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摘 � 要 � 利用弱阴离子交换色谱 , 从雌激素 17��雌二醇诱导的真鲷鱼血清中分离纯化出卵黄蛋白原粗组分,

以超滤法进一步除去杂质蛋白, 并脱盐浓缩, 获得纯度较高的卵黄蛋白原 ( V tg ), 两级纯化得到的 V tg经常

规聚丙烯酰胺凝胶电泳 ( N ative�PAGE )分析, 证实真鲷鱼 V tg有三种形式, 分子量分别为 665kD a, 635kDa

和 355kD a; 变性聚丙烯酰胺凝胶电泳 ( SDS�PAGE)分析结果表明, 它们由 185kDa左右的蛋白亚基组成.

关键词 � 弱阴离子交换色谱, 超滤, 卵黄蛋白原.

� � 卵黄蛋白原 (V tg) 是一种雌性特异蛋白. 雌性动物在生殖周期内由下丘脑�垂体 �性腺系统刺激
卵巢分泌内源性雌激素 E2, 在血液循环系统的作用下, E2被转移至肝脏, 分散入肝细胞, 与雌激素

受体结合, 刺激 V tg基因的转录, 合成了 V tg
[ 1]

. 但是, 外源性内分泌干扰物 ( EDC s) 也可以被雄性

特定的靶组织器官吸收, 模拟正常激素的功能, 从而使雄性动物也产生 V tg
[ 2]

. 因此, V tg可以作为

环境雌激素的生物标志物, 对其纯化及分析也因此成为研究热点, 受到愈来愈多的关注.

� � V tg的分子量范围在 300� 600kDa之间, 它是一种二聚体磷脂大分子量蛋白质
[ 3 ]

, 对其纯化可采

用凝胶渗透法
[ 4, 5]

. 由于 V tg的多电荷性
[ 6]

, 也可以采用离子交换柱色谱法
[ 7, 8 ]
或离子交换膜色谱

法
[ 9]
进行纯化. 大多数研究均采用离子交换与凝胶渗透两步来纯化 V tg

[ 10� 14]
, 其过程繁琐耗时, 且

得到的 V tg浓度较低, 含盐量较高, 一般经过多次透析脱盐后, 冷冻干燥进一步纯化.

� � 本研究采用弱阴离子交换色谱法从经雌二醇诱导的真鲷鱼血清中获取 V tg粗组分, 经超滤膜进一

步除去杂质蛋白, 并脱盐浓缩. 两级纯化获取的 V tg用常规聚丙烯酰胺凝胶电泳 ( N ative�PAGE ) 和

变性聚丙烯酰胺凝胶电泳 ( SDS�PAGE) 进行分析, 其分子量与文献
[ 15]
报道的基本一致, 可以用于实

验室标样或后续分析.

1� 材料与方法

1�1� 实验方法

� � 取 1月份的真鲷鱼 (Pagromusmajor ) 15尾 (平均体重 1�5kg) , 饲养在厦门翔安区刘五店的网箱

中, 每天投放小杂鱼饵料喂养.

� � 将 17��雌二醇 ( E2, 美国 Fluka公司 ) 按 4m g� m l
- 1
溶解在无水乙醇中, 再加入等体积生理盐

水. 八尾饲养在网箱中的真鲷鱼按 1�9m g� kg
- 1
体重的剂量, 腹腔注射雌二醇. 对照组只注射同样体

积的无水乙醇�生理盐水. 诱导 7d后, 用一次性注射器从鱼尾静脉取血, 将 4m l血液置于 5m l离心管

中, 并加入酶抑制剂苯甲磺酰氟 ( PM SF)和 EDTA, 使其最终浓度约为 1mm ol� l
- 1

. 血液凝聚过夜后,

于 4� 在 425g离心 10m in, 取上清液, 分装, - 80� 保存. 对照样血清以同样方法处理.

1�2� V tg的二级纯化

� � 将阴离子交换树脂 DEAE�Sepharose Fast F low (瑞典 Pharm ac ia公司 ) 按照使用说明自行装柱

( 30cm � 4�6mm ), 并接入液相色谱系统 (美国W aters公司 ), 用于 V tg两级纯化法的第一级粗提. 按

谱峰分别接收粗组分, 储存于 4� 冰箱中备用.

� � 取 3�5m l粗组分 V tg置于 5m l超滤管中, 于 4� 在 5000g离心 8m in, 进行二级纯化. 将超滤膜截

留液吸出后备用. 超滤纯化前后的 V tg水溶液分别用 M in iQ高分辨阴离子交换高效液相色谱分析, 验

证其超滤效果.
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� � 高分辨阴离子交换高效液相色谱的色谱柱为 M iniQ; 流动相 A为 20mm o l� l
- 1
硼酸缓冲溶液 ( pH

= 8�0, 含 50mm o l� l
- 1

NaC l) , 流动相 B为 20mm o l� l
- 1
硼酸缓冲溶液 ( pH = 8�0, 含 0�6m o l� l

- 1

N aC l), 流速为 0�5m l� m in
- 1

. 检测波长为 280nm. 梯度淋洗程序为 15m in内流动相 B从 0%线性增

加至 100% , 进样量 0�1m .l

1�3� 聚丙烯酰胺凝胶电泳分析
� � 以 7% N ative�PAGE和 7% SDS�PAGE测定两级纯化得到的 V tg分子量. 电泳前将蛋白适当稀释. 浓

缩胶的浓度分别为 4%和 5%. 凝胶用考马斯亮蓝 R�250染色, 脱色后用图像扫描仪扫描成像.

2� 结果与讨论

2�1� 血清蛋白的第一级纯化

� � 图 1是真鲷鱼血清经弱阴离子交换初步纯化所得的色谱图. 经弱阴离子交换色谱分离后, 诱导样

在 24� 30m in处出现一个明显的色谱峰, 而对照样血清无此色谱峰. 由此初步认定此色谱峰所对应的

蛋白为 V tg. 尽管 V tg是一种雌性特异蛋白, 但一般在生殖周期内才大量出现于雌性血清中. 由于本

实验样品采集于 1月份非真鲷鱼的生殖周期, 故图 1中雌鱼对照样血清在 24� 30m in处并未出现明显

的色谱峰. 诱导样的蛋白总量明显比对照样的多, 这与有关文献
[ 16]
的报道一致, 可能与鱼类卵母细

胞的形成及能量的蓄积有关.

图 1� 真鲷鱼血清蛋白的色谱图

Fig�1� Chrom atogram s o f serum o fPagrom usm ajor

2�2� V tg的第二级纯化

� � 收集得到的 V tg粗组分经过超滤膜进行第二级纯化, 截留液和滤过液与一级纯化得到的 V tg粗组

分分别经高分辨阴离子交换高效液相色谱分析, 得到的色谱图示于图 2.

图 2� 超滤纯化前后 V tg组分的液相色谱图

Fig�2� Chrom atog ram s of V tg be fo re and a fter u ltrafiltra tion

� � 从图 2可以看出, 粗纯化的 V tg样品在 11�8m in左右有一主峰 (图 2�a), 与按文献 [ 15] 方法纯
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化得到的 V tg的保留时间完全一致, 进一步验证所提纯的蛋白为 V tg. 另外, 粗纯化的蛋白样品经超

滤膜进一步纯化后的截留液在 3�4m in左右几乎无峰 (图 2�b), 表明杂质蛋白含量很小, 而滤过液在

11�8m in左右几乎不含 V tg (图 2�c), 提示两级纯化有效地去除了杂质蛋白, 而 V tg几乎无损失. 两

级纯化后的样品未见其它明显的蛋白峰, 说明两步纯化后的 V tg蛋白纯度较高.

2�3� V tg的聚丙烯酰胺分析

� � 图 3( a)是真鲷鱼血清蛋白及经两级纯化所得 V tg的 N ative�PAGE电泳图. 从图中可以看出, 两级

纯化得到的 V tg有三条蛋白带, 诱导样血清在相同位置也出现同样蛋白带, 而这些蛋白带在雄鱼对照

样和雌鱼对照样中均未见, 说明该三条蛋白带是由雌激素 E2诱导产生的. 根据蛋白分子量与其相对

迁移率之间的关系, 得出这三条蛋白带的分子量分别为 665kDa, 635kDa和 355kD a, 与文献 [ 15] 结

果接近, 但是, 分子量相对较大的 V tg分裂为分子量非常接近 ( 665kDa和 635kDa) 的两条蛋白带,

这可能与 V tg的不稳定性及易降解分裂成小分子量的 ��成分有关 [ 16]
. 另外, 整个泳道中没有其它杂

质蛋白带, 进一步说明两级纯化得到的 V tg纯度较高.

� � 真鲷鱼血清经两级纯化所得 V tg的 SDS�PAGE电泳图中 (图 3b) . V tg亚基分子量为 185kDa, 这

与文献报道其它硬骨鱼的情况相符. 如鲤鱼 ( Cyprinus carp io )
[ 9]
和鲦鱼 ( P im ephales prom elas)

[ 7 ]
分别

为 150kDa和 160kDa. 图中诱导样血清中也同样出现此亚基蛋白带, 而对照样血清中并未出现, 这表

明该蛋白带的出现与真鲷鱼受雌激素的诱导有很强的相关性. 另外, 两级纯化 V tg分子量在 120kDa

左右有一浓度很低的蛋白带, 可以认为其为 V tg的主要降解产物
[ 15]

. 但此蛋白浓度很低, 说明本方

法纯化过程能有效降低 V tg降解的可能性.

图 3� 真鲷鱼血清和两级纯化后 V tg的 N a tive�PAG E和 SDS�PAGE电泳图

1�m arker, 2�两级纯化的 Vtg, 3�诱导样, 4�雄鱼对照, 5�雌鱼对照

Fig�3� N ative�PAGE and SDS�PAGE of serum and V tg purified from Pagromusmajor serum

3� 结论

� � 通过弱阴离子交换和超滤两级纯化, 得到了纯度和浓度较高、盐度较低的 V tg. 纯化过程省时简

单. 两级纯化得到的 V tg的色谱、电泳行为及分子量与文献报道的基本一致, 为进一步将 V tg作为环

境雌激素污染的生物标志物打下基础.
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PURIFICATION AND CONCENTRATION OF VITELLOGENIN

FROM PAGROSOMUS BY ANION EXCHANGE LIQUID

CHROMATOGRAPHY AND ULTRAFILTRATION

LIU Bao�min� � YUAN Dong �x ing� � WU Cui�qin
( S tate K ey Laboratory ofM arine Env ironm ental ScienceEnvironm en tal Scien ce Research C enter,

X iam en Un iversity, X iam en, 361005, Ch ina)

ABSTRACT

� � W ith ultra filtration and an ion exchange liquid chrom atography, a tw o�step m ethod had been developed fo r

purification o f v itellogen in ( V tg) from the serum o fPagromus major induced by 17��estrad iol ( E2 ) � The

resu lts show ed that m ost impur ities cou ld be rem oved during the f irst step by w eak anion exchange liqu id

chrom atography and further clean�up through ultraf iltration� In N ative�PAGE, the V tg purified by the tw o steps

show ed three form s, w ith mo lecular w eights approx im ately 665kDa, 635kDa and 355kDa, respect ively� The

resu lt o f SDS�PAGE ind icated that the m olecular w e ight ofV tg monom ers was about 185kDa� H igh resolution

an ion exchange h igh perform ance liqu id chrom atography w as app lied to analyze the V tg purif ied from the two�
step m ethod, and approved the h igh purity� The purified V tg cou ld be used for further analysis�
� � Keywords: w eak an ion ex change liqu id chrom a tography, u ltrafiltration, v itellogen in.


