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血清转铁蛋白(T “”妞 fe币 n ,

简写功是血清中一种重要的 p 一 球蛋白
,

它的生理功能是把铁离子 (份
+

)运

输到成红细胞供合成血红蛋白用
,

是脊椎动物体内铁的运枪者
。

自 S面th ie s【1957 」首次在人血清中发现 Tf 以

来
,

人们又先后发现了乳 TT (哺乳类 )和卵 TT( 鸟类 )工冶讨s 等〔1肠2〕研究了这种铁链蛋白的铁结合特性
,

凡* b
-

er 等仁1(X治〕研究了 贾传递铁的功能
。

到了八十年代
,

人们对各种 针的结构与功能及其蛋白质部分和糖基部

分均做了大量研究 [Sal 。九切 等
,

198 2〕
,

从而证实了竹结合铁
、

传递铁的生理功能
。

在鱼类血清 Tf 多态性研究方面
,

日n e 等仁l肠5〕
、

M o ner 等 [ 1灾汤〕和 KOe ho 【1% 7〕分别研究了鳗鲡
、

鳍鱼及

巨口胭脂鱼的血清 Tf 遗传多态性
,

国外也有一些关于鱼类 Tf 多态性的研究报道〔幻印ichi 公田v ,

1卿〕
,

而且发

现在外部环境发生变化以及生物体发育的不同阶段
,

体内转铁蛋白水平及活性均会改变 〔V at 苗tis
,

19 50 ;尾崎

久雄
,

19 82 〕
。

国内对鱼类血清 Tf 的研究只有零星报道〔龙 华等
,

199 1 ; 沈志民等
,

1卯1〕
,

鱼类转铁蛋白多态

性与鱼类耐低氧的关系的研究也有报道仁张 辉等
,

1卯3」
。

由于鱼类血清 Tf 与鱼类耐低氧的生理功能密切

相关
,

研究鱼类血清 Tf 多态性
,

对了解鱼类血清 Tf 的基 因型分布特点以及鱼类在低氧条件下的行为和生理

功能都十分重要
。

本文分析
、

比较了几种淡水养殖鱼 (主要是鲤科鱼类 )血清 Tf 的特点及其多态性
,

并改进了

鱼类血清贾 染色分析方法
。

材料与方法

血清样品制备

试验鱼从本单位试验场捕获
,

少数在市场殉买(均为本地种 )
。

将接触血清的注射器
、

针头和离心管等用

赛家钠(l 姗单位/ 毫升 )及柠檬酸钠 (3 % )溶液冲洗
,

尾动脉取血
,

5 仪幻转 / 分离心 3 分钟
,

上清置
一

30 ℃ 冰

欢稿日期
: 1男5 一仍 一 22

。
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箱过夜
,

次日待血清解冻后
,

用针头挑去纤维蛋 白
,

5 以X)转/ 分离心 3 分钟
,

上清液置 4℃冰箱备用
。

使用前

需摇匀
。

2 试剂

转铁蛋白(Tf
,

人 )
,

上海东风生化试剂公司产 ;血红蛋白 (助
,

牛)
,

华美生物工程公司产 ; N itro so 一 R
,

美国

A加肠由 化学公司产 ;血清铁及铁结合能力试剂盒
,

中科院生物物理所中生公司产 ;利凡诺(拓va n o l)及胺黑
一

10B

等
,

均为国产 AR 级试剂
。

3 聚丙烯酞胺凝胶电泳(PAG E )

分离胶浓度为 ro %
,

浓缩胶浓度为 3
.

75 %
,

样品胶用 10 % 甘油和 0
.

1 %澳酚蓝配制
,

电极缓冲液为Tri
s

(。刀乃M )
一

甘氨酸(。
.

1蛇M )缓冲系统(p珊
.

3 )
。

血清点样量为 5 微升
,

采用 Blo 一 R A D 引x 刃Xi 型电泳仪和垂直

电泳槽进行电泳
,

电压为 150 伏
,

时间为 5 小时左右
。

凝胶经染色后
,

用 BIO 一 R A D 583 型平板凝胶干燥仪干

燥保存
。

4 含铁蛋白质专一染色

按 M姗lie 【1肠2」方法略加改进
,

即将电泳前在血清中加入少最柠檬酸铁胺颗粒
,

待溶解后
,

电泳
,

染色 1 -

2 小时改为先直接用纯血清电泳
,

染色
,

再在脱色液中加人少许柠檬酸铁胺颗粒显色 10 一 巧 分钟
,

呈淡绿色

带
。

染色剂为 瓦如的一 R 液(每 100 毫升溶液中含 1
.

0 克盐酸经胺
,

2
.

7 克三水乙酸钠
,

1
.

5 毫升冰乙酸及 0
.

5

克 Ni “D so 一 R )
,

脱色剂为水/ 甲醇/ 冰乙酸(比例为 5乃 / l)
。

5 形v叨0 1沉淀法

按 B 。沈匕b沈〔195 8」和 比议场哪尹【1卯0」方法
,

用 斑va n o l溶液沉淀血清中的清蛋 白及大部分 补球蛋白质
,

使竹保留在上清液中
,

从而减少血清中非 叮的含铁蛋白质(如血红蛋白
、

细胞色素 C
、

含铁酶类及辅酶类等 )
。

形va no l(2
一

乙氧
一

6
,

9- 二氧基叮吮乳酸)溶于 。
.

助M Tri
s 一 H。(州 8

.

8) 缓冲液中
,

浓度为 0
.

4 %
。

几v朗d 溶液与

血清的比例为 2 : l
,

摇均后室温放置过夜
,

10 以】〕转/ 分离心 5 分钟
,

取上清液置 4℃备用
。

电泳点样量需按比

例加倍
。

6 血清铁及铁饱和度测定

用试剂盒测血清铁浓度 (微克 /分升 )
,

未饱和铁结合力 (微克 / 分升)
,

总铁结合力 (微克 /分升 )及铁饱和度

(% )
。

样品的前处理
、

试剂的配制
、

测定及计算等均按说明书进行(略 )
。

要注意的是
:

操作时要严格防止所用

器皿和试剂被铁质污染
。

血清铁浓度(即血清中转铁蛋白的结合铁 )表示血清中转铁蛋白的活性
,

铁饱和度表

示血清中铁的利用率
。

采用美国 B即卜朋n 仪器公司产 D U
一

7 紫外分光光度计测试
,

波长为 540 nm
。

2 结果

2
.

1 染色方法 的改进和血清 Tf 区的确定

将改进前后的两种方法的显色结果进行比较 (图 1)
,

结果表明
:
改进前的 6 号样品与改进后的 5 号样品处

于同一染色水平
,

即改进后的染色方法较原方法灵敏度提高一倍左右
。
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表 3 鲤鱼
、

娜鱼和白雌血清竹基因颇率和基因型频率分布

1址触 3 G 。址 份呵四理y 翻目 g 改 . 蜘阵 份柳翔叮 口目对肠助阅 嘴

~
扮加圈介n 七招 乃该。 叹即雌. 路 ‘叨向

,

〔翔. 时. 翻“山留 . 日 助, 吵树困物沙级”蒯如心

基 因 位 点 鲤 脚 白 维

处溯泌绷姗
0

.

1今妈

基因型频率

竹一 l

0
.

1(l姿)

0
.

峨B 毛1

0
.

2日义〕

0
.

19 14

0
.

2 以)毛 0
.

19 , )

哪1764泌3612姗溯aa比邝ab加aC

O
,

始 0
.

65

基因频率 0
.

犯

0
.

3 8

0
.

3 3 0
.

印

0
.

15 0
.

29 0
.

15

撇撇姗溯哪卿
000000aa比戊ab加aC

基因型频率

0
.

《巧朽1

0
.

峨7 6 1

0
.

犯7B

有 一 2

0
.

3 1 0
.

3 1

基因频率 0
.

49 0
.

60

0
。

沁

2
.

4 四种鲤科鱼类血清 Tf 活性及铁利用率比较

将鲤
、

卿
、

白继和编四种鲤科鱼血清分别测定并计算出它们的血清铁浓度
、

未饱和铁结合力
、

总铁结合力

及铁饱和度 (表 4)
。

衰 4 鲤
、

娜
、

白蛙和幼血漪铁
、

铁结合力和铁饱和度测定结果

1钟触 4 R 曰uI 肠 吐 妞姆 口幻叮. 。国, 笼”。, 场皿.
.

口犯 洛n 团 抽d 】嗯 例叫加份 . 曰 月川阅 . 加n 山阅 d 月尹留 成
邵”因团‘ 仓. 口 砚即雌旧” 翻甲勿

,

O洲. 血“ 门的自“
.

双疹即血加加应侧咖 ”州勿众 皿日 肉心公加纳 彻西泥‘

血清来源 血清铁浓度

(拜酬di )

l毖
.

肠 土 3
,

23

l科
.

毖 士 3
.

8 1

85
.

乳
土 4

.

呢

110
.

29 士 2 9 1

未饱和铁结合力

(拜创di )

铁饱和度

(% )

鲤

娜

白继

绪

沁1
.

双 土 4
.

岛

田
.

肠
士 4

.

19

1 78
.

00 士 3
.

43

总铁结合力

(拜岁山 )
-

3界
.

6 7 士 6
.

53

23 5
.

44 士 3
.

22

2留
.

乳
士 5

.

1 4

2 73
.

93 士 2
.

7 1

妈
,

05 士 3
.

25

65
.

66 士 4
.

29

32
.

46 士 2
.

78

l昭
.

14 士 5
.

10 们
.

44 土 3
.

田

从表中可以看出
,

所测的 四种鲤科鱼类的血清铁浓度顺序为
:

鲤 > 卿 > 编 > 白缝
,

即鲤和卿血清 叮活性
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高于编和白缝
,

而白缝的血清 竹活性最低
。

从铁的利用率来看
,

所测的四种鲤科鱼类的血清 竹铁饱和度顺序为
:

娜 > 鲤 > 编 > 白缝
,

结果与血清铁

含量稍有不同
,

即娜血清铁饱和度高于鲤的血清铁饱和度
,

而白鳞仍为最低
。

3 讨论

(l) N lu eUer 和 为笼加 等均用 N 吹ro 汾R 染色液染色淀粉胶中的蛋白质带
,

而我们用此法染色 PA G E 中的蛋

白质带
,

仍然十分清楚
。

经改进后的染色方法不仅提高了灵敏度
,

而且也不会由于血清中过量的铁离子扩散

到凝胶中而造成凝胶背景染色加深
,

同时还发现染色液由于没有过量的铁离子影响而提高了重复使用率
。

由

此可见
,

N i加务。R 染色液染色含铁蛋白质是研究含铁蛋白质的可靠方法
。

此外
,

我们用三抓化铁代替柠檬酸

铁胺显色
,

获得同样的结果(即显淡绿色带 )
,

说明染色方法中较为重要的因子
一

铁离子(甲
+

)是可以用不同的

三价铁盐代替的
。

(2) 从 12 种淡水鱼类血清竹带型及活性分析来看
,

鱼类血清 吸区有如下特点
: ¹ 底层鱼类血清开 区较

中下层鱼类血清 Tf 区复杂
,

而后者又较中上层鱼类血清贾 区复杂
,

这是由于底层鱼类生活在氧溶量低于表

层水域的底层水域中而使血清中 竹含 t 高而且带型多样化
,

因而更能适应各种环境 ; º 不同种的鱼都有自己

Tf 区的特定位置
,

因而就确定了它的生存环境及生活习性
,

显然 Tf 区活性强而且带型多样化
,

表明其生存能

力较强
,

更能耐低氧
。

(3) 根据有关文献「张兴忠等
, 1, 盗3」介绍的资料

,

鲤科鱼类血清 Tf 的多态性最为复杂
,

大多数种的血清 Tf

等位基因数在 5 一 10 之间
。

从基因型来看
,

由于在鱼类染色体中仅有一个 贾基因位点表达
,

但却具有多个等

位基因及相应的蛋白质异构型
,

因此
,

血清电泳时
,

这种多态性表现出一个或几个 Tf 区 (许多变异体在 PAG

中只是一些淡的阴影 )
,

不同的是有的 竹 区活性较高
,

而有的 Tf 区活性较低
。

在自然选择中
,

由于基因频率的随机变动
,

出现蛋白质的过渡性多态现象
。

转铁蛋白的遗传多态性
、

基因

频率和基因型频率分布的类似性以及杂合体数量在群体中的高比例
,

说明鱼类存在着蛋白质变异的保持机

制
,

也说明了鱼类 针传递铁离子这一主要生理功能是非常稳定的
。

(4 ) 血清中的血清铁浓度
、

铁饱和度和铁结合能力在临床上是诊断人类血液疾病的重要指标
。

在渔业生

产中
,

由于近年来鱼类生存环境不断受到破坏
,

各种暴发性
、

大规模性的鱼病不断出现
,

我们运用这些数据不

仅可 以诊断鱼类血液生理功能缺陷的疾病
,

也可以判断鱼类生存环境 (水体)中影响鱼体吸收铁离子的因素
,

对渔业生产将会有很大帮助
。

( 5) 由上可知
,

淡水鱼类血清 Tf 多态性与血清铁浓度
、

铁饱和度有明显的正 比关系
。

由于血清 Tf 多态性

的存在
,

使 Tf 的等位基因频率分布不同
、

血清 贾活性及 竹带型存在差异
,

使它们处于不同的栖息水层
,

并具

有各 自的生理行为
。

鱼类血清 Tf 活性高
、

铁利用率高
,

表明鱼类血清中 Tf 结合铁离子能力强
,

运输铁离子的

功能也强
。

在鲤科鱼类中
,

鲤和卿血清叮多态性复杂
,

Tf 活性强
,

铁的利用率高
,

Tf 表现型和基因型多样化
,

因而是耐低氧鱼类
,

而白维和编则是非耐低氧鱼类
。

姚 红同志协助本文照片处理工作
,

特此致谢
。
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