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摘要
:
采用黑绸生长激素(se abream 脚w th ho n llo lle ,

b心H )放射免疫测定法 (bIG H R 认)及黑绢生长激素放射受

体测定法(b心H R R A )
,

研究了不同季节 (3 月
、

6 月
、

9 月及 12 月)黑绸血清 C H 水平及肝脏和性腺中生长激素

受体(g 。
刘

l ho n n o n e

~
pto r ,

C HR )水平的变化
,

同时测定 了黑鳃白肌及 肝脏 R N A
一

D NA 比率及黑绸肥满度

(c
o n di tion fac tor

,

K )和性腺指数(g朋a d o so ln a ti c inde
x ,

GS I) 的季节变化
。

黑细血清 GH 水平于 6 月 出现高峰
,

显

著高于 3 月
、

9 月至 12 月的水平(尸 < 0
.

01 )
。

黑鳃肝脏中 G H R 水平在 9 月及 12 月显著高于 3 月及 6 月的水平

(尸 < 0
.

0 1); 黑绸性腺中的 G H R 水平在 9 月显著高于其他月份(尸 < 0
.

05 )
。

雄性黑绸肝脏中 RN A- D N A 比率在

四个季节均无 显著差异
,

雌性个体肝脏中 R NA
~

D N A 比率在 6 月 显著低于 3 月(尸 < 0
.

01 ) ; 雄性及雌性黑绸白

肌中 R N A
一

D NA 比率在 6 月均显著高于其他季节的水平(尸 < 0
.

05 )
。

黑绷的性腺指数(GS I) 在 12 月达到最高
,

3

月以后 显著 下降
。

结果表明
,

黑绸血清 G H 水平
、

CH R 水平和白肌及肝脏中 R N A
‘

D N A 比率均存在明 掀的季节

变化
。

本文还探讨了血清 G H 水平
、

肝脏及性腺中 G HR 水平与鱼体生长和繁殖之间的关系
。
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生长激素在鱼类生长过程中起着重要的调节作用
。

已有的研究显示
,

鱼类的生长速率存在着季节

性变化
,

而鱼体血液中的 G H 水平也存在季节性差异
,

C H 水平与鱼体生长的季节性变化存在明显的相

关联系但并不完全吻合仁
’

,

2〕
。

这可能一方面是因为鱼类生长除了受到 GH 调节外
,

水温
、

营养状况等生

态因子在不同的季节对鱼类生长也有不同程度的影响 ;在另一方面
,

G H 生理效应的发挥还受到 CH 靶

组织上 G H R (数量及亲和力 )的影响
,

尚不知鱼体组织中 G H R 水平是否普遍地存在季节性变化
,

以及这

种变化与鱼的生长速度
、

口」水平的季节性变化有何关系
。

另外
,

人们已普遍地在鱼类性腺中
一

检测出特

异性结合位点
,

并发现 GH 参与调节鱼类性腺 的发育及性腺 的最后成熟仁
3 一 5〕

。

在性腺发育的不同阶段

血清 GH 水平存在差异困
,

Gom
e :
等[v, 8〕在处于不同发育阶段 的虹蹲(口敌刃刁

诬, 叹火us
耐iss )性腺 中检测到

的 G HR 水平存在着差异
,

但有关 C H 对鱼类性腺发育的调节在其受体水平的研究资料还较为缺乏
。

本

文以黑绸为材料
,

采用我们已经建立的黑绸生长激素放射免疫测定法 (b心H R IA )及黑鳃生长激素放射

受体测定法 (bIG H R R A )
,

研究不同季节黑绸血清 G H 水平及肝脏和性腺中生长激素受体水平 的变化情

况
,

试图从生长激素受体水平考察有关鱼类生长
、

生殖内分泌的一些调节机理
。

1 材料与方法

1
.

1 实验动物

黑绸采自广东省大亚湾水产试验中心的海水养殖基地
,

在 4 个季节 (3 月
、

6 月
、

9 月及 12 月 )分别跟

踪采集 1
.

5 龄及 3 龄的鱼
,

分别是同批鱼苗在同样条件下养成的
,

其体长范围分别为 (18
.

9 士 0
.

3 )
。m 及

(26
.

9 土 0
.

6) c m
,

体重范围分别为(20 0
.

5 土 n
.

3 )g 及 (5 88
.

8 士 41
.

1 )g
。

1
.

5 龄组 的黑绸处于功能性雄性

阶段
,

3 龄组 的黑绸是已经通过性转化的雌性个体
。

鱼从海上网箱 内捕 回后放人试验中心海水暂养池
,

暂养 1d 后取样
,

取样时用湿毛巾包裹鱼体
,

对每尾 鱼测量体重
、

体长及抽血后取其 肝脏
、

性腺等组织
。

取样过程均在冰上操作
,

所取样品放人液氮 中带回实验室保存于
一
80 ℃待测

。

1
.

2 药品

重组绸鱼生长激素(b‘H )及兔抗绸鱼生长激素血清购 自。℃详p 公 司(A us t叼 ia)
,

羊抗兔血清由香

港大学 A lld e

~ 博士惠赠
,

l
,

3
,

4
,

6
一

四氯
一

3a
,

6a
一

二苯乙 内酞脉 (Iod og en )购 自为
n
ers ham 公司 (U

.

K
.

)
,

苯

甲基磺酞氟(刊功sF)
、

亮抑酶肤 (Le
u pe ptin)

、

抑 胃酶肤 (A )( Pe p
stat

inA )及牛血清蛋 白(BsA )购 自 si gm
a 公

司(u sA )
,

葡聚糖凝胶 G
一

7 5 (S
ephad e x G 7 5) 购自 Ph

~
ia 公司 (sw ed

e n )
,

Na
’25 1 购 自中国原子能研究

院
。

核酸提取试剂盒 Tri zo l为 Gi bi c ol 公司产品
。

1
.

3 总 R N A 及总 D N A 的提取

样品中总 R N A 及总 D N A 采用 Tri
z of 试剂提取

,

用紫外分光光度计(Ph an 刀 ac ia LK B )测定总 R N A 及

总 D N A 的浓度
。

1
.

4 生长激素的标记

参照文献「9〕的方法并略作改动
。

主要步骤为 :
(1 )5 拜g (5拜L ) b‘} I与 1

mc i Na
‘25 1 在 I浏。g en 包被

管中混合
,

加 0
.

2 mo l
·

L
一 ’

He pe s 缓冲液 (PH 7
,

2) 至反应总体积为 30 拜L
,

室温下反应 巧 而
n ,

反应过程

中偶尔振荡反应液 ; (2) 用 0
.

3mL 50
lr lr n o l

.

L
一 ’
价详

s
缓冲液 (PH 7

.

2) 终止反应
,

摇匀反应液
,

分别取

2拼L 反应液于 3 支 y
一

计数管用于测定标记 G H 的放射比活性 (
s户戈ific rad io ac tiv ity ) ; (3) 将反应 液吸上

seph 司
e x G

一

7 5 (1cm
x soe m )柱

,

用 5 0

mmo
l

·

L
一 ’H七伴s 缓冲液 (pH 7

.

2
,

含 0
.

2 % B sA )进行洗脱
,

洗脱液



3 期 邓利等
:
黑绸生长激素及其受体的季节变化

收集为每管 lm L
,

测每管放射强度
,

取位于蛋白峰的 4 一 6 管用于黑绸 C H 的放射免疫测定及放射受体

测定
。

用三氯乙酸 (
TcA

)沉淀法测标记 G H 的放射比活性〔
’。】。 结果为 15 8拜ci

·

雌
一 ’

GH
,

表明标记效果

较好
。

1
.

5 G H 水平测定

黑绸 G H 双抗体放射免疫测定法
,

参照文献仁1 1」的方法
。

1
.

6 G HR 水平测定

CH 放射受体测定法参照文献 ¹ 方法
。

鱼体肥满度 (% ) 二 loo x
体重 ( g ) / 体长3 ( c耐 ); 性腺指数 ( % ) 二 性腺重 ( g ) / 体重 ( g ) x 100

。

用 SPS S 统计软件包进行方差分析及相关分析
。

2 结果

�
l

省
·

留书丫等悉逛舀

2
.

1 黑绸血清 C H 水平的季节变化

黑绸血清 G H 水平于 6 月出现高峰
,

显著高于其他

季节的水平 ( P < 0
.

0 1 ) (图 l )
。

2
.

2 黑绸肝脏及性腺中 G HR 水平的季节变化

黑细肝 脏 中 七H R 水 平 ( b
IC H 特 异 性 结合 率 )

在 9 月
、

12 月 显 著高于其 3 月 及 6 月 ( 尸 < 0
.

0 1)

( 图 2 ) ; 黑 绸性 腺 中 的 G H R 含 量在 9 月 显 著 高 于 Fi g

其 他月 份 ( P < 0
.

0 1 ) ( 图 3 )
。

图 l 黑绸血清 G H 水平的季节性变化

旋
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�

大拿二它q�
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�(一

图 2 黑绸肝脏中 C H R 水平的季节性变化

Fi g
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s
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rec ePt or in liv er of 5
.

n

、
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图 3 黑绸性腺中 G 卜扭 水平的季节性变化

Fi g
.

3 Se as on al v ari a tlo n s of the Ie ve l of

gro
场th ho n 加n e

reC
e Ptor in g o n ad of 5

.

爪配刀翅甲儿滋。

2
.

3 黑绸性腺指数 (GS I) 及肥满度 (K )的季节变化

黑绸雄性及雌性个体的 G SI 均在 12 月显著升高 (尸 < 0
.

01 )
,

雄性个体的 GS I 在 3 月仍维持较高水

平
,

而雌性个体的则已显著下降( 图 4)
。

黑绸雄性个体的肥满度 (K )在 6 月显著低于 3 月 (尸 < 0
.

0 5 )
,

雌

性个体的则在 6 月显著低于 12 月 ( P < 0
.

0 5 ) (图 5 )
。

¹ 邓 利
,

张为民
,

林浩然 黑绷生长激素放射受体测定法的建立及受体组织分布的研究
.

20以〕
.
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2
.

4 黑绸肝脏及 白肌中 R N A
~

D N A 比率的季节变化

雄性黑纲肝脏中 R N A
.

D N A 比率在四个季节均无显著差异
,

雌性个体肝脏中 R N A
‘

D N A 比率在 6 月

显著低于 3 月(尸 < 0
.

0 1) (图 6) ; 雄性及雌性黑绸白肌中 R NA
一

D N A 比率在 6 月均显著高于其他季节的

水平(尸 < 0
.

05 ) (图 7 )
。

%\赵辉山哎%\绷籍婆烈

图 4 黑绸性腺指数(Gs l) 的季节变化 图 5 黑绸肥满度(K )性腺指数(GS I) 的季节变化
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图 6

Fi g
.

6

黑鳃肝脏中 R N A ~

D NA 比率的季节变化

v
ari at jo l、5 of th e R N A

‘D N A 份ti o

图 7

Fi g
.

7

黑鳃白肌 R N A
~
【)N A 比率的季节变化

vari ati on s o f the R N A 一

DN A ra tlo

in liver of s月川~ 印爪汤“ in w h ite I n llSC le of 5
.

2
.

5 相关分析

对上述测定指标季节变化的相关分析结果见表 l
。

在雄性个 体 中
,

血清 G H 水平与 白肌 R N A 一

D N A 比率呈显著正相关 (尸 < 0
.

01 )
,

与 G SI 呈显著负相关 (尸 < 0
.

05 ) ;肝脏 C HR 与白肌 R N A
.

D N A 比率

呈显著负相关 ( 尸 < 0
.

0 5 )
。

雌性个体血清 G H 水平 与白肌 R N A
-

D N A 比率呈显著正相关 ( 尸 < 0
.

05 ) ; 性

腺 C H R 水平与肝脏 R N A
-

D NA 比率呈显著正相关( P < 0
.

0 5 ) ;肝脏 G H卫水平与 K 及 G SI 呈显著正相关

(尸 < 0
.

05 ) ; K 与 GS I 呈显著正相关 ( 尸 < 0
.

01 )
。

3 讨论

3
.

1 G H
、

G HR

鱼类血清中

的季节性变化
,

水平及与生长的关系

GH 水平存在着季节性变化 [’“一 ’4」
。

类似地
,

本研究表明黑绸血清 GH 水平亦存在 明显

高峰值出现在 6 月
。
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表 1 黑绷不同季节的血清 G ll
、

肝脏及性腺中 G H R
、

肝脏及白肌中

R N A
.

D NA 比率
、

肥满度 (K !和性腺指数(CS I)间的相关系数《n 二 36 )

T曲
.

1 〔冶n 旧肠心叨 “犯仿d en 妇 Of th e 胆n皿n G H Ie、℃I
,

G H R 】e v el in Uver
田日 g ”加d

,

邝d o Of R NA
.

D N A in li ve r 田日

, 忆扭 m 哎d e , 。阅心目佣 伪d or (K )翻川 9 . 吐日

~
公c 加de x (C吕l) at diffe 比n t

~
in 5

.

~ 欣小触如 (n 二 36 )

血清口诬 性腺

43田814加38
血清 G H

性腺 G HR

肝脏 G HR

肝脏
RN A / DN A

自肌
RN A / D NA

月巴满度

性腺指数

雄性

雌性

雄性

雌性

雄性

雌性

雄性

雌性

雄性

雌性

雄性

雌性

雄性

雌性

一 0

一 0

C任仅

167
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鱼体组织 (如白肌
、

肝脏等)中 R N A
~

D N A 比率反映了该组织 内的合成代谢状态而被人们用来作为

鱼类生长一个指标 [‘5 1
。

其中以白肌 中 R NA
~

D N A 比率更能反映鱼体身体生长状况
,

因为肝脏 中 R N A
-

DNA 比率可能受到鱼体的代谢状况
、

性腺发育程度等影响而不能较真实地反映鱼的身体生长f’5 ;
。

本

研究中雄性个体白肌 R N A
~

D N A 比率与血清 G H 水平呈显著正相关
,

在 G H 水平处于最高的 6 月白肌中

R N A
一

D N A 比率也最高
。

已有的报道显示
,

鱼类生长速率的峰值往往滞后于血清中 GH 峰值
,

滞后时间有 1 周〔
‘3 1甚至 1 个多

月 [‘“
, ‘4 1

,

人们尚不知该现象产生的原因
。

从 R N A 的高丰度表达到蛋 白质 的大量合成最后 到鱼体身体

组成的积累(在宏观上表现为能测定出的生长 )需要 一定的时间
,

于是白肌 R N A
一

D N A 比率实际上反映

了鱼体生长的潜能
,

继白肌 R N A
~

D N A 比率峰值之后可能会有一个身体生长速率的高峰
。

因此
,

本研究

中血清 GH 水平的峰值与白肌中 R N A
~

D NA 比率的峰值同步表明继血清 G H 峰之后可能会出现一个鱼

体生长的高峰
。

该推论可能反映了人们发现的鱼类生长速率峰值往往滞后于血清 G H 峰值这一 现象产

生的一种机制
。

肝脏是鱼类 CH 的主要靶组织
,

黑绸肝脏中 G H服 水平也呈明显的季节变化
。

在 6 月 G H 水平及以

白肌中 R N A
一

D N A 比率为指标的身体生长率最高时肝脏中 G HR 水平却最低
。

C H 是调节 CH R 水平的

因子之一
,

GH 对其受体既有下调节 (d~
一

代g u lati on )又有上调节 (叩
~

m g u lati on )作用
。

通过体外注射试

验表明动物在注射 GH 后 G H R 会出现急性的下降〔‘6 〕
,

而慢性多次注射 c H 则可提高 G H R 水平 [lv 〕
。

尚

不清楚鱼类内源性的 G H 对其靶器官内受体的调节机理
,

黑细肝脏中 C HR 在 6 月的低水平是否是此时

血清中高水平 6 H 对其下调节的结果有待进一步研究
。

3
.

2 G H
、

G HR 水平及与繁殖的关系

脊椎动物的生长与生殖活动有着密切的联系并相互作用
,

虽然垂体分泌的促性腺激素是调节性腺

功能的主要激素
,

但已有较多的研究表明 GH 在性腺发育过程中起调节作用闭
。

已证明 GH 不仅能增

强 。H 刺激雌二醇生成的作用阁
,

还能直接刺激卵巢滤泡细胞产生类 固醇激素阁
。

鱼类 GH 水平在性

腺成熟 和排 卵时 明显升 高凤 14 ,l8 〕
。

同时人 们 已在 多种 鱼 的性 腺 中检测 到 GH 的特 异性 结合位

点 [3 一 “
, 7 , 8 ]

。

关于鱼类性腺发育过程中其性腺内 c HR 变化的报道尚不多见
。

C沁m ez
等〔

7 ,

aj 研究 了虹缚性腺发育

成熟过程中精巢及卵巢内 G HR 水平
,

结果单位性腺重所含 G HR 量随性腺发育至成熟呈下降趋势
,

而整
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个性腺所含的受体量则逐渐上升
,

在排卵前达到最高
。

就我们采集的材料看
,

在 3 月黑绸的繁殖活动接

近尾声
,

性腺开始进人退化期
,

9 月性腺进入生长期
,

12 月其性腺 已处于成熟期
。

本研究结果表明黑绸

性腺中 GH R 水平 (单位性腺重 )在 3 月最低
,

6 月开始上升
,

到 9 月达到最高
。

可见
,

黑鳃性腺 中 GH R 水

平在其性腺处于退化期时最低
,

随后经过恢复期
,

并随着性腺的进一步发育而逐渐上升至成熟期之前达

到最高
。

在雌性个体肝脏中 G H R 水平与 GS I则显著正相关
,

由于卵黄蛋 白原是在肝脏中合成
,

因此雌性个

体肝脏 G H R 水平与 GS I的正相关关系可能反映出肝脏 中 G H R 参与调节卵黄蛋 白原的合成
。

人们普遍

地认为 G H 在性腺发育过程中起调节作用
,

但我们的结果显示
,

黑绸血清中 G H 水平在雌性个体中与

G SI 无显著相关性
,

在雄性个体中甚至与 GS I呈显著负相关
,

血清 G H 水平与性腺发育无明显的相关性
。

因此
,

黑绷血清 G H 水平与性腺发育的关系可能主要 由肝脏及性腺 中 G HR 来调节
。
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