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摘 要：通过阴离子交换层析和凝胶过滤层析，从黄鳝血清中得到其血清白蛋白，命名为 MAA-serum，分子量为 67 kDa，

为单链非糖蛋白，其 N 末端氨基酸序列为 GHKKW。用 0.5 mg/只 MAA-serum 作为免疫源免疫大白兔，经 3 次免疫后，抽取大白

兔血液，分离血清，饱和硫酸氨沉淀，获得抗 MAA-serum 的多克隆抗体。经 ELISA 方法测定该抗体与黄鳝血清白蛋白的免疫反

应，抗体滴度为 1∶100 000。经初步研究发现黄鳝皮肤中也有大量血清白蛋白分布，该抗体为进一步研究 MAA-serum 在皮肤中

的分布及生物学功能打下基础。
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血清白蛋白合成于肝脏，是脊椎动物血浆中含

量最丰富的蛋白质，约占血浆总蛋白的一半。血清

白蛋白的生理功能十分重要，主要为结合及运输多

种内源及外源性组分，如脂肪酸、胆色素、氨基酸、
类固醇激素、金属离子和许多治疗分子等 [1-3]；另外

还参与维持血浆胶体渗透压及物质交换，清除体内

自由基，抗凝血作用，影响微血管渗透性等[4-8]。
目前，已从几种两栖动物血清及皮肤中分离得

到白蛋白，如非洲爪蟾 （Xenopus laevis）68 kDa 及

73 kDa 血清白蛋白，大蹼铃蟾（Bombina maxima）及

黑眶蟾蜍（Duttaphrynus melanostictus）皮肤及血清

白蛋白等[9,10]。为研究黄鳝血清白蛋白的功能，实验

对黄鳝血清白蛋白进行了分离纯化。在黄鳝皮肤中

也发现有血清白蛋白类似物存在，为进一步研究其

在皮肤中的分布及功能，利用纯化的黄鳝血清白蛋

白为免疫源，免疫大白兔，获得了抗黄鳝血清白蛋

白的多克隆抗血清，该血清能与黄鳝血清白蛋白发

生免疫反应。抗体的获得为进一步研究黄鳝血清白

蛋白在皮肤中的分布打下基础。

1 材料和方法
1.1 材料

阴离子交换层析介质（DEAE-Sephadex A-50）
和凝胶过滤层析介质（Sephadex G-75，superfine）购

自安玛西亚（Amersham-Pharmacia）。牛血清白蛋白

(BSA)，完全及不完全佛氏佐剂，3，3'-二氨基二苯胺

（DAB），邻苯二胺二盐酸盐（OPD），正常羊血清，胰

蛋白酶及生色底物苯甲酰-1-精氨酸酰-4-硝基苯

胺（BApNA）为西格玛（Sigma）公司产品。辣根过氧

化物酶标记的羊抗兔抗体购自圣克鲁斯生物技术

公司。其他试剂均为分析纯。实验中的蛋白质浓度

均采用伯乐（Bio-Rad）蛋白定量试剂，以 BSA 为标

准测定。
1.2 黄鳝血清白蛋白(MAA-serum)的分离纯化

黄鳝经剪尾收取血液，血液室温保温 1 h，4 ℃
放置 4 h，2 000 r/min 离心 5 min 收集血清。4.0 mL
血清置于 15.0 mL 离心管中，加入等体积的 PBS 并

逐滴加入等体积 pH 值 7.2 的饱和硫酸铵溶液，边

加边摇，静置 30 min，8 000 r/min 离心 20 min，收集

上清液至另一离心管，向其中缓慢加入固体硫酸铵

粉末，边加边摇动至饱和。静置 5 min，8 000 r/min
离心 20 min，弃上清，沉淀溶于 5.0 mL H2O 中，于

50 mM Tris，pH 值 7.6，含有 5 mM EDTA 的缓冲液

中 4 ℃透析 24 h。上样于 DEAE-Sephadex A-50 离

子交换层析柱（2.6×50 cm），预先用 50 mM Tris，pH
值 7.8，含有 5 mM EDTA 的缓冲液平衡，上样后用

平衡缓冲液冲洗至穿透峰被完全洗脱，再用 400~
400 mL，0~0.8 M NaCl 进行梯度洗脱，5 mL/管。收

集目的组分峰，冻干后溶于 H2O 中，5 000 r/min 离

心 10 min，取上清上 Sephadex G-75 凝胶过滤层析

柱（2.6×100 cm），预先用 50 mM Tris，pH 值 7.8，含
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有5 mM EDTA，0.1 M NaCl 缓冲液平衡，3 mL/管，

用同样缓冲液洗脱。收集目的组分峰，-70 ℃保存备

用。
1.3 MAA-serum 的 N-末端氨基酸序列测定

通过埃德曼（Edman）降解法测定 MAA-serum
的 N-末端氨基酸序列 （Applied Biosystems pulsed
liquid-phase sequencer，model 492C）。
1.4 MAA-serum 的胰蛋白酶抑制剂活性测定

反应体系为 50 mM Tris，pH 值 7.8，含有 1 mM
CaCl2，反应温度为 25 ℃。将不同量的 MAA-serum

（0.05~5.0 M）与 30 nM 胰蛋白酶（终浓度）于 25 ℃
保温 15 min，加入终浓度为 0.3 mM 的 BApNA 起始

反应。连续 2 min 于 410 nm 处监测 P-硝基苯胺（p-
nitroaniline）的释放。
1.5 兔抗 MAA-serum 多克隆抗体制备及纯化

大白兔（雄性，2.5 kg）耳静脉采血，2 000 r/min
离心 10 min 分离血清，收集血清为抗血清阴性对

照。将 0.1 mg 纯化的 MAA-serum 与 0.5 mL 佛氏完

全佐剂等体积充分混合乳化，大白兔背部剪毛后，

实行皮下注射，共注射 10 点。以后每隔 15 d，将与

第一次相同剂量的 MAA-serum 与不完全佛氏佐剂

乳化，加强免疫，共 2 次。最后 1 次免疫后 7 d，耳静

脉取血，分离血清，以免疫酶联吸附实验（ELISA）测

定抗体效价。当抗体效价达到 1 ∶ 100 000 时，将兔

以乙醚麻醉，心脏取血。血液 37 ℃保温 1 h，4 ℃放

置 4 h，2 000 r/min 离心 5 min，收集血清。生理盐水

等体积稀释 5 mL 血清，缓慢加入饱和（NH4）2SO4 溶

液，不停搅拌，至终浓度 50%，室温放置 30 min，

5 000 r/min 离心 20 min，弃上清，用 5.0 mL 生理盐

水溶解沉淀，再缓慢地加入饱和（NH4）2SO4 至终浓

度为 33%，室温放置 30 min，5 000 r/min 离心 20
min，弃上清，用 1.0 mL 生理盐水溶解沉淀，于 4 ℃
PBS 透析 24 h，测定抗体浓度，分装，-20 ℃保存。
1.6 ELISA 检测抗体效价及免疫交叉反应

将 MAA-serum，黄鳝皮肤匀浆物及 BSA 分别

溶于 0.05 M Na2CO3-NaHCO3 缓冲液 （pH 值 9.6）
（终浓度 2.0 g/mL），包被 96 孔酶标板，每一样品包

被 38 孔，每孔 100 μL，4 ℃放置过夜。用 PBS，含

0.05% Tween-20（PBS-T）洗板 5 次，5 min/次。每孔

加入 200 μL PBS-T（含 5%正常羊血清）于 37 ℃保

温 1 h 进行封闭。弃封闭液，用封闭液将纯化的

MAA-serum 多克隆抗体从 1 ∶ 100 到 1 ∶ 108 进行

10 倍梯度稀释，每一浓度每一样品包被孔加 3 孔，

每孔 100 μL，37 ℃保温 1 h。另外将 100 μL 1∶100
稀释的免疫前兔血清加入每一样品包被的 3 个孔

作为阴性对照。PBS-T 洗板 5 次，5 min/次。将 1 ∶
10 000 稀释的辣根过氧化物酶标记的羊抗兔抗体

加入各孔，每孔 100 μL ，37 ℃保温 1 h，PBS-T 洗

板 5 次，5 min/次。各孔均加入 100 μL 0.4 mg/mL
OPD（新鲜配制，溶于磷酸-柠檬酸缓冲液，含 0.03%
H2O2），室温放置 5~15 min，再加入 50 μL 12%
H2SO4 终止反应。于 490 nm 读取数据（Bio-Tek 酶标

仪）。抗体滴度以产生最大反应信号一半的 MAA-
serum 多克隆抗体稀释度计算[10]。
1.7 蛋白印迹（Western Blot）

将 MAA-serum 在还原及非还原状态，黄鳝皮

肤匀浆物在还原状态下进行 SDS-PAGE，用半干型

电转仪，40 mA，1.5 h 转移至 PVDF 膜，用稀释于

PBS-T 的 5%正常羊血清室温封闭 PVDF 膜 2 h。弃

封闭液，加入封闭液稀释的 1 ∶ 106 稀释的 MAA-
serum 多克隆抗体，4 ℃过夜。PBS-T 洗膜 5 次，5
min/次。加入封闭液稀释的 1 ∶ 5 000 稀释的辣根过

氧化物酶标记的羊抗兔抗体，室温保温 1 h，PBS-T
洗膜 5 次，5 min/次。将膜上加少量 TMB 显色，水洗

终止反应[10]。

2 结果
2.1 MAA-serum 分离纯化

通常情况，在血清中加入饱和硫酸铵至饱和度

为 28%～33%时，优球蛋白沉淀析出；饱和度 33%～
55%时，拟球蛋白沉淀析出。当饱和度大于 50%后，

血清白蛋白沉淀析出[11]。经硫酸铵沉淀的黄鳝血清

白蛋白上 DEAE-Sephadex A-50 共得到三个峰，其

中第 III 峰为目的组分峰 （图 1），收集该组分进行

Sephadex G-75 凝胶过滤层析，共得到两个峰，其中

第 II 峰为目的组分峰（图 2），收集该峰，即为黄鳝

血清白蛋白，命名为 MAA-serum。对该组分进行

SDS-PAGE，在还原状态下，显示为清晰的单一条

带，分子量约为 67 kDa（图 3）。在 Native-PAGE 上，

也显示为单一条带。经希夫试剂（Shiff's）检测，该蛋

白为非糖蛋白。经 N-末 端 氨 基 酸 序 列 测 定 为

GHKKW。
2.2 MAA-serum 的胰蛋白酶抑制活性

MAA -serum 具 有 较 弱 的 抑 制 胰 蛋 白 酶

（trypsin）水解底物的活性。当抑制剂浓度在 40 nM
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图 1 黄鳝血清白蛋白的 DEAE-Sephadex A-50 层析图

时，抑制约 10%的 30 nM 的 trypsin 对 BApNA 的水

解活性。当 100 nM 的 MAA-serum 与 30 nM 的

trypsin 保温 15 min 时，抑制的 trypsin 百分数无增

高。说明黄鳝血清白蛋白对 trypsin 的具有一定的抑

制活性，但活性不高。BSA 则完全不抑制 trypsin 对

BApNA 的水解活性。
2.3 MAA-serum 与抗体的免疫交叉反应

经 SDS-PAGE 检测，纯化的兔抗 MAA-serum

抗体纯度较高。经酶联免疫吸附实验检测抗 MAA-
serum 抗体滴度达到 1 ∶ 100 000。结果表明，兔抗

MAA-serum 抗体能很好地识别 MAA-serum，同时

也能与黄鳝皮肤匀浆物发生极强的免疫交叉反应，

但对 BSA 则无免疫交叉反应发生。
2.4 Western Blot

在还原及非还原状态下对 MAA-serum 进行

SDS-PAGE，并将其电转移到 PVDF 膜，进行 West－
ern Blot，结果条带均显现出阳性着色。黄鳝皮肤匀

浆物在还原及非还原状态，经 SDS-PAGE 鉴定，在

67 kDa 处也有明显蛋白条带，电泳特征与 MAA-
serum 极相似。将其转移至 PVDF 膜上，该蛋白条带

也与兔抗 MAA-serum 抗体显现显著的阳性反应，

强度与 MAA-serum 接近。

3 讨论
血清白蛋白是血液中十分重要的蛋白组分，其

功能多样，重要的是结合及转运多种物质内源及外

源物质，如水、离子、脂肪酸、激素、代谢产物及多种

药物等[1-3]。另外血清白蛋白还参与维持渗透压，抗

凝血等[4-6]。目前对人血清白蛋白、牛血清白蛋白的

理化性质及功能等研究较为透彻，而对鱼血清白蛋

白研究的相关文献十分稀少。为研究鱼类的血清白

蛋白，本文通过离子交换层析和凝胶过滤层析在黄

鳝血清中分离得到其血清白蛋白。该蛋白是鱼血清

中的主要蛋白质，约占血清总蛋白的 50%，在鱼类

血液中具有重要的功能。黄鳝血清白蛋白同人血清

白蛋白的分子量相同，约为 67 kDa。研究发现在黄

鳝皮肤中也存在有血清白蛋白类似物，为研究该蛋

白分布在皮肤中的分布及功能，制备了其多克隆抗

体。抗体与 MAA-serum 发生强烈的免疫反应，同时

也能与黄鳝皮肤匀浆物发生免疫交叉反应，但对

BSA 无免疫交叉反应发生。经 N-端氨基酸序列比

较发现，MAA-serum 与 BSA 无序列相似度，推测其

全序列与 BSA 序列相似度可能也较低。结论也支持

了 ELISA 的实验结果，说明 MAA-serum 与 BSA 虽

同为血清白蛋白，但由于两物种亲缘关系较远，两

者的抗原决定簇及空间结构存在较大差异，因此无

免疫反应发生。将 MAA-serum 的 N-端氨基酸序列

同 HAS、非洲爪蟾血清白蛋白、大蹼铃蟾血清白蛋

白比较发现，该序列与上述序列均无相似性 [9]。
ELISA 结果显示，黄鳝皮肤中的血清白蛋白类似组

分与黄鳝血清白蛋白则具有极相似的抗原决定簇

图 2 黄鳝血清白蛋白的 Sephadex G-75 层析图

图 3 黄鳝血清白蛋白的 SDS-PAGE

注：1.还原的 MAA-serum；2.蛋白质分子量标准。
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及空间结构。进行 Western Blot 后，条带均显现出阳

性着色。由此推测黄鳝皮肤中也分布有大量血清白

蛋白。有文献报导，目前已在多种两栖动物皮肤中

发现白蛋白，如大蹼铃蟾白皮肤白蛋白广泛分布于

真皮的结缔组织及表皮的细胞膜上，并且该蛋白还

含有血红素辅基[9]。血红素辅基是血红蛋白携带氧

的辅助因子，而血清白蛋白含有血红素辅基，故推

测其在两栖动物皮肤的呼吸、水盐代谢、渗透压维

持、吸收，转运外界环境中有利于其存活的物质等

有重要作用[9，10]。黄鳝生存于水中，但在离水环境下，

若保持皮肤湿润，能生存较长时间，因此其皮肤在

一定程度上与两栖动物皮肤的功能相似。因此黄鳝

皮肤中也可能存在有大量血清白蛋白。该研究为进

一步研究白蛋白在黄鳝皮肤中的分布及功能打下

基础。
另外，MAA-serum 具有一定的胰蛋白酶抑制活

性，为丝氨酸蛋白酶抑制剂家族。丝氨酸蛋白酶抑

制剂广泛存在于动物、植物、微生物体中 [12-15]，具有

重要的生理功能。在动物体中其基本功能是调节丝

氨酸蛋白酶的水解平衡，即防止机体内不必要的蛋

白水解。该过程涉及机体的各种生理活动，如酶原

激活、激素前体的释放、参与机体免疫反应、凝血、
蛋白质折叠、细胞的迁移与分化、抑制肿瘤及微生

物致病性的形成等[16-19]。丝氨酸蛋白酶抑制剂也大

量地分布在多种植物的种子中，以防止昆虫吞食种

子后对种子的消化作用，是植物防御害虫的重要手

段之一[20，21]。而黄鳝血清白蛋白也具胰蛋白酶抑制

活性，推测在其防御天敌捕食的过程中也发挥一定

作用。有关黄鳝白蛋白在皮肤中的分布及功能，将

做进一步研究。
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Purification and antibody preparation of serum albumin
from Monopterus albus

Zhang Yingxia1, Lu Lu1, Chen Congwei1, Chi Tingting1, An Tianchen1,
Guan Huai2, Manchu Riga 1

(1.Key Laboratory of Tropic Biological Resources, Minister of Education, Haikou 570228, China；

2. Haikou VTI Biological Institute, Haikou 570228, China)

Abstract: Serum albumin of Monopterus albus was obtained through the steps of mixing ion-exchange and
gel filtration chromatography, and named MAA-serum, which is a single chain protein with molecular weigh of 67
kDa. MAA-serum is not a glycoprotein. The N-terminal amino acid sequence is GHKKW. The purified MAA-
serum was used to immunize rabbits to prepare polyclonal antibody with the dosage of 0.5 mg/per rabbit. After
immunized three times, the rabbits were anesthetized with ether, then the blood was collected by a cardiac
puncture, and precipitate with saturated ammonium sulfate to obtain polyclonal antibody. ELISA data
demonstrated that the antibody titer of the serum was up to 1∶100 000. The anti MAA-serum polyclonal antibody
had a high quality of potency and specificity. The antibody provided an useful experimental tool to profoundly
research the tissue expression profile and biological function of MAA-serum.
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水产养殖系统的生态经济研究新进展

珠江三角洲地区是我国重要的水产养殖和出口区，滨海湿地水产养殖业的快速发展也是红树林生态

系统快速消失和难以恢复的重要原因；其生态经济效益与影响如何是关系区域可持续发展的重要问题。
中科院华南植物园环境退化与生态恢复领域植被与景观生态学研究组的博士生李林军在其导师任

海研究员、陆宏芳研究员的指导下，开展的能值与经济学综合研究表明，区域水产养殖系统虽然在经济投

入强度与效益上差异显着，但生态经济表现相近；区域水资源利用率还有较大的提升空间，高投入高产出

的集约型水产养殖模式并不一定意味着高环境影响。区域自然湿地生态系统可持续性远高于水产养殖系

统，但经济效益低下；如何通过生态工程手段实现红树林保育、恢复与水产养殖的协调发展是实现区域可

持续发展的关键性问题。同时，案例研究表明，当前能值评价指标体系中两大效率指标（能值产出率 EYR
与能值转换率 Tr）侧重不同，有得出相左结论的可能；进而构建提出了新的系统综合效率能值评价指标，

并通过验证，推动了能值指标体系的发展和完善。
（www.bioon.com）
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