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蝇 � 使用四种类固醇激素，两种保幼激素类似物(JHA)和眼柄提取物进行罗氏沼虾离

体卵巢小块培育，于2S'C培育24h后切片并进行光镜观察。发现17α一搓孕嗣、孕嗣和]HA-ZR515

对卵黄发生前期和卵黄发生期卵母细胞卵径增大均有极显著剌激作用CP<O.Ol)。高浓度雌二醇

对卵黄发生前期卵母细胞卵径增大也有明显刺激作用CP<O. 01);高浓度]HA-ZR512对成熟前

卵巢卵母细胞卵径增大有显著作用CP<O.O日。蜕皮激素对卵径增大无作用CP>0.05)。眼柄提取

物对卵黄发生期卵母细胞则有抑制作用，使卵径明显减小CP<O.O日。研究结果表明，罗氏沼虾的

卵巢发育受事滥素和保幼激素样物质的直接作用。

关.调 罗民沼虾，卵母细胞离体培育，类固醇激素，保幼激素类似物，眼柄提取物

摘除眼柄诱导雌虾卵巢成熟的方法 ，由于手术破坏和去除了该动物的主要神经激素中心，

尤其是去除了性腺抑制撒素(GIH)的天然来源 ，结果导致去眼柄虾迅速地、不停止地性腺发

育，孵出的幼体存活率降低.近年来的离体研究 表明某些类固醇激素和类暗激素能诱导范氏对
虾(Penaeus vannamei)卵母细胞生长和卵黄合成 [Tsukimura和 Kamemoto， 1991， Quacken­

bush， 1992J。近年 ，我国在应用合成激素提高日本沼虾[虞冰如等，1990J和罗氏泪虾【魏 华、

赵维倍，1992，赵维倩等，1995，李广丽、朱春华，1996J产卵率方面已有报道。但关于淡水虾类卵

母细胞的离体诱导研究在国内 外还未见专门 报道。 为 了进一步 了 解激素对罗氏沼虾卵巢的作
用 ，本研究采用离体培育的方法 ，试图阐明外摞激素对卵巢是否有直接作用，并比较各种激素

离体 诱导卵母细胞发育的效果。

1 材料与方法

1. 1 实验材料

罗民泪虾(A{acrobrachium rosenbergii)取自上海市东海水产养殖公司罗氏沼虾育苗工

厂，为越冬亲虾。实验前暂养在经充分曝气的自来水中，水温维持在24-25<C，投喂颗粒饲料。

实验当天用消毒的慑子和解剖刀从罗氏泪虾头胸部取出卵巢，放入4"C整虾生理盐溶液[李永

才，1989J中漂洗，其中含青霉素饵60mg/100ml。然后将每尾虾的卵巢切割成约为3X4mm的
小块。实验用4尾雌虾的有关生物学参数见表10
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表1 实验虾的生物学参数

Tab.l The biological parameters of experimental prawn Macrobrachium rosenbergii 
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编号 体t主(cm) 体重(g) 卵巢发育时期 卵巢重(g) 成熟系数(%)

A 10.20 25.44 次级卵黄发生期 0.35 1. 38 

B 10. 30 26. 05 卵黄发生前期 0. 13 。.50

C 9.70 24.42 初级卵黄发生期 0.25 1. 02 

D 11. 20 26.72 成熟前卵巢 1. 07 4. 00 

1.2 激素

类固醇激素为孕酣、17α一起孕酣、帷二醇和蜕皮激素，均为市售成品。类商激素为保幼激

素类似物ZR一515(JHA-ZR515)和保幼激素类似物ZR-512(JHA -ZR512)，分别由中科院
昆虫研究所和江苏省激素研究所赠送。眼柄粗提液的制备采用硫酸镀法:2个罗氏沼虾眼柄，加
入1ml磷酸缓冲液匀浆，所得到的匀浆液再加入3倍体积的冷饱和硫酸镀溶液，4000转/分离心
10mi n。弃去上清液，保留沉淀，加入冷磷酸缓冲液1ml，置于40C冰箱保存备用。
1.3 离体培育

孕酣、17α一起孕酣和雌二醇分别溶解于一定量无水乙醇，制成贮备液 ;JHA-ZR515溶解
于一定量丙隅，制成贮备液。然后将各种贮备液、蜕皮激素、JHA一ZR512和眼柄粗提液，用整
虾生理盐溶液进行逐级稀释成一定被度备用。组织培养液为 Hepe s一生理盐溶液，含青霉素伺
6mg/100ml。在直径3 cm的小培养皿中 加入2ml 激素液或眼柄粗提液，1ml培养液。最终组织

培养液中 孕嗣、17α一起孕酣和雌二醇的浓度各自分别 为10pM 和1 nM ;蜕皮激素、JHA­
ZR515、JHA-ZR512和眼柄粗提液浓度各自为1:100，000(1:10万)和1:100，Hepe s撒度为
5 nM。然后放入卵巢小块，培养皿置于25土0.50C的水浴中培育24小时。同时设空白对照组，含
卵巢小块和3ml培养液，无激素。
1.4 卵巢组织切片制作

经24小时培育后的卵巢组织 小块分别用Kahle氏液(福尔马林108ml、无水乙醇270ml、冰
醋酸18ml、蒸锢水540ml)固定24小时，然后用刊%乙醇漂洗24小时。按常规方法 制成石腊切
片，伊红一苏术精染色。在光镜下观察，随机选择10个较大的卵母细胞进行卵径〈长径)测量，计
算平均值和标准差，并进行显著性检验"检验)。

2 结果

外源激素和眼柄粗提液对罗氏泪虾离体培育卵母细胞卵径的影响见表2。
试验中 所用的两种孕激素，孕嗣和17α一起孕嗣，不论是低浓度。OpM)或高浓度Cl nM)对

罗氏沼虾卵黄发生前期卵巢和次级卵黄发生期卵巢均有剌激作用，使卵母细胞直径极显著增
大(P<O.OO1)。雌二醇仅在高浓度条件下，对卵黄发生前期卵母细胞卵径增大有极显著作用
(P<O. 01) ; 低浓度对卵母细胞卵径增大则无显著性(P>O. 05�。蜕皮激素无论是低浓度或高
浓度对卵母细胞卵径增大均无显著性(P>O.O日。两种类商激素，其中 JHA-ZR515低浓度(1
: 105)和高浓度(1: 102)组对各个发育时期的卵巢均有剌激作用， 使卵母细胞直径极显著增大
(P<O. 01) .JHA一ZR512在高浓度条件下，对成熟前卵巢卵母细胞卵径增大有显著作用( P<
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0.05) ;低浓度对初级卵黄发生期卵母细胞卵径增大无显著性(P>0.05)。眼柄粗提液低浓度

(1; 105)和高浓度(1102)组对罗氏沼虾初级卵黄发生期和成熟前卵巢有抑制作用，使卵母细

胞卵径显著减小(P<O.O日。

表2 外源激素和眼柄粗提法对罗民泪虾离体卵母细胞卵径的影响

Tab. 2 In vitro erreds or exogenolll bol'JllO凰es and eyestalk ex:trads 

on the oocyte diameters or M.. roll鼠Hrllii

激素名称 浓 度 卵巢小块 卵径(11m) t检验

孕酬 10pM A 85.7士7.5 P<O. 001( +) 

17α一经孕嗣 10pM A 109.2士2.2 P<O. OO1<+) 

雌二醇 10pM A 79.9土10.1 P>0. 05 

蜕皮激素 1'105 A 83.1士10.3 P>0. 05 

JHA-ZR515 11105 A 86.6土10.3 P<O.01 <+) 

对照组 。 A 75.8士10.。

孕嗣 lnM B 45. 9土5. 9 P<O. OO1<+) 

17α一泾孕嗣 lnM B 46. 2士3. 8 P<O. OO1<+) 

雌二醇 lnM B 39. 1士3. 7 P<O. 01(+) 

蜕皮激素 1'102 B 35. 7士2. 6 P>0.05 

JHA-ZR515 1'102 B 38. 2士3. 3 P<O. 01( +) 

对照组 。 B 34.5土3. 0

JHA- ZR515 1'105 C 61. 6土9. 3 --P<O. 001 (+ ) 

JHA-.2R512 1‘106. C 53. 8::1:11. 4 P>0. 05 

眼柄粗提液 1'105 C 32.2土4.8 P<0. 05(一〉

对照组 。 C 44.8士7.4

JHA】ZR515 1'101 D 257.3土23.1 P<O. 01(+) 

1日A"''ZR512 :{'101 D 245.9土40.4 P<0. 05(+) 

眼柄粗提液 1'102 D 174.8土钮.9 P<0. 05(一〉

对照组 。 D 207. 5土32. 5

注2表内括孤中的"+"号褒�促进作用1"一"号表示抑制作用.

3 讨论

近年来有关激素在对虾卵母细胞卵黄发生的研究指出，两类化合物，即类固醇撒素和类葡
激素对卵巢有剌激作用。本研究证实17α一起事嗣和JHA-ZR515对卵巢有极显著的直接剌激
作用，这与Tsukimura和Kamemoto [1991 J.发现17α一起孕酣、甲基法尼酸 (methyl farne­

soate)和f保幼激素E对范氏对虾离休即且有盲棒期|嗷作用相类似。本研究关于孕酣和雌二醇
的剌激作用与�uackenbush[1992J在范氏对虾的结果基本一致，与罗氏泪虾情况相似，只有较

大剂量的雌二醇(10-3-10-5) 对范氏对虾离体 卵巢卵黄合成有显著作用(P<O. O日，而低剂
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量雌二醇(10-6 -10-9)则无作 用;并发现孕 嗣 的 作 用优于雌二醇。但在Tsukimura 和
Kamemoto[1991J的研究中 ，孕嗣对范氏对虾离体卵巢卵径增大无作用 ，这可能是由于所使用

的剂量较低。相比较，孕酣对罗氏泪虾的有效剂量较范氏对虾。0-6以上〉低得多。蜕皮嗣

(ecdysterone)对范氏对虾离体卵巢卵黄合成无作用 [�uackenbush[1992J，这与我们用蜕皮激

素对罗氏泪虾离体卵母细胞卵径增大无作用相似。甲壳动物具有合成脊椎动物类型的类固醇

激素的能力已在一些种类被证实，如刺整虾(Panularis japonica )能将放射性标记的胆固醇在
活体内转化成17α一起孕酣[Kanazawa和 Teshima，1971J;一种蟹(Portunus trituberculatus )的
离体卵巢能将孕嘲转化成17α一起孕酣[Teshima和 Kanazawa，1971]o活体研究表明，给早期

卵黄发生的日本对虾(Penaeus japonicus )注射:17α-起孕隅.48小时后血清中卵黄蛋白原(Vg)

浓度增加9. 6倍，表明17α一起孕嗣剌激 Vg合成和释放进入血淋巳[Yano.1987J。作者在1993

和1995年采用17α一起孕酣浸浴罗氏泪虾获得60%产卵率，给日本泪虾 [虞冰如等.1990J和罗

氏泪虾 [李广丽、朱春华.1996J垃射孕嗣使产 卵率显著提高.离体和活体研究结果表明，孕嗣和

17α一起孕嗣可能是虾体内诱导卵母细胞生长和卵黄发生的自然激素。
人工合成的JHA-ZR515和JHA-ZR512具有昆虫保幼激素活性，两者的结构略有不同，

生物学活力有差别。罗氏泪虾离体(本研究)和活体〔魏 华、赵维信 .1992;赵维信等.1995J研
究表明，卵巢对JHA-ZR515的反应很敏感，而高浓度JHA-ZR512才对罗氏泪虾离体成熟

前卵巢有作用。已知具成熟卵巢的美洲整龙虾(Homarus americantω的大颗器和 血淋巴中含

有孕酣和雌二醇[Couch等.1987J .还发现多种十足目甲壳动物的大颗器合成和分泌甲基法

尼酸[Laufer等.1987;Borst等.1987J.而甲基法尼酸具有昆虫保幼激素的活力。这些研究结

果提示，大颗器分泌的孕酬直接作用卵巢，孕酣可能在卵巢滤泡细胞( follicle cells) 中 被转化

成17α一起孕嗣作为一种卵黄蛋白原剌激卵巢激素(VSOH)或VSOH的前体 ，剌激滤泡细胞

合成 Vg(Yano和Chinzei.1987 ) .  V g 合成后立即被释放进入血淋巴，然后Vg再被卵巢吸收

并积累在发育的卵母细胞 中形成卵黄。尚不清楚大颗器分泌的类商激素(甲基法尼酸〉在促进

卵黄发生过程中究竟如何起作用?与类固醇激素的关系是什么?有待进 一步研究。罗氏沼虾眼

柄提取物对卵母细胞卵径增大有抑制作用，这与范氏对虾眼柄提取物抑制离体卵巢卵黄合成

[�uackenbush.1992J相一致。表明罗氏沼虾眼柄提取物具有生殖腺抑制激素(GIH)活性，直

接参与罗氏泪虾生殖腺发育调控。
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ABSTRACT The ovarian fragments of Macrobrachium rosenbergii in vitro incubation with 

four steroids， two juvenile hormone analogues (JHA) and extracts of eyestalk in have been 

conducted. At 25 <C for 24 h incubation， the diameters of maximum oocytes were measured 

under the light microscope. 17α- hydroxyprogesterone， progesterone and JHA - ZR515 
showed significant stimulation (P<O. 01) on oocyte diameter increase at the stages of p re­
vitellogenesis and vitellogenesis. High concentration of oestradiol had a significant stimula­
tion (P<O.01) on oocyte diameter increase at the previtellogenesis stage. AIso high concen­
tration of JHA - ZR512 stimulated (P<O. 05) oocyte enlargement at prematuration stage. 

Ecdysone did not affect oocyte diameter. Extracts of eyestalk showed a inhibition on oocyte 

at the vitellogenesis stage， oocyte diameter was decreased (P<O. 05). These results showed 

that the ovarian development of M. rosenbergii was stimulated directly by progestogim and 

juvenile hormone-lik e compounds. 

KEYWORDS Macrohrachium rosenbergii， oocyte incubation ín vitro， steroids， juvenile 
hormone analogues， eyestalk extracts 




