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草鱼血清 IgM蛋白的纯化及抗血清的制备 

丁炜东  曹丽萍  曹哲明 
(中国水产科学研究院淡水渔业研究中心, 农业部水生动物遗传育种和养殖生物学重点开放实验室, 无锡 214081) 

摘要: 采用盐析法、重组蛋白 A(HiTrap rProteinA Sepharose)亲和层析法分离纯化草鱼血清中的 IgM, 并通过

SDS-PAGE及Western-blot技术对纯化蛋白的部分特性进行分析比较并制备兔抗 IgM抗血清。结果表明: 33%

硫酸铵溶液可以沉淀血清中大部分蛋白, 但电泳条带仍较多, 其中含有 78 kD和 28 kD的条带, 因此仅可作

为免疫球蛋白粗提的方法 ; 而 rProteinA 亲和层析法所提蛋白则仅有上述重链 (78 kD)和轻链(28 kD)。

Western-blot显示, 鼠抗人 Ig抗体可与 78 kD及 28 kD条带发生发应。rProteinA亲和法提纯蛋白的纯度较高, 

但含量较低, 条带较淡, 仅可作为实验室小量提纯草鱼 IgM的有效方法。将提纯的蛋白免疫实验兔后可制得

效价高达 1: 25600的兔抗鱼 IgM血清, 并测得血清蛋白总量和 IgM含量分别为 25.87 mg和 4.5 mg, IgM占

血清蛋白总量的 17.39%。本实验所采用的蛋白 A亲和层析法提取草鱼血清 IgM可以方便、快捷地获得高纯

度的产物, 适合在实验室中纯化鱼类 IgM。同时本研究所制备的兔抗草鱼 IgM 血清也为今后的相关研究工

作打下基础。 
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抗体是在宿主对抗原刺激的免疫应答过程中 , 
由淋巴细胞产生的一类能特异性识别并中和相应抗

原的具有免疫功能的球蛋白。作为体液免疫系统中

重要的免疫效应分子, 免疫球蛋白是有颌类脊椎动
物所特有的[1]。免疫球蛋白由重链和轻链组成, 根据
重链(Heavy chain, H链)恒定区化学结构的不同, 相
应的免疫球蛋白被划分为多种类型, 分别为免疫球
蛋白 M(IgM)、免疫球蛋白 D(IgD)、免疫球蛋白
A(IgA)、免疫球蛋白 E(IgE)和免疫球蛋白 G(IgG)。
而目前硬骨鱼类中已经分离到的免疫球蛋白包括

IgM、IgD、IgZ和 IgT[2]。IgM是一类存在于所有有
颌类脊椎动物中的抗体, 其重链从软骨鱼类到哺乳
类中都具有较高的保守性[3]。近年来国内外对鱼类

IgM进行了广泛研究, 如斑点叉尾鲴[4]、海鲢[5]、大

西洋鳕[6]、大西洋鲑[7]、虹鳟[8]、鲤[9]、鳜[10]、牙鲆

和石斑鱼[11]、斑马鱼[12]等。 
草鱼 (Cienoyharyngodoni dellus)是我国内陆水

域主养的优质鱼类, 20世纪 60年代以来其产量占我
国淡水鱼产量的 20%。近年来, 亲鱼选择的盲目性
及人工近亲繁殖已导致主要经济性状退化、生长速

度减慢、性成熟个体变小、抗逆力下降等[13]问题, 环
境污染致使其天然种群数量明显下降和种质资源破

坏。对淡水草鱼, 国内学者[14−16]曾研究过它的免疫

应答, 推断草鱼免疫应答中可能有一种含有较多二
硫键的类似于 IgM 某些特性的大分子蛋白质, 但没
有对其性质作进一步的研究。本文主要利用蛋白 A
亲和层析的方法对草鱼血液中免疫球蛋白进行提取

纯化, 并通过 SDS-PAGE 及 Western-blot 技术对纯
化蛋白的部分特性进行分析比较, 并用纯化的草鱼
IgM 免疫实验兔制备抗血清, 测定了总血清蛋白中
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IgM 的含量, 以期为进一步研究草鱼免疫系统和免
疫机理及相关免疫检测研究奠定基础。 

1  材料与方法 

1.1  材料 
二龄草鱼 30尾, 采自江苏邗江国家级四大家鱼

原种场于 2003年 5月从长江下游围网捕获的鱼苗养
殖至二龄的草鱼。体重 0.52—0.89 kg, 体长 34.7—
43.2 cm。尾静脉采血, 4℃静置。 

HiTrap rProteinA Sepharose l mL预装柱: 北京
韦氏博慧色谱科技有限公司产品; 溴化氰(CNBr)活
化的 Sepharose 4B: Pharmacia产品; SDS、透析袋、
蛋白质分子量 Marker、鼠抗人 Ig抗体购自上海生物
工程公司; 考马斯亮兰蛋白测定试剂盒: 南京建成
生物工程研究所产品; 0.45 μm硝酸纤维素膜: 美国
Osmonics 产品。饱和硫酸铵液, 配制后用 28%氨水
将硫酸铵溶液调 pH至 7.0—7.2, 0.01 mol/L PBS, pH
为 7.4。 

1.2  免疫球蛋白(IgM)的提取纯化 
硫酸铵粗提: 吸取 10 mL血清于小烧杯中缓慢

加入 pH 7.0的饱和硫酸铵溶液, 使其终浓度达 33%, 
4℃过夜, 10000 r/min, 20min离心后将上清加入终浓
度为 33%的饱和硫酸铵 , 4℃过夜 , 同前离心取沉
淀。沉淀溶于相同体积 0.01 mol/L pH 7.4的 PBS中, 
PBS 透析 48h, 期间更换透析液 , 聚乙二醇
(PEG-20000)浓缩, 获抗体粗提物, −70℃保存。 

HiTrap rProteinA Sepharose 亲和柱提纯草鱼
IgM: 5 倍柱体积平衡缓冲液 PBS 平衡柱子后上样
(样品为上述粗提物), 为使免疫球蛋白与 rProteinA
充分结合, 将样品在柱床上 4℃孵育 5h, 然后再用
平衡缓冲液 PBS 洗脱未结合蛋白至 A=0, 甘氨酸洗
脱液洗脱目的蛋白, 1 mL分管收集, 为防止蛋白变
性立刻用中和液中和, PEG-20000 浓缩, −70℃冻存
备用。 

1.3  蛋白浓度的测定  
蛋白浓度的测定参照南京建成生物工程研究所

生产的考马斯亮兰蛋白测定试剂盒说明书。样品中

蛋白含量计算公式如下:  

OD OD(μg/mL)
OD OD

=
测定管 值-空白管 值

蛋白含量
测定管 值-空白管 值

 

×标准管浓度 
其中标准管浓度为 0.615 μg/mL。 

1.4  SDS-PAGE电泳分析 
采用 Mini-Protein cell III 系统(BioRad), 按文 

献[17]的方法进行不连续垂直凝胶电泳, 5%浓缩胶, 
12%分离胶。样品与上样缓冲液 (60 mmol/L 的
Tris-HCl, pH 6.8, 25%甘油, 0.1%溴酚蓝, 2%SDS, 
13-巯基乙醇 14.4 mmol/L) 4:1混合后, 沸水中煮 3min, 
每孔上样量 15 μL。样品在浓缩胶时调电压 100 V, 
分离胶时加大到 120 V, 电泳约 1.5h, 考马斯亮兰
R-250染色。 

1.5  蛋白质免疫印迹(Western-blot)试验 
免疫球蛋白经 SDS-PAGE 后 , MiniTran-Blot 

Transfer Cell(Bio-Rad)转移至 0.45 μm的硝酸纤维素
膜上(恒流 200 mA 转移 3h), 5%脱脂奶粉封闭过  
夜, 一抗为 1: 500稀释的鼠抗人 Ig多克隆抗体, 二
抗为辣根过氧化物酶标记的羊抗鼠 IgG, 1:2000稀释, 
DAB显色。 

1.6  兔抗血清的制备 
实验用新西兰大白兔购自浙江大学实验动物中

心, 暂养 1 周后用草鱼 IgM 进行免疫, 免疫过程如
表 1 所示, 同时以生理盐水免疫 1 只实验兔为空白
对照。最后大量取血制备抗血清。 

1.7  兔抗草鱼 IgM血清效价测定 
在每次加强免疫前耳静脉取血检测抗血清效

价。具体步骤如下: 用包被液(pH 9.6, 0.05 mol/L碳

酸盐缓冲液)将草鱼 IgM 稀释至 20 μg/mL, 每孔  

加入 100 μL, 4℃冰箱过夜包被。然后用 5%的牛血 
 

表 1  免疫程序 
Tab. 1  Procedure of immunization for New Zealand rabbits 

次数 
Time 

注射时间 
Injection time 

注射剂量 
Injection dose 

注射浓度 
Injection concentration

抗原 
Antigen 

注射部位 
Injection position 

1 1 0.5 1 抗原+福氏完全佐剂 背部皮下多点注射 

2 14 0.5 1 抗原+福氏不完全佐剂 背部皮下多点注射 

3 21 0.25 1 抗原+福氏不完全佐剂 背部皮下多点注射 

4 28 0.25 1 抗原+福氏不完全佐剂 耳静脉 

5 35 1 1 抗原+福氏不完全佐剂 背静脉 
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清白蛋白于 37℃封闭 1h, 封闭结束后用含 0.05% 
Tween80的 0.01 mol/mL PBST (pH 7.4)洗涤液洗涤 3
次, 每次 5min。各孔依次加入稀释的兔抗草鱼 IgM
血清 100 μL, 阴性对照孔加 PBS, 37℃温育 1h, 同上
洗涤 3次。每孔加入 100 μL羊抗兔 IgG-HRP, 37℃温
育 1h, 同上洗涤 3次。每孔加入 100 μL新鲜配置的
OPD-H2O2底物溶液, 于避光处反应 30min, 然后每
孔加入 50 μL 2mol/L硫酸溶液中止反应, 于 492 nm
下检测每孔 OD值。最后一次采血 2d后从颈动脉采
血, 制备抗血清, 同样用间接 ELISA 法检测效价。
将所制备的抗血清过滤除菌后分装, −20℃保存。 
1.8  血清总蛋白和血清 IgM含量测定 

根据Bradford及BioRad蛋白测定法[18], 用考马
斯亮蓝 G-250染色, 在 595 nm波长下, 在酶标仪上
读取蛋白样品的光密度值。以标准 BSA (Sigma公司)
系列稀释液作为蛋白质浓度标准, 计算血清总蛋白
含量。采用夹心双抗 ELISA 测定正常草鱼血清中
IgM的含量。具体过程参照文献[19]。 
1.9  数据统计 

采用生物统计软件 SPSS11.0进行数据分析, 差
异显著性分析采用 t检验。 

2  结  果 

2.1  蛋白浓度测定结果 
草鱼血清蛋白经 33%硫酸铵粗提后所得蛋白浓

度为 0.798 g/mL, 经 rProteinA层析后为 0.556 g/mL。
从结果可以看出, 33%硫酸铵粗提法特异性不强, 混
有其他杂蛋白, 因此浓度较高; 亲和层析的方法特
异性较强, 但蛋白损失较大。 
2.2  免疫球蛋白电泳图谱 

33%硫酸铵可以沉淀血清中大部分蛋白, 含有
约十几条电泳条带, 包括 78 kD和 28 kD两条蛋白
带 , 与血清相比 , 仅去除了少数几条蛋白带 , 因此
该法仅适于对蛋白进行粗提 ; 粗提物过 rProteinA 
Sepharose 亲和柱后所提蛋白较纯, 仅含有 78kD 和
28kD 两条蛋白条带, 亲和法所提蛋白浓度均较低, 
条带较淡(图 1)。 
2.3  Western-blot检测 

由图 1 B可知, 鼠抗人 Ig抗体可与草鱼 Ig重链
(78 kD 条带)及轻链(28 kD)发生反应, 因此这两条
条带均为纯化的血清 IgM。 
2.4  兔抗草鱼 IgM血清效价 ELISA检测结果 

初免 2 周后, 免疫组实验兔的血清中就能检测 

 

图 1  草鱼血清 IgM SDS-PAGE图谱(A)和 Western-blot图谱(B) 
Fig. 1  Grass carp serum IgM was analyzed by SDS-PAGE (A)and 
Western-blot(B) 
图 A中, 1、2为草鱼血清, 3为硫酸铵沉淀提取 Ig, 4为 r-Protein 
A提取 Ig, M为分子量; 图 B中, 1为 r-Protein A提取 Ig, 2为硫
酸铵沉淀提取 Ig, M为分子量 
A: 1, 2 grass carp serum; 3. serum Ig of grass carp purified by SAS; 
4. serum Ig of grass crap purified by r-Protein A; M: protein 
marker;B: 1. serum Ig of grass crap purified by r-Protein; 2. serum 
Ig of grass carp purified by SAS; M: protein marker 
 
到 IgM诱导产生的特异抗体, 在加强免疫后第 21、

28、35天将采集的血清稀释后测定抗血清效价。在

第 35 天时达到最高效价(图 2), 而空白对照组不产

生特异抗体, 且免疫组与空白组抗体效价值差异显

著(P<0.05)。大量采血制备抗体后按 1:50 开始倍比

稀释后, 测定效价的滴度高达 1:25600, 可以满足免

疫检测的要求。 

2.5  草鱼血清中总蛋白和 IgM含量的测定 
通过 Bradford法及夹心双抗 ELISA法对正常草

鱼血清中血清总蛋白和 IgM 含量分别进行了测定

(图 2)。测定时先对标准蛋白浓度进行测定并建立了

回归方程为: y=0.132+1.450x和 y=0.016+0.023x, 从

而测定血清总蛋白和 IgM含量分别为 25.87 mg/mL

和 4.5 mg/mL, 正常草鱼血清中 IgM 占血清总蛋白

的比例为 17.39%。  
 

 

图 2  实验兔免疫 IgM和生理盐水后的抗体滴度分布 
Fig. 2  The titers of rabbit serum immunized with IgM protein and 
saline 
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3  讨  论 

3.1  草鱼血清 IgM蛋白的分离与纯化 
鱼类具有比较原始的免疫系统 , 包括免疫组

织、免疫细胞和体液免疫因子三大类。大量的文献

证明鱼类能够进行体液和细胞免疫应答, 其中免疫
球蛋白是鱼类特异性体液免疫应答中最主要的介质, 
因此对鱼类免疫球蛋白的研究理所当然地成为鱼类

免疫学研究的重点和热点[20,21]。 
分步盐析法是蛋白质技术中最为经典的分离浓

缩法。在高浓度的盐溶液中, 蛋白质会凝集并析出
沉淀, 即盐析[22]。人们通常采用经济适用的硫酸铵

溶液作为盐析的盐溶液, 鱼类血清 IgM 纯化中通常
采用饱和硫酸铵(SAS)盐析作为纯化蛋白的第一步。
离子交换层析是依据离子交换的原理将蛋白质从大

量缓冲液中分离出来, 适用于蛋白质粗提物的初始
纯化, 蛋白质的等电点是进行离子交换层析的重要
依据[17]。在本实验中, 首先通过饱和硫酸铵作为纯
化蛋白的第一步, 从电泳图谱可看出, 两次粗提后, 
仍混有较多杂蛋白, 仅能作为粗提之用。目前纯化
免疫球蛋白的方法除了常规的饱和硫酸铵(SAS)盐
析外, 还有柱层析、离子交换层析、疏水层析及亲
和层析等方法[23], 在这些方法中, 亲和层析是依靠
生物高分子所特有的生物活性进行分离提纯的特异

性吸附层析, 具有高效、快速、纯化效果好的优点, 
是提取 IgM的最佳方法。细菌胞壁蛋白主要是指从
金黄色化脓性葡萄球菌和 G组链球菌中分离纯化出
的 Protein A和 Protein G, 它们能特异结合到 Ig的
Fc部分, 对不同的 Ig有不同的亲和力, 因此可以提
供一个快速简捷, 特异且高效的抗体纯化方法。在
鱼类血清 IgM纯化中, 一般采用 Protein A。这种方
法比离子交换层析、凝胶过滤层析要快多了 [24−26], 
商品化偶联了 Protein A或 Protein G的介质的出现
使得这一技术的使用更加方便可行 [17]。但在采用

Protein A柱纯化前应事先考虑柱对鱼类 IgM的结合
能力, 这种结合能力因鱼而异。据报道, 大菱鲜可 
结合 25%, 而鲤鱼仅能结合 13%[35]。Scapigliati, et 
al.[27]从 5 mL 鲈鱼血清中分离纯化出 8 mg 的 IgM, 
取得率为 2.6%。鄢庆枇等[28]从 6 mL大黄鱼血清中
分离纯化出 6 mg的 IgM, 取得率为 1.6%。在本实验
中我们从草鱼 10 mL血清中纯化得到 13 mg的 IgM, 
其量也不是很多, 其主要原因可能是由于草鱼血清
中 IgM 含量本身就比较低, 此外也可能是由于本实

验中所采用的是健康草鱼, 没有经人工免疫提高其
血清中免疫球蛋白的浓度。同时也可能是蛋白 A对
草鱼 IgM亲和力较低所致, 在 4℃温育 5h后有可能
还有小部分 IgM 没有结合到蛋白 A 上。有报道表
明, 蛋白 A 和牙鲆血清 IgM 亲和力也比较低, 用
蛋白 A柱来分离纯化南极鱼种 Trematomus newnesi
时效果也很不理想。这种结合能力差异的原因, 目
前仍没有统一的认识, 但鱼类免疫学家们推测可能
与 Ig分子中 Fab片段系统发育有关。但亲和层析是
根据抗原抗体特异性结合的原理, 所提蛋白纯度较
高 , 基本无其他杂蛋白 , 特别是 HiTrap rProteinA 
Sepharose 亲和法操作简单, 周期短, 可以作为实验
室小量提取免疫球蛋白的有效方法。 
3.2  草鱼血清 IgM含量分析  

不同种类鱼类血清 IgM 浓度相差很大, 大多在
3.5— 7 mg/mL, IgM 含量占血清总蛋白浓度的  
7.5%—18%。本实验中, 草鱼血清中 IgM 和血清总
蛋白含量分别为 1.16 mg/mL和 17.57 mg/mL, IgM占
血清总蛋白的比例为 6.60%, 这跟鲤科鱼类 IgM 占
血清总蛋白的比例相似。通过对草鱼 IgM重链基因
的分析可以发现草鱼 IgM全部恒定区与鲤具有较高
的同源性 [29], 这与本试验的结果具有一定的相似
性。准确定量血清 IgM水平, 对研究鱼类疾病控制, 
特别是在说明感染后抗体产生以及调查疫苗免疫后

抗体生成方面是很重要的[24]。总血清 IgM的含量也
是评价鱼体健康的一个有价值的指示因子, 鱼类免
疫学家在研究 IgM时, 把 IgM与血清总蛋白的含量
分别测定出来, 并计算出二者的比值[30]来评价鱼类

的免疫状况。最初一些研究者采用兔抗血清做抗体

的 SKID的方法来定量 IgM的水平[33]。在这种方法

中, 各位研究者所采用的纯化鱼类 IgM的方法不同, 
得到的鱼类 IgM的纯度以及制备的兔抗鱼类 IgM的
纯度也各不相同, 而且 SKID 在灵敏度上有较高的
限制, 对低浓度的 IgM水平无法检测。因此, ELISA
以其独特的优势被更多的研究者选为定量血清 IgM
水平的方法, 它是一种非常灵敏的检测、定量方法。
ELISA测血清黏液 IgM水平可达 0.1 µg/mL, 且仅需
2h[29,31]。 

本实验用纯化的草鱼 IgM通过多次注射免疫实
验兔, 结果得到效价高达 1:25600 的兔抗草鱼 IgM
血清, 并对血清中 IgM 含量进行了测定, 为进一步
研究草鱼免疫机制及免疫指标和一些相关工作打下

了基础。 
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PURIFICATION OF SERUM IGM FROM GRASS CARP (CIENOYHARYNGODONI 
DELLUS) AND PREPARATION OF RABBIT SERA ANTI-IGM 

DING Wei-Dong, CAO Li-Ping and CAO Zhe-Ming 
(Key Open Laboratory for Genetic Breeding of Aquatic Animals and Aquaculture Biology, Ministry of Agriculture, Freshwater 

Fisheries Research Center of the Chinese Academy of Fishery Sciences, Wuxi 214081) 

Abstract: Immunoglobulins are the primary humoral component of the acquired immune system. In order to know the 
ImmunoglobulinM (IgM) of grass carp (Cienoyharyngodoni dellus), two different isolating methods were applied to find 
the best way to purify serum IgM in the present study. The purity and molecular weight of the serum IgM were deter-
mined, and then the rabbit polyclonal antisera were prepared with the purified IgM. In this study, blood was collected 
with a syringe from the caudal sinus of 30 fish, and allowed to clot at 20  for 20 min and at 4  for 30 min. Serum was ℃ ℃

obtained by centrifugation at 500 g to remove cells and at 15000 g to remove particulate matter, and stored frozen at 
−80 . Firstly℃ , 33% ammonium sulfate precipitation was used to purify the serum, the result showed that most proteins 
in grass carp were precipitated and could not get high purity IgM, so it could only be a crude method. At the same time, 
HiTrap rProteinA Sepharose affinity was performed at 10  to purify IgM.℃  The partial characteristics of purified pro-
teins were then analyzed and compared by SDS-PAGE and Western-blot. The results revealed that grass carp serum 
immunoglobulin purified by HiTrap rProtein A affinity chromatography had only two bands of 78 kD and 28 kD, the 
same two bands as those in serum. Western-blot analysis showed that the mouse anti-human Ig antibody can recognize 
bands of 78 kD and 28 kD. Sera anti-IgM of grass carp had been prepared by repeatedly immunized New Zealand rab-
bits with purified IgM. and the titers of anti-sera obtained up to 1:25600 examined by indirect ELISA. Total serum pro-
tein and the concentration of IgM of the normal sera of grass carp were determined by using the Coomassie blue dye 
binding method of Bradford and sandwich ELISA, the values being 25.87 mg/mL and 4.5 mg/mL, respectively. The 
percentage of IgM in the total serum protein was 17.39%. Measurements of IgM levels in serum from several fish spe-
cies have been surveyed and the results point to a range between 0.25 and 23.5 mg/mL. The studies also pointed to con-
siderable individual variations in serum IgM levels among fish, as occurs with other fish immune activities. These 
changes may be related to size and/or age, environmental conditions or disease status. It must be emphasized, therefore, 
that the serum IgM values obtained in the present work represent the mean of at least thirty healthy and non-immunized 
individuals of similar size kept under same conditions. In present work, the 13mg amount of purified IgM from 10 mL 
serum was not larger than other fish because the grass carp was not immunized with antigen such as BSA in the research. 
In conclude, the results indicated that protein A-sepharose affinity chromatography was feasible in purification of IgM 
of grass crap. The polyclonal antibody obtained could be used in correlative studies in future. 
 
Key words: Grass crap; Protein A-sepharose affinity chromatography; Immunoglobulin M(IgM); Rabbit sera anti-IgM; 
ELISA 
 


