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用梯度聚丙烯酞胺凝胶垂直板型电泳

法对雌
、

雄梭鱼血清蛋白的研究
’

刘 荣 臻

(南京大学生物系 )

提 要

实验采用梯度和单一浓度聚丙烯酞胺凝胶垂直板型电泳的方法
,

对梭鱼血清蛋白进行分

析
,

其中梯度浓度扭
.

75 另 + 7络 )凝胶分离梭鱼血清蛋白得 3 。 条区带
,

比单一浓度 ( 4
.

7 5%
、

7男
、
1。绍 )凝胶分离的效果好

,

区带清晰
,

带数明显增加
.

同时发现 。号
、

2 号
、
5 号

、
8 号和 1 2号

雌梭鱼血清蛋白电泳图型中发现有一明显深带
,

此深带在雄鱼的血清蛋白电泳图型中则没有

发现
。

在数次的重复实验中
,

结果完全七致
。

作者认为此深带可能与雌性特异血浆蛋白有关
。

近年来应用聚丙烯酸胺凝胶电泳方法进行鱼的血清蛋白的分离工作日趋广泛
。

有关

同种鱼类不同性别血清蛋白的差异现象
,

至今已有不少学 者报道过
。

如 K
.

A i d 。 等 l[]

发现雌性香鱼发育到一定时期
,

血液中出现某些雌性特异血浆蛋白
。

也可以用雌性激素

处理雄鱼
,

使雄鱼血浆中也出现雌性特异血浆蛋白
。
A

.

H ar 彭幻 研究大麻哈鱼 ( C五u m

氏 lm oD )雌性特异血浆蛋白
,

发现在雌鱼血清中有一特殊的蛋白质 区 带是雄 鱼所没 有

的
。

聚丙烯酞胺凝胶电泳具有分子筛和 电荷的双重效应
,

蛋白质分子的体积和凝胶浓度

之间的关系决定了分离效果
,

所以单一浓度凝胶常造成某些大分子成分的堆聚和重叠
。

据

W ir g址 , 〕
报道

,

不连续梯度聚丙烯酸胺凝胶电泳对人血清蛋白的分离效果良好
,

同时操

作方便
。

本实验采用 W ir g h 七方法 (作了一些修改 )进行梭鱼血清蛋白的分离
,

并观察雌
,

雄梭鱼血清蛋白图型的差异
。

材 料 和 方 法

实验所用的梭鱼
,

是 1 9 8 1 年 5 月 自江苏省赣榆县水产养殖场取得
。

其中雌鱼 9 尾
,

雄鱼 5 尾
。

它们是在低盐度 2一 3编池塘中养殖的
,

性腺发育为 I 一 V 期
。

血清的制备
.
取性腺发育不同时期的梭鱼

,

将鱼体表面的水分擦干
,

剪断尾动脉使血

图 3 , 4吸收光谱 图由丁益同志协助测定
,

特此致谢



64 水 产 学 报 7卷

液流出
,

弃去前几滴血液后
,

立即用干燥的试管收集 2一5 毫升的血液
,

在室温条件下静

置 2 4 小时
,

待血清析出
,

分出血清贮存冰箱备用
。

电泳条件
:

采用 W ir g h t 「们方法
,

改为二级梯度浓度凝胶
,

板面 13 厘米 x 15 厘米 x

0
.

1 厘米
,

同一次电泳可分析 12 个样品
,

缓冲液为 T ir ,一 ly 液
,

p H S
.

3
,

电泳时间为 4一 6

小时
,

起始电压 2 00 伏特
,

电流 2 0 毫安
。

当样品进入分离胶时电压调至 250 伏特
,

电流 25

毫安
,

以溟酚蓝作指示剂
,

电泳过程中当澳酚蓝指示剂到达离玻璃板末端 1 厘米时
,

关闭

电源
,

取下凝胶板装置
,

用刀片轻轻从玻璃上剥离凝胶
,

移入瓷盘内
,

以 0
.

5%氨基黑 10 B

染色闽
,

染色知 分钟后
,

再以 7终醋酸脱色
,

直至凝胶透明为止
,

置 7形醋酸中保存
。

也可

以用玻璃纸包裹
,

在室 内使其自然凉于
,

制成干胶片保存
。

凝胶的制备
:
先将洗净了的玻璃板进行干燥

,

从玻璃板外壁的阴极端 3 厘米处划一

标线
,

然后将配制好的凝胶液混合均匀
,

通过一聚乙烯毛细管
,

使管 口插入两玻璃板之间
,

来回移动注胶
,

待 7拓浓度凝胶接近标记刻度时
,

立即停止
。

然后缓慢地加入 4
.

75 % 浓度

的凝胶液
,

加胶时切勿冲击
,

此时胶面不断上升
,

当离玻璃板顶端 2
.

5 厘米时
,

停止加胶
,

胶面上盖一 薄薄水层
,

在室温下静置 40 分钟
,

分离胶聚合完毕
,

除去水层
,

再加入浓缩胶

1 厘米后
,

插入梳板
,

复盖水层
,

放日光灯下进行光聚合
。

加样
:

将聚合好了的胶板
,

装在电泳仪上
,

取出梳板
,

吸去水层
,

再用滤纸将点样槽内

的水分吸干
,

然后用微量注射器将样品依次加入点样槽内
,

样品以 20 拓甘油混合 (体积 比

1 : 1 )
,

每次加稀释的梭鱼血清样品幻 微升
。

结 果 和 讨 论

实验采用不连续二级梯度聚丙烯酞胺凝胶电泳
,

分离梭鱼血清蛋白
,

与 W ir hg 七等作

者的方法比较
,

本实验可明显区别出有脂蛋白
、

球蛋白
、

运铁蛋白
、

白蛋白和前蛋白五组

分
。

二级梯度聚丙烯酞胺凝胶板型电泳分离梭鱼血清蛋白得到较好的效果
,

分离的区带

数可达 2 5一 30 条以上
。

此方法的主要特点是近阴极端为一层大孔胶 ( 即 4
.

75 拓 )
,

而近

阳极端为一层小孔胶 ( 即 7拓 )
,

这种二级梯度凝胶可使同一凝胶板上布有从大到小的凝

胶孔径
,

使梭鱼血清中复杂的大分子得到有序的分离
。

采用聚丙烯酞胺单一浓度 7%凝胶实验中
,

梭鱼血清蛋白分离结果得到 17一 18 条区

带
,

单一浓度 7环凝胶分离梭鱼血清蛋白的实验中
,

对其中一些大分子成分分离效果 不

好
,

如球蛋白
,

脂蛋白的组分密集不分
,

有一些组分堆积在凝胶的阴极端
。

在单一浓度凝

胶 4
.

75 拓的实验中
,

白蛋白和前蛋白的区带重叠不分
,

其中较大的分子分离的较好
。

但

在单一浓度 4
.

75 % 凝胶分离梭鱼血清蛋自仅得到 1 0一 12 带
。

本文作者曾对单一浓度 凝

胶分离梭鱼血清蛋自分辨率降低间题进行过分析
,

认为单一浓度凝胶因为孔径是完全一

致的
,

分子筛的作用只能使相应分子大小的局部组分得到分离
,

而对另一些组分不能很好

的分离
,

因此造成某些组分的堆积
,

从而使分离的区带数降低
。

W ir hg 七川等学者曾用不

连续四级梯度凝胶分离人的血清与线性梯度凝胶和凝胶等电聚胶分离法进行过比较
,

他

们认为对于血清蛋白分离而言
,

前者的分离效果比后者好
,

他们分离的蛋白质区带可达

幻一 60 条区带以上
。
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处 )
,

而雄鱼则不显示此高峰 (图 4 )
。

实验结果表明梭鱼血清蛋 白分带的变化
,

不只是个

体差异和多态现象
,

更主要是由于性别不 同所引起差异
。

K
.

扣 d a[
, 〕
解释这种差异是由

于卵黄发生和精子发生过程中的代谢的差别所致
。

64 0 n m

图 3 8 号雌校鱼血清蛋白电泳图型在

良O
~ 波长的吸收光谱 (箭头指处示雌

性特异血浆蛋白的吸收光谱 )

图 4 10 号雄梭鱼血清蛋白电泳图型在 6钧~
波长的吸收光谱

结 论

本实验采用不连续二级梯度聚丙烯酞胺凝胶板型电泳
,

对 14 尾梭鱼血清蛋 白的分离

具有良好的分离效果
,

梯度凝胶分离雌鱼血清蛋白得 28 一 30 带 (见图 2 )
,

分离雄鱼血清

得 25 一27 带
。

实验中又采用了单一浓度的凝胶 4
.

75 男
、

7终
、

10 % 分离梭鱼血清蛋白
,

单

一浓度凝胶分离的各实验结果比梯度凝胶分离的区带数低
,

而且图型的局部区带也不清

晰
,

因此不连续梯度聚丙烯酸胺垂直板型电泳是分离鱼类血清较好的方法
。

此方法的主

要优点是血清蛋白分带清晰
,

所含微量的成分也能显示出来
。

又因板型电泳的各样品同

处在一个凝胶板上
,

其电泳条件一致
,

操作简便
,

重复性强
,

因此有推广价值
。

特别对复杂

蛋 白质的分离
,

具有分带清晰的优点
。

二级梯度聚丙烯酚胺凝胶电泳
,

分离梭鱼血清蛋白的图型与 W ir hg t 等闺学者分离

人的血清蛋自的图型相比较
,

明显地观察到脂蛋白
、

球蛋白
、

运铁蛋白
、

白蛋白和前蛋白五

个组分
。

实验中不论是用梯度凝胶还是单一浓度的凝胶
, 电泳结果均发现 。 号

、

2 号
、

5
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、

雄梭鱼血清蛋白的研究 盯

号
、

8号和 12 号雌梭鱼血清电泳图型有一明显深带
,

此深带在所有雄鱼实验中均未发现
。

因此经过雌雄鱼血清电泳图型的比较及吸收光谱分析作者认为这一深带 与 雌性 特异血

浆蛋 白有关
。
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