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卵形鲳鲹 IgM蛋白的纯化和抗血清的制备
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( 海南大学 海洋学院/海南省热带水生生物技术重点实验室/
海南省南海海洋资源利用国家重点实验室，海口 570228)

摘 要: 为了获得卵形鲳鲹血清免疫球蛋白( IgM) ，笔者首先采用硫酸铵二次盐析法对 IgM进行粗提，然后利用蛋
白 A亲和层析法进行纯化，并以纯化后的 IgM蛋白为抗原，制备该蛋白的多克隆抗体，最后利用酶联免疫吸附
( ELISA) 方法和Western blot技术检测所获抗血清的效价及效果。结果表明:用饱和硫酸铵二次盐析法提取的蛋白
除了重链和轻链 2条电泳带外，杂蛋白较多;利用蛋白 A亲和层析法可获得纯度较高的 IgM重链和轻链。用纯化
的卵形鲳鲹 IgM免疫小鼠，ELISA方法检测获得的多抗血清效价高达1∶25 600。Western blot结果显示，本实验制备
的鼠抗卵形鲳鲹 IgM血清可结合显示出目标条带，说明卵形鲳鲹 IgM多克隆抗血清制备成功，为卵形鲳鲹的后续
研究工作奠定了基础。
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卵形鲳鲹( Trachinotus ovatus) 俗名金鲳，含有丰富的蛋白质和维生素，是华南地区重要的深海网箱养殖鱼
类［1］。近年来，随着市场需求和养殖规模的不断扩大，卵形鲳鲹病害问题频发，已成为制约卵形鲳鲹养殖业可持
续健康发展的主要因素之一［2］。为了防控疾病，抗生素类化学药物被广泛使用，虽可以快速、有效地抑制疾病，
但是不能从根本上解决问题，而且易造成渔药残留、水环境污染等问题［3］。目前，利用免疫学方法研制疫苗被认
为是一种更有效、持久，而且是生态友好的途径。为了制备能有效抗多种病原体的疫苗，需要对卵形鲳鲹的免疫
应答机制进行研究。免疫球蛋白( Immunoglobulin，Ig) 是有颌脊椎动物中主要的体液免疫因子。免疫球蛋白分
子的基本组成大多数为呈“Y”字型对称的 1个四肽链结构，由 2条重链和 2条轻链组成，4条肽链之间通过二硫
键相连成为 1个四聚体［4］。每条肽链都包括可变区和恒定区，可变区是免疫球蛋白近氨基端的第 1个结构域，
在不同种类的免疫球蛋白中，这个结构域的氨基酸序列存在很大差别，也是抗原特异性结合的部位;恒定区是肽

链上除可变区以外的较保守序列［5］。在硬骨鱼类中，目前发现存在 4种 Ig 类: IgM，IgD，IgT和 IgZ ［6］。其中，
IgM是硬骨鱼类适应性免疫应答中最关键的免疫因子，存在于所有有颌脊椎动物中，也是有颌类脊椎动物进化
过程中最先出现的免疫球蛋白，且非特异性的 IgM还是机体天然免疫系统的有效屏障［7］。目前，多种鱼类的
IgM已经成功从其血清中分离纯化出来了，如大菱鲆［8］、大黄鱼［9］、鲫鱼［10］、罗非鱼［11］、草鱼［12］、大西洋鲑［13］、
鲤［14］、鲢［15］、鲈［16］、肺鱼［17］等。目前纯化 IgM的方法主要有:分步盐析法、葡萄糖凝胶过滤层析法、亲和层析法
和离子交换层析法［18］，其中亲和层析法又分为:蛋白 A亲和层析法、免疫亲和层析法、甘露糖结合蛋白亲和层析
法等。本研究主要使用蛋白 A亲和层析的方法从卵形鲳鲹的血清中提取及纯化 IgM，利用纯化所得的 IgM免疫
小鼠以获得多克隆抗体，旨在为探索卵形鲳鲹 IgM结构与理化特性提供材料支持，为了解卵形鲳鲹 IgM在免疫
应答中的作用奠定物质基础，为卵形鲳鲹的免疫系统及免疫防治的进一步研究提供材料。



1 材料与方法

1．1 材料 卵形鲳鲹 5尾，购自海南省海口市，体质量约( 450 ± 10) g，鱼体暂养于实验室循环系统中，每日投
喂饲料 2次，水温恒定为 26 ℃，1周后观察鱼体健康无病再开始试验。雌性 SPF级小鼠 2只，体质量约( 30 ±
2) g，购自广东医学实验动物中心。96 孔酶标板、蛋白 Marker ( Page ＲulerTM Unstained Protein Ladder) ，美国
Thermo公司生产; TMB单组分显色液、考马斯亮兰、BCA蛋白浓度测定试剂盒，购自北京索莱宝科技有限公司;
Western及 IP细胞裂解试剂盒( 碧云天)、HＲP标记山羊抗兔 IgG，购自北京艾德莱科技有限公司;弗氏完全佐
剂、弗氏不完全佐剂，购自 Sigma-Aldrich公司。
1．2 卵形鲳鲹血清制备 为了获得更多的免疫球蛋白，将迟缓爱德华氏菌( Edwardsiella tarda) 扩大培养，30 ℃
培养 16 h，加甲醛(终质量分数为 0． 5% ) 灭活 72 h，取 100 μL灭活菌液接种于平板，经检测无菌落生长后，4 000
g离心 15 min收集灭活菌体，用 PBS调整菌液浓度为 1 ×106·mL －1。初次免疫时，取灭活的迟缓爱德华氏菌与
弗氏完全佐剂等体积混合并完全乳化后，卵形鲳鲹肌肉注射 500 μL; 初次免疫后第 14天和第 21天进行加强免
疫，加强免疫时与弗氏不完全佐剂等体积混合并完全乳化，注射方式和剂量同初次免疫;对照组为注射PBS加佐
剂的免疫组。第 3次免疫1周后，从卵形鲳鲹尾静脉取血，分装于1． 5 mL离心管内。室温放置1 h后，置于4 ℃
冰箱过夜。次日取出，4 ℃，800 g离心 15 min，吸取上清，然后分装置于 －80 ℃超低温冰箱中备用。
1．3 免疫球蛋白的提取纯化
1． 3． 1 饱和硫酸铵粗提 将卵形鲳鲹血清与等体积的 PBS( pH7． 4) 混合后，加入饱和硫酸铵( pH7． 0) 溶液，
使其终浓度为 33%，4 ℃过夜。次日取出，4 ℃，15 000 g 离心 15 min，取上清加入饱和硫酸铵，使硫酸铵终
浓度为 50%，4 ℃过夜。次日取出，4 ℃，15 000 g离心 15 min，弃上清，PBS( pH7． 4) 重悬沉淀，4 ℃条件下
透析除盐 2 d，每天更换 2 次透析液。最后检测溶液中没有硫酸根离子和铵根离子则透析完成。透析产
物分装后置于 － 80 ℃超低温冰箱中保存备用。
1． 3． 2 蛋白 A亲和层析纯化 用 5 ～ 10 倍柱体积的平衡缓冲液( 20 mmol·L －1 PBS，0． 15 mol·L －1 KCl，
pH7． 0) 平衡层析柱，取卵形鲳鲹血清与等体积的 PBS混合稀释后上样，10 ℃柱上孵育 2． 5 h。用 10 倍柱
体积的平衡缓冲液洗脱未结合的蛋白，再用 10 倍柱体积的洗脱缓冲液( 0． 1 mol·L －1甘氨酸，pH3． 0) 洗
脱已结合的蛋白，流速为 1 mL·min －1，以 1 mL为单位收集结合蛋白于含 50 μL碱性缓冲液( 1 mol·L －1

Tris-HCl) 的收集管中，使 pH调至 8． 0。洗脱蛋白 － 80 ℃保存备用。
1． 4 聚丙烯酰胺凝胶( SDS-PAGE) 电泳分析 配制 w = 5%的浓缩胶，w = 12%的分离胶。蛋白样品与
蛋白上样缓冲液按 4∶ 1 的比例混合后，沸水煮 10 min，冷却后上样。样品在浓缩胶时电压为 80 V，当样品
到达分离胶时，将电压升为 120 V。当溴酚蓝指示剂迁移至距前沿 1 ～ 2 cm 处时，停止电泳。电泳后，将
凝胶置于 0． 25%考马斯亮蓝染液中，在水平摇床上染色 2 ～ 4 h。之后弃去染色液，加入脱色液脱色。
1． 5 蛋白质量浓度测定 根据 BCA蛋白质量浓度测定试剂盒说明书进行:将 Cu试剂与 BCA试剂以 1∶ 50
的比例混合，配制成需要的 BCA工作液，将 10 μL的 BCA标准品用 PBS进行稀释至终体积为 100 μL。混
合均匀后，在 96 孔板中分别加入 0，2，4，6，8，12，16 和 20 μL的 BCA标准品( 各 3 个平行) ，后加入 PBS补
足至终体积为 20 μL。分别取稀释 4 倍，6 倍和 8 倍的样品 20 μL加入到 96 孔板中( 各 3 个平行) ，然后向
标准品和样品的孔内均加入 200 μL工作液。37 ℃下放置 30 min，用酶标仪测定 OD450，制作标准曲线，并

计算 IgM的蛋白质量浓度。
1． 6 多克隆抗体的制备 实验鼠为 SPF 级小鼠，暂养 1 周，实验开始前先取少量小鼠血清，作为后续阴
性对照组使用; 然后用纯化的卵形鲳鲹 IgM蛋白免疫小鼠，注射剂量为 50 μg( 表 1) ; 3 次免疫结束 1 周后
对小鼠眼球取血，以收集小鼠血清; 血清收集并分装后于 － 80 ℃保存备用。
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表 1 卵形鲳鲹 IgM多克隆抗体的制备
Tab． 1 Preparation of the IgM polyclonal antibody in Trachinotus ovatus

免疫次数
Frequency

注射时间 /d
Injection time

注射剂量 /μg
Injection dose

抗原
Antigen

注射部位
Injection site

1 1 50 抗原 +弗氏完全佐剂
Antigen + Freund complete adjuvant

背部皮下多点注射 Multipoint sub-
cutaneous injection on the back

2 14 50 抗原 +弗氏不完全佐剂
Antigen + Freund incomplete adjuvant

背部皮下多点注射 Multipoint sub-
cutaneous injection on the back

3 21 50 抗原 +弗氏不完全佐剂
Antigen + Freund incomplete adjuvant

背部皮下多点注射 Multipoint sub-
cutaneous injection on the back

1． 7 酶联免疫吸附反应( ELISA) 检测抗体效价 将纯化蛋白用包被液稀释至质量浓度为 10 mg·L －1，

加入到 96 酶标板内，在 4 ℃放置过夜，弃掉包被液，向每个孔内加入 200 μL洗涤液 PBST，洗涤 3 次。然
后向每个孔内加入 100 μL封闭液( 含 5%脱脂奶粉的 PBST) ，37 ℃封闭 1 h。将封闭液倒出，加入 PBST

洗涤 3 次，轻晃 5 min后将洗涤液倒出，将残余液体拍干。将制备的鼠抗血清进行梯度稀释( 1∶ 100，1∶ 400，
1∶ 1 600，1∶ 6 400，1∶ 25 600，1∶ 102 400) 作为一抗，每个梯度取 100 μL( 3个平行) 加入到 96孔板内，37 ℃孵育
3 h。阴性对照血清按同样方法操作，空白对照为每孔加入 100 μL PBS。孵育完成后洗涤方法同上，二抗
为 1∶ 5 000 稀释的辣根过氧化物酶( HＲP) 标记的羊抗鼠 IgG，37 ℃孵育 3 h，孵育完成后再次洗涤。最后
加入 100 μL可溶性单组分 TMB底物溶液显色，37 ℃孵育。当溶液显现蓝色时，吸取 50 μL的 2 mol·L －1

H2SO4 加入到孔板内，以终止颜色反应。用酶标仪测定 450 nm处的吸光值。结果判定公式为: 抗体效价 =
( 免疫血清吸光值 －空白对照吸光值) / ( 阴性对照管吸光值 －空白对照吸光值) ，比值大于 2． 1 即判定为阳
性，否则为阴性。
1． 8 卵形鲳鲹脾脏组织全蛋白提取 摘取健康卵形鲳鲹的脾脏，用于提取组织中的全蛋白。提取方法参
考Western及 IP细胞裂解液说明书( 碧云天) : 准确称量脾脏质量，在每 20 mg组织中加入 200 μL裂解液，然
后用玻璃匀浆器匀浆，直至组织充分裂解。12 000 g，4 ℃离心 5 min，吸取上清进行 SDS-PAGE检测。
1． 9 Western blot检测 取上述所提卵形鲳鲹脾脏组织全蛋白进行 SDS-PAGE电泳，然后裁剪与蛋白胶
大小一致的滤纸、硝酸纤维素膜( NC 膜) 。提前将滤纸、NC 膜、海绵和蛋白胶放入预冷的转膜液中浸泡
10 min。打开转膜夹，自上而下依次放上海绵、2 层滤纸、NC膜、蛋白胶、2 层滤纸和海绵。合上转膜夹，在
低温环境 80 V电压下转膜 3 h。转膜结束后，取出 NC 膜，用 PBST 由上至下冲洗 5 遍，每次 1 min 左右。

在平板内盛放 20 mL的封闭液( 含有 w = 5%的脱脂奶粉 PBST) ，37 ℃静置封闭 2 h。封闭结束后，洗涤方
式同上。将上述制备的鼠抗血清用抗体稀释液( 含有 w = 2%的脱脂奶粉的 PBST稀释 1 000 倍作为一抗，

将 NC膜放入盛有一抗的培养皿中) ，37 ℃下孵育 1 h，洗涤方式同上。二抗为 1∶ 5 000 稀释的 HＲP 标记
的羊抗鼠 IgG，37 ℃下孵育 1 h。洗涤方式同上，最后用 DAB显色。

2 结果与分析

2． 1 饱和硫酸铵法粗提卵形鲳鲹 IgM 使用饱和硫酸铵法粗提卵形鲳鲹 IgM，结果见图 1。结果显示，经
硫酸铵沉淀可去除卵形鲳鲹血清中大部分的蛋白，但除了预期大小的重链相对分子质量为( 75 ～ 80) ×
103 和轻链相对分子质量为( 25 ～ 30) × 103 外，仍有较明显的杂蛋白存在。
2． 2 蛋白 A亲和层析法纯化 IgM 经过蛋白 A亲和层析法纯化 IgM，结果见图 2。从图 2 中仅能看到重
链和轻链 2 个条带，表明蛋白 A亲和层析的方法能有效地纯化卵形鲳鲹血清中的 IgM，将血清中其他的杂
蛋白去除，达到纯化 IgM的目的。
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2． 3 蛋白质量浓度测定 利用 BCA法对纯化的卵形鲳鲹血清 IgM浓度进行测定。结果显示，利用标准
品建立的标准曲线方程为 y = 0． 688 2x + 0． 103 9 ( Ｒ2 = 0． 998 9) ( 图 3) 。经计算，卵形鲳鲹血清 IgM的蛋
白质量浓度为 1． 2 g·L －1。
2． 4 鼠抗卵形鲳鲹血清 IgM抗体效价检测 本研究制备的鼠抗卵形鲳鲹血清 IgM抗体的效价检测结果
见表 2。结果表明，鼠抗卵形鲳鲹血清 IgM抗体的效价可达 1∶ 25 600，效价较高，可以满足免疫检测要求。
2． 5 Western blot检测 从图 4 可知，鼠抗卵形鲳鲹血清 IgM 抗体的重链和轻链均能显现出特异的条
带，这说明本研究的多克隆抗体制备成功，且特异性强。
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表 2 ELISA检测卵形鲳鲹血清 IgM多克隆抗体

Tab． 2 ELISA assay of mice against the serum IgM antibody of Trachinotus ovatus

项 目
抗体稀释度

1∶ 100 1∶ 400 1∶ 1 600 1∶ 6 400 1∶ 25 600 1∶ 1 024 000

免疫血清 OD值 Immune serum OD 3． 315 3． 231 3． 097 2． 978 2． 7 1． 373

阴性血清 OD值 Negative serum OD 1． 298 1． 362 1． 265 1． 075 0． 998 0． 975

结果判定 Ｒesult + + + + + －

注: 空白对照值平均为 0． 046，“+”表示结果有效，“－”表示结果无效

Note: The mean value of the blank control was 0． 046; “+”represents effective; “－”represents invalid

3 讨 论

免疫球蛋白在动物免疫系统中起重要作用，是由 B淋巴细胞表达的能够特异地结合特定抗原的一类免
疫分子。作为硬骨鱼类血液中含量最高的 Ig 类，IgM在免疫应答中起着抑制、黏附和溶解病原体的重要作
用。Pucci等［19］研究表明，硬骨鱼类 IgM大多以四聚体形式存在，总相对分子质量范围一般为( 700 ～850) ×
103，重链的相对分子质量范围一般为( 60 ～81) ×103，轻链的相对分子质量范围一般为( 20 ～30) ×103。冯娟
等［6］测得尖吻鲈、紫红笛鲷和青石斑鱼，这 3 种海水养殖鱼类的重链相对分子质量在( 73． 5 ～ 81． 8) × 103

范围内，轻链相对分子质量在( 15 ～ 31) × 103 范围内。Scapigliati 等［21］测得鲈鱼血清 IgM 重链和轻链的
相对分子质量分别为( 74 × 102 和 27 × 103。鄢庆枇等［9］纯化的大黄鱼血清 IgM重链相对分子质量为 76
× 103，轻链为 28 × 103。本研究纯化到的卵形鲳鲹血清 IgM重链的相对分子质量为( 75 ～ 80) × 103，轻链

的相对分子质量为( 25 ～ 30) × 103，与其他鲈形目鱼类 IgM处在同一水平，表明本研究成功纯化得到了卵
形鲳鲹血清 IgM，该纯化方法有效。

蛋白质会在高浓度的盐溶液中溶解度降低从而析出形成沉淀，称为盐析。盐析是一种被广泛使用的
粗提蛋白质的方法。由于硫酸铵溶液经济适用，免疫球蛋白的盐析多使用硫酸铵。在鱼类 IgM 的纯化实
验中多使用饱和硫酸铵盐析作为纯化的第 1 步。在 IgM的纯化研究中，国内外学者所选择的盐析沉淀范
围略有不同，一般来说两步盐析时饱和硫酸铵的浓度上限为 45%，50%或 55% ; 下限多为 30%，33%或
35%［17］，也有仅用一步盐析来粗提 IgM的。本实验以 33%为饱和硫酸铵浓度下限，50%作为上限。33%

的饱和硫酸铵与血清混合后离心，将血清中的大部分的纤维球蛋白分离到沉淀中，之后利用 55%的饱和
硫酸铵将免疫球蛋白从上清液中粗提出来，粗提效果较好。然而产物混有大量杂蛋白，因此需要更有效
的纯化方法。亲和层析是一种利用蛋白质某些特殊的结构特征特异地吸附层析蛋白质的方法，能够提纯
到高浓度的 IgM。目前在鱼类 IgM的纯化实验中，蛋白 A亲和层析是一种常用的亲和层析的方法。与离
子交换层析和凝胶过滤层析相比，蛋白 A 亲和层析能速度更快地得到产物［20 － 24］。但是由于鱼类 IgM 和
protein A的结合能力并不强，所以应在上样之后采用温育的方法来提高样品与 protein A的结合数量。本
实验采用上样之后在 10 ℃下放置 2． 5 h的方式，获得了较好的实验结果。将含有其他杂蛋白的粗提产物
在柱床上上样温育之后，此时柱床上既存在特异结合的 IgM 又有未结合的其他蛋白质，利用缓冲液可以
将这些杂蛋白洗脱下来，之后利用降低 pH的方法可以破坏 IgM与蛋白 A的结合，进而将其洗脱下来，从
而达到获得高纯度的 IgM的目的。在本研究中，为了保证最大限度地洗脱杂蛋白，在纯化 IgM 时使用 10

倍体积平衡缓冲液洗脱，之后再用 10 倍柱体积的洗脱缓冲液( 0． 1 mol·L －1甘氨酸，pH = 3． 0) 洗脱已结
合的蛋白，最终得到纯度较高的 IgM。

IgM具有双重性，既能够作为抗体与鱼体内的细菌、真菌等抗原特异性结合，又能作为抗原刺激机体
免疫细胞产生抗体。因此，将血清中提纯得到的 IgM 注射到小鼠体内，能得到含有抗体的小鼠血清。使
用佐剂与 IgM混合，能够延长 IgM在小鼠体内滞留的时间，增强小鼠的免疫反应。本实验第 1 次使用弗
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氏完全佐剂混合注射，第 2 次和第 3 次使用弗氏不完全佐剂混合注射的方式，既能够增强小鼠的免疫反
应，又能避免卡介苗对小鼠的刺激。2 次免疫与 1 次免疫相比，小鼠产生抗体的速度明显提高，且能产生
较多的抗体，抗体在体内的存留时间也大大加长。因此。本研究采用 3 次免疫的方法以保证小鼠能产生
较强的免疫应答。而本研究获得的鼠抗卵形鲳鲹 IgM多抗血清经 ELISA检测效价高达 1∶ 25 600，可以为
卵形鲳鲹免疫系统及免疫防治的进一步研究提供材料，为卵形鲳鲹的血清学检测技术奠定基础，血清学

检测利用抗原抗体特异结合的基本原理，可找出发病源，是一项重要的人类以及动物病害诊断技术［27］。
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Purification of Serum IgM from Trachinotus ovatus and
Preparation of Mouse Sera Anti-IgM

ZHANG Shengnan，WU Ying，SUN Yun，Cao Zhenjie，ZHOU Yongcan
( Ocean College，Hainan University /Hainan UniversityHainan Provincial Key Laboratory for Tropical Hydrobiology and Biotechnology /

State Key Laboratory of Marine Ｒesource Utilization in South China Sea /，Haikou，Hainan 570228)

Abstract: Immunoglobulin M ( IgM) was isolated from the serum of Trachinotus ovatusby using ammonium sul-
fate fractionation and then purified by using Protein A-sepharose affinity chromatography． Furthermore，the puri-
fied IgM product was used to prepare a polyclonal antibody． In addition，the titer and specificity of the poly-
clonal antibody were analyzed by the ELISA and the Western blot，respectively． The results showed that the am-
monium sulfate fractionation precipitated most proteins from the sera of T． ovatus，but the IgM proteins with
heavy and light chains were crude with some heteroproteins． Furthermore，the IgM product purified by the Pro-
tein A-sepharose affinity chromatography possessed two obvious bands ( heavy chain and light chain) ． Moreover，
the prepared anti-sera had a high titer of 1 ∶ 25 600 when assayed by the ELISA． The Western blot analysis
showed that the IgM polyclonal antibody of T． ovatus contained the target bands，indicating the IgM polyclonal
antibody was prepared successfully and could be used in correlation analysis in the coming future．
Keywords: Trachinotus ovatus; protein A-sepharose affinity chromatography; immunoglobulin M ( IgM) ; poly-

clonal antibody
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