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海藻酸钠-HCG制剂对雌性金鱼 

(Carassius auratus)生殖激素水平的影响* 

侯志帅  温海深①  尹相菡 
(中国海洋大学海水养殖教育部重点实验室  青岛  266003) 

摘要    采用海藻酸钠(NaAlg)-HCG缓释制剂进行激素埋植实验。实验开始时，雌性金鱼(Carassius 

auratus)卵母细胞处于Ⅲ期。实验期间记录雌性金鱼性腺发育、放免(RIA)法测定血清性激素含量并

且通过 RT-PCR检测激素相关基因表达。结果表明，埋植 NaAlg-HCG缓释激素后，雌性金鱼性成

熟系数(GSI)在 621 d显著高于对照组，血清睾酮(T)和雌二醇(E2)水平在 630 d显著高于对照组；

性腺芳香化酶基因(CYP19A基因)和雌激素受体基因(ERα基因)mRNA相对表达量分别在 221 d、

1430 d内显著高于对照组，其性腺 GH基因 mRNA相对表达量变化不显著。研究结果显示，一次

性埋植 NaAlg-HCG缓释制剂，与雌性金鱼繁殖相关的生物学指标、激素水平、基因表达量较对照

组产生明显变化，同时这种缓释制剂可以作为埋植激素的载体。 
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随着水产养殖业的迅速发展，鱼类苗种需求量日

益增加。由于鱼类的生殖活动受外部环境因素和神经

内分泌的双重调节，因而生产中常常通过注射外源激

素调节鱼类下丘脑–垂体–性腺轴得以实现生殖细胞

的发生、性别分化和性腺发育成熟及其相应的繁殖活

动，以解决鱼在人工养殖条件下性腺发育迟缓问题

(温海深等，2011；邓岳松等，1998)。只有血清激素

浓度达到一定阈值后，激素才会发挥促进性腺发育的

效果，否则血清药物水平的剧烈波动不仅起不到促进

性腺发育的效果，反而会对有机体产生胁迫。传统的

激素给予方式常常引起血清中激素浓度的大范围变

化，注射后激素有效成分释放较快，激素在生物体局

部浓度迅速升高，峰值后又较快下降。给予激素缓释

制剂可以诱导因人工驯养而性腺发育不良的鱼类性

成熟(温海深等，2002)，既能加快性腺发育，又能减

少操作次数，减轻对鱼体的刺激，收到较好的催产效

果(Barbaro et al，1997)。例如给予欧洲狼鲈(Dicen-

trarchus labrax)缓释激素，可以在 28–35 d诱导其精

液产量上升，对精子的密度、活力不产生影响，相比

于传统激素 7 d的作用时间，效果明显(Sorbera et al，

1996)。同样，前人关于雄性条纹狼鲈(Morone saxatilis)

的实验，也论证了缓释激素能提高精液产量(Mylonas 

et al，1997；Constantinos et al，1998)，同时，给予缓

释激素可以使雌性金头鲷(Sparus auratus)每天产卵、排

卵(Zohar et al，1995)，并且在卵子的数量、质量、受

精率和孵化率等方面与正常状态下产生的卵子无显

著差异(Barbaro et al，1997)。此外，对于大西洋鲽(Pleu 

ronectes ferugineus)，南方鲆(P. lethostigma)的研究也

得出了类似结果(Larsson et al，1997; Berlinsky et al，

1996)。 

人绒毛膜促性腺激素(HCG)是 1927 年从孕妇的

尿液中提取的，与促黄体激素(LH)在生殖细胞受体内
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作用相同，不同物种间不存在特异性(Ziecik et al，

2001；Rao et al，2001)。近年来，随着重组 HCG问

世，其被广泛用于促进鱼类性腺发育成熟与催产排卵

(Malison et al，1998)。HCG直接作用于鱼类性腺，

诱发性腺产生类固醇激素，从而调节性腺成熟，促进

卵母细胞生长发育或精细胞生长发育和精子形成   

(刘筠，1993)。 

海藻酸钠(NaAlg)是一种天然高分子，在褐藻中

广泛存在，有较好的生物相容性，是制作缓释药物载

体的理想材料(郑学芳等，2010)，但用作鱼类激素缓

释载体的研究尚未见报道。鱼类性腺型芳香化酶

(CYP19A)是雌激素合成的关键酶和限速酶(Guiguen 

et al，1999)，能催化雄激素(睾酮，T)转化为雌激素(雌

二醇, E2)，从而可控制多种鱼类的性别分化和性别转

化(Nakamara et al，1998)。雌激素通常以雌激素受体

(ERα)为作用通路发挥作用。研究表明，鱼类的生长

激素(GH)受到生殖活动的影响，如 GnRH起着 GH释

放因子的作用，而这种作用有一定的种族特异性   

(林浩然等，2000)，与繁殖性能存在密切关系。 

本研究以海藻酸钠为原材料制备海藻酸钠-人绒

毛膜激素(NaAlg-HCG)缓释制剂，以繁殖内分泌模式

动物金鱼[Carassius auratus (Linnaeus) var]为对象，

观察 NaAlg-HCG 缓释制剂对雌性金鱼生殖内分泌机

能的影响，为经济鱼类生殖调控与人工繁殖技术提供

科学参考。 

1  材料与方法 

1.1  实验材料 

实验于 2011 年 11–12 月进行，选用同批受精卵

孵化的 1 龄雌性金鱼 90 尾，品种为镏金，实验期间

金鱼均为第一次性成熟。暂养于规格为 40 cm×50 cm× 

35 cm的玻璃水族箱内(每箱 15尾，每两箱为 1个实

验组)，每日投喂同种配合饲料至饱食，早晚各投喂 1

次。实验所用 NaAlg-HCG 缓释制剂由中国海洋大学

海洋生命学院生物化学实验室制备，直径约为 50– 

150 µm。实验鱼暂养 14 d后金鱼体长为(8.31±0.66) cm，

体质量为(58.31±9.41) g。暂养及实验期间连续充气，

全循环流水，光照周期为 12: 12。水温(21.21±1.59)℃，

pH为 7.67–8.32，硬度为 4.76 mmol/L，溶解氧为：

(7.82±0.56) mg/L。实验开始时，雌性金鱼卵母细胞处

在大生长期(Ⅲ期)，如图 1。 

1.2  实验方法 

1.2.1  实验分组及取样    实验为 3组，分别为 A组 

 
 

图 1  金鱼卵巢组织切片 

Fig. 1  Histological sections of the ovary Ⅲ of female 
Goldfish [Carassius auratus (Linnaeus) var] 

 

(对照组)：一次性注射 0.7%生理盐水 200 µl，雌性金

鱼 30 尾；B 组：NaAlg-HCG 缓释制剂组，埋植 1% 

NaAlg-HCG缓释制剂微球 200 µl (含 HCG200IU)，雌

性金鱼 30尾；C组：HCG组，一次性注射 1000 IU/L 

HCG 200 µl (熊谱成，2000；李素梅，1995)，雌性金

鱼 30尾。 

取样时，记录金鱼的性腺重与体重，计算金鱼性

成熟系数(Gonadosomatic index，GSI)。(金鱼性成熟

系数=性腺重/鱼体全重) 

对照组、HCG组，通过注射器将生理盐水或 HCG

在实验鱼的胸鳍基部注射。NaAlg-HCG缓释制剂组，

用手术刀剖开腹膜 1.5 mm，埋植 NaAlg-HCG缓释制

剂，伤口消毒。 

通过预实验，确定最佳实验时间为 30 d，并根据

预实验采样结果确定在埋植第 0、2、6、14、21、30

天，雌性金鱼取样各 5 尾。取样时用 1/30000 浓度

MS-222麻醉金鱼 10 min后尾静脉取血，分离血清储

存备用；解剖取出卵巢组织，部分置于波恩氏液中固

定，性腺装入经 DEPC处理的 EP管后立即放入液氮，

转移于–80℃超低温冰箱中保存备用。 

1.2.2  血清激素测定    实验中各处理组血清 T和 E2

水平检测采用本实验室建立的 125I标记的放射免疫测

定法(RIA)，试剂盒由天津九鼎医学生物有限公司生

产，采用半微量法，加入样品的 125I标记物、标准品

浓度、第一和第二抗体剂量减半。以 γ免疫计数器测

量反应后的反应体系中的放射免疫强度(cpm)，计算

机直接输出激素浓度。 

1.2.3  基因表达    组织总RNA的提取及DNA去除：

在第 0、2、6、14、21、30天选择各处理组金鱼 3尾，

取性腺组织 100 mg(–80℃保存)，用 RNA iso Reagent

抽提总 RNA，通过 1.5%琼脂糖凝胶电泳检测 RNA
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完整性，微量紫外分光光度计测定 RNA 浓度。以

DNaseI酶去除基因组 DNA。 

RNA反转录为cDNA：根据TaKaRa公司的M-MLV

反转录体系进行 cDNA第一链的合成。合成的 cDNA

保存于–20℃备用。 

CYP19A 基因、ERα 基因和 GH 基因 mRNA 在

性腺中表达的检测：取所需检测的组织样品 cDNA 1 μl

作为模板进行 PCR扩增。实验所需的 4对 PCR特异

性引物由 Primer 5.0软件设计，18S rRNA作为反应

的内参照物。取 5 μl 的 PCR产物进行电泳。对电泳

结果采用 Tanon GIS凝胶图象处理系统进行分析。 

1.2.4  数据统计与分析    利用 Duncan 氏多重比较

对同一样品采集时间点的鱼样品组数据进行比较，用

SPSS13.0软件进行数据处理，所得结果采用平均值±

标准误差(Mean±SD)表示。 

2  结果 

2.1  NaAlg-HCG 缓释制剂对雌性金鱼性成熟系数

(GSI)的影响 

埋植 NaAlg-HCG 缓释制剂后，雌性金鱼性成熟

系数(GSI)变动如图 2 所示。NaAlg-HCG 缓释制剂组

性成熟系数在埋植后 6–21 d显著高于对照组(P<0.05)，

埋植后第 6天显著高于 HCG注射组。第 30天各处理

组显著性差异消失。 

2.2  NaAlg-HCG 缓释制剂对雌性金鱼血清激素水

平的影响 

2.2.1  对金鱼血清睾酮(T)水平的影响    实验期间， 
 

 
 

图 2  实验期间受试雌性金鱼性成熟系数(GSI)变动 

Fig. 2  The changes of gonadosomatic index of female 
goldfish during experiments 

图中所标注的不同字母为存在显著性差异(P<0.05) 

Different letters indicate significant difference (P<0.05) 

雌性金鱼血清 T水平在 HCG缓释制剂的作用下呈现

规律性变动。在缓释制剂埋植后 6–30 d，NaAlg-HCG

缓释制剂组血清 T水平显著高于对照组(P<0.05)，第

21、30 天显著高于 HCG 注射组(P<0.05)，并且在第

21天达到最高值。NaAlg-HCG缓释制剂组、HCG注

射组血清 T 水平在实验期间随时间变化均呈现出先

升后降的趋势，并且缓释制剂埋植组的血清 T水平下

降趋势没有 HCG注射组明显。实验结果如图 3所示。 
 

 
 

图 3  雌性金鱼血清睾酮(T)含量变动 

Fig. 3  The levels of serum testosterone in female goldfish 

图中所标注的不同字母为存在显著性差异(P<0.05) 

Different letters indicate significant difference (P<0.05) 
 

2.2.2  对雌性金鱼血清雌二醇(E2)水平的影响 

NaAlg-HCG缓释制剂组、HCG注射组的血清 E2

水平在整个实验期间随时间的变化呈现先升后降的

趋势。NaAlg-HCG缓释制剂组在埋植后 6–30 d，血清

E2水平显著高于对照组(P<0.05)，在埋植后 6–21 d显著

高于 HCG注射组(P<0.05)，第 6天出现最高值(图 4)。 
 

 
 

图 4  雌性金鱼雌二醇(E2)含量变动 

Fig. 4  The levels of serum estradiol in female goldfish 

图中所标注的不同字母为存在显著性差异(P<0.05) 

Different letters indicate significant difference (P<0.05) 
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2.3  NaAlg-HCG 缓释制剂对雌性金鱼性腺基因相

对表达量的影响 

2.3.1  对雌性金鱼性腺 CYP19A 基因 mRNA 相对表

达量的影响    NaAlg-HCG缓释制剂组、HCG注射

组 CYP19A 基因 mRNA 相对表达量随时间变化呈现

先升高后下降的趋势。其中，NaAlg-HCG 缓释制剂

组在埋植后 6–30 d显著高于对照组(P<0.05)，6–30 d

显著高于 HCG 注射组(P<0.05)，其相对表达量的最

高值出现于缓释制剂埋植后第 14 d，实验结果如图 5

所示。 
 

 
 

图 5  雌性金鱼 CYP19A基因 mRNA相对表达量 

Fig. 5  Relative expression level of CYP19A in female 
goldfish 

图中所标注的不同字母为存在显著性差异(P<0.05) 

Different letters indicate significant difference (P<0.05) 

 
2.3.2  NaAlg-HCG 缓释制剂对雌性金鱼性腺 ERα 基

因 mRNA 相对表达量的影响    NaAlg-HCG 缓释制

剂对雌性金鱼卵巢 ERα基因 mRNA相对表达量的影

响如图 6所示，NaAlg-HCG缓释制剂组、HCG注射

组随时间变化呈现先升高后下降的变化趋势。其中

NaAlg-HCG缓释制剂组在埋植后第 14、30天显著高

于对照组(P<0.05)，在埋植后第 6 天显著低于 HCG

注射组(P<0.05)，在埋植后第 14、30天显著高于 HCG

注射组(P<0.05)，其相对表达量最高值出现于缓释制

剂埋植后第 14天。 

2.3.3  NaAlg-HCG 缓释制剂对雌性金鱼性腺 GH 基

因 mRNA 相对表达量的影响    对雌性金鱼 GH 基

因 mRNA相对表达量的影响如图 7所示。NaAlg-HCG

缓释制剂组、HCG注射组 GH基因 mRNA相对表达

量均呈现升高的变化趋势。其中，NaAlg-HCG缓释制

剂组 GH基因 mRNA相对表达量在埋植后第 2天显著

高于对照组和 HCG 注射组(P<0.05)，其最高值出现于

埋植后第 30天，HCG注射组 GH基因 mRNA相对表 

 
 

图 6  实验期间受试雌性金鱼 ERα基因 mRNA相对表达量 

Fig. 6  Relative expression level of ERα mRNA in female 
goldfish during experiments 

图中所标注的不同字母为存在显著性差异(P<0.05) 

Different letters indicate significant difference (P<0.05) 
 

 
 

图 7  雌性金鱼 GH基因 mRNA相对表达量 

Fig. 7  Relative expression level of GH mRNA in female 
goldfish 

图中所标注的不同字母为存在显著性差异(P<0.05) 

Different letters indicate significant difference (P<0.05) 

 
达量最高值出现在注射后第 30天。 

3  讨论 

按照缓释激素制作标准及鲤科鱼类单独使用

HCG用量标准(熊谱成，2000；李素梅，1995)，根据缓

释载体直径的不同(50150 µm)，为保证每尾实验鱼埋

植相同数量的缓释载体与 HCG(200 IU)，综合考虑多次

释放的原理，确定缓释载体与 HCG使用量为(1020):1 

(含 HCG 200 IU)。结果表明，一次性埋植 NaAlg-HCG

缓释制剂，能够通过正反馈途径调节鱼类性腺的发

育、刺激鱼体产生生殖相关激素的分泌，诱导生殖相

关基因 mRNA表达，使金鱼 GSI、血清性激素等相关

生理指标显著高于对照组。注射第 30天性成熟系数、
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CYP19A基因表达呈现回落趋势。 

使用 NaAlg-HCG缓释激素的雌鱼在 230 d GSI

水平均高于对照组，其中 621 d表现出显著差异。舒

琥等(2005)曾提出缓释激素能显著提高血清促性腺激

素(GTH)水平，林浩然(2011)指出 T是 E2的前体物质，

卵巢膜细胞经 GTH 作用产生大量睾酮，再经颗粒细

胞层孵育，合成 E2。本研究中，NaAlg-HCG 缓释激

素处理后，雌性金鱼血清 T在 6–30 d 显著高于对照

组，21–30 d 显著高于 HCG 注射组，推测是 NaAlg- 

HCG缓释激素能提高血清 GTH水平，促进性腺发育，

进而血清的 T 水平升高以便作为底物合成 E2，与舒琥

等(2005)的实验结果一致；值得注意的是，HCG注射

组受试的雌性金鱼第 2天血清中的性激素 T、E2剧增

到最高值，NaAlg-HCG 缓释制剂组的血清性激素上

升趋势更为平缓，持续时间较长久。 

鱼类 CYP19A能够催化雄激素(主要是 T)、合成

雌激素(主要是 E2)。Tong 等(2003)、刘晓丽等(2011)

证实 CYP19A 作为关键酶，其基因 mRNA 的表达量

在精巢显著上升，能干扰精巢原有的性激素平衡，使

内源雌激素合成增加。本研究中，埋植 NaAlg-HCG

缓释激素的雌鱼在 6–21 d血清 E2水平及性腺 CYP19 

A mRNA相对表达量显著高于对照组、14–21 d显著

高于 HCG注射组，验证了 Tong等(2003)的结论。雌

激素受体(特别是 ERα)是雌激素的作用通路，雌激素

与雌激素受体结合后通过反馈途径可以刺激生长等

激素的分泌(郭军等, 2011)。NaAlg-HCG缓释激素处

理的雌性金鱼 1430 d卵巢中雌激素受体mRNA相对

表达量显著高于对照组，传统的 HCG注射组仅在 14 d

显著高于对照组。鱼类的生长激素(GH)受促性腺激素

分泌活动的影响(林浩然, 2000)，调控鱼类的生殖行

为(林浩然, 2011)。本研究中，雌性金鱼 NaAlg-HCG

缓释激素处理后，仅在第 6 d GH mRNA相对表达量

显著高于对照组和 HCG 注射组，其它采样时间点没

有表现出差异，推测 GH发挥相关的生物学作用是在

光照、温度，外源激素等因素作用的综合效果(陈红

等, 2009)。 

值得指出的是，在预实验中，当雌性金鱼卵巢细

胞发育至Ⅲ期时，雄性金鱼精巢细胞已进入Ⅴ期，精子

已充满精小叶间隙。本研究目的在于探究 NaAlg- 

HCG 缓释激素对金鱼性腺的发育影响，对于Ⅴ时期

的雄性金鱼精巢，以自然发育到成熟，不需要人为的

干预。预实验数据表明，不论是激素水平(T、E2)，还

是生殖相关基因(CYP19A、ERα)的相对表达，对照组

与 NaAlg-HCG 缓释激素组没有显著差别。探究

NaAlg-HCG 缓释激素对雄性金鱼性腺的发育影响，

需要在精巢细胞处于Ⅲ时相时进行 NaAlg-HCG 缓释

激素埋植。雌激素受体分为 α，β1，β2 3种亚型，本

研究主要是评估 NaAlg-HCG 缓释激素是否对金鱼性

腺促熟起到积极影响，因而只选用 ERα 这一个生理

指标，能一定程度地反映 NaAlg-HCG缓释激素效用。

实验中非缓释的 HCG 注射组在 2–6 d 的时间中，能

表现出与缓释制剂相同的调控机制，但是 14 d 后作

用效果不及缓释制剂。其他鱼类研究也证实了这一

点，传统的注射 HCG诱导日本鳗鲡(Anguila japonicus)

性腺发育成熟需要连续处理几周，采用缓释方法仅需

2–3次(Ohta et al, 1997), 利用缓释激素对雌性日本鳗

鲡催熟，GSI水平平均增加 7.9%，实验证明对雄性日

本鳗鲡也有促进性腺成熟效果(邓岳松等，2001)。这

些结果说明，应用缓释制剂能够有效的诱导鱼类性腺

发育成熟，效果稳定、持久。本研究首次应用海藻酸

钠作为缓释载体制作 HCG 缓释制剂，仅一次埋植，

21 d内金鱼繁殖相关的生物学指标、激素水平、基因

表达量较对照组产生明显变化，说明这种缓释制剂可

以作为埋植激素的载体。 
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Effects of Sustained-Release Delivery of Sodium Alginate Microsphere-Human 
Chorionic Gonadotropin (NaAlg-HCG) on Reproductive Hormones in Female 

Goldfish Carassius auratus (Linnaeus) var 

HOU Zhishuai, WEN Haishen①, YIN Xianghan 

(Key Laboratory of Mariculture, Ministry of Education, Ocean University of China, Qingdao  266003) 

Abstract    The sustained-release delivery system of human chorionic gonadotropin (HCG) has been 

considered as a good method to induce gonad maturation in cultured fish. Sodium alginate microsphere is 

a new type of sustained-release delivery system of Human Chorionic Gonadotropin (NaAlg-HCG). In this 

study we implanted the NaAlg-HCG into female goldfish at regular intervals and examined its effects on 

the gonadal development, the level of major sex hormone in serum, and the expression of genes 

associated with reproduction hormones. The serum hormone level was measured with Radiate Immuno 
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Assay (RIA) and the gene expression was examined using RT-PCR. Initially most oocytes of female 

golden fish were at stage III. From the Day 6 to Day 21 after the implantation, the gonadosomatic index 

(GSI) of fish implanted with NaAlg-HCG was significantly higher than that of the control group (P<0.05). 

From the Day 6 to Day 30, the levels of both estradiol (E2) and testosterone (T) in the serum of 

NaAlg-HCG group were significantly higher than those of the control group (P<0.05). RT-PCR results 

showed that from Day 6 to Day 21, the relative expression level of CYP19A of the NaAlg-HCG group 

was significantly higher than that of the control group (P<0.05). From Day 14 to Day 30, the ERα mRNA 

in the gonad of the NaAlg-HCG group was significantly higher than that of the control group (P<0.05). 

There was no difference in the relative expression level of GH in the gonad between the NaAlg-HCG 

group and control (P>0.05), except for the 2nd day after the implantation of NaAlg-HCG (P<0.05). These 

results suggested that after one-time implantation of NaAlg-HCG, HCG could be released steadily and 

regularly in 21 days. During this period NaAlg-HCG significantly increased the gonadosomatic index 

(GSI), the level of sex hormone in the serum, and the relative expression of genes associated with 

reproduction. The sodium alginate microsphere-based sustained-release delivery system therefore could 

be a good candidate for hormone implantation. 

Key words    Sustained-release delivery systems; Sodium alginate microsphere-human chorionic gon-

adotropin; Sex hormone; Gene expression 
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