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摘　要：以日本海域捕获的宝石石斑鱼（Ｅｐｉｎｅｐｈｅｌｕｓａｒｅｏｌａｔｕｓ）、黑边石斑鱼（Ｅ．ｆａｓｃｉａｔｕｓ）、赤点石斑鱼（Ｅ．
ａｋａａｒａ）、尾纹九棘鲈（Ｃｅｐｈａｌｏｐｈｏｌｉｓｕｒｏｄｅｔａ）、蜂巢石斑鱼（Ｅ．ｍｅｒｒａ）和纹波石斑鱼（Ｅ．ｏｎｇｕｓ）成鱼为对象，比
较其性腺发育和脑垂体结构以及垂体中 ＦＳＨβ和 ＬＨβ免疫信号的分布。结果表明：宝石石斑鱼、黑边石斑
鱼、赤点石斑鱼和尾纹九棘鲈性腺发育为未成熟阶段，蜂巢石斑鱼和纹波石斑鱼性腺发育为成熟阶段。６种
石斑鱼的脑垂体位于间脑腹面，由神经垂体（ＮＨ）和腺垂体（ＡＨ）组成。腺垂体从左至右进一步细分为前外
侧部（ＲＰＤ）、中外侧部（ＰＰＤ）和中间部（ＰＩ）。在宝石石斑鱼、赤点石斑鱼和纹波石斑鱼中ＮＨ结构被ＰＰＤ隔
开分为上下两部分，而在黑边石斑鱼、尾纹九棘鲈和蜂巢石斑鱼中 ＮＨ为一个整体。６种石斑鱼脑垂体中
ＦＳＨβ和ＬＨβ细胞的免疫信号主要分布在ＰＰＤ和ＰＩ区域，且ＦＳＨβ信号强度均较ＬＨβ强，推断在石斑鱼性腺
发育成熟前后，ＦＳＨβ较ＬＨβ重要。为石斑鱼的资源保护及人工繁殖方面提供基础生物学资料和理论依据。
关键词：石斑鱼成鱼；性腺发育；脑垂体结构；ＦＳＨβ；ＬＨβ；免疫组织化学
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　　石斑鱼（Ｅｐｉｎｅｐｈｅｌｕｓｓｐ．）隶属于鲈形目
（Ｐｅｒｃｉｆｏｒｍｅｓ）

,

科 （Ｓｅｒｒａｎｉｄａｅ）石斑鱼亚科
（Ｅｐｉｎｅｐｈｅｌｉｎａｅ）石斑鱼属（Ｅｐｉｎｅｐｈｅｌｕｓ），广泛分
布于中国、日本、韩国以及其他亚洲国家，因其高

品质的鱼肉和较高的商业价值而被认为最重要

的海洋经济鱼类之一［１］。作为一种受欢迎的海

水鱼类，其产量在中国逐年增加并在２０１９年达到
１８．３１万ｔ［２］。石斑鱼属于雌雄同体先雌后雄型
海水鱼类，在我国东海和南海等沿海渔业中均有

分布且占有重要地位，因此具有较高的研究价

值。目前，国内外已经在赤点石斑鱼（Ｅｐｉｎｅｐｈｅｌｕｓ
ａｋａａｒａ）性成熟［３］和性逆转［４］以及黑边石斑鱼

（Ｅ．ｆａｓｃｉａｔｕｓ）［５］和褐石斑鱼（Ｅ．ｂｒｕｎｅｕｓ）［６］苗种
生产等技术方面取得了较大的进步。在石斑鱼

苗种繁殖生产中，检测脑垂体促性腺激素

（ｇｏｎａｄｏｔｒｏｐｉｎｓ，ＧｔＨｓ）β亚基单元的促卵泡激素
（ｆｏｌｌｉｃｌｅｓｔｉｍｕｌａｔｉｎｇｈｏｒｍｏｎｅ，ＦＳＨβ）和黄体生成
素（ｌｕｔｅｉｎｉｚｉｎｇｈｏｒｍｏｎｅ，ＬＨβ）含量被认为是探索
性腺发育与ＧｔＨｓ关联的有效方法［７１２］。

迄今为止，国内外大多数研究报道中有关鱼

类脑垂体分泌的 ＦＳＨβ和 ＬＨβ激素的检测方法
主要有ＲＮＡ水平的检测和蛋白水平的检测。其
中：ＲＮＡ水平的检测主要有 ＲＴＰＣＲ、ｑＰＣＲ和原
位杂交（ｉｎｓｉｔｕｈｙｂｒｉｄｉｚａｔｉｏｎ，ＩＳＨ）技术；蛋白水平
的检测主要有蛋白免疫印迹（Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ）和免
疫组织化学（ｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ，ＩＨＣ）技术。
目前，运用 ｑＰＣＲ检测石斑鱼脑垂体中 ＦＳＨβ和
ＬＨβ的技术得到快速发展。例如，在点带石斑鱼
（Ｅ．ｍａｌａｂａｒｉｃｕｓ）［７］、蜂巢石斑鱼（Ｅ．ｍｅｒｒａ）［８］、
斜带石斑鱼（Ｅ．ｃｏｉｏｉｄｅｓ）［９］、褐石斑鱼［１０］、乌鳍
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石斑鱼（Ｅ．ｍａｒｇｉｎａｔｕｓ）［１１］和赤点石斑鱼［１２］中，

均有ＦＳＨβ和 ＬＨβ基因含量被检测的报道。然
而，运用ＩＨＣ技术对ＦＳＨβ和ＬＨβ蛋白表达定位
的检测仅在点带石斑鱼［７］和蜂巢石斑鱼［８］中有

少量报道。此外，在一些刚孵化的幼鱼比如点带

石斑鱼［７］、蜂巢石斑鱼［８］和赤点石斑鱼［１２］中，由

于脑垂体器官太小，ＦＳＨβ和 ＬＨβ的基因含量太
低而无法用 ｑＰＣＲ技术检测到，所以运用 ＩＨＣ技
术对石斑鱼脑垂体中 ＦＳＨβ和 ＬＨβ蛋白表达进
行识别和定位，这对于石斑鱼繁殖信息的补充和

完善具有重要意义。

本实验以在日本长崎市沿岸海域和冲绳
/

底岛海域广泛分布的６种石斑鱼成鱼为研究对
象，分别是宝石石斑鱼（Ｅ．ａｒｅｏｌａｔｕｓ）、黑边石斑
鱼、赤点石斑鱼、尾纹九棘鲈 （Ｃｅｐｈａｌｏｐｈｏｌｉｓ
ｕｒｏｄｅｔａ）、蜂巢石斑鱼和纹波石斑鱼（Ｅ．ｏｎｇｕｓ），
比较其生长指数、性腺发育情况和脑垂体结构的

差异，同时运用ＩＨＣ技术检测各石斑鱼脑垂体中
ＦＳＨβ和ＬＨβ细胞的分布和定位。旨在探索石
斑鱼成鱼性腺发育过程中脑垂体中ＦＳＨβ和ＬＨβ
激素的角色，以提供更多的内分泌信息为其人工

繁殖和苗种生产及资源保护提供基础生物学资

料和理论依据。

１　材料与方法

１．１　材料
２０１８年６—９月，采用渔船捕捞作业和垂钓

法相结合的方式，在日本长崎市沿岸海域随机捕

获黑边石斑鱼、赤点石斑鱼和纹波石斑鱼，挑选

雌性成鱼用于实验，数量分别为 ６、４和 ６尾。
２０１９年６—９月，采用渔船捕捞作业和垂钓法相
结合的方式，在日本冲绳县濑底岛附近海域随机

捕获宝石石斑鱼、尾纹九棘鲈和蜂巢石斑鱼，挑

选雌性成鱼用于实验，数量分别为６、７和５尾。
１．２　方法
１．２．１　性腺和脑垂体样品的采集

所捕获的石斑鱼成鱼用 ２苯氧乙醇麻醉后
测量其体长（ｔｏｔａｌｌｅｎｇｔｈ，ＴＬ）和体质量（ｂｏｄｙ
ｗｅｉｇｈｔ，ＢＷ），然后解剖采样。取出性腺，测定质
量（ｇｏｎａｄａｌｗｅｉｇｈｔ，ＧＷ）后将其固定在波恩试剂
中，参照文献［１３］中的方法计算性腺指数
（Ｇｏｎａｄｏｓｏｍａｔｉｃｉｎｄｅｘ，ＧＳＩ）。之后打开头盖骨，
去除外骨骼后将脑和脑垂体整体固定在波恩试

剂中；如无法单独取下脑和脑垂体整体，则将脑

和脑垂体连同部分头盖骨一同固定在波恩试剂

中。固定在波恩试剂中的样品，２４～４８ｈ后转移
至７０％的乙醇中保存用于组织学分析。
１．２．２　性腺切片的制备和组织学观察

对各石斑鱼的性腺进行常规梯度乙醇脱水、

二甲苯透明、石蜡包埋和连续切片，厚度为５～７
μｍ。采用苏木精伊红法（ｈｅｍａｔｏｘｙｌｉｎｅｏｓｉｎ，Ｈ．
Ｅ．）对切片进行染色和中性树胶封片，在Ｏｌｙｍｐｕｓ
ＦＸ３８０型光学显微镜下观察并拍照，以切片图中
生殖细胞最发达阶段为性腺的发育阶段。参考

文献［１４１６］的标准对卵母细胞的发育依次分为
核仁外周期（ｐｅｒｉｎｕｃｌｅｏｌｕｓｓｔａｇｅ，Ｐｎ）、卵黄囊泡
期（ｙｏｌｋｖｅｓｉｃｌｅｓｔａｇｅ，Ｙｖ）、次 级 卵 黄 球 期
（ｓｅｃｏｎｄａｒｙｙｏｌｋｓｔａｇｅ，Ｓｙ）和三级卵黄球期
（ｔｅｒｔｉａｒｙｙｏｌｋｓｔａｇｅ，Ｔｙ）。其中，Ｐｎ和 Ｙｖ阶段为
性腺发育未成熟期，Ｓｙ和Ｔｙ为成熟期。
１．２．３　脑垂体切片的制备

宝石石斑鱼、黑边石斑鱼、赤点石斑鱼、尾纹

九棘鲈、蜂巢石斑鱼和纹波石斑鱼固定在波恩试

剂中脑垂体样品数量分别为６、６、４、７、５和６尾。
取固定在波恩试剂中的样本，对脑垂体头盖骨用

ＥＤＴＡ脱钙液进行脱钙，然后对脱钙的样本进行
常规梯度乙醇脱水（乙醇浓度依次为９０％，９５％，
１００％）、乙醇丁醇混合系列（乙醇与丁醇体积比
依次为 ４∶１、３∶２、２∶３、１∶４，最终１００％丁醇）、石
蜡包埋和连续切片，厚度为５～８μｍ。切片用于
免疫组织化学（ＩＨＣ）实验。
１．２．４　免疫组织化学

样品固定在波恩试剂后，其脑垂体中的

ＦＳＨβ和ＬＨβ蛋白抗原会被封闭，因此必须进行
抗原暴露实验。将上述切片用梯度乙醇脱水后

浸泡在１０ｍｍｏｌ／Ｌ柠檬酸溶液中，用微波炉加热
至９０℃并恒温保持１５ｍｉｎ。随后将切片置于室
温下冷却１ｈ并用蒸馏水洗净。

ＩＨＣ实验采用抗生物素蛋白生物素过氧化
物酶法，参照文献［７８］的方法并加以改进。切
片浸泡在０．３％ Ｈ２Ｏ２的甲醇中１ｈ，用 ＰＢＳ缓冲
液冲洗干净后在１０％山羊血清中封闭１５ｍｉｎ，分
别滴加由 ＳＨＩＭＩＺＵ等［１７］赠 送的兔抗底

!

（Ｆｕｎｄｕｌｕｓｈｅｔｅｒｏｃｌｉｔｕｓ）ＦＳＨβ（体积比为１∶１０００）
和ＬＨβ（体积比为１∶５０００）第一抗体［７８］在４℃
下孵育１晚，然后用ＰＢＳ缓冲液冲洗１５ｍｉｎ。用

２５１
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ＳＡＢＰＯ（Ｒ）试剂盒（ＮｉｃｈｉｒｅｉＢｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓＩｎｃ．，
Ｊａｐａｎ）中的山羊抗兔ＩｇＧ第二抗体溶液孵育１ｈ，
在 ＰＢＳ中漂洗 １５ｍｉｎ后用链霉亲和素ＨＲＰ
（ｈｏｒｓｅｒａｄｉｓｈｐｅｒｏｘｉｄａｓｅ）溶液孵育 ３０ｍｉｎ。随后
再次在ＰＢＳ缓冲液中冲洗１０ｍｉｎ，最后用试剂盒
中的 ＤＡＢ辣 根 过 氧 化 物 酶 显 色 液 （ＤＡＢ
ｈｏｒｓｅｒａｄｉｓｈｐｅｒｏｘｉｄａｓｅ）观察免疫反应的信号。切
片用苏木精轻轻复染后显微镜观察并摄影，根据

ＦＳＨβ和 ＬＨβ细胞免疫染色的深浅程度判断其
信号的强弱。

１．３　数据处理
试验数据以平均值 ±标准差（Ｍｅａｎ±ＳＤ）表

示。采用ＳＰＳＳ２２．０对数据进行比较分析，利用
ＡＮＯＶＡ检验及Ｔｕｋｅｙ’ｓ法进行差异性比较分析，
显著性水平设为０．０５。

２　结果与分析

２．１　６种石斑鱼采样日期、数量、生长指数及其
性腺的发育

宝石石斑鱼、黑边石斑鱼和赤点石斑鱼数量

分别为６、６和４尾（表１），其体长均在３０ｃｍ以
上，体质量在５００ｇ以上。宝石石斑鱼采样日期
为２０１９年９月，卵巢发育为Ｐｎ阶段（图版Ⅰ１）；
黑边石斑鱼采样日期为２０１８年９月，卵巢发育为
Ｐｎ阶段（图版Ⅰ２）；赤点石斑鱼采样日期亦为
２０１８年９月，卵巢发育为 Ｐｎ阶段（图版Ⅰ３）。

尾纹九棘鲈、蜂巢石斑鱼和纹波石斑鱼数量分别

为７、５和６尾，体长１４～１９ｃｍ，体质量５０～１３０
ｇ。尾纹九棘鲈采样日期为２０１９年８月，卵巢发
育为Ｙｖ阶段（图版Ⅰ４）；蜂巢石斑鱼采样日期
为２０１９年６月，卵巢发育为Ｓｙ阶段（图版Ⅰ５）；
纹波石斑鱼采样日期亦为２０１８年６月，卵巢发育
为Ｔｙ阶段（图版Ⅰ６）。宝石石斑鱼、黑边石斑
鱼和赤点石斑鱼的体质量显著高于尾纹九棘鲈

和蜂巢石斑鱼（Ｐ＜０．０５），性腺质量显著高于纹
波石斑鱼（Ｐ＜０．０５）。宝石石斑鱼、黑边石斑鱼、
赤点石斑鱼和尾纹九棘鲈性腺发育处于未成熟

阶段；蜂巢石斑鱼和纹波石斑鱼性腺发育处于成

熟阶段。

２．２　６种石斑鱼脑垂体的结构及垂体中 ＦＳＨβ
和ＬＨβ细胞的分布模式图

石斑鱼的脑垂体位于间脑腹面，由１个短柄
与下丘脑相连，悬垂而下，嵌藏在脑颅副蝶骨背

面的小凹窝内［１８］。６种石斑鱼的脑垂体呈漏斗
状结构，由神经垂体（ｎｅｕｒｏｈｙｐｏｐｈｙｓｉｓ，ＮＨ）和腺
垂体（ａｄｅｎｏｈｙｐｏｐｈｙｓｉｓ，ＡＨ）两部分构成，见图版
Ⅱ。根据不同的着色区域和边界，腺垂体进一步
分为３小部分，从左至右依次为前外侧部（ｒｏｓｔｒａｌ
ｐａｒｓｄｉｓｔａｌｉｓ，ＲＰＤ）、中外侧部 （ｐｒｏｘｉｍａｌｐａｒｓ
ｄｉｓｔａｌｉｓ，ＰＰＤ）和中间部（ｐａｒｓｉｎｔｅｒｍｅｄｉａ，ＰＩ，见图
版Ⅱ１，２，３，１０，１１和１２）。

表１　６种石斑鱼的采样时间、数量、生长指数以及性腺发育阶段
Ｔａｂ．１　Ｃｈａｎｇｅｓｏｆｓａｍｐｌｉｎｇｔｉｍｅ，ｎｕｍｂｅｒ，ｇｒｏｗｔｈｉｎｄｅｘ，ａｎｄｇｏｎａｄａｌｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔｉｎｓｉｘｓｐｅｃｉｅｓｏｆｇｒｏｕｐｅｒｓ

物种

Ｓｐｅｃｉｅｓ

采样日期

Ｓａｍｐｌｉｎｇ
ｄａｔｅ

数量

Ｎｕｍｂｅｒ／
尾

体长

Ｔｏｔａｌ
ｌｅｎｇｔｈ／ｃｍ

体质量

Ｂｏｄｙ
ｍａｓｓ／ｇ

性腺质量

Ｇｏｎａｄ
ｍａｓｓ／ｇ

性腺指数

ＧＳＩ／％

卵巢阶段

Ｏｖａｒｙ
ｓｔａｇｅ

宝石石斑鱼Ｅｐｉｎｅｐｈｅｌｕｓａｒｅｏｌａｔｕｓ ２０１９．９ ６ ３８．１７±２．２２ ７７５．８３±１５６．５８ａ ６．７７±２．６５ａ ０．７６±０．１７ Ｐｎ
黑边石斑鱼Ｅ．ｆａｓｃｉａｔｕｓ ２０１８．９ ６ ３０．４２±１．３５ ５２９．５７±７６．８５ａ ４．８４±１．６７ａ ０．６５±０．０４ Ｐｎ
赤点石斑鱼Ｅ．ａｋａａｒａ ２０１８．９ ４ ３５．９４±２．０５ ７３５．１２±１３０．５８ａ ３．１８±１．０１ａ ０．４８±０．０３ Ｐｎ
尾纹九棘鲈Ｃｅｐｈａｌｏｐｈｏｌｉｓｕｒｏｄｅｔａ ２０１９．８ ７ １４．１２±０．３８ ５６．１２±１．４８ｂ １．１０±０．１８ａｂ ２．０８±０．０３ Ｙｖ
蜂巢石斑鱼Ｅ．ｍｅｒｒａ ２０１９．６ ５ １９．０１±０．６７ ５２．６８±２．４９ｂ １．０５±０．３４ａｂ １．８９±０．２６ Ｓｙ
纹波石斑鱼Ｅ．ｏｎｇｕｓ ２０１８．６ ６ １９．５２±１．４２ １２８．０４±３６．５５ａｂ ０．１６±０．０５ｂ ０．１５±０．０３ Ｔｙ
注：标有不同小写字母者表示同列样本间有显著性差异（Ｐ＜０．０５），标有相同小写字母或者无字母者表示样本间无显著性差异（Ｐ＞
０．０５）。
Ｎｏｔｅｓ：Ｍｅａｎｓｏｆｓａｍｐｌｉｎｇｓｗｉｔｈｄｉｆｆｅｒｅｎｔｌｏｗｅｒｃａｓｅｌｅｔｔｅｒｓｗｉｔｈｉｎｔｈｅｓａｍｅｃｏｌｕｍｎａｒｅｖｅｒｙｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｄｉｆｆｅｒｅｎｔａｔｔｈｅ０．０５ｐｒｏｂａｂｉｌｉｔｙｌｅｖｅｌ，ａｎｄ
ｔｈｅｍｅａｎｓｗｉｔｈｔｈｅｓａｍｅｌｏｗｅｒｃａｓｅｌｅｔｔｅｒｓｏｒｗｉｔｈｏｕｔｌｅｔｔｅｒｓｈａｖｅｎｏｔｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ．
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１．宝石石斑鱼Ｅｐｉｎｅｐｈｅｌｕｓａｒｅｏｌａｔｕｓ；２．黑边石斑鱼Ｅ．ｆａｓｃｉａｔｕｓ；３．赤点石斑鱼Ｅ．ａｋａａｒａ；４．尾纹九棘鲈Ｃｅｐｈａｌｏｐｈｏｌｉｓｕｒｏｄｅｔａ；５．蜂

巢石斑鱼Ｅ．ｍｅｒｒａ；６．纹波石斑鱼Ｅ．ｏｎｇｕｓ；Ｐｎ．核仁外周期；Ｙｖ．卵黄囊泡期；Ｓｙ．次级卵黄球期；Ｔｙ．三级卵黄球期。

１．ＡｒｅｏｌａｔｅｇｒｏｕｐｅｒＥｐｉｎｅｐｈｅｌｕｓａｒｅｏｌａｔｕｓ；２．ＢｌａｃｋｔｉｐｇｒｏｕｐｅｒＥ．ｆａｓｃｉａｔｕｓ；３．ＲｅｄｓｐｏｔｔｅｄｇｒｏｕｐｅｒＥ．ａｋａａｒａ；４．Ｆｌａｇｔａｉｌｇｒｏｕｐｅｒ

Ｃｅｐｈａｌｏｐｈｏｌｉｓｕｒｏｄｅｔａ；５．ＨｏｎｅｙｃｏｍｂｇｒｏｕｐｅｒＥ．ｍｅｒｒａ；６．ＷｈｉｔｅｓｔｒｅａｋｅｄｇｒｏｕｐｅｒＥ．ｏｎｇｕｓ；Ｐｎ．Ｐｅｒｉｎｕｃｌｅｏｌｕｓ；Ｙｖ．Ｙｏｌｋｖｅｓｉｃｌｅ；Ｓｙ．

Ｓｅｃｏｎｄａｒｙｙｏｌｋ；Ｔｙ．Ｔｅｒｔｉａｒｙｙｏｌｋ．

图版Ⅰ　６种石斑鱼卵巢发育阶段的切片图
ＰｌａｔｅⅠ　Ｈｉｓｔｏｌｏｇｉｃａｌｓｅｃｔｉｏｎｓｏｆｏｖａｒｙｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔｓｔａｇｅｓｉｎｓｉｘｓｐｅｃｉｅｓｏｆｇｒｏｕｐｅｒｓ

　　参照文献［７８］报道 ＩＨＣ实验中对 ＦＳＨβ和
ＬＨβ阳性信号检测的判断，６种石斑鱼脑垂体中
ＦＳＨβ和ＬＨβ细胞的分布如图版Ⅱ中箭头所示。
在宝石石斑鱼中，ＦＳＨβ免疫信号主要分布在
ＰＰＤ和ＰＩ区域，ＬＨβ信号少量分布在 ＰＰＤ和 ＰＩ
区域（图版Ⅱ４和 ７）。在黑边石斑鱼中，ＦＳＨβ
和ＬＨβ信号少量分布在ＰＰＤ和ＰＩ区域（图版Ⅱ
５和８）。在赤点石斑鱼中，ＦＳＨβ和 ＬＨβ信号主
要分布在ＰＰＤ和ＰＩ区域（图版Ⅱ６和９）。在尾
纹九棘鲈中，ＦＳＨβ信号主要分布在ＰＰＤ区域，少
量分布在 ＰＩ区域，ＬＨβ信号少量分布在 ＰＰＤ和
ＰＩ区域（图版Ⅱ１３和 １６）。在蜂巢石斑鱼中，

ＦＳＨβ信号主要分布在 ＰＰＤ区域，少量分布在 ＰＩ
区域，ＬＨβ信号少量分布在ＰＰＤ和ＰＩ区域（图版
Ⅱ１４和１７）。在纹波石斑鱼中，ＦＳＨβ信号主要
分布在 ＰＰＤ和 ＰＩ区域，ＬＨβ信号少量分布在
ＰＰＤ和ＰＩ区域（图版Ⅱ１５和１８）。关于免疫信
号强度的比较，６种石斑鱼脑垂体中的 ＦＳＨβ信
号均较ＬＨβ强。

宝石石斑鱼、赤点石斑鱼和纹波石斑鱼脑垂

体中的ＮＨ结构被ＰＰＤ隔开分为上下两部分（图
版Ⅱ１，３和１２，图１ａ）。黑边石斑鱼、尾纹九棘
鲈和蜂巢石斑鱼脑垂体中的ＮＨ结构为一个整体
（图版Ⅱ２，１０和１１，图１ｂ）。
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１期 徐文刚，等：６种石斑鱼成鱼的性腺发育、脑垂体结构以及垂体中ＦＳＨβ和ＬＨβ细胞的免疫识别

１，４和７．宝石石斑鱼Ｅｐｉｎｅｐｈｅｌｕｓａｒｅｏｌａｔｕｓ；２，５和８．黑边石斑鱼Ｅ．ｆａｓｃｉａｔｕｓ；３，６和９．赤点石斑鱼Ｅ．ａｋａａｒａ；１０，１３和１６．尾纹九

棘鲈Ｃｅｐｈａｌｏｐｈｏｌｉｓｕｒｏｄｅｔａ；１１，１４和１７．蜂巢石斑鱼Ｅ．ｍｅｒｒａ；１２，１５和１８．纹波石斑鱼Ｅ．ｏｎｇｕｓ；ＮＨ．神经垂体；ＲＰＤ．前外侧部；

ＰＰＤ．中外侧部；ＰＩ．中间部。箭头表示ＦＳＨβ和ＬＨβ阳性信号。比例尺＝２００μｍ。

１，４ａｎｄ７．ＡｒｅｏｌａｔｅｇｒｏｕｐｅｒＥｐｉｎｅｐｈｅｌｕｓａｒｅｏｌａｔｕｓ；２，５ａｎｄ８．ＢｌａｃｋｔｉｐｇｒｏｕｐｅｒＥ．ｆａｓｃｉａｔｕｓ；３，６ａｎｄ９．ＲｅｄｓｐｏｔｔｅｄｇｒｏｕｐｅｒＥ．ａｋａａｒａ；１０，

１３ａｎｄ１６．ＦｌａｇｔａｉｌｇｒｏｕｐｅｒＣｅｐｈａｌｏｐｈｏｌｉｓｕｒｏｄｅｔａ；１１，１４ａｎｄ１７．ＨｏｎｅｙｃｏｍｂｇｒｏｕｐｅｒＥ．ｍｅｒｒａ；１２，１５ａｎｄ１８．ＷｈｉｔｅｓｔｒｅａｋｅｄｇｒｏｕｐｅｒＥ．

ｏｎｇｕｓ．ＮＨ．Ｎｅｕｒｏｈｙｐｏｐｈｙｓｉｓ；ＲＰＤ．Ｒｏｓｔｒａｌｐａｒｓｄｉｓｔａｌｉｓ；ＰＰＤ．Ｐｒｏｘｉｍａｌｐａｒｓｄｉｓｔａｌｉｓ；ＰＩ．Ｐａｒｓｉｎｔｅｒｍｅｄｉａ．Ａｒｒｏｗｓｉｎｄｉｃａｔｅｄｐｏｓｉｔｉｖｅ

ｓｉｇｎａｌｓ．Ｓｃａｌｅｂａｒ＝２００μｍ．

图版Ⅱ　６种石斑鱼脑垂体结构及垂体中ＦＳＨβ和ＬＨβ细胞的切片图
ＰａｌｔｅⅡ　Ｈｉｓｔｏｌｏｇｉｃａｌｓｅｃｔｉｏｎｓｏｆｔｈｅｐｉｔｕｉｔａｒｙｓｔｒｕｃｔｕｒｅｓａｎｄｉｍｍｕｎｏｒｅａｃｔｉｖｅｓｉｇｎａｌｓｏｆ

ＦＳＨβａｎｄＬＨβｐｒｏｄｕｃｉｎｇｃｅｌｌｓｉｎｓｉｘｓｐｅｃｉｅｓｏｆａｄｕｌｔｇｒｏｕｐｅｒｓ
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宝石石斑鱼 Ｅｐｉｎｅｐｈｅｌｕｓａｒｅｏｌａｔｕｓ、赤点石斑鱼 Ｅ．ａｋａａｒａ和纹波石斑鱼 Ｅ．ｏｎｇｕｓ脑垂体结构属于模式图 ａ类型；黑边石斑鱼 Ｅ．

ｆａｓｃｉａｔｕｓ、尾纹九棘鲈Ｃｅｐｈａｌｏｐｈｏｌｉｓｕｒｏｄｅｔａ和蜂巢石斑鱼Ｅ．ｍｅｒｒａ脑垂体结构属于模式图ｂ类型。

ＴｈｅｐａｔｔｅｒｎｄｉａｇｒａｍｏｆｐｉｔｕｉｔａｒｙｓｔｒｕｃｔｕｒｅｓｉｎａｒｅｏｌａｔｅｇｒｏｕｐｅｒＥｐｉｎｅｐｈｅｌｕｓａｒｅｏｌａｔｕｓ，ｒｅｄｓｐｏｔｔｅｄｇｒｏｕｐｅｒＥ．ａｋａａｒａａｎｄｗｈｉｔｅｓｔｒｅａｋｅｄ

ｇｒｏｕｐｅｒＥ．ｏｎｇｕｓｂｅｌｏｎｇｓｔｏｔｙｐｅａ，ａｎｄｔｈｅｂｌａｃｋｔｉｐｇｒｏｕｐｅｒＥ．ｆａｓｃｉａｔｕｓ，ｆｌａｇｔａｉｌｇｒｏｕｐｅｒＣｅｐｈａｌｏｐｈｏｌｉｓｕｒｏｄｅｔａａｎｄｈｏｎｅｙｃｏｍｂｇｒｏｕｐｅｒＥ．

ｍｅｒｒａｂｅｌｏｎｇｔｏｔｙｐｅｂ．

图１　６种石斑鱼脑垂体结构及垂体中ＦＳＨβ和ＬＨβ细胞分布模式图
Ｆｉｇ．１　Ｐａｔｔｅｒｎｄｉａｇｒａｍｏｆｐｉｔｕｉｔａｒｙｓｔｒｕｃｔｕｒｅｓａｎｄｉｍｍｕｎｏｒｅａｃｔｉｖｅｓｉｇｎａｌｓｏｆ

ＦＳＨβａｎｄＬＨβｐｒｏｄｕｃｉｎｇｃｅｌｌｓｉｎｓｉｘｓｐｅｃｉｅｓｏｆａｄｕｌｔｇｒｏｕｐｅｒｓ

３　讨论

３．１　６种石斑鱼脑垂体中 ＦＳＨβ和 ＬＨβ细胞的
抗原特异性

目前，运用 ＩＨＣ技术识别鱼类脑垂体 ＦＳＨβ
和ＬＨβ细胞的研究中，关键因素在于第一抗体能
否与抗原相结合，因为抗体与抗原之间存在物种

特异性反应。以往的研究结果表明，由日本学者

ＳＨＩＭＩＺＵ等［１９］开发的兔抗底
!

ＦＳＨβ和 ＬＨβ抗
体不仅被运用在检测底

!

垂体中的ＦＳＨβ和ＬＨβ
细胞，也被运用于真鲷（Ｐａｇｒｕｓｍａｊｏｒ）［２０］、小口黑
鲈（Ｍｉｃｒｏｐｔｅｒｕｓｄｏｌｏｍｉｅｕ）［２１］和慈鲷（Ｃｉｃｈｌａｓｏｍａ
ｄｉｍｅｒｕｓ）［２２］上，表明兔抗底

!

ＦＳＨβ和 ＬＨβ抗体
能够很好地与多种鱼类的抗原相结合，尤其此抗

体也适用于石斑鱼比如点带石斑鱼［７］和蜂巢石

斑鱼［８］中。因此本研究将其用于包括蜂巢石斑

鱼在内的６种石斑鱼中，且检测到阳性信号，表
明兔抗底

!

ＦＳＨβ或 ＬＨβ抗体适用于本实验中
的６种石斑鱼。
３．２　６种石斑鱼脑垂体结构的差异以及垂体中
ＦＳＨβ和ＬＨβ细胞的分布

本实验中，６种石斑鱼的脑垂体结构类似，分
为ＮＨ、ＲＰＤ、ＰＰＤ和 ＰＩ部分，虽与以往的研究结
果［２３］大致相同，但也有细微差异。在宝石石斑

鱼、赤点石斑鱼和纹波石斑鱼中，ＮＨ结构被 ＰＰＤ
隔开分为上下两部分；而在黑边石斑鱼、尾纹九

棘鲈和蜂巢石斑鱼中，ＮＨ为一个整体。已有研

究表明，在点带石斑鱼［７］、蜂巢石斑鱼［８］、银汉鱼

（Ｏｄｏｎｔｅｓｔｈｅｓｂｏｎａｒｉｅｎｓｉｓ）［２４］、底
!

［２５］、斑锯脂鲤

（Ｓｅｒｒａｓａｌｍｕｓｍａｃｕｌａｔｕｓ）［２６］、蓝鳍金枪鱼（Ｔｈｕｎｎｕｓ
ｔｈｙｎｎｕｓ）［２７］和金头鲷（Ｓｐａｒｕｓａｕｒａｔａ）［２８］的脑垂
体结构图中，ＮＨ为一个整体，只有在尼罗罗非鱼
（Ｏｒｅｏｃｈｒｏｍｉｓｎｉｌｏｔｉｃｕｓ）［２９］中，ＮＨ被 ＰＰＤ隔开分
为上下两部分，表明鱼类脑垂体结构中的 ＮＨ部
分可能由于切片实验时所取部位的不同而有所

差异。虽然本实验中的宝石石斑鱼、赤点石斑鱼

和纹波石斑鱼的 ＮＨ结构被 ＰＰＤ隔开分为上下
两部分，但在大多数鱼类的结构模式图中，ＮＨ结
构作为一个整体存在。

６种石斑鱼中，ＦＳＨβ细胞均分布在 ＰＰＤ和
ＰＩ区域。已有研究［８］表明，在蜂巢石斑鱼中，

ＦＳＨβ细胞主要分布在ＰＰＤ和ＰＩ区域，与本研究
结果类似。然而在点带石斑鱼中，ＦＳＨβ仅分布
在ＰＰＤ区域［７］，表明ＦＳＨβ的分布因石斑鱼种类
的不同而有所差异。在其他海水鱼类如金头

鲷［２８］中，ＦＳＨβ细胞分布在 ＰＰＤ和 ＰＩ区域；但在
蓝鳍金枪鱼［２７］中，ＦＳＨβ细胞仅分布在 ＰＰＤ区
域，表明在多数海水鱼类中，ＦＳＨβ的分布存在两
种模式，分布于ＰＰＤ和 ＰＩ区域（图１ａ）或仅分布
于ＰＰＤ区域（图１ｂ）。６种石斑鱼 ＦＳＨβ细胞的
分布见图 １ａ。此外，本实验的 ６种石斑鱼中，
ＬＨβ细胞均分布在ＰＰＤ和ＰＩ区域。在点带石斑
鱼［７］、蜂巢石斑鱼［８］、蓝鳍金枪鱼［２７］、金头鲷［２８］

和地中海
0

鱼［３０］中，ＬＨβ细胞均分布在 ＰＰＤ和
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ＰＩ区域，与本研究结果类似，表明在多数海水鱼
类中，ＬＨβ分布在ＰＰＤ和ＰＩ区域。
３．３　６种石斑鱼的生长和性腺发育成熟及其与
ＦＳＨβ和ＬＨβ之间的联系

已有研究表明：宝石石斑鱼［３１３２］在１—５月，
体长超过２８ｃｍ时出现成熟雌性个体；黑边石斑
鱼［３３］在７—８月，体长超过２３．５ｃｍ时出现成熟
雌性个体；赤点石斑鱼［３４］在 ５—６月，体长超过
２０ｃｍ时出现成熟雌性个体；尾纹九棘鲈［３５］成熟

雌性个体采集时间在 ５月，体长在 １４．９～１５．７
ｃｍ。本实验中宝石石斑鱼、黑边石斑鱼和赤点石
斑鱼体长分别为３９．４ｃｍ、３２．０ｃｍ和４３．４ｃｍ，采
样日期在９月初；尾纹九棘鲈体长为１４．８ｃｍ，采
样日期在８月底。尽管上述各石斑鱼的体长均
已接近或超过已有报道中成熟时的体长规格，但

性腺发育仍为Ｐｎ或Ｙｖ未成熟卵母细胞阶段，可
能原因是实验鱼的采样日期均在其繁殖季节之

后。已有研究［３６３８］表明，蜂巢石斑鱼的繁殖季节

开始于５月，在６月达到峰值，成熟体长为１８．１
ｃｍ左右。纹波石斑鱼的繁殖季节推断在 ４—７
月，成熟体长为１８．９ｃｍ左右［３９］。本实验中蜂巢

石斑鱼和纹波石斑鱼由于其采集日期正好在 ６
月的繁殖季节，且体长也达到了成熟规格，因此

性腺发育分别为Ｓｙ和Ｔｙ成熟阶段。
本实验中６种石斑鱼的性腺发育为未成熟

和成熟阶段，且各发育阶段 ＦＳＨβ信号均较 ＬＨβ
强，推断在石斑鱼性腺发育过程中 ＦＳＨβ较 ＬＨβ
重要。然而，由于ＦＳＨβ和ＬＨβ在鱼种中具有物
种特异性，因此仅通过免疫信号的强弱无法准确

判断ＦＳＨβ和 ＬＨβ在石斑鱼性腺发育过程中的
角色。此外，尽管宝石石斑鱼、黑边石斑鱼、赤点

石斑鱼和尾纹九棘鲈体长均已接近或超过成熟

时的体长规格，但性腺发育仍为未成熟阶段，而

蜂巢石斑鱼和纹波石斑鱼为成熟阶段。基于本

实验中各石斑鱼性腺发育程度的差异性，因此无

法准确判断 ＦＳＨβ和 ＬＨβ在石斑鱼成熟和繁殖
过程中的角色。已有研究［８］表明：在成年雌性蜂

巢石斑鱼中，ＬＨβ的基因表达和免疫信号均较
ＦＳＨβ强；此外，口服 ＦＳＨβ激素能诱导蜂巢石斑
鱼由雌性逆转为雄性，表明ＦＳＨβ和ＬＨβ与雌雄
性蜂巢石斑鱼的性成熟密切相关。类似的结果

也出现在真鲷中，ＦＳＨβ可能对其雄性配子的发
育起重要作用，而对雌性配子无影响［２０，４０］。然而

在点带石斑鱼中，ＦＳＨβ和 ＬＨβ免疫信号出现在
初级卵母细胞阶段，其角色可能与性分化无

关［７］。此外，在鲑科（Ｏｎｃｏｒｈｙｎｃｈｕｓ）［４１４４］、星康吉
鳗（Ｃｏｎｇｅｒｍｙｒｉａｓｔｅｒ）［４５］、日本鳗鲡 （Ａｎｇｕｉｌｌａ
ｊａｐｏｎｉｃａ）［４６］和欧洲鲈（Ｄｉｃｅｎｔｒａｒｃｈｕｓｌａｂｒａｘ）［４７］

中，ＦＳＨβ对性腺早期发育如精子和卵子的生长
具有重要影响，而ＬＨβ主要调控性腺发育的成熟
阶段如排卵和排精等行为。由于 ＦＳＨβ和 ＬＨβ
在鱼种中具有多样性和复杂性，因此仅凭免疫信

号的强弱无法探讨 ＦＳＨβ和 ＬＨβ在石斑鱼发育
过程中的角色。进一步的研究还需要结合运用

荧光定量分子生物学实验综合讨论ＦＳＨβ和ＬＨβ
在石斑鱼性腺发育过程中的角色。
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Ｒｅｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ，２０１１，８５（４）：８４８８５７．

９５１



上 海 海 洋 大 学 学 报 ３１卷
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