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摘　要：为分析日本鳗鲡（Ａｎｇｕｉｌｌａｊａｐｏｎｉｃａ）经过多次注射鲤鱼脑垂体和人绒毛膜促性腺激素后，血清及性腺
组织中性类固醇激素的含量及变化，采用超高效液相色谱串联质谱联用（ＵＰＬＣＭＳ／ＭＳ）对血清内６种类固
醇激素［睾酮（Ｔｅｓｔｏｓｔｅｒｏｎｅ，Ｔ）、１７α羟基孕酮（１７αｈｙｄｒｏｘｙｐｒｏｇｅｓｔｅｒｏｎｅ，１７αＯＨＰ）、１７α，２０β二羟基４孕烯３
酮（１７α，２０βｄｉｈｙｄｒｏｘｙ４ｐｒｅｇｎｅｎ３ｏｎｅ，ＤＨＰ）、雌酮（ｅｓｔｒｏｎｅ，Ｅ１）、雌二醇（ｅｓｔｒａｄｉｏｌ１７β，Ｅ２）、雌三醇（ｅｓｔｒｉｏｌ，
Ｅ３）］以及性腺中４种类固醇激素（Ｔ、ＤＨＰ、Ｅ２、Ｅ３）进行研究。结果表明，血清及性腺组织样品平均回收率分
别为８６．９％～９８％、７５．６％～８８．１％；方法检出限（Ｓ／Ｎ＞１０）分别为０．１ｎｇ／ｇ、０．１ｎｇ／ｍＬ。对样品进行测定，
结果表明，随着日本鳗鲡性腺发育，实验组日本鳗鲡血清及性腺中类固醇激素的含量呈逐步增加的趋势，其

中，实验组日本鳗鲡血清中除Ｅ３（难产时含量最高）外，其他５种类固醇激素均在产卵时含量最高；实验组日
本鳗鲡性腺内Ｅ２及ＤＨＰ在难产时含量最高。对照组日本鳗鲡血清内Ｅ１、Ｅ３以及性腺内 Ｅ２、Ｅ３在整个实验
周期均未检测到。应用本方法对日本鳗鲡血清及性腺内类固醇激素进行定量分析，具有灵敏、高回收率、准

确、稳定等特点，研究结果不仅对日本鳗鲡性腺发育过程中性类固醇激素的研究有了初步的认识，更对其他硬

骨鱼类性腺发育过程中体内激素变化的研究具有重要参考意义。
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　　类固醇激素（Ｓｔｅｒｏｉｄｈｏｒｍｏｎｅｓ）又称甾体激
素，该类激素对增强鱼体机体发育和改善生产性

能具有重要的作用。鱼类性腺发育过程中，往往

伴随着多种类固醇激素含量的变化，激素水平与

性腺发育关系密切。ＤＵＦＯＵＲ等［１］研究发现，性

类固醇激素雌二醇（Ｅ２）、睾酮（Ｔ）等对未注射激
素的欧洲鳗鲡（Ａｎｇｕｉｌｌａａｎｇｕｉｌｌａ）的性腺发育存
在反馈调节作用；１７α２０β二羟基４孕烯３酮是
诱导卵巢最后成熟与排卵的诱导激素［２］。这些

研究表明，在鱼类的人工繁殖阶段，激素含量的

变化是决定其发育末期是否可以自然产卵的关

键因素。因此，运用快速、精准的检测方法来监

测鱼体内类固醇激素的变化，有助于深入了解鱼

体性腺的发育规律和生殖细胞的发育情况。

目前类固醇激素的检测方法主要有放射性

免疫测定法［３］、酶联免疫吸附法（ＥＬＩＳＡ）［４］、气

相色谱质谱法（ＧＣＭＳ）［５］和液相色谱串联质谱
法（ＬＣＭＳ／ＭＳ）［６］等。其中，酶联免疫法灵敏度
较高、快速简便，但存在交叉反应及假阳性问题；

液相色谱法选择性差，灵敏度也达不到要求；放

射性免疫法重复性相对较差，交叉反应复杂；气

质联用法样品前处理过程比较复杂，而且对不易

挥发激素的检测效果较差。应用 ＵＰＬＣＭＳ／ＭＳ
方法检测，无需进行衍生化，将超高效液相色谱

和质谱两者的优点结合在一起，操作简单、省时，

能够在保证灵敏度的情况下达到在目标范围内

筛选未知化合物的目的，具有灵敏度高，抗干扰

能力强等优势，已经广泛应用于食品安全检测及

临床药物监测［７１０］。

近年来，超高效液相色谱串联质谱法（ＵＰＬＣ
ＭＳ／ＭＳ）在类固醇激素检测中得到较广泛的应
用［１１］，林静等［１２］首次将 ＵＰＬＣＭＳ／ＭＳ方法用于
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检测花鳗鲡（Ａｎｇｕｉｌｌａｍａｒｍｏｒａｔａ）卵巢中性类固
醇激素的变化，并对该方法进行了优化，与湛嘉

等［１３］使用气质联用仪测定黄鳝肌肉中性激素结

果做了比较，检测限提高了４７％，与ＬＩ等［１０］采用

超高效液相色谱串联质谱方法测定人血浆中表

阿霉素结果相比，检测限提高了７８％，回收率也
高于蔡勤仁等［１４］使用液质联用仪检测猪组织中

的类固醇激素结果。因此，在该研究方法的基础

上，本研究对日本鳗鲡发育成熟过程进行追踪采

样，对其血清及性腺内激素含量的变化进行研

究，以期为日本鳗鲡的人工繁殖和鱼类生殖内分

泌学提供参考资料。

１　材料与方法

１．１　仪器与试剂
仪器包括超高效液相色谱串联三重四极杆

质谱仪（Ｗａｔｅｒｓ公司，ＵＳＡ）和ＳｕｐｅｒｔｅｃｈＱＲ１５（Ａ、
Ｂ）萃取净化管（３０／ｐｋ，宁波海曙恒隆实验器材有
限公司）。

６种标准品购自 ＳｉｇｍａＡｌｄｒｉｃｈ公司（纯度 ＞
９８％，ＵＳＡ）；甲醇和乙腈购自 Ｔｅｉｄａ公司（ＨＰＬＣ
级，ＵＳＡ）。根据各自的溶解性和纯度，用甲醇配
制成２０．０μｇ／ｍＬ的标准品储备液。
１．２　亲鱼

６０尾雌性降海日本鳗鲡于２０１４年１１月购
买于江苏沿海地区，经聚维酮碘对鱼体消毒，所

有鲡亲鱼尾部注入生物标签。雌鳗体质量为

６５０～１５００ｇ，体长为４５．０～７４．８ｃｍ；置于盐度
为２２，水温为１６～２３℃的水泥池养殖系统，并逐
步提升其盐度（后期３０～３３）；整个实验周期内均
不投饵。

１．３　样品收集
亲鱼随机分组，对照组日本鳗鲡不做处理，

实验组日本鳗鲡处理方法是：ＣＰＥ［鲤鱼脑垂体，２
ｍｇ／（ｋｇ·次）］＋ｈＣＧ［人绒毛膜促性腺激素，３００
ＩＵ／（ｋｇ·次）］。分别在第３，７，１１次注射激素后
（每次取样４尾）以及对产卵组（１０尾）、难产组
（１０尾）、不响应组（４尾）取样，对照组取 ４尾，
ＭＳ２２２麻醉，断尾取血法收集血清样品，解剖，取
全部性腺，在样品前处理之前所有样品均保存于

－８０℃条件下。
１．４　样品前处理

称取５．０ｇ的离体日本鳗鲡卵巢组织样品
（量取１ｍＬ日本鳗鲡血清样品）置于５０ｍＬＤ
ＳＰＥ净化管（Ａ）（ＳｕｐｅｒｔｅｃｈＱＲ１Ａ，中国），样品
前处理方法参考林静等［１２］。

１．５　混合标准品
睾酮、雌二醇、雌三醇、１７α，２０β二羟基４孕

烯３酮、１７α羟基孕酮、雌酮这６种标准品均用
甲醇配制成１ｍｇ／ｍＬ的标准贮备液，置于－１８℃
下保存备用。

１．６　数据处理
实验所得数据采用 Ｅｘｃｅｌ处理，用平均数 ±

标准差（Ｍｅａｎ±ＳＤ）表示，统计分析采用 ＳＰＳＳ软
件统计包中的 Ｄｕｎｃａｎ′ｓＴ３检验，以 Ｐ＜０．０５作
为显著性标准。

２　结果

２．１　方法的检出限、回收率、重复性及标曲方程
通过比较发现６种类固醇激素在１２．５～２５０

ｎｇ／ｍＬ的线性范围内有良好的线性关系，相关系
数ｒ＞０．９９；在２５、５０、１２５和２５０ｎｇ／ｍＬ４个添加
水平下的平均回收率为７３．６％ ～８８．１％，相对标
准偏差（ＲＳＤ）为１．９％～９．７％；在１２．５、２５、６２．５
和１２５ｎｇ／ｍＬ４个添加水平下的平均回收率为
８６．９％～９８％，相对标准偏差（ＲＳＤ）为１．７％ ～
９．５％；本方法的信噪比Ｓ／Ｎ＞１０。
２．２　实际样品测定
２．２．１　血清内激素含量变化

图１为注射外源激素后，日本鳗鲡血清中６
种类固醇激素的含量变化情况。结果显示，随着

注射次数的增加（产卵之前），实验组日本鳗鲡血

清内６种类固醇激素的浓度均呈现逐步增加的
趋势，实验组６种类固醇激素在日本鳗鲡血清中
的浓度均高于对照组（对照组Ｅ１、Ｅ３未检测到），
实验组Ｔ、１７α羟基孕酮、ＤＨＰ、Ｅ１、Ｅ２均在产卵期
最高，Ｅ３在难产期最高。对照组日本鳗鲡血清中
Ｔ、１７α羟孕酮、ＤＨＰ、Ｅ２的含量均处于一个较低
水平，平均浓度分别为（３．６５±０．６３）、（２．５３±０．
４９）、（２．２７±０．２４）、（２．４６±０．４７）ｎｇ／ｍＬ。

９４
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图１　日本鳗鲡人工繁殖过程中血清内不同性类固醇激素的变化
Ｆｉｇ．１　ＴｈｅｓｔｅｒｏｉｄｈｏｒｍｏｎｅｃｈａｎｇｅｓｉｎｂｌｏｏｄｏｆＡｎｇｕｉｌｌａｊａｐｏｎｉｃａｄｕｒｉｎｇａｒｔｉｆｉｃｉａｌｉｎｄｕｃｅｄｍａｔｕｒａｔｉｏｎ

２．２．２　性腺内激素含量变化
图２为注射外源激素后，日本鳗鲡性腺中４

种类固醇激素的含量变化情况。结果显示，随着

注射次数的增加，实验组日本鳗鲡性腺内４种类
固醇激素均呈现增加的趋势，其浓度均高于对照

组（对照组Ｅ２、Ｅ３未检测到，对照组与实验组 Ｔ、
ＤＨＰ浓度在第１１次注射、产卵及难产时期有显
著差异）。对照组日本鳗鲡性腺中 Ｔ、ＤＨＰ的含
量均处于一个较低水平，且整个周期中未检测到

Ｅ２和Ｅ３。实验组日本鳗鲡性腺中 Ｔ含量的增加
趋势较缓慢，在产卵时浓度最高［（７．２５±１．８８）
ｎｇ／ｇ］，显著高于对照组（Ｐ＜０．０５）。实验组ＤＨＰ
含量总体呈升高的趋势，在难产的日本鳗鲡中

ＤＨＰ含量达最高［（１７．７９±４．６９）ｎｇ／ｇ］。实验组
Ｅ２在第１１次激素注射、产卵以及难产组检测到；
而Ｅ３的含量在第１１次激素注射时最高，产卵时
期Ｅ３的含量略有降低，难产时期未检测到，Ｅ３在
整个发育过程呈无规则变化（图２）。

０５
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图２　日本鳗鲡人工繁殖过程中性腺内不同性类固醇激素变化
Ｆｉｇ．２　ＴｈｅｓｔｅｒｏｉｄｈｏｒｍｏｎｅｃｈａｎｇｅｓｉｎｇｏｎａｄｏｆＡｎｇｕｉｌｌａｊａｐｏｎｉｃａｄｕｒｉｎｇａｒｔｉｆｉｃｉａｌｉｎｄｕｃｅｄｍａｔｕｒａｔｉｏｎ

３　讨论

３．１　样品前处理方法的优化
本研究采用 ＵＰＬＣＭＳ／ＭＳ方法测定分析了

日本鳗鲡血清中６种、性腺中４种类固醇激素的
含量变化，检测方法参考了林静等［１２］建立的超高

效液相色谱串联质谱联用技术测定分析花日本
鳗鲡卵巢中６种类固醇激素的方法。为了使组
织中类固醇激素能够最大限度地提取出来，对样

品前处理的方法进行了优化。结果表明，应用本

方法对日本鳗鲡血清及性腺内类固醇激素进行

定性及定量分析，具有灵敏、高回收率、准确、稳

定等特点。

类固醇激素为脂溶性激素，鱼体性腺内含有

大量油脂、蛋白质及一些杂质，类固醇激素的极

性与油脂的极性极为相似，样品前处理的方法显

得尤为重要。目前，较为常用的样品前处理方法

有液液萃取（Ｌｉｑｕｉｄｌｉｑｕｉｄｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ，ＬＬＥ）、固相
萃取（Ｓｏｌｉｄｐｈａｓｅｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ，ＳＰＥ）、固相微萃取
（Ｓｏｌｉｄｐｈａｓｅｍｉｃｒｏｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ，ＳＰＭＥ）、基质固相分
散（Ｍａｔｒｉｘｓｏｌｉｄｐｈａｓｅｄｉｓｐｅｒｓｉｏｎ，ＭＳＰＤ）、加速溶
剂萃取（Ａｃｃｅｌｅｒａｔｅｄｓｏｌｖｅｎｔｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ，ＡＳＥ）和液

相微萃取（Ｌｉｑｕｉｄｐｈａｓｅｍｉｃｒｏｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ，ＬＰＭＥ）
等［１５１６］。液液萃取、基质固相分散和加速溶剂萃

取需要使用大量的有机溶剂，而固相微萃取和液

相微萃取的萃取容量很低。另外，上述前处理方

法并不具有选择萃取性能，在萃取目标化合物的

同时，也对大量非目标化合物进行萃取，对随后

的分析检测结果造成了影响。由于日本鳗鲡体

内（血清、性腺）类固醇激素保持在很低的浓度水

平，对激素检测方法的选择就显得格外重要，必

须确保兼备灵敏、准确、精密和稳定等要求。同

时，样品中包含有各种脂类杂质，对样品前处理

也有很高的要求。本研究在样品前处理中，选用

固相分散萃取法（ＤＳＰＥ），与固相萃取、基质固相
萃取等方法相比，具有简单快捷，灵敏度高，分离

效果好的优势。样品前处理采用ＳｕｐｅｒｔｅｃｈＱＲ１５
萃取净化管，此净化管将萃取和净化二合一，结

合低温冷冻去脂，当温度降低到一定程度时甘油

三酯类脂肪等杂质会从极性溶剂中凝固析出，再

用石墨化碳吸附，之后通过离心沉淀脂肪或快速

过滤，一般可以除去水产品乙腈提取液９０％以上
的脂肪［１７１９］，回收率和净化效果符合检测要求。

３．２　类固醇激素的含量变化与性腺发育关系
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对于大多数硬骨鱼类，通常是脑垂体分泌的

促性腺激素作用于卵巢，卵母细胞外的膜细胞和

颗粒细胞分泌性类固醇激素促进卵母细胞发育

成熟［２０］。本研究通过多次注射 ＣＰＥ及 ＨＣＧ诱
导日本鳗鲡性腺发育，研究表明，随着日本鳗鲡

的不断发育成熟，血清及性腺内类固醇激素的含

量均有不同程度的升高。ＳＯＨＮ等［２１］研究发现，

斑马鱼体内性类固醇激素平衡受邻苯二甲酸二

乙酯（ＤＥＰ）、邻苯二甲酸丁苄酯（ＢＢｚＰ）、邻苯二
甲酸二异丁酯（ＤＢＰ）以及它们的水解代谢产物
的影响。

ＤＨＰ是性腺发育成熟的重要激素，是由卵母
细胞滤泡膜的双层细胞分泌后和卵膜的特异性

受体相结合产生的，主要功能是促进卵细胞内细

胞核偏移与融合，促进胚泡破裂和排卵［３］，因此

在性腺中会大量积累，这与本研究中日本鳗鲡性

腺及血清中ＤＨＰ含量在产卵、难产时很高的结果
相似，并且性腺中ＤＨＰ含量在难产时高于正常产
卵时，这说明日本鳗鲡之所以会难产，是因为体

内ＤＨＰ没有及时使卵细胞发生胚泡破裂而影响
了产卵，大量积累在体内。

１７αＯＨＰ是孕酮在羟化酶作用下的产物，
ＡＤＡＣＨＩ等［２２］研究表明，日本鳗鲡体内１７αＯＨＰ
含量在卵母细胞发育后期活性最高，本研究中只

在日本鳗鲡血清中检测到１７αＯＨＰ，性腺中未检
测到１７αＯＨＰ，产卵前血清中１７αＯＨＰ含量维持
在较低水平，产卵时含量明显升高，难产时１７α
ＯＨＰ含量低于产卵组，这说明 １７αＯＨＰ可能对
日本鳗鲡的顺利产卵也有一定的影响。

林浩然等［２３］研究发现，雌性花鳗鲡成熟时期

Ｔ含量较高，Ｔ水平会随着花鳗鲡卵巢发育不断
增加；ＲＡＮＤＷＥＡＶＥＲ等［２４］研究发现 Ｔ在雌鱼
血清中的含量有时比雄鱼还要高，尤其是在卵黄

生成末期，排卵期会出现峰值。本研究发现，日

本鳗鲡血清及性腺中 Ｔ含量均在产卵时最高，而
对照组日本鳗鲡维持在低水平，这与前人研究结

果相符。ＷＡＮＧ等［２５］在对照组七鳃鳗血清及性

腺中未检测到 Ｔ，这也证明，虽然 Ｔ是雄激素，但
在日本鳗鲡性腺发育末期同样会被大量生成。

雌酮通过１７βＨＳＤ水解酶的作用变为雌二
醇和雌三醇［２６］，ＭＡＴＳＵＢＡＲＡ等［１１］实验周期内

在日本鳗鲡血清中几乎检测不到雌酮含量。本

研究在对照组日本鳗鲡性腺中未检测到雌酮，但

在实验组日本鳗鲡血清中检测到雌酮，并且在产

卵时含量［（３．２４±０．７９）ｎｇ／ｍＬ］较高，难产组中
未检测到，可能是因为这个时期雌酮通过某种途

径转为其他物质。最近研究表明［２７２８］，注射脑垂

体的日本鳗鲡，达到最后成熟阶段之前，Ｅ２的水
平会突然升高。本研究显示，日本鳗鲡血清中 Ｅ２
水平在产卵时显著升高。ＭＡＴＳＵＢＡＲＡ等［１１］研

究表明在鱼类卵巢生长阶段，ＧｔＨ刺激卵母细胞
滤泡的膜细胞和颗粒细胞共同合成 Ｅ２，诱导卵母
细胞生成卵黄，进而诱导肝脏合成卵黄蛋白原。

一方面，类固醇激素通过裂解酶和水解酶的

作用而相互影响，在鱼类人工繁殖过程中对生殖

细胞的发育起不同的作用，进而使其达到自然产

卵的目的；另一方面，类固醇激素也是调节促性

腺激素循环进而反馈于下丘脑和脑垂体的重要

因子。本研究中不响应组日本鳗鲡血清中 ６种
类固醇激素、性腺中４种类固醇激素含量均显著
低于产卵组和难产组，这可能是因为日本鳗鲡发

育成熟过程中脑垂体分泌的促性腺激素未能达

到阈值，致使血清和性腺中类固醇类激素的合成

或水解途径受到抑制，从而影响了性腺发育，这

有待于进一步的研究来证实。
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