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四眼斑水龟血浆生殖激素季节性变化
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摘要: 为了进一步探讨四眼斑水龟( Sacalia quadriocellata)的繁殖生理周期和生殖激素分泌特征, 使用放

射免疫分析测定法( RIA)分别测定了 8 月(夏季)、10 月(秋季)、1 月 (冬季)、3 月(春季)四眼斑水龟血浆

中卵泡刺激素 ( FSH)、促黄体生成素( LH)、睾酮( T)、雌二醇( E2 )、孕酮( P)五种生殖激素的含量。结果显

示,四眼斑水龟生殖激素分泌呈现较明显的周期性,激素水平与环境温度的变化有关; 雄性T 含量夏季

开始升高,秋季达到高峰, 与精子的发生和成熟同步; 雌性 T 水平升高促进其接受雄性爬胯, 且作为雌

激素合成的前体物质,间接作用于雌激素的合成 ; 排卵会出现LH 峰, E2 含量排卵前几个月开始增长, 刺

激肝生成卵黄; 排卵期间 P含量较高, 可能在排卵过程中发挥作用。
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Abstract: In this paper, the plasma gonadotropins including follicle�stimulating hormone ( FSH) , luteinizing hormone

( LH) , gonadal steroids testosterone ( T) , estradiol ( E2 ) and progesterone ( P) of freshly captured Four Eye�spotted

Turtle ( Sacalia quadriocellata) were measured using a radio�immunoassay ( RIA) method. The result shows that: The

reproductive hormones in plasma displayed a distinct seasonal cycles. The plasma gonadal steroids levels are

correlation to environmental temperature, as highest during summer and autumn, lowest in winter. Plasma T elevated

during the period gonadal maturation and spermatogenesis occur. In female, there was a preovulatory LH surge and T

rise during mating period, which probably is related to receptivity and coincided with ovarian maturation. Female E2

levels increased prior to mating season and appeared to stimulate vitellogenin production by liver. A sharp surge of P

displayed during mating period ( autumn) which coincided with the timing of ovulation.
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� � 四眼斑水龟( Sacalia quadriocellata )繁殖能

力低, 抵抗力弱, 容易染病,加上近年来过度猎

捕、栖息地破坏、龟类贸易猖獗等原因, 分布范

围和种群数量大为缩减
[ 1, 2]

,已被中国濒危动物

红皮书列为濒危等级
[ 3]
。有关该物种的繁殖生

物学资料报道主要有野外观察
[ 1]
、饲养观察

[ 4]
、

生殖系统解剖
[5]
和性腺组织学季节变化研

究
[6, 7]
等, 未见生殖激素水平测定的报道。国内

仅胡增高测定了乌龟( Chinemys reevesii )、黄喉



水龟( Clemmys mutica)、中华鳖( Trionyx sinensis )

等龟鳖动物血浆中性激素的含量
[ 8, 9]
。国外学

者利用行为观察、生殖系统解剖、使用 B 超技

术( ultra�sound scanning)检查卵泡发育状况、性

腺组织切片观察和血液生殖激素含量测定等方

法,并结合环境因子的变化, 研究了多种陆

龟
[ 10, 11]

、淡水龟
[ 12,13]

和海龟
[ 14]
的繁殖周期。血

浆生殖激素含量的周期变化, 对动物的性腺发

育、发情交配、排卵、受精以及胚胎发育是必不

可少的,这方面的研究有助于了解动物的生殖

生理状态, 理解动物生殖内分泌的调节以及在

饲养繁殖中的应用。鉴于此, 作者使用放射免

疫分析测定法测定了不同季节四眼斑水龟血浆

生殖激素含量, 结合组织学和行为学等内容, 研

究其繁殖周期及激素相互调节关系,为该物种

的养殖和保护提供科学的理论依据。

1 � 材料与方法

分别于 2002年8月(夏季)、10月(秋季)和

2003年1月(冬季)、3月(春季) , 分四次从海南

琼中县湾岭地区( N19�08�, E109�57�)龟贸易商
处购买四眼斑水龟 16只。每个季节 4只,雌雄

各2只,均为成体。雄性体重( 204�75 � 16�01)
g,雌性体重( 243�18 � 15�75) g。带回实验室后

立即对个体进行测量并解剖,从心脏取血 3~ 5

ml注入经肝素钠抗凝的试管中, 使用 XYJ80�2
离心机 1 500~ 2 000 r�min离心 15~ 20 min,冷

藏待检。使用放射免疫分析试剂盒( RIA法) ,

分别测定促性腺激素卵泡刺激素 ( FSH)、促黄

体生成素 ( LH) 和性腺激素睾酮 ( T )、雌二醇

( E2 )、孕酮( P) 五种生殖激素的含量,详细操作

参考Licht等的方法
[ 15]
。试剂盒为上海史瑞可

生物科技有限公司生产, 人用。因本物种属濒

危物种,实验均需处死,故实验使用的样本量较

少,无法进行统计分析。

2 � 结 � 果

雌雄个体促性腺激素含量均较低。雄性

FSH 含量季节性波动不明显; LH 水平春季最

高,其他季节水平较低; 秋季T 水平明显高于

其他月份(表 1)。雌性 FSH 春、秋季相对较高,

夏、冬季水平较低; 雌性血浆中 LH 秋季最高,

其他季节由于含量太低导致检测结果为 0; 夏、

秋季E2水平最高,之后逐渐减少,春季最低; P

秋季出现非常明显的高峰, 其他季节水平较低;

秋季血浆T 维持较高水平, 冬季 T 的检测结果

为 0 (表 1)。

表 1 � 不同季节四眼斑水龟血浆生殖激素浓度的比较

Table 1 � The comparison of reproductive hormones concentration in plasma of S. quadriocellata in different season

测定时间Mensuration time

(年�月 Year�month)

标本号

Specimen No.

性别

Sex

FSH

(mIU�ml)

LH

(mIU�ml)

T

( ng�ml)

E2

(pg�ml)

P

( ng�ml)

286 � 0�27 0�00 1�23

2002�08
236 � 0�10 0�11 0�84
287 � 0�00 0�00 0�17 30 0�31
272 � 0�00 0�00 0�78 126 0�50
38 � 0�64 0�03 9�40

2002�10
12 � 0�00 0�16 6�60
35 � 0�46 0�13 0�45 72 72�2
33 � 0�56 0�16 1�00 75 66�7
169 � 0�28 0�26 0�00

2003�01
217 � 0�94 1�60 1�70
188 � 0�05 0�00 0�00 51 0�24
267 � 0�26 0�00 0�00 47 0�06
194 � 0�35 0�09 0�25

2003�03
281 � 0�57 0�00 0�36
264 � 0�54 0�00 0�14 21 1�18
231 � 0�38 0�00 0�55 11 3�20

�57�3 期 傅丽容等: 四眼斑水龟血浆生殖激素季节性变化 � � �



3 � 讨 � 论

与其他学者相关的研究成果进行比较, 雄

性个体血浆 T 浓度的范围, 沙漠地鼠陆龟

( Gopherus agassizii )为 18�37~ 243�60 ng�ml
[ 11]

,

乌龟为 0�06~ 0�35 ng�ml[ 7] ,本次测定的雄性四
眼斑水龟T 浓度为 0�25~ 9�40 ng�ml。三者血
浆同种激素含量差别达数个数量级, 可能有三

个原因,一是龟鳖类血浆生殖激素含量物种间差

异较大; 二是使用的分析试剂盒不同导致差异;

另外,Rostal 等
[11]
研究沙漠地鼠陆龟时,使用的

实验动物是野生个体并在捕捉后立即取血, 本实

验使用的动物血样及胡增高
[ 7]
研究的乌龟血样

均在捕捉多天后方才解剖取血,国外很多研究表

明,野生龟类被捕捉后,由于应激反应和胁迫条

件,龟类的肾上腺酮激素( corticosterone)含量增

加,抑制了睾丸功能, T 分泌减少,血浆性激素

水平大幅下降
[16, 17]

, 所以后两者的激素水平相

对较低。

综合本课题组在野外观察和系统解剖、组

织学观察的结果,四眼斑水龟的繁殖行为、生殖

器官和组织学结构均具明显的年周期性变化,

本实验结果显示生殖激素分泌也呈现较明显的

周期性,与其组织结构及行为的变化一致。四

眼斑水龟的求偶交配行为发生在秋季
[ 7]
, 组织

学观察发现夏季和秋季雄性个体睾丸间质细胞

最多
[ 7]
,间质细胞可以合成和分泌 T 等雄性激

素,秋季达到高峰, T 的分泌促进了精子的发

生,精子成熟, 充盈附睾,表现出强烈求偶交配

行为。秋季过后,交配期结束
[ 7]
, 血浆T 水平下

降,性腺开始萎缩。四眼斑水龟秋季开始排卵,

雌性 FSH 的分泌夏季开始增长, 随后秋季 LH

开始增加,可能是出现排卵前 LH 峰的缘故, 这

与兽类的研究结果相似
[ 18]
。夏、秋季 T 水平升

高使雌性接受雄性爬胯, 多种龟均有所体

现
[ 10]
。卵泡的内膜细胞和颗粒细胞共同参与

雌激素的合成, 内膜细胞在 LH 作用下产生雄

烯二酮,通过扩散转运至颗粒细胞, 在 FSH 作

用下增强颗粒细胞内芳香化酶的活性,从而把

雄激素转变为雌激素, 即 T 作为 E2 的合成前

体,间接作用于卵黄形成和卵泡的成熟
[ 10, 11]

。

E2 夏季最高, P秋季出现高峰,与雌性生殖器官

发育和卵泡发育是一致的。卵泡膜内层细胞随

着卵泡的生长发育逐渐增多, 有些特化形成卵

泡腺,卵泡腺可能是雌激素来源之一; 秋季有

些大卵泡闭锁, 闭锁后形成黄体为其他卵泡生

长发育提供必需的激素,这是雌激素来源之二;

另外卵巢排卵后出现明显的持久性的黄体,从

而保证了从卵泡生长发育到排卵的整个过程的

激素供应
[ 6]
。多种龟鳖实验证明, 雌性个体 E2

含量排卵前几个月开始增长, 刺激肝形成特殊

的结合钙的磷脂蛋白, 并掺入卵内生成卵

黄
[9~ 11]

,随着产卵的结束, 春季 E2 降到最小值。

排卵季节 P 含量较高, 支持了 Rostal等人的推

测,即 P在龟鳖类排卵过程中起作用
[ 10]
。

为了研究四眼斑水龟繁殖周期与气温变化

的关系,选择了气温最低的 1月,气温开始升高

的 3月,气温最高的 8 月, 气温开始下降的 10

月进行实验。国外学者通过野外观察和生理学

研究认为温度是影响龟类生精作用及卵巢发育

的主要因素,大部分物种性腺发育受环境相对

高温的控制,同样,激素分泌高峰也出现在温度

较高的季节
[ 19]

,这与个体的代谢速率有关, 较

高的环境温度有利于物质合成和运输。本实验

的结果反映四眼斑水龟的性激素在夏季和秋季

含量维持较高水平, 随着温度的降低, 10月份

以后激素含量开始下降, 冬季所有性激素含量

最低,符合一般规律。对于四眼斑水龟的生殖

生理周期,受生殖激素的作用,雄性个体春季性

腺开始发育,雌性主要是夏季开始发育,这与对

锦龟( Chrysemys picta)的研究结果相似, 其研究

者对此现象的解释是该物种雌雄性腺发育的最

适温度不同,雄性低于雌性
[ 20]
。是否四眼斑水

龟具有类似机制,有待进一步实验研究。
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