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草鱼 (Ctenopharyngodon idellus)是我国重要的淡水

经济鱼类之一。为了制备有效的抗各种病原体的疫苗 , 

必须对草鱼的免疫应答分子进行分析。IgM是大多数真

骨鱼类血清中都存在的一种免疫球蛋白, 是主要的介导

体液免疫应答的分子, 也是有颌类脊椎动物进化过程中

最先出现的免疫球蛋白[1]。 

1965 年 Hodgins 发现真骨鱼类鲑鱼体内的抗体为四

聚体构型[2]。近些年研究表明, 硬骨鱼的 IgM和哺乳动物

类似, 由两条重链和两条轻链形成一个 IgM 单体, 通过

二硫键连接。通常硬骨鱼 IgM以四聚体存在, 但是也有其

他的多聚体形式, 这可能是硬骨鱼产生抗体多样性的一

种机制[3]。在哺乳动物中, 5个 IgM单体由二硫键相互连

接, 并通过二硫键与连接链连接形成五聚体[4]。而硬骨鱼

IgM 缺乏连接链[1,5], 单体常常通过非共价键结合成四聚

体[3, 6], 空间结构可能为四面体结构[7]。不同鱼类, 它们的

单体间二硫键的形成也是不确定的[7—10]。 

虽然有关草鱼 IgM 的分离纯化和生化性质鉴定方面

的研究已有论文发表 [11—14], 但结果分析表明, 这些论文

对草鱼 IgM 的分析并不完整, 如没有准确的草鱼 IgM 多

聚体的分子量数据, 也没有准确的草鱼 IgM 多聚体分子

数的分析数据, 仅处于推测的阶段。为了补充上述有关草

鱼 IgM 的数据, 本文通过改善的分离纯化方法, 获得了

纯化的草鱼 IgM, 利用还原性和非还原性 SDS-PAGE 分

析方法, 明确了草鱼 IgM多聚体的分子数, 并对多聚体的

连接方式进行了推测, 进一步完善了对草鱼 IgM的认识。 

1  材料与方法 

1.1  材料 

草鱼血样来源于水产市场草鱼的尾动脉采血取样。 

10 mL预装柱购自Bio-Rad公司; Protein A-Sepharose 

4B Fast Flow (P-9424)为 Sigma公司产品; 宽范围分子量

蛋白质marker(2—212 kD)购自New England Biolabs公司; 

高分子量蛋白质 marker购自 GE Healthcare公司; 低分子

量标准蛋白质 marker 为中国科学院上海生命科学研究院

研制; β-巯基乙醇购自 sigma公司; 甘氨酸、Tris碱、SDS

购自飞羿科技公司; 硫酸铵等其他常规生化试剂均为国

药集团化学试剂有限公司生产。 

1.2  草鱼 IgM的分离纯化 

将草鱼血样于 4℃静置过夜, 然后 4℃离心、4000 

r/min, 15min。收集血清 100 mL, 置冰水中, 边搅拌边少

量多次缓慢加入硫酸铵粉末, 达到 30%饱和度后, 于 4℃

静置 1h, 在 4℃离心, 9700 r/min, 10min, 取上清。继续缓 
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慢加入硫酸铵粉末, 达到 50%饱和度, 于 4℃静置 1h, 然

后在 4℃离心, 9700 r/min, 10min。弃上清, 沉淀溶于 6 mL 

50 mmol/L Tris-HCl (pH 8.0)溶液中。对 20 mmol/L 

Tris-HCl (pH 8.0)透析, 中间换几次透析液, 36h后奈氏试

剂[15]测透析外液无黄色。 

收集透析后的血清, 量取总体积, 加入 1/10体积的 1 

mol/L Tris-HCl (pH 8.0)混匀, 过 0.22 μm滤膜。每次取 1 

mL过滤后的血清上样于柱床体积为 1.4 mL 的 Protein A

亲和层析柱, 6℃过夜。依次用 10倍柱体积的 100 mmol/L 

Tris-HCl (pH 8.0)和 10 倍柱体积的 10 mmol/L Tris-HCl 

(pH 8.0)清洗未结合蛋白, 5倍柱体积的 50 mmol/L甘氨酸

(pH 3.0)洗脱结合蛋白。分管收集, 立即用 1 mol/L Tris- 

HCl (pH 10.5)中和。最后以 10 倍柱体积的 100 mmol/L 

Tris-HCl (pH 8.0)平衡柱子。收集的洗脱液用 Bradford染

色法测蛋白量, 合并浓度较高的收集管。 

1.3  还原性 SDS-PAGE 

还原性 SDS-PAGE使用常规样品缓冲液(含 β-巯基乙

醇), 其成分为: 100 mmol/L Tris-HCl(pH 6.8)、 20%甘油、

0.2%溴酚蓝、4%SDS、200 mmol/Lβ-巯基乙醇[16]。 蛋白

样品与还原性样品缓冲液等体积混合, 沸水浴中 5min。

SDS-PAGE为 4%的浓缩胶, 10%的分离胶。 

1.4  非还原性 SDS-PAGE 

非还原性 SDS-PAGE使用不含 β-巯基乙醇的样品缓

冲液, 其成分为: 100 mmol/L Tris-HCl(pH 6.8)、20%甘油、

0.2%溴酚蓝、4%SDS。按文献[10, 17]配制, 分离胶含 3%

的丙烯酰胺和 0.5%的琼脂糖, 浓缩胶含 3%丙烯酰胺。蛋

白样品与非还原样品缓冲液等体积混合, 沸水浴 5min[18]。 

1.5  SDS-PAGE梯度胶检测 

按文献[19]配置 1%—15%浓度梯度的聚丙烯酰胺分

离胶, 浓缩胶含 3%丙烯酰胺。Protein A纯化的 IgM与非

还原性样品缓冲液或还原性样品缓冲液等体积混合, 沸

水浴 5min。 

2  结果 

2.1  草鱼 IgM 的纯化和还原性和非还原性 SDS- PAGE

分析 

图 1a 显示, 采用 30%—50%饱和度的硫酸铵溶液能

去掉血清中大部分杂蛋白 , 沉淀下来大部分分子量为

75.8 kD和 28.2 kD的蛋白条带, 这与已经报道的草鱼 IgM

的重链和轻链的分子量基本符合[12]。经过 protein A 亲和

层析后, 这两条蛋白带得到大大地纯化。lane 3的蛋白上

样量是 lane 4的两倍, 可以清晰地在 75.8 kD和 28.2 kD

之间看到一条 58.5 kD的蛋白条带, 其分子量与已报道的

草鱼 IgZ 重链(登录号 GQ480796.1, 427aa)理论分子量相

似。图 1b显示了用不含 β-巯基乙醇的非还原性样品缓冲

液处理样品的 SDS-PAGE 分析结果, 得到纯化的完整草

鱼免疫球蛋白多聚体的分子量约为 832 kD, 是重链与轻

链分子量之和的 8倍。这说明草鱼免疫球蛋白 IgM 应是

四聚体。 

2.2  1%—15% 浓度梯度 SDS-PAGE 

将纯化的草鱼 IgM 用还原性和非还原性样品缓冲液

处理后, 在同一个 SDS-PAGE 浓度梯度胶进行电泳分析, 

结果(图 2)。非还原草鱼 IgM 在大约 800 kD 处有一条主

要蛋白条带, 与图 1b 非还原性 SDS-PAGE 结果相同, 应 

 

 
 

图 1  草鱼血清 IgM的还原性 SDS-PAGE(a)和非还原性 SDS-PAGE(b)图谱 

Fig. 1  Reducing (a) and non-reducing (b) SDS-PAGE of the purified grass carp serum IgM 
a: 1. 草鱼血清; 2. 30%—50%饱和硫酸铵溶液沉淀的血清; 3和 4. protein A 柱纯化的 IgM; M. 蛋白质 marker; b: 1. 低分子量 marker;  

2. protein A 柱纯化的 IgM; 3. 高分子量蛋白质 marker 

a: Lane 1, grass carp serum; Lane 2, Component of serum precipitated by 30%—50% ammonium sulfate saturated solution; Lane 3 and 4, 
IgM purified by protein A affinity chromatography; Lane M, protein marker; b: Lane 1, low molecular weight protein marker; Lane 2, IgM 
purified by protein A affinity chromatography; Lane 3, high molecular weight protein marker 
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图 2  草鱼血清 IgM 的 1%—15%SDS-PAGE 浓度梯度胶(a 是 b

中黑框部分的放大图) 

Fig. 2  1%—15% SDS-PAGE gradient gel of the purified grass 
carp serum IgM(a magnifies the black rectangle region of b) 
1．宽范围分子量蛋白质 marker(2—212kD); 2. 高分子量蛋白质

marker; 3. 未还原 IgM; 4. 还原 IgM; 5. 低分子量蛋白质 marker 

Lane 1,broad range protein marker(2—212kD); Lane 2, high mo-
lecular weight protein marker; Lane 3,non-reducing IgM; Lane 4, 
reducing IgM; Lane 5, low molecular weight protein marker  

 
是 IgM的四聚体。 

另外, 在 212 kD处及 440和 669 kD之间有较弱的蛋

白条带, 推测是大约 800 kD的四聚体在样品处理时解离

产生的单体(208 kD)、二聚体(416 kD)、三聚体(624 kD)

等次多聚体, 这与文献[10]对六种硬骨鱼的免疫球蛋白分

析结果相似, 说明草鱼 IgM 四聚体的聚合常常通过非共

价键, 单体间也存在二硫键。在同一个梯度胶上, 可以看

见, 当纯化的草鱼 IgM用还原性样品液处理后, 800多 kD

的蛋白条带消失了, 出现了分子量 75.8 kD和 28.2 kD的

这两个主要蛋白条带, 进一步证明草鱼 IgM 单体由两条

重链(75.8 kD)和两条轻链(28.2 kD)组成, 四个单体聚合

成四聚体。58.5 kD蛋白条带有可能是 IgZ。 

3  讨论 

本文通过改进后的硫酸铵盐析法, 采用 30%—50%

饱和度的硫酸铵溶液沉淀草鱼 IgM, 发现虽然 30%饱和

度的硫酸铵溶液会沉淀一部分 IgM, 但大部分 IgM 仍留

在上清中, 却可以去除大量的杂蛋白。当加入硫酸铵至

50%饱和度后离心, IgM全部在沉淀里, 上清几乎没有(数

据未显示)。 

根据已报道的用 Protein A纯化硬骨鱼 IgM的方法[10], 

本文在经硫酸铵盐析法初步纯化草鱼 IgM 后 , 再用

Protein A亲和层析法, 纯化获得了高纯度的草鱼 IgM。通

过对纯化的草鱼 IgM 的还原性和非还原性 SDS-PAGE 分

析, 获得的关于草鱼 IgM的重链(75.8 kD)和轻链(28.2 kD)

的分子量与已报道的文献[12]基本符合, 且证明草鱼 IgM

是四聚体。 

最近, 有报道发现草鱼血清中还有 IgZ 和 IgD[20] , 

并测出重链序列 , IgZ 理论分子量为 47.4 kD(登录号

GQ480796.1, 427aa, 以下称为 IgZ-1)或 63.4 kD(登录号

GQ201421.1, 571aa, 以下称为 IgZ-2)。前者小于 58.5 kD, 

推测本文图 1a 中出现的 58 kD 条带可能是 IgZ 重链, 但

尚需进一步研究予以证实。在哺乳动物中, protein A特异

性识别 IgG Fc 段的主要位点在 CγH2和 CγH3之间, 另外, 

VHⅢ骨架区也是其识别人 IgM的一个位点[10]。或许硬骨

鱼 Ig 中存在相似的结合位点。序列比对发现草鱼 IgM 

(DQ417927.1)和 IgZ-2恰好在这两个区域有相同氨基酸序

列, IgZ-1只在 CH2和 CH3之间有。这为 protein A纯化 IgM

的同时也可能纯化出部分 IgZ 提供了依据。草鱼 IgZ 的

CH1、CH2、CH3和 CH4 与草鱼 IgM相应区域的核苷酸

有 91.9%、 92%、 48.1%和 49.7%的相同。而 IgD 

(GQ429174.1)与 IgM的相似性很低。 

有文献[14]报道, 草鱼经嗜水产气单胞菌疫苗免疫,将

免疫血清与正常血清一起电泳, 发现前者多于后者的一

条带, 将其切下, 透析后直接电泳大小有 309 kD, 变性电

泳得到重链 52 kD, 轻链 26kD。根据 309 kD约是 52和

26 kD之和的 4倍, 即下结论 309 kD蛋白是草鱼四聚体

IgM。这一结论表示 IgM单体只由一条重链和一条轻链组

成, 这显然与正常鱼类 IgM结构相悖, 也不符合草鱼 IgM

重链的测序结果。 

本实验结果证明, 草鱼 IgM 的单体应是由两条重链

(75.8 kD)和两条轻链(28.2 kD)组成, 完整免疫球蛋白分

子量约为 832 kD, 是 4 个单体的总和。这与硬骨鱼 IgM

的分子量范围(重链 70—81 kD、轻链 22—32 kD、完整分

子 610—900 kD)[1]一致。在非还原性 SDS-PAGE 和浓度

梯度胶实验中, 所用的非还原性与还原性样品缓冲液相

比, 缺少 β-巯基乙醇。β-巯基乙醇破坏二硫键, 而变性剂

SDS 可破坏部分非共价键, 所以一部分四聚体 IgM 解离

为单体、二聚体或三聚体。推断构成四聚体的 IgM 单体

间也拥有不同程度的二硫键交联, 导致氧化还原亚单位

的不同组合。 

本研究首次以实验数据证明了完整的草鱼 IgM 是四

聚体构型, 为鱼类 IgM 结构的研究提供了准确的实验证

据, 为研究草鱼对病原体的免疫应答、疫苗效价测定和鱼

病防治方面的研究提供了准确的数据基础。 
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