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鲫卵黄脂磷蛋白的纯化鉴定及其夹心 ELISA 的建立 
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摘要: 鲫(Carassius carassius)卵黄原蛋白(vitellogenin, Vtg)是检测水体环境雌激素活性常用的生物标志物。本研究

利用凝胶过滤结合离子交换层析与选择性沉淀结合离子交换层析 2 种方法, 从鲫卵巢匀浆液中纯化得到了卵黄脂

磷蛋白(lipovitellin, Lv), 经鉴定该蛋白含有糖、磷、脂基团, 天然分子量约为 521 kD, SDS 变性电泳显示分子量为

117 kD 和 103 kD 的 2 个亚基。Western blot 结果显示, 金鱼(Carassius auratus) Lv 抗体和斑马鱼(Danio rerio) Lv 抗

体都能与鲫 Lv 发生很好的交叉反应。利用纯化的鲫 Lv 与金鱼 Lv 抗体和斑马鱼 Lv 抗体建立了 2 种夹心 ELISA, 发

现金鱼 Lv 和鲫 Lv 的结合曲线基本重合, 并且利用鲫 Lv 与金鱼 Lv 抗体建立的夹心 ELISA 工作范围为 15.6~ 

1000 ng/mL, 检出限约为 6.8 ng/mL, 显著低于利用斑马鱼 Lv 抗体建立的夹心 ELISA, 结合此前研究者建立的鲫

Vtg 竞争 ELISA, 为鲫 Vtg 指标的测定提供了可靠方法。 

关键词: 鲫; 卵黄脂磷蛋白; 纯化; 性质鉴定; ELISA 

中图分类号: X52; S917      文献标志码: A           文章编号: 10058737(2018)01005307 

鱼类卵黄原蛋白(vitellogenin, Vtg)是国际上

通用的环境雌激素生物标志物, 其测定通常采用

酶联免疫吸附方法(ELISA)。Vtg 在纯化和保存过

程中容易发生降解[1], 会降低以 Vtg 抗原建立的

ELISA 的精确度, 从而给样品 Vtg 的定量结果造

成误差[2-3]。最近, 有研究发现 Vtg 在卵巢中的主

要酶解产物——卵黄脂磷蛋白(lipovitellin, Lv)非

常稳定, 并且与 Vtg 具有相同的免疫原性, 以 Lv

代替 Vtg 用作抗原建立的 ELISA 能够更加准确地

定量鱼类 Vtg[4]。 

鲫(Carassius carassius)是野外水体环境雌激

素检测常用的受试鱼种[5-6]。鲫 Vtg 指标被广泛用

于评价河流、湖泊和污水处理厂排水等多种水体

的雌激素污染状况 [7-9], 但是这些研究都是利用

以 Vtg 为抗原建立的 ELISA 方法。为准确定量

鲫 Vtg, 本研究对鲫 Lv进行了分离纯化与性质鉴

定 , 并利用本实验室制备的斑马鱼(Danio rerio) 

Lv 抗体和金鱼(Carassius auratus) Lv 抗体开发了

2 种 ELISA 方法, 以期建立高精确度的鲫 Vtg 检

测方法。 

1  材料与方法 

1.1  实验用鱼 

性成熟的鲫购自青岛市市南区水产市场, 体

重(110±20) g, 体长(20±1) cm。经 0.075 g/L 的 MS- 

222 麻醉后, 解剖, 取雌鱼卵巢, 用于 Lv 的纯化。 

1.2  卵巢匀浆液的制备 

采用 Hiramatsu 等[10]的方法, 将 5 倍重量的匀

浆液(20 mmol/L Tris-HCl, 10 mmol/L EDTA 和

100 mmol/L NaCl, pH 7.5) 加入到卵巢中, 在冰浴条

件下用玻璃匀浆器匀浆, 4℃, 10000 g 离心 15 min, 

上清液用 0.45 μm 滤膜过滤后, 分装备用。 

1.3  卵黄脂磷蛋白的纯化 

1.3.1  纯化方案 I: 凝胶过滤结合离子交换层析   

按照单瑞后等[11]的方法将 1 mL 卵巢匀浆液

进行凝胶过滤层析(Sephacryl S-300 HR 16/70; GE 

Healthcare, Uppsala, Sweden), 将可能含有 Lv 蛋

白的洗脱液进行离子交换层析(DEAE-Sepharose 
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F F 12/20; GE Healthcare)。用含有 0.07 mol/L、

0.1 mol/L、0.2 mol/L 和 1 mol/L NaCl 的 25 mmol/L 

Tris-HCl 缓冲液(pH 7.5)依次进行洗脱, 收集洗脱

液, 经 Native-PAGE 检测后, 保存于–80℃。 
1.3.2  纯化方案 II: 选择性沉淀结合离子交换层

析  选择性沉淀法根据 Norberg[12]的方法略作调

整。向 1 mL 卵巢匀浆液中加入 2 mL 20 mmol/L 

EDTA (pH 7.7)和 0.1 mL 0.5 mol/L MgCl2, 随后用

10 mL 预冷的双蒸水稀释, 4000 g 离心 20 min, 取

上清, 按照 1.3.1 的方法进行离子交换层析。 
1.4  电泳和特异性染色 

Native-PAGE 按照 Davis[13]的方法 , 制备

4.0%的浓缩胶和 7.5%的分离胶, 将 10 μL 样品缓

冲液(0.20 mol/L Tris-HCl, pH 6.8, 25%甘油, 0.1%

溴酚兰) 加入到等体积的样品中, 离心混匀后每

孔上样 10 μL, 电压 150 V, 4℃电泳。电泳结束后, 

将凝胶取下分别进行考马斯亮蓝、Schiff 试剂[14]、

甲基绿[15]和苏丹黑 B[16]染色。 

1.5  分子量的测定 

采用 5%~9%的分离胶进行电泳测定 Lv 的天

然分子量。标准蛋白(Amersham, Sweden)含有甲

状腺蛋白(669 kD)、铁蛋白(440 kD)、过氧化氢酶

(232 kD)、乳酸脱氢酶 (140 kD)、牛血清蛋白

(67 kD)。电泳结束后进行考马斯亮蓝染色, 根据

郭尧君[17]的方法计量分子量。 

SDS-PAGE 按照 Laemmli[18]的方法, 将等体

积的 SDS 缓冲液(0.16 mol/L Tris-HCl, pH 6.8, 

25%甘油, 0.1%溴酚兰, 4% SDS, 5%巯基乙醇)加

入到 10 µL 样品中, 煮沸 6 min, 电压 200 V, 室温

下进行电泳, 电泳后用考马斯亮蓝染色。根据标

准蛋白的分子量与相对迁移率的线性回归方程计

算分子量 , 蛋白标准品(Fermentas, UAB)由分子

量为 20~200 kD 的 12 种高纯蛋白组成。 

1.6  蛋白浓度测定 

将方案Ⅰ和方案Ⅱ纯化得到的蛋白溶液分别

混合后, 利用 Bradford 法, 以牛血清蛋白(BSA)为

标准品计算 2 种方法纯化的 Lv 浓度, 并根据它们

各自的体积计算 2 种方法纯化的 Lv 总量。 

1.7  Western blot 
按照 Towbin 等[19]的方法, 取 10 μL 纯化的鲫

Lv 与实验室此前纯化的金鱼 Lv 和斑马鱼 Lv 进行

SDS-PAGE (4%~9%), 电泳结束后将蛋白质转印

到 PVDF 膜上, 4℃封闭过夜后, 将 2 张 PVDF 膜

分别使用 1︰1000 稀释的金鱼 Lv 抗体和斑马鱼

Lv 抗体室温孵育 4 h, 再使用 1︰2000 稀释的辣

根过氧化物酶标二抗, 室温孵育 4 h 后, 将 PVDF

膜放入新鲜配制的 DAB底物显色液中, 待条带清

晰时用蒸馏水终止反应。 

1.8  ELISA 的建立 

参照 Mitsui等[20]的方法, 将金鱼 Lv抗体和斑

马鱼 Lv 抗体稀释至 5 μg/mL 后, 4℃包被过夜; 次

日, 37℃封闭 1 h; 加入 1.95~2000 ng/mL 的金鱼

Lv、斑马鱼 Lv 和鲫 Lv, 孵育 1 h; 加入 1︰10000

倍稀释的 HRP 标记金鱼 Lv 抗体和斑马鱼 Lv 抗

体, 37℃孵育 1 h; 每孔加入 100 μL TMB 单组分

显色液, 37℃显色 10 min 后, 加入 100 μL 2mol/L 

H2SO4 终止反应, 测定 450 nm 波长下的吸光值, 并

根据 Nilsen 等[21]的方法计算 2 种 ELISA 的检出限。 

2  结果与分析 

2.1  鲫 Lv 的纯化 

2.1.1  凝胶过滤结合离子交换层析结果  凝胶过

滤层析图谱显示, 鲫卵巢匀浆液出现 2 个洗脱峰, 

经 Native-PAGE 检测, 第 2 个洗脱峰呈现清晰的

蛋白条带(图 1), 收集该峰的洗脱组分进一步进行

离子交换层析。 
 

 
 

图 1  鲫卵匀浆液的凝胶过滤洗脱曲线(a)与 

Native-PAGE 图谱(b) 

1: 峰 1 组分; 2: 峰 2 组分. 
Fig. 1  Elution curve of the egg homogenate of crucian carp on 

a Sephacryl S-300 gel filtration chromatography column  
(a) and Native-PAGE analysis (b) 

1: P1; 2: P2. 
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离子交换层析结果显示, 在 0.2 mol/L NaCl

处出现了主洗脱峰, 并且该峰检测到一条蛋白条

带(图 2)。该峰共收到了 9.5 mL 洗脱液, 经测定蛋

白浓度为 0.88 mg/mL, 总蛋白含量为 8.36 mg。 

 

 
 

图 2  鲫卵匀浆液凝胶过滤结合离子交换层析洗脱曲线(a)

与 Native-PAGE 图谱(b) 

Fig. 2  Elution curve of the egg homogenate of  
crucian carp on DEAE anion exchange column  

(a) and native-PAGE analysis (b) 

 
2.1.2  选择性沉淀结合离子交换层析结果  将选

择 性 沉 淀 后 的 上 清 进 行 离 子 交 换 层 析 , 在

0.07 mol/L 和 0.2 mol/L NaCl 处出现洗脱峰, 电泳

结果显示 0.2 mol/L NaCl 洗脱组分呈现单一条带

(图 3)。该峰收集了 15.3 mL 洗脱液, 经测定蛋白

浓度为 0.63 mg/mL, 总蛋白含量为 9.64 mg。 
 

 
 

图 3  鲫卵匀浆液选择性沉淀后离子交换层析洗脱 

曲线(a)和 Native-PAGE 图谱(b) 

1: 0.07 mol/L NaCl; 2: 0.2 mol/L NaCl. 
Fig. 3  Elution curve of ion exchange chromatography after 
selective precipitation of the crucian carp egg homogenate (a) 

and native-PAGE analysis (b) 
Lane 1: 0.07 mol/L NaCl; lane 2: 0.2 mol/L NaCl. 

2.2  性质鉴定 

2.2.1  糖、磷、脂特征性测定  将纯化的蛋白进

行 Native-PAGE 后, 分别用考马斯亮蓝、Schiff

试剂、甲基绿、苏丹黑 B 染色, 结果显示该蛋白

能同时被 4 种染色方法着色(图 4)。 
 

 
 

图 4  鲫 Lv 的糖、磷、脂特异性染色 

1. 考马斯亮蓝染色; 2. 脂蛋白染色; 3. 糖蛋白染色;  

4. 磷蛋白染色. 

Fig. 4  Determination of carbohydrate, lipid and  
phosphorus in the crucian carp Lv 

Lane 1: stained by CBB G250; lane 2: lipoprotein stained by 
Sudan black B; lane 3: glycoportein stained by Schiff reagent;  

4: phosphoprotein stained by Methyl green. 
 

2.2.2  分子量测定  根据蛋白条带相对迁移率测

得鲫 Lv 的天然分子量约为 521 kD, 在 SDS-PAGE

中显示分子量分别为 117 kD 和 103 kD 的 2 条清晰

条带与 1 条分子量约为 75 kD 的模糊条带(图 5)。 

 

 
 

图 5  鲫 Lv 天然分子量(a)和变性条件分子量(b) 

1: 标准蛋白; 2: 鲫 Lv. 

Fig. 5  Crucian carp Lv natural molecular weight (a) and  
denaturing conditions molecular weight (b) 

Lane 1: maker; lane 2: crucian carp Lv. 
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2.3  Western blot 结果 
Western blot 结果显示, 金鱼 Lv 抗体和斑马

鱼 Lv 抗体都能与金鱼、斑马鱼和鲫的 Lv 发生反

应, 其中金鱼 Lv 呈现多个条带, 斑马鱼和鲫 Lv

呈现 3 条清晰的条带(图 6)。 
 

 
 

图 6  金鱼、斑马鱼和鲫 Lv 与金鱼 Lv 抗体(a)和斑马鱼

Lv 抗体(b)的 Western blot 结果 

1: 金鱼 Lv, 2: 斑马鱼 Lv, 3: 鲫 Lv. 

Fig. 6  Western blot analysis of goldfish, zebrafish and crucian 
carp Lv detected by anti-goldfish Lv antibody  

(a) and anti-zebrafish Lv antibody (b) 
Lane 1: goldfish Lv; lane 2: zebrafish Lv;  

lane 3: crucian carp Lv. 
 

2.4  ELISA 的建立 

以金鱼 Lv 抗体为包被抗体、纯化的 3 种鱼类

Lv 为抗原, 以 HRP 标记的金鱼 Lv 抗体建立夹心

ELISA(图 7a), 金鱼 Lv 和鲫 Lv 的结合曲线基本

重合, 并且明显高于斑马鱼 Lv 的结合曲线(图 7a), 

以鲫 Lv 为抗原的夹心 ELISA 工作范围为 15.6~ 

1000 ng/mL (Y=1.56X–1.83, R2=0.982), 检出限约

为 6.8 ng/mL。 

同样, 利用 3 种鱼类 Lv 与斑马鱼 Lv 抗体构

建夹心 ELISA, 金鱼 Lv 和鲫 Lv 的结合曲线也基本

重合, 但是要低于斑马鱼 Lv 的结合曲线(图 7b)。夹

心 ELISA 对鲫 Lv 的检测范围为 31.2~500 ng/mL 

(Y=2.07X2.73, R2=0.953), 检出限约为 15.2 ng/mL。 

3  讨论 

本研究利用纯化的鲫 Lv 建立夹心 ELISA, 为

鲫 Vtg 的准确定量提供了重要方法。鱼类 Vtg 与

Lv 的纯化通常采用凝胶过滤与离子交换相结合 

 
 

图 7  金鱼、斑马鱼和鲫 Lv 在两种 ELISA 中的结合曲线 

Fig. 7  The binding curves of goldfish Lv, zebrafish Lv, and 
crucian carp Lv in two ELISA assays 

 

的两步层析法[22], 选择性沉淀结合离子交换层析

的方法也被少数研究者用于 Vtg 的纯化[23]。本研

究利用凝胶过滤结合离子交换层析(方案 I)与选

择性沉淀结合离子交换层析(方案 II) 2 种方案从

鲫卵匀浆液中纯化 Lv。2 种方法纯化的蛋白在

Native-PAGE 中都显示单一条带, 特异性染色结

果显示该蛋白为糖磷脂蛋白, 这符合鱼类Lv的基

本特征[24-25]; 该蛋白的天然分子量约为 521 kD, 

结合 SDS-PAGE 测得了亚基分子量, 推测鲫 Lv

由 2 组分子量为 117 kD 和 103 kD 的亚基和 1 个

分子量为 75 kD 的亚基组成的, 这与斑马鱼和金

鱼等其他鲤科鱼类的 Lv 研究结果相近[25-26]。根

据以上结果断定纯化的蛋白为鲫 Lv。此外, 2 种方

案纯化得到的蛋白总量较为接近, 对 Lv 的纯化

得率没有显著差别。与方案 I 相比, 方案 II 不需

要凝胶过滤层析的装填、平衡以及洗脱等步骤 , 

大约可以节省近 8 h, 可见选择性沉淀结合离子

交换层析的方法更适合鱼类 Lv 的纯化。 

Vtg 或 Lv 抗体是建立 Vtg ELISA 的基础[27-28]。
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抗体的制备需要反复免疫动物、费时费力, 研究

发现 Vtg 抗体能够识别同科鱼类的 Vtg[21], 例如

鲤(Cyprinus carpio) Vtg 抗体常用于检测金鱼、斑

马鱼等鲤科鱼类的 Vtg[29-30]。王军[26]发现金鱼 Lv

抗体能有效检测斑马鱼、鲫、鲤、石鲽(Platichthys 
bicoloratus)、真鲷(Pagrosomus major)等多种鱼类

的 Vtg, 比 Vtg 抗体具有更广泛的应用范围。因此, 

本研究尝试利用金鱼 Lv 抗体与斑马鱼 Lv 抗体建

立鲫 Vtg 的夹心 ELISA。在本研究中, Western blot

结果显示金鱼 Lv 抗体和斑马鱼 Lv 抗体能检测到

鲫、金鱼和斑马鱼 Lv 的多条清晰条带, 表明 2 种

抗体都能和鲫Lv发生很好的交叉反应。相比之下, 

斑马鱼 Lv 和鲫 Lv 显示 3 条条带, 而金鱼 Lv 出现

了多条带, 这可能与金鱼 Lv 存放时间过长发生

了部分降解有关。利用鲫 Lv 与金鱼和斑马鱼的

Lv 抗体建立了 2 种夹心 ELISA, 其中基于金鱼 Lv

抗体建立的 ELISA 工作范围为 15.6~1000 ng/mL, 

检出限约为 6.8 ng/mL, 显著低于李康等[31]建立

的以鲫 Vtg 为抗原的竞争 ELISA(工作范围为

390~25000 ng/mL), 以及此前研究者开发的鲤和

日本青鳉(Oryzias latipes)的 Vtg ELISA[32-33]。与竞

争 ELISA 相比, 夹心 ELISA 是通过包被的抗体直

接捕获抗原, 随后 HRP 标记抗体与捕获抗原的结

合起到信号放大作用 , 因此本研究建立的夹心

ELISA 具有更高的敏感度。金鱼是由鲫进化而来

的, 两者在蛋白水平上具有很高的同源性[34], 推

测这可能是基于金鱼 Lv 抗体 ELISA 对鲫 Lv 的检

测敏感度高于斑马鱼 Lv 抗体 ELISA 的主要原因。

Wang 等[35-36]发现在 Lv 抗体建立的 ELISA 中, 斑

马鱼和金鱼的Lv标准曲线都与 Vtg的标准曲线基

本重合, 证实以 Lv 与 Lv 抗体建立的 ELISA 能够

用于 Vtg 的定量。因此, 本研究利用鲫 Lv 与金鱼

Lv 抗体开发的夹心 ELISA 可以准确定量鲫 Vtg, 

为鲫 Vtg 的检测提供了可靠方法。 
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Purification and characterization of lipovitellin from crucian carp 
(Carassius carassius) and establishment of a sandwich ELISA 

ZHANG Zhenzhong, MA Shuwei, ZHENG Mingyi, WANG Jun, RU Shaoguo 

Marine Life Science College, Ocean University of China, Qingdao 266003, China 

Abstract: Crucian carp (Carassius carassius) vitellogenin (Vtg) is a commonly used biomarker for the detection 
of estrogenic activity in aquatic environments. In this study, gel filtration combined with ion-exchange chroma-
tography and selective precipitation combined with ion-exchange chromatography were used to purify lipovitellin 
(Lv) from ovarian homogenates of crucian carp. Lv was identified as a phospholipogly coprotein with an apparent 
molecular weight of ~521 kD and separated into two major polypeptides corresponding to ~117 and ~103 kD by 
sodium dodecyl sulfate–polyacrylamide gel electrophoresis. The results of the western blot showed that both 
anti-goldfish (Carassius auratus) Lv antibodies and anti-zebrafish (Danio rerio) Lv antibodies had good cross- 
reaction with crucian carp Lv. Using anti-goldfish Lv antibody, anti-zebrafish Lv antibody, and purified crucian 
carp Lv, two sandwich enzyme-linked immunosorbent assays (ELISAs) were established. The results showed that 
the binding curves of goldfish Lv and crucian carp Lv basically overlapped. The sandwich ELISA developed using 
anti-goldfish Lv antibodies and purified crucian carp Lv had a working range form 15.6 to 1000 ng/mL and a de-
tection limit of 6.8 ng/mL, which was significantly lower than that of the anti-zebrafish Lv antibody-based ELISA 
and other ELISAs previously reported for crucian carp Vtg. Therefore, we suggest that it is a reliable tool for the 
quantification of crucian carp Vtg. 
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