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摘要:研究Forskolin处理真绸胚胎的条件。对加药时期以及R>rskolin浓度进行了优化，得到了
处理真绸胚胎的加药时期为受精后6 h, Forskolin的浓度为O. Olrnrml几和0. 02nnml几，在此条
件下处理过的胚胎体节由正常的v型变成U型。该研究结果将有利于研究Hh信号对真绸成

肌因子的影响。
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    Forskolin是一种双菇类药物，分子式为C221-13407,

化学名称7R - Acetoxy一8,13一epoxy一la, 6R,9a一tri-
hydroxy一labd一14一ene一11一one，又称为Colforsin。分

子量为410u。它是在印度一种植物 (Coleus)中发现

的，当地以该植物治疗一些疾病，经研究发现起作用
的重要成分是Forskolin，它重要的功能是调节体内的

CAMP的量11.2 to CAMP作为体内第二信使，是细胞调节
重要的物质之一。利用该药物的特性已经将其应用于

神经系统、激素、肌肉、以及肌肉和神经系统之间的关

系等所有与CAMP有关的研究之中。
    与鱼类有关的研究大多以斑马鱼为模型进行的，

斑马鱼的卵透明，可以清晰地观察到胚胎的发育情

况。斑马鱼肌肉前体细胞靠近脊索表明脊索信号可能

在其发育过程中具有一定的作用。脊索信号系统中有

hedgehog (Hh)中的Sonic hedgehog (Shh)信号系统以
及影响Hh信号的依靠cAMI〕的蛋白酶 (PKA)— 一

个脊椎动物和果蝇中的拮抗剂[[3,41。在所有已经研究

的物种中PKA的激活可以抑制Hh信号系统，抑制

PKA可以模拟Hh信号[4 s [. PKA的激活可以通过药物
比如Forskolin激活胞内cAIVIP水平[[6 ,7进行。在斑马

鱼中已经证明Forskolin可以抑制Hh信号181，从而影
响慢肌的发育。在这些Hh信号被抑制的胚胎中出现

一个表型:通常的V型体节变成U型。
    根据多种生物研究的结果推测真绸中应该存在

同样的信号系统，但尚无有关研究报道。为了研究该
系统在真明中的作用，Forskolin被用来处理真绸胚

胎。并对Forskolin处理真绸胚胎的条件进行了优化，

获得其最佳的处理条件。

技术中心海洋研究所真绸饲养系统中饲养。所得胚胎

在室温25一270c下培养，每一个培养皿加5rr-L海水，

100颗卵以及对应的药品。每一实验采用3次重复。
Forskolin溶解于4%二基甲矾。Leica解剖镜。

2 结果

    Forskolin含有一定毒性，可以通过浓度以及加药

的时期对胚胎发育进行影响。因此浓度以及加药的时

期必须确定下来，否则胚胎不会正常发育或者

Forskolin对胚胎没有作用。加药的时期以及Forskolin

浓度根据室温下处理14h后，胚胎出现的表型率 (U
型胚胎)以及胚胎的死亡率。根据Banesi等‘“牲斑马

鱼中确定的时期及浓度，真P胚胎的时期及浓度的确

定通过3步骤完成:一是大范围浓度的确定，二是浓
度及时期的确定，三是准确浓度的确定。

2.1 大范围Forskolin的浓度的确定

    根据Barresi等[8在斑马鱼的实验确定了一个浓

度范围内，从0. 000 maml/ L到0. 3nmrol/ L选择出5

个不同的浓度进行试验。

    从表1可以看出，在选择浓度范围的时候，如果

Forskolin超过0. lnmrol/ L，原肠胚不能完成，胚胎死

亡。Forskolin的浓度必须低于0. lmmol/Lo

1 材料与方法

    成熟的真绸(Sparus aurata)在美国马里兰州生物
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表1

Tab. 1

Forskolin浓度对真鳃胚胎死亡率的影响

  The effect of Forskolin concentration on the rate of

  death of sea bream embryos

浓度(mmol/L) 死亡率(%)

0.0001

0.001

  0.01

  0.1

  0.3

  C1

  C2

10一13

15一18

20一24

  100

  100

8一10

8一10

表2  Forskolin加人的时期以及浓度对胚胎发育的影响

Tab.2   The effect of the time that Forskolin was added in

        the medium and the contration on the development

        of embryos

  受精后时间(h) 浓度(mmol/L)死亡率(%)表型率(%)

6一8

  /

  /

注;C1为对照1，含有4%二甲亚矾的海水;。为对照2,海

水。表2.3同。

2.2 浓度范围以及加药时期的确定
    根据上面的结果以及Barresi等[[8钠研究将时期

确定在圆顶期(Dome)前后。低于0. lnmiol/L的浓度

用来选择开始处理的时期以及浓度。在室温培育真绸

卵时，圆顶期大约为受精后5-7h，因此在3个浓度
(O.0001nur)ol/L, 0.OOhmwl/L和0. Olnmiol/L)以及3个
时期(5, 6, 7h)中确定合适的合适时期以及浓度。从表
2可以看出在高浓度((0. 00hrmwl几和0. O1Mml几)中，
如果加药的时期是受精后5h，由于加药时间太早超
过80%的胚胎不能正常发育，很早死亡;如果是受精

后7h，由于加药时间太晚大约80%的胚胎没有表型

出现;如果是受精后6h，会出现表型，出现的表型为

U一型体节(图1. B)。在浓度为0.0001numl/L所有的
处理中，很少或者没有明显的表型出现。因此，在最后

一步，受精后的6h加药处理，在0.OOhrmiol/ L和

0.0001

0.001

  0.01

  C1

  C2

0.0001

0.001

  0.01

  C1

  C2

0.0001

0.001

  0.01

  C1

  C2

15一20

  >80

  >80

8一10

8一10

10一 12

15一17

20一21

8一10

8一10

8一10

12一14

16一17

8一10

8一10

  5一7

10一15

70一73

    0

    0

    0

10一12

10一 12

    0

    0

注:/没有检测。

  图1 正常真绸鱼胚胎与处理后胚胎体节形状示意

地 .1  'Me sketch map of somite of nonnal and treated sea breach

embryos

    A 正常胚胎体节形状(v型)的示意图;B.处理后体节出现的

表型(U型)示意

      A. the sketch map of sonate of nomml embryos(V一type);B.the

sketch map of white of treated embryos(U一type)

0. Olnuml/L之间决定Forskolin的浓度。

2.3 最终浓度的确定

  根据步骤1和2的结果，设计了5个浓度(0.001,

0.0025, 0.005, 0.01, 0.02manol/L)以确定Forskolin的

准确浓度。

    根据表3的结果，在浓度为0.Olmrrtol/ L和
0.02mtml/ L，大约80 胚胎表型(U一型体节)相近;

10%左右的胚胎死亡;10%左右的胚胎不能正常发育，
停留在原肠期，最终死亡。在剩下的3个低浓度中，表型

率非常低。因此，最后确定Forskolin浓度为0. Ohnnx>I/L
和0. 021Trw1/L;处理的时间为受精后6 ho

3 讨论

    作为cAMP激活剂的Forskolin能增加胞内腺嗦

吟循环激活胞内cAMP水平，cAMI〕水平的增加激活

PKA从而抑制H、信号[6.71。作为药物Forskolin具有一

定的毒性，高浓度的Forskolin能导致细胞不能正常发
育，从而细胞死亡。在实验的过程中，发现由于

Forskolin的加入，胚胎发育迟缓;在死亡的胚胎中发

现其靠近尾侧出的脊索不能闭合，即在尾部出现分

叉，该原因可能是胚胎形成胚盾后，胚层继续外包时，
尾牙处不能闭合造成的。由此可以看出Forskolin处理

胚胎的条件必须确定，才能找到一个合适的处理条
件，保证胚胎能正常发育，不能死亡，并且出现一定的
表型。Hh信号的缺失可以造成多种发育缺陷，但是大
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表3

Tab. 3

Forskolin浓度对胚胎发育的影响

The effect of Forskolin concentration on the develop-

ment of embryos

浓度(mmol/ L ) 死亡率(%) 表型率(%)

0.001

0.0025

005

Ol

0.02

10一12

15一17

16一20

23一25

22一26

  4一6

  4一6

10一15

30一32

40一44

75一77

74一78

    0

    0

多缺陷常难以在发育过程中观测到，只有通过原位杂

交等技术或者胚胎发育成成体后才能观察到。而在

肌肉发育的过程中，1b信号的缺失导致胚胎的体节

由原来的V-型变成U-型，该形状在斑马鱼等中出
现[s 1，并且在解剖镜下可以观察到，因此由该表型的

出现率作为检测的标准较易操作。该结果不仅将有助

于在真绸中研究Hh信号对肌肉发育的影响，而且对

于研究Hh信号对其它组织的发育的影响也有帮助。
    在本实验中得到的Forskolin的浓度与Barresi

等[8沐同，这可能由于真绸的卵和斑马鱼的卵属于不
同的类型造成的，由于真绸的卵属于浮型，含有脂肪
颗粒，而斑马鱼的卵属于沉型，不含有脂肪颗粒。脂

肪应该较容易吸收有机溶剂，Forskolin属于有机物，
并且脂肪颗粒是真绸发育过程中营养来源物质，因此

可以在体内富集高浓度的药物，是否与此有关需要进

一步研究。处理的时期与Barresl等{8哟相似，都是在

圆顶时期前后，过早处理导致胚胎死亡;过晚影响较

小，不能出现预期的结果。
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Abstract:The condition that affects on the result of treatment on the sea bream embryos by Forskolin was studied.
From the study, the concentration of the Forskolin and the stage that embryos。 incubated in Forskolin was got. 'Me

concentration of Forskolin was 0. Olrrunol/ L and 0. 02nxnol/ L; while the stage was 6 hour post fertilization at~ terry

perature. In this condition the embryos were treatment showed a phenotype一U type sonites. Ibis study will contribute to the

study on the effect of Hh signals on myogensis in sea bream.
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