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刺激导致离体灌流培育的鲤脑垂体迅速产生显著的 �� � 分泌峰
,

�� � 分泌在刺激后 �� � ��

内恢复到基础水平
。
呼� � � � � � �� �

� � � � � 一 � 持续性刺激导致灌流培育的鲤脑 垂 体 �� � 分

泌出现脱敏反应
,

整个过程包括刺激后迅速的 �� � 分泌峰相和随后持续低水平的 �� � 分

泌相
。
无 � �� 十 的灌流液或用 � � � � 鳌合了 灌流液中的 � ��

�
对灌流培育的鲤脑垂体基础

�� � 分泌没有影响
,

但导致脑垂体对 �� �� � �� � � �� �
�� � � � 一 � 刺激的 �� � 分泌反应显著

降低以及脑垂体对持续性 �� � � � � � �
� � � � �

一
� 刺激的 � �� 分泌的脱敏反应消失

,

而仅出现

低水平的 � � � 分泌反应
。

关键词 蛙 � � � � 类似物
,

促性腺激素
,

钙离子
,

鲤

在哺乳类
,

一般认为促性腺激素释放激素 ��
� � � � 从下丘脑以脉冲式释放后促 进

脑垂体促性腺激素 �� �� � 的间竭性分泌
,

脑垂体对 � � � � 刺激的 � �� 分泌反 应 依

赖于 � � � � 刺激的持续时间
、

频率和幅度大小等【�一 �� 。

重复引人脉冲式 � � � � 刺激后
,

脑垂体可保持长时间对 � � � � 刺激的脉冲式 � �� 分泌反应
,

但若引人高剂 量 � � � �

或其高效类似物的长时间持续性刺激
,

则可迅速导致脑垂体 � �� 分泌细胞对进一步的

� � � � 刺激的脱敏
�� 一 ‘, 。

脱敏是脑垂体 � �� 分泌细胞的一个重要特性
,

其机理尚未被完

全 阐明
,

但一般认为包括 � � � � 受体的下调 ��
� � � 一 � � � �� � �� � ��

、

� �� 合成的抑制以及

更重要的 � � � � 受体与细胞内效应物之间的解偶联
〔,

,

”。 在受体后调节机理中
,

��
� �

依

赖的电位敏感性 ��
� �

通道 �� �� � � 的失活是促进脑垂体 � �� 分泌细胞开始脱 敏 的

重要因素 〔,〕。

在硬骨鱼类 中
,

有关脑垂体 � �� 分泌反应动力学特性的研究报道甚少
。

鱼类脑垂

体 � �� 分泌是否存在脱敏反应也无一致的结果
【�� 一”, 。 本文采用离体灌流培育 ���

� �� �
�

��� � � 方法
,

研究脉冲式和持续性蛙 � � � � 高效类似物
�� � � �

一� ��
� � ‘� � � , � � � � � � � ,

� ��
一� � � � � 对鲤脑垂体 �� � 分泌的刺激作用 以及细胞外 ��

� 十

对 � � � � �
一� 作 用

的影响
。

高佼博士点科学基金和加拿大 国际发 展研究中心 �� � � � � 资助的 课题
。

� � 通讯联系人
。
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� 材料和方法

性腺正在发育的鲤 �� ��� �� � � � � � ��� � �� � � � � ��
,

不分性别
,

体重 � � �
�

� 士 � �
�

��
,

性

腺成熟系数为 ��
�

� 士 �
�

� �
,

购 自广州农贸市场
。

实验前在室温和 自然光周期下暂养于室

内水族箱内
。

鲤脑垂体碎片离体灌流培育系统参照金鱼脑垂体碎片的离体灌流培育系统
〔‘” ,

仅稍

作修改
。

鲤断头放血后
,

取 出脑垂体制备成小于 �� �
,

的碎片
。

将每份相当于半个脑垂

体的碎片分别转移到四个 �
�

� � � 的灌流培育室中
,

并置于两层 � �� � � � � 微载体之间
。

脑

垂体碎片用 �� � 培养液�含 � � � � � 盐溶液
、

� � � � � �� � � � �� � 和 � ��� � � � 制霉菌 素 �

预灌流过夜 �� 一 ���
,

�� �� � �
。

实验前 ��
,

用含 � � � � � �� � � � ��  和 �
�

�多 牛血清白

蛋白的 � � � �� 盐溶液 �简称 � � � �� 代替 �� � 培养液继续预灌流 ��
,

并在 最 后 �� � ��

收集每 �� � �� 一管的样品
,

测定灌流前平均 � �� 分泌值
。

预灌流后
,

四个灌流柱的脑

垂体碎片分别用正常 � � �� �对照�
、

无 � � � 十
� � ��

、

含 �
�

� �� � � �� � � � �  和含 �� � � � � �

� �  � 的 � � �� 灌流 �� ,

然后分别引人一个 ��  ! ∀ #! � ∃ % & ∋
() !∗ +

一
A 脉冲式刺激

,

继续分别用上述灌流液灌流 lh ; 或分别用含有 10n m ol /L
sG nR H 一

A 的上述灌 流 液 持

续性灌流 4h
。

脉冲式和持续性实验分别重复四次
。

引入脉冲式或持续性
sG nR H 一

A 刺

激之前
,

收集每 10 m in 一管的样品 (lh
,

共 6 管)
.
引人刺激后改为每 sm in 一管

。

样

品贮于 一 28 ℃ 待测
。

灌流温度为 19 士 l℃
。

无 c a+
+H B SS 为缺 Ca CI

:
的 H B SS

,

另 加

100卜m o l/ L E G T A 。 s
G

n
R H

一
A

( 美国加州 Salk 研究所赠送)用 H B SS 配制成 10卜m o 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
。

样品中 Gt H 含量的测定采用本 实验室建立的鲤成熟 G tH 的放射免疫测定法
。

脉

冲式刺激产生的 G tH 分泌反应的定量分析方法参照 H abi bi 等
〔131 即把脉冲式刺激引人

前 lh 的样品的 G tH 含量平均值作为平均基础分泌值 (Pr
epul se)

,

把脑垂 体 对 脉 冲

式 sG nR H 一
A 刺激的 G tH 分泌反应定量为 30 m in 内 G tH 分泌反应值之和

,

再把 此

值转换为平均基础 G tH 分泌值的百分数 (多Pr
e
Pu ls

e
)
。

各数据以平均值 士 标 准 差 表

示
,

在不 同灌流液中脉冲式
sG nR H 一

A 刺激的 G tH 分泌反应平均值 以及不同灌流液灌

流前后平均基础 G tH 分泌值的差异分别采用 D u nc an 氏新复极差 检 验 和 t检 验
,

当

p < 0. 05 时
,

认为差异显著
,

在插图中用不同字母表示
。

2 结果

用正常 H B SS 灌流培育的鲤脑垂体碎片接受 Zm in 脉冲式 10n m ol /L
sG n R H 一

A 刺

激后迅速产生一个显著的 Gt H 分泌峰
,

在刺激 lom in 内 Gt H 分泌达到峰值
,

然后下

降
,

在刺激后 30m in 内 G tH 分泌都能恢复到基础水平 (图 l
,

A
)

。

用无 Ca+
+H B sS 或

含不同浓度 E G T A 的 H B ss 灌流培育的鲤脑垂体的基础 Gt H 分泌水平与预灌流时相

比没有显著差异 (表 1) ;但对 Zm in 脉冲式 10 nm ol /L
sG nR H 一

A 刺激没有产生明显的

Gt H 分泌峰
,

在 sm m o l/L E G T A 存在下
,

脉冲式
、G n R H

一
A 的 Gt H 释放作用基本消

失(图 1
,

B

、

C

、

D
)

。

不同灌流液灌流培育的鲤脑垂体对脉冲式
。G n R H

一
A 刺激的 Gt H 分

泌反应的定量分析结果见图 2
。

用正常 H B SS 灌流培育 的 脑 垂 体 对 Zm in 10 nm ol /L
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表 1 sG n R H
一

A 脉冲式刺激引人之前不 同滋流液滋流前和滋流期间平均 G tH 墓础水平

(n g /m l) 的比较 (n 二4 )
T a b

.

th e

C o m p a ris o n s o n th e m e a n o f b a sa l G tH le
v e ls (

n g / m l) P
r io r to

P e r if u s io n o f d if fe re n t so lu rio n s b u t b e fo
re th e in tr o d u e tio n o f lo n m o l

p u ls e s (
n = 斗

)

a n d d u rin g

sG n R H
一
A

。 tH
_

健
流液 ¹

一
_

水
甲 \时间» 一一 \

smmol/L
HBSS EGTA十 H B S S

1
·

2
5 m m

o
l
/

L

E G T A 十 H B S S

无 C a++ (C a++

一
f
r e e

)

H B S S

灌流前(预灌流)
B efo re T rea 之m e n r 6 8

.
3 士 11

.
1. 77

.
9十 17

.
7
. 8 4

.
4 士 20

.
5 “ 7 4

.
4 土 21

.5a

灌流期间
D u rin g T rea tm en 〔

6 4
.
9 + 1 0

.
o b

7 6
.
5 + Z I

.
o
b 8 3

.
3 士 19

.ob 77 .9十29
.
6 b

¹ P e r ifu s io n so lu tio n º G tH Ie
v e ls À T im e

5 ta ri stie a lly sig n i fic a n t d iff e re n ce s
a t P < 0

.
0 , a r e i n d i c a t e d b y s u p e r s e r i p t s : a n o t d i f f e r e n t f r o m

b ( 5 t u d e n t ’ 5 t t e s t

)

.

! 0 0

s
G

n
R H

一
A

+

.
A g

8 O

s
G

n
R H

一
A

杏
。

6 O

人

40 卜. . . . . ~ 叫

H B S S

.-

一
.
一

闷

C a 什
一
f r e e

H B S S

2 0

1 0 2 0 3 0 1 O 2 0 3 O

1 0 0

8 O

D

�一三\灿��H工O

s G n R I王
一

A

+

_

60

4 0 卜一

一- 闷

2。
L

H B S S
t .

m m 。 }厂I
_
盆C 护 飞

H 日;; 5

生0 20 30 10 20 30

收集管号 F raetion N o
·

图 l 不 同灌流液中基础的和 Zm in 10n m
“
l/ L

“
G
n
R H

一
A 刺激的 G tH 分泌过程

F ig
. 1 B a sal a nd Z一 m i

n 1 0 n m
o
l
/
L

s
G

n
R H

一
A

一 s t
i m

u
l
a t e

d G
t
H

r e
l
e a s

i
n g p r o

f i x
e s

i
。

r e p r e s e n ta t i
v e p e r i f

u s
i
o n c o

l
u
m

n s
d
u r

i
n g p e

r
i f

u s
i
o n w i

t
h d i f f

e r e n t s o
l
u t

i
o n s

sG

n
R H

一
A 刺激的 G tH 分泌反应值显著高于用无 Ca

+ 十
或含不同浓度 EG T A 的 H B SS

灌流培育的脑垂体的反应值
。

无 C a+
十

H B
SS 以及含不同浓度 E G T A 的 H B SS 灌流培

育的脑垂体的 G tH 分泌反应值之间无显著差异
,

但在 sm m ol /L E G T A 存在下
,

G
t

H

分泌反应值最低(图 2)
。

与脉冲式刺激实验相似
,

在接受持续性 10n m
ol/L sG nR H

一
A 刺激前

,

用正常 H B ss
、

无 c a+
+ H B SS 或含不同浓度 EG T A 的 H B SS 灌流培育的鲤脑垂体的平均 基 础 Gt H

分泌水平与预灌流时没有显著差异 (表 2)
。

在引人 10nm ol /L
sG n R H 一

A 持续性 刺 激
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后
,

用正常 H B ss 灌流培育的鲤脑垂体的 Gt H 分泌反应是双相的
,

包括 Gt H 迅速分泌

和脱敏两个过程
,

首先是迅速的 Gt H 分泌峰相
,

峰相持续约 20 m in; 然后 Gt H 分泌下降

到略高于基础分泌的 低水平分泌相 (约为基础分

泌水平的 150 外)
,

并一直维持低水平且逐渐下降

的趋势(图 3
,

A
)

。

用无 c
a++
或含不同浓度 E G T A

的 H B SS 灌流培育的脑垂体的 G tH 分 泌 没 有

明显的双相反应
,

它们的 Gt H 分泌峰相消失
,

整

个 G tH 反应过程保持低的 (约为基础分泌水 平

的 150肠 或更低) 且逐渐下降的分泌水平 (图 3
,

B

、

e

、

D
)

。

H B S S

1 J O

1 1 0

IO n n l o
l
/
L

s
G
n
R H

一

A A

s
m m

o
l / L E G T A

+
H B S S

90703050907050

�

5
1
。>。工三do�艺P门ouo

3 讨论

本结果表明 Zm i
n 脉冲式 lon m ol/L

:G nR H -

A 刺激可产生显著的 G tH 分泌峰
,

但持续性的

10n m ol/L sG nR H
一
A 刺激并没有导致持续 性 的

Gt H 分泌增加
,

而是产生双相的脱敏反应
。

在 哺

10n
m-o
l/L sG nRH 一

A B

1
.
2 5 rn m

o
l / L E G T A + H B S S洲30107090(l任、“口�降汤蛋超峡塑望

10nm ol/L sG n R H
一

A

{

n 二 4 j

门�内�O加乃20

�勺的一,d,
�
d

15 0

) 0 0

5 O

O

5
O

{ 」日

一o n m o l乙L
sG nR H 一

A D

907030

护)‘的uo。的.�匆的门山工‘�

过倒斑次H工O

H B S S 1
.
2 5 5

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

E G T A E G T A

+ +

玉IB S S H B S S

C a
十+ 一

F r e e

1 0 2 0 3 0 4 0
50 6 0

H B S S

( 无 C
a 什H B SS )

收集 管号 F raetion N o
.

图 2

F ig
.
2

不同灌流液中 Zm in lon m ol/L sG nR H 一
A 刺

激的 G tH 分泌反应值的比较
C o m p ariso n of Zm in lon m o l/L

5tlm u lated G tH

d i

release

sG n R H 一
A
-

w i
t
h

f f
e r e n t

i
n P e r

i f
u s

i
o n

s o
l
u t

i
o n s

图 3 不同灌流液中基础的和 4h IOnm ol /L
sG n R H 一

A 持续性刺激的 G
:H 分泌的过程

F 19
·

3 B

a s a

l

a n

d

c o n t

i

n u o u s

(

4
h

)

1 0

n

m

o

l
/

L

s

G

n

R H

一
A
一 s t

i m
u

l
a t e

d G
t
H

r e
l
e a s

i
n
g p

r o
f i l

e s
i
n r e

p
r e s e n t a t

i
v e p e r

i
·

f
u s

i
o n e o

l
u

m
n s

d
u r

i
n g p e r

i f
u s

i
o n w i

t
h

d i f f
e r e n t s o

l
u t

i
o n s

乳类
,

一般认为 G n R H 的生理作用方式是脉冲式的
。

在硬骨鱼类
,

目前还没有直接 的证

据表明 G n R H 的分泌和作用形式
。

一些鱼类的离体研究表明脉 冲 式 (Zm in 或 sm in)

的 G nR H 刺激可以产生剂量依存的 G tH 分泌反应
〔, , , ‘4] ,

这些结果间接说明鱼类 G nR H

的生理作用方式是与哺乳类相似的
。

1
0n m

“
1 /
L s G n R H

一
A 持续性刺激导致灌流培育的鲤脑垂体产生的 Gt H 分泌 脱 敏

反应
,

并且脱敏反应形式与哺乳类脑垂体 Gt H 分泌细胞脱敏过程中双相的 Gt H 分泌
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衷 2 SG n R H
一

A 持续性刺激弓!人之前不同滋流液滋流前和滋流期间平均基础 G tH 水平

(n g /m l) 的 比较 (n 二4 )
T ab

.2 C om p ariso ns on the m ean o f b asa l G tH leve ls (
ng /m l) befo re and d u rin g

treatm en t w ith d ifferent P erifu sion so lu tio n s b u r P rio r to the co nri卒u o u s e x P o s u r e

t o l o n m o l / L
s G n R H

一
A

(

n
= 4

)

一-
~
三i牡犯砰鱼之樱产

¹
时l司» 、火火

smmol/L
HBSS

EGTA 十 H B S S

1
.
2 5 m m o l/ L

E G T A 十 H B S S

无 C a+ +

(C
a++ 一

f
r 。 e

)

H B S S

灌流前
B efo re T reatm ent

48 .9士 10
.1. 48 .0 士7

.4 ‘ 5 8
.

7 + 1 4 5 5

.

5 士9
.0吕

灌流期间
D u rin g T reatm ent

51
.
7土 11

.
sb 49

.2 土8
.
5b 62 .5 + 16

.
3b , 5

.
1士9

.zb

注: ¹ 一À 表注同表 l.R em arks a re sim ilar to :h ose in ra b

十分相似
【‘

,
, , 。 在罗非鱼 (T il

apia g alila。a ) 中
,

脑垂体细胞并没有因长时间 G n R H 高

效类似物 (约 0
.
12 8n m ol/L ) 的刺激 而 脱 敏

〔川
,

1 0 o
n

m
o

l
/

L 同 样 的 G n R H 类 似 物

(A l
a‘
p
r o ,

N E t
一
L H R H

) 刺激也能促使非洲站鱼 (C l
arias garieP in us) 脑 垂 体 碎 片 的

G tH 分泌持续增加至少 3h
〔‘2 , 。 最近

,
H

a
b i b i 等报道金鱼脑垂体接 受 zh 的 :G n R H 或

鸡 G nR H 一
n 持续性刺激后发生 G n R H 受体下调

,

并导致 G tH 分泌对进一 步 G n R H

肤刺激的脱敏
。

由此可见
,

在不同种鱼类中离体脑垂体对 G nR H 或其高效类似物持续

性刺激的反应并不一致
,

这可能是由于不同实验中所用 G n R H 肤类型
、

剂量以及实验设

计不同所致
。

据本结果
,

可看出鲤脑垂体 G tH 细胞存在脱敏反应
,

并与高等脊椎动物脑

垂体 Gt H 细胞的反应特性一致
。

本 结果证明无细胞外 ca+
+
存在下

,

对灌流培育的鲤脑垂体的基础 Gt H 分泌水平

没有影响
,

这与作者以前的结果
1)以及哺乳类中的研究结果是一致的

“ 6] ,

说明脑垂体基础

G tH 分泌不依赖细胞外 ca
+十。

相反
,

脉冲式 :G n R H 一
A 刺激的鲤脑垂体离体 Gt H 分

泌依赖于细胞外 Ca+ +
,

无细胞外 c a+
十

或用 E G T A 鳌合 ca+
十

后
, s

G
n

R H

一
A 刺激的

G tH 分泌反应显著下降
。

在硬骨鱼类
,

G
n

R H 刺激 G tH 分泌作用的 ca+ 十
依赖性已在金

鱼
‘, , ,和月鲤 (ch

a , n a a s i a t i c a
)
〔‘吕,
中报道

。

因此
,

G
n

R H 刺激鱼类 G tH 分泌的机理可

能与哺乳类的相似
,

也包括 Ca+
+
参与的第二信使系统

。

在哺乳类
,

高浓度 (sm m
ol/L )

E G T A 可鳌合细胞外 c a+ 十 和细胞内 c a+
十
贮存t191

,

本结果 中 含 , m m ol / L E G T A 的

H B sS 使
sG nR H 一

A 的 G tH 释放作用降低的幅度最大
,

说明 G nR H 作用机理也包 括

细胞内 Ca+
+
的变化

。

本结果中细胞外 c a+
十

不仅影响脉冲式 sG nR H 一
A 的作用

,

而 且 也 影 响 持 续 性
:G n R H 一

A 的作用
。

细胞外 Ca+
十

对持续性 G n R H 作用的影响在其它鱼类中尚无报道
。

在哺乳类
,

细胞外 ca
十十

是产生脱敏所必需的『2。, ,

G
n

R H 作用过程 中引起 ca
++
依赖 的

V SC C 失活是脑垂体 G tH 细胞开始脱敏的主要因素
。

本结果表明无细胞外 c a+
+
存在

下
,

持续性
sG n R H 一

A 刺激导致的 G tH 分泌的脱敏反应消失
,

表现为显著的 G tH 分泌

峰相消失
,

并保持低水平的持续的 Gt H 分泌反应
。

因此
,

鲤脑垂体 G tH 分泌的脱敏也

l) 林信伟等
, 1 9 9 ,

。

细胞外 C a什 和 K + 对鲤鱼脑垂体离体促性腺激素分泌调节的影响
。

海 洋与湖沼(待刊)o
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与 Ca+十 浓度的变化有关
,

而无细胞外 C a十 + 存在下低水平的 G tH 分泌反应可能是由

于细胞内 c a+
+
动员或非 ca

十 +

依赖的机理所维持的
。
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