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奥利亚罗非鱼促性腺激素释放激素 !"#$的原核表达及其免疫原性研究
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摘 要 促性腺激素释放激素（C’543’96’815N6/(/4?15C ;’6E’5/，T5.L）是下丘脑分泌产生的神经激素，对脊椎动物生殖的调控起
重要作用。为研究 T5.L对奥利亚罗非鱼性腺发育的作用，构建了 T5.L 0I*7的原核表达载体并进行融合表达。利用 .>N
JK.方法从丘脑中扩增出长约 "##B8的目的序列 T5.L基因，克隆至 >载体中，经酶切鉴定和序列测定分析确认序列的正确性
后将此片段克隆到表达载体 8:7WN0!Y中构建重组表达质粒 8:7WN T5.L，并在大肠杆菌 >H<中获得了高表达，目的蛋白约占
菌体总蛋白的 "<Z$[。菌体经溶菌酶裂解，制备无细胞抽提液，7E-(’?/N?/8;46’?/柱层析后得到分子量为 O$AI单一条带的目
的蛋白。目的蛋白经 \409’6 ]4酶切裂解，7E-(’?/N?/8;46’?/过柱纯化后得到纯化的 T5.L前体蛋白。以 M#!C^只的剂量 "次免
疫 SK.小鼠，免疫小鼠可以检测到特异性针对 T5.L前体蛋白的血清抗体应答，免疫组抗体水平显著高于空白组（D _ #Z#O），
且加强免疫第 O周后抗体效价为 #Z%#% ‘ #Z=!#，达到高峰值，说明表达产物具有免疫原性，可以刺激机体产生免疫应答。
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中图分类号 a%M$ 文献标识码 7 文章编号 <###N=#$<（!##$）#"N#O$<N#$

$=250+!5 >’ ?9,3- 9;/ D,5091’5 ’D 9;/ T5.L 86’9/15，9;/ 6/0’EB15459 8:7WNT5.L @4? 0’5?96,09/3 453 /Y86/??/3 15 >H<
E ) 0(,# ) >;/ 0I*7 /50’315C C’543’96’815N6/(/4?15C ;’6E’5/（T5.L）453 T5.L 4??’0149/3 8/8913/（T7J）@4? 4E8(1D1/3 D6’E
9’94( .*7 ’D 4 ) +)*%+ 819,1946- C(453? B- 6/2/6?/ 9645?061891’5 8’(-E/64?/ 0;415 6/4091’5（.>NJK.），453 9;/5 B(4?9/3 4C415?9
’9;/6 T5.L 0I*7 ?/b,/50/? 15 9;/ T/5H45A) >;/ 454(-?1? ’D 9;/ ?/b,/50/ 3494 1531049/3 9;49 9;/ 0’315C 6/C1’5 ’D 9;/ 0I*7
D64CE/59，@;10; /50’3/3 MP 4E15’ 4013 6/?13,/?，@4? 4B’,9 "## B8 15 ?1c/ ) >;/ 4E8(1D1/3 0I*7 D64CE/59 @4? 0(’5/3 159’ 9;/
86’A46-’910 /Y86/??1’5 2/09’6，8:7WN0!Y， 9’ 86’3,0/ 9;/ /Y86/??1’5 2/09’6 8:7WNT5.L) >;/ 6/0’EB15459 8(4?E13 @4?
9645?D’6E/3 159’ E ) 0(,# >H<ZT5.LN:HJ D,?1’5 86’9/15 @4? ’B9415/3 4D9/6 9;/ 433191’5 ’D SJ>T 159’ 9;/ C6’@9; E/314 ) FIFN
J7TQ 454(-?1? 6/2/4(/3 9;49 9;/ T5.LN:HJ @4? /Y86/??/3 4D9/6 153,091’5 @19; SJ>T D’6 ";) 7 86’9/15 B453 ’D O$AI 488/46/3
’5 FIFNJ7TQ C/( 453 @4? 86’2/3 B- U/?9/65 B(’9 ) >;/ E4?? 86’3,091’5 ’D 9;/ 6/0’EB15459 86’9/15 @4? 4B’,9 "<Z$[ ’D 9’94(
B409/614 86’9/15) 7D9/6 8,61D10491’5 453 0(/424C/ ’D 9;/ D,?1’5 86’9/15 8,61D1/3 T5.L 86’9/15 0’,(3 B/ ’B9415/3) >;/5 9;/ D,?1’5



!"#$%&’ ()* +*%, $# &--+’&*% *#-% ./0 -&1% $# !"#,+1% )’$&23’04 )’$&5#,6 7 89&* :+*&#’ !"#$%&’ 1#+;, *&<’&:&1)’$;6 %;&1&$
*!%1&:&1 )’$&5#,6 "%*!#’*% &’ &--+’&=%, -&1% 1#-!)"%, (&$9 $9% 5;)’> <"#+!*，)’, $9% $&$%"* )<)&’*$ 3’04 "%)19%, !%)> ?@A?A
B?@CD? )$ $9% E$9 (%%> ):$%" &--+’&=)$&#’7 89%*% "%*+;$* ,%-#’*$")$%, $9)$ "%1#-5&’)’$ !"#$%&’ 1#+;, &’,+1% 9&<9 3’04
)’$&5#,6 "%*!#’*%* &’ ;)5#")$#"6 )’&-);* 7

!"# $%&’( ! 7 "#$%"，<#’),#$"#!&’2"%;%)*&’< 9#"-#’%（3’04），3’04 )**#1&)$%, !%!$&,%（3FG），!"#>)"6#$&1 %H!"%**&#’，
)’$&5#,6，&--+’#<%’&1&$6

促性腺激素释放激素（3#’),#$"#!&’2"%;%)*&’<
9#"-#’%，3’04）前体蛋白由信号肽、3’04 十肽
（,%1)!%!$&,%）、促性腺激素释放激素相关肽（3’04
)**#1&)$%, !%!$&,%，3FG）构成，经酶切加工后释放出
有活性的 3’04十肽。3’04在调节脊椎动物的生
殖发育中起着非常重要的作用，是下丘脑2垂体2性
腺（96!#$9);)-&12!&$+&$)"62<#’),);，4G3）轴的关键信
息分子，通过刺激垂体前叶释放促性腺激素

（3#’),#$"#!&’，3$4），在脊椎动物的性腺发育、繁殖
功能的维持中起着重要的作用。关于 3’04的免疫
原理，目前还没有确切说法。I%;#%’［J］和 K#> 等［D，C］

文章中有所论述，认为是血液中的 3’04抗体特异
性地中和了动物体内的 3’04，导致体内 3’04生物
活性部分或完全丧失，引起内分泌系统平衡的改变，

从而改变了 4G3轴系，减少或杜绝精子（或卵子）的
生成与成熟及激素的合成与释放。临床上用免疫接

种技术控制 3’04的释放量来控制哺乳动物的性腺
发育已经取得了成功［L］，并表现出诱人的前景。

F’,%"*%’［E ］与 0&;%6［M］等研究了抗虹鳟 3’04的免疫
接种，提出了一种有望控制鱼类性成熟的方法，认为

免疫抑制技术在控制虹鳟生殖方面有一定的应用

潜力。

奥利亚罗非鱼（!$%&’($&)*+ "#$%"）属于鲈形目、
鲡鱼科，具有繁殖周期短，生长速度快，抗逆性能强

等特点，是热带和亚热带地区重要的淡水经济鱼种，

在淡水养殖业中占有重要的地位。但是它存在性成

熟提早，过度繁殖［A］等问题，因此对性腺发育具有调

节作用的 3’04 研究具有一定的生产意义。人源
3’04已经通过基因工程手段获得了体外表达并在
动物实验中获得了较好的免疫原性［N、O］。本试验采

用 082G/0 方法克隆出奥利亚罗非鱼 3’04 基因
1PQF，将其克隆入原核表达系统中，得到重组表达
质粒，在大肠杆菌中以 .G83 诱导表达得到 3’04R
3FG融合蛋白，经分离纯化、酶切后得到 3’04R3FG
蛋白，首次表达出鱼类 3’04前体蛋白，纯化蛋白作
为抗原免疫 ./0小鼠，获得高效价的抗体，为进一步
免疫抑制控制鱼类性成熟的研究打下了基础。

) 材料与方法

)*) 材料
)*)*) 实验材料：
实验鱼：奥利亚罗非鱼取自淡水中心渔场，组织

为丘脑。小鼠：购自浙江大学实验动物中心的 ./0
小鼠。

)*)*+ 试剂：FIS反转录试剂盒、8L PQF连接酶、
凝胶回收试剂盒、,"- PQF聚合酶、.’&0!、/*0,"
等购自大连宝生物公司，聚丙烯酰胺、0Q)*%抑制剂
等购自上海生工生物工程公司，T)1$#" U)、F-6;#*%2
*%!9)"#*%柱、抗麦芽糖结合蛋白（IVG）单抗均购自
纽英伦生物技术（北京）公司，其他生化试剂均为国

产分析纯。弗氏完全、不完全佐剂，WX.YF反应板等
均购自上海申能博彩生物有限公司。

)*)*, 仪器：G/0仪购自 V&#0),公司，实验结果记
录和蛋白分析使用的是柯达公司的凝胶成像系统，

PQF序列分析使用 PQF*$)"软件，全自动测序工作
由上海生工生物工程公司完成。酶标测定仪购自

8W/FQ公司。
)*)*- 质粒与菌株：!IPJN28载体购自大连宝生物
公司，表达质粒 !IFX21DH 为本室保存，受体细菌
ZIJ?O和 8VJ由本室保存。
)*+ 方法
)*+*) 引物设计与 082G/0反应：采用 G"&-%"E@? 设
计了一对特异性引物：

引物 J：E[ 2F/83F333FFF/8833F/83F8 2C[
引物 D：E\2/FF33/F3FFF8F3FFF33FF3 2C[
反转录引物 FG购自上海生工生物工程公司。
以提取自罗非鱼的丘脑总 0QF为模板进行反

转录合成第一链 1PQF，以反转录产物为模板及合成
的上下游引物进行 G/0扩增，反应条件为：OL]预
变性 C-&’，OL]预变性 C?*，EE]退火 LE*，AD]延伸
J-&’，C?个循环，AD]延伸 A-&’。
)*+*+ G/0产物的克隆与鉴定：G/0产物经 J^琼
脂糖凝胶电泳鉴定后用凝胶回收试剂盒回收，将回

收产物与 !IPJN28载体 JM]连接过夜，连接产物转
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化大肠杆菌 !"#$%，随机挑取细菌，提取质粒后用
!"#&!、$%&’"双酶切初步鉴定后，将阳性克隆送
交上海生工进行 ()* 测序。测序结果用 ()*+,-.、
/0123*0 4等软件进行分析。
!"#"$ 原核表达载体的构建：在筛选出正向连接的
5"(#63789&:;8*< 克隆后，将其和原核表达质粒
5"*0分别用 !"#&!、$%&’" =>?双酶切，用凝胶
回收试剂盒回收 89&:;8*<片段和线性化 5"*0质
粒，按照 3@ ()*连接酶的说明书设计连接反应体
系，构建表达质粒 5"*0789&:;8*<，并转化大肠杆
菌 !"#$%，筛选阳性克隆，随机挑取 A个克隆进行酶
切鉴定。

!"#"% 目的基因在大肠杆菌中的表达、鉴定：将
5"*0789&:;8*<转化大肠杆菌 3B#，挑取阳性克隆
接种含 C$#D;E0的氨苄青霉素的 0B液体培养基中，
=>?摇振培养过夜，取培养菌液以 #;#$的比例接种
于新鲜的含氨苄青霉素的 0B液体培养基中，分别
以 $F=、#EGH;0浓度的 I<38诱导，=>?摇振培养 @J
后，收集菌体，重悬于 #$$#0 2(27 <*8K 上样缓冲液
中，#$$?煮沸，通过对菌体和上清的 2(27<*8K 电
泳鉴定目的蛋白的表达。参照《分子克隆》［#$］及试

剂手册进行蛋白质印迹确定蛋白的表达。

!"#"& 融合蛋白的获得、纯化及裂解：取过夜培养
的 #$E0细菌于 #0 0B（含葡萄糖）中，=>?摇振培养
=J，加入 I<38 至终浓度为 $F=EEGH;0 再继续培养
AJ，@$$$D离心 A$EL9收集菌体，重悬于 C$E0柱缓冲
液中。加入溶菌酶至终浓度为 #ED;E0，冰浴 =$EL9。
最后加入 ()*酶和 &)*酶至终浓度为 C#D;E0，@?
孵育 #$EL9。%$$$D离心 =$EL9，将上清转移备用，上
清即为表达的融合蛋白。

将上清蛋白质上样于平衡缓冲液（A$EEGH;0
3.L+7:/0，A$$EEGH;0 )-/H，#EEGH;0 K(3*，5: >F@）
平衡好的 *EMHG+N7+N5J-.G+N 亲和柱中，用缓冲液平
衡至基线后，开始用洗脱缓冲液（平衡缓冲液 O
#$EEGH;0 麦芽糖中）洗脱，洗脱液中即为纯化后的
融合蛋白，最后 2(27<*8K电泳检测。
在纯化好的蛋白中加入 P-Q,G. 4- 至终浓度为

A$$#D;E0，室温作用 @J，同上过 *EMHG+N7 +N5J-.G+N亲
和柱，用平衡缓冲液洗脱下的即为 89&:前体蛋白。
同样作 2(27<*8K电泳检测。
!"#"’ 对 I/&小鼠的免疫原性实验：
（#）疫苗准备与免疫程序：取重组菌 =>?培养、
纯化后，与完全弗氏佐剂以 #：#的比例混合均匀，免
疫 #C只小鼠，每只小鼠腹腔注射 6$#D纯化蛋白进

行免疫，初免后小鼠每间隔 A周以与初免相同的剂
量加强免疫 @次。每次免疫后 #周尾静脉采血，制
备血清。同时以生理盐水腹腔注射 #$只小鼠为空
白对照。最后大量取血制备抗血清。

（A）间接 K0I2*检测 89&:血清抗体：通过间接
K0I2* 方法测定 89&: 特异的血清抗体效价。
K0I2*按常规方法进行。将纯化的重组蛋白 @?过
夜包被，<B23（含 $F$AR 3SNN97A$ 的 <B2）洗涤 = 次
后，用含 #$R P/2 的 <B2 加满各孔 @?封闭 A@J，
<B23 洗涤 =次。样品血清作倍比稀释（#$$#0;孔），
同时设立阴性对照（# T #$$稀释的免疫前小鼠血清）
和空白对照（<B2），=>?水浴孵育 AJ，<B23 洗涤 =
次，每孔加入 #$$#0 # T AC$$$稀释的 :&<标记羊抗
鼠 ID8酶标二抗，=>?水浴孵育 AJ，<B23洗涤 =次，
每孔加入 #$$#0 U<(底物进行，测定 ’(@%$值，以<;)
（待检样品 ’(@%$ ;阴性样品 ’(@%$）!AF#判为阳性。

!"#"( 数据统计：采用生物统计软件 2<22##F$ 进
行数据分析，差异显著性分析采用 3检验。

# 结果

#"! )*+,-)产物的琼脂糖凝胶电泳
实验结果表明：扩增到了预期大小即约 @$$V5

的目的 Q()*片段（图 #）（8N9B-9W号 (X=C#6#6），将
其与尼罗罗非鱼该基因进行同源性比对，结果表明

其同源性为 %6F6R。

图 # &37</&产物琼脂糖电泳
PLDY # *D-.G+N DNH NHNQ,.G5JG.N+L+ GZ &37</& 5.G’[Q,

"：()* E-.WN.；#：<.G’[Q, GZ &37</&Y

#"# 重组质粒 ./0!1+*+23)4526, 和 ./67+
23)4526,的构建及酶切鉴定
#"#"! 重组质粒 5"(#673789&:;8*< 构建及酶切
鉴定：将候选的重组质粒 5"(#673789&:转化大肠
杆菌 !"#$%菌株后，随机挑取 #$ 个克隆提取质粒，
提取的质粒经 !"#&!和 $%&’"双酶切（图 A 泳道
#），酶切结果表明 5"(#673789&:;8*<酶切后有一
条约 @$$V5 的条带，说明 89&:;8*< 成功克隆入 3

=\C丁炜东等：奥利亚罗非鱼促性腺激素释放激素 Q()*的原核表达及其免疫原性研究



载体中，将重组质粒 !"#$%&’& ()*+,(-.送测序公
司测序，测序结果表明成功的将 ()*+ /#0-克隆到
’载体中。
!"!"! 重组质粒 !"-1&()*+,(-.的构建及酶切鉴
定：提取重组质粒 !"#$%&’&()*+，经 !"#*!和
$%&2" 345双酶切、凝胶纯化试剂盒纯化后将纯化
产物与经相同酶酶切的载体 !"-1相连接，连接产
物转化大肠杆菌 6"$78，提取质粒后再用上述酶进
行双酶切，酶切结果（图 9 泳道 9）可见有大小约为
:77;! 的目的片段，表明成功地构建了表达载体
!"-1&()*+,(-.。

图 9 重组质粒 !"#$%&’&()*+的限制性酶切分析
<=>?9 *@ABC=/B=D) @)EFG@ 2=>@AB=D) H)HIFA=A DJ

!"#$%&’&()*+ !IHAG=2
"：#0- GHCK@C；$：!"#$%&’&()*+,!"#*! L $%&2"（9MNK; L

:77;!）9：!"-1&()*+,!"#*! L $%&2"（NMNK; L :77;!）?

!"# 融合蛋白的表达及鉴定
将重组质粒 !"-1&()*+,(-. 转化大肠杆菌

’O$菌株后，以 7M3、$GDI,1 P.’(分别诱导 :Q，收集
菌体，离心后加上样缓冲液煮沸破碎细胞，进行

$9R浓度的 S#S&.-(T电泳（图 3）。由图 3可知，加
入 P.’(诱导后，转入载体 !"-1的细菌总蛋白提取
物中出现了分子量约为 :9MUK#的蛋白条带（图 3泳
道 3中箭头所示），而转入重组质粒的细菌总蛋白提
取物中出现了新的蛋白质，分子量约为 UNK#（图 3
泳道 U中箭头所示）。由于 !"-1表达质粒本身可
编码 :9MUK# 的麦芽糖结合蛋白（"HIBDA@ ;=)2=)>
!CDB@=)，"O.），而 ()*+ 及相关肽分子量约为
$3MUK#，理论上融合蛋白的分子量约为 UNK#。这与
预期结果相一致，重组表达载体经 P.’(诱导后，融
合蛋白得到表达，而大肠杆菌 ’O$没有相应的蛋白
表达。目的蛋白表达量经软件分析，约达到了细菌

表达蛋白总量的 :$MNR。以抗 "O.蛋白的抗血清
进行的 V@AB@C) ;IDB 试验表明在大小为 UNK# 和

图 3 鉴定大肠杆菌中 ()*+,(-.融合蛋白的 S#S&.-(T分析
<=>? 3 S#S&.-(T H)HIFA=A DJ @W!C@AA@2 ()*+,(-. JXA=D)

!CDB@=) =) ! ? "#’% ’O$
"：Q=>Q GDI@/XIHC Y@=>QB !CDB@=) GHCK@C；$：AX!@C)HBH)B DJ ! ? "#’% ’O$；

9&3：AX!@C)HBH)B DJ ’O$,!"-1 =)2X/@2 :Q；:&U：’O$,!"-1&()*+,(-.

=)2X/@2 :Q?

:9MUK#可见两条清楚的蛋白条带（见图 :中泳道 9、
3）。

图 : 蛋白免疫印迹
<=>? : V@AB@C) ;IDB H)HIFA=A DJ @W!C@AA=D) DJ !"-1&/9W

H)2 !"-1&()*+,(-.
$：!CDB@=) GDI@/XIHC GHCK@C；9：AX!@C)HBH)B DJ ’O$ /@IIA BCH)AJDCG@2 Y=BQ

!"-1&()*+,(-. =)2X/@2 :Q；3：AX!@C)HBH)B DJ ’O$ /@IIA BCH)AJDCG@2

Y=BQ !"-1&/9W =)2X/@2 :Q?

!"$ 表达蛋白的酶切与纯化
表达融合蛋白的细菌液经溶菌酶裂解后收集上

清，过平衡好的 -GFIDA@&A@!QHCDA@亲和柱，用洗脱缓
冲液进行洗脱后收集洗脱液，经 S#S&.-(T电泳检
测，纯化蛋白为单一条带（见图 U泳道 9），分子量为
UNK#左右，相对于未融合蛋白 "O. 的分子量明显
偏大。取纯化好的蛋白经 <H/BDC Z 酶切 :Q 后，经
S#S&.-(T电泳检测，目的蛋白为两个条带（见图 U

:NU ()%&*+* ,#-.&/’ #0 1%#2*")&#’#34 生物工程学报 977N，[DIM99，0DM:



图 ! 重组原核表达载体 "#$%&’()*+’$,经
-,.’诱导 /0后表达融合蛋白的分离、纯化

1234! ,5627289:2;( ;7 6<8;=>2(9(: ’()*+’$, 75?2;( "6;:<2(?
<@"6<??<A 2( ! 4 "#$% 2(A58<A >B -,.’ 7;6 /0

C："56272<A "6;:<2( 97:<6 198:;6 D$ 8E<9F93< ；/："56272<A "6;:2( <E5:<A

76;= 9=BE9?< 8;E=( G2:0 =9E:;?<；H："6;:<2( =;E<85E96 =96I<6；J：2(A58<A

8<EE?4

泳道 C）即分子量为 J/IK 的为 #L,，分子量为
CHM!IK的 ’()*+’$, 蛋白。再经 $=BE;?<&?<"096;?<
过柱后，得到纯化的 ’()*+’$,蛋白。
!"# 对 $%&小鼠免疫原性试验结果
初免 C周后，免疫组小鼠的血清中就能检测到

重组蛋白诱导产生的特异抗体，在加强免疫后第 !
周抗体滴度为 NMONO P NMH/N，达到峰值（见图 Q），而
空白对照组不能产生特异抗体，且免疫组与空白组

抗体效价值差异显著（& R NMN!）。

图 Q 小鼠免疫 ’()*和生理盐水后的抗体滴度分布
1234Q .0< :2:<6? ;7 =28< ?<65= 2==5(2S<A G2:0

’()* "6;:<2( 9(A ?9E2(<

’ 讨论
本试验通过对网上数据库 TUL-中的 ’()*同

源序列进行对比，设计了一对特异引物，利用 ).&
,U)方法成功的从奥利亚罗非鱼脑中克隆到长约
JNN>" ’()* 8KT$，对该片段进行克隆测序，并用软

件 KT$?:96对测序结果进行分析，与 ’<(L9(I中检索
比较发现该基因与尼罗罗非鱼 ’()*&!具有较高的
同源性（VWMWX），证实属于 ’()*&!基因。其基本
结构与其他脊椎动物中提取的 ’()*神经肽家族成
员的基本结构一致［CC、C/］，这表明奥利亚罗非鱼

’()*基因和其他类型的 ’()*基因可能由一个共
同的祖先分子进化而来。

’()*是一个控制动物性腺发育和繁殖的理想
激素，除了避孕作用外，它的中和作用可以阻断一些

性激素如雌激素、睾丸激素的产生［CH］。目前通常采

用提纯或者人工合成的方法得到 ’()* 或其类似
物，人工合成的 ’()*在化学结构和生理作用与天
然 ’()*完全相同，但是半衰期只有 / Y J=2(；合成
的类似物作用时间持久、生物作用更强，可以满足实

际工作的需求，但是其穿透各种生物膜的能力不够，

且由天然的 CN肽变成 V肽影响了 ’()*的活性［CJ］。
基于此，探索一种新型的 ’()*合成方法势在必行，
而利用基因工程的方法克隆表达 ’()*在理论和实
践上都是可行的。目前，国内关于鱼类的 ’()*克
隆产物的表达研究尚未见报道。大肠杆菌表达系统

由于其遗传学、生物化学和分子生物学等方面已充

分被人们了解而成为表达许多异源蛋白质的首选表

达系统，具有生长周期短，培养方便，操作简便，成本

低廉等优点。本试验首次将奥利亚罗非鱼 ’()*基
因克隆到原核表达载体中，并在大肠杆菌中进行了

融合表达，目的蛋白质通过 $=BE;?<&?<"096;?< 层析
柱得到很好的纯化，通过 ZKZ&,$’[、免疫印迹等试
验证明表达的蛋白即为目的蛋白 ’()*+’$,。

’()*是一个小分子量的蛋白，作免疫原没有
很好的免疫原性，增加其免疫原性的基本思路就是

将其与大分子的载体蛋白结合或者改变 ’()*的分
子结构。D\等［V］将 ’()*与 L细胞抗原耦联后作
为免疫原，其所得的免疫效果与我们相似。)<(]27;
等［C!］将 ’()*&"与 LZ$偶联免疫小鼠后第 Q周获得
最高免疫效果（CMWH P NMHJ），这可能与其对 ’()*
氨基端进行了改造有关。但是值得注意的是偶联的

载体有时会抑制半抗原抗体水平的提高，有时针对

载体的高抗体水平会一直持续在整个实验过程

中［CQ］。本研究中为了避免载体及其抗体的干扰，采

用 ’()*前体蛋白作为免疫原，伴以完全弗氏免疫
佐剂，进行加强免疫，免疫小鼠后获得了较好的免疫

效果，在免疫后第 !周即能达到 NMONO P NMH/N左右
的抗体效价。本试验中 ’()*前体蛋白高效价抗体
的成功制备表明 ’()*前体蛋白能够刺激机体产生

!Q!丁炜东等：奥利亚罗非鱼促性腺激素释放激素 8KT$的原核表达及其免疫原性研究



免疫应答，为 !"#$调控鱼类性生殖的研究提供了
一个新的方法。
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英文版正式上网了，欢迎浏览

我刊英文版 c Y49"’.’ 1)+,"0( )5 K9)/’84")()<> d已于 D月 %E日在 7(.’U9’,的 R89’"8’_9,’8/平台正式推出
了，网址是：

4//;：OO@@@6 .89’"8’B9,’8/ 6 8):O.89’"8’Ob)+,"0(O%EFIIPFL

目前已经完成第 %、I、M期，从第 D期开始，英文版将与中文版同步刊出。非常感谢这几期英文稿作者付
出的努力。

现在的英文版是从中文版中择优选译出来的，入选的论文置于 R89’"8’_9,’8/平台，将会大大提高文章的
国内外浏览量，扩大与国内外同行的交流，同时也将加快期刊的国际化进程。因此，真诚欢迎广大作者投送

高质量的论文，编辑部也将竭尽全力使英文刊越办越好。

IPPH年属于 7(.’U9’,推广期，没有购买 7(.’U9’,数据库的个人和单位都可以免费阅读并下载，欢迎浏览、
投稿，并多提宝贵意见。
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