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摘要
�

从 � ��� 尾性成熟的雄性罗氏沼虾体内采集雄性腺体 �� � �
,

匀浆后
,

分离沉淀等电点为

�� � 左右的多肤
,

用十二烷基磺酸钠一聚丙烯酞胺凝胶电泳法收集分子量从 �� ��姐至 ��� �恤 的

多肤条带
。

进一步应用高效液相色谱
、

无胶筛分高效毛细管电泳
、

基质辅助激光解吸电离飞行

时间质谱
、

高效液相色谱一电喷雾电离一质谱等技术进行分离与鉴定
。

结果显示
,

主要组分的分

子量为 ��� �� 士 � �� � ,

在等电点 �� � 的条件下分离得到的罗 氏沼虾 � � 组分中
,

以 分子量

���  ! � 的多肤组分为主
,

与等足类 月卜斤如
��  ���

� � �� 仓� �� � � � 的分子量相似
,

暂称为等足 目

� � � 类似物
。

关键词
�

罗氏沼虾
,

雄性腺体激素 �� � �」�

中图分类号
�

� � ��
�

�� 文献标识码
�

�

等足 目 � � � 类似物
,

分离
,

鉴定

文章编号
�
� ��于 �� ! ��� �� �� �� �� 刁�

罗氏沼虾 ���
� � � � � � � ��� � � � �  ! ��烤�� � �� �

,

对虾等十足 目甲壳动物不同性别个体

的经济性状具有很明显的差异
�

为了使这类珍贵十足 目甲壳动物的人工性控实用化
,

在

增加较少投 资的前提下大幅度增加名贵水产养殖的经济效益
,

必须要获得较廉价
,

可保

存
,

使用 简便 的激 素
。

已 证实 在 等 足 目
、

端 足 目和 十足 目等 甲壳动 物 的雄 性 腺体

�� � � �� �� �� � ��  ! �
,

� � �所分泌的雄 性腺体激素 �� � � �具有调控性别发育 的功能 �� 一��
。

为此
,

必须首先搞清十足 目甲壳类 � � � 的活性成分
。

应用高效液相色谱 �� � � �
、

无胶

筛分高效 毛 细管 电泳 �� ����
、

基质辅助激 光解 吸 电离飞行 时 间质谱 ��� �� 卜�� �

一�� �
、

高效液相色谱一电喷雾电离一质谱 �� ����� � ��
一� �� 等技术对罗氏沼虾雄性腺体提

取物进行分离与鉴定
,

为进一步开展有关 � �  的结构研究
,

基因工程研究打下坚实的基

础
。
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性腺体
。

取雄性腺体以 � ��� � � 比例加人 �
�

�� � �� � � �� �
,

匀浆
。

匀浆液经过 �� � � � � �而
�

离心 �� 而
� ,

吸取上清液
,

用 �� �� � � � � � 调 �� 至 �
�

� � 澄清液变为混浊液
,

离心收集沉淀
。

溶解于 �
�

� �� �� � � �� �
�

� � �� �一� � 缓冲液中
,

然后分步进行 �� 一� �� 饱和度的硫酸钱沉

淀
,

离心收集沉淀
,

沉淀经溶解用凝胶电泳分离
,

收集 �� �压 至 ��� 玩 的条带
,

电洗脱并透

析即得等足 目 � � � 类似物粗品
。

� � 高效液相色谱条件 美国 � � �� �� 公司高效液相色谱仪
,

��� 型高压泵
,

二极管阵列检

测器
,

色谱柱
�
�详��

�� �� � �柱
,

�� � � � � �� �
,

流动相
�
��
���

� �� � � � �� � � ��
�
缓冲液

,

���
�

�一�
�

�
,

流速 �
�

�� 一�� �� � �� 而��

� �� 毛细管电泳 美国 �� ��� �� �公 司 �� ��� �认又�� � ��� 毛细管电泳仪
,

� �� � � �� 协�
,

外径

� � �卜� 未涂渍柱
,

运行电压 �� ��
。

将 �
�

�卜�等足 目 � � � 类似物粗品
,

�� 卜�样品缓冲液 �含

��� �
,

� �协�去离子水及 �
�

�卜�苯甲酸 内标
,

放人 � � � 协�离心管中
,

将盖子盖紧
,

置于沸水中

加热 �� � ��
,

离心 �� ��
,

然后冷却至 � �� 待测
。

� � 液相色谱一电喷雾质谱联用 美国 �� 公 司 �� � ��� 液相色谱仪与美国 � � �� � �� 公

司 �� � 离子阱质谱仪联用
。

液相色谱柱 �� �� 柱
,

柱前压 �� ���
,

流动相 �
�
�� �� � 三乙胺

�� � � �溶液
,

流动相 �
�
�� �� � 三氟乙酸 �� � �的乙氰

,

线性梯度洗脱
�

�� 而� 由 ��� � � 到

��� � �
。

电喷雾离子源高压 �
�

���
,

包覆气 �� 单位
,

金属毛细管温度 ��� ℃
。

� 结果与讨论

2. 1 高效液相色谱法 (H P L C )分离

图 1 为罗氏沼虾等足 目 A G H 类似物组分的 H P L C 色谱图
,

经空 白对照实验证实峰

和峰 2 为罗氏沼虾等足 目 A G H 类似物的两个主要成分
。

.
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流动相与流速的选择
:
分别用 sm m ol /L和 10

~
of /L N H花Ac 月IA 。为流动相

,

控制其

酸度为 pH4
.
5

,

5

.

0 和 6. 2
,

流速为 0. 20 和 0. 40 m l/m in
,

进行高效液相色谱条件优化 选择
。

表1

T ab
.
1 1lle

罗氏沼虾等足目A G H 类似物的H P L C 色谱图峰1和2的半高峰宽分离度
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实验表明流动相为 10m of /L N 城Ac /
H A c

,

p

H4

.

5

,

流速为 0
.
40 m L/ m in 时

,

峰 1和 2 的分离

效能最高
,

其半高峰宽分离度高达 2
.
33 (表 l)

。

检测器波长的选择
:
在最佳流动相和流速条件下

,

利用光电二极管阵列检测器进行扫

描
,

获得等足 目 A G H 类似物的三维 H P L C 色谱图
,

其中
,

在 U V 25 4 nln 处的两个色谱峰有

最大吸收
。

证实 U V 25 4nln 为最佳检测波长
。

2. 2 毛细管电泳 (C E )分离与鉴定

毛细管电泳中
,

带电溶质电迁移率可以从如下方程算出
:

“
。。

=
[ L

X

LO

X
(
l /、一 l / t

r
) ]/ V

其中
,

L 为毛细管总长度
;
从为毛细管有效长度

; V 为电泳 电压
;
枯为电渗流 L0 长度

所需 时间
; tr为带点物质迁移 L0 长度所需时间[6]

。

与可以通过测定电中性物质保留时间得

到
,

我们通过测定苯 甲酸的保留时间而得
。

蛋白质
,

核酸和多糖等具有生物活性的生物大分子在毛细管 电泳中的电迁移 已被证

实与其分子量的负三分之二次方成正比[5一
71

,

即

协
e。

= c
q
(从)

一 , ‘3

式中
,

q 为电荷
,

M

r

为分子量
,

c 为相关系数
。

利用这两个方程式计算图 3 中峰 5
,

6

,

7 的分子量分别为 16349
,

1 6 7 2 7

,

1 7 4 3 6 U

.

这

一结果与电喷雾质谱法测得 的分子量一致
。

该方法由于时间测量的不准确性和本身的不

稳定性
,

平均每 0. 015 的误差可导致分子量有 55 u 的误差
。

图 2 罗 氏沼虾中等足 目 A G H 类似物的 S』〕S
一

} }卜
’
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:

12 kV
, 一
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nm
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2. 3 液相色谱一电喷雾电离一质谱联用技术 (H P LC 一E SI 一
M S) 分析

图 3 为罗氏沼虾等足 目 A
GH
类似物粗品的 cs 柱反相 HP LC 色谱与电喷雾质谱联用

所获得的电喷雾质谱图
。

其 中分子量为 17480 U 的蛋白质为罗氏沼虾等足 目 A G H 类似物

18658

图3 罗氏沼虾中等足 目A G H类似物的

E SI一 M S 质谱图
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组 分 的主 要组 分 之一
,

另外 罗 氏沼 虾 中等足 目 A G H 类 似物 中还 含有 少量 分 子量 为

17237U 和 18 658 U 等蛋白质
。

在
HP
L c-- Es l

一
M s 实验中

,

HP Lc

实验所得最佳分离条件下的流动相 1om of /L N H
魂

A
。
/ II A

c
( p
H4

.
5 )

,

此时正电离 E S卜M S 的信号非常弱
,

说明 HP LC 的流动相与 ES 卜M S的

缓冲液不相适 应
。

为了获得 E S卜M S信号
,

将缓冲液改为碱性的 0. 02% 三乙 胺 (TEA )溶

液
,

牺牲 H PLC 的最佳分离条件
,

使等电点为 4
.
5 左右的 A G H 在此碱性条件下带负电荷

,

易于用负电离 ES卜M S进行检测
,

获得罗氏沼虾等足目 A G H 类似物组分的分子量信息
。

2. 4 激光辅助解吸一飞行时间质谱 (M A L D I一OF
一
M s) 的初步鉴定

M A LDI
一T O

F-- M S具有准确
、

快速和简便等特点
,

而且其测量的质量范围理论上是无

限的
,

所以该技术发展非常迅速
,

成为有机质谱中发展最快和最活跃的一个领域
。

利用基

质辅助激光解吸附电离飞行时间质谱测定了罗氏沼虾中等足 目 A G H 类似物的质谱
,

其质

谱图上显示的质量 /电荷 比为 6007 u/
e ,

指示罗氏沼虾中等足 目 A G H 类似物分子在测试条

件下带有 3 个 电荷
,

表明罗氏沼虾等足 目 A G H 类似物的分子量为 1S000 u 左右
。

分别采用 SD S一P A G E
、

1 1 P L C

、

H P C E

、

H P L C

es

E sl

一
M S 和 M A L D I‘T O F-- M S 等多种

技术分离与鉴定罗氏沼虾等足 目 A G H 类似物
。

HP

C E 结果显示
,

在 pH4
.
5 条件下提取的

罗氏沼虾等足 目 A G H 类似物的主要组分的分子量为 17436 士 1 10 u
,

而经 H PL C
一
E S 卜M S

技术鉴定 为 17480
u ,

所分离得到的罗氏沼虾等足 目 A G H 类似物以含分子量 174 80 u 为主

的混合蛋 白质
。

在 测定 罗 氏沼虾等足 目 A G H 类似物分子量 的多种技术 中
,

F 甲L
C--
E sl

一
M S 的准确度为最优

,

II

PC

〔次之
,

而传统的 SD S一P A G E 为最差
,

这些方法的测量误差与

理论值一致
。

蛋 白质 的分 f 量一般用 SDs
一P A G E 法测定

,

其误差一般为 2一 5% 左右
。

电

喷雾质谱法测定蛋 白质的分子量要精确得多
,

其误差只有 0
.
05 一 0

.
01 % 左右

,

有时可 以精

确到 lu
。

这给鉴定各种蛋 白质提供了极大的方便
。

罗氏沼虾 A G 中存在与等足 目 A
.
vu lg ar

o A G H 的分子量和等电点相似的多肤组分
。

其生物活性检测结果将另文报道
,

其一级结构有待进一步研究
。
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