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pH值对牛初乳中胰岛素样生因子一1
(IGF一1)分离纯化的影响

田晓艳

(辽宁石油化工大学石化分院，辽宁抚顺113001)

摘要：通过搅拌式超滤器对牛初乳中的IGF-1超滤粗提，制备IGF-1的粗提物．对超滤条件的研

究发现，在pH值为8．o碱性条件下的IGF-1回收率比在pH值为4．2酸性条件下高．将超滤后的

粗提物分别用SDS-PAGE电泳检测，来验证每步骤的提纯效果．再将浓缩后的IGF-1粗提物用葡

聚糖G-200柱层析进一步分离纯化，得到IGF-1纯品．每一步骤的IGF-1质量浓度利用放射免疫

测定法(RIA)测定．
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Influence of Different pH on the Purification of Insulin—Like

Growth Factor-1(IGF-1)from Bovine Co|ostrums

TIAN Xiao—yan

(Petrochemical Engineering Institute，Liaoning Petrochemical Eng ineering Univercity，Fushun 113001，China)

Abstract：The primitive IGF一1 from colostrums was obtained by ultrafiltration，and a higher yields

could be obtained at pH 8．0 other than pH 4．2．The rude IGF-1 after ultrafiltration was tested

by SDS—PAGE，and the pure IGF—1 was obtained Chromatography with a Sephadex G-200

column．IGF一1 density in each process was assayed through Radio Immunition Assay(RIA)．
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胰岛素样生长因子一1(IGF-1)是一种由70个氨

基酸残基组成的蛋白质，相对分子质量为7 649，等

电点pI约为8．2，其结构与胰岛素原(Proinsulin)相

似，具有类似于胰岛素样的生物合成代谢功能，一

方面提高组织摄取葡萄糖的能力，另一方面抑制肝

糖原的分解并促进肝糖原及肌糖原的合成．IGF-1

又是生长激素的介质，具有促进生长的作用，促进

DNA的合成和表达，促进细胞生长和分裂．值得强

调的是，IGF-1是现在已经发现的仅有的几个能够

刺激DNA和RNA的修复和生长的物质．经研究发
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现，IGF-I可用于多种疾病的治疗，如1，2型糖尿

病，生长激素受体缺乏病，肾功能衰竭，心脏病，周

围神经病变，骨质疏松等．另外，口服IGF一1牛初乳

浓缩液，可以提高运动员的爆发力和耐受力，增强

运动员的体质．近年来，由于胰岛素样生长因子一1

(IGF-1)应用在动物和医学研究的需求量极高，但

目前IGF-1价格昂贵且制备方法繁琐不一．本实验

目的在简化操作流程，从牛初乳中快速抽取此生长

因子，以供进一步研究．另外，也是对从牛初乳中提

取免疫球蛋白等生物大分子活性物质后的剩余乳
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清的回收再利用，进而提高牛初乳的利用价值．

1材料和方法

1．I 牛初乳

由阜新森氏乳业和沈阳市东陵区奶牛养殖户

提供，产仔母牛第1 d到第7 d所产牛初乳．

1．2实验方法

1．2．1 IGF-1粗提物制备 利用搅拌式超滤器对

脱脂牛初乳分别在酸碱条件下进行超滤粗提．

1．2．2 IGF-1纯品制备粗制品用葡聚糖G一200

柱层析，分步收集，最后经超滤膜浓缩和冷冻干燥

即得纯品．

1．2．3 不同组分相对分子质量测定 SDS—PAGE

电泳法．

1．2．4 IGF一1质量浓度及活性测定 放射免疫测

定法(RIA)．

2结果与讨论

2．1不同pH值对IGF-1粗提物提取的影响

pH值对IGF-l粗提物提取的影响见图1．

1．25 2．5 10

浓缩倍数

系列1：pH4．2时超滤液中IGF-1质量浓度(p．g／mL)，系列2 t

pH8．0时超滤液中IGF-1浓度(t*g／mL)

图1初乳乳清1000膜超滤过程中不同pH值不同浓

缩倍数超滤液中IGF-1浓度

Fig．1 IGF．1 concentration in colostrums ultrafiltration

at different concentration fold and pH

从图1可见，在碱性条件下，IGF-1的通透性加

大，IGF-1的质量浓度比在酸性条件下高．这可能是

当pH值>7时，乳清蛋白质获得了净的负电荷，使

分子问的静电斥力增加，蛋白质问的凝聚作用消

失，透过率有较大的增加，Fane和Riml等报道，

BSA等大分子蛋白质在此PH值时，于膜表面形成

通透性较好的沉淀浓缩极化层，相对于pH值<7

时，排斥力减弱，流速和透过率均相应增加． ．

2．2 不同pH值条件下超滤过程中各步骤乳清

电泳

不同pH值条件下超滤过程中各步骤乳清电泳

见图2、图3．

图2 pH4．2时超滤过程中各步骤乳清电泳结果

Fig．2 SDS-PAGE of colostrum dnring ultrafiltration at

pH 4．2

图3 pH值8．0时超滤过程中各步骤乳清电泳结果

Fig．3 SDs-PAGE of eolostrum during ultrafiltration at

pH 8．0

标准蛋白依次为：175 000f 83 000；62 000，47 500；32 500f25 000I

16 500；6 500)

样品分别为30 000上液I 30 000下液；10 000上液，10 000下液；5

000上液}5 000下液，3 000上液；3 000下液；500上液l 500上液

(离心))

(其中：30 000下液f 10 000下液；5 000上液}5 000下液；3 000下

液90℃水浴40 rain，浓缩

从图中可以看出，在碱性pH值8．0条件下得

到的各超滤液电泳条带更清晰，分离效果更理想．

特别是在7 000条带处，进一步分离出另一条电泳

条带，分离层次更好．从图中还可以看出，50 000膜

下液，30 000，5 000膜上液是一致的．说明在50 000

膜这～步骤就达到了分离效果，但50 000超滤液中

还含有大量的IGF-1，为了提高回收率，进一步对

50 000膜下液用5 000膜进行浓缩．另外，300 000

膜，100 000膜上液也是一致的，理论上可以直接用

100 000膜进行超滤，但实际操作过程中，由于

300 000膜上液很粘稠，含有比较大的蛋白质分子，

同时，100 000膜孔小，乳清中蛋白质含量相对高，

超滤速度很慢，也极易发生膜污染现象．从提高生

产率角度来说，先用300 000膜，再用100 000膜，

超滤速度快，膜的使用寿命也相应提高．
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2．3葡聚糖G-200柱层析对IGFol的纯化

分别对图4中的第33洗脱峰到第41洗脱峰，

图5中的第30洗脱峰到第41洗脱峰进行IGF一1的

放射免疫活性检测，得到IGF-1的质量浓度值列表

如下．

表1 Sephadex G-200分离的pH值4．2条件下5 000膜浓

缩液各收集分液管IGF-1质量浓度

Tab．1 IGF-1 consistency of different collection fractions of

Uquid by Sephadex G-200

分液管数 浓度(ng／mL)

4 500

5 200

6 600

8 000

7 200

4 000

1 800

100

5

图4可以看出，IGF-1在酸性条件下超滤得到

的5 KD膜浓缩液经过葡聚糖G-200分离后，分离

不完全．从表I中可以看出，第36分液管的IGF-1

达到最高值，为8 000 ng／mL，处于第一个分离峰

处．

趟
惑
擎

螫
蔹
窭

管数

图4 Sephadex G-200分离的pH值4．2条件下的5

000膜浓缩液层析图

Fig．4 Elution profiles of liquid by Sephadex G-200

由图5可以看出，IGF-1在碱性条件下超滤得

到的5 KD膜浓缩液经过葡聚糖G-200分离后，分

离完全．从表2中可以看出，第36分液管的IGF-1

浓度达到最高值，为9 800 ng／mL，处于第二个分离

峰处．

魁
想
餐
督
茛
罂

管数

图5 Sephadex G-200分离的pH值8．0条件下的

5 000膜浓缩液层析图

Fig．5 Elution profiles of liquid by Sephadex G-200

表2 Sephadex G-200分离的pH值8．0的5 000膜浓缩液

各收集分液管IGF-I浓度

Tab．2 IGF-1 consistency of different collection fractions of

liquid by Sephadex G-200

分液管数 浓度(ng／mL)

3 结 论

脱脂牛初乳在pH值为8．0条件下超滤，经过

300 OOO，100 000，50 000，5 000膜后，收集膜上液，

再利用葡聚糖G-200柱层析纯化可得IGF-1纯品．

在最高峰处可得9 800 ng／mL的IGF-1．

(下转第80页)
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3 结 论

食醋在体外抗氧化体系——DPPH自由基体

系、还原力、酚质量分数、羟自由基和超氧阴离子自

由基体系中的抗氧化性研究表明：食醋(酿造醋)提

取物在这些体系中均具有抗氧化性．食醋DPPH自

由基清除活性、还原力与酚质量分数相关，羟自由
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Sephadex G25分离成4个不同相对分子质量组分，
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选定的抗氧化体系中均具有抗氧化活性．HF4对超

氧阴离子自由基有促进作用，推测其中含有不适用

于该方法检测的化合物，具体原因尚待研究．
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