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免疫球蛋白 ��� ����� �� �� �� ��
,

�� �在脊椎动物体液免疫中起着十分重要的作用
�

近年来
,

鱼类 �� 的研

究已受到免疫学家的广泛关注
。

大多数硬骨鱼类只发现有一种 ��
,

类似于哺乳动物的 �� �
,

但不 是五聚

体
,

而是由 � 条重链 �� 链 �和 � 条轻链 �� 链 �组成的 四聚体
�

然而
,

�� � 的结构在不同鱼类甚至同一种鱼

的不同部位 �如血液
、

粘液和胆汁等�有所差异川
�

对于鱼类整个免疫系统以及免疫应答规律等的基础研究
,

都有赖于高纯度 �� 的制备 �� 
。

然而许多年

来鱼类 �� 的分离纯化
,

还主要是采用饱和硫酸按沉淀
、

凝胶过滤和离子交换层析等技术卜
��

。

通过这些

方法获得的 ��
,

其活性
、

纯度以及数量都是有限的
,

而且操作步骤较为烦琐
。

本文报道了通过特异性配体

亲和层析技术分离级 �枷���� �� �� �� 颐�� �� �� � � ����血清 ��
,

并对其 �
、

� 链分子量进行侧定
�

近年来
,

缘作为名贵鱼类
,

在我国淡水渔业中的重要性 日益显著
,

但是在高密度养殖的条件下
,

级

流行病时有发生
�

因此
,

利用亲和纯化的级血清 ��
,

可 以对其进行结构分析或作为抗原制备高特异性的

抗体
,

进而研究级的整个免疫系统及其免疫反应
,

建立针对各种病原的免疫诊断方法
,

实现级的健康养

殖
。

材料与方法

�
�

� 材料鱼饲养 六尾缘 �平均体重 � � ��
,

购 自武汉市江夏区一渔场�饲养于两个 ��  � 的水族箱内
,

每

天投喂充足的活泥鳅 �� � 食盐水溶液体表消毒�
�

免疫前驯化 ���
�

驯化及免疫期间水温保持在 �� 士

�℃
�

�
�

� 血清制备 基础免疫和 �� � 后第一次加强免疫抗原剂量及免疫途径相同
,

即每尾鱼腹腔注射

�

本工作得到中国科学院
、

武汉市科学技术委员会
“

展光计划
’

和淡水生态及生物技术国家重点实脸室的资助
�

�� � � 一 ���� ��收到
�
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的特性从免疫鱼血清中选择性地分离抗原的特异性抗体
�

以山羊 �� � 琼脂糖 �特异性配体山羊 �� � 与基

质琼脂糖通过共价键结合�为固相载体装人层析柱中
。

将级 �抗山羊 �� �� 的免疫血清通过该柱
。

这时样

品中对配体有亲和力的 �� 以次级键吸附到固相载体上
,

而其它无亲和力的物质则穿过基质流出层析柱

并形成第一个层析峰
�

用起始缓冲液充分洗涤 �直到紫外检测吸光值为零 �以确保杂质完全去除
。

然后

用碱性洗脱液将 �� 从固相载体上洗脱下来并形成第二个层析峰
�

亲和层析洗脱曲线如图 � 所示
�

图中

第一个层析峰 �一 � 既宽又高
,

第二个层析峰 �一� 则较为细小
,

二者没有重叠
,

表明样品液中杂蛋白与

�� 已完全分开
,

预示后者在其分部收集液中具有较高的纯度
。

收集含 �� 的分部并用 中和液平衡
,

这样可

消除碱性洗脱液对 �� 变性的潜在影响
。

在 �� 中充分透析脱盐并使纯化的 �� 回复正常的生理状态
。

�
�

� 分子一及纯度鉴定

在 � 一疏基乙醇作用下
,

级血清 �� 分子中共价二硫键被还原
,

多聚体的 坛被拆解为 �
、

� 链亚单位
。

在此条件下通过 �眺
一��  �

,

电泳图谱如图 � 所示
�

图上仅见分子量约为 �� � � 和 �� �� 的两条蛋白带
,

分别代表 �� 的 � 链和 � 链
。

表明通过此法获得的级血清 �� 纯度较高
。

这代表了国内首次分离得到纯度

较高的鱼类血清抗体及其 �
、

� 链分子量的测定值
。

如果级 �� 也象大多数硬骨鱼类 ��  那样在 自然状态

下为四聚体
,

则其分子量理论值应为 �� �� �
�

这与文献 【�� 报道的硬骨鱼 ��  的分子量范围 �� 链 �� 一

�� ��
,

� 链 �� 一 ��� �
,

完整分子 � ��一� �� �� �一致
。

但尚需进一步研究以证实级血清中的 �� 为四聚体的

��  
·

级免疫血清电泳图谱 �图 �� 上
,

与经过亲和层析纯化的血清 �� 的 �
、

�链对应部分蛋白带较宽
。

表明

该免疫血清蛋白中抗体的含量较高
,

也证明作者采用的刺激缘产生抗体的方法是成功的
,

其抗体产生的

规律有待进一步研究
�
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