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摘要：采用饱和硫酸氨分步沉淀和 3&9-*5&: ;!&"" 凝胶层析的方法，首次分别纯化制备了健康非免疫状态下

中华鲟（!"#$%&’%( ’#&%&’#’）、史氏鲟（!"#$%&’%( ’")(%&"*##）和达氏鳇（+,’- ./,(#",’）的血清免疫球蛋白（<7），并采用

聚丙烯酰胺凝胶电泳（=#;(）、3>3 # 聚丙烯酰胺凝胶电泳（3>3!=#;(）、蛋白免疫印迹（?&80&@4 .’/00+47）及免

疫琼扩实验等方法对其 <7 及 <7 亚单位的分子量和部分特性进行了分析。=#;( 及 3>3!=#;( 的结果显示：史

氏鲟，中华鲟和达氏鳇 <7A 的相对分子量分别为 +$) B>，+*$ B> 和 *&’ B>；( 种鲟鱼 <7 的重链分子量均为 ++
B>，都具有 &* B> 的轻链，其中达氏鳇还另有一分子量约为 &$ B> 的轻链蛋白。分子量的测定及计算结果显

示鲟鱼的 <7 为四聚体。?&80&@4 .’/00+47 的检测结果表明，( 种鲟鱼 <7 的重链与其 <7 具有同样的抗原性，在硝

酸纤维素膜上可被兔抗鲟 <7 多克隆抗体所识别，而轻链的 ?&80&@4 .’/00+47 检测结果则呈阴性。免疫沉淀反应

的结果显示，( 种鲟鱼的血清及其 <7 与相互之间的兔抗 <7 血清有免疫沉淀反应，但与兔抗鲤 <7 血清无免疫沉

淀反应，这表明 ( 种鲟科鱼类的 <7 在结构和序列上是较为相似的，而与鲤鱼等高等硬骨鱼类的 <7 存在较大的

差别。
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鲟鱼，泛指鲟形目（<!%$*/1*#%5&#6*1）鱼类，在

鱼类乃至脊椎动物的系统进化上占据着重要的

地位。它们是一群古老的鱼类，有着“活化石”之

称，同时鲟鱼还具有重要的经济价值，其鱼子酱

被称为“黑色黄金”。野生的鲟鱼更是被列入世

界濒危保护动物的行列。在我国，野生中华鲟

（!"#$%&’%( ’#&%’#’）属 一 级 保 护 动 物，而 史 氏 鲟

（!"#$%&’%( ’")(%&"*##）和达氏鳇（+,’- ./,(#",’）则是

重要的经济鱼类，其野生种也受到保护，并且都

具有养殖前景。我国的鲟鱼养殖业正在兴起，养

殖的成功及健康发展同控制病害密切相关，对鱼

类的 01（主要是 012）及其特性进行了解，在鱼体

的免疫防御、鱼病的治疗和疫苗的使用等方面的

研究中都具有重要意义。

在国外，有关鲟鱼免疫球蛋白的研究也进行

得较少，只对白鲟（!"#$%&’%( 3(/&’4-&3/&,’）和西伯

利亚鲟（!"#$%&’%( 5/%(#）等少数鲟鱼进行了这方面

的研究［!，"］，其中 =,/78:%1- 等在对西伯利亚鲟亚

单位结构序列进行分析时发现其轻链的保守序

列与软骨鱼相近，而可变区与真骨鱼有类似之

处［#］，这一研究说明了鲟鱼所处的特殊分类地位

———由软骨鱼类向高等硬骨鱼类进化的过渡种

类———同免疫球蛋白演化之间的联系。因此对

鲟鱼的免疫球蛋白进行研究不但可以完善对鲟

鱼免疫系统的认识，而且对研究鱼类的进化也具

有一定的意义。

! 材料与方法

) ’) 实验动物及血清的制备

实验用鲟鱼采自中国水产科学研究院鲟鱼

繁育技术工程中心。史氏鲟为 >? 龄，体重 @ ’ A B
C ’@ D4；达氏鳇为 E 龄，体重 > ’ @ B > ’ A D4；中华鲟

为 E ? 龄，体重 > ’ @ B > ’ A D4。随机采集健康的非

免疫史氏鲟 CA 尾、中华鲟及达氏鳇各 CF 尾的尾

动（静）脉血，其中史氏鲟采血致死，中华鲟及达

氏鳇每尾采集 C@ 6= 左右血液后放回鱼池。收

集血液，置 >@ G室温下 E@ 6%/，然后于 H G冰箱

中过夜。待血清充分析出后，E A@@ #·6%/I C离心

>@ 6%/，收集上清。血清于 I >@ G保存、备用。

健康新西兰大白兔购自哈尔滨医科大学实

验动物中心。

) ’* 饱和硫酸铵分步盐析

取鲟鱼血清，加等体积 @ ’@C 6&.·=I C $J K’ H
的磷酸盐缓冲溶液混匀，滴加饱和硫酸铵使其达

总体积的 >@L，H G冰箱静置 >@ 6%/，以 E @@@ #·
6%/I C H G离心 CA 6%/，弃沉淀（纤维蛋白）。取

上清液，加入与上清液体积相等的饱和硫酸铵溶

液，H G冰箱静置 >@ 6%/，以 E @@@ #·6%/I C H G离

心 CA 6%/，弃上清液（清蛋白）、沉淀为球蛋白。

将沉淀溶解于磷酸盐缓冲液，加饱和硫酸铵，使

其饱和度为 EEL，H G冰箱静置 >@ 6%/，以 E @@@
#·6%/I C H G离心 CA 6%/，除去上清，沉淀即为!;
球蛋白。收集沉淀，溶于 @ ’ @> 6&.·=I C $J F’ @
(#%1;JM. 缓冲液，H G透析 >H )，中间换缓冲液。

) +, -"./0’"1 23*4 凝胶过滤除盐

采用 $J K’ @ 的 磷 酸 缓 冲 液（NOP）溶 胀

P*$)"7*Q R;>A（N)"#6"!%"）。平衡好柱（C ’ A !6 S
>@ !6）体积后，加样，洗脱，流速 @ ’ A 6=·6%/I C，

自动器收集蛋白峰，紫外检测仪检测。收集的蛋

白液放入透析袋中浓缩。

) +5 -"./0’"1 23*66 柱层析纯化、制备血清 78
取 C@ 4 P*$)"7*Q R;>@@（N)"#6"!%"，P2*7*/）

于 T@@ 6= @’C 6&.·=I C $J F’ @ (#%1;JM= 缓冲液

中溶胀 K> )，装柱（规格为 > ’ A !6 S T@ !6）。洗

脱液为 @ ’C 6&.·=I C $J F’@ (#%1;JM.（含 @ ’CA 6&.
·=I C U"M. 和 @ ’ @CL的叠氮钠缓冲液），流速为

@ ’E 6=·6%/I C，紫外检测记录仪监测，收集第一

峰，即 34V。层析工作站记录分离曲线、收集的

蛋白液用 >@L聚乙二醇浓缩后，冷冻冻干机冻

干，I >@ G保存。

) +4 血清 78 轻、重链的制备

取 >@ 64 鲟鱼血清 34，溶解于 C@ 6= @’A 6&.
·=I C $J F’@ 的 (#%1;JM. 缓冲液（含 H ’ @ 6&.·=I C

尿素）中，逐滴加入 > I 巯基乙醇（<6#*1!&）至终

浓度 @ ’ KA 6&.·=I C，于室温下真空作用 E )。冰

水冷却后，加入等体积预冷的 @ ’ KA 6&.·=I C碘乙

酰胺溶液，用 A ’ @ 6&.·=I C U"+J 溶液小心调 $J
至 F ’ @，并保持约 C )。还原烷化的血清 34 对 >
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!!! "# !$ %& "’(·#) %的 *+,( 于 - .透析过夜。

将蛋白液浓缩至质量浓度约为 / $ ! "0·"#) %左

右。 ) /! .冷冻、保存备用。

! $" 电泳

非变性连续聚丙烯酰胺凝胶电泳（1234）测

定 50 纯度及其相对分子量 采用 67’ 8+9 垂

直电泳系统，配 置 : $ &; 聚 丙 烯 酰 胺 凝 胶（含

! $<;琼脂糖），蛋白标准品（1=+>"+?7+，分子量为

%&@ A BC& DE）和鲟鱼 50 的浓度为 ! $ & "0·"#) %，

样品缓冲液为 ! $% "’(·#) % FG <$@ H>7I ) G,(（含

甘油及溴芬兰），加样电泳，当染料到达分离胶底

部时，停止电泳。取出凝胶，室温摇床考马斯亮

蓝 8 ) /&! 染色 - = 后、脱色，记录结果，拍照，计

算分子量。

JEJK1234（:; A %!;）测定 50 轻、重链的相

对分子量 聚丙烯酰胺分离胶为 %!;，浓缩胶

:;，蛋白 L+>DM> 为 %- A /%& DE（J70"+），标准及

样品浓度与 1234 相同，缓冲液为 ! $ % "’(·#) %

FG <$ @ H>7IKG,(（含 %; JEJ，! $ !&; 溴 酚 兰 及

%!;甘油），加样后调节电流至 %! "2，染料进入

分离胶后，加大电流至 %& "2。染料到达分离胶

底部时停止电泳。以下同 1234 的测定。

! #$ 兔抗三种鲟鱼血清 %& 多克隆抗体的制备

兔抗鲟鱼多克隆血清的制备 采用纯化

的 50 用生理盐水溶液配成 / $! "0·"#) %的 50 溶

液，加等量的弗氏完全佐剂（J70"+），调制成均匀

的乳剂，对新西兰大白兔四足垫皮下注射。两周

后二免，取 / $! "0·"#) %的 50 溶液加等量弗氏不

完全佐剂（J70"+），膕淋巴结及颈部皮下多点注

射。二免 % 周后，耳缘采血测定抗血清效价，达 %
N:/ 后再在耳缘静脉注射 % "0 的 50（若达不到 %N
:/ 稀释度，重复二免步骤），一周后心脏采血制备

兔抗血清，) @!.保存。

兔抗鲟血清 503 的纯化 采用 JMF=+9MO
3K%&!（1=+>"+?7+，JPM9MQ），层析柱规格 / $ & ?" R
<! ?"，缓冲液为 ! $% "’(·#) % FG @$! H>7IKG,(（含

! $%& "’(·#) % *+,( 和 ! $!%;的叠氮钠）。兔抗鲟

血清滴加饱和硫酸铵分步沉淀（方法见 % $ /）后，

加样洗脱，流速为 ! $ : "#·"7Q) %。收集蛋白，

/!;聚乙二醇浓缩，冻干，) /!.保存。

鲤（!"#$%& ’($#%)*+）血清 50 的提纯及兔抗鲤

血清 50 多克隆抗体的制备方法与鲟鱼相同。

! $’ 凝胶平板双向免疫扩散实验

制备琼脂凝胶（生理盐水配制的 %;琼脂）

板，打孔，点样，中间孔为兔抗鲟 50 血清，四周孔

分别为鱼类血清及其 50 溶液（/ $ ! "0·"#) %）。

将点好样的琼脂板放入湿盒，置 :C .温箱中扩

散 /- A -@ =。观察沉淀线的产生。

! #( 免疫印迹（)*+,*-. / 012,,3.&）试验

鲟鱼血清 50 的免疫印迹鉴定 当 : 种鲟

鱼血清 50 非变性连续 1234 即将结束时，采用

67’8+9 半干转印系统将凝胶上的蛋白条带转移

至硝酸纤维素膜上，按 ! $ <& "2·?") /接通电源，

电转移 / =。完全转移后将硝酸纤维素膜浸于封

闭液（! $!% "’(·#) % FGC$- 16JKH，内含 6J2 %! 0
·#) %）中 / =，封闭膜上可能结合的非相关蛋白的

位点，然后按 ! $& "#·?") /的量加入兔抗鲟 503，

- .冰箱过夜，用 16J ) H 缓冲液洗涤 : 次，每次

& "7Q。将膜转移至含有用辣根过氧化酶标记的

羊抗兔 503（上海鼎国）溶液中，:C .平动 / =，用

16JKH 缓冲液洗涤 : 次，每次 & "7Q。按 ! $ % "#·
?") /加底物溶液，当膜上出现深蓝色条带时，蒸

馏水洗终止反应，吸去水分，晾干。结果判定：硝

酸纤维素杂交膜上有特异性显色带为阳性，否则

为阴性。

50 轻、重链的免疫印迹鉴定 当 : 种鲟鱼

血清 50 轻、重链的 JEJ ) 1234 即将结束时，进

行电转移。其余步骤同上。

/ 结果

4 $! 史氏鲟、达氏鳇及中华鲟血清免疫球蛋白

的柱层析结果

中华鲟、达氏鳇及史氏鲟血清经饱和硫酸铵

分步沉淀后葡聚糖凝胶层析，所出现的蛋白洗脱

峰及其洗脱时间（图 % A :）。

图 % 中华鲟血清免疫球蛋白 JMF=+9MO 3 ) /!! 层析图

S70$% JMF=+9MO 3 ) /!! 0M( ?=>’"+T’0>+F=U ’V
50 7Q IM>+ ’V ,’%$-)+-# +%)-+%+

!!"- 期 刘红柏等：中华鲟、史氏鲟及达氏鳇血清免疫球蛋白的纯化及部分特性分析



图 ! 达氏鳇血清免疫球蛋白 "#$%&’#( ) * !++ 层析图
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8. -9 :#2& 37 !"#$ %&"’()"#

图 ; 史氏鲟血清免疫球蛋白 "#$%&’#( ) * !++ 层析图

,-./; "#$%&’#( ) * !++ .#0 1%234&53.2&$%6 37
8. -9 :#2& 37 *)(+,-#,’ #).’,-)/((

中华鲟的层析图上只有一个峰，根据鱼类免

疫球蛋白的类型来判断，此即 8.< 的洗脱峰，而

史氏鲟及达氏鳇分别都有两个洗脱时间和吸光

值不同的蛋白峰，其中第一峰的洗脱时间与人及

鲤的 8.< 相近［=］，即为鲟鱼的 8.<。

! /! 史氏鲟、达氏鲟及中华鲟免疫球蛋白及其

重链、轻链的分子量

; 种鲟鱼 >?)@ 及 "A" * >?)@ 的结果见图

=、B，史氏鲟、中华鲟及达氏鳇 8.< 的分子量分别

为 CDE FA、CGD FA 及 G!= FA，略小于牛血清 8.<
的分子量（GEB FA）。同样测定所收集的史氏鲟

第 ! 蛋白峰物质的分子量为 =BD FA，达氏鳇第 !
峰物质分子量为 =DC FA。

这 ; 种鲟鱼的 8.< 均可被 ! * 巯基乙醇降

解，在 "A" * >?)@ 图上均出现 H 条分子量为 CC
FA的重链条带和 H 条分子量为 !G FA 的轻链条

带，达氏鳇除此外还另有 H 条分子量为 !D FA 的

轻链条带（计算结果见表 H）。

通过重链及轻链的分子量对 8.< 的分子量

进行了计算，其结果见表 H。

图 = 中华鲟、达氏鳇及史氏鲟的 >?)@ 图谱

,-./= >?)@ &9&06:-: 37 430#1I0&2 J#-.%5 37
8. -9 :#2I4 37 5%# 5%2## :5I2.#39:

H/中华鲟血清 8.<；!/达氏鳇血清 8.<；& * 8.<，K * 达氏鳇第二

峰蛋白 /;/史氏鲟血清 8.<；&’* 8.<，K’* 史氏鲟第二峰蛋白 /

H / 8.< -9 *)(+,-#,’ #(-,#(# :#2I4；! / 8.< -9 !"#$ %&"’()"# :#2I4；

;/ 8.< -9 *)(+,-#,’ #).’,-)/(( :#2I4

图 B 史氏鲟、中华鲟及达氏鳇

8. 重链及轻链 "A" * >?)@ 图谱

,-./B "A" * >?)@ &9&06:-: 37 %#&L6 1%&-9 &9’
0-.%5 1%&-9 37 5%# 5%2## :5I2.#39:

H/达氏鳇；!/史氏鲟；;/中华鲟；& * 重链；K * 轻链

H/ !"#$ %&"’()"#；! 0 *)(+,-#,’ #).’,-)/((；; 0 *)(+,-#,’ #(-,#(#&/ %-.%

1%&-9/ K：0-.%5 1%&-9

! "# 史氏鲟、达氏鳇和中华鲟血清 $%& 及其亚

单位的 ’()*(+ , -./**0+% 分析结果

; 种实验鱼的 M#:5#29NK0355-9. 分析结果见图

D，显色结束后在硝酸纤维素杂交膜上可明显的

观察到血清 8.< 特异性条带中华鲟 CGD FA、史氏

鲟 CDE FA、达氏鳇 G!= FA；而所收集的第 ! 峰物

质则呈阴性，说明此物质与 8.< 的抗原性不同。

对这 ; 种鲟的重链和轻链进行的 M#:5#29NK0355-9.
分析表明，它们的重链（CC FA 条带）均可在硝酸

纤维素杂交膜上被各自的兔抗血清 8.< 抗体所
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识别，而其轻链的 !"#$"%&’()$$*%+ 检测结果则呈

阴性（图 ,）。这表明它们各自的重链都具有和其

-+ 相同的抗原性，而轻链的抗原性因较弱或没有

而无法被血清 -+. 的兔抗所识别。

表 ! " 种鲟科鱼类血清免疫球蛋白及其重链、轻链的相对分子量

#$%&! ’( )*+,-.+$/ 0,1(23，2,$45 -2$16 )&0& $67 +1(23 -2$16 )&0& *8 32/,, 93./(,*69 :;

-+. 分子量

-+ /010
2 链分子量

2 345*% /010
6 链分子量

6 345*% /010
-+. 分子量计算值

3537(5$*)%
中华鲟 !"#$%&’%( ’#&%’#’ 89: 88 ;9 9<:

史氏鲟 !"#$%&’%( ’")(%&"*## 8:, 88 ;9 9<:
达氏鳇 +,’- ./,(#",’ 9;= 88 ;: 及 ;9 9<: 或 9>;

图 : 史氏鲟、达氏鳇及中华鲟

血清 -+. 的免疫印迹结果

?*+0: !"#$"@% A ’()$$*%+ 5%5%(B#*# )C -+. *% #"@7/ )C
!"#$%&’%( ’")(%&"*##，!"#$%&’%( ’#&%’#’ 5%D +,’- ./,(#",’
.A 蛋白标准；EF A 史氏鲟；G2A 达氏鳇；HF A 中华鲟

.A I@)$"*% /5@J"@；EF A !"#$%&’%( ’")(%&"*##；

G2A +,’- ./,(#",’；HF A !"#$%&’%( ’#&%’#’

图 , 史氏鲟、达氏鳇及中华鲟

血清 -+. 的重链及轻链免疫印迹结果

?*+0, !"#$"@%&’()$$*%+ 5%5%(B#*# )C 2 345*% 5%D 6 345*% )C
% #"@7/ )C !"#$%&’%( ’")(%&"*##，!"#$%&’%( ’#&%’#’ 5%D +,’- ./,(#",’

.A 蛋白标准；EF A 史氏鲟；G2A 达氏鳇；HF A 中华鲟

.A I@)$"*% /5@J"@；EF A !"#$%&’%( ’")(%&"*##；

G2A +,’- ./,(#",’；HF A !"#$%&’%( ’#&%’#’

图 8 史氏鲟、达氏鳇、中华鳇、鲤及其

兔抗血清凝胶平板免疫扩散试验结果

?*+08 K734$"@()%B 5%5(B#*# )C #"@7/ -+ )C
01$(1&,’ "/($#-，!"#$%&’%( ’")(%&"*##，!"#$%&’%( ’#&%’#’

5%D +,’- ./,(#",’ 5%D $4"*@ @5’’*$ 5%$* #"@7/
E0兔抗鲤血清 -+ 免疫琼扩；L0兔抗中华鲟血清 -+ 免疫琼扩；

H0兔抗史氏鲟血清 -+ 免疫琼扩；G0 兔抗达氏鳇血清 -+ 免疫

琼扩

> A 达氏鳇血清；; A 史氏鲟血清；< A 中华鲟血清；= A 达氏鳇

-+；M A 史氏鲟 -+；: A 中华鲟 -+；, A 兔抗鱼血清 -+ 血清

E0 K734$"@()%B 5%5(B#*# )C @5’’*$ #"@7/ 5%$* 01$(1&,’ "/($#- #"@7/

-+；L0 K734$"@()%B 5%5(B#*# )C @5’’*$ #"@7/ 5%$* !"#$%&’%( ’#&%’#’

#"@7/ -+；H0 K734$"@()%B 5%5(B#*# )C @5’’*$ #"@7/ 5%$* !"#$%&’%(

’")(%&"*## #"@7/ -+；G0 K734$"@()%B 5%5(B#*# )C @5’’*$ #"@7/ 5%$*

+,’- ./,(#",’ #"@7/ -+> 0 #"@7/ )C +,’- ./,(#",’；; 0 #"@7/ )C

!"#$%&’%( ’")(%&"*##；< 0 #"@7/ )C !"#$%&’%( ’#&%’#’；=0 -+ )C 27#)

D57@*37#；M0 -+ )C !"#$%&’%( ’")(%&"*##；:0 -+ )C !"#$%&’%( ’#&%’#’；, 0

@5’’*$ #"@7/ 5%$* -+ *% C*#4 #"@7/
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! "# 史氏鲟、达氏鳇及中华鲟 $%& 免疫扩散实

验结果

如图 !—"、#、$ 所示，兔抗中华鲟 %& 的血

清、兔抗史氏鲟 %& 的血清及兔抗达氏鳇 %& 的血

清与 ’ 种鲟鱼的血清及其血清 %&( 都有沉淀反

应，沉淀线之间相互融合，不出现交叉或部分交

叉现象；兔抗鲤血清不与鲟鱼血清及其血清 %&
发生免疫沉淀反应（图 !—)）。

’ 讨论

’ *( 鲟鱼免疫球蛋白的特点

采用传统的饱和硫酸铵分步沉淀和凝胶层

析的方法对 ’ 种鲟科鱼类：中华鲟、史氏鲟和达

氏鳇的血清免疫球蛋白进行了纯化。虽然现在

分离蛋白的方法很多，但传统的饱和硫酸铵沉淀

加凝胶层析的方法由于设备简单、操作方便、不

需要有机溶剂、对高分子物质有很好的分离效

果，所以在教学和实验中被广泛应用，无论从分

离效果上还是操作技术上都有一定的保证。因

此在进行新的研究上使用这些常规的方法是较

为科学的选择。

从凝胶层析图中可以看出，中华鲟只有 + 个

蛋白洗脱峰，而史氏鲟及达氏鳇分别有两个完全

分离的蛋白洗脱峰，按照我们的洗脱条件的选择

以及洗脱蛋白的保留时间和吸光值（与浓度成正

比），可以判定所得到的第 + 峰蛋白为研究对象

的主要 %&，对于硬骨鱼类来讲，即是 %&(。,)-.
所测定出的该蛋白峰的分子量，以及通过亚单位

分子量所换算出的该蛋白的分子量也都表明了

这一点。,/0123/ 等发现西伯利亚鲟血清中的优

球蛋白类似于 %&( 分子，可以形成（4565）7 形式

的高分子量的多聚体，也可以形成单聚体或二聚

体［5］，)89:;<7 等也发现白鲟血清中有单聚体分

子量的 %&（+=> 9$）［+］。我们在史氏鲟及达氏鳇

层析图中也发现了分子量类似于 %&( 二聚体的

第 5 洗脱峰蛋白（分子量在 ?>> @ A>> 9$ 之间），

由于其 BC;1C07 D E3<11:7& 的检测结果则呈阴性，

因此它应该不是 %&( 的降解产物。关于鲟鱼 %&
的种类，,/0123/ 等认为 %&( 是鲟鱼唯一的免疫球

蛋白［5］。

虽然鲟鱼在某些形态及生理特征上与软骨

鱼类有近似之处，而且其轻链恒定区也与软骨鱼

相似而与真骨鱼不同，但在本实验中对 ’ 种鲟鱼

%&( 及其重链、轻链分子量的测定结果却表明鲟

鱼的 %&( 同其它硬骨鱼类一样为四聚体，而同鲨

鱼等类似于哺 乳 动 物 %&( 的 五 聚 体 不 同［A，F］。

)89:;<7 等［+］对白鲟血清 %& 及亚单位分子量的测

定结果也表明它的 %& 为四聚体。

在双向琼扩免疫反应中可以看出，尽管 ’ 种

鲟鱼的分类地位稍有不同，但兔抗中华鲟 %&( 的

血清，抗史氏鲟 %&( 的血清及抗达氏鳇 %&( 的血

清同这 ’ 种鱼的血清及相应的 %&( 均有免疫沉

淀反应，其抗体的免疫原性相同，说明它们的抗

体在在结构和序列上具有高度的同源性。但兔

抗鲤血清 %&( 的血清却同这 ’ 种鲟鱼血清及其

血清 %&( 之间无免疫反应，表明鲟鱼这种较为低

等的软骨硬磷鱼类同高等硬骨鱼鲤之间在抗体

结构或者是序列上还是存在着明显的差异的。

这同 )89:;<7 等的试验结果类似，他们发现鼠抗

白鲟血清可以与绿鲟（ ! " #$%&’()*&)），大西洋鲟

（! " (+,’-,./-0) ）等多种鲟鱼发生免疫反应，而

与真骨鱼类中的斑点叉尾鮰（1/*230’0)40./*2*0)）
虹鳟（5./(’-,./-0) #,6&))）等不产生免疫沉淀反

应［+］。

’ "! 鲟鱼 $%& 重链及轻链的特点

’ 种鲟鱼的免疫球蛋白均可被二巯基乙醇还

原，还原后 ’ 种鲟鱼 %&( 重链的测定值均为 !!
9$，而轻链则不同，史氏鲟及中华鲟都只有一种

分子量的轻链为 5G 9$，而达氏鳇除 5G 9$ 的轻

链外，还存在有一种分子量为 5F9$ 的轻链。鱼

类重链的分子量在 !> 9$ 左右，轻链的分子量在

’> 9$ 左右［=］，我们测定的结果也在这个范畴。

国外有对其它鲟鱼重链及轻链分子量测定的报

道：)89:;<7 等测得白鲟重链的分子量为 =’ 9$，

轻链的分子量则在 5= @ ’> 9$ 间［+］；,/0123/ 等对

西伯得亚鲟的研究也测得一个分子量的重链（=>
9$），轻链的分子量则在 5F @ ’> 9$ 之间［5］。史

氏鲟、达氏鳇及中华鲟的轻链分子量与西伯利亚

鲟及白鲟非常接近，而重链分子量则较高于后两

种鱼。6<EE 等［!］和 ,/3C7H2C3/ 等［G］认为有些硬

骨鱼的免疫球蛋白经还原 I$IJ,)-. 可呈现出

多条相对分子量为 55 @ 5G 9$ 的轻链蛋白带。

6<EE 等［!］在对斑点叉尾鮰（1/*230’0)40./*2*0)）的

重链和轻链分子量进行测定时发现只有一个分

子量的重链，却有三种分子量的轻链，他同时指

出，鱼类中存在着显著的轻链种类的演化。但
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!"#$%&’ 等对大西洋鲑（ !"#$% &"#"’）免疫球蛋白

的研 究 指 出 它 有 两 种 形 式 的 重 链［()］，黑 线 鳕

（()#"*%+’"$$,& ")+#)-.*,&）也 有 两 种 形 式 的 重

链［((］，而南方金枪鱼（ /0,**,& $"11%2..）和牙鲆

（3"’"#.10402& %#.5"1),&）有两种分子量的重链和两

种分子量的轻链［(*，(+］，这表明鱼类轻、重链的种

类较为复杂，分型上的差别很大。另外，拥有两

种分子量的轻链是否是达氏鳇作为鳇属鱼类与

鲟属鱼类不同的一个特征还需要进一步查明。

在 ,-./-#0123"//&04 的硝酸纤维素杂交膜上

抗血清只识别了 + 种鲟鱼的重链，在 55’6 处有

清楚的条带，而轻链蛋白则没有被抗血清识别。

林天龙等采用 ,-./-#0123"//&04 分析欧洲鳗免疫

球蛋白轻、重链时也发现兔抗欧洲鳗血清 74 高

免血清对欧洲鳗血清 74 的重链有较强的反应，

而对轻链区反应较弱，并且分析其原因可能是血

清 74 经过 86819:;< 电泳后，其轻链空间构象发

生了改变，而针对轻链的兔抗血清则是构象依赖

性抗体，所以不能很好地识别构象改变了的轻

链，从而降低了反应强度，或者是这种鱼 74 的轻

链免疫原性弱，不能有效激发新西兰白兔产生针

对性的体液免疫应答［(=］。对于第一种分析，鉴

于 868 对蛋白质的变性作用，这是有可能的，但

还需要更多的研究来证明；后一种分析则可以从

免疫球蛋白的结构组成中进行推论：重链分子量

相对较高，其恒定区的氨基酸序列多，结构复杂，

可提供多个抗原表位，并且已报道的抗鱼 74 的

单抗也是大部分只识别鱼的 74 重链，仅有少量

可识别轻链［(，5，(> ? (@］。免疫球蛋白同种型的抗

原决定簇主要存在于 74 的 A 区［(5］，所以重链在

,-./-#0123"//&04 中易于被兔抗鲟多克隆抗体所识

别；轻链蛋白结构相对简单，抗原表位少，分子量

小，会因其结合能力弱而在硝酸纤维素杂交膜上

未被兔抗鲟多克隆抗体所识别。

参考文献：

［( ］ :$’&."0 B :， CD.E#F" C， !-$#&F’ G 9H !EI"#D3

&IIE0"43"2E3&0. "J /K- LK&/- ./E#4-"0，61.7)*&)’ 4’"*&$%*4"*,&：

MD#/&D3 FKD#DF/-#&ND/&"0 "J D0$ #-F"40&/&"0 L&/K I"0"F3"0D3

D0/&2"$&-.［O］H 6-% A"IM 7IIE0"3，(PPQ，*)（=）：*5> ? *P5H
［* ］ 9D#/E3D 8， AKD#3-ID40- OH AKD#DF/-#&ND/&"0 "J .-#EI

&IIE0"43"2E3&0. &0 DFK"0$#"./-D0 J&.K，61.7)*&)’ 8")’.［O］H 6-%

A"IM 7IIE0"3，(PP+，(@（Q）：>(> ? >*=H

［+］ RE0$S%&./ B，C-04/-0 <，8/#"I2-#4 8，)4 "# H 74 3&4K/ FKD&0

4-0- &0 /K- 8&2-#&D0 ./E#4-"0 61.7)*&)’ 8")’. H 7IM3&FD/&"0. J"# /K-

-%"3E/&"0 "J /K- &IIE0- .T./-I［O］H O 7IIE0"3，(PPQ，(>@（>）：

*)+( ? *)+5H
［=］ 杨桂文，安利国，温武军，等 H 鲤胆汁与血清中免疫球蛋

白的比较研究［O］H 水产学报，(PP5，**（+）：(PP ? *)+H
［>］ A3-I R ,，8ID33 9 : O# H 9KT3"4-0T "J &IIE0"43"2E3&0

./#EF/E#- D0$ JE0F/&"0 7 H 7IIE0"43"2E3&0. "J /K- 3-I"0 .KD#’
［O］H O <UM B-$，(PQ@，(*>（>）：5P+ ? P*)H

［Q］ A3-I R ,H 9KT3"4-0T "J &IIE0"43"2E3&0 ./#EF/E#- D0$ JE0F/&"0

7VH 7IIE0"43"2E3&0. "J /K- 4&D0/ 4#"EM-#，97.*)70)#,& .4".’"
［O］H O C&"3 AK-I，(P@(，*=Q（(）：P ? (>H

［@］ 冯 娟，胡超群 H 四种海水养殖鱼类血清免疫球蛋白的分

离纯化及分子量测定［O］H 热带海洋学报，*))*，*(（=）：5

? (+H
［5］ R"22 A O，W3."0 B W，A3-I R ,H 7IIE0"43"2E3&0 3&4K/ FKD&0

F3D..-. &0 D /-3-"./ J&.K［O］H O 7IIE0"3，(P5=，(+*（=）：(P(@ ?

(P*+H
［P］ 9D3-0NE-3D W，8&/XD1C"2DD$&33D :，:3%D#-N 9H 7."3D/&"0 D0$

MD#/&FD3 FKD#DF/-#&ND/&"0 "J .-#EI &IIE0"43"2E3&0. J#"I .-D 2D..
（:.1)*4’"’10,& #"8’"& RH）D0$ 4&3/K-D$ .-D 2#-DI（!7"’,& ",’"4"

RH）［O］H Y&.K 8K-33J&.K 7IIE0"3，(PPQ，Q：5( ? P=H
［()］ !"#$%&’ 7，V"&- :B，;3-//- O，-/ D3 H A3"0&04 D0$ .-SE-0F-

D0D3T.&. "J /L" &."/TM&F 74B K-D%T FKD&0 4-0-. J#"I :/3D0/&F

.D3I"0，!"#$% &"#"’ R［O］H <E# O 7IIE0"3，(PP*，**（((）：

*P>@ ? *PQ*H
［((］ BD40D$Z//&# CH A"IMD#&."0 "J &IIE0"43"2E3&0（ 74B）J#"I

J"E# J&.K .M-F&-.［O］H 7A<R :;G 8A7，(PP5，(*：=@ ? >PH
［(*］ ,D//. B，BE0$DT C R，CE#’- A BH 7."3D/&"0 D0$ MD#/&D3

FKD#DF/-#&.D/&"0 "J &IIE0"43"2E3&0 J#"I ."E/K-#0 23E-J&0 /E0D

/0,**,& $"11%2.. AD./-30DE［O］H Y&.K 8K-33J&.K 7IIE0"3，*))(，

((（Q）：=P( ? >)+H
［(+］ OD04 ! [，,"" O \，AK" ] !H AKD#DF/-#&ND/&"0 "J I"0"F3"0D3

D0/&2"$&-. D4D&0./ K-D%T D0$ 3&4K/ FKD&0. "J J3"E0$-#
（3"’"#.10402& %#.5"1),&）&IIE0"43"2E3&0［O］H O C&"FK-I B"3

C&"3，*))=，+@（+）：+(= ? +(PH
［(=］ 林天龙，陈 强，俞伏松，等 H 欧洲鳗血清免疫球蛋白纯

化及部分特性分析［O］H 水产学报，*))(，*>（(）：>* ? >@H
［(>］ 冯 娟，胡超群 H 抗紫红笛鲷血清免疫球蛋白单克隆抗

体的制备［O］H 热带海洋学报，*))*，*(（=）：(= ? *)H
［(Q］ <./-%-N O，R-&#" O，:0/DID#&0D B ^，-/ D3 H B"0"F3"0D3

D0/&2"$&-. /" /E#2"/（ !1%704#4"#$,& $";.$,&）&IIE0"43"2E3&0.：

FKD#DF/-#&ND/&"0 D0$ DMM3&FD23&3&/T &0 &IIE0"D..DT.［ O］H V-/

7IIE0"3 7IIE0"MD/K"3，(PP=，=(：+>+ ? +QQH
［(@］ 7.#D-3.."0 W，9-/-#.."0 :，2-04/-0 <，)4 "# H 7IIE0"43"2E3&0

F"0F-0/#D/&"0 &0 :/3D0/&F F"$ <"=,& $%’0," RH 8-#EI D0$ F#"..1

#-DF/&%&/T 2-/L--0 D0/&1F"$ D0/&2"$&-. D0$ &IIE0"43"2E3&0. J#"I

"/K-# .M-F&-.［O］H O Y&.K C&"3，(PP(，+P：*Q> ? *@5H
［(5］ 龚非力 H 医学免疫学［B］H 北京：科学出版社，*))+ H (@

? =*H

!"#= 期 刘红柏等：中华鲟、史氏鲟及达氏鳇血清免疫球蛋白的纯化及部分特性分析




