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罗氏沼虾眼柄性腺抑制激素 ( GI H )

的分离纯化及性质的研究
’

林远声
,

邓 锋
,

廖家遗
(中山 大学生命科学学院

,

广州 5 102 7 5 )

摘 要
: 以加热离心的方法获得罗氏虾眼柄粗提取液及用凝胶层析和平板电泳等生化方法进

一步分离纯化
,

并分别对 日本沼虾和罗氏沼虾卵母细胞进行体外培养
,

发现其对卵母细胞发

育均具有一定的抑制作用
,

说明罗氏虾眼柄抽提液含有较多的 Cm
,

且他们在结构和功能上

具有属内相似性
.
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.

一年产卵多次
,

只要水温适宜
,

可常年产卵繁殖
,

是一种重要的经济水

产动物
.

随着社会的发展及生活水平的提高
,

人们对罗 氏沼 虾的需求量不断上升
.

因此
,

如何提高其产量和虾幼体成活率及如何调节控制其卵巢发育等
,

是现时较热门的研究课

题
.

在研究早期
,

人们发现虾的内分泌系统对卵黄的发生具有重要 的调节作用
.

有人早在

19 43 年就已证明去除虾眼柄可诱导性腺早熟
,

这种作用与去掉眼柄的一种神经激素有关
,

这种激素就是本文提到 的性腺抑制激素 ( C IH )
.

通过卵巢组织的体外培养
,

有意识地加

人 G IH 或有关激素
,

能发现 C IH 的显著作用
,

这说明了 GIH 对卵母细胞卵黄发生作用具

有直接或间接的抑制作用
.

目前
,

人们对 G IH 的研究在对虾
、

龙虾
、

鳌虾和蟹等已进行了较多的研究
,

并测定

了其中某些 GIH 的相对分子质量 ( 3 (X旧 一 9 0 X[ ) )
、

氨基酸组成等
,

取得了不少有价值的成

果
,

而作为一种重要淡水经济虾类的罗 氏沼虾
,

其 C班 则仅有赵维信等少数人进行了一

些初步 的研究 〔’ 〕
.

故本实验对罗 氏虾眼柄粗提液和经层析及电泳后的样品进行初步的分析

和鉴定
,

并通过对卵母细胞培养的方法
,

研究了它对卵母细胞的影响
.

1 材料与方法

( l) 材料
:
繁殖期雌性罗氏沼虾

,

卵巢发育 2
,

3 期罗氏沼虾和 日本沼虾卵母细胞
.

试剂为丙烯酞胺
,

甲叉双丙烯酞胺
,

T石s
,

CH I
,

考马氏蓝
,

N叱扣刃 4 ,

NaH Z
OP

4
等

.

.
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(2) 眼柄粗提液的制备
: 眼柄
一

均浆
一

煮沸
一

冷却
一

离心
一

粗提液 ;

c m 纯化
:
凝胶过滤法 [s1

,

凝胶电泳法 s[]
,

活性鉴定
—

卵巢细胞体外培养法图
.

2 结 果

2
.

1 眼柄粗提液对虾卵母细胞的培养结果

取繁殖期雌性罗氏沼虾 (20
一 40 岁只 )

,

将其眼柄剪下
,

加人适量水匀浆
,

匀浆液经

煮沸
、

冷却
、

离心
,

取上清 (75
.

2 mL 平均浓度为 10 个眼柄 / 功工 )
.

然后
,

分别取一定量

眼柄粗提液对 日本沼虾及罗氏沼虾的卵母细胞进行体外培养
.

2
.

1
.

1 眼柄粗提液对 日本沼虾卵母细胞培养结果 用卵巢发育第 3 期的 日本沼虾卵母细

胞为材料
,

以眼柄粗提液的不同梯度对卵母细胞进行培养
,

并记录培养后卵径的大小和检

测值
.

以鉴定眼柄液不同梯度对卵母细胞发育的影响程度
,

结果见表 1
.

表 1 眼柄粗提液对 日本沼虾卵母细胞的影响
` )

卵径 /脚

绷幼280272250幼208翔姗252255237401391375362311265280265

组别

空白

梯度 1

梯度 2

梯度 3

4 平均值
标准差 名检验

> 0
.

仿

> 0
.

05
> 0

.

05

00门J门了印817062

l) 空白为不加眼柄液的培养 ; 梯度 1为 .0 co l 眼柄 /mL ; 梯度 2 为 0
.

01 眼柄 /功工;

梯度 3 为 1 眼柄 / . 山 ; 为 20 个统计细胞的平均值

2
.

1
.

2 眼柄粗提液对罗氏沼虾卵母细胞的培养结果 用卵巢发育至第 2
,

3 期的罗氏沼虾

卵母细胞为材料
,

以眼柄粗提液的不同梯度对其进行培养
,

每 20 个细胞为一个统计单位

(见表 2)
.

表 2 眼祸粗提液对罗氏沼虾卵母细胞的影响
’ )

组别

空白

梯度 l

梯度 2

卵径 /阿
4 平均值

标准差 `检验

> 0
.

5

> 0
.

05

07
.

叹曰262821239233212姗255230208皿卿261幼扔勿216哪

1) 梯度 1 为 0
.

01 眼柄 /吐 ; 梯度 2 为 1 眼柄 /她
2

.

2 眼柄层析样品及其对罗氏沼虾卵母细胞的影响

将眼柄粗提液进行凝胶层析
,

由仪器录得 2 个层析峰工和 n
,

并将峰 I 和 H分别对罗

氏沼虾卵巢发育第 3 期的卵母细胞进行体外培养
,

各峰样对卵母细胞发育的影响见表 3
.

表 3 眼柄粗提液层析峰对卵母细胞发育的影响

组别

空白 l

峰 l

空白 2

峰 2

卯径 /阿
4 平均值

作用 标准差 t 检验

> 0
.

肠

> 0
,

仍

64
1、J616236373

小大

气曰220
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2
.

3眼柄电泳样品及其对罗氏沼虾卵母细胞发育的影响

眼柄粗提液用平板电泳
,

所得的胶经染色液 (考马期亮蓝
,

B B-G 25 0) 染色
,

出现 10

条电泳谱带
,

收集其中 2 个含 t 较多的样品带 工和 n
,

并分别对罗氏沼虾卵母细胞进行体

外培养
,

结果见表 4
.

表 4 眼栖粗提液电泳样品时罗氏沼虾卵母细胞发育的影响

组别

空白 1

峰 1

空白 2

峰 2

2 平均值
作用 标准差 , 检验

134 1刀 156 3()
.

4

173 185 179 + 8
.

5

179 184 1毅 3
.

5

143 132 138 一 7
.

8

> 0
.

仍

< 0
.

0 1

2
.

4 电泳样品洗脱液对色素细胞作用

将眼柄粗提液进行 P AGF 平板电泳后
,

收集 2条带的样品液
,

分别取一定 t 注射人 日

本沼虾体内
,

结果发现样品 n 注射的虾表皮色素细胞的有明显 的收缩作用
,

而电泳样品 I

则投有此现象
.

3 讨 论

从表 1
,

2 结果可看出
,

罗 氏沼虾粗提液中
,

不管哪个实验梯度
,

对 日本沼虾和罗氏

沼虾的卵母细胞发育均具有不同程度的抑制作用
,

且浓度越高
,

抑制越明显
,

即梯度为 1

个眼柄 / mL 的粗提液就具有显著的抑制性
,

这就证明了罗氏沼虾眼柄确实含有对其性腺发

育具有抑制调控作用的性腺抑制激素 (C IH )
,

且说明罗氏沼虾中的 G IH 与日本沼虾的 C IH

具有结构和性质方面的相似性和通用性
.

罗氏沼虾眼柄粗提液经凝胶层析中的仪器录得
,

眼柄粗提液在层析时出现 2 个峰值

( I 和 n )
,

其中峰 I 较峰 n 矮
,

而两者距离较近
.

说明眼柄粗提液中主要含有 2 个小肤物

质
,

且其相对分子质 t 较近
.

同时
,

用层析样不同组分 (即峰工和 n ) 分别对罗 氏沼虾卵母细胞进行体外培养
,

从

表 3 数据显示
,

层析样品峰 I 对卵母细胞抑制作用不明显或说基本没有抑制
,

说明此峰不

是 G IH 峰带或 G田 含 t 极低
.

而样品层析峰 11
,

从表 3 数据表明
,

对罗氏沼虾的卵母细胞

发育具有较明显的抑制作用
,

说明此层析峰为 G川
.

罗氏沼虾眼柄粗提液用 PAG凝胶电泳后
,

收集得 2 个明显样品带 I 和 H
,

从表 4 结

果表明
,

样品带 工对卵母细胞具有促进作用
,

但不显著
.

这说明眼柄中也含有促进卵母细

胞发育的物质
,

这种物质在纯化状态下具有促进活性
,

而其对卵母细胞的促进作用远不如

C m 对卵母细胞的抑制作用
.

样品带 11 对罗氏沼虾卵母细胞体外培养结果表明
,

卵母细胞

发育受到显著的抑制作用
,

说明此样品带含有较多的纯的 C m
,

在较纯的条件下具有很大

的抑制活性
.

罗氏沼虾眼柄含有对虾卵母细胞有抑制作用的性腺抑制激素 (Cm )
.

其粗提液经凝

胶层析和 P AG 电泳后层析带 n 与电泳带 11 是含 G IH 较多的谱带
,

对卵母细胞发育均具有

显著的抑制作用
.


