
第25卷第2期

2006年3月

食品与生物技术学报
Journal of Food Science'and Biotechnology

Vol。25 No。2

Mar． 2006

文章编号：1673-1689f2006)02-0042—06

纤维素金属螯合亲和膜用于蛋清中
功能性蛋白质的分离纯化
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摘要：以纤维索滤纸为栽体，通过环氧氯丙烷交联活化、亚氨基=乙酸偶联、金属离子螯合制备

得到亲和膜。应用该膜进行的蛋清蛋白纯化试验结果表明，Cu2+亲和膜具有较好的吸附性能和纯

化效果，只需采用两步洗脱的方式即可得到具有明显纯化效果的蛋清转铁蛋白和溶茵酶。
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Study on the Purification of Functional Proteins from Egg White by

Cellulose Metal_Chelated Affinity Membrane

ZHANG Ya—hui，YANG Yan-jun

(School of Food Science and Technology-Southern Yangtze University，Wuxi 214036．China)

Abstract：Affinity membrane was successfully prepared with cellulose analysis filter paper as

supportI epichlorohyd“n(EPI)as crosslinking and activation agent，iminodiacetie acid(IDA)as

ligand．Then preparation of Ni”、Zn2+、Cu2+metal—chelated ligand was carried out，

respectively．The experimental results showed that the absorption and purification effect of Cu2+

affinity membrane were better than those of Ni2+and Zn”affinity membranes。The

ovotransferrin and lysozyme were purified as salience with two step elution．The affinity

membrane supplied a technique for industrilized membrane separation in the future．

Key words：aftinity membrane；cellulose ovotransferrin(0Tf)；iysozyme(Lys)

固定化金属螯合亲和色谱‘IMAc)具有螯合介

质制备简单方便、吸附容量大、选择性及通用性较

好、易于再生等优点，是由Porath于t975年引

人口]，其基本原理是在不同条件下配位键的形成和

解离。由于蛋白质表面的组氨酸、色氨酸、半胱氨

酸这一类电子供体可与过渡金属离子形成配位复

合物．因而连接上过渡态金属离子的载体可以选择

性地吸附含咪唑基或巯基的肽或蛋白质，面亲和力

的大小主要取决于蛋白质分子表面咪唑基、巯基的
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稠密程度。此外，不同金属离子对亲合力大小也有

一定的影响。在分别螯合有Cu”、Zn”、Ni”、

Fe”、Fg+的IDA型亲和柱中，Cu”一IDA对蛋白质

或氨基酸的亲和力最强。基于该原理，若将金属离

子固定于层析介质上，则能制成金属螯合亲和吸附

剂，可用于纯化蛋白质等生物大分子物质[2_3]。

传统亲和介质多为凝胶，但由于凝胶颗粒易压

缩变形，蛋白质在颗粒间扩散传质慢，分离操作只

能在低流速下进行，这些缺陷限制了其在实际应用
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中的规模和工作效率。用微孔的膜作支撑是80年

代提出的，人们结合亲和色谱特异性高和膜技术分

离快、处理量大的优点，研制成功了亲和膜，使得大

体积、低含量的生物工程产品的大规模分离纯化成

为可能“J。

目前，用于生化分离的膜色谱介质多数是将一

般的过滤膜进行化学改性，连接所需功能团进行分

离。而商品膜受孔径大小、可活化基团数量、膜强

度的限制，使制备不易根据需要进行控制，从而限

制了在分离中的应用。而以纤维素滤纸为材料制

备固定化金属亲和膜用于Cu／Zn—SOD的分离、人

血清白蛋白除杂及其他生化制剂的纯化等，都取得

良好的效果H。]。

蛋清转铁蛋白(OTf)和蛋清溶菌酶(Lys)是蛋

清中两种重要的功能性蛋白质，溶菌酶在食品、医

药等领域的应用较多，而对于蛋清转铁蛋白的认识

虽不如溶菌酶多，但其能够提高铁的转运和吸

收o“3等生物功能性使其具有特有的研发潜力及应

用前景。

以纤维素分析滤纸为材料制备亲和膜的方法，

本实验室已进行过研究和报道口⋯，本文将此方法制

成的亲和膜应用于蛋清转铁蛋白和溶菌酶的分离

提取，并对分离提取的工艺条件进行了初步的研

究。

1材料与方法

1．1试验材料与仪器

纤维素分析滤纸：杭州新华造纸厂产品；环氧

氯丙烷(EPI)、亚氨基二乙酸(IDA)、三羟甲基氨基

甲烷(Tris)、牛血清白蛋白(BsA)：上海试荆公司产

品；溶菌酶(Lys)：华美生物工程公司；乳铁蛋白

(LD：Morinaga Milk Industry Co．Ltd产品；蛋清

转铁蛋白(OTf)：Sigma Chemical Co．产品；乙二氨

四乙酸二钠(EDTA)、CuSO。·5H20等，均为国

产分析纯试剂；752紫外光栅分光光度计，DYY—III

电泳仪，DSHZ-300多用途水浴恒温振荡器，TDL

一40B离心机等。

1．2实验方法

1．2．1蛋白质质量浓度测定紫外吸收法[1“。

1．2．2 Me(金属离子)亲和膜的制备将纤维素分

析滤纸放入4 mol／L NaOH中，经碱溶胀45 min

后，再加入5 mL EPI、5 mL DMSO，放人70℃水浴

中反应45 min，将活化后的膜用大量去离子水冲洗

至无残余的EPI称取4．5 g IDA，用30mL 1．5

mol／L Na。C嘎溶解，放人30张活化好的膜，于

60℃反应15～1 6 h，再将偶联好配基的膜用去离子

水洗至中性；取4份分别浸入到浓度为0．05 mol／L

的CuSOI、Fe：(sO。)。、ZnS04、NiS04溶液中，2 h后

取出，并用去离子水洗至无残余的金属离子，即得4

种金属离子螯合的纤维素亲和膜，待用口⋯。

1．2．3蛋清转铁蛋白和溶茵酶的分离纯化新鲜

鸡蛋，将蛋清分离出，去离子水稀释，于lO℃条件

下搅拌30 min，再将稀释并搅拌后的蛋清液4 000

r／min离心10 min，取上清液作为料液A；将螯合有

金属离子的亲和膜放入一定体积料液A中，于4℃

条件下静态吸附10 h，再用去离子水冲去黏附在金

属离子亲和膜上多余的料液A及杂质；依次用不同

pH条件的0．05 mol／L Tris—HCI／0．5 mol／L NaCl

进行洗脱，最后用0．01 mol／L的咪唑进行洗脱““。

1．2．4 SDS-PAGE凝胶电泳采用15 g／dL分离

胶，见参考文献[11]。

1．2．5凝胶色谱(GPC)测定蛋白质相对分子质量

分布色谱条件如下；色谱柱：Shodex PROTEIN

KW一802．5；Detector：Shodex UV(280 rim)；Elu—

ent．50 mmol／L Sodium phosphate buffer+0．3

mmol／L NaCl(pH 7．0)；体积流量：1_0 mL／min；

Column temp：Ambient．

2结果与讨论

2．1 Me亲和膜的制备

纤维素不仅是一种优良的膜材料，还是良好的

亲和载体，因此成为亲和膜介质的首选基质材料。

按照方法1．2．2所得纤维素膜和原滤纸的扫描电

镜图分别为图1，2所示。从图中可以看出，滤纸中

有大量的自由纤维，结构散乱，而碱处理可以除去

纤维中的不均匀的短链部分，只剩下均匀粗大的纤

维，再经过交联活化后，纤维被共价键限制在固定

的位置上，大大强化了其松散的网状结构，且膜的

孔径在10～50 gm之间，因此能够满足快速传质的

要求。

图1活化反应后的纤维素分析滤纸

Fig．1 Cellulose analysis filter paper after activation
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图2纤维素分析滤纸

Fig．2 Cellulose analysjs filter paper

2．2分离条件的确定

2．2．1蛋清稀释倍数的选择蛋清中的蛋白质分

子之间存在着静电作用，对其进行合理的稀释不仅

可以削弱分子之间的静电作用，便于蛋清转铁蛋白

和溶菌酶的分离纯化，还可以提高原材料的利

用率。

看o 80

曹0．60

谴0．40
面
哪0．20

0．00

0 l 2 3 4 5 6 7 8 9

蛋清稀释倍数

圈3蛋清稀释倍数对亲和膜吸附效果的影响

Fig．3 Effect of different elute time Oil the protein 8d—

sorpflon by afftuny membrane

从图3中可以看出，随着蛋清稀释倍数的增

加，亲和膜吸附力，先升高后降低，3倍稀释后的蛋

清料液吸附效果最好。蛋清经过稀释和搅拌后，蛋

清体系已经变稀薄，蛋白质分布较均匀．蛋白质之

间的静电作用减弱，比较容易吸附。但随着稀释倍

数的进一步增加，蛋白质浓度进一步降低，膜表面

的亲和基团与蛋清稀释液中蛋白质的接触机会减

少，使得亲和膜吸附到的蛋白质减少，蛋白质收率

也降低o“。

2．2．2金属离子的选择 Fe”作为螯合金属离

子，比Z一+、Ni”、Cu2+3种金属离子不稳定，较容

易随着洗脱液被洗下来，所以在此试验中只考察

Zn”、Np、Cu”3种金属离子亲和膜对蛋清转铁

蛋白和溶菌酶的分离效果[1”。

由于试验条件所限，且乳铁蛋白(相对分子质

量为约76 000)和蛋清转铁蛋白(相对分子质量约

为79 000)周属于转铁蛋白、相对分子质量相近，所

以试验采用乳铁蛋白为标准转铁蛋白质进行对照，

并增加牛血清白蛋白(相对分子质量约为67 000)

和溶菌酶(相对分子质量约为14 300)2种蛋白质标

样对纯化试验结果进行对比。蛋清料液经吸附、洗

脱、浓缩后的样品，再进行sDs～PAGE凝胶电泳

结果如图4所示。

1．Lf标样(Mr 76 ooo)，2tBSA标样(Mr 67 000)l 3，Lys标

样(Mr 1 4 000)f 4，Zn抖一pH 8．2洗脱I 5．Cu2t—pH 8．2洗

脱；6 Ni2。pH 8．2洗脱}7 zn”一pH 4．0洗脱}8．Cu”一pH

4 0洗脱；9．Ni。+一pH 4．0洗脱

圜4不同Me亲和膜对蛋清转铁蛋白和溶茁酶纯化

效果的SDS-PAGE圈

Fig．4 SDS—PAGE of purified ovotransferrin and Lyso-

zyme by different Me affinity membrane

由图4中可以看出，相同的实验条件下，用pH

8．2洗脱液进行蛋白质洗脱时，z一+离子亲和膜上

的蛋白质洗脱下来最多，其次是Np亲和膜，Cu2+

亲和膜最少；当用pH 4．0洗脱液进行洗脱时，Zn2+

和Ni”离子亲和膜上的蛋白质洗脱下来的很少，

Cu“亲和膜还有相当数量的蛋白质被洗脱下来。

这说明，Cu2与蛋白质形成的络合物比其他两种金

属离子都稳定。

由电泳结果上还可以看出，对于Cu”亲和膜上

的吸附蛋白质，通过两步洗脱后，pH 4．0的蛋白质

洗脱液中。蛋清溶菌酶和转铁蛋白的含量均有所提

高，具有明显的纯化效果。

2．2。3洗脱方式的选择将吸附有蛋清蛋白的亲

和膜分别用以下两种方式进行洗脱：方式一，依次

用pH 8．2和pH 4．0的0．05mol／LTris-HCl／o．5

mol／L NaCI缓冲液洗脱；方式二，采用pH梯度进

行洗脱，即采用pH 8．2，7．0，6．0、5．0，4．0的0．05

mol／L Tris—HCI／O．5 mol／L NaCl缓冲液依次进行

洗脱，通过sD孓PAGE凝胶电泳对比纯化结果，如

图5．6所示。

图5中，pH 8．2洗脱、pH 4．0洗脱分别进行两

次上样，只是上样量不同。可以看出，pH 8．2洗脱

时，蛋清白蛋白(相对分子质量约为45 000)及其他

杂蛋白明显洗脱下来很多，再用pH 4．0洗脱时．基

本上是蛋清转铁蛋白和溶菌酶被洗脱下来，蛋清白

蛋白较少，有些相对分子质量介于转铁蛋白和白蛋

白之间的蛋白质也被洗脱下来，理论估计是蛋清抑
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制物，它的相对分子质量约为49 000。

1 LI标样(Mr 75 000)；2．BSA标样(Mr 57 000)；3．Lys标{羊

(Mrl4 000)，4、6为pH 8．2洗脱；5、7为pH 4 0洗脱

图5 pH 8．2和pH 4．0 Tris-HCI蛋白质洗脱液的

SDS-PAGE图

Fig,5 SDS-PAGE of protein elution by Trb—Hcl buff-

el"at pH 8．2 and pH 4．0

图6是采用pH梯度进行洗脱后所得的电泳图

谱，在pH 8．2时，是相对分子质量约为45 000的蛋

清白蛋白被洗脱下来的多}pH 7．0时，除溶菌酶之

外，只有少量其他蛋白质被洗脱下来；当pH 6．0

时，偏酸条件下，又有部分蛋清转铁蛋白和蛋清白

蛋白洗脱下来；当pH 5．0和4．0洗脱时，只有与这

种Cu2+亲和膜结合较强的蛋清转铁蛋白和溶菌酶

被洗脱下来，溶菌酶含量仍较高。

I．Lf标样(Mr 76 000)I 2．BSA标样(Mr 67 000)}3．Lys标样

(Mrl4 000)14．pH 8．2洗脱l 3．pH 7．0洗脱I 6．pH 6．0洗

脱{7．pH 5．0洗脱18．pH 4．0洗脱

图6不同pH Tr醅HCI蛋白质洗脱液电泳图

Fig．6 SDS-PAGE of protein elution by Tris--HCI buff-

er with different pH

对比图5和图6可以看出，不论是采用两种

pH条件洗脱还是采用pH梯度洗脱，杂蛋白和吸

附力不强的蛋白质均可以在pH 8．2条件下被洗脱

下来，pH 7．0、pH 6．0时洗脱下来的蛋白质很少，

我们所需的蛋清溶菌酶和转铁蛋白，均在pH 4．0

时能够很好地被洗脱下来。而且这种Cu2+亲和膜

对蛋清溶苗酶比对其他蛋白质具有更好的纯化效

果，其次是蛋清转铁蛋白，需要在较低的pH条件下

才能被洗脱下来。

为了实际操作的简洁性和经济性，可以采用两

步pH洗脱条件，即第一种洗脱方式就将我们的目

标蛋白蛋清溶菌酶和转铁蛋白进行纯化。至于如

何再将pH4．0洗脱液中的蛋清溶菌酶和转铁蛋白

作进一步的分离纯化，因为这两种蛋白质相对分子

质量分别为79 000和14 300，相差很大，所以可以

采用膜分离的手段将二者进行分离[1“，这方面有待

进一步的研究。

2．2．4蛋白质洗脱液的凝胶色谱分析为了进一

步验证这种Cu2+亲和膜对蛋清转铁蛋白和溶菌酶

具有较为显著的纯化效果，接下来将实验得到的

pH 8．2、pH 4．0两种蛋白质洗脱液进行了

KW802．5凝胶层析。图7是KW802．5凝胶柱分

离标准蛋白质相对分子质量与时间关系图，从图中

可以看出，采用KWS02．5凝胶柱分离蛋白质，相对

分子质量越大出峰所需时间越短。

8 10 12

时间／rain

1．Thyroglobuiln(MrI 669 000){2．Aldolase(Mrll58 000)l

3 BSA(Mr：67 000)；4 0valbumin(Mr：43 000)；

5．Peroxidase(Mr z40 200)l 6．Adenylate Kinase(Mt：32 000)l

7．Mvoglobin(Mr：17 000){8 Ribonuclease A(Mr：13 700)；

9．Aprotinin(Mr；6 500)I 10．Vitamin B12(Mr：1 350)

围7 KW-802．5分离蛋白质标准曲线图

F喀7 KW。802．5一GPC of shodex protein

本实验先采用商品化蛋清转铁蛋白(OTf)和蛋

清溶菌酶(Lys)配制蛋白质标样液，进行KW802．5

凝胶柱分离，所得图谱如图8所示。
N

30 r 2

26

名22
宙18
衄14

10

6
o 2 4

6时间盘in
10 12 14

图8 OTf—Lys标样

Fig．8 KW-802．5一GPC ofOTf and Lys

OTf相对分子质量约为79 000，大于3号标准

蛋白质牛血清白蛋白BSA(相对分子质量为67
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000)，所以由图5推测出峰时间相应也比BSA时间

短，应在6～7 rain之间。而Lys是属于小分子蛋白

质，分子量只有14 000，应该同8号标准蛋白质Ri—

bonuclease A(相对分子质量为13 700)出峰时间近

似，应在9 rain左右出峰。

从图8中可以看出，第一个峰出峰时间为

6．270 min，应为标准OTf，第二个峰出峰时间为

9．122 rain，为标准Lys，此结果与预测接近。同样，

再分别以pH 8．2和pH 4．0蛋白质洗脱液进样，所

得图谱分别为图9、图10。

33。5

>25

i 2，0，

150

0
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圄9 pH 8．2洗脱液

Fig．9 KW-802．5一GPC of protein elution at pH 8．2

图10 pH 4．0洗脱液

Fig．10 KW-802．5一GPC of protein elution at pH 4-0

由电泳图5可知，因pH 8．z时洗脱下来的蛋

白质中，蛋清白蛋白最多，其次是蛋清溶菌酶和转

铁蛋白，所以在图9中，第一个峰出来的时间为

6．828 min，应为蛋清白蛋白和蛋清转铁蛋白的混合

物．因为白蛋白的含量高，所以蛋白质平均相对分

子质量变小，使得出峰时间长于蛋清转铁蛋白出峰

时同；
’

参考文献：

第二个出峰时间为9．080 min，与理论中溶菌酶的

时间很接近，应为蛋清溶菌酶。

同理，从图10可以看出，用pH 4．0蛋白质洗

脱液进样时，第一个出峰时间为6．472 min，比图9

中第一个出峰时闯6．828 min有所缩短，参考电泳

图5可知，这是因为蛋清转铁蛋白被纯化的结果，

使得蛋白质平均相对分子质量增大，整个蛋白质出

峰时间提前，但还是长于纯品蛋清铁蛋白。同时从

峰形上可以看出，蛋清溶菌酶的含量明显有所提

高，这说明在pH 4．0的蛋白质洗脱液中主要含有

蛋清转铁蛋白和蛋清溶菌酶这两种蛋白质，这与电

泳结果相一致，证实了这种自制的Cu2+亲和膜对蛋

清溶菌酶和转铁蛋白有明显的纯化效果，具有一定

的研究价值。

由上面的分析可以看出，对于pH 4．0的蛋白

质洗脱液，若选用适合的膜分离条件，可对蛋清溶

菌酶和蛋清转铁蛋白作进一步分离纯化，这一问题

有待继续研究。

2．3金属离子泄漏问题的研究

为了保证试验条件的稳定和避免金属离子的

泄漏，参考文献[4]的方法，即在蛋白质进行吸附之

前，先将制备好的金属离子亲和膜用pH 4．0 0．05

mol／L Tris-HCI／0．5 mol／L NaCI洗去未结合或结

合不牢的金属离子，取得了较好的效果。据文献报

道[15]，经过两次自制的TED型螯合膜介质对经

IDA—NP+纯化的HAs溶液中的镍离子的去除，可

以使纯化蛋白中的镍离子达到使用标准。

3结论

实验结果表明，采用纤维素分析滤纸制备大孔

亲和膜，不仅可以达到分离纯化生物样品的目的，

而且成本低廉、易于推广应用。此方法制备的Cu”

亲和膜对蛋清蛋白中的蛋清转铁蛋白、和溶菌酶具

有较好的分离纯化效果。有利于提高鸡蛋的综合利

用率，具有一定的研究价值。
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试验确立的最佳真空微波加热条件是预脱水鱼片 h)，微波功率设定为高火档(686_--t-3．5)W，在真空度

水分质量分数控制在(15．3±1)％(热风干燥3．5 0．095 MPa下加热12 s后，间歇摇匀后再加热10 S。
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