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西伯利亚鲟卵黄脂磷蛋白的分离纯化及性质
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摘要 : 卵黄是鱼类胚胎发生期的主要营养物质, 卵黄的含量和质量对于早期幼体维持生命和生长发育

至关重要。本研究采用 Sephacryl S�300 凝胶过滤层析法和蛋白质电泳技术分离纯化西伯利亚鲟

( Acipenser baerii)卵黄脂磷蛋白( lipovitellin, Lv) ,层析洗脱共得到 7 个蛋白峰。对每个峰进行 SDS�PAGE 电

泳及油红O、甲基绿和 Schiff试剂特异染色, 峰 b 蛋白均呈阳性,表明峰 b 蛋白为西伯利亚鲟卵中的一种

卵黄脂磷蛋白 , SDS�PAGE 电泳分析表明, 其由 3 个亚基构成,相对分子质量分别为 30�6 ku、40�8 ku 和

76�7 ku。对西伯利亚鲟 Lv氨基酸组成进行分析, 证明是一种含有相对较多天冬氨酸、赖氨酸、谷氨酸、

丝氨酸、缬氨酸和亮氨酸的蛋白, 并且所含鲜味氨基酸含量比其他鱼偏高。
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Abstract: The yolk protein is the chief nutrition material during embryogenesis. The quantity and quality of yolk is

crucial for early larval growth. We have used Sephacryl S�300 gel filtration chromatography to separate lipovitellin from

the Acipenser baerii. There were seven protein chromatography peaks. The peak b protein was composed of three

subunits with molecular weights of 30�6 ku, 40�8 ku and 76�7 ku, respectively as revealed by the SDS�PAGE

electrophoresis analysis. Oil red O, Methyl green and the Schiff staining showed that the peak b protein was rich in

glucose, lipid and phosphorus. Lipovitellin of A . baerii contained rich asparagines acid, lysine acid, glutamic acid,

serine acid, leucine acid and valine acid. The quantity of flavor amino acids such as glutamic acid and asparagines

acid in A . baerii was abundant when compared to that in other species.
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� � 西伯利亚鲟 ( Acipenser baerii )隶属鲟形目

(Acipenseriformes)鲟科(Acipenseridae)鲟属
[ 1]
,是

现存 27种鲟类中的一种,主要分布于俄罗斯西

部的颚毕河至东部的科雷马河之间的西伯利亚

各河流之中
[ 2]
。由于西伯利亚鲟有生长速度

快、适应性强等特点,已在世界范围内推广进行

人工养殖, 中国鲟鱼养殖业自 20世纪 90 年代

以来发展迅猛,西伯利亚鲟已成为我国淡水规

模化商业养殖的优良新对象
[ 3]
。近年来, 随着

鲟鱼人工养殖范围的不断扩展, 西伯利亚鲟已

成为我国第二大鲟鱼养殖鱼种
[ 4]
, 相关研究也

越来越深入。

鲟鱼卵素有�黑黄金�之称, 其中的卵黄是

鱼类胚胎发生期的主要营养物质, 卵黄的含量

及质量对于早期幼体维持生命和生长发育至关

重要
[ 5]
。卵黄积累过程是鱼类性腺发育中的重

要过程, 其为正在发育的胚胎提供氨基酸、脂

肪、碳水化合物、维生素、磷、硫及微量元素等营

养物质
[6]
。目前, 对于鲟鱼卵黄脂磷蛋白

( lipovitellin, Lv)的研究, 只在杂交鲟( Huso huso

� Acipencer ruthenus ) [ 5]、小体鲟( A . ruthenus )
[ 7]

和施氏鲟( A . schrenckii )
[8]
中有过报道。本研究

分离纯化了西伯利亚鲟 Lv,并对其部分理化性

质及氨基酸组成进行了分析, 为进一步了解鲟

科鱼类卵黄蛋白的组成、性质和卵黄的发生及

合成提供一些理论基础。

1 � 材料与方法

1�1 � 材料与试剂 �
1�1�1� 实验材料 � 西伯利亚鲟鱼卵取自杭州
千岛湖鲟龙科技开发有限公司千岛湖养殖基地

鱼子酱生产车间。取 12尾西伯利亚鲟冰浴麻

醉后,分别收集鱼卵并去除内附脂肪,用缓冲液

( 20 mmol�L Tris�HCl, pH 8�0) 冲洗干净, 于

- 80 � 超低温冰箱中保存待用。
1�1�2� 主要试剂 � 低分子量标准蛋白购自大
连宝生物工程有限公司, 成分为兔磷酸化酶 B

97�4 ku, 牛血清白蛋白 66�2 ku, 兔肌动蛋白

43�0 ku, 牛碳酸酐 31�0 ku, 胰蛋白酶抑制剂

20�1 ku。Sephacryl S�300购自 GE Healthcare 公

司。叠氮钠和苯甲基磺酰氟购自上海捷瑞生物

工程有限公司。甲基绿、碱性品红和油红 O为

国药集团化学试剂有限公司产品。其他试剂为

进口分装或国产。

1�2 � 实验方法 �
1�2�1 � 西伯利亚鲟全卵粗提液的制备 � 取西
伯利亚鲟鱼卵 50 g, 加入 2 倍体积预冷的匀浆

缓冲液( 20 mmol�L Tris�HCl 含 0�1 mol�L NaCl、

0�01%的叠氮钠、0�1 mmol�L 苯甲基磺酰氟, pH

8�0)。用玻璃匀浆器在冰浴条件下初步研碎
后, 4 � 条件下超声波细胞粉碎机破碎(宁波新

芝超声波细胞破碎仪, 工作 15次,每次持续时

间 3 s)。匀浆液在 4 � 条件下经12 000 g 离心

15 min,取中间层清液用 0�45 �m微孔滤膜过滤
后用于层析分离。

1�2�2 � 凝胶过滤层析 � 取卵蛋白粗提取液上
柱,选取丙烯葡聚糖凝胶 Sephacryl S�300作为
填料,柱子规格为 1�6 cm � 70 cm, 用 20 mmol�L
Tris�HCl缓冲液( pH 8�0, 含 0�1 mol�L NaCl)匀

速洗脱, 洗脱流速 0�8 ml�min。采用上海精科
公司HD�9704型核酸蛋白检测仪在线检测(波

长定于 280 nm) , 电脑自动记录洗脱曲线。自

动分部收集器以每管 2 ml收集各洗脱峰,洗脱

完毕合并主峰。采用 EYELA FDU�1100型冷冻
干燥机对收集液进行浓缩( - 45 � , 10 Pa) , 于

- 20 � 下保存备用。

1�2�3 � 变性聚丙烯酰胺凝胶电泳 � 将浓缩的
各洗脱峰分别进行变性聚丙烯酰胺电泳。分离

胶浓度为12% ,浓缩胶浓度为 4%, 样品与上样

缓冲液以 4�1混合, 浓缩电压 100 V, 分离电压

恒定为 180V。待指示剂距分离胶末端 0�5 cm

处停止电泳。电泳后的凝胶用固定液(甲醇�冰
醋酸�蒸馏水= 5�1�4)浸泡 2 h,然后于 0�1%考
马斯亮蓝 R�250染色 2 h,再在脱色液(甲醇�冰

醋酸�蒸馏水= 1�1�8)中脱色至背景清晰。用
BIO�RAD凝胶成像系统拍照保存 [9]

。所分离的

蛋白质的分子量采用 BIO�RAD凝胶图像分析
软件Quantity One Version 4�5�2完成。
1�2�4 � 脂蛋白特性鉴定 � 参照 Noble

[ 10]
等的方

法。将电泳后的凝胶放入 5%乙酸中固定 20
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min, 用水冲洗数次后,放入油红O染液中过夜,

第二天将凝胶在60%酒精中浸洗 5min,最后用

蒸馏水冲洗以除去底色, 用佳能数码相机拍照

保存。

1�2�5 � 磷蛋白特性检测 � 参照 Cutting 等
[ 11]
的

方法。将电泳后的凝胶转入 10%磺基水杨酸

中固定 1 h, 在 60 � 条件下, 经 0�5 mol�L NaOH

溶液浸浴 30 min后,用 1%钼酸铵洗涤 10 min,

然后再采用 1 mol�L HNO3 配置的 1%钼酸铵溶

液染色 30 min。最后用 0�5%甲基绿染色液染
色30 min,经 10%磺基水杨酸脱色至磷蛋白条

带清晰为止。

1�2�6 � 糖蛋白特性检测 � 参照 Fairbanks
[12]
和

Sun等
[ 13]
的方法。将电泳后的凝胶放入 15%的

三氯乙酸中, 4 � 下振荡过夜; 然后将凝胶放入

0�5%的高碘酸中振荡2 h。随后将凝胶移入20

mmol�L的高碘酸钠溶液中, 30 min后用 5 mmol�
L 高碘酸钠溶液洗涤 2次, 每次 20 min。再用

5%的乙酸洗涤 10 min, 将洗涤后的凝胶放入

Schiff试剂中染色过夜。最后用 5 mmol�L 的
Na2S2O5(内含 10 mmol�L HCl)溶液对凝胶进行

漂洗,至背景不再显示粉红色。

1�2�7� 氨基酸组成分析 � 目的蛋白经浓缩后
加入 6 mol�L HCl,充氮气, 封管; 在 110 � 条件
下水解24 h。开管, 样品抽真空干燥,去离子水

洗。水解后氨基酸样品用缓冲液稀释后上机,

用 Biochrom 20型氨基酸自动分析仪分析。

2 � 结 � 果

2�1 � 卵粗提液 SDS�PAGE电泳 � 西伯利亚鲟
全卵粗提液经 12% SDS�PAGE电泳后共得10条

带(图 1) ,分子量分别是 145�6 ku、91�1 ku、76�7
ku、60�3 ku、47�1 ku、40�8 ku、37�1 ku、35�1 ku、

30�6 ku 和 21�3 ku。其中分子量为 30�6 ku、

40�8 ku和 91�1 ku的蛋白电泳为主带型。
2�2 � 卵黄蛋白的分离纯化 � 卵粗提液经
Sephacryl S�300凝胶过滤层析的洗脱曲线如图
2所示, 共得到 7个洗脱峰 a、b、c、d、e、f 和 g。

各峰之间分离效果良好, 经 SDS�PAGE 电泳后
发现峰 b有明显大分子主带出现,如图 3所示。

图 1 � 西伯利亚鲟卵粗提液 SDS�PAGE电泳图谱

Fig. 1� SDS�PAGE for the egg crude extraction

M:标准蛋白; �、� :西伯利亚鲟卵粗提液。

M:Marker; �, � : Egg crude extract.
�

由于鱼卵中主要蛋白均为大分子量的 Lv,从而

初步推测峰 b为可能的 Lv, 浓缩峰 b蛋白洗脱

液做进一步特异染色鉴定。将多次层析所得峰

b蛋白经 Sephacryl S�300再次洗脱, 结果显示为

单一蛋白峰(图 4)。

图 2� 西伯利亚鲟卵粗提液 Sephacryl S�300

洗脱曲线

Fig. 2 � Analytic elution curve of column

chromatography on Sephacryl S�300 for egg

crude extract of Acipenser baerii
�

2�3 � 峰 b蛋白 SDS�PAGE电泳分析 � 将纯化
所得的峰b进行 SDS�PAGE电泳分析(图 4) ,峰

b蛋白由 3个亚基组成,分子量分别为 30�6 ku、
40�8 ku和 76�7 ku。
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图 3 � 峰 b蛋白 SDS�PAGE图谱

Fig. 3� SDS�PAGE for the peak b protein

b1、b2:峰 b蛋白; M :标准蛋白。

b1, b2: The peak b protein; M :Marker.
�

图 4� 峰 b蛋白 Sephacryl S�300 凝胶层析洗脱曲线

Fig. 4� Analytic elution curve of column

chromatography on Sephacryl S�300

for peak b protein
�

2�4 � 糖、脂、磷蛋白特异染色 � 纯化所得的 Lv

经Schiff、油红O和甲基绿�钼氨酸特异染色(图

5) ,峰 b蛋白均呈现阳性反应, 磷蛋白、脂蛋白

和糖蛋白均在蛋白图谱的同一位置出现相同的

带,没有发现可以被 3 种染色方法同时染色的

其他蛋白带,表明纯化所得峰 b 蛋白确是一种

卵黄脂磷蛋白。

2�5 � Lv氨基酸组成分析 � 西伯利亚鲟 Lv 的

氨基酸组成与虹鳟( Oncorhynchus mykiss)
[ 14]
和哲

罗鱼(Hucho perryi )
[ 15]
的比较结果见表 1。结果

显示, 西伯利亚鲟Lv中天冬氨酸 ( 12�19%)、

图 5� 峰 b蛋白特异染色

Fig. 5� The specific staining of peak b protein

1� 糖蛋白特异染色; 2�脂蛋白特异染色;

3� 磷蛋白特异染色。

1�Glycosidoprotein staining; 2�Lipoprotein staining;

3�Phosphoprotein staining
�

表 1� 西伯利亚鲟卵黄脂磷蛋白的氨基酸组成

及与其他鱼的比较(重量百分比% )

Table 1 � Amino acid composition of the purified Lv

from Acipenser baerii ( weight% )

氨基酸

Amino acids

西伯利亚鲟

Acipenser

baerii

虹鳟鱼[14]

Oncorhynchus

mykiss

哲罗鱼[15]

Hucho perryi

天冬氨酸Aspart ic 12�19 7�60 6�66

苏氨酸Threonine 5�67 5�29 5�39

丝氨酸 Serine 9�60 4�77 4�22

谷氨酸 Glutamic 11�01 11�51 10�63
甘氨酸 Glycine 4�40 4�02 4�37

丙氨酸Alanine 3�59 14�13 13�61

半胱氨酸 Cysteine 1�70 0�80 nd

缬氨酸Valine 7�38 7�63 8�10

甲硫氨酸Methionine 0�76 2�54 0�86

异亮氨酸 Isoleucine 5�35 5�87 6�64

亮氨酸Leucine 6�71 10�33 10�22

酪氨酸Tyrosine 5�28 2�87 3�23

苯丙氨酸 Phenylalanine 4�30 4�60 4�42

组氨酸Hist idine 2�51 2�19 2�13

赖氨酸Lysine 11�62 6�23 6�59

精氨酸Arginine 4�59 4�38 8�02

脯氨酸 Prol ine 3�35 5�32 4�91

氨基酸总量

Total amino acids
100�01 100�08 100�00

� � nd= 未检出。nd= Not detected.
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赖氨酸( 11�62% )、谷氨酸( 11�01%) 和丝氨酸

( 9�6% )含量较高,这些极性氨基酸占蛋白总量

的64�16%; 非极性氨基酸缬氨酸、甘氨酸、丙

氨酸、亮氨酸、异亮氨酸、苯丙氨酸、甲硫氨酸和

脯氨酸占总蛋白含量的 35�84%, 其中缬氨酸

和亮氨酸含量较高, 分别占蛋白总量的 7�38%
和6�71%。含量最少的是甲硫氨酸, 只占到蛋

白含量的 0�76%,其次是半胱氨酸 1�70%。

3 � 讨 � 论

卵黄脂磷蛋白是鱼类卵黄的主要组成物

质。卵黄形成主要有两种方式, 一是可以在卵

母细胞本身中合成, 称为内源卵黄合成; 二是

在卵母细胞以外的地方合成, 然后入卵母细胞,

称为外源性卵黄合成。在卵黄形成期, 鱼类肝

在雌激素作用之下, 合成 Lv 前体卵黄蛋白

原
[ 16]

, 分泌到血液中,由血液运送到卵巢, 卵黄

蛋白原入卵后在酶的作用下, 裂解为卵黄的主

要成分 Lv, 高磷蛋白 ( phosvitin, Pv) 和 ��成

分
[ 17]
。

实验中西伯利亚鲟的卵粗提液经 SDS�
PAGE电泳, 显示其由含有 10种不同表观分子

量的亚基组成,这表明卵黄蛋白原进入卵母细

胞后, 被蛋白酶水解成若干小分子的蛋白。在

不同的物种或同属不同种之间, 因为胚胎发育

存在差异, 其所需的营养成分及其含量各不一

样, 在卵巢的卵母细胞发育过程中卵黄蛋白原

经过不同形式的加工形成了卵黄蛋白的多样

性
[ 18]
。

目前普遍应用于分离纯化 Lv 的方法很多,

主要有 EDTA加 MgCl2 分级沉淀、凝胶过滤层

析、离子交换层析、亲和层析及电泳法等
[ 19]
。

现在已有若干鱼类的 Lv 被纯化鉴定。日本鳗

鲡( Anguilla japonica)的一种Lv 是由 4个分子量

为 85 ku 的亚基构成
[ 20]
。Fenske 等对斑马鱼

( Danio rerio )的 Lv 研究表明, 其是由 2 种分子

量分别为 90 ku和 86 ku 的肽链构成
[21]
。霍堂

斌等对小体鲟卵黄脂磷蛋白的研究表明, 其是

由97�4 ku和30 ku的2个亚基组成
[ 7]
。师晓栋

研究证明了玫瑰无须 ( Puntius conchonius )的

Lv 是由分子量分别为 125 ku、110 ku和76 ku的

3 个亚基组成
�
。姚静等对唐鱼 ( Tanichthys

albonubes)的研究也表明,其Lv是由分子量分别

为 98 ku、96 ku和 71 ku的 3种亚基构成
[ 22]
。

本研究开始采取了利用凝胶电泳来分离纯

化 Lv, 但是这种方法处理蛋白时间过长, 回收

后蛋白大部分已变性或降解。后采用凝胶过滤

层析方法来分离, 通过比较不同填料的分离效

果,最后选择了分离范围广泛、分级精细的

Sephacryl S�300填料来对西伯利亚鲟 Lv 进行分

离纯化, 在 4 � 和 0�2 mmol�L 蛋白酶抑制剂
PMSF的条件下, 共层析分离得到 7个蛋白峰,

各峰之间分离效果明显,电泳分析表明,达到了

很好地纯化西伯利亚鲟 Lv 的目的。经 SDS�
PAGE电泳分析表明, 其由分子量分别为 30�6
ku、40�8 ku和 76�7 ku的3个亚基构成, 这与前

人对其他一些鱼类的研究结果
[ 7,21, 22]

相似。对

分离纯化得到的西伯利亚鲟 Lv 进行糖、磷、脂

特异性染色,结果均为阳性,进一步证实了西伯

利亚鲟Lv是一种糖脂磷蛋白, 这与小体鲟、施

氏鲟和杂交鲟等
[ 5, 7,8]

鱼类的 Lv含丰富的糖、脂

和磷的特点一致。

首次对西伯利亚鲟 Lv 的氨基酸组成进行

的分析,证明西伯利亚鲟Lv是一种含有相对较

多天冬氨酸、赖氨酸、谷氨酸、丝氨酸、缬氨酸和

亮氨酸的蛋白。在西伯利亚鲟 Lv 中鲜味氨基

酸(谷氨酸、天冬氨酸 ) 所占比率较大, 比虹

鳟
[14]
和哲罗鱼

[15]
Lv 中的明显偏高, 这说明西

伯利亚鲟鱼卵确实是制作鱼子酱的一种良好材

料,味道鲜美,经济价值高。一些氨基酸如甲硫

氨酸 ( 0�76%)、组氨酸 ( 2�51% )、半胱氨酸

( 1�70%)、苏氨酸 ( 5�67% )、甘氨酸 ( 4�40)、异
亮氨酸( 5�35%) 和苯丙氨酸 ( 4�30% )含量偏

低,这与虹鳟
[ 14]
和哲罗鱼

[ 15]
Lv 氨基酸组成中

含量偏低的氨基酸种类及含量十分相近。西伯

利亚 鲟 Lv 中赖氨酸 ( 11�62%) 及丝氨酸

( 9�60%)含量比虹鳟鱼和哲罗鱼中相应氨基酸
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含量高,而非极性氨基酸如亮氨酸( 6�71% )和

丙氨酸( 3�59% )含量偏低。西伯利亚鲟 Lv 中

赖氨酸含量比其他鱼类丰富, 赖氨酸能显著提

高钙的吸收及其在体内的积累,加速骨骼生长,

西伯利亚鲟骨板较多,富含大量的赖氨酸,可能

有利于其骨板的健康发育。在西伯利亚鲟 Lv

中的非极性氨基酸总量 ( 35�84% ) 比水蛭

(42% )
[ 23]
、螃蟹( 43%)

[ 24]
、蛙类( 39% )

[ 25]
、爬行

类( 37%)
[ 26]
和鸟类( 37% )

[ 27]
的含量都稍低一

些,这可能与它的脂蛋白功能有关
[ 28]
。另外发

现西伯利亚鲟 Lv 与已研究过的虹鳟
[ 14]

Lv 中都

有半胱氨酸被检出, 可能主要与Lv中二硫键的

形成有关,进而也证实了 Lv 是由多个亚基构成

的一种复杂蛋白。这种复杂蛋白的发生与合成

机制还有待于进一步研究。
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凌云沼虾( Macrobrachium lingyunense)

凌云沼虾(Macrobrachium lingyunense Li, Cai & Clarke 2006) (封面图片)是一种典型的洞穴沼虾。眼睛极度退化,

步足等外部形态特征及其他生物学特性也显示出真洞穴生物( troglobiont)的特征, 包括缺乏体色素、附肢延长、繁殖

无季节性、耗氧量降低、新陈代谢缓慢等。

凌云沼虾成体长 13~ 18 mm(步足长度不计在内)。头胸甲光滑, 额角直。额角平直, 伸至或稍长于鳞片末端,

上缘具 7~ 9齿, 有3~ 4齿位于眼眶后缘的头胸甲上, 中部各齿间距离较宽; 下缘具 3~ 4齿。眼下叶不明显。触角

刺位于眼下角腹侧,肝刺于位于触角刺下方。第 4 及第 5腹节腹片具不明显横脊, 脊中部均具齿, 其中第 5 腹板齿

较大。尾节末端呈尖刺状,具两对背刺; 末端刺不长于后侧角刺。上唇非二裂状, 眼小, 眼柄高度退化,角膜无色

素。鳞片外侧平直。第一对步足腕节约为螯长的 1�5 倍。第二对步足两侧对称,雄性各节表面光滑(雌性背侧稍粗

糙) , 具少量刚毛;螯约为腕长的 1�9~ 2� 1倍; 指节约为掌节的 1�5 倍,闭合时指端部相交;指节切缘光滑, 只有近缘

具一小齿,闭合时无缝; 掌节近圆柱形,短于腕节, 稍膨起; 长节与腕节长度相似。第三至第五对步足较细, 形态相

似;第三步足超过鳞片末端约 1�2 掌节长度, 腕节明显短于掌节; 第五步足细于第三步足, 超过鳞片末端约 7�10 掌

节长度。凌云沼虾为杂食性动物,主要以水生生物、单细胞生物、有机腐屑以及藻类的碎屑等为食。

凌云沼虾的正模标本是中国科学院动物研究所张春光研究员于 2001 年 11 月 26 日在广西壮族自治区凌云县

沙洞发现并采集的。副模标本由澳大利亚动物学家阿瑟�克拉克( Arthur Clarke)于 2000年 10 月 11 日在同一洞穴采

集。中国科学院动物研究所李 莼、新加坡国家园林管理局蔡奕雄、澳大利亚塔斯曼尼亚大学阿瑟�克拉克于 2006

年合作发表了这一物种。

凌云沼虾是中国报道的第一个洞穴沼虾。此前, 世界上沼虾属共报道 9 种洞穴物种, 分布在马来西亚( M .

gua)、中美洲 ( M . catonium )、日本 ( M . miyakoense )、印度 ( M . cavernicola )、墨西哥 ( M . villalobosi )、西印度群岛 ( M .

lucifugum)、美国( M . acherontium)、巴布亚新几内亚( M . microps )和印度尼西亚( M . poeti )。除去 M . lucif ugum 分布在

西印度群岛的几个岛上,其余种类都只分布在 1~ 2 个洞内。这意味着一旦少数洞穴环境破坏,就可能导致一个物

种的灭绝。随着洞穴旅游等人类活动的加剧,建立一套完整的洞穴生物保护机制十分必要。

作为世界上洞穴数量最多的区域,中国也有可能是世界上洞穴生物物种最丰富的国家之一。仅中国科学院动

物研究所无脊椎动物研究组在过去的 5年中, 就陆续报道了 3 科 5属 18 种洞穴虾类和 16科 27属 80种洞穴蜘蛛。

这些显然只是冰山的一角,未来中国洞穴生物的发现与保护,中国科学家义不容辞。

(封面图片摄影: 兰家湖、朱瑜 2008 年 4 月摄于广西壮族自治区河池市都安瑶族自治县下坳乡)
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