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摘要! 采用凝胶过滤层析法纯化了三疣梭子蟹成熟卵巢的卵黄磷蛋白#`FYI77FH!5H$!采用变性

凝胶电泳#1>1CB-f3$确定了5H亚基数量和分子量!以纯化的 5H 为抗原!制备了三疣梭子

蟹5H多克隆抗血清!纯化后得到5H抗体!在此基础上比较和优化了三疣梭子蟹5H测定的酶

联免疫吸附法#3.01-$参数!建立了稳定的三疣梭子蟹 5H 含量测定的 3.01-方法" 结果表

明&#&$ 1>1CB-f3显示三疣梭子蟹成熟卵巢中的 5H 含有分子量为 &%%%?" 和 << [9 的 ! 个

亚基!QISYIXHCL76YYFH:检测表明!这 ! 个亚基均具有较强的免疫特异性'#$$ 样品直接包被法

比双抗体夹心法具有更高的线性相关性!5H抗体最佳稀释倍数为 &u=% %%%!最佳包被时间为

# K!一抗和二抗反应时间分别为 $ K和 & K!显色时间为 $% DFH'#!$ 该方法定性检测的灵敏度

为 &@8= H:AD.左右!标准曲线方程为-j%E%%% =DWW%E!== &#L

$

j%E=#< &$!其中D和-分

别代表5H浓度和)>

@"%

值!工作范围为 $%% ]=%% H:AD.'#@$ 应用该方法测定三疣梭子蟹卵

巢中5H含量!结果表明!批次内和批次间平均变异系数分别为 !8"=P和 !8&%P!重复性良好"

关键词! 三疣梭子蟹' 卵黄磷蛋白' 纯化' 酶联免疫吸附法' 优化参数

中图分类号! V="<' 1=&?8@'''''''文献标志码&-

''甲壳动物的卵巢发育主要是通过卵黄发生过

程合成卵黄蛋白原#`FYI776:IHFH"5:$"进而在卵母

细胞中积累卵黄体和脂滴&& ;$'

( 卵黄体主要由卵

黄磷蛋白#`FYI77FH"5H$组成"其含量占卵黄体的

=%P左右"5H主要由5:)脂类)碳水化合物和色素

等物质加工而成&! ;@'

( 5H的主要合成和积累部位

为卵巢组织"而5:的合成位点具有一定的种间特

异性"主要包括卵巢)肝胰腺和脂肪体等组织&" ;?'

(

由于甲壳动物的卵黄发生调控过程相当复杂"通常

受内分泌系统)营养条件和环境因子的调节&# ;&%'

"

目前"对其内在的调控机制研究已成为甲壳动物繁

殖生理学的研究热点和难点之一&&% ;&$'

( 此外"甲

壳动物卵巢中卵黄积累的多少直接影响到其后生

殖过程和幼体质量&&!'

"因此"深入研究卵黄发生的

调控机制对于经济甲壳动物的人工繁殖具有重要

的现实意义(

先前的研究表明"甲壳动物卵巢)血淋巴和肝

胰腺中的5HA5: 含量通常与甲壳动物卵巢发育

阶段)营养条件和环境因子等具有一定的相关

性&&$ ;&@'

"因此测定组织中 5HA5: 含量对于研究

甲壳动物卵巢发育规律和卵黄发生机制具有重要

意义&&@ ;&<'

( 酶联免疫吸附法 # IH_RDIC7FH[I\

FDD9H6ELS6XLIHYESSER"3.01-$具有特异性)灵敏

性和易重复性等优点"被广泛用于甲壳动物 5HA

5:含量的测定&!"&" ;&#'

( 由于不同甲壳动物 5H

的亚基数目)空间结构和分子量通常存在一定差

异&&&"&@ ;&"'

"因此需要针对不同甲壳动物制备其特

异性5H抗体"在此基础上建立该物种 5HA5: 测

定的3.01-方法"是研究甲壳动物卵黄发生机制

和评价卵巢发育状况的重要基础(

三疣梭子蟹#!+*)2/23)*1)2C(*5270)23$是我国

重要的经济蟹类"由于人工养殖亲本通常存在卵巢

发育不良和生殖性能差等缺点"故目前繁殖亲本主
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要来源于野生&&= ;$%'

( 因此"深入研究三疣梭子蟹

的卵黄发生调控机制显得十分迫切( 本研究分离

和纯化了三疣梭子蟹的 5H"制备了 5H 多克隆抗

体"优化了5H 测定的3.01-参数"其结果不仅可

为深入研究三疣梭子蟹的卵黄发生规律和生殖调

控提供方法依据"也可用于研究环境污染物对三疣

梭子蟹5HA5:合成的生态学和毒理学评价(

&'材料与方法

%&%'实验用蟹和解剖

三疣梭子蟹于 $%%= 年 ! 月中旬购自浙江温

岭渔港#,$#v%@b"3&$&v$%b$"精心挑选肢体健全)

卵巢发育良好的雌体三疣梭子蟹 $% 只"体质量为

#$$#8? m<@8?$ :"依据刘智俊等&$&'的方法进行

暂养( 实验用蟹暂养两周后进行活体解剖( 精确

称重#精确到 %8& :$后解剖取出卵巢和肝胰腺"

称重并记录颜色"根据吴旭干等&&'的方法对卵巢

发育阶段进行分期( 解剖后的卵巢和肝胰腺保存

于;?% c冰箱中备用(

%&+'试剂

匀浆缓冲液!& D67A.NXFSC247#G2j?8<$&%

D.),E47$8=$" :%3>N-!%8%" : 和 &%% DD67A.

BT1/%8" D."用蒸馏水定容至 "%% D.%Bd1缓

冲液!a2

$

B)

@

%8& :),E

$

2B)

@

-&$2

$

)&8@" :)

,E47@8% : 和 a47%8& :"用蒸馏水定溶至 "%%

D.% Nd1N缓冲液!& D67A.的 NXFSC247# G2j

?8"$&% D.),E47#8# : 和 $%P NhIIH $% $8!<

D."用蒸馏水溶解至 & %%% D.$% 包被缓冲液

#%8%" D67A.碳酸盐缓冲液"G2j=8<$!,E

$

4)

!

%8?=" : 和 ,E24)

!

&8@<" :"用去离子水定溶至

"%% D.% Bd1N洗涤缓冲液#%8&" D67A.的Bd1"

G2j?8@ $!a2

$

B)

@

%8& :),E

$

2B)

@

- &$2

$

)

&8@" :),E47@8% :)a47%8& : 和 %8%"P的

NhIIHC$% %8$" D."加蒸馏水定溶至 "%% D.%&P

的d1-封闭液!牛血清白蛋白#d1-$&: 用洗涤

缓冲液定溶至 &%% D.% 底物缓冲液#G2j"8% ]

"8@ 磷酸柠檬酸缓冲液$!%8$ D67A.,E

$

2B)

@

#$#8@ :A.$$"8? D.)%8& D67A.柠檬酸#&=8$ :A

.$$@8! D.和蒸馏水 "% D.%NTd#四甲基联苯

胺$显色液!%8" D.的 NTd#N%?"="上海生工生

物工程有限公司生产$二甲基亚砜溶液#NTd浓

度为 $ D:AD.>T1)$)底物缓冲液 # D.和 !P

2

$

)

$

#

$

.#武汉博士德公司生产$"最后用底物

缓冲液定容到 &% D.%终止液#$ D67A.2

$

1)

@

溶

液$!=#P的浓硫酸#密度为 &8#@ :AD.$$&8? D.

逐滴加入在 &"% D.蒸馏水"最后定容至 $%% D.(

%&<'卵黄磷蛋白分离和纯化

取 $8% :左右三疣梭子蟹的成熟卵巢"加入 "

D.预冷的匀浆缓冲液冰浴匀浆"在 @ c下离心

#离心力j&$ %%% q:$!% DFH 后取橘黄色上清液

$ ]! D."并加入等体积的饱和硫酸铵溶液"冰浴

$ K后再次在 @ c下离心#离心力j&$ %%% q:$!%

DFH"弃上清液"向离心管中加入 $ D.的 Bd1缓

冲液溶解沉淀"然后重复+沉淀.离心.复溶,的

步骤 ! 次"最后将沉淀物溶解于 & D.Bd1缓冲

液中"待用于凝胶过滤层析( 采用 d0)C+->全

自动蛋白质和多肽的纯化仪 #型号!dF6.6:FM

>69/76hNT"美国 dF6C+E\ 公司生产$对卵巢提

取物进行分离纯化( 其中凝胶柱体积为 &$% D.

#直径q高度 j$ MDq@% MD"上海厦美生物科技

发展有限公司生产$"装入 !% D.凝胶 #型号

1IGKEMXR7

NT

1C!%% 2+"瑞典 BKEXDEMFE公司生

产$"纯化前首先采用Bd1溶液平衡凝胶柱"流速

! D.ADFH"平衡 ! DFH( 用注射器上样 & D.5H

提取液#蛋白浓度约为 & D:AD.$"流速为 %8<

D.ADFH"在 $#% HD和 @?% HD条件下检测洗脱液

的吸光度#)>$"当出现蛋白组分时每 & 毫升收

集一次( 洗脱液于;?% c保存备用(

%&$'卵黄磷蛋亚基数量和分子量确定

采用变性聚丙烯酰胺电泳#1>1CB-f3$确定

三疣梭子蟹 5H 的亚基数量及分子量( 电泳前

5H 浓度为 & D:AD."凝胶浓度 #P"&"% 5条件下

电泳 & K( 然后用考马斯亮蓝 +C$"% 染色后"在

dF6C+E\#型号!*HF̀IXSE7266\

!

"美国 dF6C+E\

公司生产$凝胶成像仪拍照"采用 dEH\SMEH5"8%

软件计算各个亚基的分子量(

%&S'抗体制备和免疫印迹

采用两只雄性新西兰兔作为免疫动物"暂养

& 周后"将纯化的5H溶液#质量浓度 & D:AD.左

右$与福氏完全佐剂#型号 /""%<"1F:DE公司生

产$等体积混合后用于注射"每只动物首次注射

%8" D.的抗原乳化液"此后第 $%)!@ 和 @= 天分别

注射 %8" D.的抗原乳化液进行加强免疫"第 <%

天从动脉取血 "% ]&%% D."血液在室温静置 & K

后"@ c过夜使血液凝固"析出的血清在 @ c下

#离心力j&% %%% q:$离心 &% DFH"取上清液采用

'$""
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D滤膜过滤后用于纯化( 采用 BX6YIFH -

葡聚糖凝胶柱#体积 " D."美国f3公司生产$纯

化抗血清"凝胶型号为BX6YIFH -C1IGKEX6SI4.C@d

#美国-DIXSKEDdF6SMFIHMIS公司生产$"纯化前

首先用 d9^̂IX-#%8%" D67A.Bd1"G2j?8@$平

衡凝胶柱"流速 & D.ADFH"平衡时间为 $% DFH(

抽滤后的血清 &% D.加d9^̂IX-等比例稀释"用

d9^̂IXd#%8$ D67A.f7RMFHIC24."G2j!8%$洗

脱抗体"洗脱后的抗体用 %8$$

$

D滤膜过滤除菌

后保存于;$% c冰箱中备用(

采用蛋白免疫印迹#QISYIXHCL76YYFH:$检验抗

体和抗原免疫反应的特异性( 首先将纯化的的

5H进行1>1CB-f3电泳"电泳条件同前"电泳时

间 #" DFH( 电泳结束后的凝胶在 ?$ 5电压下转

膜 & K( 将兔多克隆抗体按 &u"%% 稀释"加样体积

为 & D."室温孵育 & K% 加入 &u" %%% 稀释的羊抗

兔 0:fC2+B#4EYE76: ,6821-%%%@"上海麦约尔

生物技术有限公司生产$作为二抗"室温孵育 & K

后用 & D.Nd1N洗涤 ! 次"每次 &% DFH%采用

B6YIHY34.试剂盒#4EYw!B&@$"杭州联科生物技

术有限公司生产$显色"显色 ! DFH 后采用 dF6C

+E\凝胶成像仪拍照(

%&T'样品直接包被法和抗体夹心法EFVJ*比较

样品直接包被法3.01-主要包括抗原包被)

封闭)加抗体)显色)反应终止和读数等步骤( 包

被!将纯化的 5H #抗原$用包被缓冲液稀释为

$%%)!%%)@%%)"%%)<%%)?%% H:AD."包被于 =< 孔

板中"每质量浓度重复 ! 个孔"每孔加样 &%%

$

."

@ c过夜后去除包被液( 封闭!用 $%%

$

.的

Bd1N重复清洗 ! 次后"每孔加入 $%%

$

.的封闭

液封闭 $ K"然后用 Bd1N洗涤 ! 次( 加抗体!每

孔加入 &u$% %%% 稀释的抗血清 &%%

$

.作为一

抗"!? c反应 $ K"每孔用Bd1N$%%

$

.洗涤 ! 次

后加 &%%

$

.稀释的羊抗兔 0:fC2+B作为二抗"

!? c放置 & K 后用 Bd1N洗涤 ! 次( 显色!加入

NTd显色液 &%%

$

."室温避光放置 !% DFH( 反

应终止!加 "%

$

.终止液( 读数!采用dF6C+E\ 酶

标仪#型号FTEX[NTTFMX6G7EYI+IE\IX"美国dF6C

+E\公司生产$测定 @"% HD的吸光度#)>

@"%

$(

同时设立 ! 个阴性#空白对照$对照"加入 &%%

$

.

不含5H的包被缓冲液进行包被"其余步骤同上(

抗体夹心法主要步骤与样品直接包被法类

似"不同之处为采用抗体进行两次包被( 首先每

孔采用 &%%

$

.经过稀释的抗体进行包被"封闭后

每孔加入不同稀释浓度的5H#抗原$&%%

$

.进行

反应"Bd1N洗涤 ! 次后每孔再次加入 &%%

$

.经

稀释的兔多克隆抗体进行二次反应"其他步骤同

样品直接包被法(

%&N'EFVJ*反应条件优化

采用样品直接包被法 3.01-检验兔多克隆

抗体的效价( 首先将纯化的 5H 用包被缓冲液溶

解成 &

$

:AD."然后按每孔 &%%

$

.进行包被%将

纯化后的5H 抗血清按 &u$%%)&u& %%%)&u" %%%)

&u&% %%%)&u$% %%%)&u<% %%%)&u$@% %%% 用 &P的

d1-进行稀释"每孔加样 &%%

$

."其余步骤同样

品直接包被法3.01-( 采用棋盘滴定法确定抗体

和抗原的最适工作质量浓度&$$'

"抗原 5H 包被液

的质量浓度梯度为 #8%")&<8%=)!$8&=)<@8!#)

&$#8?")$"?8"%)"&"8%% 和 & %!%8%% H:AD."每个

浓度横向加样 = 个孔"同时设置一列作为阴性对

照"添加不含 5H 的包被缓冲液%5H 抗体稀释倍

数分为 &u&% %%%)&u$% %%%)&u!% %%%)&u@% %%%)

&u"% %%% ) & u<% %%%) &u?% %%%) & u#% %%% 和

&u=% %%%"纵向添加"其余方法同样品直接包被

法( 根据棋盘法 3.01-结果"进一步在 <@8!#)

&$#8?")$"?8"%)"&"8%% 和 & %!%8%% H:AD." 个

5H包被浓度下进行3.01-比较"确定5H 抗体的

最佳稀释倍数( 最后分别比较了不同包被时间)

一抗和二抗反应时间)显色时间对 3.01-读数的

影响"优化3.01-的参数(

%&W'标准曲线制备

在上述实验的基础上进行标准曲线制备"5H

稀释液的质量浓度分别为 &@8=)$=8#)"=8")

&&=8&)$!#8$)@?<8!)="$8")& =%"8%)! #&%8% 和

? <$%8% H:AD."采用优化的 3.01-参数进行测

定"每个质量浓度组各重复 ! 孔"同时设置 ! 个阴

性对照"在酶标仪上读取 )>

@"%

( 根据线性关系

和变异系数"选取具有良好重复性和质量浓度相

关性的5H 浓度范围"采用等间距质量浓度梯度

进行3.01-"然后绘制标准曲线(

%&X'验证性实验

随机选择 @ 只三疣梭子蟹的卵巢"分别称重

%8$ :左右的组织"加入 $ D.预冷的匀浆缓冲液进

行匀浆"将匀浆液在 @ c下离心#离心力 &$ %%% q:$

&" DFH"取上清液 &8" D.左右用于 3.01-测定(

取匀浆液 %8& D.用包被缓冲液稀释后用于

($""
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3.01-测定"每个样品重复 @ 个孔"同时每样设置

一个阴性对照% 连续重复测定 @ 次"然后分析批

次内和批次间的误差及变异系数"从而验证本实

验建立3.01-方法的可靠性和稳定性(

%&%O'数据分析

采用1B11&&8" 软件对实验数据进行统计分

析"数据采用平均值m标准差表示"用.ÌIHI氏法

进行方差齐性检验"不满足齐性方差时对百分比数

据进行反正弦或者平方根处理"采用-,)5-对实

验结果进行方差分析"采用N9[IR氏法进行多重比

较( 当数据转换后仍不满足齐性方差时"然后采用

fEDISC26hI77进行非参数多重比较( 采用 ACYISY

#FH\IGIH\IHYSEDG7ISACYISY$比较不同稀释倍数)不

同包被方法和不同测定批次对结果是否存在显著

差异"以!U%8%"为差异显著标准(

$'结果

+&%'Y7纯化和亚基数量

图 & 为三疣梭子蟹卵巢匀浆液凝胶柱层析结

果")>

$#%

结果显示成熟卵巢匀浆液主要含有 ! 个

蛋白质峰#紫色线条图谱$"其中第一个峰蛋白含

量最高"洗脱时间在 "% ]&%% DFH 时该蛋白组分

大量被洗脱出峰( 进一步通过 )>

@?%

检测显示第

一个和第二个蛋白峰的 )>

@?%

数值最大"但是第

二个峰的蛋白含量较低( 由于三疣梭子蟹卵黄磷

蛋白#5H$含有较多类胡罗卜素"因此 )>

@?%

数值

较大"故第一个蛋白峰可能为三疣梭子蟹的 5H(

因此"收集该蛋白组分并进一步进行验证( 由图

$ 可知"该蛋白由 ! 个亚基组成"他们的分子量分

别为 &%%) ?" 和 << [9( 进一步通过 QISYIXHC

L76YYFH:实验表明"这 ! 个蛋白亚基均可与三疣梭

子蟹 5H 的多克隆抗体产生特异性免疫反应#图

!$( 因此"该蛋白为三疣梭子蟹的卵黄磷蛋白"

由 ! 个亚基组成(

图 %'三疣梭子蟹成熟卵巢提取液凝胶柱层析结果

?1@&%'Q3=C1=90-91A73=691A7B0AC1=34AC9:3AH-01-7

3I90-,94AC2-9603C32-=370-($-,8'(),4*-,.

图 +'三疣梭子蟹纯化后Y7的J#J>/*QE图

&8标准蛋白% $8d1-& D:AD.% !85H & D:AD.(

?1@&+'J#J>/*QEACB601C138Y7AC

2-9603C32-=370-($-,8'(),4*-,.

&8TEX[IXGX6YIFH% $8d1-& D:AD.% !85H & D:AD.8

图 <'三疣梭子蟹纯化后Y7的Z349307>.=A9917@图

&85H %8" D:AD.% $85H %8$ D:AD.% !85H %8& D:AD.(

?1@&<'Z349307>.=A9917@ ACB601C138Y7AC

2-9603C32-=370-($-,8'(),4*-,.

&85H %8" D:AD.% $85H %8$ D:AD.% !85H %8& D:AD.8

+&+'样品直接包被法和抗体夹心法EFVJ*效果

由表 & 可知"抗体夹心法和样品直接包被法

3.01-的 )>

@"%

值均具有良好的重复性"前者和

后者的平均变异系数分别为 $8<#P和 $8"?P"两

种方法)>

@"%

值的变异系数并无显著差异( 图 @

和图 " 为两种方法下 5H 质量浓度和 )>

@"%

的回

归曲线"可见样品直接包被法比抗体夹心法具有

更高的线性相关性"因此"样品直接包被法3.01-

更适合于三疣梭子蟹5H含量的测定(

+&<'EFVJ*反应条件优化

根据+$8$,的结论"采用样品直接包被法检

验5H抗体效价"表 $ 为5H抗体不同稀释倍数对

3.01-读数的影响"可见抗体稀释 $ ]$@ 万倍时"

)>

@"%

读数仅相差 %8&=% 当抗体稀释 $@ 万倍时"

)>

@"%

读数仍然高达 &8"@"这说明该抗体具体较高

的效价"在稀释 $ 万倍以上仍然可用于三疣梭子

蟹5H含量的3.01-测定( 进一步采用棋盘滴定

)$""
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表 %'样品直接包被法和抗体夹心法[#

$SO

的比较

!-.&%'"A2B-014A7AC[#

$SO

.39D3379:34-2B=38103,9,A-917@ EFVJ*-78

9:3-791>.A8; 4-78D1,:,A-917@ EFVJ*

5H质量浓度A#H:AD.$

5H M6HMIHYXEYF6H

抗体夹心法#/ j!$ EHYFCL6\R SEH\hFMK M6EYFH:

)>

@"%

#'m1>$

变异系数AP

M6Î̂FMFIHY6^̀EXFEYF6H

样品直接包被法#/ j!$ SEDG7I\FXIMYM6EYFH:

)>

@"%

#'m1>$

变异系数AP

M6Î̂FMFIHY6^̀EXFEYF6H

$%%

%8=$ m%8%&

E

&8%=

%8=! m%8%!

E

!8@<

!%%

&8%$ m%8%!

L

!8&%

&8%? m%8%$

L

$8&=

@%%

&8!! m%8%<

M

@8@=

&8$@ m%8%$

M

"

&8#@

"%%

&8@? m%8%<

\

!8=!

&8!& m%8%<

M

"

@8!=

<%%

&8"% m%8%$

\

&8%$

&8@! m%8%&

\

"

%8#<

?%%

&8@# m%8%@

\

$8@"

&8@? m%8%@

\

$8<?

平均 DIEH $8<# $8"?

注!同列数据肩标含有不同上标字母为差异显著"同行数据肩标含有+

"

,为差异显著#!U%8%"$%/代表样品量"下同(

,6YIS!5E79IShFYKFH EM679DH KÈFH: \F̂̂IXIHYS9GIXSMXFGY7IYYIXEXISF:HF̂FMEHY7R \F̂̂IXIHYEH\ 5E79IShFYKFH E7FHIhFYK +

"

, EXISF:HF̂FMEHY7R

\F̂̂IXIHY#!U%8%"$% / DIEHSSEDG7IH9DLIX8NKIH6YIS6 ŶKÎ6776hFH: YEL7ISEXIYKISEDIhFYK YKFS8

图 $'样品直接包被法Y7质量浓度和[#

$SO

回归曲线

?1@&$'!:303=-91A74:1BACY7,A7,3790-91A7-78

[#

$SO

.; 9:34-2B=38103,9,A-917@

EFVJ*AC2-9603C32-=3

70-($-,8'(),4*-,.

图 S'抗体夹心法Y7质量浓度和[#

$SO

回归曲线

?1@&S'!:303=-91A74:1BACY7,A7,3790-91A7-78

[#

$SO

.; 9:3-791>.A8; 4-78D1,:,A-917@

EFVJ*AC2-9603C32-=3

70-($-,8'(),4*-,.

表 +'Y7抗体不同稀释倍数的EFVJ*

反应的[#

$SO

值

!-.&+'!:3[#

$SO

ACEFVJ*.;

9:381CC3037981=691A70-934AC

Y7-791>43062

5H抗体稀释倍数

5H EHYFCL6\R \F79YF6H XEYI

)>

@"%

&u$%% $8<%

&u& %%% $8!%

&u" %%% $8&@

&u&% %%% $8%$

&u$% %%% &8?!

&u<% %%% &8<?

&u$@% %%% &8"@

d1- %8%?

法确定抗体和抗原结合的最适工作浓度"结果见

表 !( 最适工作浓度判断标准为阳性孔)>

@"%

为 &

左右"阴性对照孔的)>

@"%

小于 %8&( 由表 ! 数据

可见5H抗体稀释倍数在 &u#% %%% 和&u=% %%%时

候)>

@"%

数值符合判断标准"且 )>

@"%

和 5H 包被

浓度相关性较好( 因此"进一步比较 5H 抗体稀

释 &u#% %%% 和 &u=% %%% 倍的回归曲线"由图 < 和

图 ? 可知"尽管在同一 5H 包被浓度下"&u#% %%%

稀释条件下的)>

@"%

略高于&u=% %%%"但是后者回

归曲线的相关性 #L

$

j%E="" #$显著高于前者

#L

$

j%8### =$( 因此"本实验条件下的 5H 抗血

清最佳稀释倍数为&u=% %%%(

*%""
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# 期 张'艳"等!三疣梭子蟹卵黄磷蛋白纯化及其3.01-测定方法 ''

表 <'不同质量浓度Y7抗体和Y7结合的棋盘滴定法[#

$SO

!-.&<'!:3[#

$SO

AC9:3,:3,K30.A-089190-91A7AC81CC30379,A7,3790-91A7

,A2.17-91A74ACY7-791>.A8; -78Y7

5H抗体稀释倍数

5H EHYFCL6\R \F79YF6H XEYI

5H包被质量浓度A#H:AD.$ 5H M6EYFH: M6HMIHYXEYF6H

% #8%" &<8%= !$8&= <@8!# &$#8?" $"?8" "&" & %!%

&u&% %%% %8%<? %8$#$ %8@&< %8""# %8#@$ &8&=& &8<$? &8#$% $8%<<

&u$% %%% %8%"@ %8$$@ %8!$% %8@!= %8<?@ %8==% &8$?! &8<!$ &8???

&u!% %%% %8%"# %8&=? %8$<@ %8!#$ %8""= %8#@# &8&&# &8!?# &8?!@

&u@% %%% %8%@" %8&=! %8$@% %8!"! %8@#@ %8<#& &8%$# &8!$? &8<!#

&u"% %%% %8%@! %8!%= %8!&= %8!&# %8@&& %8<<< &8%"" &8$@! &8"<<

&u<% %%% %8%!? %8&#$ %8&=@ %8$=? %8!#@ %8"#= %8#?" &8&<< &8!?&

&u?% %%% %8%!$ %8&?$ %8$%? %8$#! %8!?% %8"@= %8#&# &8%?$ &8!@&

&u#% %%% %8%!< %8&<@ %8$&% %8$"? %8!"# %8"&= %8?<$ &8%%& &8$&"

&u=% %%% %8%!! %8&#= %8$%< %8!<# %8!@" %8"&= %8?#% &8%=$ &8$=%

图 T'Y7抗血清 %\WO OOO 稀释的

EFVJ*回归曲线

?1@&T'(3@03441A7,60H3ACEFVJ*.39D337

Y7,A7,3790-91A7-78[#

$SO

D19:

%\WO OOO 86=191A7ACY7-791>43062

图 N'Y7抗血清 %\XO OOO 稀释的

EFVJ*回归曲线

?1@&N'(3@03441A7,60H3ACEFVJ*.39D337

Y7,A7,3790-91A7-78[#

$SO

D19:

%\XO OOO 86=191A7ACY7-791>43062

''表 @ 为样品#抗原$不同包被时间对 )>

@"%

的

影响"可见在 @ c下样品包被 # K和 &# K对)>

@"%

没有显著影响"因此"在 @ c下样品包被 # K 即

可( 表 " 为一抗不同反应时间对)>

@"%

的影响"在

两个5H包被浓度条件下"随着一抗反应时间的

延长")>

@"%

均出现上升趋势"但当一抗反应时间为 !

K"两组)>

@"%

均略有下降% 当一抗反应时间延长到

到 @ ]< K"高质量浓度5H 组#?<$ H:AD.$的)>

@"%

上升并不显著#!x%8%"$( 因此综合考虑)>

@"%

值和

操作方便性"一抗最适反应时间为 $ K左右(

表 $'样品不同包被时间对[#

$SO

的影响

!-.&$'!:33CC3,94AC81CC30379,A-917@ B301A84A7[#

$SO

包被时间AK

M6EYFH: GIXF6\

5H包被质量浓度 !%% H:AD.#/ j@$

5H M6EYFH: M6HMIHYXEYF6H !%% H:AD.

)>

@"%

#'m1>$

变异系数AP

M6Î̂FMFIHY6^̀EXFEYF6H

5H包被质量浓度 "%% H:AD.#/ j@$

5H M6EYFH: M6HMIHYXEYF6H "%% H:AD.

)>

@"%

#'m1>$

变异系数AP

M6Î̂FMFIHY6^̀EXFEYF6H

# %8?@ m%8%$ !8!"

&8%= m%8%<

"

@8=$

&# %8?! m%8%@ @8#!

&8%< m%8%$

"

!8%?

"%""



!""#!

!

$$$%&'()*+,-%'.

''' 水'产'学'报 !" 卷

表 S'一抗不同反应时间对[#

$SO

的影响

!-.&S'!:33CC3,94AC81CC3037903-,91A7B301A84AC9:3C1049-791.A8; A7[#

$SO

一抗反应时间AK

XIEMYF6H GIXF6\ 6^

YKÎFXSYEHYFL6\R

5H包被质量浓度 !#& H:AD.#/ j@$

5H M6EYFH: M6HMIHYXEYF6H !#& H:AD.

)>

@"%

#'m1>$

变异系数AP

M6Î̂FMFIHY6^̀EXFEYF6H

5H包被质量浓度 ?<$ H:AD.#/ j@$

5H M6EYFH: M6HMIHYXEYF6H ?<$ H:AD.

)>

@"%

#'m1>$

变异系数AP

M6Î̂FMFIHY6^̀EXFEYF6H

&

%8@?? m%8%%@

E

%8?"

%8<=? m%8%@%

E

"

"8?"

$

%8#== m%8%&<

M

&8?@

&8&?? m%8%""

M

"

@8?%

!

%8#$@ m%8%&#

L

$8&#

&8%=< m%8%$&

L

"

&8="

@

%8=&# m%8%%"

M

%8"%

&8$%= m%8%$<

M

"

$8&$

"

%8=#= m%8%&=

\

&8=?

&8$"" m%8%""

M

"

@8@?

<

&8%?" m%8%$$

I

$8%!

&8$@= m%8%"<

M

"

@8@<

''表 < 为二抗不同反应时间对)>

@"%

的影响"在

两个5H包被质量浓度条件下"随着二抗反应时

间的延长")>

@"%

均出现上升趋势"但二抗反应时

间在 & K和 &8" K时")>

@"%

差异不显著%尽管二抗

反应时间延长到 $ K 后"两组 5H 质量浓度的

)>

@"%

均有所上升"但是二抗反应时间在 $ K 和 !K

时"两组5H浓度的 )>

@"%

无显著差异"因此二抗

最佳反应时间为 & K左右(

表 ? 为显色剂不同反应时间对)>

@"%

的影响"

在两个5H 包被质量浓度下"随着显色剂反应时

间的延长")>

@"%

均出现先上升后下降趋势"当显

色剂反应时间为 $% DFH 时"两组 5H 质量浓度的

)>

@"%

均达最大值"且高质量浓度 5H 组#?<$ H:A

D.$的 )>

@"%

值显著高于低质量浓度组 #!U

%8%"$"此后高质量浓度组的 )>

@"%

值显著下降"

导致两个质量浓度组之间无显著差异( 因此显色

剂最佳反应时间为 $% DFH左右#图 #$(

表 T'二抗不同反应时间对[#

$SO

的影响

!-.&T'!:33CC3,94AC81CC3037903-,91A7B301A84AC9:343,A78-791.A8; A7[#

$SO

二抗反应时间AK

XIEMYF6H GIXF6\S6^

YKISIM6H\ EHYFL6\R

5H包被质量浓度 !#& H:AD.#/ j@$

5H M6EYFH: M6HMIHYXEYF6H !#& H:AD.

)>

@"%

#'m1>$

变异系数AP

M6Î̂FMFIHY6^̀EXFEYF6H

5H包被质量浓度 ?<$ H:AD.#/ j@$

5H M6EYFH: M6HMIHYXEYF6H ?<$ H:AD.

)>

@"%

#'m1>$

变异系数AP

M6Î̂FMFIHY6^̀EXFEYF6H

%8"

%8<=& m%8%"!

E

?8<$

%8#!@ m%8%%@

E

"

%8@#

&8%

&8%@& m%8%!?

L

!8!"

&8$"& m%8%&#

L

"

&8@$

&8"

&8%&# m%8%!<

L

!8"<

&8!%< m%8%<&

L

"

@8<=

$8%

&8?#= m%8%"$

M

$8=&

&8#=? m%8%@<

M

$8@%

$8"

&8="! m%8%"@

\

$8?"

$8&"! m%8%!"

\

"

&8<!

!8%

$8%?= m%8&$#

\

<8&?

$8!<? m%8&=<

I

#8$?

表 N'显色剂不同反应时间对[#

$SO

的影响

!-.&N'!:33CC3,94AC81CC3037903-,91A7B301A84AC,A=A083H3=AB23794A=691A7A7[#

$SO

反应时间ADFH

\F̂̂IXIHYXIEMYF6H

GIXF6\S

5H包被质量浓度 !#& H:AD.#/ j@$

5H M6EYFH: M6HMIHYXEYF6H !#& H:AD.

)>

@"%

#'m1>$

变异系数AP

M6Î̂FMFIHY6^̀EXFEYF6H

5H包被质量浓度 ?<$ H:AD.#/ j@$

5H M6EYFH: M6HMIHYXEYF6H ?<$ H:AD.

)>

@"%

#'m1>$

变异系数AP

M6Î̂FMFIHY6^̀EXFEYF6H

&%

%8<$= m%8%&&

E

&8<?

%8#@@ m%8%$&

E

"

$8"!

$%

&8%%< m%8%!$

M

!8&!

&8!?" m%8%$@

\

"

&8?"

!%

%8=#< m%8%"#

M

"8##

&8%#! m%8%$"

M

$8$#

@%

&8%&= m%8%@"

M

@8!#

&8&@! m%8%#?

M

?8"=

"%

%8=@" m%8%&=

L

$8%%

%8=$@ m%8%<!

L

<8#@

!%""
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# 期 张'艳"等!三疣梭子蟹卵黄磷蛋白纯化及其3.01-测定方法 ''

图 W'三疣梭子蟹Y7的EFVJ*标准曲线

?1@&W'!:3EFVJ*49-78-08,60H3ACB601C138Y7C0A2

9:32-9603C32-=370-($-,8'(),4*-,.

+&$'标准曲线

在上述优化的3.01-条件下"将不同质量浓

度的5H包被液按样品直接包被法测定 )>

@"%

值"

结果见表 #( ! 个阴性对照孔的平均 )>

@"%

仅为

%8%<$"符合阴性对照孔 )>

@"%

必须小于 %8& 的要

求%当5H质量浓度为 &@8= H:AD.时")>

@"%

值显

著高于阴性对照值"因此该方法检测 5H 可检出

值为 &@8= H:AD.左右( 尽管 5H 质量浓度在

&@8= ]="$8" H:AD.时"5H 质量浓度和 )>

@"%

呈

显著线性关系 #-j%E%%% =DW%E&@$$"L

$

j

%E=<? ?"!U%E%%&"D和-分别代表 5H 质量浓度

和)>

@"%

$"但是当 5H 质量浓度在 &@8= ]&&=8&

H:AD.")>

@"%

的变异系数均大于 "P#表 #$"不符

合标准曲线的要求( 因此"选择 5H 质量浓度为

$%%)!%%)@%%)"%%)<%%)?%%)#%%)=%% H:AD.制作

标准曲线"结果表明在该范围内 5H 质量浓度和

)>

@"%

线性关系良好"各点的变异系数均小

于"P"平均变异系数仅为!8!<P"因此该标准曲

线的重复性和线性相关性均符合要求"5H 工作浓

度范围为 $%% ]=%% H:AD.(

表 W'不同Y7质量浓度的[#

$SO

值和变异系数

!-.&W'!:3[#

$SO

-78194,A3CC1,1379ACH-01-91A7AC

- 4301-=ACY7,A7,3790-91A7

5H质量浓度A

#H:AD.$

5H M6HMIHYXEYF6H

)>

@"%

#'m1>"/ j@$

变异系数AP

M6Î̂FMFIHY6^

`EXFEYF6H

阴性对照M6HYX67 %8%<$ m%8%%! @8#!

&@8= %8&&& m%8%$" $$8"?

$=8# %8&!$ m%8%$% &@8=<

"=8" %8&<# m%8%&= &&8$@

&&=8& %8$#" m%8%$" #8<=

$!#8& %8@&" m%8%&# @8!@

@?<8! %8<<? m%8%$! !8"$

="$8" %8=<& m%8%!< !8?%

& =%"8% &8&<" m%8&%# =8$?

! #&%8% &8"&$ m%8%?! @8#&

? <$%8% &8<$! m%8%"# !8"@

+&S'验证性试验

根据 $8! 优化的 3.01-反应条件和 $8@ 的

标准曲线"随机取 @ 只三疣梭子蟹的卵巢组织#卵

巢发育处于
,

]

-

期$进行验证性试验( 表 = 为

验证性试验的结果"@ 只个体批次内和批次间平

均变异系数分别为 !8"=P和 !8&%P"均符合变异

系数小于 "P的要求( 同一个体"批次间和批次

内测定的5H 含量无显著差异"因此本实验建立

的3.01-测定方法具有较高的稳定性和可重

复性(

表 X'三疣梭子蟹卵巢中Y7含量

!-.&X'!:3Y7,A793794179:3AH-0; ACC32-=370-($-,8'(),4*-,. 2@G@ D39D31@:9"%]S

样品编号

SEDG7IH68

批次内 FHYXECESSER

5H质量浓度

5H M6HMIHYXEYF6H

变异系数AP

M6Î̂FMFIHY6^̀EXFEYF6H

批次间 FHYIXCESSER

5H质量浓度

5H M6HMIHYXEYF6H

变异系数AP

M6Î̂FMFIHY6^̀EXFEYF6H

& $?=8!& m&%8!= !8<# $?<8=$ m&$8?? @8<&

$ $#@8@$ m&&8$" !8=< $??8!? m"8#$ $8&%

! $#&8"% m&%8?? !8#$ $#%8$? m@8"@ &8<$

@ $&&8&< m<8%? $8## $%?8$% m#8@% @8%"

平均 DIEH !8"= !8&%

!'讨论

<&%'不同蟹类Y7特性比较

本研究通过 1>1CB-f3测定表明成熟三疣

梭子蟹成熟卵巢中5H由 &%%)?" 和 << [9 ! 个亚

基组成"但 << [9 亚基含量较少( 然而 g-,f

等&&&'研究结果表明"三疣梭子蟹卵巢中 5H 由

&%$)&%% 和 #" [9 ! 个亚基组成( 造成这种差异的

#%""
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可能原因是两者采样的卵巢发育阶段不同"本研

究采用成熟卵巢进行纯化5H"平均卵巢指数高达

&!8@P"而g-,f等&&&'采用的主要是
,

期卵巢"

卵巢指数均小于 &%P( 甲壳动物卵巢发育过程

中"卵黄蛋白原被分裂成亚基后"这些亚基在卵母

细胞中只有被糖基化#:7RM6SR7EYF6H$后"才能与脂

类及色素等相连"最终形成卵黄体&!'

( 因此成熟

卵巢中5H亚基上存在的糖基和脂类等结合位点

多"这可能会加速亚基在电泳条件的移动速度"导

致1>1CB-f3测定的分子量偏小&&@'

"这可能是本

研究测定亚基分子量小于文献&&&'中所报道的

主要原因( 类似的现象在美国蓝蟹#"0771/(5)(3

3041G23$上也有发生&&$"&@'

( 因此采用 1>1CB-f3

测定的5H 亚基分子量并不精确"因为受到亚基

及其它基团等化学键的影响( 例如 nT)+-

等&&@'采用1>1CB-f3研究表明美国蓝蟹成熟卵

巢中5H亚基分子量均小于 &%% [9"进一步采用

,端.氨基酸序列分析显示"实际上美国蓝蟹5H

含有 ! 个亚基"分子量分别为 &&=8@$)#?8= 和

?#8" [9

&&@'

(

大量研究表明甲壳动物 5H 亚基的分子量通

常在 ?% ]$!% [9

&$!'

( 如锈斑鑚 # "60*-CG13

?(*10)0$5H 两个亚基分子量分别为 &%" 和 ?<

[9

&$!'

%中华绒螯蟹#&*1+56(1*31/(/313$5H 两个亚

基分子量则为 =? 和 ?@ [9

&&"'

%地溪蟹#!+)0,+/

4+)0,1+3$! 个亚基分子量分别为 &&")&%" 和 #"

[9

&$@'

%日本沼虾#<05*+C*05612,/144+/(/3($! 个

亚基分子量分别为 &&%)=< 和 #= [9

&$"'

( 有关甲

壳动物5H亚基数量和分子量的差异是否和进化

有关"则需要进一步深入研究(

<&+'样品%抗原&直接包被法和抗体夹心法

间接3.01-法具有灵敏度高)特异性强)易

操作)无放射性污染等优点"因此该方法被大量用

于水生动物卵黄磷蛋白#5H$和卵黄蛋白原#5:$

的定量检测&&@"$$"$<'

( 间接 3.01-法有两种常见

的包被方式...样品#抗原$直接包被法和抗体

夹心法"两者的差别在于前者使用样品#抗原$直

接包被后加一抗"后者采用 5H 抗血清#一抗$进

行包被后加样品"然后再次加一抗进行反应"因此

称之为夹心法&$?'

( 尽管两种包被方法都被用于

水生动物5:A5H 的 3.01-中&$<'

"但尚未见两种

方法测定效果的比较研究( 本研究比较了三疣梭

子蟹5HA5: 测定#3.01-$的两种包被方法( 结

果表明"两种方法的 )>

@"%

批内变异系数均较低

#均小于 "P$"但样品直接包被法比抗体夹心法

具有更高的线性相关性"因此以后的 3.01-参数

优化)标准曲线制作和样品测定过程均采用样品

直接包被法进行"这样能大大提高了实验的精确

度和可重复性(

<&<'影响EFVJ*测定的主要因素

3.01-测定步骤较多"任何影响抗原抗体反

应和显色的因素都会影响 )>

@"%

值"从而影响测

定结果的准确性和可重复性( 样品包被时间)抗

体稀释倍数)抗体反应时间和显色时间是影响测

定结果的主要参数&$$"$<'

"本研究对上述条件进行

了优化"取得了较好的效果"测定结果稳定可靠"

多次重复测定的变异系数都在 "P以下( 抗体的

效价和纯度对 3.01-反应具有极其重要的作

用&$?'

"本研究制备抗体时"分别采用5H对免疫动

物进行 @ 次强化免疫"取血清后采用凝胶柱进行

纯化"最后采用 %8$$

$

D滤膜过滤除菌"这样保

证了抗体效价和纯度( 采样棋盘法优化 3.01-

反应的抗体稀释倍数"通常要求5H 样品组#中等

质量浓度$的 )>

@"%

值在 & 左右"阴性对照的 )>

值小于 %8&

&$$"$<'

"本研究中 )>

@"%

值均符合这一

要求(

此外"本研究还显示"一抗和二抗与抗原

#5H$的不同反应时间均会显著影响 )>

@"%

值"因

此有必要对他们的反应时间进行优化"综合考虑

)>

@"%

变异系数)不同质量浓度组)>

@"%

的差异)可

重复性及操作时间等因素"本研究确定三疣梭子

蟹5H的3.01-测定"在 !? c条件下一抗和二抗

反应时间分别为 $ K 和 & K"这和美国蓝蟹&&@'和

剑尾鱼#'146+46+*236(77(*1$

&$$'的 3.01-反应时

间一致"但是长于中华绒螯蟹&&"'的反应时间( 实

际上"一抗和二抗的最佳反应时间主要与抗体效

价)5H质量浓度及特异性结合位点有关"因针对

不同动物的抗血清和抗原"均需要对一抗和二抗

反应时间进行优化( 显色剂最佳反应时间主要和

显色剂中四甲基联苯胺#NTd$及双氧水的浓度

有关"本研究预实验结果表明"&% D.显色剂中添

加 & D:的NTd和 #

$

.双氧水为宜"该显色剂

的最佳显色反应时间为 $% DFH( 值得注意的是"

不同厂家及同一厂家不同批次生产的同样含量A

质量浓度的 NTd和双氧水对 )>

@"%

读数有较大

的影响"如!北京中杉金桥公司和武汉博士德公司

$%""
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# 期 张'艳"等!三疣梭子蟹卵黄磷蛋白纯化及其3.01-测定方法 ''

生产的 !P的双氧水用于3.01-实验"5H质量浓

度在 !#& H:AD.时 候" 两 者 的 )>

@"%

相 差

!@8@!P"因此每次更换 NTd和双氧水药品时

候"需要重新制作标曲线( 此外"配制好的显色剂

不能长时间放置"长时间放置后容易导致 NTd

氧化和 )>

@"%

值下降"因此"建议 NTd溶液应该

现配现用(

尽管5H 质量浓度在 &@8## ]="$8"% H:AD.

时"5H 浓度和 )>

@"%

呈显著线性关系 #L

$

j

%E=<? ?"!U%8%%&"$"但是当 5H 质量浓度在

&@8= ]&&=8& H:AD.")>

@"%

的变异系数均大于

"P#表 #$"因此"低质量浓度5H定量测定的可重

复性差%当 5H 质量浓度在 $%% ]=%% H:AD.时"

)>

@"%

的平均变异系数仅为!8!<P"该范围内的标

准曲线具有良好的稳定性和重复性(
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&&<''g-,)0"2)120,)+83̂ ÎMYS6 &̂? yCISYXE\F676H
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