trptamine,

5- HT )是一种单胺类神经递质,它能影响 LH 的分泌和颗粒细胞层类固醇的生成。5- HT 能刺激金鱼 GtH

Ò 的分泌,它对鱼类卵母细胞最后成熟也有作用, Iwam atsu 等 [ 1993]报道 5- H T 能刺激 颗粒细胞 E2 和

17A, 20B- DHP的生成。但最近 Cerda 等[ 1995]发现 5- H T 对细须石首鱼卵母细胞的最后成熟没有刺激作

用,相反, 它明显地抑制 GtH 和 17A, 20B- DHP诱导的最后成熟, 这种抑制是可逆转的, 而对类固醇生成则没
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有影响。5- HT 对鱼类卵母细胞最后成熟的作用及机理也正在深入进行研究。
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