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摘要: 以雄性银鲫为实验材料, 通过雌二醇( Estr adiol-17�, E2)的多次诱导, 使得 E2 诱导产物

成为血清中的主要蛋白。而后, 在快速蛋白液相色谱( FPLC)系统上,利用高交换量的阴离子

交换层析 Q 柱, 成功的从血清中提纯了与雌性特异蛋白相一致的 E2 诱导产物。糖、磷、脂蛋

白分析表明,它是一类糖磷脂蛋白大分子。同时, 它能被 M g 2+ -Ethylenediam ine tetr aacetic

acid( M g2+ -EDT A )部分沉淀, 这进一步证明,与雌性特异蛋白相一致的 E2诱导产物就是卵

黄原( V it ellog enin, VTG )。聚丙烯酰胺凝胶电泳表明,银鲫有两种 VT G 分子。
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近年来,内分泌干扰物( EDCS )对人类和野生生物的有害效应已引起了人们的广泛关

注。美国环保局已把它列为六大最优先研究的领域之一, 并专门成立了EDCS筛选和检测顾

问委员会。许多专家开始着手建立潜在 EDCS的筛选方法。目前,已有多种筛选方法得以应

用。但是,它们都是建立在对鱼类或爪蟾的部分和整个生命周期测试的基础上,如生长速度,

发育不正常等。由于不可避免的会受到其他毒理机制的影响,因而不具备特异性。建立在鱼

类血清中VT G水平的筛选方法,因其特异性,正越来越受到科学家们的青睐[ 1, 2]。

VTG 是卵黄蛋白的前体。硬骨鱼类中,它是在雌鱼肝脏中合成的,并受到卵巢分泌的

雌激素调控 [ 3—7]。雄鱼也有 VTG 基因。但是, 由于内源性雌激素水平低,血清中 VTG 的

量很少。然而,当雄鱼暴露于外源雌激素或雌激素类似物时,血清中 VT G水平显著提高,

并由于 VTG 清除机制的缺乏而一直保持着。据报道,暴露于造纸厂等排出的污水中的雄

鱼血清中,已检测到 VTG 的合成[ 8, 9]。

血清中 VTG 的定量方法有多种。酶联免疫吸附实验法( ELISA)因具有特异性强、灵敏

度高、操作方便、快速等优点而受到广泛应用
[ 10, 11]

。但是, 由于VT G 是一类复杂的大分子,

其免疫决定簇变异很大。因此,有必要建立每种鱼特异的分析方法。这就需要较大量纯的

VT G, 用于 ELISA 中标准曲线的绘制[ 12]。而后,即可利用 ELISA 法测定雄性鲫鱼血清中

VT G的水平,进而开展对环境中EDCS 的筛选。本研究的主要目的,一是通过人工诱导探讨

VT G产生的机制,二是由此试图得到纯化的 VTG,为实用检测方法的建立奠定基础。



1　材料和方法

1. 1　取材　以银鲫( Silver crucian carp)同源精子受精所产生后代(一龄鱼)中的雄性银

鲫[ 13 , 14]为材料, 共 8尾,平均体重达到 300g ,取自水生所关桥养殖基地。

1. 2　E2 诱导　把 E2溶于无水乙醇中,终浓度达到 25m g/ m L;然后, 将 E2——无水乙醇

与菜油按 1∶4混合( E2——无水乙醇覆盖在菜油上) , 加热使无水乙醇挥发后腹腔注射,

每尾鱼的注射剂量达 5mg ;每 5d 注射一次,共注射四次。

1. 3　制备血清　最后一次注射后 5d, 抽血, 分别加入 Aprot inin 和 Phenylm ethyl-

sulfony lfluor id ( PMSF) (终浓度分别为 1T rysin Inhibit Unit 和 0. 1m ol/ L ) ,以抑制蛋白

酶活性; 4℃, 静置 1h 后, 离心, 3500r/ min, 15min; 取上清,分装, - 80℃保存。

1. 4　与雌性特异蛋白相一致的 E2诱导产物的纯化　在 FPLC系统(伯乐公司)上进行纯

化, 整个过程的温度控制在 4℃左右。首先, 用 50mL4℃预冷的缓冲液 A ( 0. 1mLT ris-

HCl, pH8. 5,含 1mmo l/ L PM SF)平衡预装柱:高容量阴离子交换层析Q 柱(伯乐公司,柱

的直径为 1. 5cm, 柱床的高度为 3. 5cm) ; 然后,取 0. 2m L 血清与 0. 8m L 缓冲液 A 混合后

上样; 接着, 用 25m L 含 50m mol/ L NaCl的缓冲液 A 把未结合在柱上的蛋白洗下来; 再

进行 NaCl线性梯度( 0—0. 5m ol/ L )洗脱(洗脱体积: 100mL) ; 最后, 用 25mL 含 1m ol/ L

NaCl的缓冲液 A 清洗柱子。上述层析步骤, 流速均控制在 2mL/ min; 收集的蛋白组分

( 1m L/管)在 50%甘油中- 20℃下保存。

1. 5　聚丙烯酰胺凝胶电泳( PAGE)　7. 5% PAGE 和 7. 5% SDS-PAGE 检测 E2 诱导的

效果及纯化的 E2诱导产物。电泳在恒压( 150V)下进行,电泳缓冲液配方为: 25mm ol/ L

Tr is, 192mm ol/ L gly cine, pH8. 3; 上样缓冲液配方为: 0. 1m ol/ L Tr is, pH6. 8, 20% glyc-

er ol, 0. 2%Brom opheno l blue;浓缩胶缓冲液配方为: 0. 5mol / L T ris-HCl, pH6. 8; 分离胶

缓冲液配方为: 1. 5m ol/ L T ris-HCl, pH8. 8; 电泳后,胶转移至 0. 25%考马斯亮蓝 R-250

(溶解在脱色液中)中染色,直至蛋白带清晰可见为止;而后, 用脱色液(配方:甲醇∶水∶

冰醋酸= 45∶45∶10)进行脱色。

1. 6　Mg
2+
-EDTA 沉淀

[ 1 5, 16]
　在 4℃下操作。取 1mL 血清和 4mL 20mmo l/ L EDTA

( pH7. 7)混合后, 加入 50�L 1mol / L MgCl2颠倒数次,静置10min,观察有无沉淀产生。若

无沉淀产生, 则继续加入 1mol / L M gCl2 (每次加入的体积为 50�L) , 直至有明显的沉淀产

生;而后,离心( 5, 000r / min, 15m in) ; 去上清,沉淀重新溶解在 1mL 1m ol/ L NaCl中;再加

入 10m L 双蒸水,离心( 5, 000r/ m in, 15m in) ;去上清,用 1mL 1m ol/ L NaCl重新溶解沉

淀; 7. 5%PAGE 检测沉淀的效果。

1. 7　脂蛋白分析　7. 5%PAGE 后, 用苏丹黑 B饱和的60%乙醇溶液染色; 而后,在50%

乙醇溶液中脱色。

1. 8　磷蛋白分析 [ 17]　7. 5% PAGE电泳后,用异丙醇-醋酸-水( 25∶10∶65)溶液固定胶,

1h 后更新一次;胶转到异丙醇-醋酸-水( 25∶10∶65)溶液(含0. 5mol / L CaCl2) , 20m in 后

用双蒸水快速清洗, 去除过量的 CaCl2 ;加入热的 0. 5m ol/ L NaOH (至少 80℃) ,平衡,

30m in 后用双蒸水快速清洗, 去除过量的 N aOH; 加入 80mm ol/ L 钼酸铵溶液, 平衡,

20m in后更新一次; 而后,用双蒸水快速清洗,去除过量的钼酸铵; 加入新鲜配制的显色溶
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液( 40mL 5mol / L HCl; 40mL 34m mol/ L 钼酸铵; 115mL 双蒸水; 5mL0. 1%罗丹明 B)显

色;最后,在 1m ol/ L HCl中脱色, 1h后更新一次。

1. 9　糖蛋白分析-地高辛( DIG)标记法　用 DIG Glycan/ Pro tein Double label kit (购自

宝林曼公司)进行。具体步骤如下: 7. 5%PAGE 电泳后,利用水浴式电印迹装置(伯乐公

司)将蛋白转移至硝酸纤维素膜,转移电压恒定,为 100V,转移时间为 60m in, 转移缓冲液

配方为: 25mm ol/ L Tris, 192mmo l/ L g lycine, 20%甲醇, pH8. 3;转移后,用磷酸缓冲盐溶

液( PBS, pH6. 5)洗膜, 5min/次, 共3次; 加入含0. 01mol / L 高碘酸钠的 0. 1m ol/ L 醋酸钠

缓冲液( pH5. 5) , 氧化 20min; 同样用 PBS 缓冲液( pH 6. 5)洗膜, 5min/次,共 3次; 加入

10m L 混有 2�L DIG的 0. 1m ol/ L 醋酸钠缓冲液( pH5. 5) , 标记 1h; 用 T ris缓冲盐溶液

( TBS)洗膜, 5m in/次,共 3次;加入 10m L 混有 20�L 过氧化物酶( POD)标记的地高辛抗

体的 TBS缓冲液, 结合 1h;用 T BS 缓冲液洗膜, 5min/次, 共 3次;加入 10m L 混有 50�L
4-( 1, 4, 7, 10-T etraoxadecy l) -1-naphthol( T ETON)和 6�L H2O 2的 T ris缓冲液( pH8. 0)

中。当显色合适时,加双蒸水终止显色反应,并在空气中自然干燥后保存。

2　结果

2. 1　E2 诱导　第一次注射 E2 , 4d后抽少

量血并制备血清。而后, 利用 7. 5% PAGE

电泳检测,发现在雄性银鲫的血清中出现三

条新的蛋白带,其中有两条蛋白带与雌性特

异蛋白的位置相一致。随着 E2注射次数的

增加,因诱导而出现的蛋白带越来越浓。(图

1)

2. 2　与雌性特异蛋白相一致的 E2 诱导产

物的纯化

在 FPLC系统上,利用高交换量的阴离

子交换柱 Q,成功地从受 E2多次诱导的雄

性银鲫血清中提纯了与雌性特异蛋白相一

致的 E2诱导产物。从层析图谱(图 2)上可

以看出, 与雌性特异蛋白相一致的 E2 诱导

产物在 0. 27mol / L NaCl 时被洗脱下来。

7. 5% PAGE 电泳(图 3, a )表明, 所收集的

蛋白组分(对应于第二个主峰)即为与雌性

特异蛋白相一致的 E2诱导产物, 呈两条带。

7. 5%SDS-PAGE 电泳图谱 (图 3, b, c)中,

则有一条很浓的主带,一条较弱的次带,位

置与未受E2 诱导的雌性银鲫血清中的雌性

特异蛋白相一致。

图 1　E2 诱导的 PAGE( 7. 5% )检测

1, 2.　未受诱导的雄性银鲫血清(对照组) ; 3, 4.　第

一次注射 E2 4d后的雄性银鲫血清( 实验组) ; 5, 6.　

注射E 2四次后的雄性银鲫血清(实验组) ; 7, 8.　对照

的雌性银鲫血清。上样量均为 4�L。三角形表示雌性特

异蛋白带,共有两条。箭头表示 E2 诱导产生的新蛋白

带,共有三条,其中有两条与雌性特异蛋白相一致

Fig . 1　E xaminat ion of the produ ct in duced b y E2

t reatment on 7. 5% PAGE

1, 2. 　 S erum from unt reated cont rol males; 3, 4. 　

Seru m from f irs t tim e-E2-treated males at 4 days; 5,

6.　S erum from four tim e E 2-treated m ales ; 7, 8. 　

Seru m from females. T he loaded volume w as 4�L for

each sample. T he arr ow s indicate the indu ced products

by E 2. T he t riangles ind icate the specif ic serum protein

in female
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图 2　E2 诱导产物的纯化

接受 E2 诱导的雄性银鲫血清经高交换量的阴离子交换层

析( Q 柱)的层析后,共有两个主峰,其中第二个主峰为接受

E2 诱导的雄性银鲫血清所特有,在 0. 27m ol/ L NaCl 时被

洗脱下来

Fig. 2　Purif ication of the product induced by E2

T he serum from the induced m ales was being fr actioniz ed

through high capacity anion exchan ger ( Q column ) . T here

are tw o major peak s in th e elut ion prof ile of plasm a f rom

E2-treated m ale silver cr ucian carp. T he secon d protein

peak w as specif ic for the ind uced males, and elu ted at 0. 27

mol /L NaCl

图 3　电泳检测纯化结果

( a ) 7. 5% PAGE; ( b, c ) 7. 5% SDS-PAGE。

1.　E2诱导的雄性银鲫血清; 2.　纯化的产物; 3,

4.　未受 E2 诱导的雄性银鲫血清; 5, 6.　雌性

银鲫血清; 7, 8.　纯化的产物

Fig. 3　Examinat ion of the purif icat ion

( a) 7. 5% PAGE; ( b, c) 7. 5% SDS-PAGE. 1. 　

S erum from E2-treated male; 2. 　Purif ied prod-

uct ; 3, 4. 　Serum from u nt reated con tr ol males;

5, 6.　S erum fr om unt reated females; 7, 8.　Pur-

if ied product

图 4　E2 诱导产物的生化分析

( a) 蛋白用考马斯亮蓝 R-250染色; ( b) 糖蛋白分析(地高

辛标记法) ; ( c) 磷蛋白分析; ( d) 脂蛋白分析(苏丹黑 B染

色)

Fig. 4　Biochemical analysis of pu rifi ed product

( a) Stained w ith Coomass ie Brill iant Blue R-250( 0. 25% ) ;

( b ) DIG-label m ethod for carbohydr ate analys is; ( c) Phos-

phorous analysis ; ( d) Stained w ith Sudan Black B for l ipid

analysi s

2. 3　与雌性特异蛋白相一致的 E2诱导

产物的鉴定

提纯与雌性特异蛋白相一致的 E2

诱导产物后, 即对它进行了 V TG 鉴定。

M g
2+ -EDTA 沉淀结果表明,当 M g

2+ 与

EDT A 的比达到 5∶2 时, E2 诱导产物

能够被沉淀。但是,沉淀不完全,即上清

中还含有大量的 E2诱导产物(电泳图谱

未给出)。苏丹黑B染色(图 4, d)证明E2

诱导产物是种脂蛋白, 磷蛋白分析(图

4, c)则表明 E2诱导产物是磷蛋白。地高

辛标记法(图 4, b)分析结果, E2诱导产

物同时也是一种糖蛋白。

3　讨论

实验以雄性银鲫为实验材料,主要基于以下几点考虑:首先, 雌鱼体内存在卵黄原的

清除机制,而雄鱼体内不存在该机制,这样,就可以通过多次诱导, 使 VTG 成为雄鱼血清
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中的主要蛋白,从而便于纯化; 其次,便于进行 VT G的鉴定; 最后, 取材可以不受季节的

限制。通过多次E2诱导, 在雄性银鲫血清中检测到了诱导产物。如下证据表明,与雌性特

异蛋白相一致的 E2诱导产物就是 VT G: ( 1) 能受 E2 诱导, 且在 7. 5%PAGE 和 7. 5%

SDS-PAGE 电泳图谱上的位置与雌性特异蛋白相同; ( 2) 生化分析表明,它们是一类糖磷

脂蛋白大分子; ( 3) 能够被 M g 2+ -EDT A 沉淀。

关于VT G的纯化方法,目前有较多报道[ 12, 16, 18—22]。M g
2 + -EDT A选择性沉淀法因具

有快速,简便,不需要特殊设备等特点而成为首选。但是,利用该法纯化 VT G 的关键在

于,血清中 VTG 的浓度要足够高
[ 12]
。本实验表明, 受 E2诱导的雄鱼血清中的 VT G浓度

不够高,不能利用沉淀法来提纯。基于目标分子的电荷和/或大小而建立的两步或一步层

析法已成为目前应用最广泛的V TG 纯化方法。在大多数情况下, 第一步是采用凝胶过滤

层析, 第二步则进行阴离子交换层析。对某些鱼, 一步阴离子交换层析就能得到纯的

VT G。作为一类大分子, VT G极易降解。同时,当它从血清中分离出来时,由于离开了血

清所提供的蛋白酶抑制环境,很容易酶解。因此, VT G的不稳定性已成为VT G纯化中的

一大难题。

本实验中, 首先进行阴离子交换层析,主要有如下考虑:所采用的预装柱的交换容量

大,达到了 175mg ,这样就可以把样品稀释后直接上样;可采用离子线性梯度洗脱来提高

分辨率;若层析后电泳检测到 VTG 已降解, 可以再进行凝胶过滤层析,以去除已降解的

分子。层析结果表明,所采用的策略是正确的。一步层析,使得纯化所用的时间大大缩短,

同时, 层析时蛋白酶抑制剂 PM SF 的使用, 都有效的避免了 VT G的降解,这可以从电泳

结果看出来。7. 5%PAGE 上呈两条带,即诱导所产生的,而在 7. 5% SDS-PAGE上,主带

与次带非常接近,次带不可能是降解产物。Carnevali et al
[ 22]
曾报道了普通鲤 VT G的纯

化。然而,步骤繁琐,且最后所得的 VTG 已部分降解成许多小分子。

至目前为止, 在鱼类和两栖类中,均发现了多个 VT G 基因。而对于鲫鱼, 则未见报

道。因此,只能判定,银鲫有两种VT G分子。究竟它们是来自两个不同的VT G基因,或者

是由同一个 VT G基因转录而来,只是翻译后的修饰不同,有待从分子水平进一步验证。

在得到纯的 VT G 分子后, 即可利用它作为标准,建立 ELISA 法, 来评价环境中化学物质

的潜在雌激素效应。目前, 兔抗 VT G的多克隆抗体正在制备之中。
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INDUCTION, PURIFICATION AND CHARACTERIZATION OF

VITELLOGENIN( VTG) FROM SILVER CRUCIAN CARP

HU Dong and GUI Jian-fang

( Institute of Hyd robiology , The Chinese Academy of S ciences; S tate K ey Laboratory of F reshwater

E cology and Biotechnology, Wuhan　430072)

Abstract: Eight m ale silver crucian carps w ere tr eated by int raper itoneal inject ions every

fiv e day w ith 5mg est radiol-17�each f ish. Native PAGE ( 7. 5% ) o f the serum indicated

that three new bands w hich w ere absent in untreated male silver crucian carp appeared

at four days after the first inject ion. Tw o of them were ident ical to the specific serum

pr otein in female. T he amount of the products of E2 t reatm ent ascended w ith injection

go ing on. T w enty-f iv e days af ter the first horm one inject ion, serum w as collected and

pr epared. Aprot inin( 1 TIU ) and PMSF( 0. 1m ol/ L ) w ere added to serum to inhibit pro-

tease act ivity. High capacity anion exchanger Q connected to a fast pr otein liquid chro-

matogr aphy system ( FPLC system ) w as developed to pur ify the products o f E2 t reatment

fr om the serum . T he pur if icat ion w as conducted at low temperature ( 4℃) . And PM SF

w as added to all solut ions pum ped onto the Q column. T he induced serum protein w as

eluted at 0. 27m ol/ L NaCl . Nativ e PAGE( 7. 5% ) suggested that the purity of the puri-

fied product w as enough. T here w ere only tw o closely bands on SDS-PAGE ( 7. 5% ) ,

w hich suggested that the purif ied protein did not degrade during purif icat ion. So the one-

step pur if icat ion pro to col w as successful . The purif ied protein w as characterized as a

phospholipoglycopro tein by nat iv e PAGE ( 7. 5%) , staining the gel for lipid with Sudan

Black B, phosphoprotein staining m ethod for phosphorus and DIG-label m ethod for car-

bohydrate. Furtherm ore, it could be part ly precipitated by Mg
2+ -EDT A. And it w as cor-

responding to the protein specific fo r female in silver cr ucian carp. So it can be concluded

that the induced product by E2 t reatment is vitellogenin. Silver cr ucian car p has tw o

kinds o f vitello genin m olecules.

Key words : Silver crucian carp; Est radio l-17�; Vitellog enin; FPLC; Pr otein purificat ion;

PAGE
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