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中华绒螯蟹精荚分级分离及其蛋白组分分析

程立均 康现江! 穆淑梅 郭明申 赵晓瑜
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摘要：对中华绒螯蟹（1*#(2"%#* &#$%$&#&）精荚进行分级分离，获得的精液、精荚基质和精子等不同组分，利
用聚丙烯酰胺凝胶电泳的方法，对其可溶性蛋白成分进行比较分析。结果显示，中华绒螯蟹精荚的各个

组分均含有其特定的蛋白谱带。经糖蛋白特异染色发现，精液中含 *种糖蛋白，精荚基质中含 !种糖蛋
白。
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中华绒螯蟹（1*#(2"%#* &#$%$&#&）俗称河蟹，是
我国特有的水产珍品，他以其优良的生物学品

质、极高的营养价值和独特的风味蜚声海内外。

近年来，随着河蟹养殖业在沿海各地蓬勃兴起，

对其雄性生殖系统发育［) & $］、精子发生［# & (］及其

形态结构［’ & )"］、精荚形成［)) & )*］、胚胎发育［)$］等

方面进行了较详细的研究。但尚未见有对其精

荚蛋白组分方面的研究报道。鉴于此，本文对

中华绒螯蟹的精荚进行了分级分离，并对各部

分的蛋白组成进行了 ?S?-T,31 分析，旨在为
甲壳动物精子的发育与成熟机制及其精卵作用

机制的研究提供资料。

; 材料与方法

;<; 精荚的获得及各部分的分级分离 取成
熟雄性河蟹（体重 ’" & )"" <），解剖，从输精管
和副性腺之间取得贮精囊。

用预冷的等渗 \G5H-0/O缓冲液（"]") MDO^4，
L0 (]$）清洗贮精囊，置于离心管中，加缓冲液，
剪碎，)" """ < 离心 )" M58

""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""

，上清即为精液，



! "#$冻存以备电泳分析。
沉淀中加入预冷缓冲液，混匀，于培养皿中

%$静置 & ’后除去组织碎片，吸取分散精荚至
离心管中，用预冷的缓冲液漂洗，弃上清后，得

到精荚。

在精荚沉淀中，加入 (倍体积的预冷缓冲液
（#)& *+,-. /012，#)34 567,，#)( **+,-. 89/:，#)&
**+,-. ;<=>，?@ A)#），超声波冰浴匀浆，B 2 C (
次（B# D），破碎精荚使精子散出。静置 &# *1E
后，吸取沉淀上方的悬液，&# F 离心 &# *1E，以
分离游离精子和凝聚沉淀的精荚基质（含部分

未破碎的精荚），取上清同条件离心，然后再取上

清，&### F离心 &#*1E，将沉淀用预冷缓冲液离心
洗涤 B次以上，得到纯品精子，! "#$冻存。将
精荚基质沉淀再次进行超声波匀浆（破碎残留的

精荚），静置 &# *1E，弃上清，用预冷缓冲液漂洗
沉淀数次，沉淀即为精荚基质，! "#$冻存。
在精荚破碎的过程中，每一步处理后都进

行显微镜检，以观察分离效果并拍照。

图 ! 精荚破碎各阶段的显微图
6G示贮精囊剪碎后，散出的精荚 C &##；HG示精荚破碎后，散出的精子 C "(#；IG示精荚破碎后，

沉淀的精荚基质 C &##；=;：精荚；=：精子；<=;：精荚基质。

!"# $%$&’()* 电泳分析 =9=J;:K8 采用
3)(4凝胶浓度，对所有样品进行分析［&(］。样
品在浓缩胶中稳压 &## L，进入分离胶后调整为
&(# L，%$，电泳 & ’ 左右。考马斯亮兰 MJ"(#
染色，34乙酸中脱色。
精子、精荚基质的电泳样品的制备：将

=9=J;:K8样品缓冲液加入沉淀的样品中，煮沸
&# *1E后，反复多次通过 3号注射针头，再煮沸
&# *1E，&# ### F离心 ( *1E后上样。
精液与样品缓冲液混合，&##$保温 B *1E

后直接上样。

!"+ 糖蛋白的检测 电泳结束后，对精液、精
荚基质样品进行糖蛋白染色（;:= 染色）［&N］。
方法如下：凝胶用 &4高碘酸溶液氧化 ( *1E，流
水冲洗 ( *1E，蒸馏水浸洗 & *1E，加入 =I’1OO 试
剂染色 &( *1E，入偏重亚硫酸钠漂洗液中脱色
过夜，最后用蒸馏水浸洗。

# 结果与讨论

中华绒螯蟹雄性生殖系统主要由精巢、输

精细管、贮精囊和射精管等几部分组成。输精

细管的主要功能是分泌精液，而贮精囊分泌功

能明显减弱，是储存精荚的主要场所。成熟雄

性河蟹贮精囊中充满精荚与精液［&B］，因此，本

实验采用贮精囊为取材部位。成功地分离精荚

的不同组分是进行精荚蛋白组分比较的前提，

河蟹精荚破碎的效果见图 &。从图中可以看
出，贮精囊剪碎后，大量精荚散出，其精荚呈椭

球形，由精子、精荚基质组成，精子均匀分布于

精荚基质中，表面的精荚基质浓缩成精荚壁，故

与内部精荚基质之间并无明显界限（图 &：6）。
精荚破碎后，大量精子散出并悬浮（图 &：H），同
时，油脂状无定形的精荚基质凝聚沉淀下来（图

&：I）。以上结果证明，本实验采用的分级分离
方法能够较好地破碎精荚，获得精子，同时沉淀

精荚基质。

在建立起分级分离精荚蛋白组分方法的基

础上，我们对中华绒螯蟹精荚各部分的蛋白组分

进行了初步分析。从图 "可以看出，分级分离所
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得的精荚不同部分，精子、精荚基质、精液的可溶

性蛋白经 !"!#$%&’电泳分离后，均有不同的特
征性谱带，且多次重复试验结果相近（图 ( ) *），
因此，建立的分级分离方法是可行的。

图 ! 精荚各部分蛋白组份的 "#"$%&’(图谱（+,-.）
/,012342；(、5, 精子（分为!、"、# 5个区）；*、-, 精荚基质；6、+, 精液。

中华绒螯蟹精子样品的 !"!#$%&’电泳图
谱显示的蛋白成分较多，可辨的主蛋白谱带，约

有 /6条，其他蛋白成分由于相对含量少，只显
示了细弱的难以分辨的带纹。/6 条主带从上
至下大致可以分为!、"、#三个区（图 (：(，
5）：!区 +条蛋白带，分子量均在 7+,* 38以上；

"区 5条蛋白带，分子量在 66,( 38 和 7+,* 38
之间；#区 6 条蛋白带，分子量在 *5 38 以下。

#区相对有几条较深染的蛋白带，尤以第一条
谱带宽、染色深、蛋白含量最大。而!、"区的
蛋白成分相对含量较少。

精荚基质经 !"!#$%&’ 电泳分离后，主带
约有 5条（图 (：*，-），分子量 7+,* 38以上 /条，
*5 38左右 (条。糖染显示分子量在 *5 38左右
的 (条蛋白带为糖蛋白（由于 (条带蛋白含量
较大，且迁移率相近，所以看似 /条带），说明精
荚基质的主要成分是粘多糖蛋白，碳水化合物

是形成粘多糖物质的主要成分，因此有学者推

测精荚壁可能对精子也具有营养作用［/(］。本

实验的结果表明，精荚基质主要由糖蛋白组成，

但是，这些蛋白组分的功能，仍有待进一步研

究。

从精液蛋白电泳图谱（图 (：6，+）可以看

图 ) 精荚基质糖蛋白染色电泳图谱
/,$%!染色；(, 考马斯亮蓝 9#(-:染色。

出，泳道两端共有 -条深染的主带，其中分子量
在 7+,* 38以上的 5条，5/ 38左右的 (条，中间
则是一些很浅的蛋白带。比较精液和精子蛋白

图谱发现，在部分蛋白带上，二者间具有一致

性，比如 5/ 38左右的 (条蛋白带虽含量不同，
但迁移率相近，考虑到精子在输精管内移行过

程中，精液中的某些蛋白组分会附着到精子上，

从而成为精子蛋白的组分。糖染显示精液中含

有 5种糖蛋白组分（图 *）。精液作为精荚和分
散精子存活的生理环境，可能具有一定的营养

功能，而精液蛋白多为糖蛋白，可能与此有关。
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