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摘　要：在硬骨鱼类中，促肾上腺皮质激素释放激素（ＣＲＨ）在内分泌、自主神经活动、免疫、渗透压和摄食活
动中起着至关重要的作用，但有关ＣＲＨ是否对斑马鱼卵细胞类固醇激素合成的研究较少。以体外培养斑马
鱼卵细胞为实验材料，通过荧光定量ＰＣＲ技术和放射性免疫方法，检测ＣＲＨα和ＣＲＨβ处理后卵细胞中ＣＲＨ
受体（ＣＲＨＲ１和ＣＲＨＲ２）及类固醇激素合成相关基因的表达变化，并检测培养液中雌二醇和孕酮的含量。结
果显示，１００ｎｍｏｌ／ＬＣＲＨα和ＣＲＨβ处理后，卵细胞中ＣＲＨＲ１基因表达量显著上调，ＣＲＨＲ２基因表达无显著
变化。ＣＲＨβ显著增加卵细胞中ｃｙｐ１９ａ１ａ基因表达，ＣＲＨα和ＣＲＨβ对其他类固醇激素合成相关基因的表达
无显著影响。添加ＣＲＨα和ＣＲＨβ后，培养液中雌二醇的含量显著降低，孕酮的含量无明显影响。提示ＣＲＨ
可能通过斑马鱼卵细胞中ＣＲＨＲ１调节雌激素合成相关基因的表达抑制雌激素的合成。
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　　促肾上腺皮质激素释放激素（ｃｏｒｔｉｃｏｔｒｏｐｉｎ
ｒｅｌｅａｓｉｎｇｈａｒｍｏｎｅ，ＣＲＨ）最初是从绵羊下丘脑分
离出的４１个氨基酸的神经肽，是下丘脑腺垂体
肾上腺轴的主要调节物［１２］。在哺乳动物中，

ＣＲＨ参与内分泌、自主神经、免疫、行为应激反应
和生殖系统的调节［３６］。在硬骨鱼类中，由于其

基因组的复制，硬骨鱼类中有２个ＣＲＨ旁系同源
物，即ＣＲＨα和ＣＲＨβ［７］。ＣＲＨ通过与两种结构
相似但功能不同的 Ｇ蛋白偶联受体（ＣＲＨＲ１和
ＣＲＨＲ２）结合而启动信号传导［８］。目前，已在哺

乳动物的子宫、胎盘和卵巢中发现 ＣＲＨ及其受
体的存在［９１２］。进一步研究［１３］表明，ＣＲＨ抑制小
鼠窦前卵泡体外成熟以及其培养液中类固醇激

素的合成。体外培养大鼠睾丸间质细胞以及人

颗粒细胞，发现 ＣＲＨ抑制其类固醇激素的合
成［１４１６］。与此相似，ＣＲＨ通过 ＣＲＨ受体或白介
素１受体抑制体外培养人颗粒黄体细胞的类固
醇激素的生成［１７］。

机体稳态调节过程中性腺类固醇激素的合

成对生殖机能调控发挥着重要的作用［１８］。在包

括硬骨鱼类在内的所有脊椎动物中，类固醇合成

急性调节蛋白（ＳｔＡＲ）是类固醇激素合成过程中
的重要调节因子，ＳｔＡＲ参与类固醇激素的前体胆
固醇从线粒体外膜向内膜的转运过程，此过程是

类固醇激素合成的限速步骤［１９］。随后整个类固

醇激素合成过程受各种类固醇激素生成酶基因

的调控。在线粒体膜内，ｃｙｐ１１ａ１参与胆固醇向
孕烯醇酮的转化［２０］，这一步对于类固醇激素的合

成至关重要。孕烯醇酮既可以作为３β羟基类固
醇脱氢酶（ｈｓｄ３ｂ）的底物，将其转化为孕酮（Ｐ），
也可以被 ｃｙｐ１７ａ１酶转化为 １７α羟基孕烯醇
酮［２１］，这是类固醇激素生成的第二步，涉及１７α
羟基孕酮和雄烯二酮的生产。１７β羟基类固醇
脱氢酶（ｈｓｄ１７ｂ）是产生睾酮和雌激素（Ｅ２）的关
键 酶［２２］。ｈｓｄ１７ｂ多 以 亚 型 存 在 （ｈｓｄ１７ｂ１、
ｈｓｄ１７ｂ３、ｈｓｄ１７ｂ８和ｈｓｄ１７ｂ１２），在大多数鱼类中，
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ｈｓｄ１７ｂ３参与雄烯二酮向睾酮的转化，而 ｈｓｄ１７ｂ１
则是在类固醇生成过程中将雌酮的非活性形式

转化为能结合 Ｅ２的活性受体［２３］。Ｅ２是雌性生
殖中必不可少的类固醇激素，在卵巢发育的所有

阶段都起着至关重要的作用，被认为是调节雌性

动物繁殖的关键因 素 之 一［２４］。芳 香 化 酶

（ｃｙｐ１９ａ１）是最保守的酶之一，ｃｙｐ１９ａ１ａ在硬骨
鱼类控制卵巢的分化、发育和生长中起着将雄激

素转化为雌激素的作用［２５２６］。有研究［２７］证实，

ＣＲＨ通过其受体减弱斑马鱼滤泡细胞雌激素的
产生和合成。但到目前为止，有关 ＣＲＨ对斑马
鱼卵细胞类固醇激素合成的研究较少。

因此，本研究通过体外培养斑马鱼卵细胞，

探究ＣＲＨα和ＣＲＨβ处理后卵细胞中 ＣＲＨ受体
（ＣＲＨＲ１和 ＣＲＨＲ２），类固醇激素合成关键基因
（ＳｔＡＲ、ｃｙｐ１１ａ１、ｃｙｐ１７ａ１、ｈｓｄ１７ｂ１、ｈｓｄ１７ｂ３和
ｈｓｄ３ｂ１）及芳香化酶（ｃｙｐ１９ａ１ａ）的表达变化，以及
培养液中雌二醇和孕酮的含量，初步探讨 ＣＲＨ
对斑马鱼卵细胞类固醇激素合成的影响，为了解

应激对鱼类生殖的调控作用提供新的见解。

１　材料与方法

１．１　实验试剂
实验所需的斑马鱼 ＣＲＨα和 ＣＲＨβ由吉尔

生化（上海）有限公司合成。将 ＣＲＨα和 ＣＲＨβ
用二甲基亚砜（ＤＭＳＯ）溶解至 １０μｍｏｌ／Ｌ（原液
浓度），于卵细胞培养前分别用培养液稀释至所

需工作浓度（１００ｎｍｏｌ／Ｌ），培养液中 ＤＭＳＯ的终
浓度为０．１％。雌二醇放射免疫分析药盒和碘
［１２５Ｉ］孕酮放射免疫分析药盒购于北京北方生物
技术研究所。

１．２　实验材料
实验斑马鱼于上海海洋大学水生动物适应

生理实验室海圣自动循环水养殖系统中暂养。

养殖水温为（２８．０±０．５）℃，光照周期定为１４ｈ
光照∶１０ｈ黑暗，养殖期间早晚各投喂１次鲜活
的卤虫，养殖至性成熟后用于后续实验，体质量

为（０．３８±０．０４）ｇ，体长为（３．４６±０．０５）ｃｍ。实
验方案经上海海洋大学动物伦理委员会批准，并

遵守中国科学技术部制定的《实验动物伦理待遇

指南》。

１．３　斑马鱼卵细胞的分离与培养
雌雄斑马鱼在自动循环水养殖系统中饲养

至少７ｄ，并定期交配３次以上（１个周期为７ｄ）。
取样时，冷休克麻醉成年雌性斑马鱼，切除卵巢

并将其立即置于 ６０％ ＬｅｉｂｏｖｉｔｚＬ１５培养液中。
根据不同发育时期卵细胞直径，将卵细胞分为：

初级生长期（ＰＧ期，＜０．１５ｍｍ）；卵黄发生前期
（ＰＶ期，０．１５～０．２５ｍｍ）；卵黄发生早期（ＥＶ
期，０．２５～０．３５ｍｍ）；卵黄发生中期（ＭＶ期，
０．３５～０．４５ｍｍ）；充分生长未成熟期（ＦＧ期，
０．４５～０．６５ｍｍ）［２８］。然后，在 ６０％ＬｅｉｂｏｖｉｔｚＬ
１５培养液中仔细分离 ＭＶ期卵细胞用于体外培
养。先用６０％ＬｅｉｂｏｖｉｔｚＬ１５培养液清洗３次后，
再转移到Ｍ１９９培养液中清洗３次。将卵细胞置
于２４孔无菌培养板中孵育，４０个卵细胞／孔，１
ｍＬＭ１９９培养液／孔，分别添加 ０、１００ｎｍｏｌ／Ｌ
ＣＲＨα、１００ｎｍｏｌ／ＬＣＲＨβ，在２８℃恒温培养箱避
光培养２４ｈ。每个处理３个重复，实验重复３次。
孵育结束后，收集卵细胞和培养液，并于 －８０℃
保存，分别用于随后的ＲＮＡ提取或激素测定。
１．４　实时荧光定量ＰＣＲ

在ＡＢＩ７５００ＲｅａｌＴｉｍｅＰＣＲ系统上进行实时
荧光定量ＰＣＲ（ｑＰＣＲ）分析。使用Ｐｒｉｍｅｒｂｌａｓｔ软
件设计引物（表１），以 ｅｆ１α为内参基因，分析目
标基因转录本的相对定量［２９］。提取卵细胞总

ＲＮＡ，取１μｇ总ＲＮＡ用ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔＴＭＲＴ试剂盒
和 ｇＤＮＡＥｒａｓｅｒ处理反转录获得 ｃＤＮＡ。使用
ＴｈｅＱｕａｎｔｉＮｏｖａＳＹＢＲＧｒｅｅｎＰＣＲＫｉｔ试剂盒进行
ｑＰＣＲ分析，ｑＰＣＲ反应条件为９５℃变性３０ｓ；９５
℃ ５ｓ，６０℃ １５ｓ进行４０次循环；９５℃ １５ｓ；６０
℃ １ｍｉｎ；９５℃１５ｓ。ｑＰＣＲ数据结果使用２#ΔΔＣｔ

方法进行分析［３０］。

１．５　激素测定
使用雌二醇放射免疫分析药盒测定培养液

中雌二醇，取１００μＬ的标准品、质控血清和孵育
后的培养液样品加入到标记好的离心管中，分别

加入１２５ＩＥ２、蒸馏水和兔抗Ｅ２抗体各１００μＬ，充
分摇匀，在３７℃的条件下温育１ｈ。再加入驴抗
兔免疫分离剂５００μＬ，充分摇匀后，室温放置１５
ｍｉｎ，３５００ｒ／ｍｉｎ离心１５ｍｉｎ，吸弃上清液，测量
各管沉淀的放射性计数（ｃｐｍ）。以标准品的 ｃｐｍ
对其质量浓度描点，并绘制标准曲线。直接从标

准曲线读取样品质量浓度值。其灵敏度≤２ｐｇ／
ｍＬ，批内变异系数＜１０％，批间变异系数 ＜１５％。
使用碘［１２５Ｉ］孕酮放射免疫分析药盒进行测定培

７３３



上 海 海 洋 大 学 学 报 ３１卷

养液孕酮，取５０μＬ的标准品、质控血清和孵育
后的培养液样品加入到标记好的离心管中，分别

加入１２５ＩＰ、蒸馏水和兔抗Ｐ抗体各１００μＬ，充
分摇匀，在３７℃的条件下温育１ｈ。再加入驴抗
兔免疫分离剂５００μＬ，充分摇匀后，室温放置１５

ｍｉｎ，３５００ｒ／ｍｉｎ离心１５ｍｉｎ，吸弃上清液，测量
各管沉淀的放射性计数（ｃｐｍ）。以标准品的 ｃｐｍ
对其质量浓度描点，并绘制标准曲线。直接从标

准曲线读取样品质量浓度值。其灵敏度 ＜２ｎｇ／
ｍＬ，批内变异系数＜１０％，批间变异系数＜１５％。

表１　基因表达量分析所用的引物序列
Ｔａｂ．１　Ｐｒｉｍｅｒｓｅｑｕｅｎｃｅｓｆｏｒｅａｃｈｇｅｎｅｕｓｅｄｆｏｒｇｅｎｅｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎａｎａｌｙｓｅｓ

基因Ｇｅｎｅ 序列Ｓｅｑｕｅｎｃｅ（５′→３′） ＧｅｎＢａｎｋ登录号ＧｅｎＢａｎｋａｃｃｅｓｓｉｏｎＮｏ．

ｅｆ１ａ［２９］ Ｆ：ＧＧＣＴＧＡＣＴＧＴＧＣＴＧＴＧＣＴＧＡＴＴＧ ＮＭ＿１３１２６３．１
Ｒ：ＣＴＴＧＴＣＧＧＴＧＧＧＡＣＧＧＣＴＡＧＧ

ＣＲＨＲ１［２７］ Ｆ：ＴＧＡＧＴＣＧＣＡＴＣＣＴＣＣＡＴＣＣＡＣＡ ＸＭ＿６９１２５４．６
Ｒ：ＡＧＴＡＧＣＡＧＡＧＣＡＴＣＧＣＡＧＧＴＣＡ

ＣＲＨＲ２［２７］ Ｆ：ＧＴＴＧＡＴＣＧＧＴＧＧＡＣＧＧＧＴＡＡ ＮＭ＿００１１１３６４４．１
Ｒ：ＡＡＧＧＴＴＣＧＣＴＣＣＴＧＴＧＣＴＴＣ

ＳｔＡＲ Ｆ：ＧＣＣＴＧＡＧＣＡＧＡＡＧＧＧＡＴＴＴＧ ＮＭ＿１３１６６３．１
Ｒ：ＣＣＡＣＣＴＧＧＧＴＴＴＧＴＧＡＡＡＧＴＡＣ

ｃｙｐ１１ａ１ Ｆ：ＡＴＧＣＣＡＧＣＡＧＡＴＡＧＣＡＡＡＧＣ ＮＭ＿１５２９５３．２
Ｒ：ＴＣＡＡＡＡＡＧＴＧＧＡＴＡＴＴＴＧＣＣＡＣＣＣ

ｃｙｐ１７ａ１ Ｆ：ＣＴＣＴＴＴＧＡＣＣＣＡＧＧＡＣＧＣＴＴ ＮＭ＿２１２８０６．３
Ｒ：ＴＴＴＧＣＡＡＡＡＴＣＣＡＣＧＣＣＡＧＧ

ｃｙｐ１９ａ１ａ［２７］ Ｆ：ＡＧＴＴＣＡＡＣＴＧＧＣＡＣＡＣＧＣＡＧ ＮＭ＿１３１１５４．３
Ｒ：ＡＧＣＴＣＴＣＣＡＴＧＧＣＴＣＴＧＡＧＣ

ｈｓｄ３ｂ１ Ｆ：ＡＧＣＴＴＧＣＴＧＡＧＡＴＣＣＧＡＣＴＧ ＮＭ＿００１３８６２９７．１
Ｒ：ＡＧＴＴＣＡＣＴＧＴＡＴＴＣＡＡＣＴＧＣＴＣＣ

ｈｓｄ１７ｂ１［２７］ Ｆ：ＧＧＣＡＣＣＡＴＣＣＧＣＡＣＣＡ ＸＭ＿０２１４７３３５８．１
Ｒ：ＣＴＣＧＴＴＧＡＡＴＧＧＣＡＡＡＣＣＣＴ

ｈｓｄ１７ｂ３［２７］ Ｆ：ＡＴＧＧＴＣＡＣＡＴＴＣＡＣＧＧＣＴＧＡ ＸＭ＿００５１６７１４８．４
Ｒ：ＴＧＣＡＣＧＡＴＣＣＴＧＣＣＣＡＧ

１．６　数据分析
采用ＧｒａｐｈＰａｄＰｒｉｓｍ６．０软件进行作图和数

据分析。使用ＳｈａｐｉｒｏＷｉｌｋ检验分析数据的正态
性，并使用 Ｌｅｖｅｎｅ检验分析方差齐性，当数据服
从正态分布时，进行单因素方差分析，结果表示

为平均值±标准误（Ｍｅａｎ±ＳＥ）。Ｐ＜０．０５，表示
差异显著。

２　结果

２．１　ＣＲＨ对斑马鱼卵细胞中 ＣＲＨ受体表达的
影响

为说明ＣＲＨ是否可能通过与其受体结合调
节斑马鱼卵细胞类固醇激素合成，首先通过

ｑＰＣＲ方法检测 ＣＲＨ受体在卵细胞中的表达水
平。结果显示，ＣＲＨα和 ＣＲＨβ处理均能显著提
高 ＣＲＨＲ１ｍＲＮＡ表达水平且 ＣＲＨβ处理后
ＣＲＨＲ１表达量显著高于 ＣＲＨα处理（Ｐ＜０．０５），
ＣＲＨＲ１的转录丰度高于 ＣＲＨＲ２，而 ＣＲＨＲ２

ｍＲＮＡ表达水平无明显变化（图１）。

．Ｐ＜０．０５．

图１　ＣＲＨ对斑马鱼卵细胞中ＣＲＨＲ表达的影响
Ｆｉｇ．１　ＥｆｆｅｃｔｓｏｆＣＲＨＲｍＲＮＡｌｅｖｅｌｓｉｎｚｅｂｒａｆｉｓｈ

ｆｏｌｌｉｃｌｅｓｂｙｉｎｖｉｔｒｏＣＲＨｔｒｅａｔｍｅｎｔｓ

２．２　ＣＲＨ对斑马鱼卵细胞中类固醇激素合成关
键基因的影响

分析ＣＲＨ处理后斑马鱼卵细胞中类固醇合
成关键基因的表达变化，结果表明，与对照组相
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比：ＣＲＨα处理后 ＳｔＡＲ、ｃｙｐ１９ａ１ａ、ｈｓｄ１７ｂ１和
ｈｓｄ１７ｂ３ｍＲＮＡ表达呈现升高的趋势，ｃｙｐ１１ａ１和
ｈｓｄ３ｂ１ｍＲＮＡ表达呈现降低的趋势，但均无显著
性差异（图 ２）；ＣＲＨβ处理后，ｃｙｐ１９ａ１ａｍＲＮＡ

表达显著增加 （Ｐ＜０．０５），ＳｔＡＲ、ｃｙｐ１１ａ１、
ｃｙｐ１７ａ１、ｈｓｄ１７ｂ１和 ｈｓｄ１７ｂ３ｍＲＮＡ表达呈现升
高的趋势，ｈｓｄ３ｂ１ｍＲＮＡ表达呈现降低的趋势，
但均无显著性差异（图２）。

．Ｐ＜０．０５．
图２　ＣＲＨ对斑马鱼卵细胞中类固醇激素合成关键基因表达的影响
Ｆｉｇ．２　Ｅｆｆｅｃｔｓｏｆｂａｓａｌｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｒａｔｅｌｉｍｉｔｉｎｇｅｎｚｙｍｅｓｒｅｌａｔｅｄｔｏ
ｓｔｅｒｏｉｄｏｇｅｎｅｓｉｓｉｎｚｅｂｒａｆｉｓｈｆｏｌｌｉｃｌｅｓｂｙｉｎｖｉｔｒｏＣＲＨｔｒｅａｔｍｅｎｔｓ

２．３　ＣＲＨ对斑马鱼卵细胞中雌二醇和孕酮合成
的影响

ＣＲＨ处理后培养液中雌二醇和孕酮的质量
浓度结果表明，经ＣＲＨα和 ＣＲＨβ处理均显著降

低了培养液中雌二醇的质量浓度［Ｐ＜０．０５，图３
（ａ）］，而培养液中孕酮的质量浓度有下降的趋
势，但无明显差异［Ｐ＜０．０５，图３（ｂ）］。

图３　ＣＲＨ对斑马鱼卵细胞中雌二醇和孕酮质量浓度的影响
Ｆｉｇ．３　ＲｅｇｕｌａｔｉｏｎｏｆＥ２ａｎｄＰｍａｓｓｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｉｎｚｅｂｒａｆｉｓｈｆｏｌｌｉｃｌｅｓｂｙｉｎｖｉｔｒｏＣＲＨｔｒｅａｔｍｅｎｔｓ
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３　讨论

本研究主要探讨了 ＣＲＨ对斑马鱼卵细胞类
固醇激素合成的影响。结果表明，１００ｎｍｏｌ／Ｌ
ＣＲＨα和ＣＲＨβ处理后，卵细胞中ＣＲＨＲ１基因表
达量显著上调，ＣＲＨＲ２基因表达无显著变化。
ＣＲＨβ显著增加 ｃｙｐ１９ａ１ａ基因表达，ＣＲＨα和
ＣＲＨβ对其他类固醇激素合成相关基因的表达无
显著影响。ＣＲＨα和ＣＲＨβ均抑制斑马鱼卵细胞
雌二醇的合成。体外培养卵细胞实验结果提示，

ＣＲＨ可能通过ＣＲＨＲ１调节雌激素合成相关基因
的表达，抑制雌激素的合成。

应激影响动物的繁殖和卵子发育，其中下丘

脑腺垂体肾上（间）腺（ＨＰＡ／ＨＰＩ）轴与下丘脑
腺垂体性腺（ＨＰＧ）轴间的相互作用备受关
注［３１］。ＣＲＨ由下丘脑分泌调节腺垂体分泌促肾
上腺皮质激素，多项研究表明 ＣＲＨ参与 ＨＰＧ轴
的调控，进而在生殖功能过程中发挥重要作用。

在 大 鼠 （Ｒａｔｔｕｓ ｎｏｒｖｅｇｉｃｕｓ）［１０］、人 （Ｈｏｍｏ
ｓａｐｉｅｎｓ）［３２］、慈鲷鱼（Ａｓｔａｔｏｔｉｌａｐｉａｂｕｒｔｏｎｉ）［３３］和河
豚（Ｆｕｇｕｒｕｂｒｉｐｅｓ）［３４］卵巢组织中检测到 ＣＲＨ免
疫阳性及其受体的高表达，以及在人［１２］和猕猴

（Ｍａｃａｃａｍｕｌａｔｔａ）［３５］卵巢的滤泡细胞和颗粒细胞
中也检测到 ＣＲＨＲ１的表达。本实验室前期研
究［２７］表明，在斑马鱼不同发育阶段的卵细胞中均

检测到ＣＲＨ和ＣＲＨＲｍＲＮＡ的表达，且 ＣＲＨβ和
ＣＲＨＲ２的转录丰度高于 ＣＲＨα和 ＣＲＨＲ１。在本
研究中，ＣＲＨα和 ＣＲＨβ显著提高斑马鱼卵细胞
中 ＣＲＨＲ１ｍＲＮＡ表达水平且 ＣＲＨβ处理后
ＣＲＨＲ１表达量显著高于 ＣＲＨα处理，但对
ＣＲＨＲ２ｍＲＮＡ表达无明显影响。这与在小鼠中
的实验结果相似，即 ＣＲＨ通过与 ＣＲＨＲ１受体途
径调节小鼠卵母细胞成熟［３６］。这提示在斑马鱼

卵细胞中 ＣＲＨ可能通过 ＣＲＨＲ１受体发挥其生
物学功能，但其具体作用途径需进一步研究。

促性腺激素诱导类固醇激素的生成则是通

过类固醇合成基因的变化而发生。外源添加

ＣＲＨα和 ＣＲＨβ后，斑马鱼卵细胞中 ＳｔＡＲ、
ｃｙｐ１９ａ１ａ、ｈｓｄ１７ｂ１和 ｈｓｄ１７ｂ３ｍＲＮＡ水平有上升
的趋势，ｈｓｄ３ｂ１ｍＲＮＡ水平呈下降的趋势，而
ｃｙｐ１７ａ１ｍＲＮＡ表达在 ＣＲＨα作用后无明显变
化，ＣＲＨβ处理后 ｃｙｐ１１ａ１ｍＲＮＡ表达出现上调
趋势。但是，对斑马鱼 ＦＧ期卵细胞的研究［３７］发

现，ＣＲＨ处理３ｈ和６ｈ后ＳｔＡＲｍＲＮＡ表达出现
下调。这说明，ＣＲＨ对 ＳｔＡＲ基因的调节可能具
有卵细胞发育阶段特异性。在日本鳗鲡中，

ｃｙｐ１１ａｍＲＮＡ的表达对促性腺激素具有依赖
性［３８］。同时小鼠的研究［３８３９］结果表明应激促进

ＣＲＨ的产生，进而抑制 ＧｎＲＨ和 ＬＨ分泌。
ＣＲＨα降低 ｃｙｐ１１ａ１ｍＲＮＡ水平，ＣＲＨβ促进
ｃｙｐ１１ａ１ｍＲＮＡ的表达，这说明 ＣＲＨ不同配体在
合成孕烯醇酮的过程中可能发挥不同的生理功

能。孕烯醇酮在ｈｓｄ３ｂ１酶的作用下转化为孕酮，
也可以在 ｃｙｐ１７ａ１酶作用下逐步转化为雄烯二
酮。ｈｓｄ３ｂ１ｍＲＮＡ的表达水平下降，ｃｙｐ１７ａ１
ｍＲＮＡ的表达水平上升。这说明 ＳｔＡＲ使胆固醇
转化为孕烯醇酮从而引起下游一系列类固醇激

素的变化进而产生各种反应。

在哺乳动物中，ＣＲＨ对类固醇激素的合成具
有抑制作用。ＣＲＨ阻断 ＦＳＨ诱导的雌激素的增
加，并显著降低了大鼠颗粒细胞中芳香酶活

性［４０］。同样，ＣＲＨ抑制人颗粒细胞和小鼠窦前
卵泡的培养液中雌激素和孕酮的含量［１３１４，１７］。

在斑马鱼中，ＣＲＨ抑制滤泡细胞中类固醇激素合
成基因的表达（ｃｙｐ１９ａ１ａ，ｈｓｄ１７ｂ１，ｈｓｄ１７ｂ３），并
抑制培养液中雌激素的产生［２７］。卵细胞经

ＣＲＨα和ＣＲＨβ处理后，培养液中雌激素的含量
显著降低，孕酮的含量有下降的趋势，这与已有

的研究结果相似。但有趣的是，本实验中

ｃｙｐ１９ａ１ａ、ｈｓｄ１７ｂ１和 ｈｓｄ１７ｂ３ｍＲＮＡ的表达呈现
相反的结果。由于 ＣＲＨ的半衰期是１ｈ，猜测在
经过２４ｈ体外培养后，培养液中 ＣＲＨ的含量降
低反而促进了雌二醇合成相关基因的表达。已

有研究［４１］表明，在斑马鱼卵巢中，促肾上腺皮质

激素（ＡＣＴＨ）抑制斑马鱼卵细胞中人绒毛膜促性
腺激素（ｈＣＧ）诱导的 Ｅ２产生。本实验室前期的
实验［２７］结果表明，斑马鱼卵巢中 ＣＲＨ受体随卵
泡发育而变化。因此，添加外源 ＣＲＨ后，斑马鱼
卵巢能否合成ＡＣＴＨ并产生皮质醇，从而发挥作
用还不得而知，具体的调控机制也有待进一步探

讨。此外，ＣＲＨ在人胎盘滋养层细胞以剂量依赖
性的方式促进雌激素的生成［４２］，这说明 ＣＲＨ对
类固醇激素的合成具有物种差异性，并且同一物

种的类固醇合成调控也随细胞类型的不同存在

差异。

总的来说，本实验初步研究了 ＣＲＨ调控斑
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马鱼卵细胞类固醇激素合成的作用。但值得注

意的是，ＣＲＨ受体在斑马鱼卵巢中的表达定位，
以及 ＣＲＨ通过其受体作用的具体路径还不清
楚，需进一步深入探讨。
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ｍＲＮＡｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＳｔＡＲ ａｎｄｓｔｅｒｏｉｄｏｇｅｎｉｃｅｎｚｙｍｅｓｉｎ

ｚｅｂｒａｆｉｓｈｏｖａｒｉａｎｆｏｌｌｉｃｌｅｓ［Ｊ］．ＭｏｌｅｃｕｌａｒＲｅｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎａｎｄ

Ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ，２００６，７３（８）：９４３９５４．

［２６］　ＬＵＢＺＥＮＳＥ，ＹＯＵＮＧＧ，ＢＯＢＥＪ，ｅｔａｌ．Ｏｏｇｅｎｅｓｉｓｉｎ

ｔｅｌｅｏｓｔｓ：ｈｏｗ ｆｉｓｈｅｇｇｓａｒｅｆｏｒｍｅｄ［Ｊ］．Ｇｅｎｅｒａｌａｎｄ

ＣｏｍｐａｒａｔｉｖｅＥｎｄｏｃｒｉｎｏｌｏｇｙ，２０１０，１６５（３）：３６７３８９．

［２７］　ＺＨＯＵＨ，ＣＨＥＮＡＱ，ＬＵＷ Ｑ．Ｃｏｒｔｉｃｏｔｒｏｐｉｎｒｅｌｅａｓｉｎｇ

ｈｏｒｍｏｎｅｒｅｄｕｃｅｓｂａｓａｌｅｓｔｒａｄｉｏｌｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎｉｎｚｅｂｒａｆｉｓｈ

ｆｏｌｌｉｃｕｌａｒｃｅｌｌｓ［Ｊ］．ＭｏｌｅｃｕｌａｒａｎｄＣｅｌｌｕｌａｒＥｎｄｏｃｒｉｎｏｌｏｇｙ，

２０２１，５２７：１１１２２２．

［２８］　ＷＡＮＧＹＪ，ＧＥＷ．Ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔａｌｐｒｏｆｉｌｅｓｏｆａｃｔｉｖｉｎｂｅｔａ

Ａ，ｂｅｔａＢ，ａｎｄｆｏｌｌｉｓｔａｔｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎｔｈｅｚｅｂｒａｆｉｓｈｏｖａｒｙ：

Ｅｖｉｄｅｎｃｅｆｏｒｔｈｅｉｒｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｒｏｌｅｓｄｕｒｉｎｇｓｅｘｕａｌｍａｔｕｒａｔｉｏｎ

ａｎｄｏｖｕｌａｔｏｒｙｃｙｃｌｅ［Ｊ］．ＢｉｏｌｏｇｙｏｆＲｅｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ，２００４，７１

（６）：２０５６２０６４．

［２９］　ＬＩＵ Ｋ Ｃ，ＬＩＮ ＳＷ，ＧＥＷ．Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｒｅｇｕｌａｔｉｏｎｏｆ

ｇｏｎａｄｏｔｒｏｐｉｎｒｅｃｅｐｔｏｒｓ（ｆｓｈｒａｎｄｌｈｃｇｒ）ｂｙｅｓｔｒａｄｉｏｌｉｎｔｈｅ

ｚｅｂｒａｆｉｓｈｏｖａｒｙｉｎｖｏｌｖｅｓｎｕｃｌｅａｒｅｓｔｒｏｇｅｎｒｅｃｅｐｔｏｒｓｔｈａｔａｒｅ

ｌｉｋｅｌｙｌｏｃａｔｅｄｏｎｔｈｅｐｌａｓｍａｍｅｍｂｒａｎｅ［Ｊ］．Ｅｎｄｏｃｒｉｎｏｌｏｇｙ，

２０１１，１５２（１１）：４４１８４４３０．

［３０］　ＬＩＶＡＫＫＪ，ＳＣＨＭＩＴＴＧＥＮＴＤ．Ａｎａｌｙｓｉｓｏｆｒｅｌａｔｉｖｅｇｅｎｅ

ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｄａｔａｕｓｉｎｇｒｅａｌｔｉｍｅｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅＰＣＲａｎｄｔｈｅ

２#ΔΔＣｔＭｅｔｈｏｄ［Ｊ］．Ｍｅｔｈｏｄｓ，２００１，２５（４）：４０２４０８．

［３１］　ＬＵＤＷＩＧＢ，ＲＯＹＢ，ＤＷＩＶＥＤＩＹ．ＲｏｌｅｏｆＨＰＡａｎｄｔｈｅ

ＨＰＧ ａｘｉｓ ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎ ｉｎ ｔｅｓｔｏｓｔｅｒｏｎｅｍｅｄｉａｔｅｄ ｌｅａｒｎｅｄ

ｈｅｌｐｌｅｓｓｂｅｈａｖｉｏｒ［Ｊ］．ＭｏｌｅｃｕｌａｒＮｅｕｒｏｂｉｏｌｏｇｙ，２０１９，５６

（１）：３９４４０５．

［３２］　ＭＵＲＡＭＡＴＳＵＹ，ＳＵＧＩＮＯＮ，ＳＵＺＵＫＩＴ，ｅｔａｌ．Ｕｒｏｃｏｒｔｉｎ

ａｎｄｃｏｒｔｉｃｏｔｒｏｐｉｎｒｅｌｅａｓｉｎｇｆａｃｔｏｒｒｅｃｅｐｔｏｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ

ｎｏｒｍａｌｃｙｃｌｉｎｇｈｕｍａｎｏｖａｒｉｅｓ［Ｊ］．ＴｈｅＪｏｕｒｎａｌｏｆＣｌｉｎｉｃａｌ

Ｅｎｄｏｃｒｉｎｏｌｏｇｙ＆Ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ，２００１，８６（３）：１３６２１３６９．

［３３］　ＣＨＥＮＣＣ，ＦＥＲＮＡＬＤＲＤ．Ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ，ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｐａｔｔｅｒｎｓ

ａｎｄｒｅｇｕｌａｔｉｏｎｏｆｔｈｅｃｏｒｔｉｃｏｔｒｏｐｉｎｒｅｌｅａｓｉｎｇｆａｃｔｏｒｓｙｓｔｅｍｉｎａ

ｔｅｌｅｏｓｔ［Ｊ］．ＧｅｎｅｒａｌａｎｄＣｏｍｐａｒａｔｉｖｅＥｎｄｏｃｒｉｎｏｌｏｇｙ，２００８，

１５７（２）：１４８１５５．

［３４］　ＣＡＲＤＯＳＯＪＣＲ，ＰＯＷＥＲＤＭ，ＥＬＧＡＲＧ，ｅｔａｌ．Ｉｓｏｌａｔｉｏｎ

ａｎｄｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓａｔｉｏｎｏｆｔｈｅｃｏｒｔｉｃｏｔｒｏｐｉｎｒｅｌｅａｓｉｎｇｆａｃｔｏｒ

ｒｅｃｅｐｔｏｒ１（ＣＲＦＲ１）ｇｅｎｅｉｎａｔｅｌｅｏｓｔｆｉｓｈ，Ｆｕｇｕｒｕｂｒｉｐｅｓ

［Ｊ］．ＤＮＡＳｅｑｕｅｎｃｅ，２００３，１４（３）：２１５２１８．

［３５］　ＸＵＪ，ＸＵＦＨ，ＨＥＮＮＥＢＯＬＤＪＤ，ｅｔａｌ．Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎａｎｄ

ｒｏｌｅｏｆｔｈｅｃｏｒｔｉｃｏｔｒｏｐｉｎｒｅｌｅａｓｉｎｇｈｏｒｍｏｎｅ／ｕｒｏｃｏｒｔｉｎｒｅｃｅｐｔｏｒ

ｂｉｎｄｉｎｇｐｒｏｔｅｉｎｓｙｓｔｅｍｉｎｔｈｅｐｒｉｍａｔｅｃｏｒｐｕｓｌｕｔｅｕｍｄｕｒｉｎｇ

ｔｈｅｍｅｎｓｔｒｕａｌｃｙｃｌｅ［Ｊ］．Ｅｎｄｏｃｒｉｎｏｌｏｇｙ，２００７，１４８（１１）：

５３８５５３９５．

［３６］　ＫＩＡＰＥＫＯＵＥ，ＺＡＰＡＮＴＩＥ，ＶＯＵＫＥＬＡＴＯＵＤ，ｅｔａｌ．

Ｃｏｒｔｉｃｏｔｒｏｐｉｎｒｅｌｅａｓｉｎｇｈｏｒｍｏｎｅ ｉｎｈｉｂｉｔｓｉｎ ｖｉｔｒｏ ｏｏｃｙｔｅ

ｍａｔｕｒａｔｉｏｎｉｎｍｉｃｅ［Ｊ］．ＦｅｒｔｉｌｉｔｙａｎｄＳｔｅｒｉｌｉｔｙ，２０１１，９５

（４）：１４９７１４９９．

［３７］　ＴＲＥＶＯＲＰ．Ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎｏｆｔｈｅｏｖａｒｉａｎｃｏｒｔｉｃｏｔｒｏｐｉｎ

ｒｅｌｅａｓｉｎｇｆａｃｔｏｒｓｙｓｔｅｍａｎｄｉｔｓａｎｔｉｓｔｅｒｏｉｄｏｇｅｎｉｃｅｆｆｅｃｔｓｉｎ

ｚｅｂｒａｆｉｓｈ［Ｄ］．Ｃａｎａｄａ：ＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙｏｆＧｕｅｌｐｈ，２０１７．

［３８］　ＫＡＺＥＴＯＹ，ＩＪＩＲＩＳ，ＡＤＡＣＨＩＳ，ｅｔａｌ．Ｃｌｏｎｉｎｇａｎｄ

ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎｏｆａｃＤＮＡｅｎｃｏｄｉｎｇｃｈｏｌｅｓｔｅｒｏｌｓｉｄｅｃｈａｉｎ

ｃｌｅａｖａｇｅｃｙｔｏｃｈｒｏｍｅＰ４５０（ＣＹＰ１１Ａ１）：ｔｉｓｓｕｅｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ

ａｎｄｃｈａｎｇｅｓｉｎｔｈｅｔｒａｎｓｃｒｉｐｔａｂｕｎｄａｎｃｅｉｎｏｖａｒｉａｎｔｉｓｓｕｅｏｆ

Ｊａｐａｎｅｓｅｅｅｌ，Ａｎｇｕｉｌｌａｊａｐｏｎｉｃａ，ｄｕｒｉｎｇａｒｔｉｆｉｃｉａｌｌｙｉｎｄｕｃｅｄ

ｓｅｘｕａｌｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ［Ｊ］．ＴｈｅＪｏｕｒｎａｌｏｆＳｔｅｒｏｉｄＢｉｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ

ａｎｄＭｏｌｅｃｕｌａｒＢｉｏｌｏｇｙ，２００６，９９（２／３）：１２１１２８．

［３９］　ＲＡＦＴＯＧＩＡＮＮＩＡ，ＲＯＴＨＬＣ，ＧＡＲＣ?ＡＧＯＮＺ?ＬＥＺＤ，ｅｔ

ａｌ．ＤｅｃｉｐｈｅｒｉｎｇｔｈｅｃｏｎｔｒｉｂｕｔｉｏｎｓｏｆＣＲＨｒｅｃｅｐｔｏｒｓｉｎｔｈｅ

ｂｒａｉｎａｎｄ ｐｉｔｕｉｔａｒｙｔｏｓｔｒｅｓｓｉｎｄｕｃｅｄ ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ ｏｆｔｈｅ

ｒｅｐｒｏｄｕｃｔｉｖｅａｘｉｓ［Ｊ］．ＦｒｏｎｔｉｅｒｓｉｎＭｏｌｅｃｕｌａｒＮｅｕｒｏｓｃｉｅｎｃｅ，

２０１８，１１：３０５．

［４０］　ＣＡＬＯＧＥＲＯＡＥ，ＢＡＲＲＥＣＡＡ，ＢＵＲＲＥＬＬＯＮ，ｅｔａｌ．

Ｃｏｒｔｉｃｏｔｒｏｐｈｉｎｒｅｌｅａｓｉｎｇｈｏｒｍｏｎｅｉｎｈｉｂｉｔｓｉｎｓｕｌｉｎｌｉｋｅｇｒｏｗｔｈ

ｆａｃｔｏｒＩｒｅｌｅａｓｅｆｒｏｍｐｒｉｍａｒｙｃｕｌｔｕｒｅｓｏｆｒａｔｇｒａｎｕｌｏｓａｃｅｌｌｓ

［Ｊ］．ＪｏｕｒｎａｌｏｆＥｎｄｏｃｒｉｎｏｌｏｇｙ，２００２，１７４（３）：４９３４９８．

［４１］　ＡＬＳＯＰＤ，ＩＮＧＳＪＳ，ＶＩＪＡＹＡＮＭＭ．Ａｄｒｅｎｏｃｏｒｔｉｃｏｔｒｏｐｉｃ

ｈｏｒｍｏｎｅｓｕｐｐｒｅｓｓｅｓｇｏｎａｄｏｔｒｏｐｉｎｓｔｉｍｕｌａｔｅｄｅｓｔｒａｄｉｏｌｒｅｌｅａｓｅ

ｆｒｏｍｚｅｂｒａｆｉｓｈｏｖａｒｉａｎｆｏｌｌｉｃｌｅｓ［Ｊ］．ＰＬｏＳＯｎｅ，２００９，４（７）：

ｅ６４６３．

［４２］　ＹＯＵＸＪ，ＹＡＮＧＲＦ，ＴＡＮＧＸＬ，ｅｔａｌ．Ｃｏｒｔｉｃｏｔｒｏｐｉｎ

ｒｅｌｅａｓｉｎｇｈｏｒｍｏｎｅｓｔｉｍｕｌａｔｅｓｅｓｔｒｏｇｅｎｂｉｏｓｙｎｔｈｅｓｉｓｉｎｃｕｌｔｕｒｅｄ

ｈｕｍａｎｐｌａｃｅｎｔａｌｔｒｏｐｈｏｂｌａｓｔｓ［Ｊ］．ＢｉｏｌｏｇｙｏｆＲｅｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ，

２００６，７４（６）：１０６７１０７２．

２４３



２期 李晓雪，等：促肾上腺皮质激素释放激素对离体斑马鱼卵细胞类固醇激素合成的影响

Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｃｏｒｔｉｃｏｔｒｏｐｉｎｒｅｌｅａｓｉｎｇ ｈｏｒｍｏｎｅ ｏｎ ｔｈｅ ｉｎ ｖｉｔｒｏ ｆｏｌｌｉｃｌｅ
ｓｔｅｒｏｉｄｏｇｅｎｅｓｉｓｉｎｚｅｂｒａｆｉｓｈ

ＬＩＸｉａｏｘｕｅ１，２，ＷＵＣｈｕｎａｎ１，２，ＣＨＥＮＡｑｉｎ１，２，ＬＹＵＷｅｉｑｕｎ１，２，３

（１．ＮａｔｉｏｎａｌＤｅｍｏｎｓｔｒａｔｉｏｎＣｅｎｔｅｒｆｏｒＥｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌＦｉｓｈｅｒｉｅｓＳｃｉｅｎｃｅＥｄｕｃａｔｉｏｎ，ＳｈａｎｇｈａｉＯｃｅａｎＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ，Ｓｈａｎｇｈａｉ　
２０１３０６，Ｃｈｉｎａ；２．ＫｅｙＬａｂｏｒａｔｏｒｙｏｆＥｘｐｌｏｒａｔｉｏｎａｎｄＵｔｉｌｉｚａｔｉｏｎｏｆＡｑｕａｔｉｃＧｅｎｅｔｉｃＲｅｓｏｕｒｃｅｓ，ＭｉｎｉｓｔｒｙｏｆＥｄｕｃａｔｉｏｎ，Ｓｈａｎｇｈａｉ
ＯｃｅａｎＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ，Ｓｈａｎｇｈａｉ　２０１３０６，Ｃｈｉｎａ；３．ＩｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌＲｅｓｅａｒｃｈＣｅｎｔｅｒｆｏｒＭａｒｉｎｅＢｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ，ＳｈａｎｇｈａｉＯｃｅａｎ
Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ，ＭｉｎｉｓｔｒｙｏｆＳｃｉｅｎｃｅａｎｄＴｅｃｈｎｏｌｏｇｙ，Ｓｈａｎｇｈａｉ　２０１３０６，Ｃｈｉｎａ）

Ａｂｓｔｒａｃｔ：Ｃｏｒｔｉｃｏｔｒｏｐｉｎｒｅｌｅａｓｉｎｇｈｏｒｍｏｎｅ（ＣＲＨ）ｐｌａｙｓａｋｅｙｒｅｇｕｌａｔｏｒｙｒｏｌｅｉｎｃｏｏｒｄｉｎａｔｉｎｇｔｈｅｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ
ｏｆｅｎｄｏｃｒｉｎｅ，ａｕｔｏｎｏｍｉｃｎｅｒｖｏｕｓａｃｔｉｖｉｔｙ，ｉｍｍｕｎｉｔｙ，ｏｓｍｏｒｅｇｕｌａｔｉｏｎａｎｄｆｏｏｄｉｎｔａｋｅｉｎｔｅｌｅｏｓｔ．Ｈｏｗｅｖｅｒ，ａ
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