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猪血免疫球蛋白的分离及功能性研究

杨严俊 匡I 国 An n e M
e Ca n n e l

(无锡轻 工大学 ) (哥伦比亚大学 )

摘要 使用食品级 的 多聚磷酸钠 (以下 简称 Sp )絮凝 剂分离猪血桨中的免疫球蛋

白
,

配合随机质心映射优化程序 ( R C O )确定分离最佳 条件
,

并用 E LI S A 初 步浏 定

了粗制 Ig G 的各种功能特性
。
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0 前 言

猪血经离心得到的血浆中有 7 %的蛋 白质通 常都是作为营养强化剂或食品添加剂
,

但

其中约 2% 具有生理活性的免疫球蛋白却没有被重视
。

最近几年
,

国际上对动物血发生了越来越大的兴趣
。

因为血中的 免疫球蛋白
、

转移因子
、

胎球蛋 白
、

粘连纤维蛋 白等 活性物质在被动免疫致癌基 因转化
、

生长 启动等功能方面发挥重

要作用 二̀」。

对免疫球蛋 白作为婴儿或成人食品添加剂作 了深入的研究后
,

发现口 服免疫球蛋

白具有抵抗各种疾病特别是胃肠病的能力
,

并由此而产生 了第二代具有生理 活性的母乳化

奶粉及功能性食品
。

对动物食用免疫球蛋白亦进行了大量研究
,

如给仔猪喂养从血中提取的

免疫球蛋 白
,

结果表 明仔猪增重 较快而且不容 易发生腹泻疾病
,

死亡率 也明显低于对 照

组 〔, 〕
。

许多科学家强调了在婴儿食品中添加免疫球蛋 白的重要性
,

加拿大不列颠哥伦比亚大

学的研究人员做了大量工作 「3 一 5 ]
。

最近美国 S t o l l e M i lk b io l o g i e s I n t e r n a t i o n a l c o m p。 n y 开

始生产功能性奶粉
,

该产品含有抗 24 种威胁人类健康的病毒及细菌和免疫球蛋 白
,

正常服

用可增强人体的抗病能力
。

作者用新型分离剂对分离猪血浆 l g G 作了初步研究
,

以期为生产新一代母乳化奶粉打

下基础
。
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新鲜猪血 采 自上海龙华和无锡肉联厂
; S P A

一

H P R酶联试剂 卫生部上海生物制品

研究所出品
;
大肠杆菌

、

绿脓杆菌
、

金黄色葡萄球菌
、

沙门氏菌 无锡市第三人 民医院提供
。

1
.

2 仪器

岛津 9 0 3电泳定量扫描仪 日本岛津公司
; D G 0 32 2 A酶联免疫吸咐检测仪 南京华东

电管厂
: 115

一

S X
一

4。 扫描电子显微镜
; 日本明石公司 ; D S C 差热扫描分析仪 美国 P E公司

。

2 实验方法
2

.

1 沉淀分离实验 S( P)

2 0 % (w / V ) 和 5
.

1 3m o lNa e l溶液加入 40 9 血浆
,

然后用 0
.

7 m o l / L H C I调整 p H 至指

定值
,

最终再加蒸馏水至 6 0 9 重
,

在指定温度下
,

搅拌 3 0 m i n
,

离心 ( 3 0 0 0 r

/ m i n
,

sm i n )得到清

液
,

即为富集的粗 Ig G 溶液
,

而沉淀则为粗猪血清 白蛋白
。

.2 2 分离 gI G 的定性定量分析

2
.

2
.

1 S D S
一

P A G E 电泳及电泳扫描 实验 在沉淀实验中
,

得到的粗 Ig G 经 S D S
一

P A G E 电

泳
,

得到 Ig G 电泳区带
,

Ig G 轻链 ( L C ) 的分子量仅为 2 万多
,

因而和其他蛋白质区带分离相

当清楚
,

而重链 ( H C ) 由于其分子量在 5
.

5 ~ 7
.

0 万之间不等 ( 不同亚类的 I g G 具有不同的分

子量重链
,

而轻链只有一种分子量 )
,

恰好和血清白蛋白的分子量相当
,

所以
,

很难区分出来
。

因此
,

根据 电泳扫 描后 得到 的轻链 的百分 比来确定其分离 率即 S E % 一 p AI 药 /只
。 恤 , 火

100 %
,

对标准 Ig G 的电泳扫描分析显示
,

其轻链与重链的比值为 1 , 1
.

5
,

从而可 以计算出

粗 Ig G 的纯度为
:

P %
尸A 川 只 2

.

5

P A
又 10 0 %

2
.

2
.

2 D S C 测定 I g G 变性温度 分别对粗制和纯 Ig G 样品进行 D S C 差热分析
,

样品 4 m g

密封在铝制的小盘子里
,

用 D S C 差热扫描分析仪进行温度扫描
,

范围为 20 一 I Oo C
,

增温速

率为 10 C /m in
,

记下变性时出现的峰值温度
。

2
.

2
.

3 酶联免疫吸附实验 ( E LI S A ) S P A
一

H R P 酶联试剂 (金黄色葡萄球菌的 A 蛋白和辣

根过氧化酶酶联标记试剂 )用间接法和竞争夹心法来分别测定 l g G 的免疫活力和 胃蛋白酶

对 Ig G 免疫功能的影响
。

.2 3 粗制 gI G 对细菌生长的抑制作用及絮凝实验

在无菌条件下
,

配制 Ig G 溶液 ( 0
.

o l m o l / L p B S
,

p H 7
.

4 ) 6 m g / m l
,

把 l m l 此 I g G 溶液和

l x l护C F U / ml 菌液浓度溶液混合
,

以 l m l 无菌生理盐水和 l m l 菌液混合作为空白对照
,

并

用电镜观察粗 Ig G 和细菌结合的情况
。

2
.

4 免疫球蛋白营养性评价 (氨基酸组成成分分析 )

用 4 0 0 ~ 8 0 0 倍于样品蛋 白质质量的 6m ol / L H CI
,

1 10 C
,

水解 24 h
,

用氨基酸 自动分析

仪分析
。

3 结果与讨论
3

.

1 分离实验

使用 S p 分离免疫球蛋白 (主要含 Ig G
,

以下 简称粗 l g G )
,

具有安全 无毒
,

低残留盐分
,

不易变性
,

操作简便的优点
。

影响 S p 分离免疫球蛋白的 4 个主要因素为 S p %
、

N a CI %
、

p H
、
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使用了 D r
.

N a k a i 的 R C O 优化程序来优化 表 1 优化程序

分离粗 Ig G
.

当确定了 S p
、

N a C I
、

p H
、

了
’

搜索范 区间 s p (% ) N
a
e l ( % ) p H 了

,

、 e )

围后 ( 见表 1)
,

经过 15 次实验得到了最佳的分 下限 , : :

瓜一

离条件 (见表 2)
,

其最终结果为 S p 一 3
.

7
,

N a CI 上限 6 5 5 2()

= 2
.

5
,

p H = 3
.

6
,

了
’

= 1 3 C时
,

粗 Ig G 的纯度达

5 0
.

6%
.

其免疫活力收率为 46 %
.

表 2 最佳的分离条件

SSS p N
a
C I p H 了

’

R
e s p o n s ccc S p N a C I p H 了

’

R e s p o n s eee

………
9 3

.

5 2
.

9 3
.

9 1 4 4 5
.

222

::: :
.

) {
.

: :
,

: {: ::
.

: ……
10 3

.

6 3
.

3 3
.

9 15 4 1
.

666

]]]]] 1 3
.

6 3
.

3 3
.

9 15 4 1
.

666

111112 3
.

8 2
.

4 3
.

5 13
`

1 6
.

222

111113 3
.

7 2
.

5 3
.

6 13 5 0
.

666

11111 4 3
.

6 2
.

6 3
.

7 1 2 4 8
.

333

11111 5 3
.

5 2
.

7 3
.

8 1
.

2 4 3
.

888

3
.

2 粗 gI G 的功能特性

3
.

2
.

1 不 同个休的猪的粗 Ig G 对 4 种 细 菌的 免疫活 力的比较 用 E LI S A 方法 比较了 5 个

不 同个体的粗 I g G (即图中曲线 1
,

2
,

3
,

4
,

5 )及 自制的具有代表性粗 Ig G (以 20 个 以上猪的

混合血清中提取的 Ig G ) (即图中曲线 6 )
,

大肠杆菌
、

沙门氏菌
、

金葡菌
、

绿脓杆菌等 4 种细菌

的免疫活力
。

见图 1
,

2
,

3
,

.4

50相

nnù0
ǐUnOJ乙10住让.0氏

。军自O

60.50
.

.40盼201000.0.0氏.0.0住.0

o的-00

稀释度
稀释度

图 l 大肠杆菌 图 2 沙门氏菌

由 1一 4 图可知
,

不同个体的 Ig G 对不同的细菌具有不同的免疫活力
,

这取决于其是否

受该细菌感染
。

3
.

2
.

2 温度对 坛G 的 影响 配制粗 I g G 的 P B S 溶液 ( p H 一 7
.

4 )
,

浓度为 3m g / ml 分别置于

7
,

2 7
,

3 7
,

4 7
,

5 7
,

6 7
,

7 7 和 8 7 C恒温水浴中
,

3 o m i n 后
,

用 E L IS A 测定其免疫活力
。

得到图 5
.

由图 5 可知
,

当温度低于 5 7 C 时
,

免疫活力几乎没有变化
,

但从 5 7 C 开始发生变化
,

至

7 7 C 基本丧失活性
。

另外
,

免疫球蛋 白的 D S C 图谱显示
,

纯 I g G 的变性温度仅为 50 C左右
,

而粗 I只G 的变
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图 3 金葡菌 图 4 绿脓杆菌

性温度达 sl C左右
,

纯蛋白的耐热性反而较低
,

这说明如要得到耐热性高的免疫球蛋白
,

应

保持一定的杂质
,

这样有利于其应用
。

3
.

2
.

3 p H 对 Ig G 的影 响 用柠檬酸缓 冲液配制不同 p H 梯度的粗 坛G 溶液 ( p H 一 6
.

28
,

5
.

4 5
,

4
.

5 2
,

3
.

9 0
,

3
.

6 5
,

2
.

6 0
,

2
.

0 2
,

1
.

1 5 )
,

浓度为 3 m g / m l
,

3 h 后用 E L IS A 方法测定 4 种菌

的免疫活力
。

得到图 .6

nUOQ`O

彦
,̀,d

.

J.1.., ...胜Jl

八Unō ùb月,睿
。

.

0
.

2 0

0
.

00
10 2 0 3 0 4 0 5 0 60 7 0 8 0

( ℃ )

图 5 不同温度下的免疫活力 图 6 不同 p H 下的免疫活力

l 绿浓杆菌 2 大肠杆菌 3 金葡菌 4 沙门氏菌 l 金 葡菌 2 大肠杆菌 3
,

4 沙门氏菌和绿浓杆菌

从图 6 可看出
,

当 p H 在 6
.

28 一 3
.

65 时
,

免疫活力基本没有变化
,

当 p H 低于 3
.

6 5 时

开始下降
,

至 1
.

15 基本没有活力
,

但是在 p H ~ 2
.

6一 2
.

02 时
,

仍保持约 1邝一 1 4/ 的活力
。

3
.

2
.

4 胃蛋 白酶 对 I g G 的影响 (模 拟人体 表 3 剩余免疫活力

消 化 系统 ) 配 制 I g G 的 醋 酸 缓 冲 溶 液 检 菌 种 类

( p H 4
.

0)
,

浓度为 10 m g / m l
,

胃蛋 白酶以 5 ,

1
,

5 : 4 的比例混合
,

处理 3 h 后
,

测定其剩余

免疫活力
,

见表 3
.

经高浓度 胃蛋 白酶处理
,

免疫球蛋白大

O D
; 5。 大肠杆菌 沙门氏菌 金葡菌 绿脓杆菌

申 自 0
.

0 0 0
.

0 0 0
.

0 0 0
.

0 0

消化样品

对照样品 2 4 1
.

3 6 1
.

2 4 1
.

0 4

部 分被断裂成 F ( a b)
:

片段及 F c
的碎片 (一些 小肤 )

,

裂解后的 F ( ab )
:

仍然可以和细菌结

合
,

但因失去 F C 片段后
,

不能跟 S P A
一

H R P 酶联试剂 反应
,

所以
,

普通 E LI S A 方法证实
,

基

本没有完整的 Ig G
.

但运用竞争性 lE
一

IS A 方法
,

证明其 F (a b)
2

片段仍然具有结合细菌的能

力
,

虽然其活力降低
,

而经低浓度的 胃蛋 白酶 处理
,

仍然有相当多的 Ig G 没有断裂
,

因此仍
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性温度达 sl C左右
,

纯蛋白的耐热性反而较低
,

这说明如要得到耐热性高的免疫球蛋白
,

应

保持一定的杂质
,

这样有利于其应用
。

3
.

2
.

3 p H 对 Ig G 的影 响 用柠檬酸缓 冲液配制不同 p H 梯度的粗 坛G 溶液 ( p H 一 6
.

28
,

5
.

4 5
,

4
.
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,

3
.
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,

3
.
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2
.
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,

2
.

0 2
,

1
.

1 5 )
,

浓度为 3 m g / m l
,

3 h 后用 E L IS A 方法测定 4 种菌

的免疫活力
。

得到图 .6
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图 5 不同温度下的免疫活力 图 6 不同 p H 下的免疫活力

l 绿浓杆菌 2 大肠杆菌 3 金葡菌 4 沙门氏菌 l 金 葡菌 2 大肠杆菌 3
,

4 沙门氏菌和绿浓杆菌

从图 6 可看出
,

当 p H 在 6
.

28 一 3
.

65 时
,

免疫活力基本没有变化
,

当 p H 低于 3
.

6 5 时

开始下降
,

至 1
.

15 基本没有活力
,

但是在 p H ~ 2
.

6一 2
.

02 时
,

仍保持约 1邝一 1 4/ 的活力
。

3
.

2
.

4 胃蛋 白酶 对 I g G 的影响 (模 拟人体 表 3 剩余免疫活力

消 化 系统 ) 配 制 I g G 的 醋 酸 缓 冲 溶 液 检 菌 种 类

( p H 4
.

0)
,

浓度为 10 m g / m l
,

胃蛋 白酶以 5 ,

1
,

5 : 4 的比例混合
,

处理 3 h 后
,

测定其剩余

免疫活力
,

见表 3
.

经高浓度 胃蛋 白酶处理
,

免疫球蛋白大

O D
; 5。 大肠杆菌 沙门氏菌 金葡菌 绿脓杆菌

申 自 0
.

0 0 0
.

0 0 0
.

0 0 0
.

0 0

消化样品

对照样品 2 4 1
.

3 6 1
.

2 4 1
.

0 4

部 分被断裂成 F ( a b)
:

片段及 F c
的碎片 (一些 小肤 )

,

裂解后的 F ( ab )
:

仍然可以和细菌结

合
,

但因失去 F C 片段后
,

不能跟 S P A
一

H R P 酶联试剂 反应
,

所以
,

普通 E LI S A 方法证实
,

基

本没有完整的 Ig G
.

但运用竞争性 lE
一

IS A 方法
,

证明其 F (a b)
2

片段仍然具有结合细菌的能

力
,

虽然其活力降低
,

而经低浓度的 胃蛋 白酶 处理
,

仍然有相当多的 Ig G 没有断裂
,

因此仍
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表 4 氨基酸组成成分

猪血浆

03 3

猪 I gG 牛血浆

10
.

0

6
.

4

6
.

4

3 1
.

4

5
.

3

3
.

8

4
.

6

6
.

0

1
.

2

牛 I gG 猪血浆 猪 19 (二 牛血浆 牛 I gG

A S P

T H R

S E R

G I U

PR ( )

G I Y

A I A

V A I

ME T

8
.

5 8
.

8 1I E

I E U

T R Y

H E P

H I S

I YS

A R G

CYS

1
.

4 4

2
.

6 2

0
.

9

3
.

4 2

0
.

9 3

2
.

4 1

1
.

8 1

0
.

7

2
.

8 2
.

8

5
.

09 8
.

3

3
.

2

8
.

1

5
.

9

5
.

3

3
.

0

6
.

4

6
.

0

N l )

9
.

0 7
.

5

9
.

0 5
.

0 3
.

7

2 1
.

15
.

0 3
.

7

7
.

0 3
.

3 6
.

3

川川 6 1

4
.

8 4
.

8 9
.

6 1
.

5

4
.

4 4
.

0 〔〕
.

8

乙言

na几 j八 j,1八aOJ
J江
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,

说明两者种 属差异不是很大
。

4 结 语
l) 本产品免疫球蛋 白可作为婴儿奶粉或饲料的免疫活性增强剂

。

因此
,

可以预计
,

免

疫球蛋 白产品的市场前景 良好
。

而且
,

其属于高附加值产品
。

使用本法 比传统的方法具有安

全无毒
,

价格低廉
,

操作方便的优点
,

因此会有较好的经济效益
。

2) 在免疫球蛋白的生产工艺中
,

由于国内超滤技术还不过关
,

因此
,

对于免疫球蛋白

的工业化生产还是一个难题
。

因此
,

如能顺利解决超滤技术
,

将大大促进免疫球蛋白的工业

化生产
。

3) 在今后的工作中
,

将尝试从其它不同原料中提取免疫球蛋白
,

以便找到成本低
、

质

量好
、

操作方便的其他免疫球蛋白
,

作为食品免疫增强剂
,

开发新一代的母乳化奶粉
。
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