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小体鲟卵黄蛋白生化特性及合成途径的研究

霍堂斌　张　颖　孙大江　曲秋芝
(中国水产科学院黑龙江水产研究所 ,哈尔滨　 150070)

摘要:使用葡聚糖凝胶(SephadexG-200)从小体鲟鱼卵粗提液中 , 提纯卵黄脂磷蛋白(Lipovitellin, Lv)和卵黄高磷蛋

白(Phosvitin, Pv)。卵黄脂磷蛋白(含糖 、磷和脂 , 等电点 7.50)具有雌性特异性 , 分子量为 144kD, 由 97.4kD和

30kD的大小 2个亚基组成。卵黄高磷蛋白(含糖 、磷 , 等电点 8.30)其分子量为 66kD, 其具有两个亚基 ,分子量分

别为 47.6kD、 16.8kD。制备卵黄脂磷蛋白兔抗血清 , 采用免疫组化方法对不同年龄小体鲟的肝脏 、肠 、卵(Ⅱ— Ⅴ

期卵巢)及血涂片 ,进行免疫组织化学定位研究。小体鲟卵巢发育到 Ⅳ期前 , 卵黄蛋白主要靠卵母细胞自身合成 ,

这个时期内源性合成卵黄蛋白;当卵巢发育到 Ⅳ期 ,卵母细胞自身不合成卵黄蛋白 ,主要是通过肝脏合成卵黄蛋白

原 , 通过血液循环运送到卵巢 ,被卵母细胞吸收后 ,裂解为卵黄蛋白 , 这个时期外源性合成卵黄蛋白。
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鲟形目(Acipenseriformes)是一类古老的软骨硬鳞

鱼类 ,鲟形目在鱼类乃至整个脊椎动物进化史上都占

有很重要的地位
[ 1]
。小体鲟(AcipenserruthenusLin-

naeus)个体小 ,生长较慢 ,但性成熟早 ,生殖能力强 ,

是一种很好的杂交亲本和鱼籽的供体
[ 2]
。自 1999年

于俄罗斯引进以后 ,国内对其繁殖生理
[ 3]
、营养生

理
[ 4]
、分子生物学

[ 5]
等方面的研究相继开展起来。在

国外 , Linares
[ 6]
对高首鲟卵黄蛋白原的免疫原性及与

血浆中钙离子沉积的关系进行过研究 , Hiramatsu
[ 7]
研

究表明杂交鲟具有三种卵黄蛋白 ,但国内 、外对小体

鲟卵黄蛋白(Yolkprotein)的研究尚未见报道 。

许多种属的鱼类卵黄蛋白原和卵黄脂磷蛋白已

经被纯化和鉴定 ,并且对部分鱼类的卵黄蛋白原的

合成途径有过研究
[ 8]
,但对小体鲟卵黄蛋白的组成

及合成途径等方面国内还尚未开展研究 。因此 ,本

文从小体鲟鱼卵中获得了纯化的卵黄脂磷蛋白 ,并

制备抗血清 ,对不同年龄小体鲟卵黄蛋白原和卵黄

脂磷蛋白在组织内的存在情况进行了研究 ,以探索

卵黄蛋白的合成方式 。

1　材料与方法

1.1　实验材料　小体鲟取自中国水产科学研究院

鲟鱼繁育技术工程中心 ,对雌性亲鱼催产获取成熟

卵。对不同年龄雌 、雄鱼采血获取血清 ,样品分装于

-80℃冰箱保存备用 。取性腺发育 Ⅱ— Ⅴ期小体鲟

雌 、雄鱼 ,肝脏 、肠(前 、中 、后)、性腺等组织块 , 4%

多聚甲醛低温固定 24h。

1.2　卵黄蛋白的提纯 　取小体鲟鱼卵 20g加入

4℃预冷 2倍体积的 20mmol/LTris-HCl缓冲液(内

含 0.01% NaNO3 , 2mmol/LPMSF, pH8.0 ),冰浴下

15000r/min匀浆 3min。匀浆液于 4℃ 12000r/min

离心 20min,去沉淀取上清液(重复 3次)。 4℃下 ,

卵黄蛋白粗提液(浓度 20g/mL),通过葡聚糖凝胶

(SephadexG-200)(1.6cm×75cm)的凝胶柱洗

脱
[ 9]
,洗脱速度 1.0mL/min,收集峰值洗脱液 ,紫外

检测仪监测 ,记录洗脱曲线。

1.3　卵黄蛋白的电泳检测 　Native-PAGE梯度电

泳
[ 10]
,浓缩胶和分离胶浓度分别为 4%和 4%—

10%,样品适当稀释后 ,开始电泳 100V30min,之后

每过 20min加压 20V。 SDS-PAGE电泳
[ 11]
,浓缩胶

和分离胶浓度为 4%, SDS浓度为 10%和 12%,于

100V恒压条件下电泳分析。电泳采用 Min-Protein

Ⅱ型电泳槽(Bio-Rad)。

1.4　卵黄蛋白的等电点的测定　采用聚丙烯酰胺
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等电聚焦法
[ 12]
,凝胶浓度 2.4%,两性载体 pH范围

3.5— 9,阳极缓冲液为 1mol/L磷酸 ,阴极缓冲液为

1mol/L氢氧化钠 , 4℃条件下 ,先恒压 60V15min,之

后 120V1h,最后电压上升至 300V,维持 3— 3.5h,

电泳结束后固定凝胶 ,考马斯亮兰 R-250染色 ,脱色

后 ,凝胶成像系统拍照 。

1.5　糖 、磷 、脂蛋白分析　磷蛋白和糖蛋白采用 In-

vitrogen公司的 SYPRO荧光蛋白染色液 , Molecular

ProesPro-Q® Emerald300 GlycoproteinGelstain和

Pro-Q® DiamondPhosphoproteinGelStain,脂蛋白采

用油红 O染色法
[ 12]
。

1.6　卵黄脂磷蛋白抗血清的制备及抗血清免疫球

蛋白(IgG)的提取 　选取新西兰大白兔制备抗血

清 。收集层析蛋白峰 B,浓缩后(浓度 2.0mg/mL)

与完全福氏完全佐剂等体积混合 ,充分乳化 。采用

背部皮下多位点注射 ,每只大白兔注射 1mL抗原乳

化液。 20d后进行第 2次加强免疫 ,与不完全福氏

佐剂等体积混合 , 10d后第 3次免疫 , 5d后耳静脉取

血测效价 。效价达到 1∶32以上 ,次日心脏取血 ,获

得抗血清。兔抗 IgG采用饱和硫酸铵选择性沉淀法

提取。

1.7　免疫印迹(Western-blotting)　SDS-PAGE电

泳后 , 在转膜缓冲液(50mmol/LTris, 40mmol/L甘

氨酸 , 1.3mmol/LSDS, 20%甲醇 , pH8.0)中将凝胶

中的蛋白质转移到硝酸纤维素膜上 , 恒压 10V

30min,电转移后 ,用封闭液于室温封闭 2h。然后放

入 1∶200稀释的兔抗 IgG, 4 ℃孵育 12h以上(阴性

对照Ⅰ :以免疫前兔血清代替一抗;阴性对照 Ⅱ:将

一抗用纯化的峰 B蛋白吸附后 ,低温离心取上清代

替一抗 ,其他步骤相同),弃一抗用 PBS漂洗 ,再放

入按 1∶500稀释的过氧化物酶标记的羊抗兔 IgG

(IgG-HRP)溶液 ,室温孵育 2h, PBS洗涤后 , 加入

DAB显色溶液(50mL0.01mol/LpH7.4 PBS, 25mg

DAB, 20μLH2O2)室温避光显色 10min,双蒸水终止

显色反应
[ 10, 11]

,待干后拍照保存 。

1.8　免疫组织化学 　4%多聚甲醛(10mmol/LpH

7.2PBS配制)固定肝脏 、肠 、性腺三种组织块 ,进行

普通石蜡切片 ,切片厚度 5μm。切片 0.3%甲醇-

H2O2灭活 ,柠檬酸-柠檬酸钠(10mmol/LpH6.0)沸

水浴 50min进行抗原修复 , 1.5%牛血清白蛋白封

闭后 , 4℃一抗(IgG1∶500稀释)孵育 12h以上 ,然

后依次加 HRP标记的二抗(1∶4000)室温孵育 2h,

DAB室温避光显色 15min,双蒸水终止反应后 ,苏木

精复染 5min,脱水 、透明中性树胶封片观察
[ 13, 14]

。

血涂片甲醇固定 ,其他同上。

每次反应后均使用 10mmol/LpH7.6PBS漂洗 ,

阴性对照:一抗用 1.5%牛血清白蛋白替代。PBS中

含有 0.5% Triton-X100以利于免疫复合物的形成。

2　结　果

2.1　卵黄蛋白的提纯及鉴定

由图 1可见 ,三个蛋白峰比较对称 ,分离效果较

好。梯度 Native-PAGE的标准方程为:y=5.80 -

1.72x。 M:分子量;x:Rf;y:logM。经计算峰 B分

子量为 144kD,峰 C蛋白分子量为 66kD(图 2)。

SDS-PAGE的标准方程为:y=5.19 -1.10x。 M:分

子量;x:Rf;y:logM。峰 B蛋白两个亚基 ,分子量分

别为 30kD、97.4kD,峰 C蛋白两个亚基 ,分子量分

别为 47.6kD、16.8kD(图 3)。
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糖 、磷 、脂蛋白特异染色结果如图版 Ⅰ -1、2所

示 ,峰 B蛋白三种染色方法都是阳性结果 ,峰 C蛋

白糖 、脂蛋白染色结果是阳性。峰 B、峰 C蛋白等电

点分别为 7.50、8.30(图 4)。

2.2　免疫印迹(Western-blotting)

卵黄蛋白免疫印迹结果(图 5),兔抗峰 BIgG

与卵黄蛋白粗提液的 Western-blotting反应为阳性 ,

未出现其他杂带 ,只在峰 B蛋白电泳相应的位置出

现蛋白杂交带 ,两个亚基分子量分别为 97.4kD和

30kD。两个阴性对照 ,都未出现杂交带 。

2.3　免疫交叉反应

如图 6所示 ,兔抗小体鲟卵黄脂磷蛋白血清可

以与Ⅳ期雌鱼血清发生免疫沉淀反应 ,而与性成

熟雄鱼血清及 Ⅲ期雌鱼血清不发生免疫沉淀反

应 。

2.4　免疫组化

在Ⅳ期及Ⅳ期后的雌鱼肝细胞内都出现阳性反

应(图版Ⅰ -3),阳性反应主要发生在肝细胞胞质内。

性未成熟 、性成熟雄性肝细胞 、Ⅳ期前的雌鱼肝细胞

及阴性对照均呈阴性反应(图版Ⅰ -4、5)。

在性腺发育到Ⅳ期及Ⅳ期后的雌鱼血细胞表面

出现阳性反应 (图版 Ⅰ -6),而性成熟雄性血细胞 、

Ⅳ期前的雌鱼血细胞及阴性对照均呈阴性反应(图

版Ⅰ -7、8)。性成熟雌 、雄鱼前肠 、中肠 、后肠的肠细

胞中均呈阴性反应(图版 Ⅰ -9、10)。

Ⅱ期卵巢 ,卵母细胞呈多角圆形 ,细胞质呈嗜碱

性 ,核内含有大量阳性反应物(图版 Ⅱ -1);Ⅲ期卵

巢 ,以第 3时相进入大生长期的初级卵母细胞为主 ,

可以分为早 、中 、晚 3个相的发育阶段。早期细胞质
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嗜碱性减弱 ,核内含有大量阳性反应物(图版Ⅱ -2),

中期核内阳性反应物减少 ,细胞质内出现阳性反应

物(图版 Ⅱ-3),晚期细胞呈椭圆形 ,细胞质内阳性反

应物增加(图版 Ⅱ -4);Ⅳ期卵巢 ,核内无阳性反应

物 ,卵黄颗粒呈阳性反应(图版 Ⅱ -5);Ⅴ期卵巢 ,卵

母细胞内存在着大量的卵黄颗粒 ,卵黄颗粒呈阳性

反应(图版Ⅱ -6),阴性对照均呈阴性反应(图版 Ⅱ-

8)。

3　讨　论

Matsubara
[ 15]
和 Mewes

[ 16]
研究表明 ,硬骨鱼卵

黄蛋白原入卵后降解成卵黄脂磷蛋白 、卵黄高磷蛋

白和 β'组分 (β '组分 Campbell, etal.
[ 17]
定义为与

卵黄蛋白原相关的一种不含磷和脂的小分子卵黄蛋

白)三种卵黄蛋白。但在小体鲟卵黄蛋白特殊染色

结果中 ,并未发现不含磷和脂的小分子卵黄蛋白 。

根据小体鲟卵黄蛋白的成分及峰 C蛋白的生化特

性 ,推测峰 C蛋白为卵黄高磷蛋白 ,分子量为 66kD,

具有 47.6kD、16.8kD两个亚基 ,等电点为 8.30,是

一种弱碱性蛋白。与斑马鱼
[ 18]
、星鲽鱼

[ 15]
等鱼类

卵黄脂磷蛋白一样 ,小体鲟卵黄脂磷蛋白(峰 B蛋

白)也富含脂肪和碳水化合物 ,是一种大分子糖磷

脂蛋白 ,等电点为 7.50。 Western-blotting和免疫交

叉反应表明小体鲟卵黄脂磷蛋白 ,具有雌性特异性 ,

分子量为 144kD,是由 30kD和 97.4kD两个亚基组

成 。卵黄蛋白原是卵黄脂磷蛋白的前体 ,现已发现

多种动物(如斑马鱼
[ 9, 18]

、哲罗鱼
[ 19]
)包括小体鲟 ,

卵黄脂磷蛋白和卵黄蛋白原在免疫原性上具有相似

性 ,所以可以利用卵黄脂磷蛋白的抗体探测卵黄蛋

白原的存在 。

内源性卵黄合成是指卵黄在卵母细胞内合成 ,

其过程中一般观察不到卵黄蛋白原的产生 。从正在

发育的卵母细胞内细胞器的形态变化中可以观察到

内源性卵黄蛋白的合成。Suzuki
[ 20]
从太平洋牡蛎卵

的卵黄中纯化了卵黄蛋白 ,并制备了卵黄蛋白的特

异性抗体。免疫定位结果显示 ,只在卵母细胞中有

阳性反应 ,卵巢外其他的组织均不与抗血清发生反

应 ,表明太平洋牡蛎的卵黄蛋白是内源性合成的 。

本研究在Ⅳ期前雌鱼的肝细胞 、血细胞表面都未检

测到卵黄蛋白原的存在 ,这段时期雌鱼血清与卵黄

脂磷蛋白抗血清不发生免疫沉淀反应 ,但是在 Ⅱ、Ⅲ

期鱼卵中却有阳性反应 ,并且随着卵母细胞的不断

发育 ,阳性反应物从卵黄核中逐渐向胞质转移 ,说明

小体鲟在Ⅳ期前卵母细胞可以自身合成卵黄蛋白 。

在很多脊椎动物中卵黄蛋白原是在肝脏合成 ,分泌

到血液中 ,运送到卵巢 ,被卵母细胞吸收后裂解成卵

黄蛋白。但是有实验表明鱼类的卵母细胞既能自身

产生卵黄蛋白 ,也能通过胞饮内吞作用积累外源性

合成的卵黄蛋白原
[ 21]
。本研究在Ⅳ期及Ⅳ期后雌

鱼的肝细胞 、血细胞表面都检测到卵黄蛋白原的存

在 ,在肠细胞并未检测到卵黄蛋白原 ,这段时期雌鱼

血清与卵黄脂磷蛋白抗血清产生免疫沉淀反应 ,揭

示Ⅳ期及Ⅳ期后的雌鱼在肝脏细胞内产生卵黄蛋白

原 ,血细胞可以携带卵黄蛋白原。在Ⅳ期卵巢 ,卵黄

核内已无阳性反应物 ,表明在卵巢发育到Ⅳ期后 ,卵

黄蛋白主要依靠肝脏合成 ,这段时期卵黄蛋白原在

肝细胞内合成 ,并通过血液循环到达卵巢 ,被卵细胞

吸收后裂解为卵黄蛋白 。

某些两栖类(蛙类)其内源性卵黄在卵母细胞

线粒体内合成 ,到卵黄发生后期才开始有外源性卵

黄合成 ,即依靠肝脏合成卵黄蛋白原 。合成好的卵

黄蛋白原先通过分布在滤泡层的微细管网进入滤

泡 ,卵黄蛋白原离开微血管后通过滤泡细胞间的管

道到达卵母细胞的表面
[ 22]
,然后通过内吞作用进入

卵母细胞中。这种内吞作用是通过卵母细胞表面的

多糖蛋白复合被膜中的卵黄蛋白原受体来实现的。

受体吸附的卵黄蛋白原 ,互相融合后可以形成原始

卵黄小板 ,这种前体被运送到卵黄小板 ,即可慢慢形

成成熟的卵黄体
[ 23]
。李朝军

[ 24]
研究发现 , 在大阪

鲫鱼的滤胞细胞内存在大量的卵黄蛋白原或卵黄脂

磷蛋白。鲟鱼 Ⅵ期卵巢 ,卵黄外膜外由滤泡细胞突

起形成胶膜层 。细胞质突起变细 ,伸入卵黄外膜内

形成放射管道 ,并构成卵黄内膜 ,完成了胶膜 、卵黄

外膜和卵黄内膜等 3层卵膜结构。膜上具有众多纵

向分布的微管而形成放射带 ,一般认为放射带是由

卵母细胞和滤泡细胞的微绒毛及细胞膜突起互相伸

入共同形成的 ,卵母细胞通过这层膜与外界进行物

质和信息交换
[ 25]
。作者在小体鲟卵膜外膜和内膜

表面均发现阳性反应物(图版 Ⅱ -7),根据小体鲟卵

膜的结构和功能 ,推测卵黄蛋白原可能是在滤泡细

胞内分解 、重组为卵黄蛋白 ,进入卵母细胞的过程可

能和两栖类类似。

结论:小体鲟属于兼性卵黄蛋白合成方式 ,小体

鲟在Ⅳ期前 ,卵母细胞在卵黄核内合成卵黄蛋白。

随着卵母细胞的发育 ,卵黄蛋白并不断向胞质内运

送。当卵巢发育到Ⅳ期 ,卵母细胞停止合成卵黄蛋

白 ,肝细胞开始大量合成卵黄蛋白原 ,然后经血液循

环运送至卵巢 ,被卵母细胞吞入后 ,裂解形成卵黄
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蛋白。
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STUDYONTHEBIOCHEMICALCHARACTERANDSYNTHESISPATHWAY

YOLKPROTEININACIPENSERRUTHENUS

HUOTang-Bin, ZHANGYing, SUNDa-JiangandQUQiu-Zhi
(HeilongjiangRiverFisheriesResearchInstitute, ChineseAcademyofFisherySciencesHarbin　150070, China)

Abstract:Yolkistheprimarynutritionmaterialduringthedevelopmentofembryo, ofwhichvitellinisprimaryconstitute

element.InordertoknowthebiochemicalcharactersandsynthesispathwayofyolkproteinfromAcipenserruthenus, the

yolkproteinwasabstracted.ThebiochemicalcharacterandsynthesispathwayofyolkproteinfromAcipenserruthenuswere

studiedbychromatographywithSephadexG-200, polyacrylamidegelelectrophoresis, western-blottingandimmunohisto-

chemistry.Theresultsshowed thatyolk protein wascomposedoflipovitellin, yolk immunoglobulin andPhos-

vitin.Lipovitellinwasakindofglycosyl, phosphorusandlipidproteinanditwassameasfemaleserumspecificprotein

(FSSP).Ithadfemalespecificityanditsantibodyhadgenusandtissuespecificity.ThemolecularweightofLipovitellin

was144kD, whichwascomposedoftwosubunitswithmolecularweightof97.4kDand30kD, respectively, itsisoelectric

pointwas7.50.Phosvitinwasmadeupoftwosubunitswithmolecularweightof47.6kDand16.8kD, respectively, itsmo-

lecularweighwas66kDandisoelectricpointwas8.65.

TherabbitantiserumsofLipovitellinwereprepared, andimmunohistochemistrylocationwasinvestigatedinliver, in-

testine, egg(Ⅱ—Ⅴ periodovary)andbloodsmearsatdifferentage.Theresultsshowedthatlivercellsoffemalesturgeon

atⅣ stageovaryandaboveⅣ stageovarywereimmunostainedwithDAB, whichindicatedthelivercellswerepositiveto

specialantibodyandpositivereactionoccurredmainlyinthecytoplasmoflivercells.Nospecialimmunostainingwasob-

servedeitherinlivercellsofmalesturgeonandfemalesturgeonwhichovarywasduringⅠ —Ⅲ periodorincontrol

group.ThesurfaceofbloodcellsoffemalesturgeonwhichgonadwasatⅣ—Ⅴ stagewaspositivetospecialantibody.In

contrast, thesurfaceofbloodcellsofmaturemalesturgeon, femalesturgeonduringⅠ —Ⅳ periodovaryandnegativecon-

trolwerenegativetospecialantibody.Theintestinecellsofanteriorintestine, midintestineandposteriorintestinebefore

maturinginbothmaleandfemalesturgeonwerealsonegativetospecialantibody.Therewerealotofpositivereactionsub-

stancesinnucleusduringⅡ periodovary.Grandgrowthphase3 primaryoocyteoccupiedthegreaterpartofⅢ stageovary

whichcouldbedividedintononage, metaphaseandanaphasestage.Alotofpositivereactionsubstancesexistedinnucleus

atnonagestageofⅢ stageovary.Whentheovarydevelopedtometaphase, positivereactionsubstancesofnucleusbeganto

decrease, whereas, itappearedincytoplasm.Thecellswereovalandthepositivereactionsubstancesincreasedatanaphase

stage.TherewerenopositivereactionsubstancesatⅣ stageovarybutyolkgranuleappearedpositivereaction.Alotofyolk

granulewhichwerepositiveinoocyteappearedinⅤstageovary.

Inconclusion, thesynthesisstyleofyolkproteinfromAcipenserruthenusLinnaeuswasbelongedtofacultative.Before

Ⅳ stageofovary, theyolkproteinwasmainlysynthesizedbyoocyteoneself, whichwasautosynthesis.Whenovarydevel-

opedtoⅣ stage, oocytesstopedtosynthesizeyolkproteinandlivercellsbegantosynthesizevitellogeninwhichwastrans-

portedtoovarybybloodcirculation.Afterendocytosisbydevelopingoocytes, vitellogeninwasenzymaticallyconvertedinto

eggyolkprotein, whichwasendogenesis.

Keywords:Acipenserruthenus;Yolkprotein;Biochemicalcharacter;Immunohistochemistry;Synthesispathway
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图版 Ⅰ
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图版Ⅱ



1期 霍堂斌等:小体鲟卵黄蛋白生化特性及合成途径的研究 75　　　

图版Ⅰ 　PlateⅠ

1.卵黄蛋白磷脂糖蛋白特殊染色 Native-PAGE,梯度范围 4%— 10%,依次为磷脂糖蛋白染色 , Q:卵粗提液;F2:峰 B蛋白;2.卵黄蛋白磷脂糖

蛋白特殊染色 SDS-PAGE,浓度 12%,依次为磷脂糖蛋白染色 , Q:卵粗提液;F2:峰 B蛋白;3.小体鲟Ⅳ期雌鱼肝细胞卵黄脂磷蛋白的阳性反应

×1000;4.小体鲟Ⅲ期雌鱼肝细胞卵黄脂磷蛋白的阴性反应×1000;5.小体鲟雄鱼肝细胞卵黄脂磷蛋白的阴性反应 ×1000;6.小体鲟Ⅳ期雌

鱼血细胞表面卵黄脂磷蛋白的阳性反应 ×1000;7.小体鲟Ⅲ期雌鱼血细胞表面卵黄脂磷蛋白的阴性反应 ×1000;8.小体鲟雄鱼血细胞表面卵

黄脂磷蛋白的阴性反应 ×1000;9.小体鲟Ⅳ期雌鱼肠道细胞卵黄脂磷蛋白的阴性反应 ×1000;10.小体鲟性成熟雄鱼肠道细胞卵黄脂磷蛋白

的阴性反应 ×1000;箭头所指为卵黄脂磷蛋白阳性反应部位

1.4%— 10%Native-PAGEofspecificstainingonphospholipins-glycoproteinofyolkprotein, phospholipins-vglycoproteinstaining, Q:Originalliquidof

egg, F2:Thesecondofprotein;2.12% SDS-PAGEofspecificstainingonphospholipins-glycoproteinofyolkprotein, phospholipins-glycoproteinstaining,

Q:Originalliquidofegg, F
2
:Thesecondofprotein;3.Positivereactionmultiple1000onlipovitellinoflivercelloffemaleAcipenserruthenusduringⅣ pe-

riod;4.Positivereactionmultiple1000onlipovitellinoflivercelloffemaleAcipenserruthenusduringⅢ period;5.Negativereactionmultiple1000lipovi-

tellinoflivercelloffemaleAcipenserruthenus;6.Positivereactionmultiple1000onlipovitellinofbloodcorpuscleoffemaleAcipenserruthenusduringⅣpe-

riod;7.Negativereactionmultiple1000 onlipovitellinofbloodcorpuscleoffemaleAcipenserruthenusduringⅢperiod;8.Negativereactionmultiple1000

onlipovitellinofbloodcorpuscleofmaleAcipenserruthenus;9.Negativereactionmultiple1000onintestinescelloffemaleAcipenserruthenusduringⅣpe-

riod;10.Negativereactionmultiple1000onintestinescellofmaleAcipenserruthenus;Thearrowshowsthepositivereactionsiteoflipovitellin

图版Ⅱ　PlateⅡ

1.小体鲟Ⅱ期卵巢卵母细胞核内卵黄脂磷蛋白的阳性反应 ×400;2.小体鲟Ⅲ期卵巢卵母细胞早期核内卵黄脂磷蛋白的阳性反应 ×400;3.小

体鲟Ⅲ期卵巢卵母细胞中期核内及核周围卵黄脂磷蛋白的阳性反应 ×100;4.小体鲟Ⅲ期卵巢卵母细胞晚期核内及核周围卵黄脂磷蛋白的阳

性反应 ×1000;5.小体鲟Ⅳ期卵巢卵母细胞晚期核周围卵黄脂磷蛋白的阳性反应 ×400;6.小体鲟Ⅴ期卵巢卵黄颗粒卵黄脂磷蛋白的阳性反

应 ×400;7.小体鲟Ⅳ、Ⅴ期卵巢卵膜卵黄脂磷蛋白的阳性反应 ×400;8.小体鲟Ⅴ期卵巢卵黄颗粒卵黄脂磷蛋白的空白反应 ×400;箭头所指

为卵黄脂磷蛋白阳性反应部位

1.Positivereactionmultiple400onlipovitellininoocytenucleiofAcipenserruthenusduringⅡ periodofintranuclear;2.Positivereactionmultiple400on

lipovitellininnonageoocytenucleiofAcipenserruthenusduringearlyⅢ periodofintranuclear;3.Positivereactionmultiple100onlipovitellininand

aroumdmetaphaseoocytenucleiofAcipenserruthenusduringmiddleⅢ periodofintranuclearandinternuclear;4.Positivereactionmultiple1000onlipovi-

tellininandaroumdadvancedstageoocytenucleiofAcipenserruthenusduringlatterⅢ periodofintranuclearandinternuclear;5.Positivereactionmultiple

400onlipovitellinaroumdadvancedstageoocytenucleiofAcipenserruthenusduringlatterⅣ periodofintranuclearandinternuclear;6.Positivereaction

multiple400 onlipovitellinofvitellusofAcipenserruthenusduringⅤ period;7.Positivereactionmultiple400lipovitellinofovarymembraneofAcipenser

ruthenusduringⅣ＆Ⅴ period;8.Contrastreactionmultiple400lipovitellinofvitellusofAcipenserruthenusduringⅤ period;Thearrowshowsthepositive

reactionsiteonlipovitellin


