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摘要：建立了间接竞争酶联免疫吸附反应（)*+,-）方法，对红螯光壳螯虾（!"%*+1 2)+3*#4+*#$+5)&）胚胎及
仔虾发育过程中的卵黄磷蛋白含量及其亚基组分进行了研究。该方法对卵黄磷蛋白具有良好的特异

性，有效检测范围为 ’%.!( & !(" /0123。结果表明，在发育初期胚胎先降解分子量比卵黄磷蛋白大的蛋
白；亚基中，分子量较大和较小的亚基都先被消耗；胚胎内卵黄磷蛋白含量总体上呈下降趋势，其中在卵

裂囊胚阶段后略有上升（’.%45），至后无节幼体期卵黄磷蛋白含量达最高（$.#65），之后不断下降，到仔
虾离开母体独立生活时，含量只剩下卵裂期的 %1$。
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卵黄磷蛋白（J<H:33</，WH）是一种雌性特异蛋
白。由于其在虾蟹类甲壳动物生长发育中所具

有的重要生理作用，迄今已有不少有关卵黄磷

蛋白的研究报道［% & ’］。酶联免疫吸附反应

（)*+,-）因其特异性强、灵敏度高等特点，近年
来开始应用于卵黄磷蛋白的含量测定［$ & #］。红

螯光壳螯虾（!"%*+1 2)+3*#4+*#$+5)&

""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""

）又称澳洲淡



水龙虾，属甲壳纲，十足目，长尾亚目，拟河虾

科。其具有个体大、食性广、生长快、肉味鲜美、

适应能力强等优点，是一种极具推广养殖价值

的优良品种。作者在对红螯光壳螯虾的卵黄磷

蛋白进行分离、纯化和鉴定的基础上［!］，采用

"#$%&方法跟踪了红螯光壳螯虾胚胎和仔虾发
育过程中卵黄磷蛋白含量及组分的变化。以期

了解卵黄磷蛋白在红螯光壳螯虾生长发育过程

中所起的生理作用，来指导仔虾开口饵料和投

喂时间的选择，为进一步提高红螯光壳螯虾的

胚胎孵化率和仔虾成活率提供理论依据。

! 材料与方法

!"! 材料 性成熟亲虾购自浙江省湖州市德
清县，饲养于实验室，按雌雄 ’ ()的比例放养在
’*+恒温水族箱交配待产。间歇式增氧，每天
),：-.时投喂夹碎的螺蛳，次日上午 /：..时吸
去粪便残饵，换水 )0-。亲虾于 , 月起陆续抱
卵，雌虾抱卵后将其单独饲养。在解剖镜和显

微镜下根据胚胎的形态特征［*］，将胚胎发育分

为 ,个时期（受精卵期；卵裂囊胚阶段；原肠期；
前无节幼体期；后无节幼体期；准备孵化期），同

时根据卵黄囊变化将胚后发育分为 1 个阶段
（刚孵化仔虾；孵出 - 2仔虾；孵出 ! 2仔虾；孵
出 ). 2仔虾）。各时期取胚胎或仔虾 .31 4（约
)..个），磷酸缓冲液冲洗后，5 !.+保存备用。
雄性新西兰白兔购自复旦医学院实验动物中

心。

!"# 主要试剂 所用试剂均为分析纯。氟化
磺酰苯甲烷（67%8）为德国 79:;<公司产品；次
高分子量标准蛋白质为上海丽珠东风生物技术

有限公司产品；高分子量标准蛋白质为

&=9:>?@A B?@:=@;C@ 公司产品；羊抗兔 $4DEFG6
为华美生物工程公司产品。

!"$ 主要仪器 6HI9:E6&J’.. 电泳仪为美国
KCHEG@2公司产品；KCHE6:CAL图像处理仪为法国
MCNO9:公司产品；"#P*.. 酶标仪为美国 KCHEL9<
公司产品；/,孔酶标板为美国 JH>L@:公司产品。
!"% 卵黄磷蛋白抗体的制备 参考文献［/］，
提纯的卵黄磷蛋白与弗氏完全佐剂按 ) ( )体积

比混合，第 ) 2用混合物皮下注射 ’只驯养 ’周
后的雄性新西兰白兔，背部多点注射（每只 )
=N），在第 )1、’*、1’、Q1、和 ,* 2用弗氏不完全佐
剂加强免疫。第 1’、Q1 和 ,* 2 收集血样（)3Q
=N），用双向免疫扩散方法测定效价。当抗体效
价足够高时，采用颈动脉放血法将兔子处死。

将血液置于室温下 ) ? 后，1+过夜使血液凝
固，析出血清离心后 5 !.+分装保存。
!"& 免疫印迹反应 将聚丙烯酰氨凝胶中的
蛋白质电转印至硝酸纤维素膜（RJ膜）。RJ膜
于 6K%SEQT牛血清白蛋白中 -!+封阻 ) ?。加
入 ) (- ...稀释的卵黄磷蛋白抗体，-!+孵育 ’
?。6K%S洗 -次，每次 Q =CA。将 RJ膜移至 S:C>
缓冲液中，室温孵育 ). =CA。再将 RJ膜与 ) (
Q.稀释的羊抗兔 $4DEFG6在 -!+反应 ) ?。用
S:C>缓冲液洗 -次，每次 Q =CA。加入 U&K底物
液显色 ’ V - =CA，清水漂洗后拍照。
!"’ 间接竞争酶联免疫吸附反应（()*+,）
将不同浓度的卵黄磷蛋白和样品横向包被 /,
孔酶标板（每孔 )..!N），湿盒中 1+孵育过夜。
弃去包被液，加入 )T K%& -!+封阻 ) ?。弃去
K%&，6K%S洗 1 次。将不同稀释浓度的卵黄磷
蛋白抗体（) ( ) ... V ) ( ’. ...）横向加入孔内，
-!+孵育 ’ ?。6K%S洗 1次。加入 ) ( ) ... 稀
释的羊抗兔 $4DEFG6，-!+孵育 ) ?。弃去羊抗
兔 $4DEFG6，6K%S洗 1次。加入 U&K底物显色
液，室温孵育。每孔加入 Q.!N的终止液终止反
应，1/’ A=测定吸光度。
!"- 卵黄磷蛋白含量测定 将各期样品称重
后和 - 倍体积的提取缓冲液（.3.Q =HN0# S:C>E
FJ)，BF !31，.3) ==HN0# 67%8，) ==HN0# "US&）
混匀，用玻璃匀浆器在冰浴中匀浆 )Q >，)’ ...
:0=CA离心 ). =CA，离心重复 ’次。取上清液适
当稀释后进行 "#$%&检测，根据标准曲线计算
卵黄磷蛋白的含量。

# 结果与分析

#"! ()*+,方法的建立
#"!"! 免疫印迹反应 由图 )可知，制备的卵
黄磷蛋白抗血清与纯化的卵黄磷蛋白有交叉反
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应，且能识别卵巢匀浆液中的相应条带，与其他

杂蛋白没有明显的沉淀反应，说明抗血清对卵

黄磷蛋白具有良好的特异性。

图 ! 红螯光壳螯虾卵黄磷蛋白 "#"$%&’(和
免疫印迹反应

)*+, ! "#"$%&’( -./ 012314. 56733*.+ -22-8 9-3314.2
7: 9;4*:*1/ <*3166*. :47= 3>1 ! , "#$%&’($&’)$*#+
!："#"$%!&’考马斯亮蓝染色图；(：免疫印迹图；

)*+,：标准蛋白；-.：卵黄磷蛋白；/00：卵匀浆。

!："#"$%!&’；(：1/2./+3 456..730；)*+,：%+6./73 8*+,/+；

-.：-7./5573；/00：’00 /9.+*:. ;

?@!@? ’<="!标准曲线 图 >所示，将标准抗
原（提纯卵黄磷蛋白）倍比稀释，浓度范围是 >
? @ AAA 30B85，反应后比较，当抗体的稀释度为
CD@AA 时，曲线的灵敏度和检测范围都较好。
因此，在 ’<="!检测中，采用 C D @AA的抗体稀释
度。

卵黄磷蛋白的完整标准曲线呈“"”形（图
>），而采用标准曲线计算卵黄磷蛋白含量时，仅
取曲线中部呈线性的一段［E］。由图 F 得出，
’<="!方法对卵黄磷蛋白检测量的有效范围为
FCG>E ? >EAGAA 30B85，如检测样品中卵黄磷蛋
白的含量超出了该范围，则需先稀释一定的倍

数使之处于该范围后再检测，稀释倍数依样品

中卵黄磷蛋白的含量不同而不同。

?@? 不同发育时期卵黄磷蛋白亚基组分和含
量的变化

图 ? 不同浓度抗体和 A3组合下的 (BC"&标准曲线
)*+, ? D4*-6 E-6*54-3*7. E;4<12 :74 (BC"& 1<-6;3*7.

58 E7=5*.*.+ 3>1 E7=5*.-3*7.2 7: E7-3*.+
-.3*+1. F*3> -.3*$214;= /*6;3*7.2

图 G (BC"&标准曲线线性部分
)*+, G D>1 6*.1-4 9-43 7: - 389*E-6

(BC"& E-6*54-3*7. E;4<1

?@?@! 卵黄磷蛋白结构的变化 各期样品的
电泳结果显示，在自然状态下，卵黄磷蛋白的分

子量随发育的进程并没有发生变化，只是含量

不断减少（图 @）。在发育早期，胚胎中含有较
多分子量比卵黄磷蛋白大的蛋白，这部分蛋白

逐渐被消耗利用，在发育后期的电泳样品中已

·F·H期 李荷迪等：红螯光壳螯虾胚胎及仔虾发育过程中卵黄磷蛋白的 ’<="!检测



图 ! 红螯光壳螯虾不同发育阶段卵黄蛋白的 "#$%&’()图
*+,- ! "#$%&’() ./001234 56 7589 .2501+3 /0 :+6612130 :1;185.<130/8 40/,1 +3 ! - "#$%&’($&’)$*#+

!" 受精卵期；#" 卵裂囊胚阶段；$" 原肠期；%" 前无节幼体期；&" 后无节幼体期；’" 准备孵化期；(" 刚孵化；)" 孵出 $ *仔虾；

+" 孵出 ( *仔虾；!," 孵出 !, *仔虾；-.：纯化卵黄磷蛋白；/00：卵匀浆；1234：标准蛋白。

!"5/3.6768/* /00 9.20/；#":7/2;20/ 9.20/ 2<* =729.>72 9.20/；$"?29.3>72 9.20/；%"@2>A76>9 9.20/；&"1/.2<2>A76>9 9.20/；’"B3/A23/CD2.ED6<0

9.20/；("F2.ED6<0 9.20/；)"GD3// *2H9 2I./3 D2.ED6<0；+"J/;/< *2H9 2I./3 D2.ED6<0；!,"G/< *2H9 2I./3 D2.ED6<0；-.：-6./776<；/00：K00 /L.32E.；

1234：B3M./6< N234/3 O

图 $ 红螯光壳螯虾不同发育阶段卵黄蛋白
的 =>=?&’()（上）和免疫印记图（下）

*+,- $ =>=?&’() /3: @140123 A8500+3, /44/7
./001234 56 7589 .2501+3 /0 :+6612130 :1;185.<130

40/,14 +3 ! - "#$%&’($&’)$*#+

!" 受精卵期；#" 卵裂囊胚阶段；$" 原肠期；%" 无节幼体期；

&" 后无节幼体期；’" 准备孵化期；(" 刚孵化；)" 孵出 $ *仔

虾；+" 孵出 ( *仔虾；!," 孵出 !, *仔虾；-.：纯化卵黄磷蛋

白；/00：卵匀浆。

!"5/3.6768/* /00 9.20/； #":7/2;20/ 9.20/ 2<* =729.>72 9.20/；

$"?29.3>72 9.20/； %"@2>A76>9 9.20/； &"1/.2<2>A76>9 9.20/；

’"B3/A23/CD2.ED6<0 9.20/； ("F2.ED6<0 9.20/； )"GD3// *2H9 2I./3

D2.ED6<0；+"J/;/< *2H9 2I./3 D2.ED6<0；!,"G/< *2H9 2I./3 D2.ED6<0；

-.：-6./776<；/00：K00 /L.32E. O

无这些蛋白的条带出现。但是，各期样品经

JPJ解聚后发现，亚基含量变化较大，其中分子
量较大和较小的亚基都先被降解（图 &）。
B#B#B 卵黄磷蛋白含量的变化 发育过程中
卵黄磷蛋白含量总体上呈下降趋势（图 ’），其
中在卵裂囊胚阶段（$"!+Q）后略有上升，至后
无节幼体期时卵黄磷蛋白含量（%"’(Q）达到最
高，之后不断下降，到仔虾孵出 !, * 能离开母
体独立生活时，卵黄磷蛋白含量只有受精卵期

的 !R%左右。

C 讨 论

C#D 卵黄磷蛋白 )EF=’的建立 本研究借鉴
了其他十足目甲壳动物卵黄磷蛋白免疫检测的
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方法［!］，先纯化成熟亲虾卵巢的卵黄磷蛋白，在

制备卵黄磷蛋白抗体的基础上，建立了一套比

较适合红螯光壳螯虾卵黄磷蛋白检测的方法，

检测的特异性和精确度均较好，并以此确定了

其适宜的检测范围和稀释倍数。该方法具有较

好的可重复性，可为其他十足目甲壳动物卵黄

磷蛋白的免疫定量研究提供参考。

在建立 "#$%&方法的过程中，作者发现了

红螯光壳螯虾不同于其他甲壳动物的特点：该

虾的卵黄磷蛋白很难被硝酸纤维素膜转印，可

能是其带有较多的脂类分子，从而阻碍了蛋白

质与膜的结合。在本文的蛋白质印迹中，转印

的是 %’%()&*"凝胶上的卵黄磷蛋白亚基。蛋
白解离后，亚基的转移率比自然状态下的蛋白

要高很多。

图 ! 红螯光壳螯虾不同发育阶段卵黄磷蛋白的含量
"#$% ! &’()$* #) +#,*--#) ,#,.* (, /#00*.*), /*+*-123*),(- 4,($*4 #) ! % "#$%&’($&’)$*#+

+, 受精卵期；-, 卵裂囊胚期；., 原肠期；/, 前无节幼体期；0, 后无节幼体期；1, 准备孵化期；!, 刚孵化；2, 孵出 . 3仔虾；

4, 孵出 ! 3仔虾；+5, 孵出 +5 3仔虾。

+,6789:;:<73 7== >9?=7；-,@;7?A?=7 >9?=7 ?B3 C;?>9D;? >9?=7；.,*?>98D;? >9?=7；/,"== B?DE;:D> >9?=7；0,"== F79?B?DE;:D> >9?=7；1,)87E?87(

G?9HG:B= >9?=7；!,I?9HG:B= >9?=7；2,JG877 3?K> ?L978 G?9HG:B=；4,%7A7B 3?K> ?L978 G?9HG:B=；+5,J7B 3?K> ?L978 G?9HG:B=M

567 不同发育时期卵黄磷蛋白亚基组分和含
量的变化 甲壳动物胚胎和仔虾中卵黄磷蛋白

含量的变化实际上反映了其发育过程中营养物

质的消耗状况。目前对甲壳动物母体卵巢中卵

黄磷蛋白的积累已有一些研究［+5，++］，而对卵黄

磷蛋白在胚胎和仔虾发育过程中的消耗则少有

报道［+-］，其实这两者是密切相关的，母体卵巢

中卵黄磷蛋白的积累为胚胎和仔虾的发育提供

了营养来源，而胚胎和仔虾中卵黄磷蛋白的消

耗状况则直接影响到发育的进程。红螯光壳螯

虾胚胎和仔虾发育过程中卵黄磷蛋白含量的变

化表明，发育进程和卵黄磷蛋白的含量之间存

在密切关系，随着发育的进程，作为重要营养物

质和能量物质来源的蛋白质含量在不断下降。

红螯光壳螯虾的受精卵发育至原肠期，主

要是胚胎各种器官原基的形成阶段，期间胚胎

对能量的需求并不是很大，"#$%&结果显示卵
黄磷蛋白含量没有出现太大的变化。原肠期后

为各种器官系统形成的主要时期，胚胎相继出

现消化系统、循环系统和神经系统等结构，胚胎

新陈代谢旺盛［2］。但本研究结果表明，该阶段

"#$%&检测到的卵黄磷蛋白含量下降并不明
显，估计是大分子量蛋白和卵黄磷蛋白中的结

合脂成分作为能量消耗物质。比较总蛋白和卵

黄磷蛋白的含量变化可以发现［+.］，蛋白质作为

重要的能量物质，含量不断下降，但作为蛋白质

主要组成的卵黄磷蛋白含量变化不明显，说明

胚胎发育过程中消耗的是其他蛋白。仔虾破膜

后，个体较小，腹部仍带有较大的桔黄色卵黄
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囊，活动能力较弱，要悬挂于母体腹部达 !" #
左右，不摄食，但仔虾生长较快。该阶段仍以消

耗卵黄物质为主，$%&’(结果也显示此时卵黄
磷蛋白含量急剧下降。

与一般甲壳动物的发育方式不同，胚后的

仔虾发育才是红螯光壳螯虾的大生长期，该阶

段卵黄磷蛋白大量快速降解，仔虾个体迅速增

大。因此，增强母体营养，使受精卵带有更多的

卵黄磷蛋白，可使仔虾在离开母体、开口摄食阶

段赢得更多的时间和机会。这对提高仔虾的成

活率及其对环境的适应能力具有重要意义。
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