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� � 随着基因工程技术的发展,很多学者正致力于转基因鱼

的研究。就实验材料而言, 鱼类有体外受精、发育, 怀卵量

多、卵径大、便于显微操作等优点。然而鱼类受精卵的卵黄

多、核很小, 镜下难以分辨。特别是虹鳟鱼卵膜厚而不透明,

不可能将外源基因精确地注入到动物极内。因此转化率很

低,只有通过大量地注射鱼卵来增加转化个体的数量。这不

但要饲养大量实验鱼,而且为受体鱼的检测带来了很大的困

难。一般来说通过体外培养成熟的卵母细胞膜薄而透明, 核

膨大明显可见。因此可以精确地将外源基因注入核区域内,

从而可以大大地提高转化率。

鱼类卵母细胞体外培养技术也是研究鱼类卵母细胞成

熟的调控机制,胚胎发育与分化等生殖机制的重要手段[ 1]。

然而卵母细胞的成熟要受到激素、生化物质和培养条件等多

方面因素的影响。利用外源激素促使卵母细胞体外成熟, 在

哺乳类和两栖类有很多报道[ 2, 3]。而鱼类国外虽有些报

道[10, 11] ,但在国内只有金鱼和红鲫有报道可以体外成熟授

精。本实验旨在探讨不同的激素对虹鳟卵母细胞体外成熟、

排卵与受精的影响。

1 � 材料与方法

1�1� 实验鱼� 虹鳟( Oncorhynchus mykiss Walbaum) 1. 5kg 以上,3� 4

龄,成熟度�期中,取自黑龙江水产研究所渤海冷水鱼试验站。

1� 2� 培养基 � 配方同 B. Jalabert [10]

1� 3� 激素 � 17��羟孕酮 ( 17��Hydroxyprogesterone, 17��HP) ,

17��雌二醇 ( 17��Oestradiol, 17��E2) , 孕酮 ( Progesterone) , 睾酮

(T estosterone) , 前列腺素( Prostaglandin)。

1� 4� 培养方法 � 实验鱼在无菌条件下取出卵巢, 在平衡液

内分成小块(每块最大不超过 5 个滤泡) , 分装入含有 10ml培

养基的 50ml三角培养瓶内, 加入不同浓度的各种激素并设

空白对照, 培养于含 5% CO2 的培养箱内, 培养温度为

12. 5� 。每组均设两个平行分别用于进行成熟率与排卵率

的观察和人工授精及受精率的观察。

1� 5� 结果观察 � 成熟率和排卵率的观察方法: 同红鲫[ 1]。

受精率的观察方法是在进行成熟率观察的同时用另一平行

组的成熟卵母细胞进行人工授精,受精卵在小型水族箱内孵

化,将水族箱放在恒温箱内, 温度为 12. 5 � ,并不断向孵化水

中冲氧。10d后进行受精率检查, 方法是将卵放入盛有受精

率鉴别液(福尔马林�甘油�冰醋酸�蒸馏水= 5�6�4�85)的培

养皿中, 经 5min 后, 肉眼见到有白色线状胚体的卵为受精

卵。根据受精卵的比例计算受精率。

2 � 结果

2� 1� 成熟率观察

通过 5次 10 尾虹鳟鱼卵母细胞的体外培养, 成熟率检
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查统计结果由图 1 所示。对各实验组的成熟率与对照组进

行 X2 检验,结果 17��E2 和前列腺素与对照组没有显著性差

异。其他各组差异性显著。说明 17��E2 和前列腺素对虹鳟

卵母细胞的体外成熟没有明显的促进作用。而孕酮、睾酮和

17��HP的作用显著, 其中 17��HP 的作用最为显著。从图 1

还可以看出培养时间由 24h 增加到 72h 孕酮、睾酮和 17��HP

三组的成熟率都有明显的提高。

2�2 � 排卵率的观察

虹鳟 鱼卵 母细 胞 体外 培 养 24h、48h、72h, 17��HP

( 1�g/ mL)、前列腺素( 2�g/ mL )及 17��HP 与前列腺素联合作

用下对排卵率的影响见图 2。从图 2 中可以看出, 17��HP 组

的排卵率与对照没有差异。前列腺素和 17��HP+ 前列腺素

组比对照组明显提高。培养时间从 24h 增加到 72h 各组的排

卵率并未明显增加。当 17��HP和前列腺素的浓度由 1�g/ mL

增加到 5�g/ mL 时排卵率没有明显变化(图 3)。

图 1 � 不同激素对虹鳟卵母细胞体外成熟率的影响

Fig. 1� Influence of different hormone on the maturat ion

rate of rainbow trout oocyte in vitro

前列腺素浓度为 2mg/ mL,其他为 1mg/ mL.

2h 48h 72h

图 2 � 不同时间、不同激素( 1�g/ mL)组合对虹鳟卵母细胞排

卵率的影响

Fig. 2 � Influence of different time, hormone( 1�g/ mL) and combination

on the ovulat ion rate of rainbow trout oocyte in vitro

1.对照; 2. 17��HP; 3. 17��HP+ 前列腺素; 4.前列腺素

图 3 � 不同激素、浓度、时间对虹鳟卵母细胞排卵率的影响

Fig. 3 � Influence of different hormone, concentrat ion and time on

the ovulation rate of rainbow trout oocyte in vitro

1.对照( 1�g/mL) ; 2. 24h( 5�g/ mL); 3. 48h( 1�g/mL) ;

4. 48h( 5�g/ mL); 5. 72h( 1�g/mL) ; 6. 72h(5�g/ mL)

图 4 � 不同激素、浓度、时间对虹鳟卵母细胞授精率的影响

Fig. 4 � Influence of different hormone, concentration and t ime on the

fertilization rate of rainbow trout oocyte in vitro

1.对照( 1�g/mL) ; 2. 24h( 5�g/ mL); 3. 48h( 1�g/mL) ;

4. 48h( 5�g/ mL); 5. 72h( 1�g/mL) ; 6. 72h(5�g/ mL)

2� 3� 受精率的检查

经过对成熟并排卵的卵母细胞进行人工授精, 结果各组

的受精率都在 50%以上, 各组包括对照组之间均没有明显差

异(图 4)。说明受精率与培养时间、激素浓度及激素种类均

没有明显的相关性。

无论从体内和体外的研究都表明硬骨鱼类的卵母细胞

的成熟最终是在 17��20��双羟孕酮 ( 17�20�P) 的诱导下完成

的[1, 5, 9]。本试验使用 17��HP同样可以诱导虹鳟卵母细胞成

熟。这是因为 17��HP 在滤泡的颗粒细胞层中可以作为

17�20�P的前身, 在 20� 羟类固醇脱氢酶的作用下转化成

17�20�P[ 1, 9]。这与红鲫的研究结果一致[ 1]。在以孕酮作为

诱导激素的情况下, 与 17��HP 具有类似的结果。但效果不

如17��HP明显(图 1) , 特别是在培养时间为 24h 的情况下。

当培养时间增加到 72h, 成熟率明显增加, 已接近 17��HP。这

可能是因为孕酮促使卵母细胞成熟同样需要转化成为

17�20�P。而孕酮比 17��HP 缺少一个羟基, 因此在转化成

17�20�P的过程中路径要比 17��HP复杂,所需时间要长。
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� � 睾酮在虹鳟卵母细胞的成熟过程中也起一定的作用, 但

没有17��HP 和孕酮那么明显,这可能是因为睾酮在 17�20�P

的合成中只起到协同作用[ 5]。

在整体和离体研究中发现[ 5,6, 7, 8] 17��E2, 对卵母细胞的

大生长期具有一定作用。17��E2 可以诱发肝细胞合成一种

雌性特异蛋白,再转化成卵黄蛋白前体。卵黄蛋白前体再被

结合到卵母细胞中, 进一步转变成卵黄蛋白, 在卵母细胞中

形成卵黄颗粒沉积。而在卵母细胞的核成熟(极化 )过程中

的作用不大。本研究中所选用的卵母细胞为�中期, 这时已

完成了卵黄积累。因此,这时 17��E2 对卵母的促成熟作用不

大,这与对大西洋鲑的研究结果一致。

在对红鲫的研究中发现[ 1] ,前列腺素对卵母细胞的成熟

没有影响,但可以促成熟卵母细胞排卵。当前列腺素与 17��

HP联合作用时即可以使卵母细胞成熟又可以促使其排卵。

在本研究中得到了类似的结果图( 1、2)。

一般来说卵母细胞对激素的浓度和作用时间是有一定

的耐受限的,在对鲤和鲫鱼的研究中发现 17��HP 的浓度在

1�g/ mL成熟率达最大值, 浓度增加成熟率反而下降。增加

培养时间,成熟率虽然可以增加但卵母细胞出现过熟老化现

象。因此鲤鲫鱼对 17��HP的耐受浓度为 1�g/ mL, 培养时间

为 24h。而虹鳟的卵母细胞的培养时间由 24h 增加到 72h 成

熟率明显提高, 且没有过熟。在前列腺素的作用下, 可以排

卵,也可以受精。这可能是因为虹鳟的培养温度较低, 激素

活性较小,所以作用时间较长。另一个原因也可能是虹鳟的

卵母细胞比鲤科鱼类大,细胞膜也比较厚, 增加了作用时间。

关于激素浓度从图 3、4 可以看出当 17��HP 和前列腺素由

1�g/ mL增加到 5�g/ mL时, 排卵率和受精率均没有太大的影

响。说明虹鳟对激素的浓度的耐受限围比鲤科鱼类广。

在人工授精实验中发现各组不同的激素, 不同浓度、不

同的培养时间受精率与对照组均没有大的区别。说明只要

成熟排卵的卵母细胞就可以受精,而与培养条件无关。
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