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摘　要　斜带石斑鱼 ( Epinephelus coioides) 属于雌性先成熟、具有性转变的雌雄同体鱼类。生长激素释放抑制

因子 (SRIF) 是鱼类生长激素 ( GH) 分泌的主要抑制性调节剂 , 半胱胺 (CSH) 可抑制 SRIF的作用。本文采

用静态孵育系统 , 应用 RPA及 RIA研究 SRIF及 CSH对斜带石斑鱼 GH mRNA表达及 GH分泌的调节。结果显

示 , SRIF能以剂量依存方式抑制斜带石斑鱼脑垂体释放 GH , 时间越长作用越强。但 SRIF作用 24 h对 GH mR2
NA水平的影响不显著 , 表明 SRIF是斜带石斑鱼 GH释放的抑制性调节剂 , 对 GH mRNA的表达没有明显影响。

较低剂量的 CSH (10 - 4 - 10 - 2 mol/ L) 使斜带石斑鱼的 GH释放量增加 , 较高剂量 (10 - 1 mol/ L) 的 CSH引起的

GH增加趋势减缓 , 这种现象可能与较高剂量的 CSH不仅抑制下丘脑 SRIF的释放 , 同时影响 GHRH的释放 ,

使得 GH的分泌量增幅下降有关 ; 无论是较高剂量还是较低剂量的 CSH都不能使 GH mRNA的水平增加 , 表明

CSH只能引起 GH的释放量增加 , 不影响 GH的合成。GnRH与 CSH共同作用引起的 GH释放量明显高于 CSH

单独作用的效应 , 其主要原因是由于 GnRH促进 GH mRNA的表达所致 [动物学报 50 (2) : 222 - 230 , 2004 ]。
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Abstract　The regulation of growth hormone ( GH) synthesis and secretion in teleosts is based on the dual control of hy2
pothalamic stimulators , the gonadotropin2releasing hormone ( GnRH) , dopamine ( DA) , growth hormone2releasing
hormone ( GHRH) , and the inhibitors , somatostatin ( SRIF) , norepinephrine ( N E) . SRIF is the main inhibitor of
basal and neuroendocrine2stimulated GH release. Cysteamine (CSH) is a potent somatostatin depletor and promotes the
growth of animal and grass carp obviously. Orange2spotted grouper Epinephelus coioides is known as a benthic protogy2
nous marine fish with sex inversion. The effects of SRIF and CSH on the GH release and GH mRNA expression in or2
ange2spotted grouper still remain unclear. We studied whether SRIF and CSH modulate the release of GH and regulate
the expression of GH mRNA in the pituitary of orange2spotted grouper. SRIF or CSH was incubated with the pituitary
fragments of the orange2spotted grouper in static culture system. The GH content in the incubation medium was detected
by homologous radioimmunoassay (RIA) , and the GH mRNA level in the pituitary fragments was measured with RNase



protection assay (RPA) taken digoxigenin2labelled antisense RNA as probe. The RPA could detect as little as 1 pg sense
RNA or GH mRNA in 015μg total RNA of pituitary. SRIF (10 - 8 - 10 - 6 mol/ L) significantly inhibited the GH release
at 2 h by 64128 % - 13172 % compared to the control group , and the inhibited effects was much more obvious at 24 h by
only 313 % - 2136 % of the control. CSH at doses of 10 - 4 , 10 - 3 and 10 - 2 mol/ L significantly increased the GH release
at 2 h by 64128 % - 13172 % of the control. The CSH effect of 10 - 1 mol/ L was smaller than that of 10 - 2 mol/ L . The
trend of higher dose of CSH with smaller effects was very apparent when the incubation duration was prolonged to 24 h.
10 - 4 , 10 - 3 and 10 - 2 mol/ L CSH increased GH release by 16214 % - 467 % of control. GH content exposed to 10 - 1

mol/ L CSH was just 184183 % of control , which was comparable with that to 10 - 4 mol/ L CSH. It might be related to
the reduction of GHRH from hypothalamus inhibited by CSH with higher dose. The effects of SRIF and CSH with any
dose at 24 h on the GH mRNA level were not obvious compared with the control. These results showed that SRIF inhib2
ited GH releases dose2dependently but did not affect the GH mRNA expression in the pituitary of orange2spotted grouper.
CSH with lower dose increased the GH release from the pituitary of orange2spotted grouper but the trend of the increase of
GH release was not kept at higher dose. CSH , which inhibited the effect of SRIF , did not affect the expression of GH
mRNA level in the pituitary of orange2spotted grouper either. CSH co2cultured with sGnRH could inhanced both of the
GH secretion and expression of GH mRNA. The effects of CSH and sGnRH was added and much more obvious than
those of CSH or sGnRH alone [ Acta Zoologica S inica 50 (2) : 222 - 230 , 2004 ] .
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　　鱼类生长激素 ( Growth hormone , GH) 受神

经内分泌2GH2胰岛素样生长因子轴的调控 , 神经

内分泌的抑制因子和促进因子共同调节 GH 的分

泌。生长激素释放抑制因子 ( Somatotrophin2release

inhibiting factor , SRIF) 是最主要的抑制性神经内

分泌因子 , SRIF及其受体的分布非常广泛 , 在脑、

外周神经系统及消化道都有分布 , 但金鱼的下丘脑

视前区是 SRIF产生的主要部位 (Marchant et al. ,

1989) 。SRIF 可抑制金鱼 ( Kwong and Chang ,

1997) 、鲤鱼 (Lin et al. , 1993) 和非洲鲶鱼 (Le2
scroart et al. , 1996) 的 GH 释放 , 但对斜带石斑

鱼 GH的调节机制尚不清楚。

通过神经内分泌系统调节 GH水平的途径有两

种 , 一种是增加促 GH分泌的内分泌因子的作用 ,

如 GnRH能有效地刺激草鱼 GH的分泌 , 促进草鱼

的生长 (Lin et al. , 1995) ; 另外一种是削弱以

SRIF为主的抑制性因子对 GH 分泌的抑制作用 ,

间接提高 GH水平。CSH是半胱氨酸代谢的中间

产物 , 为辅酶 A 的组成成分之一。对哺乳类的研

究表明 , CSH可降低 SRIF 的 mRNA 水平 , 抑制

SRIF的合成 ( Papachristou et al. , 1994) , CSH中

的巯基和氨基等活性基团 , 可破坏 SRIF多肽结构

中的二硫键 , 改变 SRIF 的分子构型 ( Kwok et

al. , 1992) , 使大鼠脑内 SRIF的免疫活性和生物

活性快速下降 ( Szabo and Reichlin , 1981) , 解除

对 GH的抑制作用 , 间接升高 GH水平。低剂量的

CSH通过口服或皮下注射能使绵羊 ( McLeod et

al. , 1995) 、大鼠 ( Tannenbaum et al. , 1990) 血

液中的 GH 水平升高 , 高剂量则使其下降。但

McElwain et al. (1999) 的研究表明 , 较低剂量的

CSH却使猪血液循环中的 GH 水平剂量式下降。

过高的 CSH通过对 SRIF的抑制 , 使胃泌素增加 ,

胃液 p H 值下降 , 导致消化道溃疡 ( Drago and

Montoneri , 1997) 。

对哺乳动物的研究结果表明 , 动物对 CSH的

反应性存在明显差异 , CSH的作用与施用剂量直

接相关。Xiao and Lin. (2003) 对草鱼的研究表

明 , CSH经腹腔注射或口服均可使草鱼血清中的

GH水平上升。CSH对海水鱼类 GH的释放是否具

有促进作用 , 其作用机制如何尚未明了。斜带石斑

鱼属于雌性先成熟、并具有性转变的雌雄同体鱼

类 , 天然状态下 , 性转变大约需 2 - 3 年的时间 ,

对于临床上性别分化等研究是天然的模式动物 , 因

此 , 研究其生长调节规律具有重要的生物学意义 ;

同时斜带石斑鱼是我国重要的海水养殖鱼类 , 研究

其生长调节方式能对石斑鱼养殖业的发展起到科学

的指导作用 , 故本文选用海水鱼的典型代表斜带石

斑鱼研究 SRIF 及 CSH 对脑垂体 GH 分泌和 GH

mRNA水平的调控。

1　材料和方法

111　实验用鱼

一龄斜带石斑鱼共 19条购自广州市黄沙市场 ,

性腺处于未成熟期 , 实验鱼体重 453 - 797 g , 体长

26 - 31 cm , 全长 3015 - 36 cm。

112　药品及试剂

M199 购自 GiBco 公司 ( USA) , Hepes 购自

Sigma公司 ( USA) 。生长抑素 ( SRIF) 、半胱胺

(Cysteamine hydrochloride , CSH , 结构式为 HS—

CH2—CH2—N H2 ) 及 sGnRH 均购自 Sigma 公司

(USA) 。实验前 , 用 Earleπs盐缓冲液将 sGnRH和

SRIF配制成 10 - 3 mol/ L 的贮存液 , CSH 配成 5
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mol/ L 贮存液 , 分装后保存于 - 20℃, 使用时 , 用

M199培养液稀释至所需浓度。TRIZOL Reagent

购自 GiBco公司 (USA) 。体外转录标记 RNA试剂

盒 (SP6/ T7) 、CDP2Star底物检测试剂盒及带正电

荷的尼龙膜 , 均为 Roche Applied Science ( Ger2
many) 产品 , RNase A 为 Ambion ( USA) 产品。

其余为国产分析纯试剂。电转仪为 Pharmacia L KB

Novablot ( Sweden ) 产 品 , X 光 片 为 Kodak

(Japan ) 产品。24 孔培养板购自 Falcon 公司

( France ) , CO2 培养箱为 SAN YO ( MCO215A ,

Japan) 产品。

112　实验设计

11211　SRIF、CSH浓度梯度的影响　采用离体脑

垂体碎块静态孵育系统研究 SRIF、CSH对斜带石

斑鱼 GH分泌和合成的调节 (Li et al. , 2002) 。实

验分为 11种处理 , 每种处理设 3 组 , 每组所含样

本量相当于三分之一个垂体和/或下丘脑。实验所

需的垂体和下丘脑切碎 (小于 1 mm3) , 将其平均

分配 , 使每个培养孔加入组织碎块的量相当于各三

分之一个下丘脑和/或垂体。孵育实验第 1 个处理

为对照 , 加入 1μl M199 培养液 ; 第 2 - 5 个处理

加入终浓度为 10 - 4、10 - 3、10 - 2、10 - 1 mol/ L

CSH ; 第 6个处理只加入 10 - 6 mol/ L sGnRH ; 第 7

个处理同时加入终浓度为 10 - 2 mol/ L CSH和 10 - 6

mol/ L sGnRH (为了考察 CSH与 GnRH作用的叠

加性 , 二者均选择较高的作用浓度) ; 第 8 - 10 个

处理分别加入终浓度为 10 - 8、10 - 7、10 - 6 mol/ L

SRIF ; 第 11个处理检测垂体的单独作用 , 各培养

孔中只加入约三分之一量的垂体碎块 , 加入 10 - 2

mol/ L CSH。各组孵育 2 h 后 , 每个培养孔取 100

μl孵育液 , - 20℃保存 , 用于测定 CSH 及 SRIF

作用 2 h垂体的 GH分泌量。下丘脑、脑垂体碎块

继续孵育至 24 h , 收集孵育液 , - 20℃保存 , 待测

GH含量 ; 收集下丘脑、脑垂体碎块 , 参照 TRI2
ZOL Reagent 说明书抽提总 RNA和总 DNA , 检测

GH mRNA变化。

11212　CSH和 SRIF作用时间的影响 　实验分为

8个处理 , 每个处理设 3 组 , 第 1 - 4 个处理为对

照 , 加入 1μl M199 培养液 ; 第 5 - 8 个处理加入

终浓度为 10 - 2 mol/ L CSH , 各处理孵育 2、6、12、

24 h 取孵育液和下丘脑及垂体碎块混合物样 , 孵

育液于 - 20 ℃保存 , 待测 GH含量 , 下丘脑及垂

体碎块混合物样提取总 RNA和总 DNA , 检测 GH

mRNA变化。

113 　放射免疫分析 ( Radioimmunoassay , RIA)

及 RNase保护性试验 ( Ribonuclease Protection As2
say , RPA)

采用同源 RIA 法测定孵育样品中的 GH含量

(冉雪琴等 , 2003) , 结果表示为处理组累积 GH含

量与相应对照组累积 GH含量的百分比。

下丘脑、垂体碎块中的 GH mRNA 含量采用

非同位素的 RPA测定 , 在同位素 RPA基础上做一

定的改进 (李文笙、林浩然 , 2000) 。具体操作如

下 : 从含有斜带石斑鱼生长激素基因的重组质粒

pR GH6 (冉雪琴等 , 2003) 中用限制性内切酶切

下特异性的 195 bp DNA片段 , 克隆入质粒 p GEM2
T Easy相应位点 , 筛选出阳性克隆 p G3 , 序列测

定确认核苷酸序列正确后 , N deⅠ切割得到的线性

化质粒 DNA 作为合成正义 RNA 的模板 ; Xba Ⅰ

切割得到的线性化质粒 DNA 作为合成反义 RNA

的模板 , 经 SP6 RNA聚合酶体外转录合成地高辛

标记 (Digoxigenin labeled , Dig2) 的反义 RNA 片

段长 254 nt , 用作 RPA 的反义 RNA 探针 ; T7

RNA聚合酶体外转录合成的正义 RNA片段长 279

nt , 用于 RPA 标准曲线的制作。正义 RNA 按

1 000、500、200、100、50、25、1215、1 ng/μl

梯度稀释 , 于 29μl 杂交液 ( 40 mmol/ L PIPES ,

400 mmol/ L NaCl , 1 mmol/ L ED TA , 80 %去离子

甲酰胺 (v/ v) , p H 614) 中加入 1μl正义 RNA稀

释液或样品总 RNA (加入与 1μg样品总 DNA 相

当量的总 RNA) , 每个样品设双平行管 , 加入 1 ng

反义 RNA探针 , 于 85 - 95℃变性 5 min后 45℃杂

交过夜。加入 25 U RNase A , 30℃反应 30 min ,

加入 10μl 20 % SDS终止反应 , 加 50μg 蛋白酶

K , 37℃反应 15 min降解 RNase , 加 5μg酵母 t R2
NA , 1 ml 冷乙醇 , 于 - 20℃静置 30 min , 沉淀

RNA : RNA 二聚体 , 10 000 r/ min 离心 15 min ,

收集沉淀 , 空气干燥 , 经 2 %琼脂糖电泳分离 , 电

转移法将 RNA : RNA杂交体转移到带正电荷的尼

龙膜上 , 紫外交联仪 ( Ultravidet Crosslinker , CL2
1000) 上交联 5 min , 固定 RNA 分子 , 能量为

1 200μJ。68 ℃洗膜 30 min , 加入 1 % Blotto封闭

液 (Roche , Germany) 适量 , 37℃封闭 1 h , 加入

地高辛抗体 (1∶20 000) , 室温反应 30 min , 室温

洗膜 30 min , 加入化学发光底物 CDP2Star 溶液

(1∶100) , 反应 30 min后 , X光片曝光 15 min , 于

凝胶成像系统上扫描 , 用 Quantity one软件对条带

密度进行定量。根据标准曲线计算样品中的 GH

422 动　　物　　学　　报 50卷　
　　



mRNA含量 , 结果表示为 10 - 17 mol/μg DNA ( %

of control) 。

114　样品测定及数据处理

每个数据表示为 3个重复实验的平均值±标准

误 , 数据分析采用 SPSS 统计分析软件 , 使用

Duncanπs法进行多重比较 , 当 P < 0105 时认为差

异显著。

2　结　果

211　RNase保护性试验

体外转录合成的 Dig2反义 RNA 探针和正义

RNA的琼脂糖电泳检测见图 1 , 以 N de Ⅰ线性化

的模板 , 经 T7 RNA 聚合酶体外转录合成的正义

RNA长 279 nt , 以 Xba Ⅰ线性化模板 , SP6 RNA

聚合酶体外转录合成的反义 RNA 探针长 254 nt ,

与样品 mRNA将形成 195 bp RNA : RNA杂交体 ,

与正义 RNA 形成 212 bp 杂交体 (图 2) 。用地高

辛标记的反义 RNA 探针与 1 - 1 000 pg/μl 正义

RNA进行液相杂交反应 (图 3) , 随着正义 RNA

浓度的提高 , 杂交信号逐渐增强 , 条带密度与正义

RNA分子摩尔数之间具有良好的线性关系 , 该系

统最低可检出 1 pg/μl 正义 RNA 分子 ; 将垂体总

RNA样品进行 2 倍稀释 , 与反义 RNA 探针杂交 ,

可见随着样品总 RNA量的减少 , 杂交信号的密度

呈逐渐下降趋势 , 该系统可检出 015μg垂体样品

总 RNA中的 GH mRNA分子。

　　下丘脑垂体总 RNA 样品抽提结果显示 (图

4) , 28S、18S核糖体 RNA条带清晰 , 表明样品总

RNA没有降解 , 可以用于液相杂交反应检测垂体

中 GH mRNA水平的变化。

212　SRIF及CSH浓度的对GH分泌和合成的影响

10 - 8 mol/ L、10 - 7 mol/ L、10 - 6 mol/ L 的

SRIF作用离体孵育的斜带石斑鱼脑垂体 2 h 即可

使 GH分泌量明显低于对照 (图 5A) , 分别为对照

处理 GH含量的 64128 %±12 %、38199 %±10 %、

13172 %±6 % (2 h对照处理 GH含量为 140187 ±

2168 ng/ ml孵育液) , 并且随着 SRIF浓度的增加 ,

GH含量逐渐下降 , 呈现出明显的剂量依存关系 ;

图 1　体外转录合成的反义 RNA探针和正义 RNA电泳分析

1 : 反义 RNA探针。2 : 正义 RNA。

Fig11 　Detection of the Dig2antisense RNA probe and

sense2RNA in in vit ro transcription

1 : Antisense RNA probe , 254 nt . 2 : Sense2RNA , 279 nt .

图 2　反义 RNA探针与正义 RNA合成示意图

Fig12　The construction of antisense RNA probe and sense RNA
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图 3　GH mRNA表达的检测

1 - 8 : 1 000、500、200、100、50、25、1215 至 1 pg/μl 正义

RNA梯度。9 : 阴性对照。10 : 阳性对照。11 - 14 : 5μg、215

μg、1μg、015μg斜带石斑鱼垂体总 RNA。

Fig13　Detection of the expression of GH mRNA gene

1 - 8 : Sense2RNA , 1 000 , 500 , 200 , 100 , 50 , 25 , 1215 to

1 pg/μl respectively1 9 : Negative control. 10 : positive control.

11 - 14 : Total RNA from the pituitary of orange2spotted grouper 5

μg , 215μg , 1μg , 015μg respectively.

图 4　斜带石斑鱼脑垂体总 RNA样品琼脂糖电泳分析

1至 6泳道代表 6个培养孔中加入的总 RNA样品量。

Fig14　Total RNA from the pituitary of grouper

Lane 1 to Lane 6 showed that the content of total RNA added into

every well was equivalent .

10 - 8 mol/ L、10 - 7 mol/ L、10 - 6 mol/ L SRIF 作用

24 h (图 5B) , GH含量下降得更加明显 , 分别为

对照处理的 313 % ±018 %、2178 % ±016 %、

2136 %±012 % , 对照处理 ( 24 h) GH 含量为

22416±19134 ng/ ml孵育液。结果表明 SRIF能以

剂量依存方式降低斜带石斑鱼脑垂体 GH的释放 ,

时间越长作用越强。

10 - 8 mol/ L、10 - 7 mol/ L、10 - 6 mol/ L 的

SRIF作用 24 h , 对离体孵育的斜带石斑鱼脑垂体

碎块 GH mRNA 水平的影响与对照处理相比 , 变

化不明显 ( P > 0105) (图 5C) , 分别为对照处理

GH 含量的 105116 % ±21 %、126168 % ±16 %、

911072 %±24 % [ 24 h 对照处理 GH mRNA 水平

为 (3155±0191) ×10 - 17 mol/μg DNA ] , 结果表

明 , SRIF 对离体孵育的斜带石斑鱼脑垂体 GH

mRNA的表达无明显影响。

10 - 2 mol/ L 的 CSH单独与垂体碎块孵育 2 h

或 24 h 均不能使 GH的分泌量有明显增加。下丘

脑与垂体碎块共同孵育时 , 10 - 4 mol/ L、10 - 3

mol/ L、10 - 2 mol/ L、10 - 1 mol/ L 的 CSH作用 2 h ,

垂体碎块的 GH 分泌量明显高于对照处理 (图

6A) , 分别为对照处理 GH含量的 19315 %±16 %、

206 %±11 %、228 %±2 %、205132 %±24 % (2 h

对照处理 GH 含量为 12016 ±38104 ng/ ml 孵育

液) ; 随着 CSH 作用浓度从 10 - 4 mol/ L 增加到

10 - 2 mol/ L , GH 含量逐渐增加 , 但变化趋势缓

慢 , 10 - 1 mol/ L CSH使 GH升高的幅度没有 10 - 2

mol/L CSH 大 ; 10 - 2 mol/ L CSH 与 10 - 6 mol/ L

sGnRH共同作用和 sGnRH单独作用的效应明显高

于对照处理 , 但与 10 - 2 mol/ L CSH的作用相当 ;

这种变化趋势在 CSH 作用 24 h 时有所改变 (图

6B) : 10 - 4 mol/ L、10 - 3 mol/ L、10 - 2 mol/ L CSH

引起的 GH 含量分别是对照处理 ( 24 h ) 的

16214 % ±20 %、27315 % ±21 %、467 % ±35 %

(24 h对照处理 GH含量为 21116±17117 ng/ ml孵

育液) , 随着 CSH作用浓度从 10 - 4 mol/ L 增加到

10 - 2 mol/ L , GH 分泌量明显呈剂量式增加 , 而

10 - 1 mol/ L 的 CSH 引起的 GH 分泌量明显小于

10 - 2 mol/ L CSH ( P < 0105 ) , 只与 10 - 4 mol/ L

CSH的作用相当。10 - 2 mol/ L CSH与 10 - 6 mol/ L

sGnRH共同作用的效应为 983 %±39 % , 明显高于

10 - 6 mol/ L sGnRH单独作用和 10 - 2 mol/ L CSH单

独作用的效果 , 分别为 382 % ±43 % , 467 % ±

25 % , 就数值而言 , 在 sGnRH和 CSH共同作用处

理中 , sGnRH和 CSH的作用具有叠加性。

10 - 4 mol/ L、10 - 3 mol/ L、10 - 2 mol/ L、10 - 1

mol/ L CSH作用 24 h时 , 离体孵育斜带石斑鱼脑

垂体中 GH mRNA 的含量与对照处理相比 , 变化

不明显 ( P > 0105) (图 6C) , 分别为对照处理 GH

mRNA含量的 120144 %±20 %、98121 %±18 %、

11818 %±16 % 、87 %±22 % [ 24 h对照处理 GH

mRNA 含量为 ( 3155 ±0191 ) ×10 - 17 mol/μg

DNA ] , 结果表明 CSH并不升高离体孵育斜带石斑

鱼脑垂体的 GH mRNA水平。10 - 2 mol/ L CSH与

10 - 6 mol/ L sGnRH共同作用的效应与 sGnRH的单

独作用相当 , 均使 GH mRNA的表达量明显增加 ,

分别为对照处理的 2001821 % ±20 % , 2071384 %

±22 %。

213　CSH作用时间对 GH分泌和合成的影响

随着作用时间的延长 , 10 - 2 mol/ L CSH使离

体孵育斜带石斑鱼脑垂体 GH分泌量呈逐渐上升趋

势 (图 7 A ) ,分别为 2 h对照处理的 4 5 2 1 5 % ±
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图 5　SRIF作用浓度对斜带石斑鱼 GH分泌及 mRNA

表达的影响

A. SRIF作用 2 h时斜带石斑鱼脑垂体 GH的累积分泌量变化。

B1SRIF作用 24 h时斜带石斑鱼脑垂体 GH的累积分泌量变化。

C. SRIF作用 24 h时斜带石斑鱼脑垂体碎块 GH mRNA水平

变化 , 下方为各处理的 RPA电泳图。3 : 差异显著 (Duncanπs

test , P < 0105)。

Fig15　Effects of SRIF at different concentration on the

GH secretion and GH mRNA level in the pituitary of or2
ange2spotted grouper

A. Accumulated GH content from the pituitary fragments incubat2

ed with SRIF for 2 h. B. Accumulated GH content incubated with

SRIF for 24 h. C. The level of GH mRNA in the pituitary frag2

ments incubated with SRIF for 24 h. The chemiluminesent signals

parallel with the level of GH mRNA in RPA were showed under

Fig1C. 3 : Significant difference (Duncanπs test , P < 0105) .

2312 %、546 %±3211 %、67714 %±17 %、67118 %±

30 % , 2 h对照处理的 GH含量为 9812±12167 ng/

ml孵育液 , CSH作用 2 h到 12 h , GH含量呈剂量

图 6　CSH作用浓度对斜带石斑鱼 GH分泌及 mRNA表

达的影响

A1CSH作用 2 h时斜带石斑鱼脑垂体 GH的累积分泌量变化。

B. CSH作用 24 h 时斜带石斑鱼脑垂体 GH的累积分泌量变

化。C. CSH作用 24 h时斜带石斑鱼脑垂体碎块 GH mRNA水

平变化 , 下方为各处理的 RPA 电泳图。3 : 差异显著 (Dun2

can′s test , P < 0105)。

Fig16　Effects of CSH at different concentration on the

GH secretion and GH mRNA change in the pituitary of or2
ange2spotted grouper

A. Accumulated GH content from the pituitary fragments incubat2

ed with CSH for 2 h. B. Accumulated GH content incubated with

CSH for 24 h. C. The level of GH mRNA in the pituitary frag2

ments incubated with CSH for 24 h. The chemiluminesent signals

parallel with the level of GH mRNA in RPA were showed under

Fig1C. 3 : Significant difference (Duncan′s test , P < 0105) .

式上升 , 12 h 至 24 h 之间相当 , 形成一个平台。

结果表明 , CSH以时间依存方式促进斜带石斑鱼

脑垂体释放 GH。
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随着作用时间的延长 , 10 - 2 mol/ L CSH对离

体孵育斜带石斑鱼脑垂体 GH mRNA 的作用与对

照相比不显著 ( P > 0105) (图 7B) , 分别为 2 h对

照处理的 10218 % ±1512 %、9314 % ±813 %、

94128 %±1015 %、9618 %±718 % , 2 h对照处理

的 GH mRNA 含量为 ( 3164 ±0126 ) ×10 - 17

mole/μg DNA。结果表明 CSH不影响斜带石斑鱼

脑垂体 GH mRNA的表达。

图 7　CSH作用时间对斜带石斑鱼脑垂体 GH分泌和 GH

mRNA水平的影响

A. 10 - 2 mol/ L CSH处理不同时间 GH的累积分泌量变化。B. 10 - 2

mol/ L CSH处理不同时间 GH mRNA 水平变化 , 下方为各处理的

RPA电泳图。3 : 差异显著 (Duncan′s test , P < 0105)。

Fig17　Effects of CSH in different duration on the GH secretion

and the expression of GH mRNA in the pituitary of orange2spot2
ted grouper

A. Accumulated GH content from the pituitary fragments incubated with

10 - 2 mol/ L CSH. B. The level of GH mRNA in the pituitary fragments

incubated with 10 - 2 mole/ L CSH. The chemiluminesent signals parallel

with the level of GH mRNA in RPA were showed under Fig1B. 3 :

Significant difference (Duncan′s test , P < 0105) .

3　讨　论

SRIF以剂量依存方式抑制斜带石斑鱼脑垂体

的 GH释放 , 作用时间越长作用越强 (图 5) , 表

明 SRIF是斜带石斑鱼脑垂体 GH释放的抑制性调

节剂。与金鱼 ( Kwong and Chang , 1997) 、鲤鱼

(Lin et al. , 1993) 和非洲鲶鱼 (Lescroart et al. ,

1996) 等的研究结果一致。与 GH调节关系密切的

SRIF的三种受体 sst1、sst2、sst5 在金鱼垂体上都

有分布 (Lin et al. , 1999 , 2000 , 2002) 。对哺乳

类的研究表明 , SRIF通过腺垂体 GH细胞上的 sst

受体直接抑制 GH的释放 ; 或通过弓状核上的 sst2

受体抑制 GHRH的合成 ( Epelbaum , 1992) 和释

放 , 间接抑制 GH 的释放 ( Zheng et al. , 1997) 。

本实验中应用下丘脑和垂体碎块共同孵育 , SRIF

对 GH的直接抑制和通过 GHRH对 GH的间接抑

制可能同时存在。

将放射性标记的亮氨酸加入虹鳟垂体的孵育液

中 , 测定放射性标记亮氨酸掺入垂体中的含量 , 证

明 SRIF能影响 GH的合成 , 但可能是在翻译水平

( Yada and Hirano , 1992) 。本文研究结果证实

SRIF不影响斜带石斑鱼脑垂体 GH mRNA的表达

水平。SRIF 可使罗非鱼 ( Melamed et al. , 1996)

垂体 cAMP 水平降低 , 但降低的 cAMP 水平只能

减少 GH的释放 , 不降低 GH mRNA的表达水平。

SRIF的抑制剂 CSH对斜带石斑鱼 GH分泌的

研究结果表明 , 较低剂量 (10 - 4 - 10 - 2 mol/ L) 的

CSH能以剂量方式和时间依存方式促进斜带石斑

鱼离体脑垂体分泌 GH ; 10 - 6 mol/ L sGnRH 与

10 - 2 mol/ L CSH 共同作用 24 h 的效应明显高于

10 - 6 mol/ L sGnRH单独作用和 10 - 2 mol/ L CSH单

独作用 ( P < 0105) , sGnRH促进 GH分泌的作用
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与 CSH对 GH分泌的促进作用具有叠加效应。这

些结果与草鱼的研究结果相似 (肖东等 , 1999) ,

无论是腹腔注射还是口服 , CSH能以剂量依存方

式升高草鱼的 GH水平 , 明显促进草鱼的生长。哺

乳类的研究表明 , CSH可能通过几种不同的方式

影响 GH 的释放 : 第一 , CSH 改变 SRIF 的结构

( Kwok et al. , 1992) , 抑制 SRIF与腺垂体 GH细

胞上的 sst 受体的结合 ( Harvey et al. , 1990) , 使

SRIF免疫活性快速但可逆性地丧失 ( McLeod et

al. , 1995) , 解除 SRIF 对 GH 分泌的抑制作用 ,

从而使垂体 GH 的释放量增加 ; 第二 , CSH提高

脑内β2内啡肽水平 , 促进 GH的分泌。采用慢性颈

静脉血管瘘管研究 CSH对猪 GH及有关代谢激素

的调节 , 结果表明 CSH能耗竭 SRIF并提高β2内啡
肽水平 , 促进 GH的分泌 (姜礼胜等 , 2002) 。第

三 , CSH抑制多巴胺2β2羟化酶的活性 , 导致多巴

胺含量显著升高 , 通过多巴胺的作用促进 GH的合

成和分泌 ( Terry and Craig , 1985) 。本文的孵育

实验应用的是下丘脑和垂体碎块的混合物 , CSH

的三种作用方式可能同时存在。CSH对斜带石斑

鱼脑垂体 GH mRNA的表达水平没有明显的作用 ,

这一结果可能与 CSH主要抑制 SRIF的活性有关 ,

SRIF不抑制 GH mRNA的表达 , 所以无论较低剂

量还是较高剂量的 CSH , 都不影响斜带石斑鱼 GH

mRNA的表达。GnRH单独或与 CSH共同作用引

起斜带石斑鱼 GH mRNA明显增加 , 而 CSH单独

作用却对 GH mRNA 水平没有明显影响 , 表明

sGnRH与 CSH 的共同作用组中 , sGnRH 引起的

GH释放量增加主要由于 GnRH对 GH mRNA表达

的促进作用所致 , CSH 则主要促进 GH 的分泌 ,

不影响 GH mRNA的表达 , sGnRH和 CSH以不同

的调节机制促进 GH的分泌 , 二者的作用具有叠加

性。

低剂量的 CSH能以剂量方式促进斜带石斑鱼

脑垂体释放 GH , 而高剂量的 CSH (10 - 1 mol/ L )

对斜带石斑鱼脑垂体 GH 释放的促进作用明显减

弱。本文结果与哺乳类的研究结果相似 , 在绵羊食

团中掺入 50 mg/ kg BW的 CSH , 血清中的 GH明

显上升 ; 掺入 100 mg/ kg BW CSH血清中的 GH含

量反而下降 (McLeod et al. , 1995) 。大鼠中也存

在类似的现象 , 大鼠皮下注射 90 mg/ kg BW CSH

时 , 循环中的 GH含量上升 , 注射 300 mg/ Kg BW

的 CSH则使血清中的 GH含量明显下降 , 并且证

实 300 mg CSH/ kg BW 降低大鼠垂体门脉中的

SRIF和 GHRH浓度 ( Tannenbaum et al. , 1990) 。

较高剂量的 (10 - 1 mol/ L ) CSH使斜带石斑鱼垂

体 GH增加的幅度减缓可能与下丘脑 GHRH水平

的下降有关。

综合上述研究结果 , 高浓度的 CSH 引起的

GH分泌量增加效应会随着时间的延长而下降 , 较

高浓度的 CSH (10 - 2 mol/ L ) 与 GnRH共同作用

可使斜带石斑鱼垂体的 GH分泌量明显增加 , 二者

的效应具有叠加性。CSH结构简单 , 生产成本低 ,

与 GnRH共同作用能明显促进斜带石斑鱼垂体分

泌 GH , 因此 CSH在促进重要海水养殖鱼类的生

长中是很有前景的饲料添加剂。
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