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摘　要：采用放射免疫法测定了斜带石斑鱼卵、胚胎及仔鱼组织的三碘甲腺原氨酸 （T3） 水平。斜带石斑鱼未
受精卵中含有较高的 T3水平�达每克体质量2∙75ng�于开口期升至每克体质量6∙28ng�之后保持在较低水平。
用 T3浸泡处理4～5周仔鱼�当T3浓度达到10－8mo/l L以上时�外源T3才能引起组织T3水平增加；10－8mo/l L的
作用比10－7mo/l L的作用弱�浸泡24h所引起的 T3增加幅度明显高于72h；对4周仔鱼的影响明显强于5周仔
鱼。这些结果证实了斜带石斑鱼卵中存在母源 T3�其自身内分泌腺的分化可能始于孵化期或开口期�处于变态
后期的仔鱼已具有一定的调节组织甲状腺素水平的能力。外源 T3能影响4～5周仔鱼组织 T3水平的最低浓度为
10－8mo/l L�浸泡24h 对发育早期的仔鱼作用较强。用 RT-PCR 检测了斜带石斑鱼卵、胚胎及仔鱼生长激素
（growth hormone�GH） mRNA的表达情况�表明未受精卵中有较高水平的 GH mRNA表达�受精卵至囊胚期胚胎的
GH mRNA表达水平较低�原肠期以后�胚胎 GH mRNA的表达量明显增加�进一步证明硬骨鱼从受精卵开始就存
在 GH mRNA的表达�并在自身内分泌腺分化之前参与鱼类早期发育的调节。总之�斜带石斑鱼的早期发育受甲
状腺素和生长激素的共同调节。
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　　斜带石斑鱼是东南亚沿海一带重要的海水养殖

鱼类�在早期个体发育中要经过卵黄囊被吸收�延
长的背、腹鳍棘条被吸收�斜带和色素逐渐形成�
从浮游转变成底栖生活方式等变态发育过程［1］。石
斑鱼在培苗期死亡率很高�孵出仔鱼的存活率不到
10％�这严重地影响了斜带石斑鱼种苗的规模化生
产［2］。研究表明�甲状腺素能促进仔鱼的早期发
育�明显提高仔鱼的存活率。投喂三碘甲腺原氨酸
（Triiodothyronine�T3）�能明显促进银大麻哈鱼、大
鳞大麻哈鱼、大西洋鲑、硬头鳟等幼鱼的生长；用
甲状腺素 （Thyroid hormone�TH） 浸泡能明显提高
罗非鱼、鲤鱼、遮目鱼、条纹狼鲈、牙鲆仔鱼的存
活率和生长速率［3］；TH能促进变态期比目鱼仔鱼
消化腺上皮细胞的功能性分化�促进肠道上皮细胞
对蛋白及脂肪颗粒的胞饮作用［4］�从而促进仔鱼消
化系统的发育�促进食物的消化和吸收。用硫脲处
理处于变态中期的比目鱼�TH水平降低�变态停
滞�产生大型的浮游仔鱼［5］�表明甲状腺素对变态
的完成是必需的。然而�对点蓝子鱼雌鱼注射甲状
腺素并不能增加孵化率�对仔鱼的生长亦无明显的

促进作用［6］；用高剂量的 T3浸泡条纹鲈仔鱼�使
其体内 T3水平增加�但高水平的 T3却阻碍仔鱼的
生长�并有致畸作用［7］。这些结果表明�甲状腺素
能促进仔鱼的个体发育�但显然存在一个有效范
围。

另一个直接影响鱼类早期个体发育的激素是生

长激素 （Growth hormone�GH）。研究表明�甲状腺
素对仔鱼的促生长作用至少有一部分是通过对 GH
的影响实现的。T3 增加虹鳟 GH mRNA 水平及其
GH的合成�就是通过对 GH基因转录水平的作用
实现的［8］。迄今在罗非鱼胚胎［9］、虹鳟胚胎［10］、
遮目鱼卵及仔鱼［11］中检测到 GH mRNA的表达；但
牙鲆仔鱼的免疫组化研究证实�GH细胞出现于卵
黄吸收完全之时［4］�因此鱼类卵或胚胎中存在的
GH mRNA 及其表达产物 GH在内分泌腺出现功能
性分化之前调控早期发育过程。总之�GH 和 TH
共同参与仔鱼的早期个体发育。

本文通过研究斜带石斑鱼早期个体发育过程中

的TH变化�外源 TH对仔鱼组织 T3水平的影响�
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分析斜带石斑鱼卵、胚胎及仔鱼中 GH mRNA的表
达情况�探讨 GH、TH与斜带石斑鱼的早期发育之
间的关系。
1　材料与方法
1∙1　 样品的采集

斜带石斑鱼受精卵采自广东省大亚湾水产养殖

中心�按不同发育期采取鱼卵及仔鱼�一部分样品
于Trizol （GiBco BRL） 中匀浆�提取总 RNA�用于
RT-PCR 的测定；另一部分样品直接冻存于－80
℃�用于甲状腺素的放免测定。
1∙2　T3浸泡实验

实验在广东省大亚湾水产养殖中心进行。
T3浸泡实验分为对照组和 T3 （Sigma） 处理组�

T3处理组设10－10、10－9、10－8和10－7mo/l L4个浓
度浸泡孵后4周、5周仔鱼�每个处理设2个重
复。将100尾孵后4周仔鱼放入一个鱼缸�作为4
周仔鱼孵育实验的一个处理�T3浸泡24、72h 后
取样�每份样约30～40尾仔鱼；将50尾孵后五周
仔鱼置于一个鱼缸中�作为5周仔鱼孵育实验的一
个处理�T3浸泡24、72h 取样�每份样约15～20
尾仔鱼。暗光�海水人工充气条件下�饲喂轮虫及
强化颗粒饵料。各样品直接冻存于－80℃�待测
组织 T3含量。
1∙3　RIA测定组织 T3水平

采用甲醇/异丙醇抽提法抽提样品中的甲状腺
素［7］�用 T3放免测定试剂盒 （北京北方生物技术
研究所） 测定卵及仔鱼组织中的 T3水平。数据分
析采用 SPSS 统计分析系统进行�采用 Dunconʾ s 新
复极差分析。
1∙4　RT－PCR测定 GH mRNA的表达

卵及仔鱼样品于 Trizol 试剂中匀浆后�参照试
剂说明书抽提总 RNA。合成一对特异性引物�正
向引物：5′－TCATGGTACCCAGCCAATCACAGACGGCCAG－
3′�
反向引物：5′－GACTGAATTCCTACAGGGTACAGTTGGCCTC－
3′�
加入1μg 总 RNA�经 RT-PCR （QIAGEN One-step
RT-PCR kit） 扩增 GH DNA 条带。PCR 反应条件：
逆转录反应30min�50℃；95℃�15min；94℃�
45s�65℃�30s�72℃�90s�35个循环�最后
72℃延伸10min；同时用另一对特异性β-Actin 引
物�同样条件扩增β-Actin DNA 条带。PCR 产物以
1％琼脂糖凝胶电泳检测�EB 染色后�于 Bio-Rad
凝胶成像系统 （Bio-Rad Gel Doc2000�USA） 扫描

条带密度�以β-Actin条带密度做为内标准。
2　结 果
2∙1　仔鱼组织 T3水平的测定

采用异源 T3放射免疫测定法测定了卵、胚胎
及仔鱼的组织T3水平�结果见图1。将仔鱼甲状腺
素样品进行二倍稀释�测得的样品稀释曲线与 T3
标准曲线相平行�表明所用异源 T3放射免疫测定试
剂盒可以用于斜带石斑鱼仔鱼组织 T3水平的测定。

图1　T3放射免疫测定标准曲线与样品竞争性曲线
Fig∙1　The standard curve of T3 RIA and
the competitive curve of samples

对斜带石斑鱼卵�不同发育期胚胎及仔鱼组织
的基础 T3水平进行了测定 （图2）。未受精卵中存
在较高水平的 T3�达每克体质量2∙75ng�受精卵
及胚胎 T3含量逐渐降低�至初孵仔鱼组织 T3含量
增至每克体质量3∙05ng�开口期仔鱼组织 T3含量
最高�达每克体质量6∙28ng�之后一直保持在较
低水平直至孵后第55天。

图2　斜带石班鱼卵及仔鱼组织基础甲状腺素变化曲线
Fig∙2　Changes of T3 in the eggs and larvae of grouper．

2∙2　外源 T3对仔鱼组织 T3水平的影响
　　采用10－10、10－9、10－8和10－7mo/l L4种 T3浓
度浸泡处理4～5周仔鱼�结果见图3。T3浸泡4周
仔鱼组�无论处理24h 还是72h�仅10－8和10－7
mo/l L T3两个组仔鱼的组织T3水平明显高于对照组
（P＜0∙05）�10－10和10－9mo/l L对仔鱼 T3水平的影
响均不显著；作用24h 所引起的仔鱼 T3水平升高
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趋势明显高于作用72h （图3（a））；对5周仔鱼同
样处理�结果相似 （图3 （b））。结果表明�对于
4、5周仔鱼�T3浸泡浓度为10－8、10－7mo/l L 时能
明显升高仔鱼组织的 T3水平�并呈剂量依存关系；
作用时间延长所引起的 T3升高趋势减缓。

图3　外源 T3作用时间对仔鱼组织 T3水平的影响
Tig∙3　T3 content of4-week and5-week

grouper larvae dealing with T3 at different time
a：4周仔鱼 T3含量
b：5周仔鱼 T3含量

∗表示 T3处理24h与处理72h之间的差异显著

外源 T3对4周仔鱼的作用与对5周仔鱼的作
用相比 （图4）�采用10－7mo/l L 的 T3 处理仔鱼�
无论作用24h还是72h�对4周仔鱼的作用均比对
5周仔鱼的作用强 （P＜0∙05）。

图4　外源 T3对4周和5周斜带石班
鱼仔鱼组织 T3浓度的作用
Fig∙4　TH effects to the tissue T3

concentration of4-week and5-week larvae
a：T3处理24h；b：T3处理72h

∗：表示4周仔鱼与5周仔鱼之间的 T3含量差异显著

2∙3　 卵及仔鱼 GH mRNA的表达
以斜带石斑鱼未受精卵、胚胎及仔鱼的总

RNA为模板�用特异性 GH引物、经 RT-PCR扩增
出560bp DNA条带�同样条件扩增出282bp的β－
Actin DNA 条带�亮度基本相同�表明样品中总
RNA量基本相同。阴性对照未扩出带 （图5 （a））。
以β-Actin条带密度为内标准�对相应GH条带密度
进行校正后可见 （图5 （b））�未受精卵中有大量
的 GH mRNA表达�受精卵至囊胚期胚胎 （受精后
5∙5h） 的 GH mRNA处于低水平表达�原肠期胚胎
（受精后10∙5h） 至孵后第14天仔鱼 GH mRNA 大
量表达。

图5　斜带石班、斑鱼孵、胚胎
及仔鱼 GH mRNA的表达

Fig∙5　GH mRNA ecpression in unfertilized eggs�
embryos and larval stages of grouper determined

by semiquantitative RT-PCR
a：GH�β-Actin RT-PCR产物琼脂糖电泳图
b：GH mRNA含量表示为 GH密度与β-Actin密度的比率
M：相对分子质量；N：阴性对照；UFE：客观存在精卵；
1：受精卵（0∙5h）；2：受精卵（2∙5h）；受精卵（5∙5h）；
4：受精卵（10∙5h）；5：受精卵（15∙5h）；4：新孵仔鱼；
7：孵后1d仔鱼；8：孵后2d仔鱼；9：孵后3d仔鱼；
10：孵后4d仔鱼；11：孵后10d仔鱼；12：孵后14d仔鱼

3　讨　论
对斜带石斑鱼未受精卵、受精卵、胚胎及仔鱼

组织 T3水平的测定结果表明�在未受精卵中含有
较高水平的 T3。Kobuke 等［12］的实验证实大麻哈鱼
初孵仔鱼中�仅4％的甲状腺素分布于仔鱼组织
中�96％的甲状腺素分布于卵黄中；给雌性点蓝子
鱼亲鱼注射 TH能直接引起卵中 TH水平的增加［6］�
证明甲状腺素能通过卵巢进入卵、仔鱼�储存于卵
黄囊中�并从卵黄进入组织�以供早期发育所需。
本文研究结果也证实了斜带石斑鱼卵、胚胎和仔鱼
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中存在母源 T3。
斜带石斑鱼开口期仔鱼组织 T3水平达每克体

质量6∙28ng�比未受精卵高出2倍多。Tanaka等［4］

用免疫组化方法分析了28种海水鱼甲状腺滤泡的
发育情况�并将海水鱼甲状腺滤泡的发育分为两种
类型：一类甲状腺滤泡于孵化时分化�另一类甲状
腺滤泡于卵黄吸收将尽时分化。斜带石斑鱼组织
T3含量于开口期出现明显的高峰�此时卵黄中的
母源甲状腺素已消耗将尽�大量 T3的出现只能来
自内源性甲状腺素的产生；用免疫组化检测到鲈形
目西班牙鲐鱼［4］的甲状腺滤泡出现于孵化后3d。
本文结果提示�斜带石斑鱼的甲状腺滤泡很有可能
在开口期分化。

自开口期之后组织 T3降至低水平�并一直保
持到孵后55d�很可能与 T3的消耗有关。de Jesus
等［1］对斜带石斑鱼甲状腺素水平的测定结果表明�
自孵出15d 起�仔鱼组织 T3水平保持在相对平稳
的低水平�与本文结果相似�但四碘甲腺原氨酸
（T4） 水平于孵后30d 起明显增加�至变态期结束
进入稚鱼期才下降�说明组织产生的 T4于变态后
期明显增加�但 T3却一直保持在低水平�体现了
此时的仔鱼已具有调控组织 T3水平的能力�使组
织T3水平保持在稳定的范围内。真骨鱼类甲状腺
滤泡只能合成 T4�T3主要由肝脏等组织中的5′-单
脱碘酶将T4转变成T3［13］�仔鱼很可能是通过对5′-
单脱碘酶活力的控制�调节组织 T3水平稳定于基
础水平。
T3浸泡实验表明�对于4、5周仔鱼�低浓度

的 T3并不能引起仔鱼组织 T3水平的明显改变�只
有当 T3处理浓度升高到10－8、10－7mo/l L 时�才能
引起组织 T3水平的增加�并呈现出一定的剂量关
系�然而这种剂量关系随时间的延长而减弱；外源
T3对4周仔鱼的作用明显强于对5周仔鱼的作用。
这些结果表明�采用 T3浸泡法能提高仔鱼组织的
T3水平�发育期越早的仔鱼�其 T3的提高作用越
明显。T3含量的增加可通过 T3受体的作用促进仔
鱼的变态发育；此外T3可能通过促进GH mRNA的
转录提高仔鱼的 GH水平�从而促进仔鱼的生长。
来自大鼠垂体瘤细胞的研究结果表明�核内的 T3
受体对 GH基因的转录有直接的正调控作用�GH
mRNA的合成、基因转录速率与 T3核受体占有率
有很好的平行关系�并且不会因反应初始 T3与受
体的结合而滞后。研究发现大鼠 GH基因启动子区
域存在甲状腺素核内受体的结合位点�甲状腺素通

过其受体�与邻近的 Pit－1应答元件相互作用�从
而激活 GH 基因的特异性表达［14］。在鱼类中�于
GH基因的启动子区域也发现了甲状腺素应答元件
样序列［15］�并且可能通过相似的方式激活 GH基因
的表达。T3增加虹鳟 GH mRNA 水平及其 GH的合
成�就是通过对 GH 基因转录水平的作用实现
的［8］。

对斜带石斑鱼卵、胚胎、及仔鱼 GH mRNA 表
达水平的检测结果表明�斜带石斑鱼未受精卵中有
相当量的 GH mRNA表达�受精卵至囊胚期胚胎的
GHmRNA处于较低的表达水平�原肠期胚胎至孵
后第14天仔鱼 GH mRNA 的表达均处于较高水平。
本文结果与遮目鱼［11］的测定结果有所不同�遮目
鱼胚胎期至初孵仔鱼期间 GH mRNA均处于较低水
平�孵后第2天起�其表达水平才开始增加。近年
来�陆续在脊椎动物中发现卵及胚胎中存在许多母
源的激素和生长因子�在自身内分泌腺分化前调节
胚胎的发育。迄今在罗非鱼胚胎中发现存在 GH
mRNA和PRL mRNA ［9］�虹鳟胚胎中存在GH、PRL、
SL mRNA 表达［10］�遮目鱼卵、胚胎及仔鱼中存在
GH mRNA ［11］。Ayson等［9］的研究发现�当把罗非鱼
胚胎从海水移到淡水时�胚胎中的 GH mRNA水平
不变�PRL mRNA水平明显增加。综合本文结果及
其他学者的研究结果�说明鱼类生长激素早在未受
精卵中就有一定量的表达�在腺垂体出现功能性分
化之前对鱼类的早期发育起调节作用。

总之�在斜带石斑鱼的早期发育中�甲状腺素
和生长激素都起着不可忽视的调节作用。
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Research of Thyroid Hormone and Growth Hormone
in the Early Development of Grouper （Epinephelus coioides）

RAN Xue-qin�LI Wen-sheng�LIN Hao-ran
（Intitute of Aquatic Economic Animals and Guangdong Provincial∥

Key Laboratory for Aquatic Economic Animals�Sun Yat-sen University�Guangzhou510275�China）
Abstract：The tissue triiodothyronine （T3） content and the expression of growth hormone gene during early development
of grouper （Epinephelus coioides） were determined by radioimmunoassay （RIA） and reverse transcriptase-polymerase
chain reaction （RT-PCR） respectively．T3 content in unfertilized eggs was2∙75ng/g BW （body weight）．At the first
feeding stage�the content of T3 reached to6∙28ng/g BW and then dropped to a low level until55-days after hatched．
The tissue T3 level of4-and5-week-old larvae could be obviously elevated when they were immersed in0∙01×10－6 or
0∙1×10－6T3 in a dose-dependent manner．The treatment in24h was more effective than72h．These results showed
that maternal T3 supplement existed in grouper eggs and new-hatched larvae．The thyroid follicles of larvae might secret
thyroxine at the first feeding stage．The external T3 could enhance larvae tissue T3 content by immersing larvae in0∙01×
10－6 or0∙1×10－6T3．The24hrs treatment was more effective．Total RNA was extracted from pooled eggs or larvae at
different development stages．Using a pair of special primers�the560bp DNA bands of growth hormone were amplified
from the total RNA of eggs�embryos and larvae samples by RT-PCR．The growth hormone gene expression was high in
unfertilized eggs�but decreased from fertilized eggs to blastula （fertilized5∙5h）�and increased from gastrula （fertilized
10∙5h） to day14after hatched．The results indicated that growth hormone mRNA expressed in grouper eggs�embryos
and larvae．Growth hormone might be an important role in the development of grouper embryo and larvae．In conclusion�
both of thyroid hormone and growth hormone contributed to the early development of grouper．
Key words：thyroid hormone；growth hormone；early development；Epinephelus coioides
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