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一步法分离鸡蛋清中三种主要过敏原的研究
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摘   要：为快速高效分离鸡蛋中主要过敏原开展鸡蛋过敏的研究，本实验采用DEAE-Sepharose FF 色谱柱一步分离

鸡蛋中的三种主要过敏原卵白蛋白、卵转铁蛋白和溶菌酶，通过 SDS-PAGE 比对，纯度均高于相应标准品纯度，

得率分别为 87.66%、55.87% 和 92.80%。本实验操作简便、设备简单、分离效率高，是一种分离鸡蛋过敏原的

好方法。
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Abstract：Hen＇s egg is one of the most common causes of food allergy. In order to obtain egg white allergens as a material for

further studies, three major allergens, i.e., ovalbumin, ovotransferrin and lysozyme, were separated by DEAE-Sepharose FF

chromatography, with recovery rates of 87.66%, 55.87 % and 92.80% and purities of higher than 90%, respectively.
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据报道，大约有 2% 的成年人和 5%～8% 的儿童存

在 IgE 介导的食物过敏，它影响婴幼儿的正常生长发育

和生活质量，严重时导致急性皮炎和哮喘[1]。其中鸡蛋

通常被认为是引发过敏反应最常见的食物之一。目前公

认的鸡蛋四大过敏原包括卵类黏蛋白、卵白蛋白、卵

转铁蛋白和溶菌酶[ 2 -4 ]，分别占 11%、54%、12% 和

3.4% [ 5 ]。已有文献表明鸡蛋主要过敏原的纯化方法很

多，包括盐析法[ 6]、等电点沉淀法[ 6]、离子交换法[ 7]和

膜过滤法[ 8]。其中，盐析法、等电点沉淀法步骤繁琐，

需要反复沉淀以达到提纯的目的，且前者要经过脱盐处

理；膜过滤法的条件要求较苛刻，需要经过大量的摸索

实验；离子交换法则以其步骤简单，对蛋白活性影响小

的优势已被广泛接受。本实验采用 DEAE-Sepharose FF

弱阴离子交换柱一次分离三种主要过敏原，将为鸡蛋过

敏研究提供良好的实验材料。

1 材料与方法

1.1 材料与试剂

鸡蛋    农贸市场。

卵白蛋白标准品(纯度＞ 98%)    上海捷瑞生物工程

有限公司；溶菌酶标准品(纯度＞ 90%)、卵转铁蛋白标

准品(纯度＞ 90%)    Sigma 公司。

1.2 仪器与设备

高速冷冻离心机    Backman 公司；DHL-A 电脑恒流

泵、HD21-1 核酸检测仪、BSZ-160 自动部分收集器、

梯度制造器    上海青浦沪西仪器厂；迷你型蛋白电泳仪

美国 Bio-Rad 公司。

1.3 方法

1.3.1 蛋清预处理[9]

鲜鸡蛋表面洗净后小心地敲破蛋壳，用分蛋器使蛋
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清与蛋黄分开。将蛋清缓慢搅拌(以不引起泡沫为准)至

胶状部分破坏；用蛋液两倍体积的 Tris-HCl(50mmol/L，

pH7.5)稀释后，在 4℃条件下缓慢搅拌 3h，以沉淀球蛋

白，然后在 4℃、转速为 10000r/min 条件下，离心 45min

去除沉淀；取上清液备用。

1.3.2 层析柱的制备和蛋白的分离

1.3.2.1 层析柱的制备

将溶胀在体积分数 20% 乙醇中的 DEAE-Sepharose

FF 层析介质取出适量，用蒸馏水置换 4～5 次后，沸水

浴煮 30min。待介质冷却，用玻璃棒搅匀后缓缓装柱

(2.0cm × 22cm)，最终柱体积约为 40ml。

1.3.2.2 蛋白的分离

用50mmol/L Tris-HCl(pH7.5)平衡至紫外监测仪读数

稳定。按照介质的吸附量加入处理过的蛋清，待穿过

峰洗出后用含0～0.12mol/L NaCl 50mmol/L Tris-HCl(pH5.5)

梯度洗脱，分部收集，直至读数回到水平。

1.3.3 蛋白纯度检测[10]

将分离所得蛋白收集，取样 10μl(或适量多取，以

使电泳图更清晰)与 10μl 上样缓冲液混合后，取 15μl 加

入聚丙烯酰胺凝胶(SDS-PAGE)胶孔内(15% 分离胶，5%

浓缩胶)，电流设置为 10mA、15min 和 20mA、1h。电

泳后，凝胶经考马斯亮蓝显色，比对标准品定量分析。

1.3.4 蛋白浓度测定

采用 Lowry 法测定蛋白质的质量浓度。以 BSA 标

准品作标准溶液，制作标准曲线：y ＝ 0.0007x ＋ 0.0025

(R2 ＝ 0.9962)，在 0～150μg/ml 质量浓度范围内呈现良

好的线性关系。适度稀释样品，使其质量浓度在准曲

线范围内，从标准曲线中查未知样品质量浓度(图 1)。

指标 卵白蛋白 卵转铁蛋白 溶菌酶 上样前蛋清

质量浓度(mg/ml) 0.72 0.18 0.18 54.76

上样蛋白量(mg) 147.85 32.86 9.31 273.8

回收量(ml) 180 102 42

提取率(%) 87.66 55.87 92.80

表1   Lowry法测定的蛋白质量浓度和三种主要过敏原蛋白的提取率

Table 1   Summary of separation of ovalbumin, ovotransferrin and

lysozyme by DEAE-Sepharose FF chromatography

                                 
蛋白质量浓度×收集体积

蛋白提取率(%)＝————————————× 100

                                 
   上样量×蛋白质量分数

2 结果与分析

2.1 三种主要过敏原蛋白的提取率

分离过程中，卵转铁蛋白一部分在穿过峰中洗出，

纯度较高，另一部分在梯度洗脱时洗出，混杂有部分

卵黄素蛋白。表 1 所示的卵转铁蛋白提取率仅为穿过峰

中较纯的部分。

2.2 三种过敏原蛋白的分离效果

先用 pH7.5、0.05mol/L Tris-HCl 起始缓冲液平衡离

子交换柱，上样后，未被吸附的蛋白质先被起始缓冲

液洗脱。梯度洗脱用含 0～0.12mol/L NaCl 的 Tris-HCl 缓

冲液(pH5.5，0.05mol/L)洗脱，分离蛋白纯度高。接着

用 SDS-PAGE 电泳进行纯度的检测。

根据 SDS-PAGE 电泳图的蛋白分子量来确定蛋白种

类。图 2b 中第 1 泳道为 Marker；第 2 泳道对应图 2a 中

峰 a 收集蛋白，分子量约 14kD，为溶菌酶；第 3 泳道

对应峰 b 收集蛋白，分子量约为 72kD，为卵转铁蛋白；

第 4 泳道对应峰 c 收集蛋白，其中混有两种蛋白质，主

要为卵转铁蛋白，少量蛋白分子量约为 55kD，为卵黄

素蛋白；第 5 泳道对应峰 d 中的收集蛋白，所含蛋白质

种类与峰 c 相同，但含量恰好相反，卵黄素蛋白占大部

分，少量是卵转铁蛋白；第 6 泳道对应峰 e 收集的两种

蛋白质，分子量约为 45kD 和 28kD，分别对应卵白蛋白

和卵类黏蛋白；第 7 和第 8 泳道分别对应峰 f 和峰 g 收

集蛋白，均为卵白蛋白。

图1   Lowry法测蛋白浓度的标准曲线

Fig.1   Standard curve of Lowry assay of protein concentration
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此时卵转铁蛋白带负电荷，应该吸附在层析介质上，其

在穿过峰内出现是由于上样量超过了层析介质的承载

量，卵转铁蛋白被与层析介质结合能力强的其他蛋白置

换下来。卵白蛋白与层析介质的结合能力强，增大上

样量对其分离影响不大。

2.2.2 pH 值对三种过敏原蛋白分离效果的影响

本实验设计了 6 个 pH 值分别是 8、7.5、7、6.5、

6、5.5，结果显示 pH 值低于 7.5 时，溶菌酶的峰中即

混有杂质转铁蛋白。p H 8 时，转铁蛋白未在穿过峰出

现，梯度洗脱所得转铁蛋白混有少量杂质，而 pH7.5 时

三种主要过敏原恰好均能单独分开。因此，实验设计

在以 pH7.5 的 Tris-HCl 洗脱穿过峰，pH5.5 的 Tris-HCl梯

度洗脱，以获得三种较纯蛋白。穿过峰洗脱时，本实

验选择 pH7.5。溶菌酶的等电点是 10.7，可以直接随缓

冲液流出。卵转铁蛋白在穿过峰第二个峰内的出现是由

于上样量较多，与层析介质结合后被其他蛋白质置换下

来。卵白蛋白和卵类黏蛋白的等电点相近，利用离子交

换柱很难将两者完全分开。pH5.5 时，卵白蛋白可以得到

较纯的分离，而卵类黏蛋白内仍有少量卵白蛋白混杂。

3 讨论与结论

离子交换色谱是基于蛋白与离子交换树脂间的电荷

相互作用，通过选择不同的缓冲液使蛋白带上不同的电

荷，然后选择合适的色谱柱加以分离纯化。鸡蛋清中

的蛋白质除了溶菌酶(pI＝10.7)和抗生物素蛋白(pI＝ 10)，

其余的等电点都在 4.0～6.0 之间[11]，故前两种蛋白很容

易与其余蛋白分离，然后通过条件的优化使单个蛋白分

离开来。目前溶菌酶已通过色谱分离加盐析沉淀实现了

工业化生产[11]，卵转铁蛋白和卵白蛋白也实现了多种色

谱法分离纯化[7]。Guerin-Dubiard 等[7]曾用两步色谱法分

离出了卵白蛋白、卵转铁蛋白、溶菌酶，纯度分别为

91%、89%、95%，Vachier 等[12]用阴离子交换柱分离

出了卵白蛋白、卵转铁蛋白和溶菌酶，两溶菌酶峰纯

度分别为 99% 和 88%，卵转铁蛋白纯度 75%，两卵白

蛋白峰纯度分别为 54% 和 98%，但前者用阳离子柱所得

的产物作为阴离子柱的样品，操作较麻烦；后者所得卵

转铁蛋白纯度较低。本实验的一步三分法克服了它们的

缺点，用便捷的方法得到了较纯的产物，纯度均高于

标准品，所得产品卵白蛋白、卵转铁蛋白和溶菌酶得

率分别为87.66%、55.87%和92.80%，且DEAE-Sepharose

FF 色谱柱廉价易得，再生简单，故认为这是一种分离

鸡蛋过敏原的好方法。
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图2   三种主要过敏原蛋白的分离效果图
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