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　　垂体是鱼类重要的内分泌器官 ,参与鱼类生长、发育、生

殖、渗透压调节等各种生命活动 ,早在 20世纪 30年代就开始

了对其结构和功能的研究。有关其发育的研究在 20世纪 80

年代以前仅有零星的报道 [1 ]。20世纪 80年代以后 ,随着生

物化学技术的发展 ,各种垂体激素从不同鱼类中分离纯化并

阐明其化学结构 ,单克隆抗体技术和基因重组技术的发展 ,

使大量垂体激素的抗体商品化 ,为免疫组织化学技术在鱼类

垂体发育研究中的应用创造了条件 ;近年来 ,随着人类基因

组计划的实施 ,大量鱼类垂体激素基因被克隆 ,组织原位杂

交技术在鱼类垂体发育研究中得到了广泛应用 ;由此而发展

起来的胚胎免疫组织化学技术和整胚原位杂交技术在鱼类

垂体发育研究中被广泛应用 ,从激素蛋白乃至激素基因表达

水平对垂体发生的时空模式进行了研究。将显微注射与胚

胎免疫组织化学和整胚原位杂交技术相结合 ,通过基因剔除

和信号蛋白 mRNA的显微注射研究了斑马鱼垂体发育的信

号调节机制。通过逆转录聚合酶链式反应 (RT2PCR)和核糖

核酸酶保护分析技术 ,对垂体发育过程中激素 mRNA的表达

进行了定量分析 ,揭示了 GTH与性腺分化的关系 ,以及垂体

激素在胚胎发育的调控和胚胎早期生理功能的调节中所起

的作用。本文从垂体器官发生的时空模式、垂体器官形成过

程中的信号调节机制、垂体发生与性腺分化的关系以及垂体

激素在胚胎发育中的作用四个方面综述了鱼类垂体发育研

究的进展。

1　垂体器官发生的时空模式

Wiebke等[2 ]运用双重原位杂交技术研究斑马鱼 ( Brachy2
danio rerio)垂体早期发生的标记信号 lim3 mRNA与垂体激素

mRNA的表达 ,揭示了鱼类腺垂体发生的空间模式。首先 ,鱼

类腺垂体原基起源于胚胎前神经嵴中线处的基板外胚层 ,呈

左右对称型 ;接着原基内部细胞发生迁移 ,由最初的左右型

变为前后型 ,并构建了未来垂体各种激素细胞分布的空间格

局 ;然后所有腺垂体细胞始终保持介于间脑腹面和口腔顶部

外胚层的亚上皮位置 ,以实心细胞团的形式 ,随着口腔的形

成 ,逐渐向后迁移 ;其间激素分泌细胞按照一定的时间顺序

分化。Brachydanio rerio垂体原基尚处于胚胎前神经嵴中线

处基板外胚层时 ,催乳激素 ( Prolactin ,PRL)和促肾上腺皮质

激素 (Corticotropin ,ACTH)细胞已经分化 ,二者相间排列 ,位于

原基的两侧。原基内部 lim3阳性细胞首先向中央区域迁移

(24hpf) ,然后 lim3 阳性细胞、位于 lim3 阳性细胞与 PRL 和

ACTH细胞之间的阴性细胞向后迁移 ,分别形成腺垂体的后
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部和中部 ,PRL和 ACTH细胞向中央会聚 ,形成腺垂体的前部

(26hpf) ,垂体激素细胞的命运被决定。在以后的迁移过程

中 ,腺垂体中部细胞依次分化出促甲状腺激素 (Thyroid stimu2
lating hormone ,TSH)细胞 (42hpf)和生长激素 ( Growth hormone ,

GH)细胞 (48hpf) ,腺垂体后部细胞分化为促性腺激素 ( Go2
nadotropin ,GTH)细胞和黑色素细胞刺激激素 (Melanocyte2stim2
ulating hormone ,MSH)细胞 ,如图 1所示。有关 MSH细胞的来

源 ,目前尚不太清楚 ,可能与 ACTH细胞同时分化 ,然后向腺

垂体的后部迁移 ,也可能在较晚的时候直接由腺垂体后部的

细胞分化形成。对真鲷 ( Sparus aurata) [3 ]垂体 MSH和 ACTH

细胞发生的免疫组织化学研究表明 ,初孵仔鱼 MSH细胞分

布于腺垂体中部到后部 ,以后随着鱼体的发育 ,MSH细胞数

量日益增多 ,并移至过渡叶神经分枝的周围。其他学者对

Brachydanio rerio的研究[4—6 ]也证明其腺垂体原基起源于胚

胎前神经嵴中线处的基板外胚层。

图 1　Brachydanio rerio垂体形成示意图 (引自Wiebke , et al , 2003)

Fig. 1　Schematic drawings summarizing Brachydanio rerio pituitary formation and patterning (from Wiebke , et al ,2003)

Brachydanio rerio腺垂体起源于前神经嵴处基板外胚层 ,垂体原基分Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ三个区 ,沿左右轴方向排列。Ⅲ区细

胞首先分化为 PRL和 ACTH细胞 (第一个箭头)。Ⅰ区细胞向后迁移 ,形成垂体后部 (第二个箭头) ,PRL 细胞和

ACTH细胞向中线处会聚。Ⅱ区细胞分化为 GH细胞和 TSH细胞 ,并向后迁移形成垂体中部 (第三个箭头)。Ⅰ区

细胞分化为 GTH细胞 ,MSH细胞的发生目前还不太清楚 ,可能在原基的两侧与 ACTH细胞同时分化或者在 ACTH

细胞迁移到腺体前部后在 ACTH细胞所在区域分化 ,然后迁移到Ⅰ区 ,也可能在较晚的时候直接由Ⅰ区内细胞分

　　　　 化形成

The pituitary anlage is patterned along its mediolateral axis while still organized as a placode at the anterior neural ridge (different

domains indicated by Ⅰ,Ⅱ,Ⅲ) . Later almost cells specify first into lactotropes and corticotropes ( First arrow ; Ⅲ→AM/ P) .

Medial cells are the first to move into the head , ending up in posterior regions of the gland , while lateral lactotropes and corti2

cotropes converge toward the midline before moving inwards (second arrow ; cell movements indicated by curved gray arrows) to

end up in anterior regions of the pituitary. Somatotropes and thyrotropes , postulated to derive from intermediate positions of the

placode (Ⅱ) differentiate in intermediate regions of the pituitary after they have moved into the head (third arrow ; Ⅱ→S/ T;

movement indicated by curved gray arrows) . Gonadotropins are hypothesized to derive from medial regions of the placode ( Ⅰ)

and to differentiate last in posterior regions of the gland (fourth arrow ;Ⅰ→G) . The development of melanotropes is currently un2

clear ; however , it appears to occur in one of two possible ways(fourth arrow) . They either differentiate together with corticotropes

in lateral regions of the placode/ anterior regions of the gland , and move posteriorly afterwards (marked in blue) . Alternatively ,

　　　　　 they could differentiate later in posterior regions of the gland (marked in black)

　　神经垂体起源于间脑腹面漏斗体 ,在垂体发生过程中与

腺垂体结合。现有资料表明其发生过程为 :首先间脑腹面漏

斗体与腺垂体原基接触 ,神经垂体开始发生 ;接着可观察到

源于间脑的神经分泌纤维进入腺垂体细胞间 ;以后随着垂体

的发育 ,神经垂体明显 ,位于垂体的背上方 ,此时垂体呈长条

形 ,腺垂体三个区域呈前后型排列 ;最后神经垂体发出分枝

进入腺垂体各部 ,神经垂体或仍然位于腺垂体的背方 ,发育

为前后型垂体 ,或深入腺垂体中形成背腹型垂体 [7—12 ] ,如图

2所示。此外 ,有资料表明[10—12 ]间脑漏斗体分离出来的细胞

参与腺垂体过渡叶的形成。有关鱼类垂体发育还有许多报

道[13—22 ]。以上研究表明鱼类垂体与哺乳动物[23 ]一样属双

起源 ,即腺垂体起源于位于胚胎前神经嵴中线处的基板外胚

层 ,随着胚胎头部翻转形成口凹上皮 ,口凹上皮增厚形成垂

体原基 ,神经垂体起源于间脑腹面漏斗体 ;除少数原始的硬

骨鱼类 ,如海鲢 ( Elope saurus)和遮目鱼 ( Chanos chanos)腺垂

体形成过程中出现了和哺乳动物拉克氏囊 (Rathke’s pouch. ,

RP)相似的空腔[19 ] ,鲑科、鲱科和无腹鳍鱼类出现裂腔外 ,绝

大多数硬骨鱼类早期腺垂体以实心细胞团的形式从背方与

口腔顶部外胚层分离 ,随着口腔的形成和间脑的发育 ,始终

保持介于间脑腹面和口腔顶部外胚层之间的亚上皮位置 ,被

动地向内迁移 ,与爬行类、鸟类、哺乳类不同 ,而与两栖类类

似 ;且不论成鱼垂体为何种类型 ,仔鱼垂体均为前后型 ,与哺

乳动物早期的背腹型垂体明显不同。由此可见 ,研究垂体发

生可为动物的演化提供证据。

不同鱼类垂体激素细胞分化次序存在差异。在 Brachy2
danio rerio[2 ] ,PRL、POMC、TSH、GH、GTH细胞依次分化 ;在虹
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鳟 ( Oncorhynchus mykiss irideus ) [16 ] , PRL、MSH、GH 和 ACTH、

TSH、GTH 细胞顺序分化 ;而在大麻哈鱼 ( Oncorhynchus ke2
ta) [7 ] ,PRL、GH、ACTH细胞首先分化 ,然后 MSH、TSH细胞分

化 ,最后 GTH细胞分化 ,出现此种差异的原因有待研究。不

同鱼类同种激素细胞分化的时间亦存在明显差异。Raul

同 等[8 ]比较海水、淡水和溯河洄游鱼类 PRL、GH、SL、ACTH细胞

分化时间与胚胎发育时期的相关性 ,发现此四类细胞分化时

间与生活水体的渗透压密切相关 ,溯河产卵鱼类在胚胎较早

的时期分化 ,淡水鱼类出膜前期或出膜期分化 [7 ,16 ,24 ,25 ] ,河口

生活的半咸水鱼类出膜期分化[19 ] ,海水鱼类出膜后分

化[14 ,15 ,17 ,26 ]。此外 , Ayson 等[27 ]发现莫桑比克非鲫 ( Ore2
ochromis mossambicus) PRL细胞分化的时间与孵化水的盐度密

切相关。PRL、GH、SL细胞分化时间受水体渗透压的影响可

能与其参与渗透压调节有关 [28 ,29 ] ,而 ACTH细胞分化受水体

渗透压的影响的原因不清楚。Tanaka等[17 ]比较 13种鱼 (海

水鱼 11种 ,淡水鱼 1种 ,海河洄游鱼 1种)的垂体发生发现

GH、PRL细胞分化的时间与鱼卵的性质有关 ,产小型漂浮性

卵者 GH、PRL细胞出膜后分化 ,产大型沉性卵者 GH、PRL 细

胞出膜时已经分化 ,且 GH、PRL细胞分化的时间总是与眼色

素出现的时间一致。

图 2　鲇 ( Silurus asotus)脑垂体发生模式图 (引自唐以杰 ,2002 ,经处理)

Fig. 2　Schematic drawings summarizing Silurus asotus pituitary formation and patterning (from Tang YJ ,2002)

NH:神经垂体 Neurohypophysis ; RPD :腺垂体前叶 Rostrlis pars distalis ; PPD :腺垂体间叶 Proximal pars distalis ; PI :腺垂体过

　　　　 渡叶 Pars inermedia

2　垂体器官形成过程中的信号机制

动物体的发育过程中 ,不同类型细胞的发生和分化的分

子机制是生物学研究的一个关键问题 ,作为脊椎动物十分重

要的内分泌器官之一的垂体 ,其不同类型激素细胞起源于共

同的原基 ,因此 ,垂体也是研究不同类型细胞发生和分化的

分子机制的模式器官。

对哺乳动物的研究表明 ,胚胎期垂体激素细胞的增生以

及分化方向的确定由多种内源性和外源性信号分子以及它

们所诱导激活的转录因子按照精确的时间和空间顺序来共

同控制。参与腺垂体发育的外源性信号分子有来源于间脑

腹侧的成纤维细胞生长因子 (Fibroblast Growth Factor ,FGF)、骨

形态发生蛋白 (Bone Morphogenetic Proteins , BMP)、Wnt基因家

族和来源于口腔外胚层的 shh(Sonic hedgehog) ;内源性分子包

括在发育中的垂体内表达的 BMP2和 Wnt4、在垂体下方的腹

侧间充质细胞内表达的 IHH、Wnt4和 BMP2以及在垂体尾侧

间充质内表达的 Chordin ;转录因子包括 Rpx/ Hesxl、Prop21、

Pax6同源结构域蛋白、垂体同源框 (pituitary homeobox Pitx)中

的 Pitx1和 Pitx2、POU结构域蛋白中的 PIT21和 GATA转录因

子家族中的 GATA22以及 LIM同源结构域蛋白的众多成员 :

Lhx23 (P2Lim/ mLim3)、Lhx4 ( Gsh4)、Lhx2和 Isl21 [30 ]。

有关鱼类垂体器官形成过程中的信号机制远不如哺乳

动物清楚 ,仅在 Brachydanio rerio进行了一些研究 ,其中研究

最深入的是 Hh ( Hedgehog)信号系统。Jennifer 等[5 ]研究 Hh

信号的特异性拮抗剂环杷明 (Cyclopamine)处理不同时期的胚

胎 (5、8、10hpf ,15、20hpf ,24、30 hpf)对垂体标记信号 lim3以及

受 Hh信号正调控的 nk2. 2的表达和垂体前部 PRL、SL 免疫

阳性细胞数量的影响 ,阐明了 Hh信号在腺垂体发育不同时

期的作用 ,即胚胎发育的早期阶段 (5—10hpf) , Hh信号对垂

体器官的诱导是必需的 ;15—20hpf Hh信号对垂体原基前部

细胞命运的决定至关重要 ,且有助于细胞沿垂体前后轴分布

的空间模式的建立 ;24—30hpf则是腺垂体前部 nk2. 2表达不
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需要 Hh信号的过渡时期。通过研究胚胎早期 shh和 twhh与

Hh应答基因 ptc1和 nk2. 2以及垂体标记信号 lim3和基板外

胚层的标记信号 eyaB表达的位置关系 ,发现参与腺垂体发

育调控的 Hh信号来源于与基板外胚层相邻的神经外胚层 ,

且 Hh信号在 lim3表达前 1—2h表达 ,参与垂体器官的诱导。

Wiebke等[2 ]对 Brachydanio rerio shh突变体 ( syu)胚胎垂体发

生的研究也证明 shh在斑马鱼垂体形成过程中对垂体细胞增

殖、不同垂体激素细胞世系的决定及垂体细胞的终端分化中

起着重要的调控作用。通过对与 Hh信号调节通路有关的各

种突变体所发生的各种垂体缺失情形的研究 ,也证明来源于

神经外胚层的 Hh信号对鱼类垂体的诱导和空间模式的建立

是必需的[31—35 ]。此外 ,Glasgow等[36 ]发现哺乳动物 LIM同源

异型结构域蛋白 LHX3的同源基因产物 lim3在斑马鱼垂体

原基中表达 ,调控垂体原始细胞的增殖 ,可作为垂体发生的

标记信号 ;成纤维细胞生长因子 ( FGF)、骨形态发生蛋白

(BMP)在 Brachydanio rerio 垂体诱导和形成中也起直接作

用[5 ,37 ]。有资料表明 , Brachydanio rerio中许多影响间脑腹面

发育的突变体其垂体所受的影响较 shh 突变更为严

重[36 ,38 ,39 ] ,这证明还有其他的下丘脑信号参与了垂体发育的

调控。

3　GTH细胞发生与性腺分化的关系

鱼类性腺发育受垂体分泌的 GTH的直接调控 ,从二十世

纪八十年代末开始有关垂体 GTH细胞发生与性腺分化的关

系受到了众多学者的关注 [13 ,16 ,20 , 18 ,40—45 ]。鲑科鱼类和月光

鱼 ( Xiphophorus maculates) GTH Ⅰ细胞性腺分化前分化 ,卵黄

生成和精子发生时 GTH Ⅱ细胞出现[13 ,16 ,18 ,40—42 ]。牙汉鱼

( Odontesthes bonariensis) [43 ]和 Sparus aurata[44 ] GTH Ⅰ和 GTH

Ⅱ细胞均在性腺分化前出现 ,但 Sparus aurata GTH Ⅰ细胞早

于 GTH Ⅱ细胞分化 ,且随着性腺发育 ,幼鱼和成鱼中 GTH Ⅰ

和 GTH Ⅱ细胞数量日益增加 , Odontesthes bonariensi 则相反 ,

GTH Ⅱ细胞早于 GTH Ⅰ细胞分化 ,且 GTH Ⅰ和 GTH Ⅱ细胞

数量在不同温度条件下均在温度控制性别的关键时期增加 ,

之后到出膜后 11周 , GTH Ⅰ细胞数量减少 ,最后消失 , GTH

Ⅱ细胞数量暂时减少 ,以后逐渐增加。非洲鲶鱼 ( Clarias

gariepinus)垂体无 GTH Ⅰ细胞 ,对雄性 Clarias gariepinus GTH

Ⅱα和β亚基的放射免疫、免疫组织化学和原位杂交研究 ,

发现 GTH Ⅱ细胞在性腺分化前分化 ,伴随着精母细胞的出

现 ,GTH Ⅱ特别是 GTH Ⅱβ亚基水平、GTH Ⅱ细胞数量及染

色程度均急剧增加[45 ]。以上研究表明 : GTH不仅对鱼类性

腺发育起着调节作用 ,而且与鱼类性腺分化有关 ,且不同的

鱼类 GTH Ⅰ和 GTH Ⅱ甚至 GTH Ⅱ的不同亚基在性腺分化

中起着不同的作用 ,其作用机制有待研究。

4　垂体激素在胚胎发育中的作用

近年来运用 RT2PCR ,结合 Northern杂交、Southern杂交或

核糖核酸酶保护分析等技术对鱼类早期发育过程中垂体激

素基因表达的研究 ,发现除 GTH mRNA外其他垂体激素的

mRNA常先于垂体器官形成前表达 ,甚至在成熟卵、受精卵中

存在。Oncorhynchus mykiss [46 ]的成熟卵、受精卵、受精后早期

胚胎 (6h21dpf ) 中均有 GH、PRL 和 SL mRNA 表达 ,之后其

mRNA水平降低甚至消失 ,器官奠基的原肠期该 mRNA重新

出现并逐渐升高。大雀鳝 ( Atractosteus spatula) [47 ]和橙点石斑

鱼 ( Epinephelus coicoides)中 GH[48 ]、PRL[49 ] mRNA、鲤鱼 ( Cypri2
nus carpio)中[50 ]ACTH、a2MSH mRNA水平也存在类似的变化。

GH、PRL、SL、ACTH和 a2MSH mRNA在成熟卵细胞中储存 ,表

明其作为一种母性信号 ,可能参与早期胚胎发育的调控 , GH

和 PRL刺激细胞分化和增殖的作用在哺乳动物体外培养细

胞的研究中得到了证实 [51 ,52 ]。鉴于器官奠基的原肠期垂体

激素 mRNA表达增加 , Sparus aurata[53 ]和 Oreochromis mossam2
bicus[54 ]胚胎发育早期 PRL 受体 mRNA水平在原肠期也明显

升高的事实 ,学者们推测垂体激素可能还参与了器官发生的

调控。至于垂体器官形成前胚胎中垂体激素 mRNA的来源 ,

YANG等[46 ]认为可能由原始垂体细胞或早于垂体形成的神

经系统产生 ,因为鱼类同哺乳动物一样 ,垂体激素基因的表

达受转录因子 Pit21的调控 [55 ] ,在哺乳动物 ,Pit21的表达表现

为两阶段模式 ,受精后 10—13d Pit21在大鼠胚胎的神经板和

神经管表达 ,以后消失[56 ] ,受精后 16d ,Pit21重新出现 ,并只

在垂体前部合成[57 ,58 ]。多数学者认为胚胎早期垂体激素

mRNA的表达与胚胎生理活动的调节有关 ,如 ACTH和a2MSH

mRNA的存在是胚胎对孵化这一应激反应的适应[50 ] ; PRL

mRNA的表达与胚胎和仔鱼渗透压的调节有关[59 ,60 ] , Sparus

aurata[53 ]胚胎卵黄囊上的泌氯细胞具有 PRL 受体分布 , PRL

可能通过调节泌氯细胞的活动或其他机制参与胚胎渗透压

的调节 ; Oncorhynchus mykiss[61 ]和 Sparus aurata[62 ]卵和早期胚

胎中存在 GH mRNA和 IGF2Ⅰ、ⅡmRNA ,进一步研究发现

IGF2ⅠmRNA随着 GH mRNA的表达增加而增加 [63 ] ,表明 GH

通过 GH2IGF系统调节胚胎的生长。此外 ,PRL 刺激小软鳍

鱼科鱼类孵化酶分泌 ,影响胚胎出膜的时间 [24 ]。

5　小结与展望

20多年来 ,对近百种鱼特别是对模式动物———斑马鱼垂

体发育的研究 ,逐渐弄清了鱼类垂体的起源及其图式形成

(Pattern formation)过程 ,现有的研究资料表明不同鱼类其垂

体的结构和激素细胞分化的时序存在明显的差异 ,因此 ,随

着整胚原位杂交技术和特异性更强的垂体激素反义 RNA

(cRNA)探针在鱼类垂体发育研究中的应用 ,将进一步揭示垂

体各种激素细胞的起源和不同鱼类垂体图式形成过程的差

异 ,为鱼类系统演化提供证据。鱼类垂体器官形成过程中的

信号调节机制方面的研究还很不深入 ,特别是关于腺垂体与

神经垂体的协同发育方面资料很少 [8 ] ,随着抑制性差减杂交

(Suppression subtractive hybridization ,SHH)技术、发育基因的启

动子分析等现代技术的应用 ,将发现更多参与鱼类垂体发育

调控的信号因子 ,并阐明其调控机理 ,甚至可以构建与人类

垂体疾病相关的鱼类模型 ,对控制人类巨人症、侏儒症等垂

体疾病的发生将会有极大的帮助。有关 GTH在鱼类性腺分
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化 ,其他垂体激素在胚胎发育调控方面的作用仅为推测 ,尚

缺乏直接的证据 ,有待深入研究。
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