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E2对鲤鱼生长激素分泌的影响: 离体研究
 

李文笙　林浩然
(中山大学生命科学学院 , 广州 510275 )

摘　要　采用离体灌流孵育的方法研究了 17β-雌二醇 ( E2 )对鲤鱼脑垂体生长激素 ( GH)分泌

的影响 . 结果表明: 1μmo l /L E2作用于性腺成熟期鲤鱼脑垂体碎片 30 min后 , GH基础分泌

显著提高 , 2 h后达到最大值 ,随后逐步下降 , 4 h后 GH基础分泌水平与作用前无显著性差异 .

用 E2 ( 1μmol / L)进行 10～ 12 h的过夜孵育 , GH的基础分泌无显著性变化 , 但影响了脑垂体对

LHRH-A和 TRH刺激的反应性 , 对前者有抑制作用 , 对后者有促进作用 .
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鱼类生长激素 ( GH) 的分泌具有明显的季节性差异
[ 1]
, 这与鱼类性腺成熟状态的周期

性变化有密切关系 , 因而也与鱼体性类固醇激素水平的变化密切相关 . 性类固醇激素对生

长激素分泌的调控机制有 3种可能的模式: 直接作用于脑垂体 ; 或者是通过对下丘脑的影

响而间接产生作用 ; 抑或是前二者兼有 . 采用离体研究的方法有助于进一步了解性类固醇

激素的作用模式 . 在哺乳类和鸟类中已有这方面的报道 . 大鼠中的研究发现 17β -雌二醇

( E2 ) 能促进基础 GH的分泌和提高 GH分泌细胞对 GRF的反应性 ; 且这些结果并不依赖

于 GRF作用
[2 ] , 这表明 E2提高血浆中 GH水平的作用至少部分是直接在脑垂体水平上进

行调节 . 而在鱼类 ,有关性类固醇激素调节 GH分泌的作用的研究仍是采用在体
[1 ]
,或是先

在体后离体的方法进行研究 [1 ] .这些实验难以阐明性类固醇激素影响 GH分泌的机制 ,完全

用离体方法来探讨性类固醇激素对鱼类 GH分泌的调控机制的研究尚未见报道 .

本文采用了离体实验的方法 , 对鲤鱼脑垂体碎片进行灌流孵育 , 旨在了解不同时间的

E2刺激对脑垂体基础 GH分泌的影响 , 以及在 E2的影响下鲤鱼脑垂体碎片对促性腺激素

释放激素类似物 ( LHRH-A) 和促甲状腺素释放激素 ( T RH) 的反应性 .

1　材料和方法

( 1)实验动物: 鲤鱼 (Cyprinus carpio ) , 体质量 750～ 1 200 g , 购自广州农贸市场 . 实

验中全部采用雌性鲤鱼 , 取材于 1997年 1月至 2月 , 性腺发育处于成熟阶段 , 性腺成熟系
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数 ( GSI) 为 15. 6%～ 25. 4% . 实验前 , 鲤鱼在室温和自然光周期下暂养于室内水族箱中 3

～ 5 d.

( 2)试剂: 合成的 LHRH-A (宁波激素药厂 )和 TRH ( Sigma) 分别用 HBSS配成 10

和 100μmol /L贮存液 ,使用前用 HBSS稀释 .配制雌二醇 ( Sigma )先用少量乙醇 (h= 95% )

使之溶解 , 再用 M199或 HBSS稀释成所需的浓度 , 对照组的孵育液也含有相应量的h为

95%乙醇 .

( 3)鲤鱼脑垂体碎片的离体灌流孵育: 参见文献 [3 ].

( 4)实验设计: 实验 1: 鲤鱼脑垂体碎片在预灌流后 ,除对照组外 ,其余均引入 1μmol /

L的 E2持续性刺激 ,每 10 min收集 1管 ,连续测试每 30 min内 E2刺激对基础 GH分泌的

影响 ,共测试 4 h. 实验重复 3次 .持续性 E2刺激对脑垂体碎片基础 GH分泌的影响的计算

参照 Habibi等
[4 ] , 稍作修改 . 引入刺激前的 3管 ( 30 min) 样品的激素含量平均值作为刺

激前基础分泌值 , E2持续性刺激对基础 GH分泌的影响定量为持续反应期间每 30 min内收

集的各反应的激素含量平均值 ,再把此值转化为引入 E2前基础 GH分泌值的百分数 ; 实验

2: 在预灌流液 M199和 HBSS中分别加入 1μmo l /L E2 ,对照组中不加 ,鲤鱼脑垂体碎片在

预灌流后以 1 h的间隔接受 3× 5 min的 LHRH-A脉冲式刺激 , 剂量为 1, 10, 100 nmo l /

L, 2次脉冲刺激之间的灌流液采用 HBSS+ 1μmol /L E2 (对照组则不含 E2 ) . 实验重复 3

次 . 脑垂体碎片对脉冲式 LHRH-A刺激的激素分泌反应值的计算参见文献 [3 ]; 实验 3: 在

图 1　 E2影响基础 GH分泌的代表性进程

Fig . 1　 GH releasing pro files in r epr esenta tiv e

perifusion co lumms with pituitar y frag-

ments t reated w ith E2 for continuous

stim ulation during perifusion with HBSS

箭头代表持续性 E2刺激的引入 ,

对照组不引入 E2刺激

预灌流液 M199和 HBSS中分别加入 1μmol /L

E2 ,对照组中不加 ,鲤鱼脑垂体碎片在预灌流后

以 1 h的间隔接受 3× 5 min的 TRH脉冲式刺

激 , 剂量依次为 0. 1, 30, 100 nmo l /L, 2次脉

冲刺激之间的灌流液采用 HBSS+ 1μmol /L E2

(对照组则不含 E2 ) . 实验重复 3次 . 脑垂体碎

片对脉冲式 T RH刺激的激素分泌反应值的计

算同实验 2.

( 5)激素测定和数据分析方法: 样品中的

GH含量测定采用鲤鱼 GH的放射免疫测定方

法 . 每组数据以平均值±标准差表示 . 显著性

检验采用 t检验 ,当 P < 0. 05时认为差异显著 .

2　实验结果

2. 1　不同时间的 E2刺激对基础 GH分泌的影响

鲤鱼脑垂体碎片经过 10～ 12 h预灌流后 ,

用 1μmo l /L E2对其进行 4 h的持续性刺激 . 结果如图 1所示 . 在 E2 1μmo l /L引入的 30

min内 , 鲤鱼脑垂体 GH的基础分泌有显著性提高 ( P < 0. 05) ,达到 ( 200. 9± 43) ng /mL,

是引入刺激前的 2倍 ;引入刺激 2 h后 , GH的基础分泌达到最高值 ( 377. 8± 99. 5) ng /mL,

是引入刺激前的 3. 6倍 ,该反应值也显著高于引入刺激 30 min后的反应值 ( P < 0. 05) . 随

后 GH的基础分泌出现下降趋势 , 在引入 E2 4 h后 , 该值为 ( 188. 6± 65. 2) ng /mL, 与引

入 E2前的 GH基础分泌无显著性差异 .
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图 2　 E2 ( 1μmo l /L)对不同浓度 LHRH-A和 T RH刺激的 GH分泌的影响和代表性进程

Fig . 2　 GH releasing pro files in representativ e perifusion co lumms

with pituita ry f ragments trea ted with LHRH-A and T RH

( a , e) E2作用组 ; ( b, f) 对照组 ; ( c, g) 表示在基础值之上的 GH分泌的净反应值 ( ng ) ;

( d, h) 表示 GH分泌的实际增加的比例 ;* 表示与对照组之间有显著性差异 (P < 0. 05) ;

含有相同字母标记的实验组之间无显著性差异

2. 2　 E2对 LHRH-A脉冲刺激促进的 GH分泌的影响

结果如图 2 ( a～ d) 所示 , 实验组中 , 鲤鱼脑垂体碎片经过 10～ 12 h的 HBSS+ E2 ( 1

μmo l /L )预灌流后 , GH的基础分泌值与对照组 (只经过 10～ 12 h的 HBSS预灌流 ) 无显

著性差异 ; 在对照组中 , L HRH-A的脉冲式刺激以显著的剂量依存关系刺激 GH分泌 (P

< 0. 05) . 在实验组中 , LHRH-A刺激 GH分泌的剂量依存关系并不显著 , 高剂量 LHRH-

A刺激 GH分泌的净反应显著低于对照组 (P < 0. 05) .

2. 3　 E2对 TRH脉冲刺激促进的 GH分泌的影响

结果如图 2( e～ h )所示 ,实验组中 ,鲤鱼脑垂体碎片经过 10～ 12 h HBSS+ E2 ( 1μmol /

L )预灌流后 , GH的基础分泌值与对照组 (只经过 10～ 12 h HBSS预灌流 )也无显著性差

异 , 与结果 2. 2相似 ; 在对照组中 , TRH脉冲刺激以剂量依存关系促进 GH的分泌 . 实验
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组中 , T RH脉冲刺激同样以剂量依存关系促进 GH的分泌 , 并且高剂量 T RH ( 100 nmo l /

L )刺激 GH分泌的作用比没有 E2参与的状态下显著提高 80% ( P < 0. 05) .

3　讨　论

一般认为类固醇激素的作用机制是基因调节 , 亦即通过影响基因的表达 , 改变物质的

生物合成来实现其作用 . 但在哺乳类中发现当睾酮作用于大白鼠的前列腺时 , 它参与了靶

组织中活性物质的分泌过程 , 这个作用过程并不依赖于基因调节
[5 ]
.本实验中含有 1μmol /

L E2的孵育液作用 30 min后 , 使鲤鱼脑垂体碎片分泌的基础 GH有显著提高 ,推测在这个

过程中 , E2可能直接参与了 GH的分泌活动的调节 . 此外 ,本实验中还发现 , G H的基础分

泌值在 E2 ( 1μmol /L )持续刺激 4 h后与引入前无显著性差异 , 这与本文实验 2, 3中 , 用

含 E2 ( 1μmol /L )的灌流液预灌流过夜 ( 10～ 12 h)后 , GH基础值与对照组并无显著性差

异是一致的 (图 2 (a , b, e, f ) ) . 表明在 10～ 12 h内 E2所起的作用与开始的 2 h内对脑

垂体 GH的基础分泌所起的作用可能是不一样的 , 其中的机制还有待探讨 . Lo等 [6 ]用睾酮

( T )对金鱼脑垂体细胞进行过夜预灌流后发现 , Gt H的基础分泌并无显著性变化 , 与本文

中 GH的情况相似 .

已有的研究表明 , GnRH及其人工合成的类似物 ( LHRH-A)除了调节鱼类脑垂体 GtH

的分泌以外 , 同样也调节 GH的分泌
[ 1] . 实验 2对照组中 , LHRH-A以显著的剂量依存关

系促进 GH的分泌 , 也再次证明了这一点 . 处于性腺退化期或性腺成熟早期的金鱼经过埋

植 E2处理后 , 脑垂体碎片在 s GnRH刺激后的 GH分泌量比对照组提高了 4倍 [1 ] . 而在本

文的性腺成熟期鲤鱼中 , E2对 LHRH-A刺激的 GH分泌有抑制作用 ,这可能与本实验中鱼

的性腺发育所处的状态有关 . E2对下丘脑 -垂体轴的反馈作用与鱼的性腺发育状态密切相

关 [7 ] . 这一点在 GtH中已经比较清楚 , 正反馈调节一般存在于性腺处于退化期或未成熟期

的鱼中 , 而对于性腺处于成熟期的鱼 , 性类固醇激素产生负反馈调节 [ 8] . 在 E2调节 GH分

泌方面是否也有类似的机制? 有待进一步验证 .

金鱼的在体实验中证明不同性腺发育状态下 , T RH刺激 GH分泌的作用是不同的 ,

T RH的作用在性腺成熟期 10倍高于性腺退化期
[1 ]
. 本文采用性腺成熟期的鲤鱼再次证明

T RH能以剂量依存关系刺激鲤科鱼类脑垂体 GH的分泌 , 同时 E2的存在促进 T RH刺激

GH分泌的作用 , 并且在 TRH100 nmol /L时促进作用显著 .

实验结果表明: E2能在脑垂体水平上对 GH基础分泌以及 LHR和 TRH刺激的 GH分

泌进行一定的调节 . 但这可能并不是唯一的调控机制 , 性类固醇激素对 GH分泌的调节可

能是下丘脑水平与垂体水平上分别调控的整合的结果 .
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In vitro Studies of the Effect of 17β-Estradiol on the Growth

Hormone Secretion by the Pituitary of Common

Carp (Cyprinus carpio L. )

Li Wensheng 　Lin Haoran

Abstract　 The ef fect of 17β -Estradio l on the g row th hormone secretion by the pi tui ta ry o f

common ca rp w as studied by using in vi t ro perifusion system fo r pitui tary f ragments. The

basal G H release rose signi ficant ly 30min af ter the int roduction of E2 ( 1μmo l /L) to the pi-

tui tary f ragments o f sexually ma ture common carp ( GSI: 15. 6%～ 25. 4% ) , and reached

the highest value of ( 377. 8± 99. 5) ng /mL af ter 2 h. Then it reduced to ( 188. 6± 65. 2)

ng /mL without significant di fference to the value before the E2 was int roducted af ter 240

min of the E2 t reatment. In this study , ov ernigh t E2 treatment did no t al ter the basal GH

release. But i t indicated that the effects of pro longed E2 exposure on LHRH-stimula ted and

T RH-stimula ted G H release in common carp can be exerted direct ly a t the pi tui ta ry lev el.

E2 played an inhibi tion role in the LHRH-stimulated GH release but a promoting role in the

T RH-stimula ted one.

Keywords　 17β-Estradiol, g row th hormone, thy rot ropin-releasing hormone, analog of g o-

nado tropin-releasing ho rmone, peri fusion, common carp
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