
促黄体释放激素 ( L RH )类似物

在鳞鱼的免疫反应的研究

童青松
.

苑省三 张素推 刘学高

家鱼
.

人工繁殖
,

多年来使 用鲤鱼或继缩垂体及人类绒毛膜促性腺激素 ( H C G )

进行催产
。

目前这些催产剂除供不应求外
,

尚发现有某些免疫反应 〔 ’ 〕 。

我国 新 合

成了一种 L R H类徽物激素
,

自1 9 75年开始应用
,

巳取得了一定效果
。

其优 点 为
,

可以大量合成
,

能满足 日益发展的生产需要 , 因为其分子量仅 1 16 7 ,

是含有一个酪

氨酸的九肤小分子化合物
,

为半抗元性质
,

抗元性较低
。

但在推广这一新激素的同

时
,

尚有必要进一步对 L R H类似物的抗元性问题进行研究
。

另方面
,

有关鱼类的免疫机制的研究报导
,

主要集中在一些海水 鱼 类 〔“ 〕 ,

所以

我们同时对歧鱼免疫反应的机制
,

进行了一些探讨
。

实 验 方 法 及 结
’

果

1
,

抗 L R H类似物血清的制备

1 、

家 兔抗 L R H类似物杭血清 ( 为阳性时照 ) 的制备
:
选雄兔 4 只

,

平 均 体

重 3 斤左右
,

进行免疫
。

将抗元溶液用福 氏完全佐剂乳化后注射
。

L R H类似 物 为

上海生化所供应
,

用注射器法〔 3 )配制成含1 00 微克 /毫升的抗元乳化液
。

一次免疫
,

皮下分 4 一 5 次注射 50 微克 /斤
,

于注射后 16 天分别在不 同时间采

血分离血清
,

混合后以被动血凝聚试验 ` “ 〕测定抗体滴度
。

2
、

J
J
R H类似物对鲜 鱼的 兔夜

: 绞鱼为本校农疡供应
,

选亲鱼 26 尾
,

平均 体

重 1
.

斤左右
,

性腺发育近 W期初
,

精养一个月后开始实验
。

同上法配制抗元乳化液

并进行免疫
。 `

免疫方法 〔咭〕 ,

基础免疫两次
,
第一次每尾腹腔注射 0

.

3一 。
.

4毫升 ( 含 L R H 类

似物 30 一 40 微克 ) , 隔 日第二次腹腔注射 1 50 微克 / 。
。

3毫升 /尾
。

隔 10 日后再连续

强化两次
,

亦为腹腔注射
,

每次 30 微克 / 。
.

3毫升
。

注射后分 别于 13
、

1 5
、 1 9 、

32
、

40
、

46 天各随机取样 3 一 5 尾
,

心脏采血
,

分离血清混合后进行实验
。

每次同时对

. 意青松
、

苑省三是 137吐属学受
。
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L R H类似 物 完 全胜剂免疫的家免及正常家兔

、

正常蛟鱼进行对照

2
、

绞鱼免疫后产生抗体水平的浏定

采用
.

被动血凝聚法 ` . ) , 一

是用家兔红细胞制备 1 拓的L R H类似物包被 细胞
,

结

果见图 1
。

l好l
`

l碑
三甲舀四32

从图 1可见
,

酸鱼在免疫 32 夭

后
,

抗体滴度最高达 3 2 。 ,

家 兔 免

疫 4 5天后
,

抗体最高滴度为 1 2 8 。
。

而对照组的绞鱼及家兔未测到可见 聋
的抗体

。

之

\
3

、

L R日类似物免皮后妓鱼性

膝发育的变化 弓犷

一
茄-

一
一一
右

一

—
一

实验开始时
,

未免疫正常峻鱼

的性腺一般为万期初卵 , 经免疫 19

天一般仍为 那期卵
,

免疫 19 天后在

充燕 夭袱

图 1 L R H类似物完 全佐剂免

疫蛟焦产生抗体的水平

取样的四尾 中有两尾出现性腺退化及血球比容量下降的现象 , 而免疫后 32
、
4 。

、

46 夭

取样中
,

全部出现性脉退化现象
,

其中 32
、

40 天取样抽血时各出现一尾血容量很低

( 家免也同洋出现免疫后 50 天血球比容量的下降
,

血液呈粉红色 )
。

免疫 32 天后 8

尾雌性岐鱼中成熟系数为 9
.

5肠
,

性腺都有退化
,

最高退 化 卵占20 肠 ( 雄性的一般

成熟系数在 1 务以下 )
。

而对照组雌鱼的成熟系数最低为 10 肠以上
,

最高可达 16
.

8

肠
,

而且无卵粒的退化现象
。

可能说明 L R H类似物 的剂 量 过高
,

对性腺有抑制作

用
。

这与文献报导对小白鼠和花白缝的实验出现有 同 样 的 现象` “ , 7 〕。

4
、

妓鱼抗 L R H类似物免痰球蛋白的定性

① 园盘电泳 〔 。〕与被动血凝法 复合分析 :

每一样品电泳二管
,

其中一条凝胶条经氨基黑 l o B染色
,

区带按人血清的 分区

法命名
。

另一凝胶条按染色的凝胶条的区带定位切 下各区段
,

每段分别放入含有 0
.

5

毫升正常灭活兔血清稀释液的小试管中
,

然后加入 0
.

1毫升 L R H类似物包被细胞
,

进行反应 3 小时观察结果 (鱼类抗体在贮存期问容易分解
,

一般采用新鲜血清效果

较好 )
。

对照组为切下空白凝胶条同上进行实验
。

结果见表 1
。

在我们的六次实验中 ( 共 18 尾 )
,

都在了区有对 L R H类似物包被细 胞产生凝集

反应
,

说明了泣有特异性抗沐的存在
。

而在。 与 A ( 白蛋白 ) 区出现的微量凝集反应

属可疑反应
。 3 2天的样品中抗体滴度最高的抗血清

,

在丫区的凝集反应也 最 强
。

初

步认为歧鱼有了位免疫球蛋白的存在
。

关于血清因子问题
,

正常鱼类血清中存在着引起异种动物血球溶血的溶血素及
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表 1 分 区 被 动 血 凝 反 应

次次数数 免 疫疫 血 清清 区 段段

夭夭夭 数数数数数数数数数数数数数数数数数数数 丫丫丫丫丫丫 产产 aaa 人人 空 白白

11111 1 333 扰 血 清清 十十

{ 一一 士士 +++++

22222 1 555
’

三尾混 合合 +++
{{{

+++ +++++

33333 1 999 ,,, 十十

111
+++++++

魂魂魂 3 222 ,’’ + 十 +++++++++++

55555 4 OOO 护护 +++++++++++

66666 4 666 I,, +++++++++++

扩扩扩扩扩
, . .

.
...........

正正正正常血清清清清清清清

投明
: “

士
”

表示敖量凝集反应可疑阳性
。

“ +
, ++

+ ”

表示不同程度的典型的血凝反应
。

“
一 ”

表示无凝集反应
。

凝集素
,

它与免疫后产生的特异性抗体的区别在于前者 滴度 低〔 名一 s, ’ ` , ’ 2 )
。

因 此 前

者在我们的被动血凝实验中
,

只在抗血清稀释度为 1
: 1。

、
1 `

20 的试管中可见有溶血

现象
,

其他各管随着稀释度的增加而不显著
。

关于免疫过程出现血球比容下降的现象
,

据报导在其他动物如竺鼠用激素抗元

( 胰岛素 ) 免疫后也出现血球比容下降的现象
。

经实验证明其血液主要集中到肝
、

臂与脾 内〔 吕〕。

免疫后的家免或鳞鱼
,

其注射局部都出现炎症反应
。

② 妓鱼杭 L R H类似扮血清的放射 免疫园盘 电泳定性分析
:

先将
’ 2 “
卜 L R H类似物与抗 L R H类似物抗体在点样时混合作用数分钟

,

形成的

抗元一
一抗沐复合物

,

在 电场中基本不再泳动
。

而未经结合的
1 2 5

1
一
L R H类似物与无

特异性的其他 血清蛋 白继续泳动至凝胶的各部位
。

然后按了口a 与 A 各区带 连 同凝

胶条外面的塑料管一起剪下
,

在 F T
一 6 0 3井形闪烁计数 器 ( 二六一厂 )

、

F H
一

4 08 自

动定标器中分别测定各区带的次射性
,

结合率高者
,

表示有特异性结合 ( 即抗元一

抗体复合物所在 )
。

, “ ” I
一
L R H类 似物的标记

:

本实验所用之
’ 2” I

一
L R H 类似物为北京动物所 与本系

中心实验室按氯胺
一
T微量蛋白标记法 〔 `￡

共同标记的
。

园盘 电泳的聚丙烯既胶凝胶

是装入 0
.

4 火 8厘米的乳 白聚乙烯塑料管内
,

每管约装 1毫升左右
。

点样
: 峻鱼抗 L R H类似物抗体稀释液 ( l

: 1 0 0 0 ) 5 0微升加
` 5

1
一
L R H类似 物 20 微

升 (约含。
.

0 14 微克 L R H类似物 , 放射性计数为 9 5 9 6 7 6一 9 6 0 2 9 4 /分 ) , 加饱 和蔗糖

液两滴
。

同样点样 两管
,

一管为未标记的 L R H类似物
,

做为染色后定位 对 照
。

正
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常对照以兔血清稀释液
,

其他同上
。

电泳
:
每管 4m A

,

电沐 40 分钟后取出
。

未标记 L R H类似物凝胶 条进行氨基黑

l o B染色
,

其他则按染色部位将丫
,

户 a 与 A 各区连同塑料管一起分别剪 断
,

末尾空

白处同样剪下为空白对照
。

将以上剪断的各段分别放入一小试管内
,

置井形闪烁计数器中测定放射性
。

结

果列入图 2
。

由图 2 可看出有三个结合高峰
,

丫
、 a 与白蛋白区

。

说明峻鱼 的抗 L R H类似物 的

特异性抗体有丫一位免疫球蛋自
,

可能有 a 区免疫球蛋白与白蛋白区的免疫特异组分

存在
。

黝赢
!

微
.

:0003
计率欲(脉冲欲
z介é

睬 丙冲口J 烧找欲幸上的 已 , 仿钊从

图 2 鱿焦抗工
,

R H血清的放射免疫园盘电泳定性分析

③ 妓 鱼在免夜过程中抗 L R H血清成分变化的定童
:

这项实验是参考氨基黑洗脱比色法 〔 ’ . 〕 ,

将抗血清经园盘电泳分离后
,

经氨基黑

染色的凝胶条按各区带切下
,

洗脱
,

在分光光度计波长 62 0毫微米下进行定量
。

结果
:
蛟鱼经免疫后卜球蛋自有显著的升高

,

而白蛋白则下降
。

见表 2及图 3
。

表 2 鱿 鱼 L R H 类似物免疫后血清丫球蛋白蚤的 变化

川到
一

墨墨墨墨兰…监…
一

竺忠经
一

~

燮竺色{
一

一生一 }一一一一兰燮王
-

-

—
{
一

里迎生 }
。

·

。

潺器
0 `

对
华州

3
:

l,
_

。 。

钾
.

}
一

.0
0

华
一
}
一

’

一二
:

-

一
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内

Y =一 区 O5 D2 X +Q 39 7

.充众映鱼

0时致晓兰

妇 U

么份七番勺巨带丸任魔

诀长

免或 天软

图 3鱿焦 L R H类似物免疫后血清白蛋白含量的变化

讨 论

1
、

关于 I L R魂类似物的抗元性向皿

在 隔日连续注射生理盐水配制的 L R H类似物 (含 0 3微克 /斤 )1 8次 45天的花白

鳞
,

基本未测得可见的抗体水平
,

但注射 15 次 3 。天左右
,

开始出现性 脉 退 化的现

象 〔 7 〕 。

根据 L R -II 属 小分子半抗元
,

在体内逗 留时间短
,

测不到抗体水平是可 以理

解的
。

而在免疫中出现性腺退化现象
,

则可能是剂量太高对性腺 的 抑 制作用所造

成的
。

进一步将 L R H类似物在福氏佐剂中乳化后对鱿鱼进行免疫
,

结果 在注射后 的

第 13 天即达到测得出的抗体水平
,

19 天开始有的个体出现性腺退化的现象
,

况天后

其抗体滴度为 32 0并普遍存在性腺退化现象
,

如果我们同样 以 完 全 佐 剂只一次免

疫 30 微克 /尾
,

经 50 天后
,

虽然测得有很低水平的抗体存在
,

性腺 不 仅 无 退 化现

象
,

且发育良好
,

这说明前者性腺退化可能是由于剂量太大而造成的
,

后者的剂量范

围对性腺的发育是有挺进作用的
。

据报导〔 2 ” )大剂量 L R H类似物促使垂体分泌促黄

体生成素 ( L H )
,

而 L H 的大量存在可以出现负反馈抑制 , 小剂量的 L R H类似物常可

促使垂体分泌卵泡刺激素 ( F S H )和 L H两种促性腺激素
。

上述性腺发育方 面 的差异

可能与此有关
。

另一个问题是 L R H类似物在续鱼体内是否与血 浆 蛋 白 结 合的问

题
。

据研究 〔 ’ “ 〕L R H在人血浆中消失较快
,

如由静脉注射 1 00 一 20 0微克 L R H
,

用

生物鉴定方法在血浆内黝分钟就测不到其存在
,

用放射免疫侧定
,

注射后 60 分钟血

浆里还有 0
.

8一 4毫微克 /毫升的 L R H存在
。

在体外进行实验
,

将L R H与血 浆 混合

样官 9。分钟
,

没有发现其活性有任何损失
,

将这种孵育混合浪经翻聚摘 G
一 2 00 凝胶
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过滤证明 I
J

R H没有与主要血浆蛋白结合
。

而我们放射免疫测定中发现
’ “ ` I

一
I

J

RH类

似物与竣鱼抗血清及家兔正常血清结合后经园盘 电泳分离后在白蛋白 区 有 个结合

峰
。

看来 L RH 类似物与血浆蛋白是否存在非特异性结合有持进一步的研究
。

2
、

关子鼓鱼的免疫球蛋白问题

按我们的免疫方法
,

峻鱼经 L R H类似物于完全佐剂中免疹后
,

抗 体 滴 度高

达 3 2 0 ,

经聚丙烯酞胺园盘 电沐与被动血凝实验证明有丫一位特异性抗体存在
。

其他

a 区
、

A 区为可疑阳性反应
,

同时用放射免疫园盘电泳法也出现在了区有结合峰
,

此

外` 区
、

A 区也可能存在有免疫球蛋白及免疫蛋白组分
。

据用 M i g r o m ` s ; `了 〕方法观

察发现在鲤鱼 ( C y rP i n 。 ,
)与破鱼 ( P

e r o a
)沉淀组分甚至可伸到白蛋自区

。

这 与我们

4
.

1
.

实验中出现在` 区与 A区可疑反应有类似之处
。

在肺鱼〔 “ 〕能够分离到二种免疫球蛋白样物质
,

其中一个很 象 l g M l( 9 5 )另一

个为 ( 5
.

9 5 )
,

它与目前巳知的高等动物的免疫球蛋白都不相同
,

为肺鱼所特有 的
,

在真骨鱼这种情况
,

还没搞清楚
。

这些都说明鱼类的免疫球蛋白存在很大的不 同
,

除了一般认为有竹位 的免疫球蛋白外
,

还可能有各种鱼类本身所特有 的 免 疫球蛋

白
,

在蛟鱼除了有 丫一 位的免疫球蛋白外
,

还可能有
a 一 位免疫球蛋白 与 白蛋白区

的免疫蛋白组分
。

另方面
,

我们在竣鱼免疫过程中还发现
,

随着免疫时间的不同
, 丫一位的组分增

高
,

而白蛋 白下降
。

这 与在人类治疗炎症疾病过程中血浆蛋白明显升高
,

特别介球

蛋白 ( 注
: 介为具有抗体活性的 1匕G ) 升高显著

,

而 白蛋白则减少 〔” 冬
。

草 鱼肠炎

的人工免疫及天然感染肠炎后
,

血清用醋酸纤维膜电派分析
,

结果都出现竹位球蛋

白的增高与白蛋白的下降〔 ’ 。 ) 。

根据续鱼有免疫球 白的存在
,

这对鳗鱼疾 病 的免疫

治疗提出了可能性
。

小 精

1
、

本实验采用了被动血凝法
、

聚丙烯酸胺凝胶园盘电泳及放射免疫分析
,

研究

了竣鱼对 L R H类似物的免疫反应
。

2
、

在峻鱼用 L R H类似物完全福氏佐剂免疫 s2 天后
,

其抗体滴度可达 3 2。
。

园盘电泳与被动血凝复合分析 以及放射免疫定性分析
,

结果表明 蛟 鱼抗 L R H

类似物抗体可能与竹位免疫球蛋白有关
,

这表现在竹位有强阳性被动血凝反应和标

记 `幼卜L R H特异性结合表现有较高的峰值
。

另外
,

随着 免 疫 过 程 的 进 展 而出

现竹球蛋白的含量增高
,

而白蛋白含量的下降
。

3
、

本报告结合新激素 L R H类似物抗元性问题的讨论
,

这对新激 素 的合理使用

提供参考资料并根据妓鱼免疫反应中产生竹球蛋 白的现象
,

说明了纹鱼的免疫反应

的性质和鱼病免疫治疗的可能性
。
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