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杂色鲍血蓝蛋白多克隆抗体的制备与血蓝蛋白 35kDa 片段 

鉴定 
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摘要: 以杂色鲍(Haliotis diversicolor Reeve)为研究对象, 通过密度梯度离心方法纯化得到高纯度血蓝

蛋白, 以其作为抗原皮下注射免疫新西兰大白兔, 从而获得高效价的兔源多克隆抗血清。进一步通过

Protein A 抗原亲和纯化的方法对该抗血清纯化, 最终获得效价更高、检测特异性更好的血蓝蛋白多克

隆抗体。应用该抗体进行 Western 检测发现, 鲍血淋巴中存在着多样的血蓝蛋白衍生产物; 进一步结合

质谱技术对其中 35 kDa 条带进行鉴定发现, 其来源于血蓝蛋白 I 型亚基的 H 结构域。 
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杂色鲍(Haliotis diversicolor Reeve)是我国南方
重要的养殖鲍品种, 其肉质鲜美、营养丰富。由于近
年来急速膨胀的鲍养殖业及日益恶化的养殖环境 , 
鲍病害呈现出爆发性的增长态势, 对水产养殖业造
成了极大损害[1-4]。由于鲍等软体动物缺少特异性免

疫系统 , 对其先天免疫系统的了解又十分有限 , 因
此广泛而深入的开展针对其先天免疫系统及免疫分

子的相关研究具有重要意义[5]。 
血蓝蛋白(Hemocyanin)是一种具有多样生物功

能的呼吸蛋白, 在节肢和软体动物的免疫防御反应
中发挥重要作用。除氧气运输外, 还在金属离子转
运、蛋白质储存、渗透压调节、蜕皮激素载体、表

皮固化等方面发挥作用, 越来越多的证据表明它还
在免疫反应中发挥多种多样的功能[6-8]。由于血淋巴

中血蓝蛋白的含量非常丰富, 深入开展针对鲍等重
要海水养殖贝类的血蓝蛋白及相关免疫功能的研究

工作 , 充分发挥其含量丰富且功能多样的特点 , 对
于水产病害的防治应用将具有重要意义。 

节肢动物血蓝蛋白的研究比较深入, 相比而言, 
人们对软体动物血蓝蛋白的认识十分有限, 主要原
因是软体动物血蓝蛋白的基因结构更为复杂。软体

动物血蓝蛋白的结构单元为十聚体, 由 10 个亚基围
成的中空圆柱状结构, 其亚基大小约为 400 kDa, 是
一条含有 7~8 个重复结构域的超长肽链。软体动物
血蓝蛋白一般由两种亚基基因编码, 二者编码区序
列相似性较高, 但内含子的位置、长度及序列均没有

相似性[9-10]。已知, 欧洲鲍(Haliotis tuberculata)中血
蓝蛋白 I型亚基基因序列长度可达 28 kb、II型基因
的长度接近 20 kb[11]。  

对于这种庞大而复杂的基因序列, 很难通过基
因克隆表达的方法获得具有天然活性的蛋白产物。

本文使用超速离心方法, 从鲍血淋巴中纯化了血蓝
蛋白并免疫新西兰大白兔, 获得了高效价的杂色鲍
血蓝蛋白抗血清; 进一步采用抗原亲和纯化方法制
备了高纯度的血蓝蛋白抗体, 为软体动物血蓝蛋白
的相关研究打下良好基础。 

1  材料与方法 

1.1  实验材料 
主要实验试剂包括: 完全弗氏佐剂(Pierce), 不

完全弗氏佐剂 (Pierce), 20×TMB 底物显色试剂盒
(CWbio), HRP 标记的山羊抗兔 IgG(H+L, CWbio), 
Protein A 凝胶(CWbio), 中等分子质量蛋白非预染
Marker IV(CWbio), Binding Buffer(CWbio), Eluting 
Buffer(CWbio), 10×PBST(pH7.5, CWbio), 0.22 μm 
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PVDF杂交膜(Waterman), PageRuler Plus宽范围蛋白
预 染 Marker(Fermentas), AP 标 记 的 山 羊 抗 兔

IgG(H+L, Proteintech), 其他试剂均为国产分析纯生
化试剂。 

主要实验设备包括 : 高速冷冻离心机 (Sigma), 
超速冷冻离心机(BECKMAN LE-80K), HD-4层析工
作站 (上海沪西分析仪器厂 ), 层析柱 (Phamacia), 
DEM-3 型自动洗板机(北京拓普分析仪器有限责任
公司), 酶标仪(BIO-RAD), 蛋白电泳及Western杂交
相关设备 (BIO-RAD), 蛋白定量检测仪 (Amersham 
Biosciences), 透 析 袋 (BLUEBIRD), 超 滤 管

(Millipore)。 
实验动物: 体重约 2 kg 的 2只新西兰大耳白兔

(购自北京市海淀区兴隆实验动物养殖厂), 分别编
号为 Hc537和 Hc538。 

1.2  血蓝蛋白的纯化 
血蓝蛋白的纯化采用 CsCl 密度梯度离心方法, 

具体步骤参考彭文等方法 [12-13], 纯化后的血蓝蛋白
用 SDS-PAGE电泳检测。 

1.3  抗血清效价检测(间接法 ELISA) 
在酶标板各孔中加入 100 μL 碳酸盐缓冲液

(pH9.6)溶解的包被蛋白(含 200 ng), 4℃冰箱过夜; 
PBST 洗涤用自动洗板机进行(参数设定: 3 次, 每次
振板 5 s, 下面洗涤步骤均同此); 每孔加 300 μL 的
5%脱脂奶粉 37℃封闭 2 h; PBST洗涤 3次; 将待检
测一抗血清或免疫前血清按设计稀释度稀释后  
100 μL每孔加入酶标板中, 37℃, 孵育 1 h; PBST洗
涤 3次; 加入 HRP标记的羊抗兔二抗 IgG, 按适当比
例稀释后 100 μL每孔加入酶标板, 37℃, 孵育 40 min; 
PBST洗涤 3次; 每孔加入 100 μL现配的 TMB底物
显色工作液, 显色 10 min, 加入 50 μL 2 mol/L 的
H2SO4 终止显色, 在酶标仪上测 450 nm波长的OD值。 

1.4  抗血清的制备 
1.4.1  免疫前血清背景检测 

每只白兔耳缘静脉取血 0.5～1 mL, 分离血清。按
照 1.3 节方法检测免疫前血清背景: 一抗稀释比例为:  
1∶1 000、1∶3 000、1∶9 000、1∶27 000、1∶81 000、
1∶243 000、1∶729 000, 以 PBS作空白对照; 二抗
稀释比例为 1∶10 000。 
1.4.2  抗原免疫 

首次免疫(0 天)剂量为 600 μg/只, 抗原的 PBS

溶液中加等体积弗氏完全佐剂乳化后皮下多点注射; 
第 21 天进行二免, 400 μg/只, 抗原用弗氏不完全佐
剂乳化后皮下多点注射; 第 35天进行三免: 400 μg/
只, 抗原用弗氏不完全佐剂乳化后皮下多点注射。 
1.4.3  免疫后血清效价测定 

免疫 10 天后, 每只白兔耳缘静脉取血 0.5~1 mL, 
分离抗血清, 按照 1.3节方法检测免疫血清效价。一抗
稀释比例为: 1∶1 000、1∶3 000、1∶9 000、1∶27 000、
1∶81 000、1∶243 000、1∶729 000, 阴性对照使用免
疫前血清按 1∶10 000倍稀释, 空白对照为 PBS; 二
抗稀释比例为 1∶10 000。 
1.4.4  收集抗血清 

检测效价符合要求后第 2 天, 以心脏穿刺的方
法采全血并分离抗血清。 

1.5  抗体的亲和纯化及检测 
用Binding Buffer平衡 protein A亲和柱至基线平

稳; 将用 Binding Buffer 稀释的血清样品负载上柱, 
收集流穿液 , 将流穿液再次上柱 , 继续平衡至基线
平稳; 加入 Eluting Buffer 洗脱, 收集洗脱峰, SDS- 
PAGE检测纯度; 用 0.01 mol/L pH 7.2的 PBS透析收
集的洗脱峰, 使纯化后的 IgG保存在 PBS环境中; 用
蛋白定量检测仪测定纯化后总 IgG 浓度并进行

SDS-PAGE 电泳检测。抗体效价检测按照 1.3 节方
法, 一抗稀释比例为: 4 000, 1 333, 444, 148, 49, 16, 
5.4 μg/L。 

1.6  Western 检测 
SDS-PAGE电泳结束后, 将胶、滤纸、膜及棉布

等浸于装有电转液(Glycine 39 mmol/L, Tris-base 48 
mmol/L, 甲醇 20%)的托盘中 5～10 min; 组装电转
装置 , 注意保证胶与膜之间没有气泡 , 电转为恒流
350 mA 90 min, 冰浴中进行; 转膜后取下杂交膜, 
加入封闭液(含 4%脱脂奶粉的 TBST)于 37℃下缓慢摇
动, 封闭 1~2 h; 用 TBST洗膜 3次, 每次 5 min; 将膜
浸入一抗杂交液(1∶1000~1∶10000倍稀释的一抗封闭
液)中, 4℃杂交过夜; TBST洗膜 3次, 将膜浸入二抗杂
交液(1∶3000 倍稀释的二抗封闭液), 37℃杂交 1 h; 
TBST 洗膜三次 , 将膜正面朝下帖到显色液(0.33‰ 
NBT, 0.17‰ BCIP, 100 mmol/L Tris, 100 mmol/L NaCl, 
5 mmol/L MgCl2, pH 9.5)中, 避光显色 10 min。 

1.7  质谱鉴定 
根据Western杂交结果, 对应割取凝胶上 35 kDa
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位置处条带, 送由暨南大学测试中心进行 MALDI- 
TOF/TOF质谱鉴定。 

2  结果与分析 

2.1  纯化血蓝蛋白的检测 
如图 1所示, CsCl密度梯度离心纯化的血蓝蛋白

纯度良好, 高分子量区(约 400 kDa)有明显单一条带, 
符合抗原纯度要求。 

 

图 1  SDS-PAGE检测纯化的杂色鲍血蓝蛋白 
Fig. 1  SDS-PAGE analysis of purified hemocyanin from 

Haliotis diversicolor Reeve 
胶浓度为 12.5%; 1.中等分子量蛋白 Marker; 2.纯化的血蓝蛋白, 
上样量 4 μg 
Gel concentration: 12.5%; 1. protein markers; 2. 4 μg of purified 
hemocyanin  

 

2.2  ELISA 检测免疫前、后血清效价 
由表 1 可见, 两只家兔免疫前后的血清效价对

比明显, 免疫后的抗血清 ELISA 检测值远高于免疫

前血清、空白及阴性对照。但 Hc538 的抗血清效果
更好, 由 243 000 和 729 000 倍的稀释结果可见, 
Hc538的血清效价约为 Hc537的 3倍左右。因此, 后
续亲和纯化实验使用 Hc538的抗血清。 

2.3  亲和纯化抗体检测 
本实验以效价较高的 Hc538的 20 mL抗血清为

基础, 进行 Protein A亲和纯化。共获得约 220 mg的
纯化 IgG 抗体 22 mL, 浓度为 9.21 mg/mL。经
SDS-PAGE 检测(图 2), 抗体纯度良好: 在约 50 kDa
处的蛋白条带与兔 IgG 重链的分子质量大小吻合; 
在约 27 kDa处的条带与轻链的分子量吻合。进一步
对纯化后的抗体进行 ELISA检测(表 2), 当抗体浓度
为 16 ng/mL 以上时, OD450nm 能够维持在空白对照

OD 值的 2 倍以上, 且大于 0.1, 当浓度稀释为 5.4 
ng/μL 时则不再满足上述条件。因此该纯化抗体的
ELISA检测灵敏度约 16 ng/mL。 

2.4  Western 杂交检测 
图 3为血蓝蛋白 western杂交结果, 其中 A和 C

为杂色鲍血淋巴总蛋白 SDS-PAGE电泳图, B和D为
对应的血蓝蛋白的Western检测图, 胶浓度为 12.5%; 
其中图 A、B的 1~4号泳道血淋巴总蛋白上样量分别
为 250、500、750和 750 ng, 其中图 C、D的 1~4号
泳道上样量分别为 100、250、500和 1 000 ng, M为
Marker; B图一抗使用 1∶1000稀释的Hc538抗血清, 
D 图中一抗使用 1∶5000 稀释的亲和纯化抗体(终浓
度为 1842 ng/mL)。红色箭头表示质谱鉴定的条带。
由 Hc538抗血清 western杂交结果(图 3(B))可见, 血蓝 

 
表 1  ELISA 检测免疫前、后血清效价 
Tab. 1  ELISA detection of serum titres before or after immunization 

Hc537* Hc538 
稀释比例 

免疫前 免疫后 免疫前 免疫后 

1∶1000 0.690** 3.501 0.576 3.501 

1∶3000 0.298 3.501 0.202 3.501 

1∶9000 0.103 3.501 0.106 3.501 

1∶27000 0.089 3.501 0.088 3.501 

1∶81000 0.083 2.277 0.069 3.501 

1∶243000 0.077 0.851 0.065 2.320 

1∶729000 0.061 0.275 0.061 0.785 
空白对照 1 0.043 0.042 0.047 0.042 
阴性对照 2 — 0.089 — 0.083 

注: *为 Hc537和 Hc538为用于免疫的家兔编号; **为 ELISA测得的血清效价(OD450nm平均值, n=2); 1. 空白对照使用 PBS; 2. 阴性
对照使用免疫前血清, 按 1∶10000稀释 
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图 2  SDS-PAGE检测亲和纯化后的抗体 
Fig. 2  SDS-PAGE analysis of affinity purified anti-

bodies 
胶浓度为 12.5%; 1. 蛋白 markers; 2. 亲和纯化的抗体, 上样量  
8 μg 
Gel concentration: 12.5%; 1. protein markers; 2. 8 μg of affinity 
purified antibodies 

表 2  ELISA 检测亲和纯化后抗体效价 
Tab. 2  ELISA detection of affinity purified antibodies 

抗体浓度(ng/mL) OD450nm 
4000 3.501 
1333 3.501 
444 1.955 
148 0.681 
49 0.249 
16 0.112 
5.4 0.062 

PBS control 0.040 
 
蛋白杂交条信号都集中在 35 kDa 以上区域, 其中  
35 kDa处有两条明显的杂交带, 70 kDa的以上区域
杂交信号非常密集; 而 35 kDa以下区域基本没有杂
交信号。杂色鲍完整血蓝蛋白的大小约为 400 kDa
左右, 由杂交结果看, 250 kDa以上范围有很强的杂 

 
 

 

图 3  杂色鲍血淋巴总蛋白 SDS-PAGE电泳及血蓝蛋白的 Western检测 
Fig. 3  SDS-PAGE and Western blotting analysis of total protein and hemocyanin in Haliotis diversicolor Reeve hemolymph 
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交信号, 与预期结果相符。使用亲和纯化抗体杂交的
效果与抗血清类似(图 3D)。其中不同的是, 35 kDa
位置只检测到一条明显的特异条带。图 3B中一抗使
用的血清为 1∶1000稀释, 而图 3D中一抗使用的纯
化抗体用量为 1∶5000, 其检测 250 ng血淋巴总蛋白
的效果与抗血清检测 250 ng总蛋白的效果相似。由
此可见, 纯化后的抗体特异性及检测灵敏度都得到
了提升。可能由于图 3C、D中样品有所降解, 55~25 kDa
处的杂交信号有所增强, 但并不影响抗体效果的检测。 

2.5  质谱鉴定 35 kDa 蛋白 
由于 35 kDa处的杂交条带较为特异, 进一步用

MALDI-TOF/TOF质谱对其序列进行鉴定。结果表明

(图 4), 该条带为血蓝蛋白; 对一级质谱图中多个高
丰度肽段进行的二级质谱鉴定发现, 其中 3 个肽段
首尾相连后, 刚好拼接为长度 40 个氨基酸的多肽, 
与 NCBI 数 据 库 中 的 杂 色 鲍 血 蓝 蛋 白 片 段
(gi|194410718)序列一致性达到 100%。由于杂色鲍血
蓝蛋白序列并不完整, 与欧洲鲍(Haliotis tuberculata)
中完整的血蓝蛋白序列比较发现, 该序列与 I型亚基
(gi|12053765)的相似性高达 95%, 与 II 型亚基
(gi|27368649)的相似性为 79%; 根据比对到目标序
列的位置判断, 该序列与 H 结构域的吻合度最高。
由此可以推测, 该 35 kDa蛋白很可能来源于血蓝蛋
白 I型亚基的 H结构域降解区段。 

 

图 4  35kDa蛋白条带谱鉴定结果 
Fig. 4  Mass spectrum identification of the 35kDa protein band 

 

3  讨论 
采用密度梯度离心方法, 从少量(10 mL)鲍血中, 

提取到足量的(>300 μg)、高纯度且结构完整的血蓝
蛋白(图 1)[12-13]。纯化产物中包含完整血蓝蛋白亚基, 
并维持了体内天然修饰状态与活性, 适用于体外活
性研究和抗体制备。血蓝蛋白的纯化还可以采用亲

和层析方法[8,14], 通过在凝胶介质上偶联血蓝蛋白抗
体, 达到特异纯化的目的。该方法操作复杂、纯化效
率低, 抗体对不同亚基的偏好性还会影响纯化效果。

相比亲和层析, 密度梯度离心操作简单、高效, 以该
抗原免疫获得的抗体, 并不存在亚基的偏好性问题。 

血蓝蛋白的存在形式多种多样, 在以完整蛋白
分子发挥功能的同时, 还能降解成更小的片段行使
功能。一些节肢动物的血蓝蛋白需要被轻微的水解

或变性 , 才能表现出免疫活性 [15-16]。Destoumieux- 
Garzon 等[17]从两种对虾的正常血淋巴中纯化到 3 种
大小不同的抗菌肽 , 分别为 2.7 kDa 的 PvHCt,    
7.9 kDa的 PsHCt1和 8.3 kDa的 PsHCt2。进一步的
序列鉴定发现, 它们可能是血蓝蛋白 C 末端不同的
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降解产物。Lee 等 [18]从正常淡水螯虾(Pacifastacus 
leniusculus)血淋巴中也纯化到一种分子质量为 1.9 kDa
的抗菌肽(Astacidin1)。章跃陵等[19]利用制备的凡纳

滨对虾(Litopenaeus vannamei)血蓝蛋白的多克隆抗
体 , 杂交检测对虾血淋巴总蛋白时发现: 除血蓝蛋
白条带外, 另有多达 6条不同大小的特异杂交带。其
中 28.5 kDa的条带因副溶血弧菌(Vibrio parahaemo-
lyticus)感染而增强, 相应血蓝蛋白条带有所减弱。 

虽然甲壳类动物中血蓝蛋白存在着多种多样的

衍生肽段, 但在鲍等软体动物中还未见相关研究报
道。由文中的 Western结果看, 杂色鲍血蓝蛋白的杂
交带远远超过对虾中的 6条, 甚至更为复杂。该结果
在抗血清(图 3(B))及纯化后的抗体(图 3(D))杂交中都
得到了验证。同时, ELISA空白及阴性对照本底很低
(表 1 和表 2), 可以排除非特异杂交的可能。由于高
分子量区的杂交信号过于密集 , 影响质谱鉴定 , 因
此, 文中只对分离较好的 35 kDa条带进行了质谱鉴
定。上述结果表明, 鲍等软体动物中血蓝蛋白的衍生
产物可能更加多变, 不仅 C 末端能够产生抗菌肽类
片  段 [12-13], 序列内部的各结构域也能独立发挥功
能。虽然本研究确认了 35 kDa的蛋白来自于血蓝蛋
白 I型基因的H结构域, 但对其序列的起始位置及行
使的功能尚不清楚, 进一步的研究工作还要依赖于
完整的杂色鲍血蓝蛋白序列以及基因工程重组表达

的方法, 对这些功能肽段的活性进行深入研究。 

4  结论 
本研究获得了杂色鲍血蓝蛋白的兔源抗血清及

其亲和纯化抗体, 该抗体效价较高、特异性良好。
Western 杂交检测发现, 鲍血蓝蛋白存在多种多样的
衍生片段, 对其中 35 kDa蛋白条带的质谱鉴定发现, 
该蛋白可能来自于血蓝蛋白 I 型亚基的 H 结构域。
本研究结果表明, 鲍等软体动物血蓝蛋白可能存在
着比节肢动物血蓝蛋白更为复杂的衍生变化。 
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Abstract: Haliotis diversicolor Reeve, was taken as research material. High purity hemocyanin proteins were puri-

fied from the hemolymph of abalone using CsCl density gradient centrifugation method. By injection of the purified 

antigen to a rabbit, high titer polyclonal anti-serum was acquired. The anti-serum was further processed with the 

protein A affinity purification to produce purified antibodies. Finally, the purified polyclonal antibodies with higher 

titer and specificity were acquired. Further Western blotting with these antibodies, plenty of hemocyanin was found 

as derivates of various molecular weights in abalone hemolymph. 
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