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盐析法提取卵黄免疫球蛋白的研究

冷春玲
(辽东学院农业与环境学院生物系，辽宁丹东118003)

摘 要：为了确定盐析法提取特异性卵黄免疫球蛋白的最佳盐浓度，采用SDS—PAGE鉴定IgY

的纯度，用RID测定IgY含量，间接ELISA法检测特异性卵黄抗体的活性。结果表明：用饱和度

50％的硫酸铵盐析一次，再用140 g／L的硫酸钠溶液盐析，可以获得46％的回收率和77％的纯度。

盐析液经超滤膜包超滤后制得的冷冻干燥制品，保持了完整的抗体结构和良好的抗体活性。这一

结果为IgY的进一步分离纯化奠定了基础。
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Improved Method for Purification of IgY from Yolk

by a Two-Step Procedure Using Salt Precipitation
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Abstract：In this manuscript，the optimal salt concentration for IgY purification by two—steps

procedure using salt precipitation was determined．The optimum IgY recovery(46％)and purity

(77％)were achieved by precipitation with 50％saturation ammonium sulfate followed by

precipitating with 14％sodium sulfate．
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卵黄免疫球蛋白(egg yolk immunoglobulin，

IgY)亦称卵黄抗体，是母鸡在卵的发育过程中，由

血清中的IgG有效转移至卵黄而成[1]。与哺乳动

物的IgG相比，IgY具有价廉易得、稳定性较好、可

口服等优点，在疾病的免疫检测和防治方面具有良

好的应用前景[2]。然而IgY还未作为理想产品得

到广泛应用，部分原因在于从卵黄中分离IgY存在

工艺方面的困难。IgY的分离主要包括卵黄中水溶

性组分(Water Soluble Fraction，WSF)的分离和

WSF中特异性IgY的分离两步。近年来的研究表

明，水稀释法是一种简便、高效、经济的方法。该方

法通常是在制备WSF后，用适当的无机盐反复进

行提取，获得较高回收率和纯度的IgY，再经各种色

谱纯化，便可获得电泳级IgY[3]。运用盐析法分离

纯化特异性IgY的过程中，盐浓度对特异性IgY的

回收率和纯度具有很大的影响。作者在现有方法

的基础上，探讨了两步盐析提取IgY的最佳条件，

为进一步大规模分离纯化特异性IgY提供依据。
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1材料与方法

1．1 材料

1．1．1 鸡蛋抗产肠毒素大肠杆菌k88菌毛的特

异性鸡蛋。

1．1．2主要试剂及仪器 弗氏佐剂、兔抗鸡IgG、

兔抗鸡IgG—HRP：购自美国Sigma公司；标准鸡

IgY：购自美国Promega公司；蛋白Marker：购自美

国Amersham公司；超滤膜包(100)：购自德国Sat—

rious公司；0．22“m滤膜(D 50 mm)：购自大连依

利特分析仪器有限公司；其它试剂均为国产分析纯

产品。紫外一可见分光光度计：日本JASCO公司产

品；SUNRISE酶标检测仪：澳大利亚TECAN公司

产品；冷冻干燥仪：El本大川原株式会社产品；低温

冷冻离心机：德国Eppendorf公司产品。

1．2方法

1．2．1 WSF的分离 参照Akita等[3]的方法，用

清水洗净鸡蛋，再用质量分数0．5％新洁尔灭溶液

浸泡20 min，晾干。用卵黄分离器分离卵黄，去除

卵清蛋白和卵黄膜，收集卵黄，加6倍于卵黄体积

的蒸馏水，用0．1 mol／L盐酸调pH值至5．0，搅匀

后4℃放置过夜，4℃10 000 r／min离心25 min，取

上清液，经直径0．45肚m滤膜过滤，收集的滤液即

为WSF。

1．2．2 IgY的提取 在WSF中缓慢加入

(NH。)：SO。至不同饱和度，混匀，待完全溶解后置4

℃过夜。4℃10 000 r／min离心15 min，弃上清

液，用去离子水重新悬浮沉淀至原体积，再加入不

同质量浓度的Na：SO。混匀，置室温过夜。25℃lo

000 r／min离心15 min，弃上清液，用去离子水重新

悬浮沉淀至原体积，即为IgY的提取液。

1．2．3 IgY含量测定 参照Akita等H3的方法，用

pH 7．4的PBS(0．01 mol／L，含0．02％NaN3)配制

质量分数l％琼脂糖凝胶，沸水浴溶化后加入质量

分数3％的兔抗鸡IgG抗血清(抗血清稀释5倍)，

倒人培养皿中，待凝固后打孔，孔径为3 mm。将稀

释一定梯度(0．1、0．2、0．4、0．6、0．8、1．0 g／L)的标

准鸡IgY和稀释适当倍数的待测样品分别加入小

孔中，每孔6“L，置于湿盒内，37℃培养24 h，测沉

淀环直径。重复3次所得平均值，以标准鸡IgY沉

淀环直径对IgY质量浓度的对数作标准曲线，从标

准曲线中查得待测样品的IgY浓度。

1．2．4 IgY回收率及纯度测定 以牛血清白蛋白

为标准蛋白质，用考马斯亮兰法测蛋白质浓度。采

用SDS-PAGE检测蛋白质纯度，非还原条件下为

4．0％～7．5％梯度凝胶，还原条件下为4％～15％

梯度凝胶。利用Lab-Image软件根据SDS-PAGE

电泳图分析推算出盐析产物(沉淀)中IgY的纯度。

D 一待测样品中IgY质量分数“抗体
WSF中IgY质量分数

D 一待测样品中IgY质量分数1抗体
待测样品蛋白质质量分数

1．2．5 IgY活性检测 参照Jin等[5]的方法，将菌

毛蛋白用碳酸盐缓冲液(pH 9．6)稀释成0．3“g／

mL。每孔加100肚L包被96孔酶标板，4℃过夜。

用洗涤液(pH 7．4 PBS，质量分数0．05％tween20)

洗涤酶标板3次，每孔加100“L 1％BSA封闭，37

℃温育2 h后甩干、洗涤3次，加待测样品100肚L

(样品中IgY质量浓度均为1 t-g／mL。同时加入阴

性对照、阳性对照和空白对照，37℃反应2 h；反应

结束，用洗涤液洗酶标板各孑L 3次，再向各孔加兔

抗鸡IgG-HRP 100肚L，37℃反应1 h；洗涤液洗涤

各孔5次，每孔加100肚L TMB底物溶液，室温下显

色20 min，每孔加50肚L 2 mol／L硫酸终止反应，用

酶标仪测A45。／63。。

2结果与讨论

2．1 (NIl4)：s04盐析条件的优化

取经水稀释法粗提的IgY，分别于25％～80％

的不同饱和度的硫酸铵盐析后，经SD孓PAGE电

泳，Lab—Image软件分析推算盐析产物中IgY的纯

度，根据免疫扩散结果分析推断盐析产物中IgY的

回收率。实验结果见表1。

表1 IgY的(NIl4)：so．盐析

Tab．1(NH4)2S04precipitate of IgY

O

45．15

87．9

91．3

92．6

92．8

93．15

由SDS=PAGE电泳结果可见(图1)，随着硫酸

铵饱和度从25％～80％的一系列梯度增加，IgY的

溶解度迅速降低，在低于40％饱和度时，大部分杂

蛋白残留于盐析上清液中。随着硫酸铵饱和度的

不断增加，愈来愈多的杂蛋白由可溶性状态转为沉
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淀析出，从而影响了盐析产品的IgY纯度。当硫酸

铵饱和度达50％时，大部分IgY从可溶性状态转变

为沉淀析出。

1．25％；2．30％；3．40％；4．45％；5．50％；6．60％；

7．70％；8．80％

图1不同饱和度(NH．)2S04提取IgY的SDS-PAGE图

Fig．1 SDS-PAGE(non-reducing)pattern on 7．5％gel

of IgY purified by(NH4)2 S04 precitation of dif-

ferent percentage saturation

实验结果表明，随着硫酸铵溶液饱和度进一步

提高，析出的杂蛋白量不断增加，产品的抗体纯度

反而逐渐下降。盐析分离IgY时，硫酸铵盐析的最

佳饱和度为50％。此时，IgY可获得良好的回收率

为91．7％，纯度也可提高一倍以上。

2．2 Na：S04盐析条件的优化

硫酸铵盐析一次获得的卵黄抗体，用去离子水

溶解，再加入硫酸钠进行二次盐析，进一步去除杂

蛋白，提高抗体的纯度。实验分别取60～180 g／L

一系列硫酸钠质量浓度梯度进行盐析后，经SDS-

PAGE检测。将电泳结果运用Lab—Image软件分

析，推算出盐析产物中IgY的纯度。由SDS-PAGE

电泳结果可见(图2)，随着硫酸钠质量浓度从60～

180 g／L的梯度增加，IgY的析出量逐渐增多。

1．WSF；2．标准鸡IgY；3．60 g／L；4．80 g／L；5．100 g／L；

6．120 g／L；7．140 g／L；8．160 g／L；9．180 g／I，；10．饱和度

50％(NH 4)2S04

图2 二次盐析时不同质量分数NazS0‘纯化IgY的

SDs-PAGE图

Fig．2 SDS-PAGE(non-reducing)pattern on 7．5％gel

of IgY purified by Na2 S04 precitation of differ-

ent percentage concentration

根据免疫扩散结果分析，计算出盐析产物中的

抗体和蛋白质得率(见表2和图3)。硫酸钠质量浓

度低于80 g／L时，大部分蛋白质残留于盐析上清液

中，IgY基本没有析出。随着硫酸钠的不断增加，愈

来愈多的IgY由可溶性状态转为沉淀析出。但当

硫酸钠质量浓度高于140 g／L，析出的杂蛋白量逐

渐增多，纯度有所下降。硫酸钠质量浓度过低时不

能使溶液中的IgY完全沉淀，而过高的硫酸钠会使

愈来愈多的杂蛋白沉淀析出，影响盐析产品的IgY

纯度。综合考虑回收率及纯度，选择140 g／L为硫

酸钠合适的质量浓度。

表2 IgY的Na2S04盐析结果

Tab．2 Na2 S晚precipitate of lgY

1．相对分子质量标样；2．纯化后的lgY冻干粉；3．二次盐析

后超滤；4．二次盐析；5．饱和度50％(NH4)2S04沉淀；6．

WSF；7．标准鸡IgY。每孔道10“g蛋白。

图3分离纯化I“各阶段的SDS-PAGE图(非还原性)

Fig．3 SDS-PAGE(non-reducing J pattern on 7．5％gel

of IgY purified by different phases

2．3 IgY的分离及纯化

非还原条件下，样品中目的蛋白质的相对分子

质量为180 000(图3)；而在还原条件下，目的蛋白

质被分为两条，一条相对分子质量为6 000～7 000

的IgY重链，另一条相对分子质量为2 000～3 000

的IgY轻链，这与相关文献相符[6]。

由电泳结果可见(图4)，经过两步盐析，水溶性

组分中的杂蛋白量明显下降，纯度显著提高，且从

中可以看出冷冻干燥并未使IgY断裂，仍是一个完

整的大分子。

2．4分离纯化过程IgY活性变化

经过硫酸铵和硫酸钠两步盐析后，虽然抗体总

量有所损失，但ELISA检测盐析前后特异性IgY

活性结果表明，提纯后特异性IgY活性有了明显的
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提高。冷冻干燥对IgY活性有一定影响(图5)。

1．饱和度50％(NHt)2SOt沉淀；2．二次盐析；3．二次盐析

后超滤；4．纯化后的IgY冻干粉；5．相对分子质量标样；6．

WSF；7．标准鸡lgY。每孔道10“g蛋白。

图4分离纯化IgY各阶段的SDS-PAGE图(还原性)

Fig．4 SDS-PAGE I reducing)pattern on 15％gel of

IgY purified by different phases

3 结 论

盐析法提取IgY的最佳条件是将粗提的IgY
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Fig．5 Comparision of activity of IgY purified by differ—

ent methods
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酸钠盐析一次，获得的IgY回收率可达46％，纯度

可达77％。这一结果为IgY的进一步分离纯化奠

定了基础。
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