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　　[摘　要 ]　为探讨性类固醇激素对北方山溪鲵 (B atrachup erus tibetanus)卵泡发育的调控作用,采用组织学与

免疫细胞化学方法,观测卵子发生周期中雌二醇 (17Β2estradio l, E2)、孕酮 (p rogesterone, P)、睾酮 ( testo sterone, T )

3 种性类固醇激素及其受体 (雌激素受体 (E strogen R ecep to r, ER )、孕激素受体 (P rogesterone R ecep to r, PR )、雄激

素受体 (A ndrogen R ecep to r,A R ) )在不同发育时期卵泡中的表达特征。结果可见,北方山溪鲵卵巢中É期卵泡数量
在 10月达到最大值, Ê期卵泡数量在翌年 5月达到最大值, Ë期卵泡数量在 6月最多, Ì期卵泡数量在 11月最多。

E2与 ER 在Ë期卵泡卵母细胞胞质中的阳性反应最强, P 与 PR , T 与A R 均在Ì期卵泡卵母细胞中的阳性反应最

强。结果表明,北方山溪鲵的卵泡为异步发育,其从发生至成熟后排出需要的最短时间应为 20～ 22个月。E2在卵母

细胞的卵黄形成中起作用, P 与T 均对卵母细胞成熟起重要作用。3种性类固醇激素分泌的变化规律与北方山溪鲵

卵泡发生、发育、成熟和排出的周期一致。
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Abstract: To invest iga te the regu la t ion s of sex stero id ho rmones on fo llicle developm en t of B a trachu2
p erus tibetanus, the oogenesis cycle w as ob served by h isto logic m ethod, and the exp ressive characterist ics of
17Β2estrad io l (E 2) , p rogesterone (P ) , testo sterone (T ) , est rogen recep to r (ER ) , p rogesterone recep to r (PR )

and androgen recep to r (A R ) in fo llicles a t d ifferen t developm en ta l stages w ere exam ined u sing the imm uno2
cytochem ical m ethod. R esu lts show ed that the num ber of stageÉ fo llicle w as greatest a t O ctober, the m ax i2
m um of stageÊ fo llicle w as at M ay of the second year, the stage Ë fo llicles w ere p resen t abundan t ly in

June and the num ber of stage Ì fo llicles w as greatest in N ovem ber of the second year. E 2 and ER w ere ex2
p ressed strongly in the cytop lasm of oocyte a t stage Ë fo llicle. Imm unopo sit ive react ion s to P and PR in
the cytop lasm of oocyte st rengthened no tab ly at stage Ì , T and A R w ere also exp ressed strongly in the cy2
top lasm of oocyte a t stage Ì . T hese resu lts suggest tha t the fo llicles of B . tibetanus are asynch ronou s de2
velopm en t, and it takes 20- 22 mon th s at least from oogenesis to ovu la t ion after m atu ring. E 2 is concerned

w ith vitellogenesis in oocyte. P and T regu la te fo llicle m atu ra t ion. T he secreted ru les of the th ree sex
stero id ho rmones are con sisten t w ith the cycles of oogenesis, developm en t, m atu ra t ion and ovu la t ion of B .

tibetanus.
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　　性类固醇激素在脊椎动物卵子发育过程中有着

重要的调控作用,其中雌激素、雄激素、孕激素的作

用在鱼类和哺乳动物中研究的较为清楚,并有相关

模型和机制被提出 [123 ]。在两栖类动物中, Kw on

等[425 ]用放射免疫测定法对黑斑蛙 (R ana n ig rom ac2
u la ta )不同发育时期卵泡的类固醇激素水平进行测

定认为, 卵黄合成期卵泡主要产生雌二醇 ( 17Β2
estrad io l, E 2 ) , 卵黄合成后期卵泡主要产生睾酮

(T esto sterone, T ) , 即将进入减数分裂的卵泡产生

孕酮 (P rogesterone, P ) ; 并用两类细胞模型解释卵

巢类固醇激素的合成,即颗粒细胞产生 P 和 E 2,膜

细胞产生 T。L u tz等[6 ]发现,雄激素可介导光滑爪

蟾 (X enop us laev is)卵母细胞的成熟。A hn 等[7 ]对 4

种 蛙 ( R. dy bow sk ii, R. rug osa , R. ca tesbeiana ,

B om bina orien ta lis)卵巢的类固醇激素合成细胞进

行研究发现,颗粒细胞含有合成 P、17Α2羟孕酮 (17Α2
OH P4)、雄烯二酮 (AD )和 E 2 必需的酶系统; 膜细

胞则含有 17Β2羟类固醇脱氢酶 (17Β2H SD ) ,这是AD

转化为 T 所必须的活性酶,且这两种细胞在类固醇

激素合成中是相互协作的。T ian 等[8 ]和Bayaa 等[9 ]

用分子克隆方法对爪蟾卵母细胞发育和成熟中孕激

素受体的调控作用进行研究,结果表明,其可能也存

在于卵母细胞胞质中,进行快速的非基因调控。笔者

曾对隆肛蛙 (R ana quad ranus)卵巢中不同发育阶段

卵子的性类固醇激素及其受体进行免疫细胞化学检

测认为, E 2 与卵黄合成关系密切,而 T 和 P 在卵母

细胞成熟中起着重要的调控作用; 雌激素受体 (E s2
t rogen R ecep to r, ER )和孕激素受体 (P rogesterone

R ecep to r, PR )主要调控卵黄合成及合成后期 E 2 和

P 的合成与分泌[10211 ]。

上述研究多集中在无尾两栖类动物,而关于有

尾两栖类卵巢类固醇激素的分泌及其对卵母细胞发

育调控作用的研究较少,对在体的内源性激素的细

胞定位研究更少。北方山溪鲵 (B a trachup erus ti2
betanus)属两栖纲有尾目小鲵科,地方名为羌活鱼、

衫木鱼、白龙等,地理分布范围较广,北部达甘肃天

水,南到四川九龙,生活在较高海拔的山区溪流中,

秦岭北坡亦有分布,可作为药用、食用,具一定的经

济开发价值。有关山溪鲵卵巢滤泡细胞和卵黄发生

的显微和超微结构研究已有报道[12213 ] ,而有关卵子

发生周期及其类固醇激素分泌与调节的研究未见报

道。本试验运用组织学与免疫细胞化学方法,对北方

山溪鲵卵泡的发生、发育、成熟的年周期变化,以及

E 2, P , T 与其受体 ER , PR , 雄激素受体 (A ndrogen

R ecep to r, A R )在各期卵母细胞中的调控作用进行

初步研究,旨在探索北方山溪鲵生殖活动的特点,探

讨类固醇激素在有尾两栖类动物卵子发育中的调节

机制,为有尾两栖类生殖生理学研究积累资料。

1　材料与方法
1. 1　材　料

　　由于北方山溪鲵卵巢在冬季处于休眠状态,故

标本的采集时间为 2002204～ 11, 采集地点为秦岭

北坡东经 107°58′15″,北纬 33°47′03″的溪流中,海拔

1 600～ 1 900 m。每月取 5例雌性成体,共 40例。体

重 19～ 30 g,体长 175～ 260 mm。

1. 2　方　法

1. 2. 1　样品制备　动物被麻醉后剖腹,取出卵巢,

切成 1 cm 3 的小块,在新配制的改良Bou in 液中固

定 8～ 12 h,梯度酒精脱水,石蜡包埋,切片厚 8 Λm。

1. 2. 2　H. E 染色　用H. E 方法染色,光镜观察。每

月随机选取 5张切片(共计 40张) ,每张切片随机选取

6个视野,统计每月卵巢中各个发育时期卵泡的数量,

计算它们之间的比例,用 Excel进行统计分析,并绘制

变化曲线图。卵泡的分期标准参见文献[ 14 ]。

1. 2. 3　免疫细胞化学反应程序　切片脱蜡复水后,

置入新配制的质量分数 3% H 2O 2 溶液 5～ 10 m in,

以灭活内源性酶;浸入 0. 01 mo löL 枸橼酸盐缓冲液
(pH 6. 0) ,微波热修复抗原。然后采用 SABC (Strep t

A vid in2b io t in Comp lex)法进行免疫细胞化学反应。

第一抗体分别为兔抗人孕酮 (P, 1∶3 500 稀释)、兔

抗人睾酮 (T , 1∶2 500稀释) (二者均为 Sigm a 公司

产品)、兔抗人雌二醇 (E 2, 1∶50稀释)以及 3种类固

醇激素受体 (ER , PR ,A R )的多克隆抗体 (美国 San ta

C ruz公司产品,经该公司鉴定,各种受体的多克隆抗

体不与其他两种受体发生交叉反应, 3种受体的抗体

均为 1∶100稀释) , 4 ℃孵育 24 h。第二抗体为即用

型羊抗兔 IgG (Bo ster 公司产品) , 室温下孵育 30

m in。再加入 SABC 复合物 (Bo ster 产品) ,室温下孵

育 30 m in。最后用DAB 显色 5～ 30 m in。对照片用

PBS代替第一抗体进行孵育,为阴性反应。

1. 2. 4　图像分析　用L eica DM LB 2型光学显微镜

观察并摄像。用Qw in V 3图像分析系统 (L ecia)对

不同发育阶段卵母细胞的 E2, P , T 3种激素及其受

体 ER , PR , A R 的免疫反应结果进行灰度检测。每

个材料随机选 8张切片,每张切片随机选 6 个视野

内的阳性颗粒测定灰度值,灰度值分为 256级,阳性

反应越强灰度值越小。用 SPSS 12. 0软件进行统计
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分析,所测数据符合正态分布, 经Bart let t 检验, 方

差齐性后, ANOVA 双尾检测, 并用 L SD (L it t le

Sign if ican t D ifference)检验进行比较。根据平均值

±标准误差 (M eans±S E )绘制统计表。

2　结果与分析
2. 1　北方山溪鲵各期卵泡数量的季节性变化

　　北方山溪鲵各期卵泡数量季节性变化见图 1。

图 1　北方山溪鲵各期卵泡比例的季节性变化

F ig. 1　Seasonal variation of num ber of fo llicles at differen t

developm ental stages of B atrachup erus tibetanus

由图 1 可知,不同发育时期卵泡比例呈现明显

的季节性变化 (各期卵泡特征参见文献 [ 14 ]) ,其中

É 期卵泡数量在 6 月开始增加, 10 月达到最大值,

占卵泡总数的70%～ 80% ; Ê期卵泡数量在 10月降

到最低,次年 5月达到最大值,占卵泡总数的60%～

70% ; Ë 期卵泡数量在 6 月最多, 占卵泡总数的

20%～ 30% ; Ì 期卵泡数量在 7 月开始增加, 在 11

月达到最大值,占卵泡总数的 15%～ 20%。

2. 2　北方山溪鲵 3种性类固醇激素及其受体在卵

母细胞中的分布

　　经观察可知,在É 期卵母细胞中,均未见 E2, P

和 T 3种激素及其受体 ER , PR 和A R 的阳性反应

物。

E 2 在Ê 期卵泡的卵母细胞胞质中阳性反应较

弱,在Ë , Ì 期卵泡中阳性反应有所增强,其中在Ë
期卵泡中的阳性反应最强 (图 2 A ,B , C)。经统计处

理可知,在Ê , Ë , Ì 期卵泡中, E 2 的平均灰度值差

异均不显著 (P > 0. 05) (表 1)。

与Ê 期相比, ER 在Ë , Ì 期卵泡的卵母细胞阳
性反应增强 (图 2 D , E, F ) ,其在Ê 期卵泡的平均灰
度值与Ë , Ì 期卵泡相比差异显著 (P < 0. 05) , 而

Ë , Ì期卵泡之间差异不显著 (P > 0. 05) (表 1)。

P 在Ê期卵泡的阳性反应较弱,在Ë , Ì期卵泡
的卵母细胞胞质、卵黄颗粒中阳性反应增强 (图 2

G, H , I) ,其在Ê 期卵泡的平均灰度值与Ë , Ì 期卵
泡相比差异显著 (P < 0. 05) ; P 在Ì 期卵泡的阳性
反应比Ë 期卵泡更强,二者之间的平均灰度值差异

显著 (P < 0. 05) (表 1)。
表 1　3种性类固醇激素及其受体在北方山溪鲵卵母细胞中免疫细胞化学反应的平均灰度值 (n= 30)

T ab le 1　Grey level of po sit ive reaction of stero id ho rmone and recep to r in oocytes of B . tibetanus (n= 30)

激素及其受体
Stero id ho rmone

and recep to r

É期卵泡
StageÉ

Ê期卵泡
StageÊ

Ë期卵泡
StageË

Ì期卵泡
StageÌ

E2 - 138. 77±2. 56 124. 30±5. 39 127. 64±4. 31

ER - 161. 46±2. 46 100. 93±6. 24Ê 104. 66±8. 00Ê

P - 141. 96±9. 21 123. 66±2. 45Ê 93. 16±3. 88Ê , Ë

PR - 125. 33±1. 83 116. 70±10. 07 71. 10±6. 05Ê , Ë

T - 197. 23±10. 04 160. 23±5. 03Ê 139. 20±11. 09Ê

A R - - 155. 23±8. 10 135. 83±14. 97

　　注: - . 表示阴性反应。右上角的序号表示与之相应的时期相比,灰度值有显著差异 (P < 0. 05)。

N o te: - . Rep resen ting negative reaction. T he num bers at top righ t co rner of M ±SD deno te sign ifican tly differen t from th is stage group

(P < 0. 05).

　　PR 在Ì 期卵泡卵母细胞的阳性反应较Ê , Ë
期增强 (图 2 J , K) , 其在Ì 期卵泡的平均灰度值与
Ê , Ë 期卵泡相比差异显著 (P < 0. 05) , 而Ê , Ë 期
卵泡之间差异不显著 (P < 0. 05) (表 1)。

与Ê期相比, T 在Ë , Ì期卵泡卵母细胞中的阳

性反应增强 (图 2 L ,M ) ,其在Ê 期卵泡的平均灰度
值与Ë , Ì期卵泡相比差异显著 (P < 0. 05) ; 与Ë 期
相比, T 在Ì 期卵泡卵母细胞中的阳性反应有所增
强, 但Ë , Ì 期卵泡的平均灰度值差异不显著 (P <

0. 05) (表 1)。

51第 1期 雷　忻等: 3种性类固醇激素及其受体在北方山溪鲵卵母细胞发育中的分布



图 2　3种性类固醇激素及其受体在北方山溪鲵卵母细胞发育中分布的显微观察
A. E2 (↑) 在Ê期卵泡卵母细胞胞质中的分布 (×149) ;B. E2 (↑) 在Ë期卵泡中的分布 (×149) ; C. E2 (↑) 在Ì期卵泡中的分布 (×74) ;D. ER

(↑) 在Ê期卵泡中的分布 (×149) ; E. ER (↑) 在Ë期卵泡中的分布 (×149) ; F. ER (↑) 在Ì期卵泡中的分布 (×74) ; G. P (↑) 在Ê期卵泡

中的分布 (×149) ; H. P (↑) 在Ë期卵泡中的分布 (×149) ; I. P (↑) 在Ì期卵泡中的分布 (×149) ; J. PR (↑) 在Ë期卵泡中的分布 (×149) ;

K. PR (↑) 在Ì期卵泡中的分布 (×149) ;L. T (↑) 在Ë期卵泡中的分布 (×149) ;M. T (↑) 在Ì期卵泡中的分布 (×149) ;N. A R (↑) 在Ë

期卵泡中的分布 (×149) ; O. A R (↑) 在Ì期卵泡中的分布 (×149) ; P. Ê 期卵泡的空白对照 (×74) ; Q. Ë 期卵泡的空白对照 (×74) ; R. Ì 期

卵泡的空白对照 (×74) ; Cp. 细胞质

F ig. 2　M icro scop ical observation of distribu tion of th ree sex stero id ho rmones and recep to rs

in developm ental oocytes of B atrachup erus tibetanus

A. E2 (↑) imm unopo sit ive in cytop lasm of oocytes at stage Ê (×149) ; B. E2 (↑) in oocytes at stage Ë ( ×149) ; C. E2 (↑) in oocytes at stage

Ì (×74) ; D. ER (↑) in oocytes at stageÊ (×149) ; E. ER (↑) in oocytes at stage Ë (×149) ; F. ER (↑) in oocytes at stage Ì (×74) ;

G. P (↑) in oocytes at stageÊ (×149) ; H. P (↑) in oocytes at stage Ë . ×149; I. P (↑) in oocytes at stage Ì (×149) ; J. PR (↑) in oocytes

at stage Ë (×149) ; K. PR (↑) in oocytes at stage Ì ( ×149) ; L. T (↑) in oocytes at stage Ë (×149) ; M. T (↑) in oocytes at stage Ì
(×149) ; N. A R (↑) in oocytes at stage Ë (×149) ; O. A R (↑) in oocytes at stage Ì (×149) ; P. B lank con tro l of oocytes at stageÊ (×74) ;

Q. B lank con tro l of oocytes at stage Ë (×74) ; R. B lank con tro l of oocytes at stage Ì (×74) ; Cp. Cytop lasm
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　　A R 在Ê 期卵泡的卵母细胞中未见阳性反应,

在Ë , Ì期卵泡的卵母细胞中可见阳性反应产物,且

阳性反应在Ì期卵泡增强 (图N , O )。但在Ë , Ì 期
卵泡之间的平均灰度值差异不显著 (P > 0. 05) (表

1)。Ê , Ë , Ì 期卵泡的空白对照均呈阴性反应 (图

P,Q , R )。

3　讨　论

3. 1　北方山溪鲵的卵子发生和排卵周期

　　徐剑[15 ]对分布在甘肃、宁夏地区的北方山溪鲵

进行研究, 认为繁殖期在每年的 3～ 4 月。王宏元

等[16 ]对分布于秦岭北坡北方山溪鲵精子发生的年

周期进行研究,对从精原细胞的发生到精子的形成

过程做了详细观察,确定排精时间在 2～ 4月。有关

北方山溪鲵卵泡从发生到成熟排出所需的时间周

期,目前尚未见报道。由本研究 4～ 11月雌性北方山

溪鲵卵巢中各期卵泡比例的分析可知, É 期卵泡数
量从第 1 年 6 月开始上升, 10 月达到高峰, 说明卵

原细胞在 6～ 10月分裂增生,发育为初级卵母细胞,

并形成É 期卵泡; Ê 期卵泡数量从 10 月开始上升,

翌年 5月达到高峰,说明部分É 期卵泡在此之间发
育为Ê 期卵泡; Ë 期卵泡数量在第 2 年 5 月开始上

升, 6 月达到高峰,说明部分Ê 期卵泡在 5～ 6 月发

育为Ë 期卵泡; Ì 期卵泡数量从第 2 年 7 月开始上

升, 11月达到高峰,第 3年 4月降到最低值,说明一

部分Ë期卵泡在第 2年 7～ 11月发育为Ì期卵泡并
成熟,越冬后在第 3年的 2～ 4月排出体外。由此推

测,北方山溪鲵的卵泡从发生到成熟后排出需的最

短时间应为 20～ 22个月,为 1年 1次产卵。卵泡在

卵巢中分期分批发育成熟,表现出明显的异步发育

特征。

3. 2　性类固醇激素及其受体对卵母细胞发育的调

控

　　对无尾两栖类动物卵母细胞发育的性类固醇激

素及其受体的研究报道较多。在有关有尾两栖类动

物卵巢类固醇激素的研究中,贾林芝等[12 ]曾对山溪

鲵卵泡的类固醇激素合成与分泌超微结构特点进行

过报道。但是性类固醇激素在北方山溪鲵卵母细胞

发育及排卵周期中具有何种功能,本研究试图通过

激素和受体在不同发育阶段卵母细胞中的表达强度

给予解释。

Fo rtune [17 ]和 Kw on 等[4 ]对爪蟾 (X enop us lae2
v is )和黑斑蛙 (R ana n ig rom acu la ta )不同发育时期

卵泡类固醇激素分泌的研究中证实, Ë 期卵泡分泌

E 2 增多, E 2 可促进卵黄的合成。M igliaccio 等[18 ]和

Casto ria 等[19 ]在爪蟾中发现, ER 存在于卵母细胞

胞质中,且具介导 E 2 的作用。在本研究对北方山溪

鲵卵泡的免疫细胞化学检测中可见,与Ê期 (卵黄合

成前期)卵泡相比, E 2 在Ë , Ì 期卵泡的卵母细胞中
阳性反应有所增强,且在Ë 期 (卵黄合成期)卵泡最

强。说明北方山溪鲵卵泡在Ë期卵泡分泌的E 2 量增

多,在Ì期卵泡略有减少。在Ë , Ì期卵泡的卵母细
胞中, ER 阳性反应较Ê 期显著增强, 而Ë , Ì 期卵
泡之间差异不显著,说明 ER 在Ë 期卵泡的卵母细
胞中表达增强,在Ì期卵泡虽有减少,但还保持在一

定的水平。推测 E2 在Ë期卵泡卵黄的形成中起重要
作用,而在卵黄合成期 E 2 与 ER 结合,可能在卵黄

合成过程中起信号介导的作用。由于E 2 与 ER 在Ì
期 (卵黄合成后期)卵泡中表达的减弱,推测在卵黄

合成后期发育中 E 2 的作用减小。

早先的研究认为, P 可诱导两栖类动物卵母细

胞成熟[20 ]。Callard 等[14, 21 ]在研究脊椎动物进化过

程中,卵黄合成与孕酮的关系时指出,在低等脊椎动

物的卵巢周期中,孕酮对抑制卵黄合成具有重要的

生理意义。本研究认为,在北方山溪鲵卵母细胞发育

过程中 P 的表达逐渐增强,其在Ë 期卵泡卵母细胞
中的阳性反应较Ê 期显著增强, Ì 期较Ë 期又显著
增强, 说明在卵泡中 P 的含量逐渐增加, 在Ì 期卵
泡达到最高,而Ì 期卵泡是卵母细胞开始成熟的时
期,可见 P 在北方山溪鲵卵母细胞成熟过程中起重

要的调控作用。与 P 不同的是, PR 在Ê期和Ë期卵
泡的卵母细胞中表达差异不显著,而在Ì 期卵泡中
表达最多。说明在Ì期卵泡中, P 与 PR 结合介导 P

启动卵母细胞的成熟过程,并可对卵黄合成起抑制

作用。

Fo rtune 等[22 ]对爪蟾卵巢类固醇激素进行检测

发现,在促性腺激素作用下,睾酮浓度大于孕酮和雌

二醇。L u tz等[6 ]认为,在爪蟾的卵母细胞成熟中,雄

激素具有比 P 更强的促进作用,是卵母细胞成熟的

主要启动因子。在本试验中,与Ê期卵泡相比, T 在

Ë , Ì期卵泡卵母细胞中的表达显著增强,并在Ì期
卵泡最强,说明 T 在卵黄合成后期分泌量增大, 且

T 与卵母细胞成熟过程有关。A R 的表达在卵母细

胞发育过程中也呈增强趋势,在Ì期卵泡最强。因此
推测, 在卵黄合成后期, A R 与 T 大量结合介导 T

的功能,从而调控卵母细胞的成熟过程。

Zeran i等[23 ]以冠蝾螈 (T ritu rus ca rn if ex )为对

象,对类固醇激素在生殖周期中的变化趋势进行研
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究, 观察到血浆雄激素水平在生殖期 (1～ 3 月)最

高, E 2 水平在 3月升高, P 水平变化不显著。D egan i

等[24 ]对斑点蝾螈 (S a lam and ra inf ra im m acu la ta)生

殖周期研究发现, Ì 期卵泡出现在冬季和春季, Ê ,

Ë 期卵泡则在各个季节均存在; 并发现 E 2 和 T 水

平分别在卵黄合成和卵母细胞成熟期间升高, P 水

平的提高与卵黄合成的水平有关。将本研究 3种类

固醇激素及其受体的检测结果,与北方山溪鲵的排

卵周期结合起来分析可知,在秋、冬季, Ì 期卵泡数
量快速增多,成熟卵母细胞较多,卵巢中 P 与 T 的

分泌量逐渐上升, 排卵期 (2～ 4 月)达到最大, 之后

下降到最低水平; 5～ 6 月,一部分É 期卵泡发育为
Ê 期卵泡, Ê 期卵泡发育为Ë 期卵泡, Ê , Ë 期卵泡
数量增加, E2 的分泌量逐渐上升,到夏季 (6月)达到

最大; 从 7 月开始, Ë 期卵泡逐渐发育为Ì 期卵泡,

Ì 期卵泡数量逐渐增加,到 10 月,卵母细胞即将接

近成熟, P 与 T 分泌量也在增加。因此,北方山溪鲵

卵巢类固醇激素分泌的变化规律与其卵母细胞发

生、发育、成熟和排出的周期是一致的。

T hom as等[25 ]研究了硬骨鱼卵母细胞成熟过程

中 PR 的功能,提出 P 的代谢产物是体卵母细胞成

熟的直接介导者。T ian 等[8 ]从爪蟾卵母细胞胞质中

分离出 PR ,并对其进行研究,提出 PR 在 P 介导的

成熟中只起部分作用。H amm es[26 ]提出卵母细胞类

固醇激素可能利用不同代谢途径完成发育、成熟及

排卵过程。从本研究对卵母细胞成熟过程中 P 与 T

的检测结果可见, P 与 T 在北方山溪鲵卵母细胞的

成熟过程中均起一定作用,但是哪一种激素起主要

作用、二者在调控中的相互关系及如何调控卵母细

胞成熟等仍有待深入研究。

近年来,对卵母细胞发育过程中受体的非基因

调控作用研究已有许多报道。Bayaa等[9 ]对爪蟾 PR

的研究发现,卵母细胞的胞质中有 PR ,且其在去核

卵母细胞中仍能激活促分裂原活化蛋白激酶 (M ito2
gen2act iva ted P ro tein K inase,M A PK) ,提出 PR 在

胞质中具有介导卵母细胞成熟的非基因调控作用。

M igliaccio 等[18 ]和Casto ria 等[19 ]在爪蟾中发现, ER

也可存在于卵母细胞胞质中,并发挥其介导作用。在

对光滑爪蟾卵母细胞减数分裂调控的研究中发现,

雌激素受体的非基因调控因子 (M odu la to r of

N ongenom ic A ct ion s of the E strogen R ecep to r,

M NA R )参与了 G 蛋白的活动,其表达减少可以促

进由 T 启动卵母细胞的成熟[27 ]。在对隆肛蛙卵泡的

免疫细胞化学检测中发现,卵母细胞胞质和胞核中

均存在 3种性类固醇激素受体,且其具有核调控与

胞质调控两种作用机制[11 ]。本研究观察到,北方山

溪鲵卵母细胞的胞质中均有 3 种激素受体的表达,

在Ë , Ì期卵泡中分布较为广泛。因此推测,在两栖

类动物卵母细胞的发育和成熟过程中,胞质中的受

体可作为信号转导因子,通过非基因调控机制快速

调节卵母细胞的发育和成熟。
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对实验要求不高, 不需要无菌操作, 可以自动化操

作,检测灵敏,结果可靠,适于实验室血清学诊断、海

关检疫及大规模疫病普查。当前诊断 IBR 的 EL ISA

试剂盒是利用全病毒粒子作为包被抗原,存在成本

高和生物安全性差的缺点。本试验中,作者对编码

BHV 21 gB 蛋白主要抗原区域的核苷酸序列进行了

原核高效表达,W estern2b lo t 检测结果表明,该重组

蛋白具有很好的反应原性和特异性,有望替代全病

毒粒子作为检测抗原,从而降低抗原生产成本,解决

全病毒粒子作为包被抗原时散毒的潜在威胁。

由此可见, BHV 21 gB 基因片断在大肠杆菌中

的高效表达,是获得重组 gB 抗原蛋白的有效途径。

本试验为进一步应用以BHV 21 主要抗原区基因表

达蛋白作为抗原,建立 IBR EL ISA 检测方法的研究

奠定了基础。
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