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� 免疫球蛋白( Immunoglobulin,简称 Ig)在脊椎动物体液免疫

中起着十分重要的作用。已经证实, 鱼类在受到微生物、寄

生虫等病原体感染或接受人工免疫后,都能产生由 Ig 介导的

特异性体液免疫反应[1, 2]。早在 20 世纪 60 年代, 鱼类 Ig 就

引起了一些学者的关注[3]。迄今为止, 在大多数硬骨鱼类中

只发现一种 Ig ,它类似哺乳动物的 IgM, 但其结构为 8 条重链

和8 条轻链组成的四聚体。随着人们在鱼类免疫学方面研

究的逐步深入,对一些重要经济鱼类如日本鳗鲡[4]、大西洋

鲑[5]、大菱鲆[6]、虹鳟[7]、罗非鱼[8]等血清 IgM 的结构、部分

理化性质和免疫学特性已有所了解。我国有关鱼类 Ig的研

究起步较晚, 到目前为止只见于陈昌福等[9]对草鱼体表和黏

液中 Ig 的初步分析, 杨桂文等[ 10, 11]对鲤鱼胆汁、肠黏液和血

清中 Ig 的比较, 林天龙等[12, 13] 对欧洲鳗鲡血清中 Ig 及其单

克隆抗体的初步研究, 张永安等[14]对鳜鱼血清 Ig 的分离纯

化及分子量的测定和张永安[15]对鳜鱼 Ig 基因的克隆与表达

研究。但对我国重要经济鱼类 � 黄颡鱼 Ig的研究, 至今尚未

见报道。

本文通过饱和硫酸铵( SAS)盐析沉淀, 甘露糖结合蛋白

( Mannan�binding protein,简称 MBP)亲和层析柱对黄颡鱼的血

清 Ig 进行分离纯化, 并通过 SDS�PAGE 确定其纯度和分子

量,旨为黄颡鱼 Ig 基本结构的阐明打下基础,并为不同鱼类

Ig的比较研究提供资料。

1 � 材料和方法

1� 1� 血清制备 � 黄颡鱼取自湖北省梁子湖。用无菌注射器
从尾静脉采血, 室温静置 1h, 4� 过夜。次日 4000r/ min 离心

15min, 吸取上清液, - 20� 冻存备用。

1� 2� Ig的分离纯化 � Ig 用饱和硫酸铵 ( SAS)盐析沉淀法进

行分离。血清中加入 SAS( pH7. 0)直至终浓度为 50 % ( V/

V) ,静置 2h 以上 (冰浴中进行)。15, 000r/ min 离心 20min, 沉

淀用两倍体积的 0�01mol/ L PBS( pH7�4)重悬。重悬液在透析

袋中用 PBS 透析 24� 48h,每天换液 5� 8 次。透析好的溶液

以 15, 000r/ min 离心 20min, - 70� 冻存备用。

将粗提的 Ig通过 MBP亲和层析柱进行纯化。室温下用

5mL免疫纯 MBP预备缓冲液洗涤柱子。4� 下用 20mL 结合

缓冲液以1mL�min 的流速平衡柱子。血清在 4� TBS( 20mmol�

L Tris, 1�25mol�L Nacl, 0�020% NaN3, pH7�4)中透析过夜, 以

去除磷酸根离子。透析后血清以 1�1 与结合缓冲液稀释, 取

1mL 稀释血清上样进柱, 4� 孵育 30min。孵育后, 4� 下柱子

用42mL 结合缓冲液洗涤, 除去未结合的蛋白。柱子及免疫

纯 R IgM 洗脱缓冲液恢复至室温, 加入 3mL 兔疫纯 R IgM 洗

脱缓冲液,室温下孵育 1h 以上。室温下柱子用 45mL洗脱缓
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冲液洗脱。每 3mL 收集一管。收集的组分的蛋白含量于

280nm 条件下测出, 吸收值大于 0. 02的组分集中在一起。-

70 � 保存备用。具体操作参见说明书 ( ImmunoPure R IgM Pu�

rification Kit, Pierce Chemical, Rockford, IL, USA)。纯化样品

在- 70 � 保存备用。

1�3� Ig的纯度及分子量测定 � 采用 Mini�Protein � Cell ( Bio�

Rad)按 Laemmli系统[ 16]进行不连续 SDS�PAGE 垂直电泳, 检测

样品中 IgM的纯度和分子量。分离胶浓度为 12�5%, 浓缩胶

浓度为 4%。样品置沸水浴中加热变性3� 10min, 冷却,稍作

离心后上样。在 25mA 电流下电泳 20min 后, 调电流至 35mA

继续电泳。所用标准分子量为 14�4kD、20�1kD、31kD、43kD、

66. 2kD、97�4kD( Sangon)。电泳后的凝胶用考马斯亮蓝进行染

色, 待脱色至背景清晰后进行扫描。

2 � 结果与讨论

Ig会被 2�巯基乙醇( 2�ME)还原降解为重链 (H 链)和轻

链( L 链)两个亚单位。从 SDS�PAGE 凝胶电泳图谱上可以看

到两条清晰的蛋白带(图 1)。由于 MBP 亲和层析柱只对 IgM

类免疫球蛋白具有结合力[17] ,所以这两条蛋白带代表黄颡鱼

Ig的重链和轻链。尽管在高浓度 IgM 的电泳带中, 除了有 2

条主要的蛋白带外, 还有少量杂蛋白带; 但是在低浓度 IgM

的电泳带中却观察不到此现象。说明 MBP 亲和层析柱分离

出的黄颡鱼血清 Ig 纯度比较高。计算和分析结果表明, 黄颡

鱼血清 IgM 重链和轻链的分子量分别为 72� 4kD和 29�9kD。

如果黄颡鱼血清 IgM 在自然状态也与其他硬骨鱼类一样也

为四聚体,那么其总分子量的理论值应为 818�4kD。

鱼类血清 IgM 的纯化方法很多,通常采用的有凝胶过滤

层析和离子交换层析二者结合的方法[8] ,也有人采用 Protein

图 1 � 黄颡鱼血清纯化 IgM的 SDS�PAGE( 12�5%)图谱

M.分子量标准蛋白( kD) ; 1.低浓度 IgM; 2.高浓度 IgM

Fig. 1 � SDS�PAGE( 12. 5% ) of purified serum IgM from the bullhead

catf ish Lane M, Molecular weight markers ( kD) ; Lane 1, IgM of low

concentration; Lane 2, IgM of high concentrat ion

A亲和层析技术来纯化鱼类血清 IgM [7] , 但通过这些方法获得

的 IgM 的活性、纯度都有限, 而且操作步骤较为繁琐。因此目

前使用较多且最为有效的方法是免疫亲和层析法,它可以得

到高纯度的鱼类 IgM[ 5] ,但在用这种方法纯化鱼类血清 IgM 之

前, 必须有一个免疫鱼的过程,比较费时费力。本研究采用的

MBP亲和层析技术,是一种常用于纯化哺乳动物血清 IgM 的

有效方法,近来的研究也证明 MBP 对多种鱼类的血清 IgM 也

有不同程度的结合力[17]。本研究结果也表明, 使用 MBP 亲和

层析技术不仅能得到高纯度的黄颡鱼血清 IgM, 而且具有操作

简便、耗时少、对其他实验条件要求较低的特点, 是一种理想

的、适用于实验室小量纯化鱼类 IgM 的有效方法。

鱼类 IgM重链和轻链的分子量以及总分子量随着鱼种

类的不同而存在差异, 其总分子量的变动范围估计在

700� 850kD之间[18]。有时即使是同一种鱼, 由于所采用的纯

化方法不一样,得出的分子量结果也有不同[ 19, 20]。本研究测

出的黄颡鱼血清 IgM 的分子量符合有关文献所报道的硬骨

鱼血清中 IgM 的分子量范围, 但它与鲇形目的斑点叉尾

( I ctalurus punctatus) IgM 的分子量有一定差别, 后者重、轻链分

子量及总分子量分别为 70kD、23kD 和 744kD[ 21] ; 而与用 MBP

亲和层析柱分离出的白条双锯鱼 ( Amphiprion f renatus ) 血清

IgM的分子量 ( 重、轻链分子量及总分子量分别为 70kD、

32kD、816kD)较接近[ 22] , 与鲈形目的鳜鱼 ( Siniperca chuatsi )血

清 IgM 的分子量(重、轻链分子量及总分子量分别为 72kD、

29kD、808kD)则更为接近[14]。这到底是由于纯化方法造成

的,还是由于这些鱼类 IgM 本身的特性造成的, 还有待于进

一步实验的证实。另外, 有关黄颡鱼血清 IgM 的活性测定、

IgM 四聚体结构的证实以及 IgM 基因的克隆等都还有待于进

一步研究。
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