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人工诱导花鳗鲡成熟过程中卵巢内６种
性类固醇激素的含量及变化

林　静１，　湛　嘉２，　帅　滇１，　王　婷１，　王　倩１，　王　磊１，　俞雪钧２，　刘利平１
（１．上海海洋大学省部共建水产种质资源发掘与利用教育部重点实验室，上海　２０１３０６；

２．宁波市检验检疫科学技术研究院，浙江 宁波　３１５０１２）

摘要：为分析成年花鳗鲡经多次注射鲤鱼脑垂体（ｃａｒｐｐｉｔｕｉｔａｒｙｅｘｔｒａｃｔ，ＣＰＥ，每周 １２ｍｇ／ｋｇ）
和人绒毛膜促性腺激素（ｈＣＧ，每周３００ＩＵ／ｋｇ）后，卵巢发育成熟过程中 ６种性类固醇激素的
含量及变化，实验采用超高效液相色谱—串联质谱（ＵＰＬＣ／ＭＳ／ＭＳ）联用方法对花鳗鲡性腺
内这６种类固醇激素进行研究。结果发现，睾酮（ｔｅｓｔｏｓｔｅｒｏｎｅ，Ｔ）、孕酮（ｐｒｏｇｅｓｔｅｒｏｎｅ，Ｐ）、雌二
醇（ｅｓｔｒａｄｉｏｌ１７β，Ｅ２）、雌三醇（ｅｓｔｒｉｏｌ，Ｅ３）、１７α，２０β－二羟基 －４－孕烯 －３－酮（１７α，２０β
ｄｉｈｙｄｒｏｘｙ－４ｐｒｅｇｎｅｎ３－ｏｎｅ，ＤＨＰ）、１７α－羟基孕酮（１７αｈｙｄｒｏｘｙｐｒｏｇｅｓｔｅｒｏｎｅ，１７αＯＨＰ）在
ｘＢｒｉｄｇｅＣ１８色谱柱上得到良好分离，在０～２００ｎｇ／ｍＬ的范围内线性相关系数均大于 ０９９，检
测限为０１～０５ｎｇ／ｇ，回收率为８９．００％ ～９４．８３％，相对标准差均小于 ２０％；注射外源激素
后，６种性类固醇激素在花鳗鲡卵巢中的含量及变化情况如下：第 ２次注射后，Ｔ、Ｐ、Ｅ２、Ｅ３、
ＤＨＰ、１７αＯＨＰ的含量分别为（０２７±００５）、（０６４±００５）、０、（１１７±０１９）、０、０ｎｇ／ｇ；第 ９
次注射后，Ｔ、Ｐ、Ｅ２、Ｅ３、ＤＨＰ、１７αＯＨＰ的含量分别为（０７３±０１３）、（１２８±０３８）、（１２７±
０２７）、（０８３±０１４）、（１５０±０５９）、（０４３±０２５）ｎｇ／ｇ；第 １６次注射后，Ｔ、Ｐ、Ｅ２、Ｅ３、
ＤＨＰ、１７αＯＨＰ的含量分别为（１１７±０１４）、（２２３±０５１）、（５５９±０９６）、（２４６±０７０）、
（２２９±０６５）、（４５６±０７４）ｎｇ／ｇ。对照组中均未检测到雌二醇和雌三醇。研究表明，雌二
醇和雌三醇是花鳗鲡性腺发育的关键因素；随着性腺发育，花鳗鲡卵巢中 ６种性类固醇激素
的含量整体呈逐步增加的趋势。另一方面，ＵＰＬＣ／ＭＳ／ＭＳ法能同时定量测定这 ６种性类固
醇激素，具有灵敏、高回收率、稳定的优势。

关键词：花鳗鲡；超高效液相色谱—串联质谱；卵巢；类固醇激素

中图分类号：Ｓ９１７．４　 文献标志码：Ａ

　　鱼类性腺发育过程中，往往伴随着多种性激
素含量的变化，激素水平与性腺发育关系密切。

其中，性类固醇激素主要包括睾酮（ｔｅｓｔｏｓｔｅｒｏｎｅ，
Ｔ）、孕酮（ｐｒｏｇｅｓｔｅｒｏｎｅ，Ｐ）、雌二醇（ｅｓｔｒａｄｉｏｌ１７β，
Ｅ２）、雌三醇（ｅｓｔｒｉｏｌ，Ｅ３）、１７α，２０β－二羟基 －４－
孕烯 －３－酮（１７α，２０βｄｉｈｙｄｒｏｘｙ－４ｐｒｅｇｎｅｎ３－
ｏｎｅ， ＤＨＰ）、 １７α － 羟 基 孕 酮 （１７α
ｈｙｄｒｏｘｙｐｒｏｇｅｓｔｅｒｏｎｅ，１７αＯＨＰ）。在鱼类繁殖季
节，多 种 激 素 共 同 作 用 促 进 性 腺 发 育

［１－３］
。

Ｏｋａｍｕｒａ等［４］
发现雌二醇、睾酮等对鳗鲡的性腺

发育存在反馈调节作用；而 ＤＨＰ则可以诱导卵
巢最后成熟与排卵。这些研究表明，激素含量的

变化是决定鱼类是否正常发育及排卵的关键因

素。鳗鲡属鱼类的人工繁殖仍是世界难题，注射

外源激素诱导性腺发育是实现鳗鲡人工繁殖的唯

一方式。因此，建立一种精确、快速检测鱼类体内

激素的方法，了解鳗鲡相关激素在其性腺发育过

程的变化规律有助于鳗鲡人工繁殖的成功。
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目前，对于鱼类体内激素的检测方法主要有

放射性免疫测定法
［２］
、液相色谱质谱联用法（ＬＣ／

ＭＳ／ＭＳ）［５］、酶联免疫吸附法（ＥＬＩＳＡ）［６］等，这
些方法均存在一定的缺点，如放射性免疫法和

ＥＬＩＳＡ重复性相对较差、交叉反应复杂，放射性
免疫法无法进行准确的定性分析，气质联用法对

不易挥发激素的检测效果差。目前新一代的超高

效 液 相 色 谱—串 联 质 谱 联 用 技 术 （Ｕｌｔｒａ
ＰｅｒｆｏｒｍａｎｃｅＬｉｑｕｉｄＣｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ－ｔａｎｄｅｍｍａｓｓ
ｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙ，ＵＰＬＣ／ＭＳ／ＭＳ）具有灵敏度高、抗
干扰能力强等优势，近年来已经开始应用于食品

安全检测
［７－９］

。类固醇激素为典型的脂溶性化合

物，而鳗鲡的性腺脂肪含量高，基质成分高度复

杂。若不经过良好的净化处理，不仅极易损坏色

谱柱，而且基质干扰会降低灵敏度和可靠性。因

此，这些脂溶性目标物的提取和净化尤为关键。

本实验采用试管内固相分散萃取（ＤＳＰＥ）和
ＵＰＬＣＭＳ／ＭＳ技术，检测 了 花 鳗 鲡 （Ａｎｇｕｉｌｌａ
ｍａｒｍｏｒａｔａ）在多次注射外源激素后、其卵巢中 ６
种性类固醇类激素睾酮、孕酮、雌二醇、雌三醇、

１７α，２０β－二羟基 －４－孕烯 －３－酮、１７α－羟基
孕酮的变化情况，希望为鱼类人工繁殖提供一种

能快速定量检测性类固醇激素变化的分析方法。

１　材料与方法

１１　仪器与试剂
采用 超 高 效 液 相 色 谱 系 统 （ＡＣＣＵＩＴＹ

ＵＰＬＣ，Ｗａｔｅｒｓ公司）和三重四极杆串联质谱仪
（ＸＥＶＯＴＱ，Ｗａｔｅｒｓ公司）；多激素萃取净化管
ＳｕｐｅｒｔｅｃｈＱＲ１，包含 ＤＳＰＥ（Ａ）和 ＤＳＰＥ（Ｂ），宁
波海曙恒隆实验器材有限公司。

睾酮、孕酮、雌二醇、雌三醇、１７α，２０β－二羟
基 －４－孕烯 －３－酮、１７α－羟基孕酮的标准品
（纯度 ＞９８％）均购自美国 Ｓｉｇｍａ－Ａｌｄｒｉｃｈ公司。
根据各自的溶解性和纯度，用甲醇配制成 ２０００

μｇ／ｍＬ。甲醇、乙腈（色谱纯）购自美国 Ｔｅｄｉａ公
司，超纯水均由 Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅｓｉｍｐｌｉｃｉｔｙ（Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ，法
国）制备。

１２　样品制备与分析
　　样品采集与处理　　花鳗鲡于 ２０１３年 ５月
购自海南文昌市鳗鲡养殖场。雌鱼体长在 ７４２～
１０１０ｍｍ，体质量在１２００～２９６５ｇ，共计１２０尾。
每周注射一次鲤脑垂体（ｃａｒｐｐｉｔｕｉｔａｒｙｅｘｔｒａｃｔ，

１２ｍｇ／ｋｇ）和人绒毛膜促性腺激素（ｈＣＧ，３００ＩＵ／
ｋｇ）。以不注射激素的花鳗鲡作为对照组。分别
在第２，９，１６次注射后随机选取５尾花鳗鲡，使用
２００ｍｇ／ＬＭＳ－２２２麻醉，解剖，取全部卵巢于 －
８０℃条件下保存。

称取５０ｇ的离体花鳗鲡卵巢组织样品于５０
ｍＬＤＳＰＥ试管 （Ａ）中，加入乙腈 ２０ｍＬ，以
１００００ｒ／ｍｉｎ匀浆２～４ｍｉｎ，收集上清液；再向沉
淀中加入乙腈 ２０ｍＬ，以 １００００ｒ／ｍｉｎ匀浆 ２～
４ｍｉｎ。合并两次的上清液，并用乙腈清洗匀浆器
刀头，将液面定容到 ５０ｍＬ后，充分混匀震荡，再
次超声匀浆５ｍｉｎ，４０００ｒ／ｍｉｎ离心 ５ｍｉｎ后，将
试管放置于 －４０℃冰箱冷冻 ２ｈ以上，取上清液
４０ｍＬ，经三角漏斗（底部具有１ｃｍ高的脱脂棉）
快速过滤至１００ｍＬ鸡心瓶中，在 ４０℃下旋转蒸
发至近干。取７０％乙腈定容至１５ｍＬ，并转移至
２ｍＬＤＳＰＥ试管（Ｂ）中充分混匀后，１００００ｒ／
ｍｉｎ离心３ｍｉｎ，取１ｍＬ上清液经微孔滤膜（０２２
μｍ，特富龙）过滤至 １５ｍＬ进样瓶中，待分析测
定。另称取５０ｇ对照组花鳗鲡卵巢组织样品，
经和实验组样品相同的前处理，得对照组样品。

　　混合标准品溶液的制备　　图 １为睾酮、孕
酮、雌二醇、雌三醇、１７α，２０β－二羟基 －４－孕烯
－３－酮、１７α－羟基孕酮 ６种激素的结构式。分
别准确称取这 ６种物质的标准品 １０ｍｇ，用甲醇
溶解并定容至１００ｍＬ，配制成 １ｍｇ／ｍＬ的标准
储备液，置４℃冰箱保存备用。制备标准曲线时，
将标准储备液加入对照组样品中，配制成浓度为

１、５、２５、５０、１００、２００ｎｇ／ｍＬ的溶液。
　　色谱与质谱条件　　为优化 ＵＰＬＣ对６种激
素的检测响应值，选用了３种不同型号的色谱柱：
ｘＢｒｉｄｇｅＣ１８（２１ ｍｍ ×１００ ｍｍ，５ μｍ），
ＡＣＱＵＩＴＹＢＥＨＣ１８１８μｍ和 ＡＣＱＵＩＴＹＨＳＳＴ３
１８μｍ进行实验；柱温：４０℃；流速：０３０ｍＬ／
ｍｉｎ；进样量：１０μＬ；分析时间：１２ｍｉｎ；梯度洗
脱。梯度洗脱的具体程序见表１。

ＭＳ／ＭＳ的质谱条件：电喷雾离子源（ＥＳＩ）；睾
酮、孕酮、１７α－羟孕酮、ＤＨＰ均采用正离子模式扫
描，雌二醇、雌三醇均采用负离子模式扫描；多反应

监测（ＭＲＭ）方式检测。正负离子模式的毛细管电
压分别为３５和２８ｋＶ；雾化温度为５００℃；使用
氮气雾化和喷雾，流速分别为９５０和１５０Ｌ／ｈ。质谱
分析的具体参数见表２。

２４３１
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图１　睾酮（ａ）、孕酮（ｂ）、雌二醇（ｃ）、雌三醇（ｄ）、１７α，２０β－二羟基 －４－孕烯 －３－酮（ｅ）、１７α－羟基孕酮（ｆ）结构式

Ｆｉｇ１　Ｓｔｒｕｃｔｕｒａｌｆｏｒｍｕｌａｓｏｆｔｅｓｔｏｓｔｅｒｏｎｅ（ａ），ｐｒｏｇｅｓｔｅｒｏｎｅ（ｂ），ｅｓｔｒａｄｉｏｌ１７β（ｃ），ｅｓｔｒｉｏｌ（ｄ），１７α，

２０βｄｉｈｙｄｒｏｘｙ－４ｐｒｅｇｎｅｎ３－ｏｎｅ（ｅ）ａｎｄ１７αｈｙｄｒｏｘｙｐｒｏｇｅｓｔｅｒｏｎｅ（ｆ）

表 １　目标物的 ＵＰＬＣ流动相梯度参数设置
Ｔａｂ．１　ＧｒａｄｉｅｎｔＵＰＬＣｍｅｔｈｏｄ

时间／ｍｉｎ
ｔｉｍｅ

Ａ：水／％（含２ｍｍｏｌ／Ｌ，０１％氨水）
２ｍｍｏｌ／Ｌａｍｍｏｎｉｕｍａｃｅｔａｔｅｉｎｗａｔｅｒｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ０１％ ａｍｍｏｎｉａｗａｔｅｒ

Ｂ：甲醇／％
ｍｅｔｈａｎｏｌ

线性

ｃｕｒｖｅ

０００ ９５０ ５０ ０

６５０ ００ １０００ ６

１０００ ００ １０００ ６

１０１ ９５０ ５０ １

１２００ ９５０ ５０ １

表 ２　６种性类固醇类激素定量离子对、定性离子对、锥孔电压、碰撞电压和保留时间
Ｔａｂ．２　Ｔｈｅｑｕａｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｔｒａｎｓｉｔｉｏｎ，ｑｕａｌｉｆｉｃａｔｉｏｎｔｒａｎｓｉｔｉｏｎ，ｃｏｎｅｖｏｌｔａｇｅ，ｃｏｌｌｉｓｉｏｎｖｏｌｔａｇｅ

ａｎｄｒｅｔｅｎｔｉｏｎｔｉｍｅｏｆｔｈｅ６ｓｔｅｒｏｉｄｈｏｒｍｏｎｅｓ

化合物

ｃｏｍｐｏｕｎｄｓ
母离子／（ｍ／ｚ）
ｐａｒｅｎｔｉｏｎ

子离子／（ｍ／ｚ）
ｄａｕｇｈｔｅｒｉｏｎ

锥孔电压／Ｖ
ｃｏｎｅｖｏｌｔａｇｅ

碰撞电压／Ｖ
ｉｍｐａｃｔｖｏｌｔａｇｅ

保留时间／ｍｉｎ
ｒｅｔｅｎｔｉｏｎｔｉｍｅ

睾酮 Ｔ
２８９３ ９７１ ２２ ２６ １５９１

２８９３ １０９１ ２２ ２６ ６１９

孕酮 Ｐ
３１５４ ９７ ２０ ２４

３１５４ １０９１ ２０ ３２
６４３

雌二醇 Ｅ２
２７１３ １４５２ ４５ ４５ α：５３０

２７１３ １８３１ ４５ ４０ β：５８４

雌三醇 Ｅ３
２８７２ １４５１ ５６ ４４

２８７３ １７１１ ５６ ４
４５３

１７α，２０β－二羟基 －４－
孕烯 －３－酮 ＤＨＰ

３３３４ ９７１ ２２ ２４

３３３４ １０９１ ２２ ２８
６９８

１７α－羟基孕酮１７αＯＨＰ
３３１４ ９７１ ２６ ２４

３３１４ １０９１ ２６ ３０
６００
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　　回收率和精密度计算　　将配置好的混合标准
品溶液用甲醇稀释至５００ｎｇ／ｍＬ。在１８个５０ｍＬ多
激素萃取净化管 ＤＳＰＥ试管（Ａ）分别放入５０ｇ对
照组花鳗鲡卵巢组织样品，分成３组，分别添加不同
水平的混合标准品质量至５、２５０、１０００ｎｇ，每个水平
重复６次，静置２０ｍｉｎ后进行分析。
　　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氏检验，以
Ｐ＜００５作为差异显著。

２　结果

２１　标准曲线、回收率和检测限
比较发现６种性类固醇激素在 ｘＢｒｉｄｇｅＣ１８色

谱柱上得到良好分离，Ｔ、Ｐ、Ｅ２、Ｅ３、ＤＨＰ、１７α
ＯＨＰ在０～２００ｎｇ／ｍｇ的范围内的标准曲线分别
为 ｙ＝８９８３３７ｘ＋５７７０８５（ｒ＝０９９４），ｙ＝
８３８６９３ｘ＋６０６７７９（ｒ＝０９９３），ｙ＝１３０８６ｘ＋
１６４６（ｒ＝０９９４），ｙ＝９９６８ｘ＋７６２０（ｒ＝
０９９５），ｙ＝３６９４４９ｘ＋２５９５８５８（ｒ＝０９９９），
ｙ＝４７３２．９０ｘ＋６４７４６６（ｒ＝０９９６）。将 ５０和 １
ｎｇ／ｇ混合标准品样品进行分析，测得 Ｔ，Ｐ，Ｅ２，
Ｅ３，ＤＨＰ，１７αＯＨＰ定量离子对（Ｔｒａｎｓｉｔｉｏｎ１）为
２８９３＞９７１，３１５４＞９７，２７１３＞１４５２，２８７２＞
１４５１，３３３４＞９７１，３３１３＞９７１，信噪比Ｓ／Ｎ分
别为１８，１９，１６，１７，１７，１４（Ｓ／Ｎ≥１０），检测限分
别为０２，０２，０１，０１，０２，０２ｎｇ／ｇ。

６种性类固醇激素在花鳗鲡性腺中 ３种添加
水平的平均回收率为 ８９．００％ ～９４８３％（表 ３），
随着标准品浓度的增加呈下降的趋势，标准偏差

亦逐渐降低，表明本方法具有较高的可靠性。

２２　色谱柱优化
在流动相 Ａ（水相，含 ２ｍｍｏｌ／Ｌ乙酸铵）中

加入 ０１％氨水时，对待测样品的分离度和响应
值均较高。图２为在流动相 Ａ（水相：含 ２ｍｍｏｌ／
Ｌ乙酸铵，０１％氨水），Ｂ（甲醇）条件下，色谱柱
ＡＣＱＵＩＴＹＢＥＨＣ１８１８μｍ、ＡＣＱＵＩＴＹＨＳＳＴ３１８
μｍ和 ｘＢｒｉｄｇｅＣ１８５μｍ的平均响应值。从图中
可以看出，色谱柱 ｘＢｒｉｄｇｅＣ１８５μｍ在分析６种性
类固醇激素时的响应值总体优于另２种型号的响
应值，因此本实验最终选用 ｘＢｒｉｄｇｅＣ１８５μｍ。
２３　花鳗鲡 ＧＳＩ的变化

人工诱导花鳗鲡性腺成熟的过程中对照组的

表 ３　６种性类固醇激素在花鳗鲡性腺中 ３
种添加水平平均回收率（ｎ＝６）

Ｔａｂ．３　Ｍｅａｎｓｐｉｋｅｒｅｃｏｖｅｒｉｅｓｆｏｒｔｈｅｓｉｘｓｔｅｒｏｉｄ
ｈｏｒｍｏｎｅｓｏｆｇｏｎａｄｉｎｍａｒｂｌｅｄｅｅｌ

添加水平ａ／（ｎｇ／ｇ）
ａｄｄｉｎｇｌｅｖｅｌ

平均回收率／％
ｔｈｅａｖｅｒａｇｅ
ｒｅｃｏｖｅｒｙ

相对标准偏差／％
ｔｈｅｒｅｌａｔｉｖｅ

ｓｔａｎｄａｒｄｄｅｖｉａｔｉｏｎ

１ ９４８３ １５３０

５０ ９３２７ １４８０

２００ ８９．００ ５４５

注：表格中肩标小写字母 ａ表示６种相同浓度类固醇激素混合标

准品理论添加水平；小写字母 ｂ表示６种相同浓度类固醇激素混

合标准品实际检测值。

Ｎｏｔｅｓ：Ｌｏｗｅｒｃａｓｅａｍｅａｎｓｔｈｅｏｒｅｔｉｃａｌａｄｄｉｔｉｏｎｌｅｖｅｌｓｗｉｔｈｓａｍｅ

ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｏｆ６ｓｔｅｒｏｉｄｈｏｒｍｏｎｅｓｍｉｘｅｄｓｔａｎｄａｒｄ，Ｌｏｗｅｒｃａｓｅｂ

ｍｅａｎｓｍｅａｓｕｒｅｄ ｖａｌｕｅｓｗｉｔｈ ｓａｍｅ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｏｆ６ ｓｔｅｒｏｉｄ

ｈｏｒｍｏｎｅｓｍｉｘｅｄｓｔａｎｄａｒｄ

平均 ＧＳＩ为 ０９０２％（ｎ＝５），实验组平均 ＧＳＩ在
第２次注射激素、第 ９次注射激素、第 １６次注射
激素分别为 ０９７８％（ｎ＝５），２２０７％（ｎ＝５），
２２９０８％（ｎ＝５）。

图 ２　不同色谱柱（ＡＣＱＵＩＴＹＢＥＨＣ１８１８μｍ、

ＡＣＱＵＩＴＹＨＳＳＴ３１８μｍ和 ｘＢｒｉｄｇｅＣ１８５μｍ）

检测 ６种激素的混合标准品溶液的平均响应值比较

Ｆｉｇ２　Ｔｈｅｒｅｓｐｏｎｓｅｖａｌｕｅｏｆｓｉｘｈｏｒｍｏｎｅｓｗｉｔｈｔｈｅ

ｔｈｒｅｅｃｏｌｕｍｎｓ（ＡＣＱＵＩＴＹＢＥＨＣ１８１８μｍ，

ＡＣＱＵＩＴＹＨＳＳＴ３１８μｍａｎｄｘＢｒｉｄｇｅＣ１８５μｍ）

ｒｕｎｓｔｈｅｓａｍｅｍｉｘｅｄｓｔａｎｄａｒｄｓｏｌｕｔｉｏｎ

２４　激素含量变化
随着注射激素次数的增加，６种性类固醇类

激素含量呈现逐步增加的趋势，其中睾酮和雌二

醇在花鳗鲡人工繁殖阶段后期增长较快，孕酮、

１７αＯＨＰ和 ＤＨＰ随着卵巢的发育缓慢增加，但
雌三醇的含量在卵巢发育中期呈现先下降再上升

的趋势（图３）。
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图 ３　人工繁殖过程中花鳗鲡注射激素组和对照组在不同时期卵巢内性类固醇激素变化
字母相同表示差异不显著（Ｐ＞０．０５）

Ｆｉｇ．３　Ｔｈｅｓｔｅｒｏｉｄｈｏｒｍｏｎｅｃｈａｎｇｅｓｉｎｄｉｆｆｅｒｅｎｔｐｅｒｉｏｄｓｏｆｍａｒｂｌｅｄｅｅｌｄｕｒｉｎｇａｒｔｉｆｉｃｉａｌｉｎｄｕｃｅｄｍａｔｕｒａｔｉｏｎ
Ｔｈｅｓａｍｅｌｅｔｔｅｒｍｅａｎｓｎｏｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ（Ｐ＞０．０５）

３　讨论

３１　超高效液相色谱—串联质谱联用技术分析
鱼类卵巢中激素方法的建立

实验建立了用超高效液相色谱—串联质谱联

用法测定花鳗鲡卵巢中６种性类固醇类激素的方
法，并对实验条件进行了优化，结果发现色谱柱

ｘＢｒｉｄｇｅＣ１８５μｍ配合流动相 Ａ，对用乙腈提取鱼
类卵巢中的性类固醇类激素进行分离后，在

ＵＰＬＣ／ＭＳ／ＭＳ反应模式下同时进行 ６种激素的
定性与定量分析，具有较高的回收率，重复性好，

信号响应强，可靠性高。在乙酸铵流动相中，雌二

醇和雌三醇等响应低，通过加入 ０１％氨水进而
促进负离子电离效率，提高了响应值。

在对动物组织中的微量物质进行检测时，往

往存在检测限的问题。在本方法中，为了提高检

测限，在样品加标后，需放置 ３０～６０ｍｉｎ，使标样
充分渗透，得到的结果才能达到国内外痕量残留

分析对测定方法的要求
［１０］
，而且样品中类固醇激

素的含量均需在各自的线性范围内，才能采用通

过本方法建立的标准曲线进行定量分析；本方法
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与湛嘉
［１１］
等使用气质联用仪测定黄鳝肌肉中性

激素相比，检测限降低了 ４７％；回收率高于蔡勤
仁等

［１２］
使用液质联用仪检测猪组织中的类固醇

激素的回收率。

不同动物组织中，存在多种干扰检测分析的

物质，需要采取不同的提取方法。类固醇类激素

为脂溶性激素，而硬骨鱼类性腺内含有大量脂类

物质，由于类固醇类激素的极性与油脂的极性相

似，用固相萃取法
［１３］
等方法很难将其从油脂中分

离开，因此样品前处理的过程与方法就显得尤为

重要。李向军等
［１４］
使用 ＨＬＢ柱在处理大黄鱼和

鳗鱼肝脏样品时易发生乳化现象，影响样品的净

化。凝胶渗透色谱法（ＧＰＣ法）虽然可通过分子
量大小来分离净化，但对于分子量接近油脂的化

合物则无法使用。国标中（ＧＢ／Ｔ２１９８１－２００８）
动物源食品中激素残留的检测方法不仅操作繁

琐，回收率低（尤其是极性较弱的激素），而且净

化效果欠佳，尤其针对低含量水平的物质时，色谱

柱容易被污染，结果重复性差。本文选用固相分

散萃取（ＤＳＰＥ），与固相萃取方法相比，简单快
捷，灵敏度高，分离效果好

［１５］
。所谓 ＤＳＰＥ就是

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，再通过离心和快速过滤，一般可以

除去水产品乙腈提取液 ９０％以上的脂肪［１６－１８］
，

从而使回收率和样品净化达到较好的效果。

３２　类固醇类性激素变化在鱼类性腺发育中的
作用

鱼类性类固醇类激素通常在一些特殊的细胞

内（如滤泡细胞和睾丸间质细胞）形成。这些激

素中，睾酮对鱼类体内游离脂肪酸的代谢和诱导

排卵后的产卵行为都有一定的作用，在雌鱼发育

过程中通常 Ｔ通过 Ｐ４５０芳羟化酶的作用转化成
雌二醇

［２－３］
，而 Ｅ２在合成卵黄时发挥重要作用。

Ｍａｒｉａｎｎ等［１９］
研究发现，在卵黄生成末期，雌鱼血

液中睾酮的含量比雄鱼高。Ｍａｔｓｕｂａｒａ［２０］研究表
明，１１－ＫＴ的含量随卵巢的发育而升高，周雯伊
等研究发现雌花鳗鲡血清中的睾酮含量随着性腺

发育而不断增加
［２１］
，这与本研究中性腺内睾酮变

化相类似；本研究中睾酮在第 １６次注射时出现
最高值，可能因为花鳗鲡卵巢内正在积累大量卵

黄物质，需要睾酮促进脂类物质转化以及形成雌

二醇。性腺内睾酮和雌二醇的含量随着发育时间

的进行而不断升高，使得花鳗鲡在外源激素诱导

下能够发育并成熟。Ｎａｇａｈａｍａ等［２２－２３］
研究表

明，在鱼类卵巢生长发育阶段，ＧｔＨ刺激卵母细胞
外的滤泡细胞合成雌二醇，而雌二醇可促进肝脏

合成卵黄蛋白原，进而使卵黄在卵母细胞内大量

积累。此外，雌二醇还参与碳水化合物和脂类代

谢的调节，促使脂类从身体组织中调动出来。本

研究在对照组中并未检测到 Ｅ２的含量，而实验组
其含量逐渐升高，表明 Ｅ２是性腺发育必需的类固
醇类激素，缺少 Ｅ２的亲鱼其性腺不能发育。齐鑫

等
［２４］
研究认为，花鳗鲡成熟过程中对照组血清中

Ｅ２的含量最高，而实验组中 Ｅ２的含量随着发育
阶段的进行而不断降低，这与性腺内 Ｅ２的含量变

化截然不同；温海深
［２５］
和林浩然等

［２６］
认为雌二

醇对卵母细胞的发育有重要的调节作用，但是不

能使卵黄蛋白原进入卵细胞内，而 Ｔ可以将卵黄
蛋白原运输到卵细胞内；由此，本研究中，睾酮和

Ｅ２的含量随着发育阶段的进行而逐渐增加，与此
理论相符。本研究中花鳗鲡卵巢内雌三醇的含量

在激素注射第 ２针到第 ９针时略微下降，可能与
１７αＯＨＰ在此时期大量被转化成 ＤＨＰ有关，因
为部分雌三醇是由 １７αＯＨＰ经过芳香化作用转
化而来。对日本鳗鲡的研究证明，雌鱼体内 ＤＨＰ
含量在卵母细胞最后成熟时大大增加，进而与卵

细胞膜的特异性受体相结合，产生成熟促进因子，

诱导卵母细胞核融解和排卵
［２］
，这与本研究中性

腺内 ＤＨＰ的含量变化规律相一致。
花鳗鲡人工繁殖过程中６种类固醇激素随着

发育逐步升高，在第 １６次注射时出现最高值，而
此时花鳗鲡的 ＧＳＩ也达到峰值，表明花鳗鲡的性
腺发育过程与类固醇激素含量升高密切相关；另

外，对照组均未检测到雌二醇和雌三醇，说明这两

种激素为花鳗鲡卵巢发育所必需，至于是否可用

这两种激素的含量水平作为衡量花鳗鲡性腺发育

的标志，有待进一步研究。
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