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不同水生脊椎动物的血清与黏液蛋白图谱分析 

欧  铜  雷晓颖  张奇亚 
(中国科学院水生生物研究所, 淡水生态与生物技术国家重点实验室, 武汉 430072) 

摘要: 因脊椎动物的血清与黏液中含有大量蛋白质及其他生物活性物质, 而具有多种生理、生化与抗病防 

御功能。为了解水生脊椎动物血清与黏液中所含主要蛋白成分及其异同, 我们分别从中华鲟(Chinese stur-

geon Aclpenser sinensis grdy)、鲫鱼(Crucian carp Carassius auratus)、草鱼(Grass carp Ctenopharyngodon 

idellus)、赤点石斑鱼 (Red-spotted grouper Epinephelus akaara)、青石斑鱼 (Banded grouper Epinephelus 

awoara)、狗鱼(Pikes Esox reicherti)、江豚(Finless porpoise Neophocaena phocaenoides)、黄颡鱼(Yellow catfish 

Pelteobagrus fulvidraco)、鳜鱼(Mandarin fish Siniperca chuatsi) 这 9种水生脊椎动物中, 采集血清和皮肤黏

液样本。利用考马斯亮蓝 G-250 法 , 测定了不同水生脊椎动物的血清和黏液样品中总蛋白的含量 ; 经

SDS-PAGE 蛋白电泳, 分别获得不同水生脊椎动物血清及黏液蛋白图谱; 比较和分析了同种动物血清和黏

液、不同动物之间血清与血清或黏液与黏液之间蛋白图谱的差异。结果表明：这些动物的血清蛋白组分有

显著相似性, 在分子量 45—120 kD之间, 蛋白条带大量集中分布; 除青石斑鱼外, 其他 8种水生脊椎动物都

有分子量约为 28 kD 和 14 kD 相同或相近的两条蛋白带。草鱼、鲫鱼、鳜鱼、狗鱼、黄颡鱼和江豚的黏

液蛋白, 除了都含有分子量大小约为 45 kD的蛋白条带外, 其他无显著相似性。对同种水生脊椎动物的血清

与黏液蛋白比较, 虽然黄颡鱼的血清与黏液中分子量相近的蛋白带最多, 也仅约为 38%, 可见其蛋白带的种

类和含量都存在显著差异。 
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水生脊椎动物生活在水体环境中, 有着复杂和

多变的生理生化反应。血液在调节水生脊椎动物生

理生化反应, 维持机体内的平衡, 保证其各种生命

活动有序进行, 起着至关重要的作用。黏液是水生

脊椎动物与外界水体环境交流的平台 ,  在呼吸活

动、离子交换与渗透压调节、个体之间信号交流、

子代抚育、抵抗病原微生物入侵、减少游动阻力等

等许多方面, 都有不可或缺的作用[1—3]。在对日本鳗

鲡(Anguilla japonica)的研究中, 虽了解到黏液中含

有大量不同种类的蛋白质[4], 但尚缺乏对不同水生

动物血清与黏液蛋白组成与含量之间差异的认识。

血清和黏液中生物活性物质种类与数量的多样性 , 

在一定程度上体现出它们生物功能的多样性。对水 

生脊椎动物血清和黏液中所含主要蛋白异同的了解, 

将有助于更好地了解其血清和黏液的生理生化功能, 

从而认识它们在复杂水环境中的应对与适应过程。

因此, 我们以分类地位不同的 9 种水生动物为对象, 

开展了相关研究。  

1  材料与方法 

1.1  材料 

鳜鱼、黄颡鱼、赤点石斑鱼、青石斑鱼、大菱

鲆为购自武汉水产品市场的成龄鱼; 鲫鱼、草鱼为

取自关桥渔场的 2 龄鱼; 狗鱼为从新疆空运来的 2

龄鱼; 中华鲟则为来自长江水产所实验场的 2 龄鱼; 

江豚材料来自关桥豚馆的成年豚。实验鱼取回实验
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室后 , 在室温下 , 用曝气的自来水暂养一周 , 每天

换水一次, 投食一次。分别按下列方法收集黏液和

血清。 

1.2  黏液的收集 

先用蒸馏水将鱼体冲洗三次, 按重量体积比 1 

g/5 mL, 将鱼置于含 0.65% 生理盐水的容器中浸泡

0.5h, 然后取出 , 用干净的载玻片从实验动物体表

轻轻地刮取黏液, 收集在灭菌三角瓶或烧杯中, 加

等体量生理盐水充分混匀 , 在 4℃条件下 , 12 000 

r/min离心 15min, 收集上清, 保存于20℃。 

1.3  血清的采集 

采用尾部静脉抽血的方法 , 采集实验鱼血液 , 

室温静置 0.5h, 4℃过夜, 然后 9342 r/min离心 15min, 

将上清转移至 EP管中, 20℃保存。 

1.4  血清和黏液样品中总蛋白含量的测定 

考马斯亮蓝 G-250 法测定血清和黏液样品中的

总蛋白含量[5]。考马斯亮蓝 G-250 蛋白显色剂的配

置：100 mg的考马斯亮蓝 G-250溶于 50 mL 95%的

乙醇中, 加入 100 mL 85%的磷酸, 再用双蒸水定容

至 1000 mL, 滤纸过滤。蛋白标准溶液配置：用蒸

馏水配制 1000 µg/mL的牛血清白蛋白溶液, 分别用

PBS将其稀释至 0、20、40、60、80、100、120 µg/mL, 

再各取 1 mL与 5 mL的蛋白显色剂充分混合, 室温

静置 5min, 0 µg/mL 溶液作空白对照, 分光光度计

595 nm 波长处检测吸光值, 重复测量三次, 取平均

值。以标准蛋白浓度为横坐标, 吸光值为纵坐标, 在

excel中得出标准曲线和回归方程。血清和黏液样品

中总蛋白含量的测定: PBS 对血清和黏液样品进行

稀释, 按上述步骤, 595 nm处检测稀释样品吸光值, 

重复测量三次, 取平均值, 作为 Y值, 代入标准曲线

方程, 得到稀释后样品的蛋白浓度  (µg/mL), 再乘

以相应的稀释倍数, 即得到各样品的总蛋白 浓度。 

1.5  血清和黏液的蛋白电泳  

将收集的血清和黏液样品解冻, 根据以上所测

定各样的蛋白浓度, 将含蛋白浓度高的样品适当稀

释, 以保证上样的蛋白总量尽量接近, 有可比性。稀

释后样品按 1∶1 的比例, 与上样缓冲液混合, 煮沸

6min, 冷却后 5721 r/min离心 30s, 取上清加样。浓

缩胶浓度为 5%, 分离胶浓度为 12%, 先 90 V 电压

电泳, 待上样泳至浓缩胶与分离胶的交界处, 再调

至 120 V 电压电泳, 至溴酚蓝指示剂泳至底部时, 

停止电泳。考马斯亮蓝 R-250染胶 3h, 然后脱色, 扫

描仪扫胶, 获得不同样品的蛋白图谱。 

2  结果 

2.1  血清和黏液总蛋白浓度 

根据牛血清白蛋白的浓度和吸光值绘制标准曲

线(图 1), 标准曲线方程为：y = 0.0059x + 0.0844, R2 

= 0.9944。所测定的水生脊椎动物血清和黏液样品的

平均吸光值和总蛋白浓度(mg/mL)(表 1)。 
 

 
 

图 1  蛋白标准曲线 
Fig. 1  The standard curve of protein 

  

所测 8 种鱼的血清总蛋白含量为 31.60—17.88 

mg/mL, 5种鱼的黏液总蛋白为 3.90—1.54 mg/mL。

但是, 水生哺乳动物江豚的血清总蛋白含量却高达

68.19 mg/mL, 比次高的赤点石斑鱼血清还多出一

倍 , 而其黏液中的总蛋白含量却最低 , 只有 0.45 

mg/mL。在所测定的几种水生动物的血清与黏液蛋

白浓度比值中, 江豚为 151.53, 远远高于鱼类中比

值最高的草鱼 11.61。可见, 鱼类与水生哺乳动物的

血清与黏液蛋白含量是有明显差异的(表 1)。 

2.2  九种水生脊椎动物的血清蛋白图谱 

经对血清蛋白图谱进行比较显示, 不同水生脊

椎动物血清蛋白成分有显著相似性, 分子量相同的

蛋白质组分超过 50%, 有的还超过 85%。尤其是在

蛋白分子量约为 45—120 kD, 有大量蛋白条带集

中分布。除青石斑鱼外, 其他 8 种水生脊椎动物都

含分子量约为 28 kD和 14 kD相同或相近的两条蛋

白带 (图 2)。 

2.3  六种水生脊椎动物的黏液蛋白图谱 

草鱼、鲫鱼、鳜鱼、狗鱼、黄颡鱼和江豚这 6

种水生脊椎动物的黏液蛋白图谱无显著相似性。除

共有分子量大小约为 45 kD 的蛋白带外, 其他黏液

蛋白的数量、含量及分子量分布没有规律, 且大多

数都显著不相同(图 3)。 
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表 1  不同水生脊椎动物血清和黏液蛋白含量测定 
Tab. 1  The concentration of serum protein and mucus protein (n = 3) 

血清样品 
Serum  

samples 

平均吸光值 
Average 

absorbance 

稀释倍数 
Dilution 

times 

血清蛋白浓度
Serum protein
concentration

(mg/mL) 

黏液样品 
Mucus  
samples 

平均吸光值
Average 

absorbance

稀释倍数
Dilution 

times 

黏液蛋白浓度 
Mucus protein 
concentration 

(mg/mL) 

血清与黏液蛋

白浓度比值 
Protein content 

ratio 

江豚 
Finless porpoise 

0.713 640 68.19 
江豚 

Finless por-
poise 

0.416 8 0.45 151.53 

赤点石斑鱼 
Red-spotted 

grouper 
0.667 320 31.60      

黄颡鱼 
Yellow catfish 

0.450 480 29.74 
黄颡鱼 

Yellow catfish
0.534 40 3.05 9.75 

青石斑鱼 
Banded grouper 

0.639 240 22.56      

中华鲟 
Chinese  
sturgeon 

0.498 320 22.43      

鳜鱼 
Mandarin fish 

0.618 240 21.71 
鳜鱼 

Mandarin fish
0.426 40 2.32 9.36 

狗鱼 
Pikes 

0.463 320 20.53 
狗鱼 
Pikes 

0.545 50 3.90 5.26 

鲫鱼 
Crucian carp 

0.582 240 20.24 
鲫鱼 

Crucian carp
0.425 40 2.31 8.76 

草鱼 
Grass carp 

0.524 240 17.88 
草鱼 

Grass carp 
0.447 25 1.54 11.61 

 

 
 

图 2  血清蛋白的 SDS-PAGE图谱 
Fig. 2  SDS-PAGE profile of serum protein 

Gc. 草鱼; Cs. 中华鲟; Fp. 江豚;  Pi. 狗鱼;  M. Marker;  Mf. 

鳜鱼;  Rsg. 赤点石斑鱼; Bg. 青石斑鱼; Yc. 黄颡鱼; Cc. 鲫鱼 
Gc. Grass carp; Cs. Chinese sturgeon; Fp. Finless porpoise; Pi. 
Pikes; M. Marker; Mf. Mandarin fish; Rsg. Red-spotted grouper; 
Bg. Banded grouper; Yc. Yellow catfish; Cc. Crucian carp 

 

 
 

图 3  黏液蛋白的 SDS-PAGE图谱 
Fig. 3  SDS-PAGE profile of mucus protein 

Cc. 鲫鱼; Yc. 黄颡鱼; Mf. 鳜鱼; Pi. 狗鱼; Gc. 草鱼; M. marker; 

Fp. 江豚 
Cc. Crucian carp; Yc. Yellow catfish; Mf. Mandarin fish; Pi. Pikes; 
Gc. Grass carp; M. marker; Fp. Finless porpoise 

2.4  五种水生脊椎动物的血清与黏液蛋白图谱比较 

分别对狗鱼、鳜鱼、黄颡鱼和鲫鱼, 同一种鱼

的血清与黏液进行比较, 显示其血清与黏液中分子

量相同的蛋白带数量占总蛋白带数量的比例各为 

30%、31%、38% 和 27%。其中在黄颡鱼血清和黏

液中, 有相同分子量的蛋白质组分相似度最高, 达

到 38%; 而鲫鱼最低, 仅有 27%。这表明同一种鱼

的血清与黏液蛋白成分有显著差别。进一步分析比

较, 还显示狗鱼、鳜鱼和黄颡鱼的血清蛋白带数量

及含量均高于黏液蛋白带, 但鲫鱼相反, 血清中蛋

白带的数量要低于黏液蛋白带(图 4A)。对江豚的血

清与黏液蛋白进行分析 , 显示黏液蛋白条带很少 , 

其中在黏液与血清中相同分子量的蛋白质组分只有

17%; 而在血清中含量很高的蛋白带 , 在黏液中却

很少, 如分子量在 45—66.2 kD之间的蛋白, 有些甚

至难以分辨是否存在(图 4B)。这表明血清和黏液蛋

白之间的相似程度可因水生脊椎动物的种类不同而有

所不同, 江豚血清和黏液蛋白组分的差别就更显著。 

3  讨论 

我们比较了 9 种水生脊椎动物的血清和黏液蛋

白的差异, 了解到水生脊椎动物血清中的蛋白成分

相对比较稳定。这可能是由于血清来源于生物体内, 

生活在水体环境中, 不论是鱼类还是水生哺乳动物, 
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图 4  血清和黏液蛋白的 SDS-PAGE图谱 
Fig. 4  SDS-PAGE profile of serum and mucus protein 

Pi. 狗鱼; Mf. 鳜鱼; Yc. 黄颡鱼; Cc. 鲫鱼; Mu. 黏液; Se. 血清;  M. Marker;  Fp. 江豚 
Pi. Pikes; Mf. Mandarin fish; Yc. Yellow catfish; Cc. Crucian carp; Mu. Mucus;  Se. serum;  M. marker;  Fp. Finless porpoise 

 
其生理生化活动在很多方面相同或相似, 血清起维

持机体内的渗透压平衡、pH缓冲、载体及营养等作

用 , 因此要求血清中蛋白的组分与含量也大体相

似。此外, 免疫球蛋白也是血清中含量较多的蛋白

质。目前已经从硬骨鱼类中分离出不同种类的免疫

球蛋白, 如 IgM、IgD和 IgZ等, IgM是一类存在于

所有有颌类脊椎动物中的免疫球蛋白, 其重链具有

较高的保守性 [6— 8]。有报道从紫红笛鲷 (Lutjanus 

argentimaculatus)、青石斑鱼(Epinephelus awoara)、

尖吻鲈(Lates calcarifer)和牙鲆(Paralichthys oliva-

ceus)的血清中, 分离纯化了免疫球蛋白[9]。 

水生动物体表黏液是动物机体与水环境接触的

门户, 其蛋白的成分和含量不仅决定于动物机体自

身 , 而且在一定程度上受到其生活的水环境的影

响。从对鲫鱼、黄颡鱼、鳜鱼、狗鱼、草鱼以及江

豚等 6 种水生脊椎动物黏液蛋白图谱分析可知, 蛋

白带的分子量和含量各不相同, 显示水生脊椎动物

体表黏液会因水环境及水体因子不同而变化。有学

者对鱼类黏液进行了分析, 表明鱼类黏液成分与其

来源和功能有关, 其成分包括水、糖蛋白、分泌蛋

白、氨基酸、脂肪酸、脱落的表皮细胞及细菌[2]。

有证据表明, 当鱼处在不同的发育期或是突然改变

其生活水环境的渗透压, 如将鱼从海水中转移到淡

水中, 其体表黏液的蛋白成分和含量都会发生明显

的改变[10, 11]。有趣的是, 在七彩神仙鱼中, 甚至存

在母本用黏液去抚育子代的现象, 在此期间, 母本

黏液中蛋白的含量及成分明显有异于其他时期, 含

有幼鱼生长发育所需营养成分, 并含生长激素和免

疫球蛋白[12]。 

经对狗鱼、鳜鱼、黄颡鱼、鲫鱼和江豚这 5 种

水生脊椎动物各自血清和黏液中蛋白组分的分析比

较, 显示其中含分子量相同蛋白质的情况因动物种

类不同而异, 尤其是江豚血清和黏液中蛋白组分的

差异明显高于鱼类。这提示, 不同物种对水环境的

适应性可能是水生脊椎动物黏液蛋白组分产生差异

的原因之一, 江豚作为水生哺乳动物, 由于进化程

度比鱼类更高, 其对环境的适应能力也与鱼类有所

不同, 从而导致其血清和黏液蛋白组分差异更大。

有研究表明, 当鱼体受到机械性刺激、病原微生物

侵染或鱼生活的水体受到污染时, 都会导致鱼体体

表黏液蛋白变化[13, 14]。而在相同因子刺激下, 血清

中的蛋白成分和含量及其在反应的敏感性和变化程

度上都要低于黏液。除了体表黏液, 似乎体内黏液

也是如此, 例如口服和肠道灌注都能使鱼类产生细

胞免疫和体液免疫, 而且口服疫苗免疫还能产生不

依赖于血清的抗体[15]。当然, 也有一些蛋白组分是

血清和黏液所共有的, 如在血清和黏液中都能分离

提纯得到免疫球蛋白 ; 在牙鲆 (paralichthys oliva-

ceus)的体表黏液和血清中都存在转铁蛋白[16]。另外, 

也开展了对鱼类黏液蛋白的其他方面的研究[17]。 

虽然本研究为进一步探讨不同水生动物血清与

黏液蛋白组分的特征及异同提供了新的资料, 但有

关血清和黏液蛋白组分、功能及来源还有待利用更

精细的方法作进一步分析。 
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ANALYSIS OF PROTEIN PROFILES IN SERUM AND MUCUS FROM  
DIFFERENT AQUATIC VERTEBRATES 

OU Tong, LEI Xiao-Ying and ZHANG Qi-Ya 

(State Key Laboratory of Freshwater Ecology and Biotechnology, Institute of Hydrobiology,  
Chinese Academy of Sciences, Wuhan 430072, China) 

Abstract: Aquatic vertebrates live in the water environment with complex and changeable physiological and 

biochemical reactions. The range of roles which blood plays is very large, such as regulating the physiological and 

biochemical reactions, maintaining the balance of the organism, ensuring various life activities in an orderly manner. 

Mucus affords a platform for communication between organism and water environment which is considered as a highly 

multifunctional material owing to the proposed roles in excretion, respiration, ionic and osmotic regulation, 

communication, reproduction and protection. The serum and mucus of vertebrates contain a large number of protein 

components and other biologically active substance as the main bearers of life, which have varieties of function in 

physiological and biochemical and resistance to pathogenic microorganisms. In order to understand the similarities and 

differences of the major protein components contained in serum and mucus of aquatic vertebrates, we collected the 

samples of serum and cutaneous mucus from nine different aquatic animals, such as Chinese sturgeon (Aclpenser sinen-

sis grdy), crucian carp (Carassius auratus), grass carp (Ctenopharyngodon idellus), red-spotted grouper (Epinephelus 

akaara), banded grouper (Epinephelus awoara), pikes (Esox reicherti), finless porpoise (Neophocaena phocaenoides), 

yellow catfish (Pelteobagrus fulvidraco) and mandarin fish (Siniperca chuatsi). The concentration of serum and mucus 

protein was determined by coomassie brilliant blue G-250 method and the protein patterns of serum and mucus from the 

different aquatic vertebrates were observed by SDS-PAGE. The results showed that the range of serum protein concen-

tration was from 17.88 to 31.60 mg/mL and the mucus was from 1.54 to 3.90 mg/mL. The concentration of serum pro-

tein from finless porpoise was the highest up to 68.19 mg/mL which was more than twice the red-spotted grouper having 

the highest serum protein concentration among eight species of fish. On the other hand, the concentration of mucus 

protein from finless porpoise was the lowest, only 0.45 mg/mL. Therefore, the finless porpoise possessed the largest 

ratio of protein content in serum and mucus. The protein patterns of serum from the nine aquatic vertebrates might have 

significant similarities. There were multiple protein bands distribution in the area between molecular weight of 45 kD 

and 120 kD. Two bands whose molecular weights were approximately 28 kD and 14 kD appeared in the SDS-PAGE 

protein patterns of serum from the eight aquatic vertebrates, except banded grouper. Other than the band with molecular 

weight of about 45 kD, no significant similarity was found among the protein patterns of mucus from crucian carp, yel-

low catfish, mandarin fish, pikes, grass carp and finless porpoise. It showed significant differences in the protein pat-

terns of serum and mucus from same species of aquatic vertebrates. Among five aquatic vertebrates, pikes, mandarin 

fish, yellow catfish, crucian carp and finless porpoise, the protein patterns of serum and mucus from yellow catfish had 

the most similarity, and only 38%. The study may provide new material for the further researching on the features and 

similarities and differences of protein components in serum and mucus from different aquatic vertebrates. 
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