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摘　要 :评述了保幼激素分析方法的进展 ,包括放射化学测定法、高效液相色谱测定、气

相色谱2质谱联用分析、放射免疫测定法、保幼激素结合蛋白测定法。引用文献 60篇。
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1　引言

保幼激素 (J H)是节肢动物的重要内激素 ,调控生长发育、生殖、变态等许多生命过程。J H 在结构上

属于倍半萜环氧甲基酯 ,是小分子亲脂生理活性物质 ,在生物体内以微量形式存在 ,处于不断合成和降解

的动态过程中。自 1934年 Wiggleswort h发现 J H以后很长时间 ,J H主要通过结扎、器官切除和移植、生

物测定等加以判断。1967年 Roller等用质谱、核磁共振等技术完成 J HⅠ分子结构鉴定 ,是现代仪器分析

应用于 J H测定的显著标志[1 - 4 ]。随着放射免疫和色谱分析等技术的进步 ,J H测定方法逐渐成熟。目前

J H测定主要有 :放射化学法、高效液相色谱法、气相色谱2质谱法、放射免疫法、保幼激素结合蛋白法等。
本文主要就不同测定方法的原理与方法、适用范围等方面的进展进行评述。

2　放射化学测定法( Radiochemical Assay , RCA)

RCA法的建立源于 Metzler等 1971年的研究成果 ,他们通过实验证实 S2腺苷甲硫氨酸是 J H生物合

成中的甲基供体。放射性同位素标记的甲硫氨酸 (Met hionine ,Met)分子中的甲基 ,可以结合到惜古比天

蚕蛾 ( H y alop hora cecropi a)的 J H分子中 ,随后的研究表明这种情况在其他昆虫中普遍存在 ,为利用外源

甲基供体研究 J H生物合成奠定了理论基础。Tobe等[ 2 ]用质谱和高效液相色谱进一步研究了 J H生物合

成过程中 ,J H前体化合物法尼酸与标记的 Met 利用情况 ,查明了甲基供体与 J H 分子之间存在 1∶1的化

学计量关系 ,解决了利用外源甲基供体研究 J H生物合成的理论问题。在此基础上 ,Pratt 和 Tobe建立了

测定 J H生物合成和释放速率的 RCA实验技术[ 4 ,5 ]。RCA的原理在于 J H生物合成过程中 ,以 Met 作为

法尼酸酯化的甲基供体 ,通过对 Met 甲基位碳或氢原子的放射性同位素标记 ,使合成的 J H 带有放射性 ,

通过 J H放射性测定 ,跟踪器官 J H合成情况[6 ,7 ]。

根据 J H分离纯化方法 ,其 RCA分为两种 :一种是用己二胺四乙酸和乙醇对整个培养体系内 (培养器

官和培养液)的 J H进行提取 ,加入甲基法尼酸和 J H Ⅲ作内标 ,混合后氯仿进一步提取 ,提取物经氮气吹

干后 ,乙醚溶解 ,再用薄层层析或 HPL C分离 ,获得法尼酸和 J H Ⅲ组分 ,制样后液闪计数[3 ,6 ]。这种方法

程序比较复杂 ,但可同时测定 J H 和法尼酸等的合成情况 ;另一种为分配测定法 ,由 Feyereisen等[ 2 ]在原

有 RCA基础上改进而成。根据 J H在水和有机相的分配差异 ,直接用异辛烷萃取培养液内的 J H ,制样后

测定放射性。该方法简便快捷 ,省去复杂的分离纯化步骤。但只能测定释放到培养液内的 J H ,同时需做
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空白 (培养液内无咽侧体)对照测定 ,减去带到异辛烷相的非 J H放射性[6 ,7 ]。

器官在离体条件下的合成能力及其动态是分析 RCA 结果的重要参数[8 ,9 ] ,器官合成能力受发育阶段

及体内激素水平等因素的影响 ,甚至同一昆虫左、右侧咽侧体 ,J H合成能力也有差异[ 5 ]。培养基以及培养

条件等也影响器官合成能力[ 10 - 13 ]。为便于定量 ,一般采用不含 Met 的培养基质 ,使放射性标记的 Met 成

为唯一的甲基供体 ,同时使用 32辛硫基21 ,1 ,123 氟222丙酮 (O TFP)抑制 J H 酯酶活性[14 ,24 ]。Met 分子中

甲基含 C、H两种原子 ,通过对 C、H原子分别和共同标记 ,可以形成14CMet和3 HMet以及14C3 HMet三种标

样试剂 ,目前使用的主要为3 HMet ,其次为14CMet。在标样试剂合成过程中 ,14C或3 H对甲基上正常原子的

实际取代与理论值之间存在差异 ,14C与3 H标记的取代情况也有差别 ,因此用14C或3 H 标样试剂对结果会

有差异。Yagi等[15 ]认为最好使用甲基14C标记的 Met ,或者采用14C和3 H双重标记。

3　高效液相色谱测定法( High Performance Liquid Chromatography , HPLC)

20世纪 70年代 , HPL C开始应用于 J H的分离测定 ,目前已成为简便快捷的测定方法。研究对象和

目的不同 ,样品制备和测定方法也不一致 (表 1) 。总体上 , H PL C在国外主要用于 J H及其衍生物的分离 ,

国内相关报道则采用已知 J H标准品对照 ,进行 J H滴度测定和种类鉴定。正相和反相 HPL C均用于 J H

的分离测定 ,但反相 H PL C应用较为普遍 ,其中 C18 反相柱 ,梯度乙睛洗脱较为常用[20 ]。微小昆虫或特

定器官内J H提取 ,一般经匀浆破碎 ,再加入试剂提取[ 17 ] 。液体材料 (如血淋巴)则加入试剂直接提取。

J H提取的常用试剂有甲醇、乙醚、正己烷、乙睛等。由于组织材料中含有水分 ,而 J H具有脂类物质特点 ,

一般采用极性不同的试剂分步提取。为增加试剂对提取材料的亲和性 ,常采用极性递减的试剂系列 ,最初

Table 1　Application of HPLC to juvenile hormone analysis

Species and
reference

Materials Methods of J H extraction Column and mobile phase

Philosamia cyn2
thia ricini [16 ]

pupal hemolymph extraction with methanol ; con2
version to J H2diol ; TLC separa2
tion

RP :Zorbax ODS 3056
column ; methanol :water (70∶30 ,V / V )

Mythimna sepa2
rata [17 ]

larval heamolymph homogenization , ext raction with
(1) complexion of ether : metha2
nol (1∶1) , (2) hexane

RP :Spher2C18 column ;
Methanol :water (80∶20)

Nilaparvata
lugens[18 ]

nymph ,adult ditto RP :Spher2C18 column ;
Methanol :water (75∶25 ,V / V )

Monochamus
alternatus[19 ]

Larvae ,
pupae ,adultditto

RP :Restek C18 column ;
Methanol :water (68∶32 ,V / V )

Heliothis vires2
cens、 Romalea
microptera [20 ]

heamolymph , Adult
CA incubation

medium was extracted with
isooctane ; heamolymph was ex2
t racted with mixture of acetoni2
t rile ,PBS and isooctane

RP :Altech Econosil C18 column ; 40 %
～100 % acetonit rile in water
N P :Altech Silica column ; hexane :ether
(9∶1 ,V / V )

Phormia
regina [21 ]

CC CA complexes
incubation

medium was extracted with
isooctane

RP : Alltech C18 column ; Acetonit rile
(40 %～100 %) in water

Heliothis
virescens[22 ]

larval CC CA com2
plexes incubation

ditto RP : Phenomenex C18 column ; 40 %～
100 % acetonit rile in water NP : Zorbax
SiO H column ; hexane :isopropanol (93∶
7 ,V / V )

Locusta migra2
toria migratori2
oides[23 ]

adult CA incubation medium was extracted twice with
hexane

RP :polymer column ; 5 %～80 % aceto2
nit rile in Hepes NP :silica column ; hex2
ane :isopropanol (93∶7 ,V / V )

Ceratitis capita2
ta [24 ]

Adult CA incubation ditto RP ; Merck C218 column ; 40 %～80 %
acetonit rile in water

Lacanobia oler2
acea [25 ]

larval CA incubation medium was extracted with ethyl
acetate.

RP ; Aquapore RP2300 column ; 12 %～
80 % acetonit rile/ 5mM Hepes

Procambarus
clarkii [26 ]

adult male , s hemo2
lymph

samples were extracted with (1)
mixture of acetonit rile and NaCl ,
(2) hexane

N P : Microsorb2MV silica column 1 %
ethyl ether/ hexane

Spodoptera f ru2
giperda [27 ]

larval CA and adult
CC2CA complexes
incubation

J H extracted f rom the medium
with isooctane

RP ; Shiseido C18 column ; 40 % ～
100 % acetonit rile in water N P : Zorbax
SiO H column ; hexane/ isopropanol (93∶
7 ,V / V )
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用极性较强的试剂 ,或极性与非极性试剂混合 ,得到 J H 初提物 ,再用非极性试剂进一步提取。为提高得

率 ,非极性试剂提取一般重复多次。J H分子中含有环氧基团和双键 ,为避免 J H结构破坏 ,提取液中的试

剂一般采用高纯氮气吹干 ,封口后低温 ( - 20℃以下)保存待测[ 28 ]。也可以用酸处理使环氧键打开 ,形成

10 ,112J H二醇 ,增加 J H的极性 ,使其容易同其他脂类物质分离 ,提高提取得率和测定精度[24 ,29 - 31 ]。

4　气相色谱2质谱联用技术( Gas Chromatography2Mass Spectroscopy , GC2MS)

GC2MS测定 J H的方法被认为是 J H种类鉴定和含量检测最可靠的方法 ,目前已知的 J H 都是经质

谱分析确定的。将器官离体培养与 GC2MS检测配合使用 ,对器官分泌到培养基质内的产物进行鉴定 ,已

成为发现新的 J H和研究 J H代谢产物的主要途径。近年来通过 GC2MS测定 (表 2) ,陆续发现 4′O H2J H

Ⅲ、8′O H2J HⅢ、12′O H2J H Ⅲ、J HII ,J HIII二醇以及 J H Ⅰ、J H Ⅱ、J H Ⅲ酸[27 ,32 ,48 ]等可能的 J H 新成员。

Bergot 等建立的方法包括样品内 J H提取、分离纯化、衍生物制备和分离、GC2MS测定等环节 ,目前仍然

是较为常用的测定方法。

Table 2　Application of GC2MS to juvenile hormone analysis

Species Stages examined Species of J H homologs Reference

L ucilia cuprina larva and adult J HB3 21

Phormia regina adult CC incubation J HB3 ;J H ;MF 21

Locusta migratoria
migratorioides

adult CC incubation
J HⅢ;4′O H2J HⅢ;8′O H2J HⅢ;
12′O H2J HⅢ 23 ;32

Procambarus clarkii adult males methyl farnesoate (MF) 26

Spodoptera f rugiperda.
incubation with CA of larvae ;
adult female’s CC2CA complexes
incubation

J H II ,J H Ⅲ;J H II diol ; J H III
diol

27

Periplaneta americana adult females J HⅢ 29

Lacanobia oleracea larva ,pupa and adult J H0 ,J HⅠ,J HⅡ,J HⅢ 33

Diat raea grandiosella hemolymph of pupal and adult J HⅠ,J HⅡ,J HⅢ 34

Sesamia nonagrioides larvae J HⅢ 35

Sesamia nonagrioides larvae J HⅠ,J HⅡ,J HⅢ 36

Heliothis virescens hemolymph of female J HⅠ,J HⅡ,J HⅢ 37

Heliothis virescens
CC2CA complexes incubation ;
male accessory sex glands incu2
bation

J HⅠ,J HⅡ,J HⅢ 38

Spodoptera littoralis
eggs and larvae ; hemolymph of
larvae

J HⅠ,J HⅡ,J HⅢ 39

Cydia pomonella ,
hemolymph pupal and adult
stage

J HⅠ,J HⅡ,J HⅢ 40

Manduca sexta
adult female’s CC2CA complexes
incubation

J HⅠ,J HⅡ,J HⅢ 41

Manduca Sexta ; Heliothis
virescens

adult female’s CC2CA complexes
incubation

J HⅠ,J HⅡ,J HⅢ 42

Schistocerca gregaria , adult’s hemolymph J HⅢ 43

Nilaparvata lugens nymph ;adult J HⅠ,J HⅢ 44

Coptotermes formosanus
workers , p re2soldiers , and sol2
diers

J HⅢ 45

Solenopsis invicta Sexually mature female alates J HⅢ 46

Solenopsis invicta queens and workers J HⅢ 47

Edwards等[ 33 ]提出“精确质谱”(Accurate Mass) ,采用 m/ z76. 084的碎片离子峰鉴定 J H Ⅲ,以排除

污染离子的干扰。为简便程序 ,不制备衍生物 ,直接用 GC2MS测定 J H也获得成功。如 Yin等[21 ]采用电

子轰击电离源和正化学电离源成功鉴定 J HB3。唐健等[44 ]用 HP689025973气质联用仪联机化学工作站 ,

测定褐飞虱若虫及羽化初期成虫体内 J H滴度 ,J HⅠ、J HⅢ回收率分别为 91. 3 %和 95. 7 %。

Teal等[42 ]提出毛细管气相色谱2化学电离源2离子阱质谱测定方法。该方法无需制备衍生物而直接
测定 J H ,测定范围达到 60～350 u ,每种 J H 选择 6种离子峰用于鉴定 ,不同 J H 同系物 6个离子峰分别
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为 : m/ z111、153、161、217、245、263 (J H Ⅰ) ; m/ z111、139、147、203、231、249 (J H Ⅱ) ; m/ z111、125、147、

189、217、235 (J HⅢ) 。6种离子丰度与总离子丰度的关系用于定量 ,检出限达到 0. 01 p mol ,测定精度和

可靠性优于 GC2MS选择性离子扫描技术。GC2MS离子阱质谱测定方法中采用化学电离源是比较温和

的电离方法 ,样品在承受电子轰击前被反应气稀释 ,形成的图谱较为简单 ,准分子离子峰强。离子阱质量

分析器结构小巧 ,能在极低压强下长时间储存离子。近年来 ,离子阱质量分析器获得的质谱图与标准质谱

图已很好符合 ,可以利用标准图库通过计算机检索定性[49 ]。

5　放射免疫测定( Radioimmunoassay , RIA)

J H (或 J H酸)属于不完全抗原 ,不能形成高效价的抗体 ,必须与其他免疫原性分子结合以提高抗原

性。Lauer等[ 2 ]就尝试通过 J H分子中羧基碳位 ( C21)和血清白蛋白结合 ,虽然抗体效价提高不大 ,但为

J H与其他分子结合提高抗体效价提供了例证。目前 ,RIA方法主要有 4种[2 ,4 ,50 ,51 ] :其中 Hunnicut t 等提

出手性 RIA法 ,目前成为昆虫血淋巴 J H滴度检测的成熟方法[52 ,53 ]。J H属于手性化合物 ,手性异构体之

间理化性质相同 ,但生理效应和免疫识别方面往往存在很大差异。天然 J H以外消旋形式存在 ,获得光学

纯的手性异构体颇为不易。20世纪 80年代 ,出现了分离环氧化物手性异构体的色谱技术 ,使 J H 手性异

构体色谱分离成为可能。Cusson等[54 ]提出的光学纯 J H 分离及其抗血清制备方法 ,首先通过 H PL C从

J H样品中分离出顺式异构体 ,再进一步分离纯化获得手性异构体。外消旋 J H Ⅲ经 C21位和牛甲状腺球

蛋白结合 ,再对新西兰白兔进行免疫处理 ,产生抗血清。RIA 反应表明 ,J H 的手性异构体可以提高反应

的灵敏度和准确率。

RIA灵敏度高 ,对特定测定对象 ,制作标准曲线后 ,重复测定方便 ,成本低。不同 J H同系物或衍生物

之间的交叉反应和脂类物质干扰是影响 RIA 精度主要因子 ,因此体内只有一种 J H 的生物最适于使用

RIA [55 - 58 ] ,但体内同时存在多种 J H的昆虫也有成功应用 RIA的报道[59 ]。实际使用时一般需通过平行试

验排除 J H同系物和脂类干扰 ,如设立等分试样进行比较脱脂对结果的影响 ,应用 HPL C、GC2MS等方法

平行测定 ,明确 RIA的精度等 ,在上述试验基础上形成对特定对象和发育阶段的 RIA方法。

6　保幼激素结合蛋白测定( Juvenile Hormone Binding Protein Assay ,J HBPA)

Goodman等[60 ]利用保幼激素结合蛋白 (J HBP)测定烟草天蛾 (Manduca sexta)血淋巴内 J HⅢ滴度 ,但精

度较低 ,未被广泛采用。Glinka等[60 ]应用 J HBP测定飞蝗 (Locusta migratoria)血淋巴内 J HⅢ滴度 ,通过 GC2
MS进行验证 ,精度符合微量分析要求。J HBPA的原理与 RIA类似 ,但 J HBP替代了抗血清 ,在 J HBP、待测

样品和放射性同位素标记 J H标样组成的反应体系内 ,通过放射性活度变化分析样品中 J H含量 ,并通过标

准曲线进行定量。J HBPA的灵敏度与 RIA相当 ,但无需制备抗血清 ,增加了 J HBP提取纯化的内容 ,总体上

较 RIA简便。整个测定包括 J HBP提取纯化、待测 J H样品制备、竞争性结合反应与同位素测定三部分。

J HBPA测定与 RIA测定类似 ,但目前应用没有 RIA广泛。考虑到昆虫血淋巴内 J H结合蛋白含量较高 ,J H

Ⅲ和高分子量 J HBP是不同类群昆虫的普遍存在形式 ,J HBPA有进一步研究开发价值。

7　结论

J H测定可归纳为三类 ,即生物测定法、放射测定法和仪器测定法。20世纪 30～40年代 ,主要通过结

扎、器官切除和移植验证 Wiggleswort h的发现 ,推测 J H活性 ;20世纪 50～60年代 ,在形态实验基础上发

展出一些更精确的生物测定方法 ,基本做法是将一定量 J H提取物处理试虫 ,通过处理后的形态变化判断

J H的效应。如大蜡螟测定法和黄粉甲测定法 ,就是用抑制 50 %的昆虫变态所需要的 J H剂量作为 1个活

性表示单位。在此期间 ,咽侧体体外培养和一些理化分析方法出现。其中 Roller 等和 Meyer 等以惜古比

天蚕蛾雄虫腹部为材料 ,鉴定出 J HI和 J HⅡ的分子结构 ,具有划时代意义[ 4 ]。

生物测定法灵敏度和特异性差 ,操作复杂 ,目前一般已不再使用。在 20世纪 70年代以来发展的现代

J H检测技术中 ,RCA、RIA、J HBPA在测定过程中都要应用放射性同位素标记的 J H ,通过放射性活度测

定 ,推算样品中 J H含量 ,因此都可归属为放射测定法。RCA 主要用于器官离体培养条件下 ,J H 生物合

成情况测定。RIA是目前应用较多的 J H 滴度测定方法 ,在经过一系列改进后精度已大为提高 ,但不同
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J H及其 J H衍生物之间特异性问题 ,还不能根本解决。J HBPA目前应用不多 ,对不同昆虫类群的适用性

需进一步研究查明。总体上 ,这三种测定方法都需要已知 J H标样 ,适合于在已知 J H种类的基础上 ,进一

步研究滴度变化或特定器官组织 J H生物合成情况。

以 GC2MS测定技术为代表的仪器分析方法 ,可直接测定 J H 种类和含量 ,也可称为直接测定法。

GC2MS是目前公认的 J H鉴定方法 ,测定精度和可信度高 ,是 J H 未知种类鉴定的唯一客观方法 ,但 GC2
MS测定法对仪器设备和费用要求较高 ,限制了其在一般研究工作中的应用。H PL C不仅是组分分离纯

化的有效手段 ,在已知 J H标样条件下 ,也可用于 J H的定性和定量 ,且操作相对简单 ,不涉及放射性同位

素等特殊操作 ,对实验仪器和费用的要求也较易满足 ,在 J H测定方面的应用将更加普遍。
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Progress in Research on Analytical Methods of Juvenile Hormone

J I Bao2zhong 3 1 , L IU Shu2wen2 , TIAN Ling1 , GUO Tong2bin3 , J IN Feng1 , GAO Jie1

(1 . N anj i ng Forest ry Uni versi t y , N anj i ng 210037 ; 2 . M ana gement O f f ice of S un Yatsen’s

Mausoleum , N anj ing ,210014 ; 3. Forestry S tation of X uz hou , J iangsu Province , X uz hou , J iangsu 221004)

Abstract : Develop ment s of analytical met hods in juvenile hormone are reviewed in t his paper ,including

radiochemical assay ,high performance liquid chromatograp hy , gas chromatograp hy2mass spect roscopy ,

radio immunoassay and juvenile hormone binding protein assay. 60 references are quoted.

Keywords : J uvenile hormone ; Analytical method ; Review
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