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鹅血中转铁蛋白质的分离纯化及其性质

冯敏杰!!周惠明!!钱海峰
!江南大学 食品学院"江苏 无锡!#%$"4#

摘!要!以鹅血为原料!利用醋酸纤维膜电泳!分析鹅血中各球蛋白的质量浓度)采用5676/2!
离子交换和89:;<9=>/#$$凝胶层析等方法!对转铁蛋白"?@,-AB9@@C-!?B#进行了分离纯化及其性
质的研究)结果表明!鹅血浆中含有较多的!球蛋白!质量浓度为"%)0.DE$<F!每毫升血浆可纯
化得到")#DE转铁蛋白)鹅血含铁转铁蛋白";’(’/?B#的特征吸收峰为%3$-D!相对分子质量为

33$$$)鹅转铁蛋白对选用的革兰氏阴性菌/大肠杆菌有抑制作用!G9"H能够改变转铁蛋白的结构!
并影响转铁蛋白的抑菌功能)
关键词!鹅血$球蛋白$转铁蛋白
中图分类号!I2#!)! 文献标识码!7
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!!我国的地理位置独特%草地’湿地面积较多%很
适合养鹅)由于鹅的养殖的数量很高%每年产大量
的鹅血%除少部分加工成血粉和血豆腐外%大部分
鹅血都没得到很好的利用)大量的鹅血直接排放到
自然界中%不仅浪费了宝贵的资源%而且造成严重
的环境问题)

鹅血含丰富的蛋白质%有(液体肉)的美誉)近
年来的研究表明%鹅血有增强机体的免疫力’抗
癌*#+等功能),本草纲目-载!(鹅血利五脏%止消
渴))鹅血中含有大量的球蛋白%其中转铁蛋白的研
究引起关注)转铁蛋白是动物血清中一种传递铁的
蛋白质%每个蛋白质分子能可逆地结合!个铁离子
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!G9"H"#!$)作者从鹅血中分离纯化出转铁蛋白%并
对转铁蛋白的性质进行了研究)

B!材料与方法

BCB!实验材料
鹅血&扬州馋神食品公司提供’5676/2!纤维

素&\;,@D,RC,进口分装’醋酸纤维膜&路桥四甲生
化塑料厂生产’丙烯酰胺(甲叉双丙烯酰胺&8CED,
进口分装’蛋白胨&中国医药集团上海生化试剂公
司生产’酵母浸膏&中国医药集团上海生化试剂公
司产品’低相对分子质量标样&上海生物化学研究
所产品’89:;,<9=>/#$$\;,@D,RC,进口分装’氨三
乙酸!*?7"&分析纯%上海金山化工厂产品)

5M2!!"#$%&’#$’(#)*’ 由作者所在学院微生
物实验室提供)
BCD!实验仪器

LN\̂/2!5冷冻离心机&MCT,A;C_’]CY’%FT<
?’S]’+,:,-制造’\Û Q8/#58Y&:9@]C-6(D9@产
品’3!#/分光光度计&上海精密科学仪器有限公司生
产’:M8/"Y精密:M 计&上海雷磁仪器厂产品’透
析带及透析夹&上海华美生物工程公司产品’O&/
##$$紫外分光光度计&北京瑞利分析仪器厂制造’

‘8L/#$$自动部分收集器&上海沪西分析仪器厂生
产’5MF/7 电脑恒流泵&上海沪西分析仪器厂生
产’磁力搅拌器&上海司乐仪器厂制造’M\#!2$&

M\O87产品)
BCE!实验方法

B)E)B!鹅血中球蛋白的成分分析!按文献#"$方
法进行)
B)E)D!鹅血中转铁蛋白的分离与纯化!实验在冯
佑民等#%$方法的基础上%建立了一个分离纯化转铁
蛋白的方法)
新鲜鹅血中加入柠檬酸钠%防止其凝结)鹅血

经离心 !0$$$@)DC-%#$DC-"得到鹅血浆%在%$
DF 鹅血浆中先加入 #$)3 DF$)# D’()F 的
!*M%"!YN"%然后加入#)$3DF$)#D’()F 的

*?7/G9"H!$)!D’()F的G9Y("和 *?7溶液等体

积配制"%使其被G9"H完全饱和%在%a下缓慢搅
拌%;)在用过量的铁饱 和 的 鹅 血 浆 中 加 入
!*M%"!8N%%使其饱和度达到 %$b%然后离心
!#$$$$@)DC-%!$DC-%%a"%弃沉淀)在上清液
中加入!*M%"!8N%%使其饱和度达到02b%然后离
心!#$$$$@)DC-%!$DC-%%a"%弃上清液)沉淀溶于

#)2%DD’()F*,*"%在c!$a条件下存储备用)

所得沉淀先经蒸馏水透析去离子%然后用!$
DD’()F的?@C/MY(缓冲液!:M d3)0"彻底透析
后上5676/2!柱!!)$RDe2$RD"!柱预先用!$
DD’()F的 ?@C/MY(缓冲液平衡")用 *,Y(!$"
$)%D’()F")!$DD’()F:M3)0?@C/MY(梯度洗
脱)分管收集并测定每管在波长!0$-D和%42-D
处的光吸收值)
上述所得分离物经89:;,<9=>/#$$凝胶层析

进一步分离)89:;,<9=>/#$$凝胶层析柱!#)4RD
e0$RD"预先用!$DD’()F?@CA/MYF缓冲液!:M
0)$"平衡)上样量为 ! DF)体积流量为 ")3
DF);%每%2DC-收集一管)
B)E)E!特征吸收峰的测定!配制约2DE)DF的
鹅转铁蛋白溶液%在%$$"4$$-D 波段内进行扫
描%测定转铁蛋白的特征吸收峰)
B)E)F!鹅转铁蛋白纯度的鉴定及相对分子质量测
定!采用反相高压液相!̂\/M\FY"法鉴定鹅转铁
蛋白纯度)将?B配制成#$DE)DF的溶液进样)采
用Y#0柱%流通相为体积分数$)$2b三氟醋酸%柱
温"$a%进样量为!$#F%用体积分数"b"0$b
的乙晴梯度洗脱)
鹅转铁蛋白相对分子质量的测定%采用858/

\7>6电泳)按 XSR]’BB等#4$和‘,@@9TT#3$等方法)
实验用胶的体积分数为#!)2b)
B)E)G!脱铁转铁蛋白的制备!按参考文献#0$的
方法制备)
B)E)H!抑菌实验

#"培养条件!测试的菌在斜面培养基!#$E
*,Y(%#$E酵母浸膏和2E蛋白胨)#$$$DF双蒸
水%!DE)<F的琼脂"上%a保存)从固体斜面培养
基上取菌%接入液体培养基中%在"3a培养#4;%
用作抑菌实验的菌种)
!"分析方法!在每个!2$DF锥形瓶中加入

!2DF培养基!#$E*,Y(%#$E酵母浸膏和2E蛋
白胨)#$$$DF双蒸水"%并加入不同质量浓度 ?B
溶液%$DF%使锥形瓶中 ?B质量浓度分别为$%

$)2%#)$和")$DE)DF)在每个锥形瓶中加2DF
上述培养的菌)菌培养和测定的:M值是3)$)分别
在$%2%!和#!;时%测定锥形瓶中吸光度+的变
化%每个样品均作"次平行实验)7:’/?B!脱铁转
铁蛋白"和;’(’/?B!含铁转铁蛋白"对菌的抑制实验
皆采用上述方法)
B)E)I!,:’/?B和;’(’/?B变性温度的测定!使用
差示扫描量热仪!58Y"测定,:’/?B和;’(’/?B变性
温度)测定温度的范围为"2"#4$a%升温速度为
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#$a!DC-)每次样品用量#$DE"氮气的体积流量
为4$DF!DC-)

D!结果与讨论

DCB!鹅血中球蛋白的分析结果
图#为醋酸纤维薄膜电泳图扫描的结果)对各

种球蛋白质量浓度的分析结果表明"鹅血中!球蛋
白的质量浓度为"%)0.DE!<F"明显高于一般动物
血中!球蛋白的质量浓度#3)0$"#%)$$DE!<F$)

$%白蛋白&%%"#c球蛋白&&%"!c球蛋白&’%!c球蛋白&

(%#c球蛋白)

图B!鹅血浆的醋酸电泳扫描图

J+3CB!K8&%(+3#$."(8.’’#’"/.&8.0&0.(+’<.’.80$"L4"$.M

/+/"(3""/.L’&/<&

DCD!鹅血转铁蛋白的分离纯化及鉴定
鹅血经5676c2!离子交换后的洗脱曲线"有

"个大峰#图!$)"个峰在波长为!0$-D与%42-D
处的光吸收值的比分别为!")42"2%)"0和%0)!4
#见表#$)转铁蛋白的特异比值在!"处’%()峰$的
特异比值也在!""且其洗脱液呈红色"说明峰$对
应的应该就是;’(’/?B)

图D!NGO饱和度!PQF"DKRF的沉淀物的ST>TMGD离

子交换

J+3CD! 94$"<&0"3$&L41 "( L$.8+L+0&0.($"< NGO
!PQF"DKRF"%ST>TMGD

表B!样品分别在DNU%<和FHG%<下的吸收值

;&?CB!RL0+8&’6.%/+01"(L.&V/&0DNU%<&%6FHG%<+%

J+3CD

吸收值
吸 收 峰

$ % &

+!0$ #).%3 ")32$ #).#4

+%42 $)$0!" $)$4. $)$".3

+!0$!+%42 !")42 2%)"0 %0)!4

!!图"是?B经89:;,<9=>/#$$进一步纯化的洗
脱曲线图) 图中只出现单一的洗脱峰"收集!0"
"2管洗脱液"冻干"得到?B冻干粉)

图E!;(的K.L4&6.*=MBUU柱层析

J+3CE!94$"<&0"3$&L41"(;("%K.L4&6.*=MBUU

DCE! 鹅转铁蛋白特征峰的测定
含铁蛋白在%42-D处有特征吸收峰’!()上述

纯化得到的样品经%$$"4$$-D扫描"发现在%3$
-D左右处有特征吸收峰#见图%$"表明所得样品为

;’(’/?B)实验中每毫升血浆纯化得到的 ?B"经冷
冻干燥得到")#DE?B"高于相关的报道’0"#$()

图F!Q"’"M;(的FUU!HUU%<扫描曲线

J+3CF!K8&%8#$-."(4"’"M;(($"<FUU%<0"HUU%<

DCF! 相对分子质量确定及纯度鉴定
预处理的鹅血经5676/2!离子交换和89:;,/

<9=>/#$$层析纯化所得的样品"经858/\7>6电
泳"结果见图2)图中样品为单一带"表明纯化所得
样品纯度很高"经计算 ?B的相对分子质量约为

33$$$)
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图G!;(的电泳图

J+3CG!KSKM7>=T"(;(

!!对纯化所得的?B进行 \̂/M\FY纯度鉴定的
结果见图4)?B的纯度为.0)0"b!表明分离所得
的样品是比较纯的?B)

图H!>L"M;(的Q729图谱

J+3CH!W7MQ72984$"<&0"3$&<"(&L"M;(

DCG!&L"M;(和 4"’"M;(的抑菌性能以及J.EX 的
影响

实验采用,:’/?B和;’(’/?B!种转铁蛋白)考
察了随着,:’/?B和;’(’/?B!种转铁蛋白质量浓度
的增加!其对所选革兰氏阴性菌生长的影响!结果
见图3)从图中可以看出!!种转铁蛋白的质量浓度
在$"$)2DE"DF范围内时!它对菌的抑制不是很
明显#当!种?B质量浓度超过$)2DE"DF时!对
菌的抑制作用明显增加#而当,:’/?B和;’(’/?B的
质量浓度超过#)$DE"DF时!随着!种转铁蛋白
质量浓度的增加对菌的抑制能力增加不明显)
在"3a时!质量浓度为#)$DE"DF的,:’/?B

和;’(’/?B对!"#$%&’#$’(#)*’生长动力的影响见
图0)由图0可以看出!在$"2;时!,:’/?B和

;’(’/?B对菌生长的抑制较明显)菌生长2;后!由
于转铁蛋白的活力降低!对菌的抑制没有开始那么
明显!所以2;后菌的生长速度增加)

图I!>L"M;(和4"’"M;(质量浓度对!"#$%&’#$’(#)*’"
生长的影响

J+3CI!T((.80"(&L"M;(&%64"’"M;(8"%8.%0$&0+"%"%04.

3$"A04"(!"#$%&’#$’(#)*’/0$&+%

图N!在EIY时BCU<3!<2;(对!"#$%&’#$’(#)*’生

长的影响

J+3CN!T((.80"(BCU<3!<2;$&%/(.$$+%";(#"%04.

3$"A04"(!"#$%&’#$’(#)*’/0$&+%/&0EIY

!!在转铁蛋白抑制菌的原理中!有一种假设是转
铁蛋白吸收环境的铁离子!由此来抑制易感染菌的
生长$##%)但是!许多实验结果表明!转铁蛋白的这
种功能不能用此假设来解释)6((CA’-9T的实验结果
表明!转铁蛋白能够直接作用革兰氏阴性菌的细胞
壁!导致脂多糖从细菌壁中释放出来!其作用方式
和65?7相似$#!%)6((CA’-$#!%和 ĈR;,@<?$#"%也研究
了转铁蛋白破坏革兰氏阴性菌细胞壁的能力)实验
中的培养基不含铁!根据 ĈR;,@<?和6((CA’-的实
验结果!可以解释实验鹅转铁蛋白抑制所选用的革
兰氏阴性菌的生长)
转铁蛋白和乳铁蛋白是存在动物体内不同部

位的 转 铁 蛋 白!结 构 相 似!具 有 相 似 的 功 能)
‘9((,DS等$#%%发现乳铁蛋白具有抗菌功能的部位在

*端附近!不同于结合铁的位点)因此!乳铁蛋白被
铁饱和后仍有抑制菌的能力)在实验中!;’(’/?B具
抑菌的功能!也表明了G9"H结合?B的位置不同于

?B抑制菌的部位)
从图3!0看出!,:’/?B和;’(’/?B对所选择的

菌的生长有抑制功能!,:’/?B对菌的抑制能力要高
于;’(’/?B)从实验的结果可以看出!G9"H 影响了

3.!第#期 冯敏杰等!鹅血中转铁蛋白质的分离纯化及其性质

万方数据



?B的抑菌功能)
图.是采用58Y测定,:’/?B和;’(’/?B的变

性温度)
!!图.中7为,:’/?B58Y差示扫描图!可以看
出!,:’/?B在4%)$"#a处有吸热峰!在.%)%#$a处
有放热峰!‘为;’(’/?B58Y差示扫描图!仅在4$)
0$%a处有一个放热峰)‘@S,-G)7-<9@A’-等"#2#

研究了乳铁蛋白的物理性质!发现乳铁蛋白结合铁
后发生了构象的改变)转铁蛋白与乳铁蛋白的结构
相似)7:’/?B和;’(’/?B的变性温度有显著的区
别!可能是由于转铁蛋白结合铁后发生了构象的变
化!这个改变可能也影响转铁蛋白抗菌的能力)

E!结!论

实验结果表明!鹅血中含有较多的)球蛋白!每
毫升血浆可纯化得到")#DE?B)鹅含铁转铁蛋白
$;’(’/?B%的特征吸收峰为%3$-D!相对分子质量
为33$$$)鹅转铁蛋白对选用的革兰氏阴性菌&&&
大肠杆菌有抑制作用)G9"H能够改变转铁蛋白的结
构!并影响转铁蛋白的抑菌功能) 图Z!>L"M;(和4"’"M;(的SK9扫描图

J+3CZ!>!SK98#$-./"(&L"M;(![!SK98#$-./"(4"’"M;(
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