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摘　要:将中华绒螯蟹促雄性腺的蛋白提取物经凝胶过滤后所得到的各个组分分别进行促雄性腺素 (AGH)

生物活性的初步检测,以输精管和精巢的蛋白提取物作为阴性对照,保幼激素 (JHⅢ )作为阳性对照,结果发

现其中 7个组分对卵巢组织的氨基酸吸收具有明显的抑制作用, 且与磷酸缓冲液 (PBS)存在显著差异, 初步

判断该 7个组分可能存在 AGH生物活性;阴性对照组对卵巢组织的氨基酸吸收没有抑制作用, JHⅢ阳性对

照与 PBS差异极为显著。再将上述可能具有 AGH活性的 7个组分分别注射到中华绒螯蟹雌性幼蟹体内, 观

察是否真正具有 AGH活性,结果其中 2个样品注射后雌性幼蟹产生了性别逆转现象, 证明该 2个样品组分中

确实存在中华绒螯蟹促雄性腺素。
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Preliminarystudyonisolationandpurificationofthe
androgenicglandhormoneofEriocheirsinensis
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Abstract:Inthepresentstudy, theandrogenicgland(AG) ofEriocheirsinensiswasextractedforprotein.The

crucialproteinAGextractwasconductedforthegelfiltration.Thenthefractionsfromgelfiltrationwereused

fortheprimarybioassayfortheandrogenicglandhormone(AGH) activity.ThejuvenilehormoneⅢ (JHⅢ )

wasusedasthepositivecontrolandtheproteinextractionsofposteriorvasdeferens(PVD) andthetestes

(TE) asthenegativecontrol.Itwasfoundthat7fractionsshowedsignificantinhibitionintheuptakeofamino

acidbyovarytissuecomparedwiththePBScontrolduringtheinvitrotissueculture.Thesefractionsarethe

potentialandrogenicglandhormone( AGH) fractions.ThePVDandTEgroupsshowednosignificant

differencecomparedwithPBS, whiletheJHⅢ wassignificantlyhighercomparedwiththePBSgroup.Then

thesepotentialAGHfractionswereinjectedintothefemalejuvenilecrabstoconfirmtheAGHactivity.The

sexreversalwasobservedincrabsoftwotreatments.SothetwofractionsareimprovedtoincludeAGH.
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　　中华绒螯蟹 (Eriocheirsinensis)俗称大闸蟹, 肉质鲜美,是我国主要的淡水蟹类养殖种类, 具
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有较高的经济价值。目前在中华绒螯蟹养殖过

程中主要采用的是雌雄混养的传统模式。混养

早期,由于雄性的生长速率明显高于雌性, 两性

之间的残杀无疑造成了雌蟹较高的死亡率。混

养后期, 雌蟹的早熟导致了成蟹规格变小。因

此,中华绒螯蟹的单性养殖可能成为解决这一问

题的有效途径。促雄性腺作为中华绒螯蟹雄性

性征发育相关激素的唯一来源,不仅控制雄性生

殖系统的分化而且调节雄性第二性征的发育 。

此外,促雄性腺还起到控制雄性形态特征分化的

功能 。迄今为止国内外并未有其分离纯化方面

的相关报道 。本实验通过对中华绒螯蟹促雄性

腺素的初步分离 、纯化得到了部分纯化的促雄性

腺素,并寻找到一种方便 、快捷 、高效的生物活性

检测方法 。

1　材料与方法

1.1　实验材料

实验所用的中华绒螯蟹雄性成蟹于 2007年

11月 -12月在上海市图们路农贸市场购得, 实

验中共解剖 485只,壳宽为 ( 6.4±0.2) cm,体重

为 ( 121.8±8.0) g,解剖得到其促雄性腺。

实验所用的幼蟹于 2008年 6月下旬在江苏

吕泗育苗基地取得,室内置于 80 cm×60 cm×60

cm的暂养箱中暂养,水温控制在 ( 25±1) ℃, pH

为7.0±0.1。暂养箱内的水深 15 cm左右, 水体

上层浮有一层水葫芦和几片沙网, 每天投喂鲢鱼

糜和幼蟹专用的配合饲料 2次, 投喂 1 h后吸残

饵换水,换水量为总水体的 1/3左右。幼蟹饲养

10 d后挑选刚刚完成性别分化的雌蟹进行注射

实验 。注射后的雌蟹放在 35 cm×25 cm×10 cm

的塑料盒中,按处理组分开饲养, 具体饲养方法

同前 。

实验所用的卵巢二次发育雌蟹取自第一次

排卵当日的中华绒螯蟹,于 2008年 4月上旬在江

苏吕泗育苗基地取得, 平均壳长为 ( 6.1 ±0.2)

cm,体重 ( 104±9.8) g。置于 80cm×60cm×60

cm的暂养箱中暂养,暂养箱底部铺有 10 cm左右

的细砂层, 并设置了躲避处, 水深 15 ～ 20 cm, 。

每日早晚投喂缢蛏 (Sinonovaculaconstricta)活体

各一次。实验期间每日去残饵, 换水一次, 换水

量为 50%左右, 水温控制在 ( 18±2) ℃左右,与

亲蟹排卵前水温相似, pH为 7.0±0.2。

1.2　实验试剂

甲壳类生理盐水参照 Grau等
[ 1]
及 Toullec

等
[ 2]
的配方配制;蛋白提取液 、磷酸缓冲液参照

分子克隆试验指南附录
[ 3]
;洗脱液参照 GE公司

凝胶柱使用手册配制;保幼激素 Ⅲ (JHⅢ, Sigma

J-2000);培养基参见 Cui等
[ 4]
在锯缘青蟹中体外

组织培养的配方;L-[ 4, 5-
3
H] 亮氨酸 ( L-[ 4,

5-
3
H] -leucine) 。

1.3　试验方法

1.3.1　蛋白质的抽提

蛋白质的抽提参照文献 [ 3] 。蛋白质的浓度

由紫外分光光度法和 BCA(Sigma公司生产 )两种

方法测得 。

1.3.2　凝胶层析

实验采用凝胶柱 1:AmershamBiosciences公

司生产的 Superdex75 10 /300 GL。凝胶柱 2:GE

HealthcareBiosciences公司生产的 HiLoad16 /60

Superdex75 prepgrade, 都采用 BioRad公司的凝

胶层析仪进行样品的分离与接收 。

1.3.3　生物活性的初步检测

实验的具体方法参照 Cui等
[ 4]
的体外组织培

养方法。雌性亲蟹的选择则在前期实验后确定,

具体参见文献 [ 5] 。

1.3.4　生物活性的最终确定

将上述实验中存在显著差异的蛋白质组分

别注射到刚完成性别分化的中华绒螯蟹雌性幼

体的体内,其壳宽为 ( 7.1±0.2) mm, 部分处理组

约 50只,部分约 35只, 培养观察是否有雌体雄性

化现象。

2　结果

2.1　蛋白质的提取

将 308对中华绒螯蟹促雄性腺加入提取液

中匀浆提取蛋白, 4 ℃, 16 000 r/min, 离心 20

min, 取上清再次离心 20min, 最后上清即为促雄

性腺蛋白提取液。相同的方法提取输精管

(posteriorvasdeferens, PVD)和精巢 (testes, TE) ,

作为对照组,然后都放在 -20 ℃保存。最终,促

雄性腺的蛋白提取物的终浓度为 2.19mg/mL,体

积为 2.2mL。

2.2　凝胶层析

样品经过凝胶柱 1过滤后的层析图谱见图
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1。上样体积为 50 μL, 重复 2次凝胶层析,由图

可见, 1.5个柱体积 36 mL的层析过程中共出现

11个峰 。上样后约 12min时出现 3个峰 (图 1中

1 ～ 3) , 22 min开始连续出现了 5个峰 (图 1中 4

～ 8) , 30 min以后出现 3个峰 (图 1中 9 ～ 10)。

图 1　蛋白层析图谱
Fig.1　Thechromatographyofprotein

2.3　生物活性的初步检验

将样品经过凝胶过滤后的各个组分分别进

行了促雄性腺素生物活性的初步检测, 结果发现

有 7个组分与 PBS对照组相比差异显著, 其中两

组差异极为显著 。 JHⅢ作为阳性对照与 PBS也

存在极显著的差异。输精管和精巢提取液作为

阴性对照与 PBS无显著差异。具体结果见表 1 、

图 2。

表 1　中华绒螯蟹对 L-[ 4, 5-3H]亮氨酸的吸收

Tab.1　UptakeofL-[ 4, 5-3H] -Leucineby

ovaryslicesofEriocheirsinensis

处理组 CPM(mg)
P值

(与 PBS相比 )

抑制率

(% )

1-18 123.53±19.16 0.045＊ 17.22

1-22 117.33±12.75 0.010 7＊ 21.38

1-25 107.34±7.83 0.000 62＊＊ 28.07

1-28 153.37±7.22 0.035 7＊ -2.77

2-19 123.83±16.63 0.037 7＊ 17.02

2-24 120.10±7.74 0.018 6＊ 19.52

2-25 103.03±22.81 0.000 49＊＊ 30.96

PVD 145.56±10.54 0.448 2.5

TE 144.26±17.95 0.428 3.3

JHⅢ 182.13±9.43 0.008 73＊＊ -22.04

PBS 149.23±3.5 - -

注:＊表示显著性差异 (P<0.05 );＊＊表示极显著差异 (P<
0.01);抑制率 (% ) =(v1-v2) /v1×100;v1为 PBS处理中每毫
克组织的CPM值;v2为其他处理中每毫克组织的 CPM值;1-18

表示第 1次凝胶过滤时,接收的第 18管样品,同组其它数据标注

方法类似;2-19表示第 2次凝胶过滤时,接收的第 19管样品,同
组其它数据标注方法类似。

图 2　生物活性初步检测结果
Fig.2　ResultsofprimarybioassayofAGH

由表 1、图 2明显看出, 与 PBS对照组相比,

其中 1-25和 2-25两组差异极为显著, 说明它

们可能具有促雄性腺素活性 。

2.4　分离蛋白质样品的浓度测定

由于凝胶柱 1分离所得的样品浓度太低,考

虑到下面生物活性最终确定部分的成功率, 采用

凝胶柱 2进行重新凝胶层析过滤, 并结合凝胶柱

1生物活性的初步检验结果, 筛选出 3A～ 9A组

分。测得样品的浓度如下表 。

表 2　中华绒螯蟹促雄性腺的分离蛋白质样品的浓度
Tab.2　Concentrationofproteinseparationsample

ofandrogenicglandinEriocheirsinensis

分离样品名称 蛋白浓度 (μg/μL) 体积 (mL)

3A 0.05 0.8
4A 0.05 0.8

5A 0.021 0.8
6A 0.025 0.8

7A 0.018 0.8

8A 0.014 4 0.8
9A 0.011 0.8
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2.5　生物活性的最终确定

表 3为饲养 20 d、40 d、60 d和 90 d时的雌

蟹存活情况及观察统计结果。总的存活率分别

为 20%, 15%, 8%, 3%左右 。其中, 注射样品 3A

和 5A后的雌蟹在饲养了 20d时观察到腹部出现

了雄性附肢, 此时的幼蟹进过了一次褪壳, 如图

3。

表 3　中华绒螯蟹幼体注射实验
Tab.3　SummeryofinjectionexperimentinEriocheirsinensis

注射样品 注射个数 3d内死亡数 (率 ) 20d成活数 (率 ) 40d成活数 (率 ) 60d成活数 (率 ) 90d成活数 (率 ) 雄性化个体数

3A 33 2( 6.06% ) 4 ( 12.12% ) 3( 9.68% ) 1 ( 3.23% ) 1 ( 3.23% ) 3

4A 34 7( 20.59% ) 3 ( 8.8% ) 2( 7.41% ) 1 ( 3.7% ) 1 ( 0% ) 0

5A 48 8( 16.67% ) 5 ( 10.42% ) 3( 7.5% ) 2 ( 5%) 0 ( 0% ) 1

6A 45 10 ( 22.22% ) 5 ( 15.11% ) 1( 2.86% ) 1 ( 2.86% ) 1 ( 2.86% ) 0

7A 47 10 ( 21.28% ) 9 ( 19.15% ) 2( 5.40% ) 1 ( 2.7% ) 1 ( 2.7% ) 0

8A 47 9( 19.15% ) 4 ( 8.51% ) 2( 5.26% ) 1 ( 2.63% ) 0 ( 0% ) 0

9A 48 10 ( 20.83% ) 13( 27.08% ) 7( 18.42%) 3 ( 7.89% ) 2 ( 5.26% ) 0

PBS 49 5( 10.2% ) 6 ( 12.24% ) 5( 11.36%) 3 ( 6.82% ) 0 ( 0% ) 0

全雄组 53 9( 16.98% ) 17( 32.08% ) 16( 36.36% ) 10 ( 22.73% ) 5 ( 11.36% ) -

未处理组 36 2( 5.56% ) 17( 47.22% ) 14( 41.18% ) 7 ( 20.59% ) 2 ( 5.88% ) 0

总计数 387 63 ( 16.28% ) 66( 17.05% ) 39( 10.08% ) 20 ( 5.17% ) 8 ( 2.07% ) 4

图 3　注射促雄性腺提取物组分 3A和 5A后
20 d雌性个体出现雄性附肢

Fig.3　Themaleappendagewasobservedinfemale
juvenilecrabaftertheinjectionofAG

fractions3Aand5Aonthe20thday
注:1～ 3表示注射 3A后的观察;4表示注射 5A后的观察;箭

头表示雄性附肢。

3　讨论

3.1　促雄性腺生物活性初步检测

促雄性腺素尽管普遍的存在于甲壳纲软甲

亚纲 中, 并 且在普 通卷 甲虫 ( Armadillidium

vulgare)中已获得基因序列,但在十足目生物中进

行相似研究则困难得多 。进行蛋白质分离纯化,

其中最关键的问题就是有一套相对方便快捷的

生物活性检验方法。等足目普通卷甲虫不但可

以完全在实验室中进行传代培养, 而且生活周期

短, 幼体注射后 5 ～ 15 d即可观察到外部雄性化

特征的出现。而十足目一般生活周期较长, 在中

华绒螯蟹的幼体注射实验中,外部雄性化特征的

出现时间相对较长, 通常在 40 ～ 50 d,甚至更长 。

同时,由于十足目具有较长的生活周期, 所需特

定发育阶段的研究对象不易获得, 一般一个生物

季节 (通常一年 )只能进行一次生物活性的检测

实验,重复实验则必须等待下一生物季节才有可

能。十足目的幼体需要通过蜕皮来完成生长发

育的过程,生物蜕皮的整个过程中都需要大量能

量来维持,对于生物来说每一次蜕皮, 都是生死

攸关的大事, 稍有差错就会导致个体的死亡, 在

实验过程中唯有增加处理个体的数量才能确保

实验结束时得到有效的结果。此外, 样品经过凝

胶层析后所得到的组分数量极多, 如果全部进行

幼体注射,势必造成实验难度成指数般增长 。正

是由于以上种种原因, 在十足目中, 生物活性的

检测成为制约促雄性腺素分离纯化研究的主要

障碍,因此, 非常需要一套相对方便 、快捷 、高效

的促雄性腺素生物活性的检测方法来加快对十

足目促雄性腺素的研究。而我们实验室所用的

促雄性腺素活性初步筛选方法即先采用相对快

捷的卵巢组织体外培养的方法筛选出所有可能

具有促雄性腺素活性的组分,大大减轻了后期注
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射时的工作量,而且可以在同一个生物季节中先

作初步筛选,再做最后鉴定。

3.2　促雄性腺生物活性的最终确定

日本 、法国等在对普通卷甲虫促雄性腺素生

物活性的检测中一直沿用 Katakura等
[ 6]
所采用

的幼体注射法 。对于罗氏沼虾 、红螯螯虾促雄性

腺的研究大多数集中于摘除 、植入或是摘除后再

次移植促雄性腺所产生的影响及个体变化
[ 7-10]

。

而蟹类与等足目 、对虾和龙虾相比, 促雄性腺摘

除实验几乎不太可能,使得蟹类的促雄性腺素的

研究工作相对自然落后 。对普通滨蟹 (Carcinus

maenas)
[ 11]
、沙蟹 (Ocypodaplatytarsis)

[ 12]
和日本

绒螯蟹 (Eriocheirjaponicus)
[ 13]
移植或注射促雄性

腺提取物,均发现有雌蟹雄性化现象, 因此本实

验也采用通用的促雄性腺素幼体注射方法。

3.3　生物活性检测中实验对象所处发育

阶段的选择

　　本实验中中华绒螯蟹促雄性腺素的鉴定包

含了两部分的检测工作。中华绒螯蟹卵巢的体

外组织培养和雌性幼体注射。在第一部分中,采

用的是二次发育的卵巢。在前期实验中, 我们发

现在首次发育的中华绒螯蟹雌蟹中, 处于不同部

位的卵巢发育并不同步
[ 5]
。如果采用首次发育

的中华绒螯蟹进行体外组织的培养, 不同部位的

卵巢对培养基中氨基酸的吸收也不同, 从而实验

数据本身的差异掩盖了实验差异的可能性。根

据以往在锯缘青蟹中的研究发现:首次排卵后的

青蟹卵巢发育 (即二次发育 )同步性高于卵巢首

次发育的雌蟹,我们将实验材料确定在二次发育

的中华绒螯蟹雌体亲蟹的卵巢上 。本实验室通

过对中华绒螯蟹卵巢二次发育的连续性研究,找

出了最适宜用作生物活性初步检测的卵巢发育

阶段 。

器官的发生有特定的时期
[ 14]

, 第二部分中,

幼体注射对象为刚刚完成性别分化的中华绒螯

蟹幼蟹,注射之后,幼蟹经过大约 l次蜕皮,实验

幼蟹中就能观察到雄性化现象 。因此, 选择相对

适当的注射时期是很重要的 。

3.4　存活率

Liu等
[ 15]
所做的实验中, 注射过样品的中华

绒螯蟹幼蟹饲养 40 ～ 50 d后存活率在 10% ～

12%。十足目之所以实验结束时存活率较低,与

其较长的发育周期有着很大的联系。普通卷甲

虫只需 5 ～ 15 d即能观察到雄性化的现象,而在

十足目的虾 、蟹中则需要较长周期。从本次的实

验结果来看,发现注射后的中华绒螯蟹幼蟹生长

的前 20d会有一个极高的死亡率, 40 d以后是个

相对稳定的时期。因而, 为了确保实验结束时实

验对象的数量,努力减少前期的死亡率显的尤为

重要 。为此, 一方面, 加大实验初期的实验数量

是切实可行的;另一方面, 养殖期间尽量少观察

幼蟹的变化情况, 目的是为了避免机械损伤, 提

高成活率 。

3.5　注射剂量和变异时间

研究表明,注射相当于 1只促雄性腺量的匀

浆物, 能使淡水螯虾产生雄性生殖孔
[ 16]
。 Liu

等
[ 15]
研究发现, 注射相当于 0.14只中华绒螯蟹

促雄性腺或 0.06只锯缘青蟹促雄性腺量的匀浆

物, 能够出现中华绒螯蟹雌体雄性化现象 。这表

明较低剂量的促雄性腺素即诱导雄性化现象的

发生 。对于普通卷甲虫,注射 10U的促雄性腺提

取物几乎不能使内部器官发生雄性化
[ 17]

,只有提

高到一定剂量时才起作用 。本实验分别注射

0.125ng和 0.052 5 ng的相对纯化蛋白, 前一组

的变异率是后组的 3倍, 同样说明了相对高浓度

的促雄性腺素更能诱导雄性化现象的发生。

本实验室观察结果表明注射过促雄性腺提

取物的部分蟹,经过一次蜕皮后就发现有雄性化

现象 。在螯虾的研究中, 注射过促雄性腺匀浆提

取物在一次蜕皮后能观察到性逆转现象
[ 18]
。与

本实验的中华绒螯蟹观察到雄性化现象变异时

间基本一致。

3.6　实验室幼蟹的养殖

实验室与自然环境相比幼蟹的养殖死亡率

明显较高,因而所用幼蟹最好在实验室暂养一段

时间后, 再进行实验 。在幼蟹的饲养过程中, 最

好动物型饵料配合植物饵料,同时也可以加少量

的配合饲料一起投喂。水花生作为植物型饵料

不但补充了营养上的不全面,更为幼体提供了一

定的遮蔽场所, 减少了幼体之间的互相残杀, 降

低了死亡率。少量的 PVC管也为幼蟹提供了栖

息常所, 尤其在蜕皮期间还具有遮蔽作用。
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