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　　摘要：采用饱和硫酸铵（ＳＡＳ）盐析法结合ＰｒｏｔｅｉｎＡ亲和柱层析法提取了黄颡鱼血清免疫球蛋白，经 ＳＤＳ－ＰＡＧＥ
测定该纯化蛋白重链和轻链的分子量分别约为７３ｋｕ和３０ｋｕ。应用杂交瘤单克隆抗体技术获得２株抗黄颡鱼免疫
球蛋白的单抗杂交瘤细胞，分别命名为Ｂ１０－Ｃ３和Ｆ６－Ｆ２，并对这２株单抗的特性进行分析。２株单抗的亚级份测
定均为ＩｇＧ２ａ；腹水抗体效价为１∶（７．２９×１０５）；２株单抗具有 Ｗｅｓｔｅｒｎ－Ｂｌｏｔ反应特性，能识别黄颡鱼免疫球蛋白的
重链；单抗Ｆ６－Ｆ２对纯化的黄颡鱼免疫球蛋白的检测灵敏度为２０ｎｇ，单抗Ｂ１０－Ｃ３对纯化的黄颡鱼免疫球蛋白的检测
灵敏度为３９ｎｇ；２株单抗都与黄颡鱼免疫球蛋白发生特异性结合，而与鲇鱼、鳗鲡、鲫鱼、草鱼、鳊鱼、鲈鱼、鳜鱼和白鱼等
血清免疫球蛋白无交叉反应。上述结果表明，Ｂ１０－Ｃ３和Ｆ６－Ｆ２这２株单抗具有高度灵敏和特异等特点，可用于黄颡
鱼病原早期诊断和免疫应答水平监测，同时揭示了同目不同属的鲇鱼和黄颡鱼血清Ｉｇ之间的相似度较低。
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科（Ｂａｇｒｉｄａｅ）
黄颡鱼属（ＰｅｌｔｅｏｂａｇｒｕｓＢｌｅｅｋｅｒ）［１］，因其肉质细嫩、营养丰富、
经济价值高等特点，成为我国重要的养殖经济鱼类［２－３］。随

着黄颡鱼养殖规模的扩大、养殖密度的提高、养殖环境的恶化

及养殖管理的相对滞后，黄颡鱼疾病的暴发日益频繁，已成为

制约黄颡鱼养殖业健康发展的主要因素。要实现对病害的有

效防治，必须借助渔用疫苗等免疫技术进行预防［４］。近３０年
来，国内外学者针对黄颡鱼的分类、生物学特性、人工繁殖和

养殖方式等做了大量研究工作［５－６］，但有关黄颡鱼免疫学的

研究还处于起步阶段。现有文献探讨了几种纯化蛋白的技术

在黄颡鱼血清免疫球蛋白（ＩｇＭ）纯化中运用的可行性［７］，研

究了ＩｇＭ抗原刺激后的表达规律及在转录水平及蛋白水平的
个体发育［８］，检测了黄颡鱼ＩｇＭ重链基因在各组织中的表达
情况以及经免疫刺激后的变化规律［９］，但尚未见黄颡鱼免疫

球蛋白单克隆抗体研制和应用的报道。因此，我们开展了黄

颡鱼血清ＩｇＭ单克隆抗体的研究，试图将单克隆抗体运用于
黄颡鱼体液免疫应答规律、病原诊断和疫苗开发应用等的

研究。

１　材料与方法

１．１　材料
健康黄颡鱼，购自浙江省湖州市东林镇保丰黄颡鱼养殖

场，体质量（５００±１０）ｇ；６～８周龄雌性ＢＡＬＢ／ｃ小鼠，购自浙
江大学医学院实验动物中心；小鼠的骨髓瘤细胞 ＳＰ２／０由扬

州大学农业部重点实验室惠赠。

１．２　主要试剂
ＲＰＭＩ－１６４０和胎牛血清，购自博士德生物工程有限公

司；ＤＭＳＯ、ＨＴ、ＨＡＴ和 ＰＥＧ４０００，购自 Ｓｉｇｍａ公司；ＴＭＢ显色
液和辣根过氧化物酶标记羊抗鼠 ＩｇＧ，购自上海碧云天生物
技术有限公司；ＭｏｕｓｅＭｏｎｏｃｌｏｎａｌＡｎｔｉｂｏｄｙＩｓｏｔｙｐｉｎｇＫｉｔ，购自
Ｒｏｃｈｅ公司；ＰｒｏｔｅｉｎＡＨＰ柱，购自 ＧＥ公司；其他生化试剂均
为国产分析纯试剂。

１．３　黄颡鱼免疫球蛋白的提取
取健康黄颡鱼尾静脉采血，室温静置１ｈ，４℃过夜，次日

４０００ｒ／ｍｉｎ离心１５ｍｉｎ，取上清液。血清加等体积生理盐水
稀释后，缓慢加入ｐＨ值为７．０的饱和硫酸铵至３０％饱和度，
４℃静置过夜，１００００ｒ／ｍｉｎ离心３０ｍｉｎ，取上清继续加入饱
和硫酸铵至最终饱和度为５０％，同上处理，收集沉淀溶解于
０．０２ｍｏｌ／ＬＰＢＳ（ｐＨ值７．４），再经ＰＢＳ４℃透析脱盐，获得黄
颡鱼免疫球蛋白粗提液，－８０℃保存备用。取黄颡鱼免疫球
蛋白粗提液１．０ｍＬ，与 ＨｉＴｒａｐＰｒｏｔｅｉｎＡＨＰ柱４℃结合３～
４ｈ；用０．０２ｍｏｌ／ＬｐＨ值为７．４ＰＢＳ以１．０～１．５ｍＬ／ｍｉｎ流
速洗脱未结合蛋白至Ｄ２８０ｎｍ＜０．０１；用０．１ｍｏｌ／ＬｐＨ值为３．０
柠檬酸以１．０～１．５ｍＬ／ｍｉｎ流速洗脱结合蛋白，以２００μＬ／管
收集洗脱峰，合并洗脱峰，用 ０．０２ｍｏｌ／ＬｐＨ值为 ７．４ＰＢＳ
４℃ 透析过夜，－２０℃保存备用；同时进行ＳＤＳ－ＰＡＧＥ电泳
分析。

１．４　ＢＡＬＢ／ｃ小鼠的免疫
取５０μｇ纯化的黄颡鱼血清免疫球蛋白与等体积弗氏完

全佐剂充分乳化，背部皮下多点及腹腔注射ＢＡＬＢ／ｃ小鼠，首
免后１４、２８ｄ各用等量抗原与弗氏不完全佐剂混合进行免
疫，融合前３ｄ腹腔加强免疫１次。
１．５　细胞融合

细胞融合按常规方法［１０］，取免疫小鼠的脾细胞与 ＳＰ２／０
细胞混合于融合管内，ＰＥＧ－４０００处理使细胞融合，将融合
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细胞加入装有饲养细胞的９６孔板，置３７℃、５％ ＣＯ２培养箱
培养。

１．６　阳性杂交瘤的筛选与腹水制备
待融合细胞生长到培养孔面积的１／１０时，取培养上清用

间接ＥＬＩＳＡ法进行筛选，用纯化的黄颡鱼血清免疫球蛋白作
为包被抗原，２μｇ／ｍＬ，１００μＬ／孔，４℃过夜包被；１０％小牛血
清于３７℃封闭３ｈ，用ＰＢＳＴ洗涤３次，５ｍｉｎ／次；加入杂交瘤
上清３７℃孵育１ｈ，以ＳＰ２／０上清作为阴性对照，阳性对照为
免疫血清；同上洗涤３次，加入１∶１０００辣根过氧化物酶标
记的羊抗鼠ＩｇＧ３７℃孵育１ｈ，１００μＬ／孔；同上洗涤３次孔加
入ＴＭＢ显色液，１００μＬ／孔，于暗处反应３０ｍｉｎ，加入２ｍｏｌ／Ｌ
硫酸溶液终止反应，５０μＬ／孔，读取Ｄ４５０ｎｍ值。经复测仍为强
阳性的克隆用有限稀释法进行亚克隆，克隆化至阳性率达

１００％，即可定株并冻存；杂交瘤细胞株经冻存、复苏后取
５×１０６对数生长期细胞腹腔接种 ＢＡＬＢ／ｃ小鼠，１０～１４ｄ后
采集腹水，离心收集上清，－２０℃保存备用。
１．７　单抗特性鉴定
１．７．１　亚级份测定　按 ＭｏｕｓｅＭｏｎｏｃｌｏｎａｌＡｎｔｉｂｏｄｙＩｓｏｔｙｐｉｎｇ
Ｋｉｔ说明书进行。
１．７．２　腹水ＥＬＩＳＡ效价的测定　以２μｇ／ｍＬ纯化的黄颡鱼
免疫球蛋白包被酶标板，４℃过夜，封闭后加腹水抗体，腹水
稀释度为１∶１０３～１∶（２．１８７×１０６），１００μＬ／孔，其余步骤同
“１．６”节。
１．７．３　ｗｅｓｔｅｒｎ－ｂｌｏｔ分析　黄颡鱼免疫球蛋白经 ＳＤＳ－
ＰＡＧＥ后，采用Ｂｉｏ－ｒｅｄ微型电转移系统进行电转移，恒压
１５Ｖ，转移４５ｍｉｎ。转印完毕后 ＮＣ膜用脱脂奶粉封闭１ｈ，
ＰＢＳＴ洗涤后与１∶１０００的腹水结合１ｈ，洗涤后与１∶１０００
的辣根过氧化物酶标记的羊抗鼠 ＩｇＧ结合１ｈ，洗涤后 ＤＡＢ
显色，拍照记录。

１．７．４　单抗灵敏度测定　纯化黄颡鱼免疫球蛋白起始浓度
为２μｇ／ｍＬ倍比稀释至１０ｎｇ／ｍＬ，１００μＬ／孔，４℃包被过夜，
封闭后加入 １∶１０００腹水抗体，１００μＬ／孔，其余步骤同
“１６”节。
１．７．５　单抗特异性测定　收集黄颡鱼、鲇鱼、鳗鲡、鲫鱼、草
鱼、鳊鱼、鲈鱼、鳜鱼和白鱼等淡水鱼血清作为待检抗原，各种

血清１∶１０００稀释后包被酶标板，一抗加１∶１０００腹水抗
体，其余步骤同“１６”节。

２　结果与分析

２．１　免疫原的制备与检验
按“１．３”节中所述的过程制备抗原，用核酸蛋白仪测定

提纯的抗原浓度为１ｍｇ／ｍＬ。由图１可知，ＳＤＳ－ＰＡＧＥ凝胶
电泳图谱上可以看到２条清晰的蛋白带，分别代表黄颡鱼 Ｉｇ
的重链和轻链。计算和分析结果表明，黄颡鱼血清 ＩｇＭ重链
和轻链的分子量分别为７３、３０ｋｕ。
２．２　细胞融合与筛选

经过筛选最终获得能稳定分泌抗体的杂交瘤细胞２株，
分别命名为Ｂ１０－Ｃ３和Ｆ６－Ｆ２。
２．３　单抗效价与特性分析

由表１可知，２株单抗均为 ＩｇＧ２ａ亚类；腹水抗体效价为
１∶（７．２９×１０５）。由图１可知，２株单抗能与转印后的黄颡

鱼血清ＩｇＭ发生反应，都是识别的重链区；单抗 Ｆ６－Ｆ２对纯
化的黄颡鱼免疫球蛋白的检测灵敏度为２０ｎｇ，单抗Ｂ１０－Ｃ３
对纯化的黄颡鱼免疫球蛋白的检测灵敏度为３９ｎｇ。

表１　单抗特性分析

单抗 Ｉｇ亚类 ＥＬＩＳＡ效价 灵敏度

（ｎｇ）

Ｆ６－Ｆ２ ＩｇＧ２ａ １∶（７．２９×１０５） ２０
Ｂ１０－Ｃ３ ＩｇＧ２ａ １∶（７．２９×１０５） ３９

２．４　单抗特异性测定
由表２可知，Ｆ６－Ｆ２和Ｂ１０－Ｃ３仅与黄颡鱼血清发生反

应，与被试的其他血清均无任何交叉反应。

表２　单克隆抗体的特异性

鱼类 Ｆ６－Ｆ２ Ｂ１０－Ｃ３
黄颡鱼（Ｐｅｌｔｅｏｂａｇｒｕｓｆｕｌｖｉｄｒａｃｏ） ＋＋ ＋＋
鲇鱼（Ｓｉｌｕｒｕｓａｓｏｔｕｓ） － －
鳗鲡（Ａｎｇｕｉｌｌａｊａｐｏｎｉｃａ） － －
鲫鱼（Ｃａｒｒａｓｓｉｕｓａｕｒａｔｕｓ） － －
草鱼（Ｃｉｅｎｏｙｈａｒｙｎｇｏｄｏｎｉｄｅｌｌｕｓ） － －
鳊鱼（Ｐａｒａｂｒａｍｉｓｐｅｋｉｎｅｎｓｉｓ） － －
鲈鱼（Ｍｉｃｒｏｐｔｅｒｕｓｓａｌｍｏｎｏｉｄｅｓ） － －
鳜鱼（Ｓｉｎｉｐｅｒｃａｃｈｕａｔｓｉ） － －
白鱼（Ａｎａｂａｒｉｌｉｕｓ） － －

　　注：“＋＋”表示强阳性反应；“＋”表示阳性反应；“－”表示阴性
反应。

３　讨论

要实现对黄颡鱼病害的有效防治，推动黄颡鱼养殖业健

康发展，必须借助免疫技术进行疾病预防，而免疫防治的效果

受诸多因素影响，要达到理想的免疫防治效果，需考虑黄颡鱼

自身免疫系统组成特点及免疫应答规律［１１］。ＩｇＭ是鱼类体
液免疫应答的重要组成部分，利用单克隆抗体研究鱼类 ＩｇＭ
是最常用的方法之一［１２］。近２０年来，国内外学者对鱼类免
疫球蛋白的单抗开展大量研究工作，制备了部分淡水鱼［１３－１６］

及海水鱼类［１７－２１］血清 ＩｇＭ的单克隆抗体。本研究通过
ＰｒｏｔｅｉｎＡ亲和层析纯化黄颡鱼血清免疫球蛋白，进而制备了
２株抗黄颡鱼免疫球蛋白单克隆抗体 Ｂ１０－Ｃ３和 Ｆ６－Ｆ２。
根据ＳＤＳ－ＰＡＧＥ的结果推测黄颡鱼免疫球蛋白的重链和轻
链分别为７３、３０ｋｕ，与黄艳青等利用ＭＢＰ亲和层析纯化黄颡
鱼血清ＩｇＭ的分子量结果［２２］相一致。
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从单抗特异性试验的结果可看出，这２株单抗高度特异，
本研究共选取包括黄颡鱼在内的９种不同鱼血清进行测试，２
株单抗仅与黄颡鱼发生特异性反应，与其他８种鱼血清都无
交叉反应，其中包括和黄颡鱼同为鲇形目的鲇鱼。这一现象

说明了鲇形目不同属之间的血清 Ｉｇ相似度较低。从单抗的
灵敏度测定结果可知，单抗 Ｆ６－Ｆ２对纯化的黄颡鱼 ＩｇＭ检
测灵敏度为２０ｎｇ，与欧洲鳗、南方鲇和鳜［２３－２５］等免疫球蛋白

单抗的灵敏度进行比较，单抗 Ｆ６－Ｆ２的灵敏度极高，今后可
成为黄颡鱼病原诊断和血清学调查的重要工具。

Ｗｅｓｔｅｒｎ－Ｂｌｏｔ分析结果表明，２株单抗呈阳性反应，都识
别于黄颡鱼ＩｇＭ的重链区，没有获得抗轻链的单抗。目前已
报道的鱼ＩｇＭ的单抗大部分可以识别鱼的 ＩｇＭ重链，仅少量
可以抗轻链［２６］，这与鱼血清 ＩｇＭ分子的结构有关，由于其重
链恒定区的氨基酸序列多且结构复杂，可提供多个抗原表位；

而轻链上免疫表位少。

综上所述，黄颡鱼 ＩｇＭ单克隆抗体的制备有助于深入分
析黄颡鱼免疫球蛋白结构与功能，该单抗可广泛应用于黄颡

鱼免疫应答水平监测和疫苗免疫效果的评价，为黄颡鱼免疫

学深层次研究奠定基础。
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