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摘要: 采用凝胶柱层析、聚丙烯凝胶电泳、免疫印迹 (W estern b lo tting)和免疫扩散等方法对施氏鲟卵黄蛋白原 ( V-i

tellogenin, Vg)及其相关蛋白 ( Yo lk prote in, YP )进行了研究。结果表明, 施氏鲟血清 Vg是一种糖脂磷蛋白, 其相对

分子量为 410kD, 由分子量为 205kD的两个同源亚基组成。Vg的 3种相关蛋白 YP1、YP2和 YP3。其中 YP1相对

分子量为 370kD,是一种糖脂磷蛋白,由相对分子量为 97kD和 33kD的两个亚基构成。YP2是一种相对分子量为

144kD的磷脂蛋白, 由相对分子量为 94kD和 45kD的 2个亚基构成。YP3为相对分子量为 66kD的磷蛋白, 由相对

分子量为 30kD的同源亚基构成。
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  卵黄蛋白原 ( V ite llogenin, Vg)是存在于所有卵

生和卵胎生动物血液中的雌性特异性蛋白, 在雌激

素的作用下,由肝脏分泌进入到血液循环,被发育中

的卵母细胞吸收后, 加工为卵黄蛋白
[ 1) 3 ]
。在两栖

纲和鸟类中, Vg在酶的作用下被降解为卵黄蛋白中

的高磷蛋白 ( Phosv itin, Pv)、脂磷蛋白 ( L ipov itellin,

Lv)和糖蛋白 (Yo lk g lycoprotein, YGP)
[ 4) 6]
。有关鱼

类 V g和相关的卵黄蛋白 ( L ipov ite llin and phosvitin,

YPs)之间的关系在多种鱼类中已经被证实, 如在花

锵鱼 ( K illifish, Fundulus heteroclitus )
[ 1]
、虹鳟 ( Ra in-

bow trou,t Oncorhynchus myk iss)
[ 7]
、冬鲽鱼 (W inter-

flounder, P sdudop leuronectes am ericanus)
[ 8]
、条纹鲈鱼

( Stripped bass, Morone saxa tilis )
[ 9, 10]
、乌颊鲷鱼

( G ilthead sea bream, Sparus aura ta )
[ 11]
、罗非鱼 ( T-i

lapia, Oreochrom is mossamb icus )
[ 12]
和银鲑鱼 ( Coho

salmon, Oncorhynchus k isutch )
[ 13]
等鱼类。DeV lam ing

通过 SDS-PAGE证实了金鱼 (Carassius auratus)具有

两种类型的 Lv, 其中的一种为高分子量 ( 105kD和

110kD ),另外一种由分子量为 ( 19) 25kD )的四个

亚基组成, 而高磷蛋白则是由 716kD和 1415kD两
个亚基组成

[ 14]
。南极冰鱼 ( Antarct ic fish, Chaeno-

cephalus aceratus)被证实有 9种不同的卵黄蛋白,而

虹鳟、白点鲑 ( Saliw linus leucomaenis )
[ 15 ]
、大麻哈

( chum salmon, Oncorhynchus keta )
[ 16 ]
和银鲑 ( coho

sa lmon, O1k isutch )
[ 13 ]
则具有两种卵黄蛋白 E1

( 230) 300kD)和 E2 ( 30) 35kD)
[ 17]

,其中 E1为脂磷

蛋白, E2为高磷蛋白或 B成分
[ 18]
。对许多硬骨鱼类

YPs的研究表明,鱼类的 Lv和 Pv,均来自于体外,不

同鱼类之间具有一定的相同特性
[ 1]
。脂磷蛋白通

常易溶于低盐溶液中,含磷量低, 高磷蛋白分子量较

低, 是含磷丰富的蛋白
[ 1, 2]

, 而 E2不具有 Lv和 Pv的

特性
[ 19]

,其氨基酸的组成与脂磷蛋白和高磷蛋白不

相同
[ 13, 18, 20]

,但也来自于卵黄蛋白原
[ 2, 13 ]
。

鲟鱼作为原始的脊椎动物之一, 在生物系统发

育上具有特殊的分类学地位, 在研究卵生脊椎动物

的进化上具有重要的研究意义。 1998年 4月 1日

起,联合国华盛顿公约 ( C IT IS)将全世界野生鲟鱼认

定为濒临绝种的保护动物。其中施氏鲟 ( Acipenser

schrenck ii )是黑龙江特有的重要经济鱼类,属淡水定

居种,仅分布于黑龙江水系
[ 21, 22 ]

。目前, 有关鲟鱼

卵黄蛋白原及其相关卵黄蛋白研究报道较少, 仅见

B idw e l,l et al1对美国白鲟 (A cip enser transmontanus )

Vg mRNA的研究和 B idw ell与 Carlson对美国白鲟

Vg cDNA等方面的研究
[ 23, 24]

。 Fuji,i et al1和 H ira-
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matsu, et al1分别于 1991年、2002年对杂交鲟 ( bes-

ter; H uso huso @A cip encer ru thenus)Vg及其 YPs的研

究报道
[ 25, 26 ]

,在其他鲟科鱼类未见报道。鲟鱼类在

孵出后的 6) 7d内, 其幼体完全依赖卵黄来满足营

养的需要,而无需摄取外源性营养,卵黄蛋白数量和

质量的变化对早期鲟鱼幼体的维持生命和生长发育

至关重要。因此对施氏鲟 Vg及其相关卵黄蛋白理

化性质的研究,对今后开展鲟鱼的人工繁殖保护、饲

养等方面具有重要理论和实践意义。

1 材料与方法

111 试验材料  试验用施氏鲟鱼卵和血清均采自
中国水产科学研究院黑龙江水产究所, 北京房山鲟

鱼繁育技术工程中心。

112 试验方法
11211 施氏鲟鱼卵粗提液和血清的制备  取施氏

鲟卵 5g,加 3倍体积预冷的提取缓冲液 20mmo l /L

Tris-HC l ( 20mmo l/L N aC ,l 0101% 的 叠 氮 钠,

pH810) ,在冰浴条件下 10000r/m in匀浆 5m in, 取匀

浆液 4e 12000r /m in离心 20m in,取中间层上清液为

卵粗提液。雌鱼血清的制备: 尾椎静 (动 )脉采血

20mL,室温放置 30m in后, 4e 低温过夜, 3000r /m in

离心 20m in,抽取血清,保存备用。

11212 Vg与 YP的纯化  取施氏鲟雌鱼血清, 放

入蒸馏水中透析, 2500r /m in 4e 离心 15m in获得沉

淀,重复一次, 溶于 015mol /L NaC l中。取葡聚糖

Sephdex G-200用适量蒸馏水浸泡 12h, 再以 100e

溶胀 5h后, 抽气装柱 ( 118cm @ 75cm ), 用 pH715
10mmol /L PBS(含 015mo l/L NaC l)缓冲溶液平衡

柱,取蛋白液, 上样。平衡缓冲液洗脱,控制流速为

110mL /m in,部分收集器收集体积为每管 3mL, 紫外

检测仪检测,层析工作站记录分离曲线。自动收集

器收集蛋白液, 20% 聚乙二醇 ( 6000)浓缩蛋白溶

液,冷冻保存。层析标准蛋白为安玛西亚公司,甲状

腺球蛋白 669kD,铁蛋白 440kD, 过氧化氢酶 232kD,

乳酸脱氢酶 140kD, 牛血清白蛋白 67kD。 400kD附

近的蛋白洗脱峰为 Vg。

取卵粗提蛋白,上样。平衡缓冲液洗脱,控制流

速为 110mL /m in, 部分收集器收集体积为每管 3mL,

紫外检测仪检测, 层析工作站记录分离曲线。自动

收集器收集蛋白液, 20%聚乙二醇 ( 6000)浓缩蛋白

溶液, 冷冻保存。

11213 纯化 Vg和卵黄蛋白分子量的测定  纯化

蛋白的原态分子量采用葡聚糖凝胶层析和梯度凝胶

电泳测定,亚基分子量采用 SDS-聚丙烯酰胺凝胶电

泳测定。葡聚糖凝胶层析标准蛋白为安玛西亚公司

提供 ( 66) 669kD )。 5% ) 15% 梯度凝胶电泳
[ 27]

,

高标准分子量蛋白为安玛西亚公司的 ( 669)

669kD)。SDS-PAGE浓缩胶 5%,分离胶 12% ,低标

准分子量标准蛋白为北京天为时代公司 ( 1414)

9714kD)。制作层析方程和电泳方程计算分子量。

11214 抗血清的制备  将收集层析峰 A、B和 C蛋

白液,聚乙二醇 ( 6000)浓缩后 (浓度 210mg /mL)与

完全福氏完全佐剂等体积混合,充分乳化。采用背

部皮下多位点注射,每只大白兔注射 1mL抗原乳化

液。 20d后进行第二次加强免疫, 与不完全福氏佐

剂等体积混合, 10d后第三次免疫, 5d后耳静脉取

血测效价。效价达到 1B32以上, 次日心脏取血, 制

备血清。

11215 W estern blotting检测与免疫原性分析  纯

化 Vg与 YP用Western b lo tt ing和免疫扩散检测, 卵

黄蛋白及雌、雄血清经 12% SDS-聚丙烯酰胺电泳。

卵黄蛋白稀释 5倍, 血清稀释 10倍, 样品与上样缓

冲液以 2B1混合。电泳结束后, 凝胶、专用滤纸和

NC膜, 用转膜缓冲液平衡, 5m in @ 3次。电转移恒

压 ( 10V) 30m in, 转移后将 NC膜用 0101mo l/L PBS

缓冲液 ( pH 714)洗, 5m in @ 3次,置入含 1% BSA的

PBS中室温封闭 2h。弃封闭液用 PBS洗膜, 5m in @

4次,之后放入 1B200稀释的兔抗血清,在 4e 下孵

育 12h以上 (阴性对照, 以 1% BSA取代一抗,其他

步骤相同 ), 弃一抗将 NC膜用 PBS洗 5m in @ 4次,

再放入按 1B500稀释的过氧化物酶标记的羊抗

兔 IgG ( IgG-HRP)溶液, 室温孵育 2h, PBS充分洗

涤后, 滴加 DAB显色溶液 ( 50mL 0101m o l/L pH

714 PBS, 25mg DAB, 10 LL H 2O 2 )室温避光显色

10m in,双蒸水终止显色反应。采用乌赫特朗尼

免疫双扩散的方法
[ 17]

, 分析施氏鲟 V g与 YP的

免疫原性。

11216 纯化蛋白的特殊染色  脂蛋白采用油红 O

染色法
[ 28, 29]

, 糖蛋白和磷蛋白采用 Inv itrogen公司

的 SYPRO荧光蛋白染色液, M o lecular ProescPro-Q
Emera ld 300 G lycoprotein Gel stain和 Pro-Q D ia-

mond Phosphoprote in G el Stain。

2 结  果

211 Vg的纯化
标准蛋白的 Sephadex G-200的洗脱曲线和标

准方程如图 1和图 2所示, 标准蛋白洗脱曲线呈
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现五个洗脱峰 (图 1 ) , 分别是分子量为 669kD、

440kD、342kD、144kD和 66kD的洗脱峰, 凝胶层

析法测定蛋白分子量方程: Y= 31640- 01015X ,

X: V e (标准蛋白洗脱体积 ) ; Y: logM; M: 标准蛋

白分子量。雌鱼血清 V g的洗脱曲线呈现单一对

称峰 (图 6) , 且起峰时间略晚于标准蛋白 440kD

洗脱曲线的起峰时间, 证明纯化蛋白已是单一成

分, 且其分子量低于标准蛋白 440kD, 经计算该

蛋白的分子量为 410kD (图 1、图 2)。纯化后所

得样品经梯度凝胶电泳检验, 在分子量约为

410kD附近只有一条蛋白带 , 经蛋白特殊染色表

明该蛋白是一种糖脂磷蛋白为血清 Vg (图 3、图

4 ) , W estern-blo tting证实该蛋白只存在于卵黄发

生期雌性血清中, 而不存在于雄性血清中, 由两

个相对分子量为 205kD同源的亚基组成 (图 5、

图 8 )。兔抗 V g血清与雌鱼血清只出现一条沉淀

线, 与雄鱼血清不发生免疫沉淀反应 (图 7)。

图 1 标准蛋白的层析洗脱曲线

F ig11 E lu tion curve of from SephadexG-200 gel filtrat ion colum n

s tandard protein

图 2 层析测定蛋白分子量方程

F ig12 E quation for m easu ring m olecu lar w eigh t of protein

X: V e (标准蛋白洗脱体积 ) ; Y:标准蛋白分子量对数

X: V e; Y: logM

图 3 雌性蛋白特殊染色

Fig13 Specif ic stain for FSSP

R1:磷蛋白染色; R2:糖蛋白染色; R3:脂蛋白染色

R1: Phosphoprotein G el stain; R2: Glycoprotein Gel stain;

    R3: Red oil sta in for FSSP of Vg

图 4 V g的梯度胶电泳

F ig14 5% ) 15% grad ien t nat ive-PAGE

R1:雌性血清的 Vg; M:分子量标准

R1: Vg of fem ale serum; M: M arker

图 5 血清雌性蛋白

Fig15 FSSP in fem ale serum of am ur S turgeon colum n of Vg

M1-M2:施氏鲟雄性血清蛋白电泳; M:标准

蛋白; F1-F2:施氏鲟雌性血清蛋白电泳

M 1-M 2: M ale serum; M: M arker; F1-F2: Fem ale serum
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图 6 Vg的纯化洗脱曲线

F ig16 E lut ion cu rve of from S eph adexG-200gelF iltration

图 7 纯化 Vg与施氏鲟血清的免疫扩散

F ig17 Imm unod if fus ion of stu rgeon sera and purified vitel logen in

1) 3:雌性血清; 4) 6:雄性血清;中间孔:兔抗血清 Vg血清

1) 3: Serum of fem ale at vitel logenesis S tage; 4) 6: M ale serum; Cen tral

     w el:l An tiserum aga instV itellogen in

图 8 施氏鲟雌雄鱼血清的 Western b lott ing

F ig18 W estern b lotting for serum of fem ale

R1:雄性血清; R2:雌性血清; R3-R4:雌性血清与雄性血清的免

    疫印迹

R1: M ale serum; R2: Fem ale Serum; R3: W estern b lotting for m ale

serum; R4: W estern b lott ing for fem ale serum

212 卵黄蛋白的亚基组成及纯化
施氏鲟卵黄蛋白亚基的组成如图 9所示 (降解

SDS-PAGE,加巯基乙醇 ), 由 8种亚基组成, 其亚基

的相对分子量分布为 9714kD、6612kD、45kD、33kD、

30kD、26kD、16kD和 15kD ( A1, A2 )。而非降解

(不加巯基乙醇 ) SDS-PAGE表明卵黄蛋白由 4种亚

基组成, 其中分布于 30kD谱带为降解亚基 ( A3 )。

卵黄蛋白的洗脱曲线呈现三个洗脱峰 A、B、C (图

10), 其中峰 A白色,峰 B淡黄色, 峰 C无色。其中

峰 B和峰 C的峰型较对称。

图 9 卵黄蛋白的亚基组成

Fig19 The subun its of vitellin of amu r sturgeon

A1、A2:降解卵黄蛋白; A3:非降解卵黄蛋白

A1、A2: Reduced v itell in; A3: Un reduced vitel lin

图 10 卵粗提液的层析洗脱曲线

Fig110 E lu t ion prof ile from S ephadexG-200gel Filtrat ion column

of the egg crude extract from amu r stu rgeon

峰 A: YP;峰 B: YP2;峰 C: YP3

213 YP1的理化性质
洗脱峰 1蛋白样品的梯度凝胶电泳 (图 11), 经

计算卵黄蛋白粗提液峰 1蛋白的表观分子量为

370kD, 电泳标准方程为: Y= 2185- 1169X (图 12)。

X: R;f Y: logM; M: 分子量。 SDS-PAGE和 W estern-

b lo tt ing结果显示峰 1蛋白是由分子量为 97kD和

33kD的两个亚基组成 (图 13)。Molecu lar Proes.
Pro-Q Emerald 300 G lycopro te in G el sta in染色为阳

性, 表明峰 1蛋白为糖脂磷蛋白 (图 14)。该蛋白的

兔抗血清与施氏鲟的雌、雄血清和纯化 Vg均发生

免疫沉淀反应 (图 15)。
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图 11 峰 1蛋白梯度凝胶电泳

F ig111 5% ) 15% grad ien t native-PAGE of the f irst p eakps p rotein

M:标准分子量; R1:峰 A蛋白

M: M ark er; R1: Protein of f irst peak

图 12 电泳测定蛋白分子量曲线方程

Fig112 E qu at ion ofm olecu lar w eight of standard protein

X:迁移率; Y:分子量对数值

X: R ;f Y: logM

图 13 YP1亚基组成

Fig113 The subun its ofYP1

M:标准蛋白; R1: YP1的亚基电泳图谱; R2: YP1的免疫印迹图谱

M: M aek er; R1: The subun its ofYP1; R2: W estern b lott ing of YP1

图 14 峰 1蛋白的特殊染色

F ig114 Specific stain for YP1

R1:磷蛋白染色; R2:糖蛋白染色; R3:脂蛋白染色

R1: Phosphop rotein Gel stain; R2: G lycoprotein Gel

    stain; R3: Red oil stain for YP1

图 15 YP1免疫扩散反应

Fig115 Precip itin reaction of amu r sturgeon YP1

1、4:施氏鲟雌鱼血清; 2、5: 雄鱼血清; 3、6: 纯化 Vg; 中央孔: 兔抗

   YP1血清

1, 4: Fem ale serum of am ur sturgeon; 2, 5: Male serum of amu r stu rgeon;

3, 6: Vg; An t iserum to stu rgeon YP1 ( an t-i YP1 ) w as poured in th e

      cen tralw ell

214 YP2的理化性质
洗脱峰 2蛋白的梯度凝胶电泳 (图 16) , 经计

算卵黄蛋白峰 2蛋白的表观分子量为 144kD, 电

泳标准方程见 213。YP2是由相对分子量分别为

9714kD和 45kD两个亚基组成的磷脂蛋白 (图

17、图 18)。施氏鲟卵峰 2蛋白抗血清与雌性血

清中该蛋白发生免疫沉淀反应, 而与雄性血清不

发生反应 (图 19 )。
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图 16 YP2梯度凝胶电泳

Fig116 Resu lts of 5% ) 15% grad ien t native-PAGE of YP2

M:标准蛋白; R1:纯化 YP2蛋白

M: M arker; R1: YP2

图 17 YP2亚基组成

F ig117 Th e subun its ofYP2 of am ur s turgeon

M:标准蛋白; R1: YP2的亚基电泳; R2: YP 2亚基的免疫印迹

M:M arker; R1: The subun its ofYP2; R2: Western blott ing of YP 2

图 18 YP2磷脂蛋白染色

F ig118 Phosphoprotein Gel S ta in for p rote in ofYP2

R1-R2: YP2的磷蛋白染色; R3-R4: YP2的脂蛋白染色

R1-R2: Phosphoprotein and red oilG el Stain for YP 3; R3-R4: Red o il

    s ta in for YP 3

图 19 YP2免疫沉淀反应
Fig119 Precip itin reaction of amu r sturgeon YP2

1, 3:施氏鲟雌鱼血清; 2: Vg; 4) 6:雄鱼血清;中间孔:兔抗 YP2血清

1, 3: Fem ale serum of amu r sturgeon; 2: Vg; 4) 6: M ale serum of am ur
sturgeon; Ant-i YP2 poured in the cen tralw ell

215 YP3的理化性质
洗脱峰 3蛋白的梯度凝胶电泳 (图 20), 经计算

卵黄蛋白峰 3蛋白的表观分子量为 66kD, 电泳标准

方程见 213。YP3由 30kD同源亚基组成 (图 21)。蛋

白质特殊染色表明该蛋白是一种磷蛋白 (图 22) ,与

施氏鲟雌血清和纯化 Vg发生免疫沉淀反应,与雄性

血清不发生反应,但沉淀线较弱 (图 23)。

图 20 YP3梯度凝胶电泳

F ig120 Resu lts of 5% ) 14% grad ien t nat ive- PAGE of YP3

M:标准蛋白; A1:纯化 YP3

M: M ark er; A1: YP3

图 21 YP3蛋白的亚基组成

F ig121 The subun its ofYP3 of Amu r stu rgeon

R1: YP3; M:标准蛋白; R2: YP3的免疫印迹图谱

R1: YP3; M: M ark er; R2: Western b lots for YP3



756  水   生   生   物   学   报 32卷

图 22 峰 3蛋白的特殊染色

Fig122 Sp ecific stain for the YP3

R1-R2: YP3的磷蛋白染色

R1-R2: Phosphoprotein G el stain for YP3

图 23 峰 3蛋白的免疫沉淀反应

Fig123 The imm unop recipitation reaction of the YP3

1, 3:施氏鲟雌性血清; 2: Vg; 4) 6:施氏鲟雄性血清;中间孔:

免抗 YP3血清

1, 3: Fem ale serum of amu r stu rgeon; 2: Vg; 4) 6: M ale serum of

    amu r stu rgeon: An t-i YP3 pou red in the central w ell

3 讨  论

Vg最初是 Pan, et al11969年对雌性昆虫血液淋

巴蛋白的特称,后来这一名称被广泛用于特指雌性

动物血浆中卵黄蛋白原,是一种高分子量的含糖、含

磷、含脂的蛋白
[ 30]
。本研究表明, 施氏鲟卵黄发生

期雌鱼的血清中只存在一种雌性蛋白 ( FSSP) Vg。

这与 H iramastu, et al1认为杂交鲟血清中存在两种
雌性蛋白,一种是 Vg, 另外一种是相对分子量小于

Vg,与 Vg不同或是 Vg的降解片段的雌性蛋白的情

况不同
[ 26]
。Mastubara、K ish ida、Specker和 Hara, et

al1对大菱鲆、罗非鱼和青鳉的血清雌性蛋白的研
究过程中也都发现了该小分子量雌性蛋白的存

在
[ 12, 13, 31 ]

,而银鲫体内则存在两种 Vg
[ 32]
。Vg纯化

方法的选择与血清 Vg浓度有关
[ 25]

,与 H iramastu, et

al1使用羟基石灰石柱结合 Sephdex G-200纯化血

清 Vg不同, 本试验所获的卵黄发生时期的血清中

Vg浓度足以在蒸馏水中形成沉淀, 因此选用蒸馏水

与 Sephdex G-200 结合的方法并获得了 纯化

的 Vg
[ 26 ]
。

施氏鲟 Vg的相对分子量 410kD与美国白鲟的

400kD相同, 低 于杂交鲟和鲑科鱼 类 ( 540)
600kD)

[ 17, 23, 33, 34]
。这种分子量的不同可能与选择

不同的测定方法有关, 如虹鳟 Vg的相对分子量就

有 600kD
[ 17]
、470kD

[ 33]
、535kD和 550kD

[ 34]
等几种

不同的报道。H iram astu, et al1认为杂交鲟与白
鲟 V g的相对分子量的不同与选择方法的不同和

种类的不同有关, 而本试验采用 Sephdex G-200

和N ative-梯度凝胶电泳两种方法测定施氏鲟 V g

的相对分子量均为 410kD, 表明其分子量的变异

可能与种类无关。

施氏鲟 Vg的亚基组成与鱼类 Vg是以两个相

同的 150) 200kD的亚基组成的同源二聚体形式存

在形式相同
[ 3, 35]

, 是由分子量为 205kD的两个亚基

组成,为同源二聚体。而与金鱼和鳗鱼的 Vg由 3)

4亚基组成和鲤科鱼类的非同源而具体组成方式不

同
[ 36]
。施氏鲟的 V g特异性显色显示施氏鲟 Vg含

糖、磷和脂,这与其他鱼类的相关报道一致
[ 1) 3, 35]

。

施氏鲟卵黄蛋白经 Sephdex G-200后有三个洗

脱峰,且该洗脱蛋白的抗血清均与施氏鲟的雌性血

清和纯化 Vg发生免疫沉淀反应, 说明施氏鲟卵中

的该三种卵黄蛋白都与其血清 Vg相关, 这三种卵

黄蛋白是包括鱼类在内的卵生脊椎动物血清 Vg的

代谢产物
[ 1) 3]
。V g分子内 N 2端是由 1100个残基组

成脂磷蛋白Ñ部分,中间是由富含磷酸化的丝氨酸

的高磷蛋白部位, C2段是脂磷蛋白、卵黄磷蛋白和

卵黄糖蛋白部位。当入侵到卵母细胞中去后, 被蛋

白酶水解为小分子的卵黄蛋白、卵黄脂磷蛋白、卵黄

高磷蛋白以及 B组分或 E组分 (约 19kD)
[ 29]
。纯

化施氏鲟 YP1与卵黄蛋白原 C2段的性质相似, 含

有磷、脂和糖的特性, 且具有较大的分子量, 与杂交

鲟报道的 YP1为 Lv不同
[ 26]

, 这可能与不同鱼类在

第一次蛋白酶水解所产生的蛋白分子有差异有关,

但这种差异在功能上的意义还不清楚
[ 31]
。YP2为

施氏鲟卵黄蛋白的主要成分, 且可以被油红 O染色

的特性与其他鱼类的 Lv特性较为相似, 含脂丰

富
[ 1) 3]

, 但其分子量略高于鱼类脂磷蛋 ( 30)

120kD)。Vg与 Lv具有相同的抗原性质,因此可以
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用相同的抗血清互相定量检测
[ 35 ]
。在本试验中,

YP2的兔抗血清和羊抗血清 (其他已投文章 )均与

YP2和 Vg反应, 这与鲤鱼和冬鲽鱼等鱼类的报道

一致
[ 36, 37]

。许多研究表明, Lv就是缺少弱抗原 Pv

(高磷蛋白 )片段的 Vg,因此它们具有相似的免疫学

特性
[ 1, 3, 36, 37]

。与其他的鱼类一样, 冬鲽鱼的 Lv也

具有相当的稳定性
[ 38]

, 这可能与雌鱼血清中的 Vg

存在时间要比 Lv存在于卵中时间短有关。因此在

免疫学应用上,使用 Lv检测 Vg更具有优势
[ 36]
。

与其他硬骨鱼类的 Pv相同, 施氏鲟 YP3具有

较弱的抗原性, 在 280nm也具有一定的吸光度
[ 35 ]

,

其分子量也高于对鱼类卵黄高磷蛋白 ( 10) 40

kD)。鱼类卵黄蛋白原的一般性质都很相似, 但其

脂化、糖基化和磷酸化的程度差异较大,因此其相应

的卵黄蛋白的变化也较大
[ 29 ]
。在本研究中, 施氏鲟

卵黄蛋白尽管在性质上与其他鱼类相似, 但却具有

其自己的特点。

在进行 Sephadex G-200凝胶层析洗脱的过程

中, YP2的洗脱样品为淡黄色,这可能与卵黄蛋白结

合运转类胡萝卜素的生物学功能有关。卵黄根据其

来源不同,可分为内源性卵黄和外源性卵黄两种,其

中外源的卵黄蛋白原通过血液循环进入卵巢, 并运

输脂类等营养物质到卵巢中
[ 39]
。红螯螯虾 ( Cherax

quadricarinatus)的仅在次级卵黄发生期出现的一种

雌性特异高密度脂蛋白 LP Ò (认为它可以作为监

控生殖过程的标志, Vg ), 它在 470nm处有吸收峰,

说明含有类胡萝卜素辅基, 可以单独或同 LPÑ (一

种在雌雄个体血淋巴中均有存在的高密度脂蛋白 )

一起负责将一些主要的脂类和 (或 ) 类胡萝卜素运

进卵巢
[ 40]

,且类胡萝卜素的存在可以影响卵黄蛋白

的颜色
[ 29, 41 ]

。
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VITELLOGEN IN-DERIVED YOLK PROTE INS OF AMUR STURGEON,

(ACIPENSER SCHRENCKII ): PURIFICATION AND CHARACTERIZATION

ZHANG Y ing , QU Q iu-Zh,i HUO Tang-B in and SUN Da- Jiang

(H eilongjiang F ish ery R esearch Institu te, ChineseA cademy of F ish ery S cience ,H arbin 150070)

Abstract: Sturgeon is an anc ient fam ily ( Acipenseridae) of fishes close to the divergence f ish that eventua lly evolved into

terrestrial anmi als and those which evo lved into modern teleost spec ies. Amur sturgeon vitellogenin ( Vg) and its corre-

sponding yolk protin (YP ) products, YP1, YP2 and YP3 were iso lated from serum of female at v itellogenes is and eggs

from ovulated amur sturgeon, respectively. Amur sturgeon Vg was purified from fem ale serum by a comb ination of precip-i

tation in DW and gel filtration on sephadexG-200. Vgwas confirm ed to be a lipoglycophosphoprotein by staining w ith Red

oi,l Mo lecular ProespP ro-Q Em erald 300 G lycoprotein Gel sta in and P ro-Q D iamond Phosphoprotein Gel Sta in, which

had an apparentm olecularm ass o f410kD and appeared as onem ajor band corresponding to 205kD after nat ive-PAGE and

SDS-PAGE, and confirmed by western blott ing. T hree yolk prote ins derived from v itellogenin ( YP1, YP2 and YP3). Ap-

parentmo lecular w eights o fYP1, YP2 and YP3w ere 370kD, 144kD and 66kD, respectively. A fter SDS-PAGE, YP1 ap-

peared as two bands of 97kD and 33kD, while YP2 were resolved as two bands o f94kD and 45kD under reducing cond-i

t ions. T he characters ofYolk prote in 1 is smi ilar to amur sturgeon Vg, it is a lipoglycophosphoprotein that can be stained

by Red oi,l M o lecular ProespPro-Q Emerald 300 G lycoprotein Gel stain and Pro-Q D iam ond Phosphoprote in Gel Stain,

wh ile Yolk protein 2 was confirm ed to be a phospholipoprotein. Yolk protein 3 appeared as one band of 30kD, and it could

be stained only by P ro-Q D iamond Phosphoprotein Gel Stain. Antiserum toYP2 and YP3 cross reacted w ith vitellogenin

suggested thatYP2 and YP3w ere the cleaved products of v itellogen in, while the characters of purified yo lk protein indica-

ted thatYP2 and YP3 were am ur sturgeon L ipov itellin and Phosvit in like, respectively. There are e ight subunits of v itellin

of am ur sturgeon appeared in reduced SDS-PAGE, as four subunits in unreduced SDS-PAGE. The results of doub le mi mu-

nodiffusiong using ant-iVg show ed that amur sturgeonVgw as composed ofYP1 and YP2, andYP3 had less antigenicity a-

gainst ant-iVg.

K ey words: A cip enser schrenckii; V itellogenin; L ipov itellin; Phosv itin


