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用酶联免疫吸附受体法检测

鱼类生长激素的生物活性

陈松林 邓文涛 贺 路 陈细生

(中国水产科学研究院长江水产研究所
.

沙市 13 4 0 00)

摘 要 根据激素一受体反应的原理
,

结合酶联免疫吸附测定法 (E LI s八 ) 和放射受体测定

法 (R R A )的优点
,

应用我们纯化的草鱼生长激素 (g c G H ) 和大鳞大马哈鱼生长激素(s G H )及其特异

扰体
.

采用鱼类肝细胞膜受体制剂
,

首次建立了测定鱼类 G H 生物活性的酶联免疫吸附受体测定法

(E Ll sA 一 R A )
。

此法检测草鱼 G H 的灵敏度达 0
.

06 3 ~ 0
.

! 25。 g / ml
,

检测大马哈鱼 G H 与草鱼肝膜

受体结合的灵敏度达 。
.

2 5。 g
,/ m l

。

同时表明草鱼 G H
、

基因重组鲤 G H 以及大马哈鱼 G H 均可不同

谬度地与草鱼 (e te ,
叩 * 。 , , , 。‘。 : : 己。12, : 。 )

、

鲤 (伪 , : ; n 。 、 ‘·a , , ‘。 )
、

绘 (‘: lu : 。 s , 。 ,“ 。、a z: 5 2和黄颐鱼
、尸。Ite ob 。 , , 。 。了: , z。 :己 , 。。。 )肝细胞 G H 受体特异结合

。

本测定系统可用于测定鱼类垂体中的 G H 含量

以及监测鱼类 G H 分离纯化过程
。

关键词 鱼类
,

生长激素
,

酶联免疫吸附受体测定法

生长激素(G H )是由动物脑垂体 含成与分泌的一仲蛋日质激素
。

肝胜是 G H 作用的主要部

位
,

在肝细胞膜上存在许多能与 c H 特异结合的受体乞H
c r jn g t o n

等
.

19 7 7
:

M oo re 等
.

1 9 7 8〕
。

G H 发挥促生长效应的第一步就是与其受体发生特异性结合反应
。

因此
.

借助于激素一受体特

异结合的原理可以检测 G H 的生物活性及其含量
。

据此原理
,

F rye r

[ 19 7 9二率先建立了罗非鱼
G H 放射受体测定方法(R R A )

。

随后
.

T ar p o y 和 Ni co ll [ 1 9 8 5 ]用此方法对 虎鱼和高首鲜的

肝 G H 受体进行了研究
;
Le Ba i] 等 [ 1 9 8 9二和陈松林等 [ 1 9 9 2 ]则将哺乳类 G H 的 R R A 方法应

用于大马哈鱼 G H 分离纯化研究中
。

由于 R 哀A 法利用放射性同位素作标记物
,

具有污染环境

和影响操作者身体等缺点
,

加之对实验室条件要求较高
,

因而其应用受到较大限制
。

本文利用

酶联免疫吸附测定法的优点
.

建立了一种用酶标代替同位素标记的鱼类 G H 酶联免疫吸附受

体测定方法(E LI S A 一 R A )
。

材料与方法

试剂及药品

牛血清白蛋白(B s A )购自华美生物工程公司 ; 径基过 :

自卫生部北京生物制品所
;
邻苯二胺(o PD )为 si g m a

产品
。

收稿日期
:
一9 9 4一0 9一2 0

.
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1
.

2 激素和抗体来源

大 马哈鱼生长激素 (sG H )和草鱼生长激素 (g C G H )均由笔者分离提纯而来 [陈松林等
,

1 99 2 ; c he
n
等

,

1 9 9 3〕
。

基因重组鲤生长激素(r c G H ) 大肠杆菌表达产物由上海生物工程中心

孙玉昆教授惠赠
,

后经我们分离纯化而来
。

兔抗
s G H 和 gc G H 血清以及鼠抗 g c G H 单克隆抗

体 (g e G H M o A b )均由本实验室自制 [陈松林等
,

1 9 9 5 ]
。

1
.

3 鱼肝受体制剂的制备

将从渔场购来的鲜活草鱼
、

鲤
、

鳃及黄颗鱼杀死后
,

用剪刀剪碎取出的肝脏后加 5 倍于肝

重的 0
·

oZm o 一/ L T r is 一H e 一
,

p H 7
.

5
.

内含 M g e l: 6 m M
,

蔗糖 0
.

3 m o l/ L ;匀浆后置 1 5 0 09 离心

3 0m in
,

收集上清再用 1 0 0 0 0 09 离心 6 0 m in
,

倾去上清收集沉淀重悬于上述缓冲液中
。

用 Br ad
-

fo r d 方法测定受体膜制剂中的蛋白质含量
,

然后稀释成 4m g / ml
,

分装后置一 30
‘

C保存备用
。

1
.

4

1
.

4
.

1

E L IS A 一 R A 程序

包被

用 0
.

osm 。 l/ L N a Ze o 。
一 N a H e o : (p H g

.

6 )缓冲液稀释受体膜
,

添加到 9 6 孔板中
,

每孔
1 0 0、, l

,

4
‘

C包被过夜
。

1
.

4
.

2 封闭

每孔添加 z oo u l 0
.

5 %B s A 于 3 7 (
、

封 l勿 lh
。

1
.

4
.

3 添加激素

用 含 0
.

05 % T w ee n 2 0 的 PB s 洗板 3 次后
,

在每孔中加入 1 0 0川 适度稀释的 G H 溶液
,

3 7 C温育 Zh
。

1
.

4
.

4 添加第一抗体

洗板 3 次后
,

每孔加 1 0 0 0 1适度稀释的兔抗 g e e H 血清(l
: 10 0 0 0 )

、

兔抗
s c H 血清(1

:

2 0 0 0 0 )或鼠抗 g e G H 单抗(1
: 2 0 0 0 0 )

,

3 7 ℃温育 Zh
。

1
.

4
.

5 添加酶标第二抗体

经 3 次洗涤后
,

各孔加 1 0如 11
: 100 稀释的过氧化物酶标记羊抗兔 Ig G 或酶标羊抗鼠

Ig e
,

3 7
‘

C温育 lh
。

1
.

4
.

6 底物

经四次洗涤后
,

各孔加 1 0 0时 酶反应底物 (o P D )
,

浓度为 0
.

05 % (w / v )
,

室温下反应 30

分钟
。

1
.

4
.

7 检测

各孔加 5 0协2 ZN H Zs o 。

终止显色反应
,

然后用 B io 一 R a d 遭5 0 全 自动酶标仪测定各孔在

4 9 0n m 的光密度值(o
.

n 值 )
。

1
.

5 样品制备

草鱼垂体激素抽提液的制备按以前报道的方法进行 [陈松林等
, 1 9 9 1〕

,

共用 1
.

5 9 垂体进

行匀浆
.

最后获得 sm l抽提液
。

将抽提液经过偶联了 gc G H 单克隆抗体的免疫亲和柱层析后
,

获得了 gc G H 组分
,

其蛋白质浓度钧 为 3 00 9 /m1
。

草鱼血清的制备则按常规方法进行
。
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2 结果

2. 1 E LI S A 一 R A 条件的确定

首先
,

进行了不同浓度草鱼肝受体包被效果的试验
。

由图 1 可见
,

受体浓度对测定值

(4 9 0n m 处的光密度值)有一定影响
,

但不是很大
,

当受体包被浓度在 1 :

25 ~ 1 : 1 00 之间时
,

添加的 gc G H 浓度与光密度值之间均存在明显的剂量反应关系
,

随着激素浓度的升高
,

光密度

值也相应升高
;
据此

,

我们选择 l :

50 作为受体的适宜包被浓度
;
其次

,

我们确定了非特异性结

合程度
,

当用加热失活受体包被时
,

只有当 G H 浓度很高 (2雌 和 4 0 9 / ml 组 ) 时
,

才有一定的

结合反应
,

但其结合率明显低于未失活的受体(图 IA ) ;
当不用受体包被

,

而直接用 B s A 封闭

时
,

不管 G H 的添加浓度多高
,

均没有明显结合(图 1B )
。

由此表明
,

在本 E LI s A 一R A 系统中
,

gc G H 和
s G H 与草鱼肝受体制备物之间存在着明显的特异性结合

,

其非特异性结合很低
。

0 弓 A

已口06寸
�
h

.0三
己06寸

s(ill(lls/nll)
0

.

1 2 5 0
.

2 5 0
.

5 1 2 4
‘

g e G H (卜g / rn l)

图 1 草鱼 G H ( A )和大鳞大马哈鱼 G H (B )与不同浓度草鱼肝膜受体的结合曲线

F ig
·

1 T h e b i n d in g e u r ve
o f s ras

s
ca

rP G H (A ) an d e h i n o o k sa lm o n G H (B )

to g r as s
ca

r P live r m e m b r a n e r e c e Pt o r w ith d iffe
r e n t e o n e e n t r a t io n

A :

第一抗体为 gc G H 单克隆抗体
; B :

第一抗体为兔抗
sG H 血清

。

受体包被浓度为
: .
一

l
:

25
; △一△1

:

50
; 口一口 1

:

10 0 ;

O 一O用失活受体包被
; ▲一▲用牛血清白蛋白包被的非特异性结合

。

2
.

2 草鱼 G H ( g c G H )与不同鱼类肝受体的结合

图 2 表明
,

g c G H 不仅能与鲤科鱼类 (草鱼和鲤 )肝 G H 受体相结合
,

而且还能与鳃及黄颗

鱼肝受体发生明显的特异性结合
。

但是
,

草鱼 G H 与草鱼和鲤肝受体的结合率大于与鳃和黄颗

鱼肝受体的结合率
。

当 g c G H 浓度为 0
.

06 3 或 0
.

1 2 5林g / m l时就可看到 gc c H 与草鱼或鲤肝受

体明显的阳性咭合
,

而对绘
、

颗而言
,

只有当 gc G H 达 0
.

12 5。 g / m1 以上时
,

才可见到明显的阳

性反应
。

由图可见
,

用兔抗 gc G H 抗血清 (图 ZA )和鼠抗 g cG 日 单伉 ( 图 ?B) 均朴得参似结果
。
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z一0尔一
、

(���tu洲一06叮�一C

g e G H (拜g / m

图 2 草鱼 G H 与草鱼 (. 一
)

、

鲤
(△一川

、

鳃旧一口)
、

黄颗鱼 (+ 一 + )肝膜受体

以及草鱼失活受体((D 一。)的结合曲线

F i g 二 2 T h e b in d in g e u r v e s o f g e G H t o t h e live
r m e m b r a n e s ft o m g r as s c a r P ( .

一
)

, c o m m o n

e a rP (△一△ )
, so u t h e r n sh e a t fi s h (D 一D ) a n d y e llo w ca t fi s h ( + 一 + )

受体浓度为 l
:

50
。 A :

用兔抗 gc G H 抗血清作第一抗体
;

B :

用 gc G H 单克隆抗体作第一抗体
。

▲一▲为用 Bs A 包被的非特异性结合
。

2. 3 基因工程重组鲤 G H ( r c G H )与不同鱼类肝受体的结合

鉴定 rc G H 是否具有生物活性乃是使这种高技术产品走向产业化的重要一步
。

本文应用

E Ll s A 一R A 方法测定了
: c G H 与几种鱼类肝 G H 受体的结合情况 (见图 3 )

。

由图可见
,

rc G H

与草鱼
、

鲤
、

鳃及黄颖肝膜受体均有特异结合
,

而与加热失活的草鱼肝受体则几乎无结合反应
。

r c G H 与草鱼和鲤鱼肝受体的亲和力略大于绘和黄颗受体
。

rc G H 的检测灵敏度约为 0. 1 2 5 0 9 /

m l
。

2
.

4 大鳞大马哈鱼 G H (s G H )与不同鱼类肝受体的结合

大鳞大马哈鱼属蛙蹲鱼类
,

与鲤科
、

给科及诡
.

件鱼类亲缘关系相差较远
,

但
5 G H 与草鱼

、

鲤
、

鳃及黄颗肝膜受体仍有特异结合反应 (图 4 )
。

其中
,

与草鱼肝受体结合率最高
,

与鳃
、

鲤
、

颖

三种鱼肝受体的结合率相差不大
。

不过
,

与 g c G H 及 rc G H 相比
, s G H 与上述几种鱼肝受体的

亲和力相对要低些
, s G H 的检测灵敏度为 0

.

2 5件g / m l
。
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鳃旧一口 )或黄颗鱼(+ 一 + )肝膜受体以及

草鱼失活受体 (。一。)的结合曲巍
F ig

.

3 T h e b in d in g e u r v e s o f r ec o m b in a n t

e a r P G H to th e live
r m e m b ra n e s ft o m g r a s s

c a rP(. 一 . )
,

c o m m o n e a r P(△ 一△ )
,
s o u th e rn

s h e a tfi s h (D 一D ) a n d ye llo w ca tfi s h (+ 一 + )

受体浓度为 l
:

50
;
第一抗体为 gc G H 单克隆抗体

。

图 4 大鳞大马哈鱼 G H 与草鱼(. 一
、

鲤(八一八 )
、

鳃(口一口 )

或黄颗鱼(+ 一+) 肝膜受体

以及草鱼失活受体(0 一(
_

) ,的结合曲线

Fig
.

4 T h e b in d in g e u r
ve

s o f e h in o o k sa lm o n

G H to the live
r m e m b r a n e s ft o m g r as s e a r P(. 一 . )

,

e o m m o n e a r P(△一八)
,
s o u th e r n s h e a tfis h (口一口)

a n d ye llo w e a tfi s h (+ 一+ )

受体浓度为 1
:

50
;
第一抗体为兔抗

s G H 血清
;

▲一▲为未用受体包被的非特异性结合
。

2. 5 E L IS A 一R A 的应用实例

应用本文建立的鱼类 G H E LI s A 一R A 技术分别测定了草鱼垂体激素抽提物
,

经 gc G H

单克隆抗体亲和层析柱纯化的gc G H 组分以及草鱼血清的 G H 活性
。

结果表明
,

垂体抽提物及

亲和层析获得的 9 c G H 组分在该测定系统中均有明显的交叉反应
,

其序列稀释曲线与标准曲

线相平行旧 5)
,

根据标准品的浓度与光密度值的关系
,

还可对上述样品中的 G H 含量进行粗

略定量估计
。

但草鱼血清的序列稀释曲线则非常平坦
,

与标准曲线不平行(结果未显示出来)
,

从而暗示该测定系统可能不宜用于测定血清中微量的 G H 水平
。
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/
/

一, /

‘‘06甲
.

0
.

0

仁习片之二之
~ ~ , ~ ~ ~ 甲~ ~ ~ r ~ ~ ’f

0
.

0 3 2 0
.

0 6 3 0
.

1 2 5 0
.

2 5 0
.

5 1
.

() 2
.

0 1 / 6 4 0 0 1 / 1 6 0 0 1 / 8 0 1 / 4 0 1 / 2 0 1 / 10

g c G H 标准 (p g / m l )

l / 12 8 0 0 1 / 3 2 0 0

垂体抽提物

亲和 层析纯化

的 g c G H 组 分

草鱼垂体抽提物和免疫亲和纯化的 gc G H 组分与草鱼肝受体(l , 5 0) 的结合曲线

T h e b in d in g eu r
ve

s o f g ras s c a r P Pit u ita ry e x tr a e t a n d 如m u n o a
ffi

n ity Pu rifi e d g c G H

w ith th e live r m e m b ra n es (l ,
,

5 0 )习f g ras s
ca r P

第一抗体为 9 c G H 单抗
,

O 一O用失活受体包被
; ▲一▲未用受体包被的非特异性结合

。

l
..LF....尸匀

⋯
1
工h�. |R

.F

3 讨论

( l) 长期以来
,

人们测定鱼类 G H 的生物活性主要依靠生物测定法
,

即刺激鱼体快速生长

的方法
。

这种方法虽然较准确
、

有效
,

但实验周期长
、

耗费的人力
、

物力也很大
,

且鱼体生长受饲

养条件
、

饵料状况的影响也较大
。

后来
,

人们在放射免疫测定(RI A ) 的基础上发展了放射受体

测定法 ( R R A ) 〔F
ry e r ,

1 9 7 9 ; L e B a iz等
,

19 8 9〕
。

但由于放射性同位素作为标记物
,

不仅污染环

境
,

而且影响操作人员的身体健康
,

因而大大限制了其使用范围
。

本文根据激素一受体特异结

合的原理
,

利用酶联免疫吸附测定法 (E Ll s A ) 的优点
,

首次建立了一套测定鱼类 G H 生物活

性的酶标受体检测法 (E L Is A 一R A )
。

初步研究表明
,

该法快速
、

准确
,

灵敏度一般在 0
.

063 一0.

1 2 5件g / m l
,

略低于 R R A 法
,

但却明显高于经典生物测定法 (l 一1 0件g / m l)
。

这种酶标受体法主

要用于检测鱼类 G H 制备物的生物活性
,

在鱼类 G H 分离纯化中有重要应用价值
。

同时
,

该方

法还可用于开展鱼类 G H 与其受体相互作用等研究
。

但由于受灵敏度限制
,

该系统不宜用来测

定鱼类血液中微量的 G H 水平
。

关于鱼类血液中 G H 含量的微量分析技术
,

我们将另文报道
。

( 2) 本文报道的 E LI S A 一R A 是建立在 G H 先与受体相结合
,

然后再与其特异的抗体结合

的基础上
。

因此
,

该系统既测定了 G H 的生物活性 (与受体结合的能力)
,

又测定了 G H 的免疫

学活性(与抗体结合的能力 )
,

只有这二种活性都具备的 G H 分子才能测定出来
。

因此
,

这种方

法的特异性很强
。

在这一点上
,

放射受体测定法 (R R A )则显得不足
, R R A 是根据未标记激素



3 期 陈松林等
:

用酶联免疫吸附受体法检测鱼类生长激素的生物活性

和同位素标记激素竞争结合同一受体的原理进行的〔Fr ye r , 197 9〕
,

因而只能测定出 G H 的生

物活性
,

而测定不出 G H 的免疫学活性
。

(3) 由上可知
,

gc G H 不仅能与亲缘关系较近的鲤鱼肝 c H 受体相结合
,

而且还能与亲缘

关系较远的鳃和黄颗鱼肝膜受体结合
。

同样
, sG H 也能与草鱼

、

鲤
、

鳃和黄颗肝受体结合
,

也就

是说
, 5 G H 对上述几种鱼都是有生物活性的

。

Y ao 等〔1 9 9 1〕也发现
,

真绸 G H 能与虹蹲肝受体

特异结合
,

这与本文报道的相类似
。

可见
,

在进化上较低等的鱼类肝膜 G H 受体对异源 G H 的

识别能力较弱
,

不仅能与哺乳类来源的 G H 相结合「Le Bail 等
, 19 8 9 ;

陈松林等
, 19 92 〕

,

而且能

与其它鱼类的 G H 相结合
,

这也暗示着一种鱼类的 G H 对另一种鱼类的生长是有促进作用

的
,

这为异源鱼类 G H 基因转移及应用异源鱼类重组 G H 产品促进鱼类生长的研究提供了重

要的理论依据
。

当然
,

亲缘关系越远
,

其受体与异源鱼类 G H 的亲和力也越小
,

但至于鱼类 G H

和其受体之间的亲和力与鱼类进化之间的定量关系问题还有待进一步研究
。

本研究系国家自然科学基金资助项 目
,

编号为 3 9 300 10 2
。

南开大学生物系 94 级研究生杨 春同志参加

部分工作
,

中国农科院生物技术中心杨 峰同志协助制备单杭腹水
,

上海生物工程中心孙玉 昆教授惠赠重组

鲤 G H
,

在此一并致谢
。
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