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　　甲壳动物内分泌学的研究起步较晚但发展迅速 , LeRoux[ 1968]首次对蓝蟹(Callinectes sapidu)的大颚器官

(MO)进行了描述。 Laufer等[ 1987] 人确定了MO 的分泌产物是法呢酸甲酯(MF),它是一种倍半萜类化合物 ,

它的化学结构与昆虫的保幼激素Ⅲ相似 ,为保幼激素Ⅲ的去半环氧基形式。目前已证明 ,有 25 种以上的甲壳

动物的MO 能够合成MF[ Laufer 等 1993] , 但尚未见中国对虾大颚器官及其分泌物的报道。MF被认为是甲壳

动物的保幼激素 ,它对甲壳动物的生长发育和生殖有调节作用。实验证明 , 大颚器官的移植能明显缩短甲壳

动物的蜕皮周期;蜕皮周期中各期大颚器官在亚显微结构上变化很大。在雌性甲壳动物的血淋巴中MF 水平

的高低与卵巢活动周期密切相关 ,有证据表明 ,MF能够促进卵巢活动周期中卵黄的发生 , 在雄性个体血淋巴

MF 水平与其生殖系统的发育程度和生殖行为的活跃性密切相关。本文报道了中国对虾大颚器官亚显微结构

及保幼激素Ⅲ类似物的分离 ,以期为中国对虾内分泌学研究提供科学依据 ,指导对虾的繁殖育苗。

1　材料和方法

1.1 　材料来源

于 1996年 7 月从天津市大港滨海养虾场的养殖池中现场采集养殖中国对虾 , 现场解剖它们的大颚器官



并采集血淋巴 ,冷冻后带回实验室于-20℃下保存。

1.2 　超薄切片及电子显微镜技术

中国对虾大颚器官位于大颚与附着大颚外展肌的几丁质腱的连接部位 , 在解剖镜下将其取下 , 用 2.5%

的戊二醛和1%的锇酸双固定 ,缓冲液漂洗后用丙酮脱水 ,然后用国产环氧树脂 618 包埋 ,用超薄切片机切片 ,

然后用醋酸双氧铀和柠檬酸铅复染色 ,在 Philips EM400ST透射电镜下观察并摄影。

1.3 　血淋巴和大颚器官中保幼激素类似物样品的制备和分析

用注射器(1.0mL)从对虾的心脏部位抽取血淋巴 , 按其体长将所抽取的血淋巴分为两组:抽取 49 尾平均

体长为 5.6cm的对虾 ,获血淋巴 3.2mL;抽取平均体长为 6.2cm 的对虾 23 尾 ,获血淋巴 1.7mL。在血淋巴中

加入适量生理盐水 ,采用三相提取法[ Borst和 Tsukimura 1991] , 把血淋巴中的 JHⅢ类似物提取出来 , 即将血淋

巴液∶乙腈∶己烷按 2.0mL∶2.5mL∶0.5mL 的比例加入培养管 , 充分摇动混合 , 冰浴后做简短的离心(1000g×5

min),离心完毕每个离心管有三层液体 ,从上到下依次为己烷 、乙腈和水溶液 , JHⅢ类似物于己烷层中 ,第一次

抽提后再重复一次。提取大颚器官中的 JHⅢ类似物 , 解剖平均体长为 5.6cm的对虾 24 尾 , 取其MO 加入 2.

0mL 生理盐水充分匀浆 ,按比例加入生理盐水 、乙腈和己烷 ,采用同样的方法抽提 JHⅢ类似物。

用HPLC方法分析 ,所用仪器为岛津 LC-4A 高效液相色谱分析仪 ,色谱柱为 250mm×4.6mm I.D 的硅胶

柱(5μm-硅胶),流动相为含 1.3%的己烷 , 流速为 0.8mL/min , 用岛津 SPD-1 紫外分光光度检测仪检测(检

测波长:220nm), JHⅢ标准品为 Sigma产品(纯度为 72%)。保持分析和检测条件恒定 , 当压力稳定后对Ⅲ标准

品和各个样品连续分析 ,记录 JHⅢ与其类似物的保留时间 ,用岛津色谱分析软件 EZChrom(version2.1)计算它

们的峰面积。

2　结果

2.1 　中国对虾大颚器官超薄切片的电镜观察结果

MO位于大颚与其附着大颚外展肌的几丁质腱的连接部位基部 , 它由许多腺细胞团组成 , 在腺细胞间有

血淋巴管和血淋巴窦(图版-1),MO 的腺细胞在靠近血淋巴窦壁的部位 , 细胞膜有丰富的内陷和皱褶 ,有些

陷入细胞质的膜质结构包裹着一些细胞器如线粒体 、小泡状内质网 ,这些膜质结构都以双层膜的形式存在(图

版-2)。细胞中的细胞器大量增生 , 其内质网全为滑面型的 ,这些内质网形状各异 ,在有些细胞中是广泛分布

的小泡状内质网(图版-2),在另一些细胞中为网状的滑面内质网 ,在有些网状的滑面内质网之间偶尔有脂肪

颗粒(图版-3、4);线粒体的数量很大 ,尽管它们的形状和大小有很大差异 ,但它们有一个共同特点:除了具有

常见的片状嵴外 ,还存在管状嵴 , 有时在线粒体之间有脂肪颗粒(图版-4)。此外 , 腺细胞的细胞核都很规则 ,

在靠近核膜内侧染色较深的为异染色质。腺细胞之间的血淋巴窦中存在血淋巴 , 血淋巴细胞形状差别明显 ,

一部分细胞的细胞核不规则 ,异染色质集中在核膜附近 , 细胞质相对较多 , 在这些细胞中多数有脂肪颗粒(图

版-5);另一部分细胞的细胞核很规则 ,细胞质相对较少 ,细胞质中无脂肪颗粒(图版-6)。

2.2 　血淋巴和大颚器官中保幼激素类似物的分析

在流速 、温度 、压力及检测波长保持一致的情况下进行 HPLC 分析 , 当色谱分析仪处于稳定状态时 ,分析

标准品和各个样品 ,分析每个样品所用时间为 30 ～ 40min。先分析标准品 JHⅢ , 它的保留时间为 3.675 min , 记

录其峰面积(图 1-a);对平均体长 5.6cm的一组对虾的血淋巴的己烷提取液进行 HPLC 分析 ,其保留时间为

3.929min , 记录峰面积(图 1-b);对平均体长为 6.2cm的一组对虾的血淋巴己烷提取液进行 HPLC 分析 , 其保

留时间是3.894 min ,记录峰面积(图1-c);对平均体长5.6cm 的对虾MO 的己烷提取液进行HPLC分析 , 其保

留时间接近 3.929 min ,记录其峰面积(图 1-d)。
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图版　中国对虾大颚器官的腺细胞及血淋巴细胞形态特征

Plate　 The morphology of gland cell and hemolymph cell in mandibular

organ in P.chinesis
1.MO腺细胞和血淋巴窦的电镜观察:N ,腺细胞的细胞核;M ,细胞质中的线粒体;※,血巴淋窦;H※,血淋巴细胞;×3450 2.

腺细胞的细胞膜陷于细胞质形成的膜质结构:M ,线粒体;SER , 小泡状滑面内质网;C ,伸入细胞质的膜质结构:※血淋巴窦

壁;×16500 3.腺细胞内的滑面内质网:SER ,网状滑面内质网;I , 染色较深的脂肪颗粒;×16500 4.细胞内形状大小各异的线

粒体:※细胞膜;M ,具有片状嵴和管状嵴的线粒体;I ,脂肪颗粒;SER ,滑面内质网;×8350 5.血淋巴内具有脂肪颗粒的血淋

巴细胞:I ,脂肪颗粒;HC ,异染色质;×10500 6.血淋巴内无颗粒的血淋巴细胞:N ,细胞核;M ,线粒体;※,细胞膜;×13500
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图 1　JHⅢ及中国对虾血淋巴和MO 提取物的HPLC分离图

Fig.1　HPLC of JHⅢ and extracts from hemolymph and MO of P.chinensis

a.JHⅢ ,保留时间为 3.675 min;b.平均体长为 6.2cm的对虾血淋巴提取物 , 保留时间为 3.929 min;c.平均体长为 5.6cm 的

对虾血淋巴提取物 ,保留时间为 3.894 min;d.大颚器官提取物(取自平均体长为 5.6cm对虾),保留时间为 3.929 min。

3 　讨论及结论

与前人报道的其它甲壳动物的MO 腺细胞的特点[ Hinsch 和 Al Hajj 1975 , Bazin 1976 , Yudin 等 1980]相似 ,

中国对虾MO腺细胞中含有大量的滑面型内质网 , 这与脊椎动物和无脊椎动物分泌甾体类激素的细胞相同

[ Christensen 和 Gillim 1969 , Locke 1972] , 在这些滑面内质网上有合成甾类物质的酶类 , 从而有利于甾类激素的

合成;在MO 腺细胞中有大量的线粒体 , 这些线粒体具有不同的大小和形状 , 它们的嵴既有片状的也有管状

的 ,这样的线粒体在哺乳动物合成甾体激素的细胞中大量出现 , 它们参与甾体物质的合成 , 因此 , MO 腺细胞

中的这些线粒体可能有利于 JHⅢ的合成;腺细胞的细胞膜在靠近血淋巴窦的部位有大量膜质的内陷和皱褶 ,

这样的膜质结构是对内分泌活动的一种适应[ Hinsch 和 Al Hajj 1975] , 这样的结构能极大地增加腺细胞与血

淋巴之间的有效接触面积 ,有利于腺细胞与血淋巴之间代谢物质的交换 ,有利于胞吐作用或渗透作用 ,使腺细

胞分泌的 JHⅢ类似物更容易释放到血淋巴中。

在分析和检测条件完全一致的情况下进行HPLC分析 , 血淋巴和MO中的物质与 JHⅢ标准品的出峰时间

相近 ,可以推测这种物质是类似 JHⅢ的化合物(图 1-b和 c的小峰是在提取过程中混杂的少量脂肪类物质)。

通过与 JHⅢ标准品的峰面积比较 , 计算出体长分别为 5.6cm和 6.2cm的中国对虾血淋巴中的 JHⅢ类似物分

别是 84.3μg/尾和 95.5μg/尾 , 而体长 5.6cm的对虾MO中 JHⅢ类似物为 155.8μg/尾 , 这一数值几乎是血淋巴

中的两倍 ,通过这一比较及对MO 腺细胞适于分泌的超微结构的观察可以推测MO是 JHⅢ类似物的合成场

所。
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从血淋巴和MO中提取 JHⅢ类似物采用三相提取法 ,提取物进行 HPLC 分析 ,用紫外分光光度计检测(检

测波长:220nm), 这种方法能检测最低浓度为 250ng/mL 的 JHⅢ[ Borst和 Tsukimura 1991] , 采用三相提取法按

一定比例在血淋巴或MO中加入适量的生理盐水 、乙腈和己烷 , 经过适当处理 , 绝大多数 JHⅢ都抽提到己烷

中 ,其回收率可达 95%以上 ,更为重要的是这种方法能最大限度地减少样品中的紫外吸收物质 ,通过薄层层

析分析表明三相提取除去了溶入己烷中的脂肪酸和固醇并大大降低甘油三酯水平 , 三相提取后再采用 HPLC

分析为测定 JHⅢ提供了一套非常灵敏的方法 , JHⅢ的定量不受溶液量的影响 , 这种方法的灵敏性已通过气相

色谱-质谱分析得到验证 ,采用这种方法检测中国对虾的 JHⅢ类似物是可信的。
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