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天津野生鲫鱼卵黄蛋白原的研究 
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摘要：用 HPLC方法提纯经雌二醇诱导的鲫鱼卵黄蛋白原,用 SDS-PAGE凝胶电泳测定其分子量为 160Kda左右.在建立卵黄蛋白原(VTG)

的 HPLC分析方法(检测下限为 0.025mg/mL)的基础上,对北京排污河天津段的野生和养殖鲫鱼血浆中的 VTG进行检测.在所捕获的 12尾

野生鲫鱼中(其中 2 尾为雄性鲫鱼),都检测出了 VTG,浓度范围为 0.284~5.971mg/mL;对同期捕获的 35 尾天津养殖鲫鱼包括 1 尾雄性鲫鱼

中的 VTG 也进行了检测,浓度范围为 0.119~0.250mg/mL.而同期在实验室饲养的雌雄鲫鱼血浆中,均未检测出 VTG.结果表明,北京排污河

(天津段)的野生鲫鱼受到类雌激素物质的污染. 
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Abstract：Vitellogenin (VTG) in crucian (Carassius auratus) induced by injection of 17â-estradiol was purified using 

HPLC method, and its molecular weight was determined to be about 160Kda using SDS-PAGE. Based on the HPLC 

analysis method of vitellogenin established (its low limit of detection was 0.025ìg/mL), the VTG in the plasma of wild 

and cultured crucians from Beijingpaiwu River in Tianjin area was detected. Vitellogenin was detected in all of 12 caught 

wild fishes, (including 2 male fishes) and the concentration ranged from 0.284 to 5.971mg/mL. Vitellogenin was also 

detected in all of 35 cultured fishes including 1 male, catched in same period and the concentration ranged from 0.119 to 

0.250mg/mL; but no vitellogenin was detected in both male and female cultured in laboratory in same period. The wild 

crucian from Beijingpaiwu River in Tianjin was contaminated by estrogenic matter. 
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在低浓度内分泌干扰物质的长期暴露下导

致水生生物生殖异常现象已经引起科学界的重

视.研究野生动物所受内分泌干扰物质的暴露水

平成为环境科学的研究方向之一.目前检测环境

中内分泌干扰物质有仪器检测和生物检测两种

方法.仪器检测能准确检测各种环境介质中已知

物质,而生物检测方法可以检测环境中各种物质

的综合作用效应.卵黄蛋白原(VTG)是繁殖前成

熟雌鱼特有的蛋白.在类雌激素类物质暴露下,雄

鱼及幼鱼体内也能产生 VTG.因此可以通过检测

鱼体血液中是否存在 VTG,来评价生物受内分泌

干扰物的暴露程度[1-3].实验室暴露结果表明,雄

鱼体内的 VTG 积累到一定程度以后,会引起各

种组织病变 (如肝、肾病变)[4].因此 ,鱼体内的

VTG 已经成为检测水生生物类雌激素暴露下的

一个重要生物标志物. 

作者建立了 HPLC 检测鲫鱼 (Carassius 

auratus)体内 VTG 的方法,将此方法应用于我国

天津地区野生鲫鱼血液中 VTG 的水平调查,研

究此流域生物所受类雌激素类物质的污染水平. 

1  材料与方法 

1.1  仪器与试剂 

    Waters 2690型高效液相色谱仪(HPLC)、冷 
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冻离心机MR1822、Bio-Rad电泳仪;雌二醇、抑

酞酶、电泳标准蛋白(43Kda-200Kda)、BSA(牛

血清白蛋白)为 Sigma产品;Tris(超纯)、肝素钠为

华美公司产品. 

1.2  毒理诱导 

    试验用鲫鱼(平均体长 18.6cm,体重 110g)购

自北京市朝阳区水产科技园,饲养于不锈钢水槽

中,暂养 1周后做毒理诱导,将雌二醇用 95%的乙

醇溶解,与等体积的生理盐水混匀.按照 2mg/kg

的注射剂量由鱼的腹腔注射,每隔 5d 注射 1 次,

共注射 3次.对照鱼不注射.在最后 1次注射后的

第 3d 取血.试验用水(16~20℃)为充分曝气的自

来水,试验期间每天换水、吸底,隔天投饵.光周期

为 14h(光):10h(暗). 

1.3  血浆制备 

    用经肝素钠处理的一次性注射器从鱼的尾

静脉处采血,然后立即转移至 1.5mL的试验小管

中(事先加入含抑酞酶 8×104KIU/mL、肝素钠

1.85U/mL的 0.1mL生理盐水).在 4℃,15500r/min

条件下离心 15min.将上层血浆转移至另一个

1.5mL的试管中[事先加有含抑肽酶 8×104KIU/mL

的 Tris-HCl缓冲溶液(20mol/L, pH=8.0)],混匀后,

用于 HPLC分析或贮存于-80℃冰箱中备用. 

1.4  分析和制备 VTG 

采用 HPLC 法分析、制备血浆中的 VTG[5].

所 使 用 的 色 谱 柱 为 4.6mm I.D.×100mm 

POROS-HQ 阴 离 子 柱 (Applied Biosystems, 

Cambridge, USA); HPLC是附设UV-2487型紫外

检测器的Waters 2950型(801-C梯度洗脱程序);

波长为 280nm.流动相 A 是 Tris-HCl 溶液

(20mol/L, pH=8.0);流动相 B 是含有 1.5mol/L 

NaCl的 Tris- HCl 溶液(20mmol/L, pH=8.0).流

动相梯度条件为开始 2min内保持流动相 A 为

100%;2~3min 内流动相 B 从 0%增加到

10%;3~4min 内保持流动相 B 在 10%;4~10min

内流动相 B从 10%增加到 80%; 10~11min内,流

动相 B从 80%增加到 100%. 

为了防止阻塞分离柱,样品和流动相分别用

孔径为 0.3ìm硝化纤维滤膜(北京化工学校附属

工厂)、0.45ìm的混合纤维素滤膜过滤(上海兴亚

净化材料厂).样品分析时,流速为 2.5mL/min,进

样量为 250ìL;制备时,流动相流速为 10mL/min,进

样量为 1.0mL.制备时的提取液在 PBS 缓冲液

(pH 值 7.2~7.4)、4℃透析 24h,冷冻干燥,将蛋白

保存在-80℃冰箱中备用.以此蛋白用作 HPLC

测定野生鲫鱼血浆中 VTG 的标准蛋白,蛋白浓

度采用紫外分光光度法测定[6]. 

1.5  SDS-PAGE凝胶电泳 

    对VTG做 SDS-PAGE凝胶电泳[6],7.5%的分

离胶和 4%的浓缩胶,考玛斯亮蓝 R-250染色. 

1.6  野生鲫鱼血浆中 VTG的检测 

10月 22日由北京排污河天津段(北运河)捕

获野生鲫鱼 12 尾(平均体长 13.1cm,平均体重

58.97g),11 月 15日从天津某养殖场(用于饲养的

水一部分来自永定新河)捕获人工养殖鲫鱼 35

尾(平均体长16.76cm,平均体重114.97g).按照上

述处理方法采血、保存血浆、分析.对照鲫鱼购

自北京朝阳区水产科技园,在实验室条件下饲养. 

2  结果与分析 

2.1  血浆中 VTG的分离提纯 

未经雌激素诱导的雄鱼和雌鱼血浆 HPLC

色谱图如图 1a和图 1b所示.雌雄鱼血浆的色谱

图非常相近,在保留时间 4~8min内出现了 2个明

显的峰,以后的保留时间未见色谱峰.而诱导后除

了在 4~8min 出现色谱峰以外 ,还在保留时间

10.3min 附近出现 1 个很明显的色谱峰(图 1c).

此峰是由于雌激素诱导后产生的物质 .这和

Yamanaka[5]、Silversand[7]和 Susca[8]等的研究结

果非常相似.说明在正常情况下10月份的鲫鱼处

于非繁殖季节,即使雌鲫血浆中也未能检出VTG.

用液相色谱法将此色谱峰分离提取,再用 HPLC

检测提纯后的 VTG纯度,检测结果如图 1d所示,

只在保留时间 10.3min 处发现了 1 个色谱峰,证

明所提取蛋白纯度较高.
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图 1  鲫鱼血浆蛋白色谱图 

Fig.1  HPLC chromatogram of proteins in blood of crucian 

 

2.2  鲫鱼 VTG分子量的测定 

    将提取的VTG作SDS-PAGE凝胶电泳,根据

蛋白分子量与其相对迁移率之间的关系,得鲫鱼

VTG的分子量在 160Kda左右. 

2.3  野生鲫鱼血浆中 VTG的分析检测 

2.3.1  VTG 的 HPLC 法检测下限  以提纯的

VTG 作为 HPLC 定量分析的标准蛋白,浓度在

0.025~6.4mg/mL,获得很好的相关性 (r2=0.99), 

VTG的 HPLC的检测下限为 25ìg/mL. 

2.3.2  野生鲫鱼血浆中的 VTG 浓度  12 尾野

生鲫鱼,其中 2尾是雄鱼,在所有被捕鱼的血浆中

都检测出了VTG(表 1).图 2a为 1尾体长 18.0cm、

体重 113.3g 的雌性鲫鱼血浆色谱图.在保留时

间 10.3min 出现了明显的 VTG 峰 ,浓度为

5.971mg/mL.其他 9尾雌性鲫鱼也都检测出VTG,

浓度在 0.284~1.846mg/mL.另外 2尾雄性鲫鱼血

浆中也检测出 VTG,浓度分别为 0.301 和

0.433mg/mL.同期捕获的 35 尾天津养殖场鲫鱼

血浆中也都检测出了 VTG(图 2b),浓度在

0.119~0.250mg/mL,普遍低于北京排污河中野生

鲫鱼血浆中浓度.35尾养殖鲫鱼中,唯一的 1尾雄

鱼血浆中也检测出了 VTG,浓度为 0.152mg/mL. 

 
表 1  天津野生鲫鱼的 VTG水平 

Table 1  The VTG level of wild crucian in Tianjin 

编号 性别 
体长 
(cm) 
体重 
(g) 
性腺指数 

(%) 
肝胰脏 
指数(%) 

VTG 
(mg/mL) 

1 雌 18.0 113.31 9.16 2.49 5.971 

2 雄 15.5  88.49 3.42 9.19 0.301 

3 雌 11.5  41.90 4.55 6.30 0.453 

4 雌 13.0  64.23 4.81 4.76 0.571 

5 雌 15.0  80.70 1.84 6.34 0.476 

6 雌 11.5  47.14 6.42 3.37 0.461 

7 雌 12.0  43.86 3.51 4.17 1.846 

8 雌 12.0  41.69 4.05 4.00 0.485 

9 雌 13.0  56.11 0.46 5.04 0.450 

10 雌 12.0  44.59 4.18 4.98 0.284 

11 雄 12.0  42.64 1.43 2.76 0.433 

12 雌 11.5  43.00 6.44 5.25 0.497 
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图 2  环境鲫鱼血浆色谱图 

Fig.2  HPLC chromatogram of proteins in blood  

of wild fish 

 

同期从北京市朝阳区水产科技园购买的雌、

雄鲫鱼血浆中都未检测出VTG(图1a,图1b),因此

天津地区北京排污河水体中的雌、雄鲫鱼血浆中

VTG浓度显示其受到类雌激素物质的暴露.养殖

鲫鱼中检测出VTG可能是由于养殖所用水和饲

料中残留内分泌干扰物质引起. 

3  结论 

3.1  HPLC 法提取的 VTG 具有较高的纯度,电

泳测得鲫鱼 VTG的分子量在 160Kda左右. 

3.2  野生鲫鱼血浆中最高 VTG 浓度为

5.971mg/mL,平均浓度(1.019±1.61mg/mL)高于养

殖鲫鱼血浆中VTG平均浓度(0.183±0.029mg/mL); 

鉴于同期实验室鲫鱼无 VTG 检出,证明野生鲫

鱼所产生的 VTG是由此流域中类雌激素物质诱

导所致. 
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