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鸡蛋清中卵转铁蛋白的分离提取

杨严俊， 张亚辉
（江南大学 食品学院，江苏 无锡!-"#$3）

摘 要：采用固定化金属螯合亲和色谱法（4567），从蛋清中分离和提取卵转铁蛋白（8&9）)结果
表明，采用均质处理蛋清液并结合硅藻土过滤澄清的预处理方法，去除了蛋清中的粘蛋白等一些

影响柱分离的杂质蛋白，减轻了色谱柱的污染，延长了柱的使用寿命，从而降低了生产成本):;:<
=6>?电泳分析显示，分离提取的8&9纯度达到.3@，远高于商品8&9；电喷雾质谱分析显示，

8&9的相对分子质量为%32##)
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蛋白中主要含有卵粘蛋白、卵转铁蛋白、类卵

粘蛋白、卵白蛋白、溶菌酶和卵球蛋白等蛋白质成

分，其中的卵转铁蛋白（8&9）是一种易溶的非结晶
白蛋白，又称为副卵白蛋白或卵伴白蛋白)这种蛋
白质的相对分子质量约为%3###，与血清转铁蛋白
相似)8&9与金属形成复合物后，其复合体分子的
结构变得非常稳定)
:IGBLM和7BQ’(HCM首次报道了8&9对大肠杆
菌等的抑制作用与血清中的转铁蛋白相同［-，!］)

&B(MCPH等人的实验证实卵转铁蛋白的抗菌性在数
量和质量上与人类的乳铁蛋白（\K）相似［$］，而抗病
毒的性能甚至优于乳铁蛋白和血清转铁蛋白［"］)在
新生豚鼠由细菌诱发的感染实验中，也证实了这些

蛋白质具有相似的保护作用，从而引出了营养性免

疫力的概念)卵转铁蛋白对于提高机体免疫功能、
增强抗病防病的能力、防治贫血等都具有非常重要

的意义)母乳喂养的新生儿对肠道细菌的抵抗能力
比用非母乳喂养的新生儿强，这是因为某种程度上
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母乳中含有较多的乳铁蛋白!而卵转铁蛋白与乳铁
蛋白在结构和生物活性上相似，并且临床实验证

明，婴儿服用后，并无异源蛋白常有的过敏等不良

反应［"，#］!因此$%&作为一种良好的免疫功能因
子或生物医药产品，其应用前景十分广阔!
蛋清中虽含有大量的卵转铁蛋白，但$%&分

离的研究进展却相对较慢，以往有关$%&的分离
提取都是采用盐沉淀法或离子交换法［’，(］，但这些

方法都存在种种缺点!本实验采用)!*+,-./［0］发明
的固定化金属螯合亲和色谱（1234）的新方法，分
离纯化蛋清中的转铁蛋白，并对影响其分离的因素

进行了研究!采用此方法并结合超滤技术可在分离

$%&的同时得到溶菌酶、蛋白粉等副产品，可大大
提高鸡蛋综合利用的广度和深度!

! 材料与方法

!"! 材 料
新鲜 鸡 蛋：购 自 于 无 锡 市 场；4/56-.789

:5;/-,+<5=-<.=6+>：*/-,?-@7-公司生产；$%&标
样：:79?-公司生产；均质机：上海东华高压匀浆泵
厂制造；质谱仪：A-.5,<公司制造!
!"# 实验方法

!!#!! 蛋清预处理方法B 新鲜的蛋清经CD2*-
均质后，用生理盐水稀释’倍，均匀搅拌CD?78，以

CDDD,／?78离心ED?78，上清液经硅藻土过滤后备
用!蛋清对照液采用3FG2-</7H/7的方法制备［I］!
!!#!# 固定化金属螯合亲和色谱柱的制备B 取

4/56-.789:5;/-,+<5=-<.=6+>约ED?F，装入色谱
柱中（ED@?JB!’@?），采用D!D#?+6／F4K46E溶
液上柱，使B／E至E／C体积的柱床为载4KEL树脂，
然后先用#倍柱床体积的超纯水去除未吸附的

4KEL，再用至少E倍柱床体积的起始缓冲液
（D!D#?+6／FM3@G&,7<／D!#?+6／FN-46;M0!E）洗
柱，待用!
!!#!$ 卵转铁蛋白的分离B 蛋清经预处理后上柱，
用起始缓冲液洗脱，体积流速为B?F／?78，收集洗
脱液（#?F／管），于E0D8?测定每管的吸光度值!
当洗脱液的吸光度值小于D!B时，开始梯度洗脱!
再洗脱至吸光度值小于D!B时，换用D!B?+6／F的
咪唑溶液洗脱，直至吸光度值小于D!B!最后洗脱完
毕后分别用体积分数为EDO乙醇、PQ&3、ME$清
洗，并用起始缓冲液平衡，再重复上样!
!!#!% :Q:G*3RP凝胶电泳 将分离得到的洗脱
液透析除盐并浓缩后，采用:Q:G*3RP电泳法分析
浓缩样品，电泳分离胶质量分数为BDO，采用考马

斯亮蓝SE#D染色!
!!#!& $%&的定性鉴定 采用电喷雾（P:1）质谱
法对$%&进行相对分子质量测定，其测定参数为：
毛细管电压C!’’%，一级椎孔电压’D%，离子源温
度BEDT，脱溶剂气体温度E#DT，光电倍增器’#D
%，检测质量范围EDD!E#DD!

# 结果与讨论

#"! 蛋清预处理方法的影响
蛋清中含有大量的浓厚蛋白，而它又主要是由

卵粘蛋白和类粘蛋白构成的一种呈纤维状的胶状

物质，粘度很大!其中卵粘蛋白因为不溶于水且粘
度较大，因此在柱分离时会造成堵塞及污染!所以，
必须首先对蛋清进行必要的预处理以消除卵粘蛋

白对$%&分离提取造成的影响!考虑到蛋清本身
很粘，所以降低粘度是首要的步骤!一般可采用高
速分散、均质、超声波等，本实验采用最适合工业化

的技术———均质法，这样既降低了料液粘度，又可

解决$%&与其他蛋白相互作用结合的问题!实验
结果显示，蛋清先均质后离心，只有极少量蛋白质

发生沉淀被离心下来!均质处理后的蛋清液，在与
蛋清对照液的蛋白含量相同的情况下上柱，均质蛋

清液中的梯度洗脱组分*/B（即$%&组分峰）的峰
面积高于蛋清对照液中的*@B梯度洗脱组分（分别
见图B-，U），说明前者分离得到的$%&的量较高!
比较两者的洗脱峰的形状可看出，由前者分离得到

的组分峰形窄且较为对称，说明分离较好且组分的

纯度也较高!:Q:G*3RP电泳分析结果也显示，前
者的$%&纯度要高于后者，分别为I’O和0BO
（见图E）!另外两者的VW峰的成分也不尽相同!
从:Q:G*3RP图谱中可以看出，均质蛋清液的

VW/峰中，只含有极少量的转铁蛋白，在蛋清对照
液的VW@峰中，还有相当多的$%&存在（见图E）；
而蛋清对照液的咪唑洗脱峰（见图BU中的*@E）中也
含有较多的$%&!这与3FG2-</7H/7的实验结果完
全吻合［I］，说明对照蛋清液中存在较多结合状态的

转铁蛋白!均质蛋清液在咪唑洗脱时得到的组分峰
（图B-中的*/E）中$%&含量则很少，这是因为蛋
清经过均质后，破坏了其复合结构，从而提高了转

铁蛋白的得率及纯度!另外由于均质处理还降低了
蛋清液的粘度，从而使1234柱的洗脱更为流畅，
每阶段的洗脱都较易进行，清洗也较为彻底，大大

降低了柱的污染程度，延长了柱的使用寿命!这些
都充分说明了，均质预处理方法可有效地提高转铁

蛋白的分离效率!
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!"均质蛋清液

#"对照液

图! 蛋清液的"#$洗脱图谱

%&’(! )*+,-./,’+.-,012/+3./343’’5*&/3

$%&组分为$#&’和$#&(的合并组分

图6 蛋清789)色谱分离各组分的电泳图谱

%&’(6 :;:<=9>?@.//3+2,0/*30+.A/&,2B&23’’5*&/3
&B,C./34DE789)

6(6 洗脱方式的影响
固定化金属螯合亲和色谱通常采用)*连续梯

度洗脱方法，但+,-.!/01201是分步洗脱法，即先用

)*3"(的缓冲液洗脱 ，再用)*4"5的缓冲液洗
脱，最后用5"’678／,咪唑洗脱"本实验针对均质处
理的蛋清液的特点，先用)*3"(!4"5的缓冲液梯
度洗脱，最后再用5"’678／,咪唑洗脱"梯度洗脱法
的优点是分离效率高，适宜于复杂组分的分离，而

且可减少分离峰的拖尾现象，避免由于)*值的突

变而造成对柱的损坏"
比较图’!，#可以看出，由于对蛋清进行了预处

理，在采用梯度洗脱后，就可把绝大部分的9:;洗
脱下来，而且含量较高"所以分离时只需收集此部
分组分即可，操作也更为简单，避免了采用 +,-
.!/01201方法中需收集咪唑分离组分的麻烦［<］"另
外，在实验中还可观察到，蛋清参照液的转铁蛋白

分离组分为无色，而与此对照的是均质蛋清液的转

铁蛋白分离组分带有明显的铁锈红色，说明蛋清经

均质处理后分离得到的9:;的含量更高，这与

=>=-?+@A电泳分析结果相吻合（见图(）"
6(F 柱容量的测定
从图B看出，当均质处理的蛋清液上样量为C5

6,时，$%C5-’、$%C5-(组分中都已经含有较多的

9:;，即此上样量已超过了D.+E柱的柱容量，使
得部分的9:;不能与EF(G螯合而直接被洗脱下
来"上样量为B56,时，从=>=-?+@A中看出，

$%B5-’中9:;含量极少，只有在梯度洗脱时才有部
分被洗脱下来（$%B5-(）"这也说明，当采用均质处理
的蛋清液时，D.+E柱（共有(56,凝胶）的最大容
量约为B56,，若以蛋清中含质量分数为’H的

9:;计，则相当于每毫升’I6J9:;凝胶，此值低
于用纯9:;样品测得的柱含量［<］"同时注意到，不
管上样量是否超过柱容量，梯度洗脱时都能得到高

纯度的9:;"由此可得出结论：上样量的多少对

9:;的洗脱纯度影响不大，但对其回收率的影响较
大；上样量过大，可造成不必要的浪费"

图F 不同上样量各分离组分的电泳图谱

%&’(F :;:<=9>?@.//3+2,0/*30+.A/&,2B5&/*4&003+32/
C,.4&2’

6(G "#$的电喷雾质谱定性分析
色谱分离得到的9:;的相对分子质量采用电

喷雾质谱法测定"从质谱图中可看出，9:;的纯度
非常高，基本上只有一个质谱峰（见图4），其相对分
子质量为KCI55，与文献中报道的相对分子质量
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!""""!#""""或!$"""完全吻合［%］&

! 结 论

采用均质处理蛋清液结合硅藻土过滤澄清的

预处理方法，直接用固定化金属螯合亲和色谱柱从

蛋清液中分离提取卵转铁蛋白，实验结果表明，经

预处理后，可以去除粘蛋白等一些影响柱分离的不

溶性杂质，避免柱堵塞和柱污染，延长色谱柱的使

用寿命，降低了生产成本，使得卵转铁蛋白的分离

向实用化迈进了一大步& 图" #$%组分的质谱图

&’()" *+,- .+/012345678#$%84923’7:
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