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·技术与方法·

提纯鸡卵黄免疫球蛋白 ＩｇＹ方法的研究

谢国文，张永宏，许春杏，杨　杰，张维森，张　健
（贵阳医学院附院 消化科，贵州 贵阳　５５０００４）

［摘　要］目的：优化抗幽门螺杆菌蛋黄免疫球蛋白ＩｇＹ提取方法。方法：比较硫酸铵盐和饱和硫酸铵２种方
法对卵黄除脂效果的影响，并采用ＳＤＳＰＡＧＥ对提取产物进行鉴定。结果：ｐＨ５１水稀释法加盐析法（两步硫酸
铵法）除脂效果相对较好，获得ＩｇＹ纯度及得率均较高。结论：水溶稀释法加盐析法（两步硫酸铵法）制备 ｌｇＹ
具有纯度高、得率高、特异性强及利用小体积样品获得大量纯化蛋白的优点。
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　　近年来，将含有特异性ＩｇＹ的免疫鸡蛋口服用
于防治轮状病毒腹泻、脊髓灰质炎、甲型肝炎和其

它肠道感染性疾病并取得满意效果［１］，亦有口服

特异性ＩｇＹ鸡蛋产品替代抗生素成功治疗胃肠道
疾病的报道［２］。鸡卵黄抗体（Ｉｍｍｕｎｏｇｌｏｂｕｌｉｎｏｆ
ｅｇｇｙｏｌｋ，ＩｇＹ）是由母鸡血液中 ＩｇＧ转移至其卵黄
中对子代产生保护性作用的免疫球蛋白［３］。免疫

鸡蛋黄中含有大量来源于血清的 ＩｇＧ抗体（即
ＩｇＹ），浓度远高于血清，维持时间长达２８周，具有
高度稳定性和生物学活性，这使鸡卵黄抗体ＩｇＹ口
服防病治病成为可能，目前国内外已有较多关于怎

样从鸡蛋黄中提取 ＩｇＹ的报道［４，５］，但存在诸如实

验步骤繁琐不易操作、ＩｇＹ提取的纯度与得率均较
低等缺点。本实验意在寻求一种相对简单、实用、

纯度与得率均较高的提取鸡卵黄免疫球蛋白 ＩｇＹ
方法，为大规模制备口服抗幽门螺旋杆菌ＩｇＹ抗体
治疗胃肠道疾病实验提供资料。

１　材料与方法

１．１　动物与试剂
罗曼母鸡由重庆医科大学动物中心提供；ＳＤＳ

ＰＡＧＥ凝胶配制试剂盒 Ｐ００１２Ａ、蛋白分子量标准
Ｐ００６１、ＳＤＳＰＡＧＥ蛋白上样缓冲液（５Ｘ）、ＳＤＳ
ＰＡＧＥ电泳液 Ｐ００１４Ｂ、考马斯亮蓝染色液（常规
法）Ｐ００１７Ｂ、考马斯亮蓝脱色液（常规法）Ｐ００１７Ｃ、
ＰＢＳ、硫酸铵、ＥＤＴＡ均由碧云天生物技术研究所

提供。

１２　ＩｇＹ提取与纯化
１２１　两步硫酸铵提取方法　取消毒完毕的鸡蛋
１个，用剪刀打开一个小洞，让蛋清缓缓流出至不
能再流出后，再以无菌生理盐水洗净卵清，将整个

卵黄小心移至滤纸上，来回滚动，除尽蛋清。再用

针头刺破蛋黄，使之移到量筒。量取约８ｍｌ蛋黄
液，加１０倍双蒸水稀释卵黄，混匀后调 ｐＨ值为
５１，－２０℃过夜，室温解冻，１２０００ｒ／ｍｉｎ４℃离
心３０ｍｉｎ，再将上清液用滤纸过滤除脂，获得较清
上清液。上清液加入硫酸铵晶体，使其浓度为

１９％，静置１ｈ后，再次以１２０００ｒ／ｍｉｎ４℃离心
１５ｍｉｎ，取其白色沉淀。将白色沉淀溶于 １５ｍｌ
００１ｍｏｌ／ＬｐＨ７４ＰＢＳ中，再加入硫酸铵晶体，使
其浓度为１４％，再次静置１ｈ后，再次以１２０００ｒ／ｍｉｎ
４℃离心１５ｍｉｎ，取其白色沉淀，溶于 ００１ｍｏｌ／Ｌ
ｐＨ７４的ＰＢＳ２ｍｌ中。置于双蒸水中搅拌透析，１
ｈ后更换透析液一次，共４～５次，透析过夜后，析
出透析后的样品，再以 ０２２μｍ滤器过滤灭菌。
获得ＩｇＹ后用无菌ＥＰ管盛装，置－２０℃保存［６］。

１２２　透析袋处理　在３００ｍｌ透析处理液（２％
ＮａＨＣＯ３、１ｍｍｏｌ／ＬＥＤＴＡ，ｐＨ８０）中将透析袋煮
沸１０ｍｉｎ后，以蒸馏水彻底漂洗后再在３００ｍｌ（ｐＨ
８）１ｍｍｏｌ／ＬＥＤＴＡ液中煮沸１０ｍｉｎ，再以灭菌水
里外彻底冲洗。

１２３　饱和硫酸铵提取方法　以相同浓度卵黄粗
提液进行饱和硫酸铵提取。用水稀释法粗提卵黄

２１２

第３７卷　第２期
２０１２年４月 　　　 贵 阳 医 学 院 学 报

ＪＯＵＲＮＡＬＯＦＧＵＩＹＡＮＧＭＥＤＩＣＡＬＣＯＬＬＥＧＥ　　　
Ｖｏｌ．３７　Ｎｏ．２
２０１２４

 ［基金项目］贵州省科基金 黔科合Ｊ字 （２００５）２１２１号
通讯作者 Ｅｍａｉｌ：ｚｙｈ２０１０３０２６＠１６３．ｃｏｍ；９３６５７００２６＠ｑｑ．ｃｏｍ



获得上清液后（方法同两步硫酸铵法），加入饱和

硫酸铵（ｐＨ６０～７０），使硫酸铵浓度为５０％，静
置２ｈ，以１２０００ｒ／ｍｉｎ４℃ 离心１５ｍｉｎ离心弃上
清液，加入饱和硫酸铵至３３％饱和度，静置２ｈ再
次以１２０００ｒ／ｍｉｎ４℃离心１５ｍｉｎ，离心取沉淀。
如此重复２、３次可获 ＩｇＹ。其后实验过程同两步
硫酸铵法，同样将获得的ＩｇＹ用无菌ＥＰ管盛装，置
－２０℃保存。
１３　 ＳＤＳＰＡＧＥ电泳

根据目标蛋白的分子量大小选择合适的凝胶

浓度，再按照ＳＤＳＰＡＧＥ电泳说明书及参考文献资
料方法进行配胶、电泳、染色与脱色。

２　结果

两步硫酸铵法提纯的 ＩｇＹ纯度与得率均高于
饱和硫酸铵法，用ＢａｎｄＳｃａｎ软件分析蛋白纯度，前
者所得的 ＩｇＹ纯度可达９０％以上，而后者所得的
ＩｇＹ纯度约为７２％。用 Ｂｒａｄｆｏｒｄ方法测定 ＩｇＹ蛋
白浓度，前者蛋白得率为６２５ｇ／Ｌ蛋黄，后者蛋白
得率仅为４２５ｇ／Ｌ蛋黄。显然两步硫酸铵法提取
的ＩｇＹ纯度与得率均高于后者。

注：１－４泳道为两步硫酸铵法提取的ＩｇＹ，５、８泳道为超声

超碎的ＨＰ抗原，６泳道为Ｍａｒｋｅｒ，７、９泳道为

饱和硫酸铵法提取的ＩｇＹ。

图１　两步硫酸铵法与饱和硫酸铵
提纯的ＩｇＹ电泳图
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３　讨论

近年来随着科学技术的飞速发展，从鸡蛋黄中

提取免疫球蛋白卵黄抗体技术（ＩｇＹ技术）正在成
为生物技术领域和医药研究中的新热点，并且越来

越得到国内外同仁的重视，有可能替代用免疫动物

提取血清免疫球蛋白治疗与预防疾病的方法［７］。

本实验比较了两步硫酸铵法与饱和硫酸铵法

提取卵黄抗体ＩｇＹ技术。实验结果显示，两步硫酸
铵法所得的ＩｇＹ纯度与得率均高于饱和硫酸铵法，
前者与后者相比，具有优越性。

从免疫鸡蛋中用两步硫酸铵法获取抗体的方

法简单而又实用，提取鸡卵黄免疫球蛋白ＩｇＹ纯度
与得率均相对较高［８］。期待卵黄抗体 ＩｇＹ技术日
趋成熟，使得大规模生产鸡卵黄免疫球蛋白ＩｇＹ并
在预防和治疗细菌和病毒引起的消化道和非消化

道疾病中发挥重要作用成为可能［８］。
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