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摘要! 采用饱和硫酸铵分步盐析结合 1M9KFO:Z71D!%% 凝胶过滤层析及 >3-31M9KF:6JM离子

层析法!对牙鲆皮肤黏液中的免疫球蛋白"0V#进行了分离纯化!并通过1>1DA-Y3及iMJSM:PD

T76SSGPV技术对纯化蛋白的部分特性进行了分析$ 结果表明!!%[%"%[饱和硫酸铵分步盐析

可以去除牙鲆黏液中除0V外的很多杂蛋白!得到粗提黏液0V&再经1M9KFO:Z71D!%% 纯化!0V纯

度较高!其中含有 ?$ 和 $< WL 的条带&>3-31M9KF:6JM层析法可进一步纯化 1M9KFO:Z71D!%%

柱层析的产物!所提取黏液0V 经 1>1DA-Y3检测!只含有 ?$ 和 $< WL 两个条带!初步认为是

牙鲆黏液0V的重链和轻链$ iMJSM:PDT76SSGPV 结果显示!抗牙鲆血清 0V 单克隆抗体可与黏液

0V重链?$ WL条带发生发应$

关键词! 牙鲆& 肤黏液免疫球蛋白& 盐析& 凝胶过滤层析& 离子交换层析

中图分类号! ]&?<& 1B&?'''''''文献标识码'-

''覆盖在鱼体皮肤(鳃和胃肠道等器官的黏膜

样淋巴组织 "ELO6JFDFJJ6OGFSMN 7ZE9K6GN SGJJLM!

b-.Q#及其分泌的黏液!构成了鱼类的黏膜免疫

系统) 鱼类生活在富含病原的水环境中!黏膜与

外界环境直接接触!构成机体抵抗病原入侵的第

一道防线*& ;!+

!在免疫应答与免疫保护过程中起

着极其重要的作用*#+

) 鱼类黏液除含有非特异

性免疫成分外!还含有特异性抗体*"+

) 因此!对

鱼类黏膜免疫的深入研究特别是黏膜免疫球蛋白

"0V#的研究!将有利于阐明鱼类黏膜系统的发生

与来源!局部体液免疫应答的规律及其介导免疫

保护的机理!对鱼类传染性疾病的免疫预防(鱼用

疫苗的设计等具有重要意义)

国外早在二十世纪八九十年代就已经从羊头鲷

""'+7)*0'/,*&')A06)+9&704,*#(香鱼 "D49+)/4)**,*

046(=94(*#(硬头鳟"J04-) /0(':.9'(#及鲇"D0'0*(4,',*

0*)',*#等多种鱼类皮肤黏液中发现了免疫球蛋白

0Vb!对其理化特性进行了较为详尽的阐述!并与血

清0V在免疫原性等多方面进行了比较*" ;=+

) 国内对

鱼类黏膜免疫的研究起步较晚!近几年才对草鱼

"!69.)&70'%./):). (:944,*#(鲤"!%&'(.,*+0'&()#(鲫

"!0'0**(,*0,'06,*#及鳜"J(.(&9'+0 +7,06*(#等鱼类

皮肤黏液中的免疫球蛋白!以及斜带石斑鱼

"2&(.9&794,*+)()(:9*#等鱼类皮肤(眼角膜(鳃(肠道

等黏膜免疫组织结构进行研究*B ;&!+

)

到目前为止!对作为我国传统的名贵商品鱼

和出 口 创 汇 重 要 养 殖 品 种 之 一 的 牙 鲆

"D0'04(+767%*)4(=0+9,*#的免疫学研究主要集中

在系统免疫方面*&# ;&"+

!本实验室曾分离纯化了牙

鲆血清0V!并制备了其单克隆抗体*&#+

) 但对牙鲆

黏膜免疫的研究尚未见报道) 本文主要利用盐

析(凝胶过滤和离子交换层析 ! 种方法!对牙鲆皮

肤黏液中的免疫球蛋白进行提取纯化!并通过

1>1DA-Y3及 iMJSM:PDT76SSGPV 技术对纯化蛋白

的部分特性进行了分析)

&'材料与方法

%&%'实验材料及试剂

健康牙鲆购自山东胶南牙鲆鱼养殖场!平均

体长 $% OE) 于实验室内 =% OEe"% OEe#% OE

的玻璃钢水槽中暂养 ? N!水温"$% q%8"# f!连

续充气!日换水一次!换水量 &@! \&@$!日投饵 $
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次!吸污 $ 次)

碱性磷酸酶"-A#标记的羊抗鼠免疫球蛋白

"0VY#(氯化硝基四氮唑蓝",CQ#(" ;溴 ;# ;氯

;! ;吲哚 ;磷酸"C40A#购自 1GVEF公司!其他

化学试剂购自上海生工生物技术服务有限公司)

鼠抗牙鲆血清免疫球蛋白的单克隆抗体由本

实验室制备*&!+

)

%&('牙鲆注射淋巴囊肿病毒及黏液收集

实验鱼于水槽中暂养 ? N 后!进行淋巴囊肿

病毒".4>5#基础免疫) 参照 423,Y

*&<+的方

法!从患病牙鲆体表囊肿物中提纯.4>5!并调整

.4>5悬液蛋白浓度至 & EV@E.!将病毒悬液与

弗氏完全佐剂"/4-#等比混匀!腹腔注射 %8#

E.!肌肉注射 %8$ E.) 两周后!进行第一次加强

免疫!将病毒悬液与弗氏不完全佐剂"/0-#等比

混匀!注射剂量和部位同基础免疫'& 周后再加强

免疫 & 次!腹腔注射 %8# E.!无佐剂'再 & 周后加

强免疫第 $ 次!腹腔注射 %8# E.!无佐剂)

于最后一次加强免疫后第 ? 天!取 &% 尾牙鲆

用洁净的玻片轻轻刮取鱼体表面皮肤!将所取黏

液混合!加入等量 %8%& E67@.AC1"&!? EE67@.

,F47!$8? EE67@.X47!=8%B EE67@.,F

$

2A)

#

!

&8#? EE67@.X2

$

A)

#

!92?8##!&" %%% eV(# f

离心 !% EGP!取上清! ;=% f保存备用)

%&?'牙鲆黏液免疫球蛋白$cC%的提取纯化

饱和硫酸铵分步盐析''取上述 &8$ 中制备

的黏液样品!缓慢加入 92?8% 的饱和硫酸铵溶液!

使其终浓度达 !%[!# f静置过夜!&" %%% eV离心

!% EGP!取上清继续加饱和硫酸铵溶液至最终饱和

度为 "%[!同上处理!次日离心收集沉淀!沉淀溶解

于少量的 %8%$ E67@.92=8% Q:GJD247缓冲液!再

用相同的缓冲液透析!至检测不到 1)

$ ;

#

为止!获

得的黏膜抗体粗提物于;=% f保存)

1M9KFO:Z71D!%% 柱层析''将上述提取物通

过1M9KFO:Z71D!%% 凝胶层析柱"Y32MF7SKOF:M#

进一步纯化!柱长 <% OE!直径 &8< OE!应用蛋白

质纯化系统"-XQ-9:GEM!-EM:JKFE#!以 %8%$

E67@.92=8% Q:GJD247洗脱!流速 %8" E.@EGP!

收集第一峰! ;=% f保存备用)

>3-3离子交换柱层析''1M9KFO:Z71D!%%

凝胶层析的第一个蛋白峰合并浓缩后再经 %8%$

E67@.Q:GJD24."92=8%#平衡的>3-31M9KF:6JM

柱"-EM:JKFE#上进一步纯化!应用蛋白质纯化系

统"-XQ-9:GEM!-EM:JKFE#!以浓度分别为 %8%"!

%8&!%8&"!%8$!%8#和 & E67@.的,F47溶液分步洗

脱!得到 <个洗脱峰!收集 %8& E67@.,F47的洗脱

峰!透析!冻干浓缩!重悬于%8%& E67@.的AC1"92

?8##中!;=% f保存备用)

%&F'U"U;,$N>电泳分析

采用bGPGDA:6SMGP OM77

%

系统"CG6+FN#!按文

献*&?+的方法进行不连续垂直凝胶电泳!"[浓缩

胶!&$[分离胶) 样品与上样缓冲液""% EE67@.

的Q:GJD247!92<8=!甘油!&[溴酚蓝!&%[1>1!

"

;巯基乙醇 &#8# EE67@.#&p& 混合后!沸水中

煮 " EGP!每孔上样量 $%

'

.) 样品在浓缩胶时调

电流 !% E-!分离胶时加大到 <% E-!至溴酚兰

"CA1#指示剂达到底部边缘时停止电泳) 凝胶用

考马斯亮兰"4CCD+$"%#染色液染色)

%&A'蛋白质免疫印迹$b0180-4;+7588.4C%试验

牙鲆黏液免疫球蛋白经 1>1DA-Y3后!bGPG

Q:FPJDC76SQ:FPJRM:4M77"CG6D+FN#转移至 A5>/

膜上"恒压 !% 5转移 $ K#!转移后以封闭液

"%8%& E67@.92?8# 的AC1!含 "[脱脂奶粉#封

闭过夜!加鼠抗牙鲆血清 0V 单克隆抗体!!? f反

应 & K!AC1Q洗 ! 次'再加-A标记的羊抗鼠0VY!

&p" %%% 稀释!!? f反应 & K!AC1Q洗 ! 次后!放

入新鲜配制的,CQ@C40A发色液中!室温显色 !%

EGP后水洗终止反应)

$'结果

(&%'牙鲆黏液cC的纯化

牙鲆黏液 !%[("%[饱和硫酸铵分步盐析

后!提取物经1M9KFO:Z71D!%% 柱层析!呈现典型的

0Vb吸收峰"图 &#) 该峰的洗脱时间为 "% EGP)

经1M9KFO:Z71D!%% 柱层析得到的蛋白峰!再经

>3-31M9KF:6JM柱进一步纯化!在不同的 ,F47

浓度各出现了一个蛋白洗脱峰"图 $#!其中 ,F47

浓度为 %8& E67@.时!洗脱蛋白经 1>1DA-Y3分

析含有牙鲆黏液0V相应的蛋白带)

(&('牙鲆黏液cC电泳图谱

免疫牙鲆黏液与健康牙鲆黏液相比!黏液免

疫球蛋白在重链和轻链位置上条带明显增粗"图

!#) !%[("%[饱和硫酸铵可以去除黏液中部分

杂蛋白!含有约十几条电泳条带!包括 ?$ 和 $< WL

两条蛋白带!与牙鲆皮肤黏液相比!仅去除了少数

几条蛋白带!因此该法仅适用于粗提黏液免疫球

蛋白'粗提样品过1M9KFO:Z71D!%% 凝胶柱后!所提

%*&
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蛋白除含有 ?$ 和 $< WL两条蛋白条带外!仅含有

少量杂蛋白'再过 >3-31M9KF:6JM层析柱后!所

提蛋白较纯!只含有 ?$ 和 $< WL两条蛋白条带)

图 %'牙鲆皮肤黏液饱和硫酸铵提取物的

U0ED*!-H7U;?TT 凝胶层析图

峰 &$皮肤黏液0Vb)

B.C&%')D0U0ED*!-H7U;?TT C07!D-5/*85C-*EDH 568D0

G*E*401067534=0-1V.4/3!310K8-*!80=+H

1*83-*80=*//54.3/1376*80

9MFW &$(F9FPMJMR76LPNM:JWGP ELOLJ0Vb8

图 ('牙鲆黏液U0ED*!-H7U;?TT 提取物的

">$>U0ED*-510层析图

从左到右六个峰依次代表洗脱液,F47浓度分别为%8%"!%8&!

%8&"!%8$!%8#!& E67@.的洗脱蛋白)

B.C&(')D0">$>U0ED*-510!D-5/*85C-*EDH 568D0

G*E*401067534=0-/3!31cC 0K8-*!80=+H

U0ED*!-H7U;?TT

图 ?'牙鲆皮肤黏液蛋白U"U;,$N>图谱

&8标准分子量蛋白' $8健康牙鲆皮肤黏液' !8免疫牙鲆皮肤

黏液' #8!%[("%[饱和硫酸铵提取牙鲆黏液0V' "81M9KFO:Z7

1D!%% 层析柱提取牙鲆黏液 0V' <8>3-31M9KF:6JM层析柱提

取牙鲆黏液0V)

B.C&?'U"U;,$N>E-56.70156.//345C75+37.40K8-*!80=

6-5/1V.4/3!3156G*E*401067534=0-

&8bF:WM:' $81WGP ELOLJ6RKMF7SKZ R76LPNM:' !81WGP ELOLJ6R

GEELPGdMN R76LPNM:' #8/76LPNM:JWGP ELOLJ0V 9L:GRGMN TZ

!%[!"%[ JFSL:FSMN FEE6PGLEJL7RFSM' "8/76LPNM:JWGP ELOLJ

0V 9L:GRGMN TZ 1M9KFO:Z71D!%% VM7OK:6EFS6V:F9KZ' <8/76LPNM:

JWGP ELOLJ0V 9L:GRGMN TZ >3-31M9KF:6JM8

(&?'b0180-4;+7588.4C检测

由图 # 可知!健康牙鲆黏液中存在 0V!且 0V

重链"?$ WL#可与鼠抗牙鲆血清0V 单克隆抗体发

生反应'经淋巴囊肿病毒免疫后牙鲆黏液及上述

图 F'牙鲆皮肤黏液cC b0180-4;+7588.4C图谱

&8标准分子量蛋白' $8健康牙鲆皮肤黏液' !8免疫牙鲆皮肤

黏液' #8!%[("%[饱和硫酸铵提取牙鲆黏液0V' "81M9KFO:Z7

1D!%% 层析柱提取牙鲆黏液 0V' <8>3-31M9KF:6JM层析柱提

取牙鲆黏液0V)

B.C&F'b0180-4;+7588.4C *4*7H1.1561V.4/3!31cC 56

G*E*401067534=0-

&8bF:WM:' $81WGP ELOLJ6RKMF7SKZ R76LPNM:' !81WGP ELOLJ6R

GEELPGdMN R76LPNM:' #8/76LPNM:JWGP ELOLJ0V 9L:GRGMN TZ

!%[!"%[ JFSL:FSMN FEE6PGLEJL7RFSM' "8/76LPNM:JWGP ELOLJ

0V 9L:GRGMN TZ 1M9KFO:Z71D!%% VM7OK:6EFS6V:F9KZ' <8/76LPNM:

JWGP ELOLJ0V 9L:GRGMN TZ >3-31M9KF:6JM8

&*&
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! 种方法分离纯化后的黏液0V!重链"?$ WL#均与

鼠抗牙鲆血清 0V 单克隆抗体发生反应!而轻链

"$< WL#无反应发生)

!'讨论

免疫球蛋白在鱼类体液免疫应答中起着十分

重要的作用!并且可以作为鱼类免疫机理和鱼病免

疫诊断研究的有力工具!现已受到众多学者的广泛

关注!也取得了一定的进展*&% ;&"+

) 就鱼类0V 的结

构分析而言!0V 的纯度将影响分析结果的准确性!

因此!必须获得高纯度的0V) 由于健康牙鲆黏液中

免疫球蛋白含量低!为了获得大量的免疫球蛋白!

本文通过淋巴囊肿病毒免疫刺激健康牙鲆) 经过

1>1DA-Y3分析显示!免疫牙鲆黏液与健康牙鲆黏

液相比!黏液中产生了大量的免疫球蛋白!这为下

一步实验提供了充足的材料) 本实验过程中所有

牙鲆均未出现发病症状!其原因可能是淋巴囊肿病

潜伏期长!而我们的实验周期短!症状还未显现出

来) 但经过 1>1DA-Y3分析表明!提纯的病毒粒

子具有明显的免疫原性!可刺激牙鲆产生相应的抗

体!这与孙修勤等*&=+研究结果一致)

目前提取纯化鱼类免疫球蛋白的方法已经较

为成熟!主要有盐析法(柱层析(离子交换层析(疏

水层析及亲和层析等方法*&% ;&&!&# ;&"+

) 盐析法是

利用抗体与杂质之间对盐浓度敏感程度的差异性

进行的!是实验室最常用的提取免疫球蛋白的方

法) 本文中采用 !%[("%[的饱和硫酸铵溶液对

牙鲆皮肤黏液中的蛋白进行分步沉淀!但此法得

到的0V仍混有较多杂蛋白!仅适于粗提之用) 凝

胶过滤法是基于 0V 相对分子质量大于其它蛋白

来分离的!是一种温和的纯化方法) 鱼类 0V 在血

清中通常以四聚体的形式存在!分子量为 ?%% \

="% WL!因此在 1M9KFO:Z71D!%% 柱中 0V 作为第一

个洗脱峰被洗脱下来) 离子交换层析是根据电荷

性的差异进行分子的分离!结果使不同类的蛋白

质被分别洗脱下来!该法简单易行!经常和凝胶过

滤法合用) 陈昌福等*&%+利用 1M9KFNM̂YD$%% 和

>3-/D1M9KFNM̂ -D"% 对受免草鱼体表和肠黏液

中0V进行了分离提纯) 本文首次尝试利用盐析(

凝胶过滤和离子交换层析三种方法结合对牙鲆皮

肤黏液中的免疫球蛋白进行提取纯化!结果三种

方法结合提取纯化后的蛋白在上样缓冲液中
"

;

巯基乙醇的解离作用下!经 1>1DA-Y3检测!并

通过电泳迁移率计算得到的两条带分别为 ?$ 和

$< WL!初步推断为牙鲆黏液0V的重链和轻链)

关于鱼类黏液0V的产生(来源及其与血清0V

的关系目前还存在许多争议) .)CC等*<+在研究

羊头鲷时发现!在其皮肤黏液中存在四聚体和二

聚体两种类型的0Vb'+)bC)*Q等*&B+在研究鲤

鱼皮肤黏液免疫球蛋白和血清免疫球蛋白关系时

发现!以纯化的黏液免疫球蛋白制备的单克隆抗

体只与黏液免疫球蛋白反应!而不能与血清免疫

球蛋白结合) 同样!鱼类通过注射(浸泡或口服等

途径进行免疫后!在血清和皮肤中抗体出现的时

间(效价明显不同*$% ;$&+

) 本文中鼠抗牙鲆血清0V

单克隆抗体在 iMJSM:PDT76SSGPV 反应中能识别牙

鲆黏液0V的重链!从而表明牙鲆的皮肤黏液中存

在着与血清 0V 在理化特性和免疫原性基本一致

的免疫球蛋白!本文结果也与其他研究者的结果

一致!如$1Q.)*01D4)+b03+

*?+和0Q-b0

*=+发现

硬头鳟和香鱼的皮肤黏液免疫球蛋白与各自血清

中的免疫球蛋白理化性质一致'杨桂文等*B+通过

对鲤鱼肠黏液与鲤鱼血清中 0Vb的某些理化性

质和免疫原性进行比较研究!推断二者具有一定

的同源性) 但牙鲆皮肤黏液免疫球蛋白与其血清

免疫球蛋白的多聚体形式及抗原特性等是否相同

仍需进一步的验证)

不同种鱼类的免疫球蛋白存在着相当大的差

异!目前在硬骨鱼中已发现有 0Vb(0V>(0Vm@0VQ(

0VbD0Vm及从红鳍东方"#0@(8,/, ',A'(&9*#中报

道的新型0V2等0V类型!参与皮肤黏液免疫的有

0Vb!参与肠黏液免疫的有 0Vb(0Vm@0VQ!而 0V>

不参与黏液免疫*?!$$ ;$"+

) 也有报道表明根据系统

进化树分析结果!鱼类 0Vb和 0Vm@Q以及 0VbD

0Vm和0V2都聚为一枝表明0Vb和0Vm@Q可能具

有共同的起源*$<+

) 根据本文实验数据推断从牙

鲆中分离得到的皮肤黏液免疫球蛋白为 0Vb型!

但其基因结构(功能及参与黏液免疫防御的方式

等有待进一步的研究)
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