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鲤鱼肌肉Ⅴ型胶原蛋白的分离纯化及其抗体制备
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［摘要］ 通过酸溶、 胃蛋白酶酶解和氯化钠盐析等方法， 从鲤鱼肌肉中纯化得到了 Ｖ 型胶原蛋白．
ＳＤＳ － ＰＡＧＥ电泳图谱分析发现， 其至少由 ２ 条 α链 （α１和 α２） 组成， 其中 α１分子质量约为 １３５ ｋｕ， α２分
子质量约为 １２０ ｋｕ． 通过圆二色光谱仪分析其二级结构， 发现其具有胶原蛋白三股螺旋结构的典型特征，
其热变性温度为 ３０􀆰 ５ ℃ ． 将 Ｖ型胶原蛋白作为抗原免疫新西兰大白兔， 成功制备了多克隆抗体． 采用免

疫印迹法对该多克隆抗体的特异性进行分析， 证明其仅与鱼类 Ｖ型胶原蛋白产生反应， 特异性良好．
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０　 引言
胶原蛋白 （Ｃｏｌｌａｇｅｎ） 是一种高分子蛋白质， 是构成细胞外基质 （Ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ Ｍａｔｒｉｘ， ＥＣＭ） 非

常重要的结构蛋白质之一， 在细胞质基质中含量也最为丰富． 胶原蛋白广泛存在于动物的皮肤、 肌

腱、 软骨、 韧带及其他结缔组织中， 具有支撑器官、 保护机体的功能， 占哺乳动物蛋白质总量的

２５％ ～３０％ ［１］ ． 生物体内胶原蛋白种类较多， 常见的类型有Ⅰ型、 Ⅱ型、 Ⅲ型、 Ⅴ型和Ⅵ型． 在鱼类
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的肌肉组织中已经报道了Ⅰ、 Ⅱ、 Ⅴ、 Ⅵ等类型的胶原蛋白， 其中， Ⅰ型胶原蛋白的含量最为丰富，
为主要胶原蛋白， 而Ⅴ型胶原蛋白的含量相对较低， 为次要胶原蛋白［２］ ．

胶原蛋白因为具有良好的生物降解性、 生物相容性以及生物活性， 如低免疫原性、 在体内易被吸

收、 能促进细胞生长、 促进血小板凝结等， 在食品、 医药、 组织工程、 化妆品等领域获得广泛的应

用． 胶原蛋白制备的基本原理主要是根据其难于溶解的特性， 通过改变蛋白质所在的外界环境， 最后

实现胶原蛋白与其他蛋白质的分离． 鱼类胶原蛋白的提取主要以酸法和酶法为主， 也有盐析等提取方

法． 在实际提取过程中， 不同提取方法之间往往互补［３ － ４］ ． Ｓａｔｏ 等［５］用酸、 酶结合盐析法从鲤鱼

（Ｃｙｐｒｉｎｕｓ ｃａｒｐｉｏ） 肌肉中提取出Ⅰ型和Ⅴ型胶原蛋白． Ｗａｎｇ 等［６］ 从软骨鱼史氏鲟 （Ａｃｉｐｅｎｓｅｒ
ｓｃｈｒｅｎｃｋｉｉ） 鱼皮中提取了Ⅰ型和Ⅴ型胶原蛋白．

目前， 国内外对于鱼类Ⅰ型胶原蛋白的研究已有很多报道［３ － ６］， 但对于含量较少、 提取过程较为

复杂的Ⅴ型胶原蛋白的研究报道较少． 研究发现， 鱼类冷藏过程中肌肉的软化与胶原蛋白 （尤其与

Ⅴ型胶原蛋白） 含量的变化密切相关［２，５］ ． 因此， 对Ⅴ型胶原蛋白的研究应引起人们的高度关注． 本

研究从鲤鱼肌肉中分离纯化Ⅴ型胶原蛋白， 并成功制备了高特异性多克隆抗体， 为今后对鱼类Ⅴ型胶

原蛋白的进一步研究提供了新手段．

１　 材料与方法
１􀆰 １　 材料与仪器

鲜活鲤鱼（（１５００ ± ２００） ｇ）购于厦门集美菜市场， 宰杀后取其肌肉立即用于实验． 蛋白质分子质

量标准购于美国 Ｔｈｅｒｍｏ ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ 公司； 胃蛋白酶购于国药集团化学试剂有限公司； 硝酸纤维素膜

（ＮＣ膜） 为 Ｂｉｏ － Ｒａｄ （美国） 公司产品； 羊抗兔 ＩｇＧ － ＨＲＰ 为 ＤＡＫＯ （丹麦） 公司产品， ＥＣＬ 底物

为 Ｐｉｅｒｃｅ （美国） 公司产品． 其他试剂均为分析纯．
组织捣碎机 （ＰＴ － ２１００， Ｋｉｎｅｍａｔｉｃａ， 瑞士）； 高速冷冻离心机 （Ａｖａｎｔｉ ＪＡ － ２６􀆰 ５， Ｂｅｃｋｍａｎ， 美

国）； 小型冷冻离心机 （Ｃｅｎｔｒｉｆｕｇｅ ５４１７， Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ， 德国）； 超纯水系统 （ＲＩＯＳ ８， Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ， 美

国）； 凝胶成像仪 （Ｇ － ＢＯＸ， Ｓｙｎｇｅｎｅ， 英国）； 圆二色光谱仪 （Ｃｈｉｒａｓｃａｎ， Ａｐｐｌｉｅｄ Ｐｈｏｔｏｐｈｙｓｉｃｓ， 英

国）； 恒温水浴锅 （Ｍｅｍｍｅｒｔ， 德国）； ｐＨ计 （Ｓａｒｔｏｒｉｕｓ， 德国）．
１􀆰 ２　 实验方法

１􀆰 ２􀆰 １　 鲤鱼Ⅴ型胶原蛋白的分离纯化

鲤鱼肌肉中胶原蛋白的提取主要参照 Ｓａｔｏ等［５］和Ｗａｎｇ等［６］的方法， 并做了适当修改， 具体实验

步骤如下： 将新鲜的鱼肉 （１５００ ｇ） 绞碎后置于 １０ 倍体积的 ０􀆰 １ ｍｏｌ ／ Ｌ ＮａＯＨ溶液中， 组织捣碎， 离

心 （５０００ ｒ ／ ｍｉｎ， ２０ ｍｉｎ） 取沉淀再加入到 ２０ 倍体积的 ０􀆰 １ ｍｏｌ ／ Ｌ ＮａＯＨ溶液中， 搅拌过夜， 此操作

重复 ４ 次． 获得的沉淀用蒸馏水洗至中性， 再加入到 １０ 倍体积的 ０􀆰 ５ ｍｏｌ ／ Ｌ 乙酸溶液中， 搅拌 ２ ｄ，
离心去除酸不溶性成分． 上清液加入质量分数为 １％的胃蛋白酶， 搅拌 ２ ｄ， 离心去除不溶性成分，
上清液再加入 ＮａＣｌ至终浓度为 ２ ｍｏｌ ／ Ｌ， 将胶原蛋白析出， 离心 （９０００ ｒ ／ ｍｉｎ， ３０ ｍｉｎ） 取沉淀． 此

时的胶原蛋白主要为Ⅰ型和Ⅴ型胶原蛋白的混合物， 需要在接下来的步骤通过不同的盐浓度进行分

离． 得到的沉淀加入 ５０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ Ｔｒｉｓ － ＨＣｌ （ｐＨ ＝７􀆰 ５， 含 １ ｍｏｌ ／ Ｌ ＮａＣｌ） 溶解， 离心后取上清液， 再

加入 ＮａＣｌ至终浓度为 ２􀆰 ４ ｍｏｌ ／ Ｌ， 再进一步离心 （２４９００ ｒ ／ ｍｉｎ， ９０ ｍｉｎ） 后所得沉淀即为Ⅰ型胶原

蛋白．
在Ⅰ型胶原蛋白的上清液中加入 ＮａＣｌ至终浓度为 ４􀆰 ０ ｍｏｌ ／ Ｌ， 离心 （２４９００ ｒ ／ ｍｉｎ， ９０ ｍｉｎ） 取沉

淀， 将沉淀复溶于 ０􀆰 ５ ｍｏｌ ／ Ｌ的乙酸溶液， 再装入到透析袋中用乙酸溶液透析， 期间每 ４ ｈ 换一次透

析液． 透析 ２４ ｈ加入 ＮａＣｌ至终浓度为 ０􀆰 ７ ｍｏｌ ／ Ｌ， 离心 （１００００ ｒ ／ ｍｉｎ， ３０ ｍｉｎ） 取上清液， 在上清

液中加入 ＮａＣｌ至终浓度为 ２􀆰 ０ ｍｏｌ ／ Ｌ， 离心 （１００００ ｒ ／ ｍｉｎ， ３０ ｍｉｎ）， 沉淀即为 Ｖ型胶原蛋白． 将沉

淀复溶并用 ０􀆰 ５ ｍｏｌ ／ Ｌ乙酸透析， 用于后续实验．

·２０４·
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１􀆰 ２􀆰 ２　 圆二色谱对Ⅴ型胶原蛋白的测定

将纯化的胶原蛋白质量浓度调整为 ０􀆰 ２ ｇ ／ Ｌ， 然后放入直径为 ０􀆰 ２ ｃｍ的比色皿中进行圆二色谱分

析． 设置波长范围为 １９０ ～ ２６０ ｎｍ， 步进值为 １􀆰 ０， 带宽为 １ ｎｍ， 单点扫描时间为 ０􀆰 ５ ｓ， 单一温度点

为 ２０ ℃ ． 同一个样品重复测量 ３ 次．
测定胶原蛋白的热变性温度时， 从 １０ ～ ８０ ℃， 每上升 １ ℃扫描一次， 再将得到的数据经软件分

析其热变性温度．
１􀆰 ２􀆰 ３　 Ⅴ型胶原蛋白多克隆抗体的制备

取 １００ μＬ １ ｇ ／ Ｌ的纯化 Ｖ型胶原蛋白与 ３００ μＬ弗氏完全佐剂混合， 置于混合器剧烈振荡使抗原

充分乳化， 再将乳剂静脉注射至质量约 ２ ｋｇ 的新西兰大白兔． 两周后， 用 １００ μｇ Ｖ 型胶原蛋白与

３００ μＬ弗氏不完全佐剂混合， 选取不同点加强免疫 ４ 次， 耳动脉取少量血清检测抗体效价． 在效价

达到要求后， 最后一次采血， 将血浆放置于 ４ ℃静置过夜， 然后 １５００ ｒ ／ ｍｉｎ离心 １５ ｍｉｎ， 得到的上清

液即为抗血清．
将抗血清和 ０􀆰 １ ｍｏｌ ／ Ｌ Ｔｒｉｓ － ＨＣｌ （ｐＨ ＝ ８􀆰 ０） 等比例混合上样于与预先用相同缓冲液平衡好的

Ｐｒｏｔｅｉｎ Ａ Ｓｅｐｈａｒｏｓｅ预装柱， 然后依次用 １０ 倍体积的 ０􀆰 １ ｍｏｌ ／ Ｌ Ｔｒｉｓ － ＨＣｌ （ｐＨ ＝ ８􀆰 ０） 和 ０􀆰 ０１ ｍｏｌ ／ Ｌ
Ｔｒｉｓ － ＨＣｌ （ｐＨ ＝８􀆰 ０） 开始流洗， 直至蛋白质含量 Ａ２８０达基线． 用 ０􀆰 １ ｍｏｌ ／ Ｌ 甘氨酸 （ｐＨ ＝ ３􀆰 ０） 以

１ ｍＬ ／ ｍｉｎ的流速进行洗脱， 收集样品， 用 １ ｍｏｌ ／ Ｌ Ｔｒｉｓ － ＨＣｌ （ｐＨ ＝８􀆰 ０） 中和． 将纯化得到的 ＩｇＧ多

克隆抗体进行分装， 于 － ８０ ℃冰箱保存．
１􀆰 ２􀆰 ４　 免疫印迹法 （Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ）

免疫印迹法参考 Ｔｏｗｂｉｎ等［７］的方法， 将 ＳＤＳ － ＰＡＧＥ凝胶上的样品转移至硝酸纤维素膜， 加入质

量分数为 ５％的脱脂奶室温封闭 ２ ｈ， ＴＢＳＴ漂洗， 加入一抗 （兔抗 Ｖ型胶原蛋白抗体， １∶ ４０００） 室温

孵育 ２ ｈ， ＴＢＳＴ漂洗， 再加入 ＨＲＰ 标记的羊抗兔 ＩｇＧ （１∶ ２００００） 作为二抗， 室温孵育 １ ｈ， 用 ＴＢＳＴ
漂洗后， 加入底物进行化学发光 ＥＣＬ显色．

说明：M—标准蛋白；I—I 型胶原蛋白；
V—V 型胶原蛋白.
Notes：Lane M—protein marker; lane I—type
I collagen; lane V—type V collagen.

图 1 鲤鱼胶原蛋白的 SDS-PAGE
Fig.1 SDS-PAGE of collagens

from common carp

２　 结果
２􀆰 １　 鲤鱼Ⅴ型胶原蛋白的分离纯化

由于不同类型的胶原蛋白在中性和酸性条件下有不同

的盐析浓度， 根据胶原蛋白这一特性， 通过胃蛋白酶酶解

和氯化钠盐析从鲤鱼肌肉中分离得到 ２ 种不同的胶原蛋白，
即： Ⅰ型和Ⅴ型胶原蛋白 （见图 １）． 鲤鱼 Ｖ 型胶原蛋白

α１链 （分子质量约 １３５ ｋｕ） 的含量约为 α２链 （分子质量约

１２０ ｋｕ ） 的 ２ 倍， 推 测 其 亚 基 组 成 形 式 可 能 为

α１（Ｖ） ２α２（Ｖ） ． 研究表明， 鱼类Ⅴ型胶原蛋白至少由 ３ 条

α链组成［８ － １０］， 且至少存在 ４ 种亚基组成形式， 分别是

α１（Ｖ） ２α２（Ｖ） 、 α１（Ｖ）α２（Ｖ）α３（Ｖ） 、 α２（Ｖ） ３ 以及Ⅴ／Ⅵ
混合的 α 链［１１］ ． 本研究结果与文献 ［５ － ６， １２ － １３］ 提

取的Ⅴ型胶原蛋白的电泳图谱结果相似．
２􀆰 ２　 Ⅴ型胶原蛋白的圆二色谱分析

圆二色光谱 （ＣＤ） 是应用最为广泛的测定生物大分子

二级结构的方法， 被广泛应用于蛋白质构象研究． 如图 ２
所示， 鲤鱼Ⅰ型和Ⅴ型胶原蛋白的 ＣＤ 光谱波峰在 ２２１ ｎｍ
处， 波谷在 １９８ ｎｍ处， 两条光谱线在 ２１０ ｎｍ 处相交， 这

是胶原蛋白三股螺旋结构典型的特征［１４ － １５］ ． 该结果与
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Ｗａｎｇ等［５］从史氏鲟鱼皮中得到的Ⅰ型和Ⅴ型胶原蛋白的圆二色谱扫描结果相似． 如图 ３ 所示， 鲤鱼

Ⅴ型胶原蛋白的热变性温度为 ３０􀆰 ５ ℃ ． 采用同样的方法分析得到鲤鱼Ⅰ型胶原蛋白的热变性温度为

２８􀆰 ５ ℃ ． Ｗａｎｇ等［５］从史氏鲟鱼皮中纯化的Ⅰ型和Ⅴ型胶原蛋白的热变性温度分别为 ３２􀆰 ５２ ℃和

３５􀆰 ９２ ℃， 说明Ⅴ型比Ⅰ型胶原蛋白热稳定性高， 这与本文的研究结果类似．
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图 2 Ⅰ型和Ⅴ型胶原蛋白圆二色光谱图

Fig.2 Structural analysis of type Ⅰ and
Ⅴ collagens using circular dichroism

图 3 Ⅴ型胶原蛋白的热变性温度

Fig.3 Denaturation temperature (Td) of type Ⅴ collagen

Td=30.5 ℃

２􀆰 ３　 抗Ⅴ型胶原蛋白多克隆抗体的性质分析

２􀆰 ３􀆰 １　 Ｄｏｔ ｂｌｏｔ法进行抗体效价分析

图 4 Dot blot 分析抗Ⅴ型胶原蛋白
多克隆抗体的效价

Fig.4 Dot blot analysis of the titer of
anti鄄collagen (Ⅴ) polyclonal antibody

在 ＮＣ膜上用移液枪点上相同量的抗原， 将纯化后的抗 Ｖ
型胶原蛋白多克隆抗体稀释不同倍数作为一抗孵育， 经二次

抗体反应后进行 ＥＣＬ显色． 由图 ４ 可知， 抗 Ｖ 型胶原蛋白多

克隆抗体的效价可以达到 １∶ ８０００．

1 2 3 4 5 6 7 8 9

a b

说明：1—纯化的鲤鱼Ⅴ型胶原蛋白；2—鲤鱼肌肉粗提液；3—纯化的鲤鱼Ⅴ型胶原蛋白；4—蓝圆鲹肌肉粗提液；5—皱纹
盘鲍肌肉粗提液；6—南美白对虾肌肉粗提液；7—纯化的鲤鱼Ⅴ型胶原蛋白；8—猪肌肉粗提液；9—牛肌肉粗提液.
Notes: 1— typeⅤ collagen; 2—crude extract from common carp muscle；3—typeⅤ collagen;4—crude extract from blue scad muscle;5—crude
extract from Pacific abalone muscle;6—crude extract from white shrimp muscle；7—type Ⅴ collagen;8—crude extract from pig muscle;9—crude
extract from cow muscle.

图 5 免疫印迹法对抗Ⅴ型胶原蛋白多克隆抗体的特异性分析

Fig.5 Specificity analysis of anti鄄collagen (Ⅴ) polyclonal antibody by Western blotting

２􀆰 ３􀆰 ２　 抗Ⅴ型胶原蛋白多克隆抗体的特异性分析

采用 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ 对抗Ⅴ型胶原蛋白多克隆抗体进行

特异性分析． 由图 ５ａ可知， 该抗体仅与鲤鱼Ⅴ型胶原蛋白条

带反应， 而不与肌肉粗提物中的其他蛋白质反应， 表明制备的抗Ⅴ型胶原蛋白多克隆抗体特异性良

好． 对反应条带进行分析， 两条链的反应程度相当， 与 ＳＤＳ － ＰＡＧＥ 的结果有差异， 这可能是由于样
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品的浓度不同引起的结果． 由于 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｉｎｇ采用的是 ＥＣＬ法显影， 灵敏度高， 在样品蛋白浓度较

高的情况下， 会掩盖这种浓度差异． 进一步对该抗体的种属特异性进行分析， 从图 ５ｂ和图 ５ｃ的结果

可知， 制备的抗 Ｖ型胶原蛋白多克隆抗体只与海水鱼蓝圆鲹 （Ｄｅｃａｐｔｅｒｕｓ ｍａｒｕａｄｓｉ） 肌肉中的 Ｖ 型胶

原蛋白有反应， 而对皱纹盘鲍 （Ｈａｌｉｏｔｉｓ ｄｉｓｃｕｓ ｈａｎｎａｉ） 、 南美白对虾 （Ｐｅｎａｅｕｓ ｖａｎｎａｍｅｉ Ｂｏｏｎｅ） 、 猪

和牛的肌肉粗提液的检测结果均为阴性， 表明本研究制备的抗鲤鱼Ⅴ型胶原蛋白多克隆抗体种属特异

性良好．

３　 讨论
本研究通过酸溶、 胃蛋白酶酶解和氯化钠盐析等方法从鲤鱼肌肉中纯化得到了Ⅴ型胶原蛋白． 在

与含量最高的 Ｉ型胶原蛋白的分离中， 利用Ⅰ型和Ⅴ型胶原蛋白在不同的盐浓度下溶解度的差异， 采

用改变盐浓度的方法把二者分开． ＳＤＳ － ＰＡＧＥ结果显示， 纯化的蛋白质主要由 ２ 条 α 链 （α１和 α２）
组成， 其中 α１分子质量约为 １３５ ｋｕ， α２分子质量约为 １２０ ｋｕ． 文献 ［８ － １０］ 报道， 鱼类 Ｖ型胶原蛋

白至少由 ３ 条 α链 （主要为 α１和 α２） 组成． 最近报道的史氏鲟 Ｖ 型胶原蛋白则由 α１、 α２和 α３组
成［６］， 这是否是软骨鱼的特征有待进一步验证． 本实验得到的 Ｖ型胶原蛋白 α１链的含量约为 α２链的

２ 倍， 推测 α１（Ｖ） ２α２（Ⅴ） 可能为其亚基组成． 通过圆二色光谱分析其二级结构， 发现 Ｖ型胶原蛋白

具有胶原蛋白三股螺旋结构的典型特征， 其热变性温度为 ３０􀆰 ５ ℃ ．
将纯化的Ⅴ型胶原蛋白作为抗原免疫新西兰大白兔， 成功制备了抗 Ｖ 型胶原蛋白多克隆抗体，

采用免疫印迹法对制备的多克隆抗体进行特异性分析， 发现其特异性良好． 采用制备的抗体对其他水

产动物和哺乳动物肌肉粗提液进行检测， 结果发现， 只有蓝圆鲹肌肉中检测到了Ⅴ型胶原蛋白的存

在， 且只有一条 α 链有反应， 推测这可能是由于不同鱼类之间Ⅴ型胶原蛋白一级结构的差异造成的．
利用该抗体， 在皱纹盘鲍、 南美白对虾、 猪和牛的肌肉中均未检测到 Ｖ 型胶原蛋白的阳性反应， 推

测这是由于不同物种间Ⅴ型胶原蛋白的同源性低导致的结果． 当然， 这也可能是由于皱纹盘鲍和南美

白对虾的肌肉中Ⅴ型胶原蛋白的含量很低所致， 具体原因有待进一步的实验验证．
有研究发现， 在鱼体死后的肌肉软化过程中， 胶原蛋白的含量不断降低， 肌肉硬度与胶原蛋白的

含量及完整性密切相关［２，１６］ ． 由于传统的胶原蛋白提取分析方法只能获得胶原蛋白含量变化的信息，
但不能得到胶原蛋白降解的直接证据． 为了研究鱼类冷藏过程中胶原的变化， 有必要制备高特异性的

抗鱼类胶原蛋白抗体， 通过免疫印迹方法并结合肌肉弹性的质构分析， 可以更准确地了解胶原蛋白在

不同冷藏时间含量的变化情况并揭示其机理． 本研究结果表明， 制备的抗 Ｖ 型胶原抗体的特异性和

效价都比较理想， 为后期详细研究鱼类冷藏过程中肌肉软化时Ⅴ型胶原蛋白的降解情况提供可靠的分

析方法．
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