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林浩然
(中山大学生物系

,

广州 5 10 27 5)

提 要 作者于 1 9 9 0年 9 月一 1 , 91 年 1 月采用离体灌流培育方法对鲤鱼脑垂体促 性

腺激素的分泌调节进行研究
。

结果表明
,
脑垂体基础促性腺激素 (Gt H ) 分泌不依赖于细胞外

钙离子 ( C扩+) ; 但脉冲式蛙鱼促性腺激素释放激素 s( G n R H ) 刺激的 Gt H 分泌
,
则依赖于

细胞外 C扩+ ,
且细胞外 ca +2 的作用至少部分通过电位敏感性 C扩十 通道

。

50 m m ol / L 高

浓度钾离子 (+K ) 显著刺激脑垂体基础 Gt H 分泌
, K + 的作用是依赖于时间和细胞外 C 。 , +

的 ;高浓度 K 十 对脉冲式
: G n RH 刺激的 tG H 分泌没有显著影响

。

关键词 蛙鱼 G o R H 促性腺激素 钙离子 钾离子 灌流 鲤鱼

硬骨鱼类同哺乳动物一样
,

脑垂体促性腺激素 (G t H )的分泌同样受促性腺激素释 放

激素 ( G
n R H ) 的刺激性调节 ( P

e t e r e t a l
.

, 19 8 6 )
。

研究证明
,

硬骨鱼类 e n R H 主要

有蛙鱼 G n R H (
s G n R H ) 和鸡 G n R H

一11 (
e G n R H

一
11) 两种 ( S h

e r w o o d
,

1 9 8 7 )
,

但 对

G n R H 调节鱼类 G t H 分泌的受体后机理的研究不够
。

有关 c 扩十
在

s G n R H 或哺乳类

G n R H ( L H R H ) 类似物刺激 G t H 分泌中的作用
,

仅在金鱼 ( C h a n g e t a l
. ,

2 9 9 0 ) 和

印度月鳗 ( c入
a o n a P u n c t a r “ ;

) ( J
a m a l u d d i n e t a l

. ,

1 9 8 9 ) 中有一些报道
,

而 K +
的作

用还未见报道
。

本文的 目的在于采用离体灌流培育方法
,

研究细胞外 ca
Z +

’

对鲤鱼脑垂体基 础 G t H

分泌和脉冲式
s G n R H 刺激鲤鱼脑垂体 tG H 分泌作用的影响

,

并检查细胞外 K 十

对鲤

鱼 G tH 分泌调节的影响及其与细胞外 c护+
的关系

。

1 材料与方法

1
.

1 材料 于 19 9 0年 9 月一 19 9一年 l 月在广州市农贸市场购得鲤鱼 ( C夕P
r i , u : c a r -

对
口 L

.

)
,

其性腺正在发育 (不分性别 )
,

成熟系数 (性腺重 /体重 )为 13
.

3士 4
.

1多 ; 体重 在

3 6 0一 62 79
。

实验前
,

在室温和 自然光周期下暂养于室内水族箱内
。

1.2 方法

1
.

.2 1 鲤鱼脑垂体碎片的离体灌流培育 参照金鱼脑垂体碎片的离体灌流 培 育 方 法

( H ab ib i et al
. ,

19 8 9 ) 并稍加修改
。

鲤鱼断头后
,

取出脑垂体制备成 小 于 l m时 的碎

片
,

将每份相当于半个脑垂体的碎片分别转移到 0
.

3m l 的灌流培育室中
,

并置 于 两 层

微载体
c y t o d e x

( S i g m
a
产品 ) 之间

。

用 1 9 9 培养液 (含 H a n k s
盐

’

溶 液
、

2 5m m o l / L

*
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HE E P S和15 I U /l m制霉菌素 )预灌流过夜 (8 一1 0h )
。

实验前 Z h
,

用 H a n k s 盐溶 液

( 含 2 , m m o l / L H E P E s 和 。一并 牛血清白蛋白
,

简称 H B S S ) 或无钙的 H B S s 代替 1 9 9

培养液继续预灌流 h2
。

设 4 个灌流柱
,

灌流温度为 19 士 1℃ ,

收集 s m in 一管的样 品
,

贮于 一28 ℃ 待测
。

L .2 2 钙和钾离子对基础和脉冲式
s G n R H 刺激的 tG H 分泌的影响实验 进行以下

4 项实验
。

实验一 C a
+2 鳌合剂的影响 预灌流后

,

4 个灌流柱的脑垂体碎片分别用正常的

H B S S
、

无钙 H B S S 以及含 5 0 0m m o l / L 和 l
.

2 5m m o l / L E G T A 的 H B S S 灌流 l h ,

然

后分别引人一个 Z m in 10n m o l / L
s G n R H 刺激

,

再继续用上述灌流液灌流 l h
。

重复 4

次
。

无钙 H B S S 为缺 e a e l Z 的 H B S S ,

另加 10 0林m o l / L E G T A 。

实验二 不 同浓度 aC +2 的影响 用无钙 H B SS 预灌流 h2 后
, 4 个灌流柱的脑

垂体碎片分别用含 l o
.

0 0 m m o l / L
, l

.

o m m o l / L
, 0

.

10 m m o l / L 和 0
.

0 1m m o l / L C扩
+

的

H B S S 灌流 4h 。

从第二小时起
,

间隔 l h 引人 3 个 Zm i n 不同剂量 ( I n m o l / L
, 10 n m o l / L

和 10 0n m ol / L )
。 G n R H 刺激

。
重复 4 次实验

,

其中两次实验中 3 种剂量
s G n R H 以增

加浓度顺序引人 ; 另两次以减少剂量顺序引人
。

含不同浓度 C a , +

的 H B sS 为缺 C a 1C
2

的 H B S S ,

分别加人不同浓度的 C a C 12 o

实验三 电位敏感性 C a+2 通道 ( V S C C ) 阻滞剂戊脉安 ( V E R ) 的影 响 预 灌

流后
, 4 个灌流柱的脑垂体碎片分别用 H B SS

,

以及含 0
.

1协m o
l/ L , 1

.

0” m o
l/ L 和 10 .0

卜m o l / L V E R 的 H B S S 灌流 3
.

5 h
。

在灌流 o
.

s h 之后
,

以 l h 间隔引人 3 个 Zm i n 不

同剂量 ( I n m o l / L l o n m o l / L 和 l o o n m o l / L ) 的
s G n R H 刺激

。

重复 4 次实验
。 s G n R H

刺激引人方式同实验二
。

V E R 用二 甲亚飒配制
,

并用 H B sS 稀释至所需浓度
,

其中二甲

亚飒含量不高于 0
.

1多
。

实验四 高浓度 ( 50 m m ol / L ) K +

的影响 预灌流后
, 4 个灌流柱的脑垂体碎 片

分别用 H B S S (含 5
.

4 m m o l / L K C I )
,

高 K +
H B S S ,

高 K +

无钙 H B S S 和 无 钙 H B S s

灌流 4h 。

在灌流 l h 之后
,

以 l h 间 隔引人 3 个 Zm i n 不同剂量 ( I n m o l / L
, l o n m o l / L

和 一o o n m o l / L ) 的
s G n R H 刺激

。

重复 4 次实验
。 s G n R H 引人方式 同实验 二

。

高 K +

H B s s 为含 s o m m o l / L K e l 的 H B s s ,

其中 N a e l 浓度随 K C I 浓度增加而相应减少 ;

高 K + 无钙 H B S S 为缺 C a C I: 的高 K +
H B S S

,

另加 1 0 0卜m o l / L E G T A 。

4 个实验中
s G n R H (美国加州 S a l k 研究所 R i v i e r 和 V a l e

合成 并 赠 送 ) 均 用

H sB s 配成 1 0卜m 。 l / L 贮存液
,

实验时再分别用各 自灌流柱的灌流液稀释至所需浓度
。

1
.

.2 3 激素测定和数据统计分析方法 样品中 tG H 含量的测定采用在本实验室建 立

的 以鲤鱼成熟 G t H 为抗原和标准品的放射免疫测定法
。

脑垂体碎片对脉 冲 式
s G n R H

刺激的 G t H 分泌反应的计算参照 H ab ib i 等 ( 19 8 9 )的方法
。

各实验的基础 G ` H 水 平

是指第一个脉冲式
s G n R H 刺激引人前的刺激前平均基础分泌值

,

并将此值转换为预灌

流最后 30 m in (用 H B SS 或实验二中的无钙 H B S s) 的平均基础 tG H 分泌值的 百 分

数
。

各组数据以平均值 士标准差表示
。

各刺激之间或各实验组之间的 tG H 分泌反应平

均值或基础 G t H 分泌平均值之间的差异采用 D un
c
an 氏新复极差检验

,

其显著水平为

p < 0
.

05 (实验结果插 图中用不 同字母表示 )
。
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2 实验结果

. 2 1 Ca
Z +

鳌合剂的影响 用无钙 H B sS或含不同浓 度 ET G A的 H B SS灌 流 的 鲤

鱼
,

其脑垂体碎片的基础 tG H 分泌值与正常 H B SS 灌流时的基础 tG H 分泌值之间无

显著差异 (图 l a

) ;但脑垂体碎片对 Zm in 脉冲式 1 0n m ol / L
s G n R H 刺激的 tG H 分泌

反应显著低于正常 H B SS 灌流时的 tG H 分泌反应
,

其中含 s m m ol / L E G T A 的 H B SS

灌流时的 G t H 分泌反应又低于含 1
.

25 m m ol / L E G T A 或无钙 H B ss 灌 流 时 的 tG H

分泌反应
,

但三者之间无显著差异 (图 l b )
。

a

一 飞5硬飞

瞬

~
户

斗 1 0 0

关

5O

O 廷仁1
。

艺匕门 1 n l U I / L Z` 灿八

E G T A E G T A

15 0

10 0

50

O

丫工工Q一蕊砌

I于B S S

ǎ以à件关H工O篇娜
l?

门土

r..̀

1
..卜

C a ` 、
( m tn o l/ L )

b

C a ” ( m
n : 。 1厂L》

八曰n
201()

(以à侧以斑卞工é临

止
H B S S

0

10 0

T人曰曰洲
职à逞斑迢众口ùO

.

2 5 m n 飞

E G T

、 l / L s m m o l / L 无 C a 什

、 EG T A

图 I C扩 + 鳌合剂 E G T A 对鲤鱼脑垂体碎片基础

的 (
a

)和 1 0 n m o l / L
s G n R H 刺激的 ( b ) G t H 分泌

的影响 (具相同数字组间无显著差异
,

图 2
、

图 3
、

图 4 同 )
F 19

.

1 E f f e c t o f C a + + e h e l a r o r E G T A o n b a s a l

( a )
a n d l o n m o l / L

s G n R H
一 s t i m u l a t e d ( b ) G t H

s e e r e t i o n b y P e r i f u s e d P i t u i t a r y f r a g m e n t s o f

c o m m o n c a r p ( C 夕P r i , u : c a r
P i o L

.

) ( G
r o u p s

w i t h e o m m o n n u m b e r a r e n o t s i g n i f i c a n t l y d i
-

f f e r e n t
,

F i g
.

2一 F i g
.

4 a r e s a m e w i t h F i g
.

l )

1O

S G : 1 R l l (n n l 《、 I` I
_

)

图 2 不同浓度细胞外 C a Z 十 对鲤鱼脑垂休

碎片基础的 (
。
) 和

s G n R H 刺激的

( b ) G t H 分泌的影响
F 19

.

2

t I O n S

E f f e e t s o
f e x t r a e e l l u l a r C a + + e o n c e n t r a

-

o n b a s a l (
a )

a : 飞
d s G n R H

一 s t i m u z a t e d ( b )

G t H s e c r e t i o n b y P e r
i f u s e d P i t u i t a r y f r a g m e n t s

o f c o m m o n c a r p ( c 夕P r i
n u : c a r

P i o L
.

)

.2 2 不同浓度 c a , 卜

的影响 含不同浓度 c a+2 的 H B ss 灌流培育的鲤鱼脑垂体碎片

的基础 G t H 分泌水平之间无显著差异
,

且与无钙 H B sS 预灌流时的平均基础 G t H 水

平之间也无显著差异 (图 Z a
)

。

在浓度 为 0
.

o l m m o l / L
, o

.

l o m m o l / L
,

和 1
.

o o m m o r / L

下
,

aC +2 以剂量依存的形式促进 3 种剂量
s G n R H 刺激的 Gt H 分泌 ;但 10

.

00 m m o
l/ L

c 扩
十

并没有进一步促进
s G n R H 的作用

,

在 10
.

00 m m o
l/ L 与 l m m o

l/ L c a ,十
存在下

,

: G n R H 的作用之间无显著差异 (图 Z b )
。

在低浓度 ( o
.

o l m m o
l/ L ) ca

,十

存在下
, 3 种剂
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量
“ G n RH 刺激的 Gt H 分泌反应都很低

, s G n R H 的作用没有明显的剂量依存关系 (图

Z b )
。

.2 3 电位敏感性 c a +2 通道 ( V S C C ) 阻滞剂戊脉安 ( V E R ) 的影响 用含 3 种 剂 量

的 V E R 灌流培育的鲤鱼脑垂体碎片 的基础 Gt H 水平
,

与对照无显著差 异 (图 3 a
)
。

V E R 以剂量依存形式显著抑制 3 种剂量脉冲式
s G n R H 刺激的 tG H 分泌反应

,

其中低

剂量 ( 0
.

1卜m o
l/ L ) V E R 存在下

, s G n R H 对 tG H 分泌的刺激作用与对照之间无 显 著

差异 (图 3 b )
。

2
.

4 高浓度 K +
( 5 0m m o l / L ) 的影响 用含 5 0m m o l / L K +

的 H B S S 灌流培育的鲤

鱼脑垂体碎片基础 tG H 分泌
,

在灌流后 30 m in 内显著增加
,

但 3 0m in 后基础 tG H 水

平恢复到正常 H B SS 灌流时的水平 ; 用高 K + 无钙 H B ss 灌流培育的鲤鱼脑垂体碎片

的基础 G t H 分泌
,

也在灌流后 30 m in 内显著增加
,

但此值仍显著低于同时间单独高 K 十

作用下的基础 G t H 水平
,

30 m in 后
,

基础 tG H 水平也恢复到正常 H B ss 灌流时的水

平 ;无钙 H B ss 对基础 G t H 水平无明显影响(图 4 a
)

。

高 K +

对 3 种剂量脉冲式
s G n R H 刺激的 tG H 分泌没有显著影响

,

仅对 1 0n m ol / L

s G n R H 的作用有显著促进作用 ;高 K 十 无钙的 H B ss 和无钙 H B ss 灌流培育的脑垂体

1 1 砚 -

卜一州
卜一一一月卜一一一诬

` .

一 ~ 曰 . ~ ~ 二~ ~ ~ ~ ~ ~ - J . ~ ~ - ~ ~ ~ ~ J

一
1 1 1 0

V E R (产m o l, L )

--- ,「「「「
甲甲IIIII \\\\\\\ 介介

、、、、、 、、、、 \\\\\\\ 、、
、、、、、 、、、、 \\\\\\\ \\\
、、、、、 、、、、 \\\\\\\ 、、
、、、、、 、、、、 \\\\\\\ 、、
\\\\\\\\\ 、、、、 立立立立 、、
二二、 ~~~~~~~ , `̀̀̀̀̀̀ 、、

00000,一1ǎ缺V捧节国ùO胃蝴

叨00的
。ǎ袂)斗关国1口考种

H B S S

Y

印

俨
·

黑少
无 C a “

V E R (刀 m o l/ L )

b 口 HB s s
八讯,润写月ǎ叭龙ù幼

S G n R r{ ( n m o l / L )

图 3 C a什 通道阻滞剂 v E R 对鲤鱼脑垂体 碎

片基础的 ( a) 和
s G n R H刺激的 图 4 高浓度 K十 ( 50 m m ol / L ) 对脑垂脑垂体碎片基 础

( b ) G t H 分泌的影响
F i g

.

3 E f f e c t s o f v o l t a g e一 s e n s i t i v e C a+ + c h a n -

n e l a n t a g o n i s t v e r a p a m i l ( v E R )
o n b a s a l (

a
)

a n d

s G n R H
一 s t i m u l a t e d ( b ) G t H s e e r e t i o n b y P e r i f u

-

s e d Pi t u i t a r y f r a g m e n t s o f e o m m o n e a r P

( C y P r i , u , c a r P i o L
.

)

的 (
a

) 和
s G n R H 刺激的 ( b ) G `

H 分泌的影响
F 19

.

4 E f f e o t s o f e l e v a t e d K + c o n e e n t r a t i o n
( 5 0 m m o l / L )

o n b a s a l (
a
)

a n d s G n R H
一 s t i m u l a t a t e d ( b ) G t H s e e r e t i o n

b y p e r i f u s e d P i t u i t a r y f r a g m e n t s o f c o m m o n c a r P

( C P r i n u s c a r P i o L
.

)
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碎片对
s GnR H 刺激的 t GH 分泌反应相似

,

且都显著低于对照和 高 K +

组 ; 用 无 钙

H B ss 或高 K 十 无钙 H sB s 灌流时
, 3 种剂量

s G n RH 刺激 tG H 分泌反应的剂量依存

关系不明显 (图 4 b )
。

3 讨论与结语

.3 1 鲤鱼离体脑垂体基础 G t H 分泌不依赖于细胞外 c a ,十 ; 而
s G n R H 刺激的 tG H 的

分泌则依赖于细胞外 c 扩十
。

本实验证明
,

无钙的 H B SS
,

或用 c扩十
鳌合剂 E G T A 消

竭 H B ss 中的 c扩+ ,

或用不同浓度的 ca cl
:

以改变灌流液的 c a+2 浓度
,

或加人不 同

浓度 c 扩十 通道阻滞剂阻断细胞外 ca +2 通过 V S C C 进人细胞内对灌流培育的 鲤 鱼 脑

垂体基础 tG H 分泌
,

均没有影响
。

因此
,

鲤鱼离体脑垂体基础 Gt H 分泌不依赖于细胞

外 c a , 十 。

已证明
,

哺乳类脑垂体基础促黄体生成素 ( L H ) 分泌不依赖于细胞外 C扩十
,

这

可能是由于 G t H 分泌细胞上细胞外 c a+2 依赖的 自动激活的 V s C C 数 目较少
,

因此其

自动节律的电活动不能使细胞内 c 扩十 浓度达到闭水平 ;如果用 c
a , 十

通道激动剂延长 自

动激活的 c az 十 通道开放时间
,

则可使细胞内 c a Z十
浓度达到阑值

,

引起基础 G tH 分泌的

变化 ( S t o
ii l k

o v i c e t a l
. ,

1 9 8 8 )
。

在金鱼中
, e a , +

载体如 A 2 3 18 7 和 I o n o m y c i n 也可

主动增加细胞外 c扩十 内流
,

从而影响基础 Gt H 分泌 ( C h an g et al
. ,

19 9 0 )
。

因此
,

脑

垂体 Gt H 分泌细胞的电生理特性在哺乳类和鱼类之间可能是相似的
。

在哺乳类
,

G n R H 刺激 tG H 分泌是一个高度依赖于 ca
Z十

的过程
,

ca
, +

参与 Gt H

分泌细胞内第二信使系统
,

调节 G n R H 受体后的信息转移和细胞内功 能变化 ( lC
a y t o n ,

19 8 9 )
。

在本实验中
,

无 C a抖 的 H B SS 或 用 E G T A 消 竭 H B SS 中 的 ca +2 后
,

都使

s G n R H 对灌流培育的鲤鱼脑垂体 tG H 分泌的刺激作用显著下降 ;在 0
.

01 一 l
.

0 0m m o l / L

e a , +
浓度范围

,

随 H B S S 中 e a , +
浓度增加

, s G n R H 促进 G : H 分泌作用显著增加
。

这

些结果证明
, 。 G n R H 刺激鲤鱼脑垂体离体 G t H 分泌作用

,

依赖于细胞外 c 扩
十 。
在 硬

骨鱼类中
,

G n R H 刺激 G t H 分泌作用的 e a , +
依赖性

,

还在金鱼 ( C h a n g e t a l
. ,

1 9 9 0 )

和印度月鳗 ( J
a m a l u d d i n e t a l

. ,

19 8 9 ) 中发现
。

因此
,

硬骨鱼类中 G n R H 的受 体 后

作用机理可能与哺乳类相似
。

本结果还表明
,

电位敏感性 ca +2 通道阻滞剂 V E R 以 剂

量依存形式
,

抑制
s G n R H 刺激的 G t H 分泌

,

说明细胞外 c a+2 的车用至少部分是通过

V S C C 进人细胞
,

促进细胞功能变化和 G t H 分泌
,

这与哺乳类的研究结果也是一致的

( C il a n g e t a l
. ,

一9 8 8 )
。

在哺乳类
,

高浓度 ( s m m o l / L ) E G T A 不仅可鳌合细胞外 C a , + ,

而

且可消竭细胞内 e aZ +
贮存 ( C il

a n g e t a l
. ,

1 9 8 8 )
。

本结果表明
,

含 s m m o l / L E G T A 的

H B sS 导致
s G n R H 刺激的 Gt H 分泌反应下降的幅度最大

,

说明
。 G n R H 的作用机理

也包括细胞内游离或贮存的 C扩+ 的变化
。

1 2 高浓度 K 十

显著刺激脑垂体基础 G t H 分泌
,

且此作用是依赖于时间和细胞外 c az 十

的
。

在哺乳类
,

高浓度 K +

一般以剂量依存形式刺激脑垂体 Gt H 分泌
,

且高 K 十 的作

用是细胞外 e a Z +

依赖的 ( C h a n g e t a l
. ,

1 9 8 8 )
。

高 K + 对鱼类脑垂体 G t H 分泌的影

响在鱼类中尚未见有报道
。

在本实验中
,

50 m m ol / L K +
显著刺激灌流培育的鲤鱼脑垂

体基础 tG H 分泌
,

并且其作用是 时间和细胞外 c a ,十

依赖的
,

长时间的高 K 十 处理会导

致 tG H 分泌的脱敏
。

高 K +

对 tG H 分泌的促进作用的机理
,

一般认为是高 K +
促进

胞细膜去极化
,

激活 V S C C ,

增加细胞质 C a+2 浓度
,

引起激素分泌反应 ( C h an g et a l
. ,



3 0 0海 洋 与 湖 沼 26 卷

1 98 8)
,

但高 K 十
促进的长时间的膜去极化可使 C a+2 通道失活

,

从而使 L H 分泌在短

时间的分泌峰后迅速下降 ( S t o ji l k o v i。 e t a l
. ,

19 8 9 )
。

本实验中
,

在无细胞外 e a , +

存在

下
,

高 K 十 仍能在短时间内显著刺激 tG H 分泌增加
,

这在哺乳类中也有发现 ( C h a n g o t

al
. ,

1 9 8 8 )
,

表明 K + 的作用还通过其它不依赖于 细胞外 c a Z十
的途径 刺 激 tG H 分 泌

的机制
。

在脊椎动物中
,

有关高 K 十

对 G n R H 刺激 G t H 分泌作用影响的报道 甚 少
。 K ao

等 ( 19 7 7 ) 曾发现 10 m i n 高 K +

( l z
.

z m m o l / L ) 处理可显著促 进 G n R H 刺 激 的 G t H

分泌
。

本 结果表明
,

高 K 十 对 s G n R H 刺激 tG H 分泌作用没有明显影响
。

这可能是由

于持续性的高 K + 处理
,

导致 tG H 细胞对进一步的高 K +
刺激产生脱敏反应的结果

。

在无细胞外 c a , 十
存在下

,

不管是否存在高 K 十 , s G n R H 刺激的 G t H 分泌反应都显著

下降
,

这进一步证明
s G n R H 刺激鲤鱼 tG H 分泌依赖于细胞外 c az 十二

’
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