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摘　要:自鲫鱼血清中沉淀出免疫球蛋白 (Ig)并层析纯化.纯化后的 Ig 加福氏完全佐剂和福氏不完全佐

剂免疫大白兔制得特异抗血清.免疫组化研究显示母源性 Ig最初是在Ⅳ时相早期卵中出现.在卵子的发育

过程中 , Ig遍布整个卵子并由卵膜至卵中心逐渐减少 , 其中卵膜内壁 Ig最多.在心跳期前的胚胎发育过程

中 , 母源性 Ig 存在于卵膜内壁 、 胚胎和卵黄中 , 至尾鳍形成期完全消失;首先是胚胎和卵黄中的 Ig 消失

(心跳期), 然后是卵膜内壁的 IgM 消失 (尾鳍形成期).在胚胎发育过程中 , Ig 亦遍布于卵黄之中;其中 ,

卵膜内壁含 Ig 最多;在胚胎和卵黄中无 Ig集中的现象.
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　　鱼类卵和胚胎在其自身免疫系统发育之前缺

乏免疫保护机制.卵和胚胎依靠其卵壳 (或称为

放射冠), 以及其它的特异性和非特异性物质

(如免疫球蛋白 、凝集素和溶菌酶)的保护来抵

御来自外部水环境疾病的侵袭
[ 1]
.现已有证据表

明母源免疫球蛋白 (Ig)从亲鱼传至卵和胚

胎[ 2] .这些免疫物质可能对卵 、胚胎和幼鱼具有

保护作用.也有研究证明这一假说的正确性
[ 3]
.

为进一步了解母源性 Ig 在卵中的作用 , 已有人

通过免疫组化对 Ig 在卵中进行了定位[ 4 , 5] , 同时

也测定了卵 、 胚胎和幼鱼中 Ig 的含量[ 5] , 并在

母体免疫后对卵和幼鱼进行了攻毒实验
[ 3]
, 结果

证明母源性 Ig 能够保护卵 、 胚胎和幼鱼抵抗外

界病害的侵袭.但在鲫鱼中尚无母源性 Ig 的类

似报道.鱼类胚胎中的 Ig 定位也未见报道.本

文报道了在鲫鱼中分离到的母源性 Ig , 并对其在

卵子和胚胎中进行了定位.

1　材料和方法

1.1　鲫鱼血清的收集

市场中购得成熟鲫鱼.自尾静脉用注射器抽

血.室温下凝血 1 h , 然后在 4 ℃冰箱中放置一

夜.1 000 r/min 离心 30 min分离血清 , -20 ℃

冰箱储存备用.

1.2　Ig 的纯化

方法依 Pilstr̈om 等[ 6] .血清加 (NH4)2SO4 至

有 50%沉淀 Ig.1 000 r/min离心 10 min , 收集沉

淀 , 溶于 2倍血清体积的0.02mol/L pH 7.6磷酸

缓冲液 (PBS1), 再加 (NH4)2SO4至有 33%沉淀

Ig , 同法再次离心收集并再溶于同体积的 PBS1.

之后 , 双蒸水中透析 30 h , 0.02 mol/L pH 7.6

Tris缓冲液中透析 12 h.低温下 , 再用同一 Tris

缓冲液在 2.5 cm×125 cm Sephadex G-200 (Sigma)

层析.收集峰值洗脱液并冰冻干燥.洗脱曲线用

紫外监测仪自动记录.

1.3　SDS 聚丙烯酰胺凝胶电泳

纯化的 Ig , 经 β-巯基乙醇变性 , 用 φ=12%

SDS 聚丙烯酰胺凝胶电泳 (SDS-PAGE)分析 ,

电泳和染色方法参照 Avtanlion和 Mor (1992)
[ 7]
.

电泳用 Bio-Rad 公司的 Mini-gel 系统.电泳后的

胶经常规考马斯克亮蓝染色 、 脱色后直接干燥于

滤纸上.

1.4　抗鲫鱼 Ig兔抗血清的制备

抗血清自新西兰大白兔制得.纯化 Ig 溶于

福氏完全佐剂免疫大白兔 , 每隔 2个星期用纯化

Ig 溶于福氏不完全佐剂加强免疫 1次.在第 2次

加强免疫 10 d后 , 兔子放血制得抗血清.

1.5　卵和胚胎的制备

每月自市场购回成熟鲫鱼并剖取不同时相卵
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子.5月自市场购得亲鱼 , 用5μg LHRH-a+5 mg

DOM催产后收集受精卵并在水族箱中孵化 , 收

集不同时相卵子和不同发育时期胚胎 , 用

Karnovsky 固定液 (在 0.1 mol/L p H7.4 PBS缓冲

液中溶解多聚甲醛至终浓度为 1%, 再加戊二醛

至质量浓度为 0.0125%)固定后用液氮速冻 , 储

于-20 ℃冰箱.卵子和胚胎的分相 、 分期参照

文 [ 8] , [ 9] .

图 1　Sephadex G-200柱层析粗制鲫鱼 Ig 洗脱曲线

Fig.1　Elution curve of the filtration on sephadex G-200

column for purification of crude Ig of crucion carp

上样量 12 mL , 收集拐点 191 mL和 209.5 mL间的

18.5 mL峰值洗脱液.在 280 nm 紫外光下监测.

1.6　免疫组织化学

方法依 Hayman等[ 4] , 并作部分改动.在冰

冻切片机上切得 12 μm切片 , 粘贴于涂有明胶粘

贴剂的玻片上 , 再用 0.01 mol/L pH 7.2 磷酸缓

冲液 (PBS2)预处理.依次用 0.01 mol/L HIO4

和 0.01 mg/mL NaBH4 各浸泡 10 min.37 ℃下 ,

切片用前面制得的兔抗血清在湿盒中孵育 1 h.

PBS2洗涤 30 min.37 ℃下湿盒中 , 切片用辣根

过氧化物酶标记的羊抗兔抗血清 (Sigma)孵育 1

h.PBS2洗涤 30 min .切片在 Karnovsky 染色液

[ ρ=0.05% 3 , 3' -diamino-benzidine (3 , 3' , 4 ,

4' -tetramino biphenyl) tetrahydro-chloride (DAB)

溶于 pH 7.6 Tris-HCl 缓冲液 , 加 φ=0.01%

H2O2] 中浸泡 30 min.在切片上有褐色沉淀时即

有 Ig.在实验前 , 依据Ⅴ时相成熟卵达最佳染色

且背景染色最低 , 确定最适抗血清和抗体浓度.

处理后的切片在光学显微镜下检查并选择拍照.

2　结　果

2.1　免疫球蛋白的纯化和兔抗血清的制备

在沉淀制得粗 Ig 后 , 透析并在 Sephadex G-

200柱上层析 , 收集收集上升段和下降段拐点之

间的峰值洗脱液 (191 ～ 209.5 mL 间的 18.5 mL

峰值洗脱液).冰冻干燥.图 1是 (NH4)2SO4 沉

淀制得的粗 Ig 的层析曲线.在曲线上只出现一

个主峰.纯化 Ig 的SDS-PAGE显示只有 2条蛋白

带出现 , 是 1种 Ig 变性后的产物 ———轻链和重

链 (见图 2).因此 , 本实验只分离到了一种鲫

鱼 Ig.用此纯化 Ig 和相应的兔抗血清进行免疫

双扩散也只出现一条沉淀线 (未示).因此 , 我

们认为本实验所用分离和纯化血清 Ig 是有效的 ,

而且得到了纯的 Ig , 制得的相应抗血清亦具有极

强的特异性.

图 2　12%SDS-PAGE 分析纯化鲫鱼 Ig

Fig.2　SDS-PAGE(12%)of crucion carp Ig

1 标准蛋白质;2 , 3 变性降解 Ig

(分别上样 10 μg和 5 μg)

2.2　免疫组织化学

Ig 最早在Ⅳ时相早期卵的卵黄和卵膜中出现

(图 3).其位置和其它各时相卵中 Ig 的位置相

同.图 4显示Ⅴ时相成熟卵中 , Ig分布于整个卵

子 , 且由卵膜至卵中心逐渐减少;其中 , 卵膜内

侧 Ig最多.

图 3　Ⅳ时相早期卵免疫组化染色

Fig.3　Immunohistochemistry of the early Ⅳ phase egg

卵膜 (m)、 卵黄 (y)示 Ig 位置(黑色箭头)×100
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图 4　Ⅴ时相成熟卵免疫组化染色

Fig.4　Immunohistochemistry of mature egg of Ⅴ phase

卵膜 (m)、 卵黄 (y)示 Ig位置 (黑色箭头)×100

图 5　神经胚期胚胎免疫组化染色

Fig.5　Immunohistochemistry of the neural stage

卵膜(m)、卵黄(y)和

胚体(e)示 Ig位置(黑色箭头)×100

图 6　心跳期胚胎免疫组化染色

Fig.6　Immunohistochemistry of the heart beating stage

卵膜(m)示 Ig 位置(黑色箭头),

但是卵黄(y)和胚体(e)无染色×100

在胚胎各期亦发现 Ig 的存在.胚胎各期 Ig

的分布亦大体相似.图 5显示神经胚期 Ig 分布

于卵膜内侧和整个胚体与卵黄之中;其中 , 卵膜

内侧 Ig最多.最后一次测到 Ig 是在心跳期.图

6显示只有卵膜内侧有 Ig 分布.在尾鳍形成期 ,

卵膜 、 胚体和卵黄中均未发现 Ig 存在 (未示).

比较图3和图 4 , 我们发现Ⅴ时相成熟卵染色较

Ⅳ时相未成熟卵深;比较图 5和图 6 , 可见神经

胚期卵膜内侧染色较心跳期深.从各期卵和胚胎

切片比较可知 , Ⅳ时相未成熟卵到Ⅴ时相成熟卵

的染色逐渐加深 , 而受精卵到心跳期的染色逐渐

变浅.由于事先固定了两种抗体的稀释浓度 , 因

此卵中 Ig 的量在发育过程中逐渐增加 , 并在Ⅴ

时相成熟卵达最多;然后随着胚胎的发育而逐渐

减少.

3　讨　论

许多研究人员在鱼血清 、 表皮和粘液中发现

了类似于人 IgM 的免疫球蛋白的存在
[ 10]
, 同时

也发现在层 析粗鱼 Ig 时 , 有若干个峰出

现[ 6 ,11 , 12] .因此我们用分离人 IgM的方法分离鱼

Ig.但在本实验的 Ig 层析图中只出现一个主峰 ,

而且 SDS -PAGE 也证明仅有一种 Ig , 这与钟

等[ 13]在金鱼和鲤鱼中的结果相一致.需用其它

方法进一步的研究才能确定鲫鱼血清中 , 除 IgM

外 , 是否还有其它种类的 Ig 存在.

卵和胚胎的膜 、 胚体和卵黄中存在 Ig , 可能

表示 Ig具有保护功能.因此我们用免疫组织化

学的办法对 Ig 在卵和胚胎中进行了定位.结果

表明卵和胚胎的卵膜内侧和卵黄中 Ig 的分布与

用同样方法在斑 [ 4]和鲑鱼[ 5]卵中的定位结果一

致.进一步的研究表明 Ig 亦存在于胚胎的卵膜

内侧 、 胚体和卵黄之中.这一结果符合卵中的 Ig

具有两个功能的假设.第一是在病源体透过卵壳

侵害卵和胚胎内部结构时提供一个免疫保护屏

障 , 第二是幼鱼吸收卵黄中的 Ig 而获得了母源

性免疫功能
[ 4]
.

尽管我们未定量测定卵和胚胎中 Ig 浓度的

变化 , 但还是可以通过卵和胚胎染色的变化 , 得

出在卵子和胚胎发育过程中 , Ig含量逐渐增加而

在受精后则逐渐减少 , 这与 Olsen和 Press
[ 5]
以及

Mor等[ 12]的结果相一致.但是我们用来定位卵和

胚胎中 Ig 的抗血清是用母源性纯化 Ig 免疫获得

的.这两个结果证明了母体免疫的传递.本实验

只在 Ⅳ时相早期卵至胚胎心跳期 (约受精 2 d

后)间测到 Ig , 这可能是测定方法不够敏感所

致 , 因为许多研究人员在幼鱼自体产生 Ig 时都

测到了母源性 Ig 的存在 (约受精后 130 d)
[ 5]
.

进一步的研究应证明母源性 Ig 的保护作用

以及促进母源性免疫物质传递的方法.
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Location of Maternal Immunoglobulin in the Egg and

Embryo of Crucion Carp(Carassius auratus)

LI Da-jiang , ZHONGMing-chao , LIN Hao-ran

(Institute of Aquatic Economic Animals , School of Life Sciences ,

Zhongshan University , Guangzhou 510275 , China)

Abstract:Immunoglobulin(Ig)were precipitated and purified from crucian carp's sera.After immunized with

pure Ig of crucian carp in FCA and FIA , we obtained special antisera from rabbit.Immunohistochemical studies

showed maternal Ig began to appear in the early Ⅳ phase egg.During the development of egg , Ig dispersed through-

out the yolk of the egg and decreased from the membrane to the center , and more Ig localized inside the internal

membrane than at other sites.Maternal Ig exist in the internal membrane , embryo body and yolk during embryonic

development until heart beating stage and disappeared completely at the stage of caudal fin forming , Ig in embryo

and yolk disappeared first , and then disappeared inside the internal membrane of egg.During the embryonic devel-

opment , Ig also dispersed throughout the yolk of the embryo , and more Ig localized inside the internal membrane

than at other sites;there was no phenomena of Ig concentrating in the embryo or yolk.

Keywords:crucian carp(Carassius auratus);egg;embryo;immunoglobulin
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