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摘要 以牛血清白蛋白 作为抗原 利用偶联上 的 的亲和色谱材料从鸡蛋蛋黄中一步分

离特异性抗 抗体∀经 双向免疫扩散检验 所洗脱的样品为电泳纯的特异性抗体∀反之 将所得

抗体再偶联到 上可分离抗原∀同时考察了母鸡免疫过程中特异性抗体随时间的变化趋势∀
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前言

亲和色谱作为一种新兴的分离方法因其较简单

的纯化过程和迅速 高效率而被重视 特别是应用

在活性物质 如抗体 的分离上更显出优越性 ∀

通过免疫的方法可以从免疫过的兔子等哺乳类

小动物的血液中制备特异性抗体∀同血清中的特异

性 一样 鸡蛋中特异性 是母鸡为保护下一

代在产卵过程中把血清中的 转移到蛋黄中形成

的 因此 也是灭病原的专一特效物质∀

偶联上特异性鸡蛋抗体的固相载体已经成功的

分离特定蛋白质 但固相材料的性质欠佳 不适合

应用于工业生产∀ 是当今国际上最快速 先

进和上样吸附量较大的分离材料∀常规的分离使用

的大多数是葡聚糖 纤维素等材料 耐压不高 而

承压能力高达 是以往大多数材料

所不能比拟的∀本文以牛血清白蛋白免疫产蛋母鸡

为模型 将分离所得的特异性抗体按位置 特异性偶

联到聚苯乙烯材料 上 分离牛血清白蛋

白 为工业化制备蛋白质作前期准备工作∀

实验部分

实验材料

产蛋母鸡 购自福州鳝溪鸡场 牛血清白蛋白

北京百泰生化技术公司 鸡蛋白蛋白

中国科学院东方仪器设备公司生化部 碳

酸酐酶 中科院上海生化所东风生化技术公

司 溶菌酶 中科院上海生物化学研究所

活化 公司 瑞典

公司 美国 其

它均为分析纯以上试剂∀

实验方法

母鸡免疫

初次免疫 以 为抗原加福氏完全佐剂

配制抗原液 分别于两边翅膀腋下

与两腿肌肉进行注射 点注射 ∀

加强免疫 以 为抗原加福氏不完全佐

剂配制抗原液 注射剂量为 ∀

蛋黄水溶液制备

将鸡蛋黄稀释 倍 混合均匀后置于 ε 下

冻结 后自然解冻∀添加 的硅藻土于 Λ

的醋酸纤维素膜过滤 所得滤液可直接应用于色谱

分析∀

配体与固相载体的偶联

与 的偶联 按照使用说

明偶联 ∀偶联 质量浓度约为 胶∀

抗体的偶联 按照 使用说明 用

亚高碘酸钠将抗体的糖基氧化成醛基 将位置 特异

性抗体偶联到酰肼活化的 上 偶联抗体

质量浓度约为 胶∀

免疫亲和色谱

样品为蛋黄水溶部分

上样缓冲液 平衡缓冲液为 磷酸缓冲液

洗脱缓冲液为 甘氨酸缓冲液

∀

样品为牛血清

白蛋白 鸡蛋白蛋白 碳酸酐酶 溶菌酶的混合溶液

上样缓冲液 平衡缓冲液为 磷酸缓冲液

洗脱缓冲液为 甘氨酸缓冲液

∀
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体系 浓缩胶 分离胶 恒压电

泳 ∀

特异性抗体的检测 双向免疫扩散实验

免疫检测板底层 上层分别为 琼

脂糖溶液∀加入抗原和待测的样品 于 ε 扩散

溶液浸泡 洗去可溶蛋白 用

考马斯亮兰染色 用 的 溶液褪

色 直至背景色清晰∀

结果与讨论

特异性抗体的分离

根据免疫反应 针对特定的抗原刺激 机体可产

生免疫应答 这种应答的结果在动物体液和淋巴细

胞表面上产生可与抗原特异结合而具有特定结构的

球蛋白 即为抗体∀

图 为免疫 蛋黄液在免疫亲和色谱柱上的

分离情况∀从图中可以看出 蛋黄液上样后 未被柱

材料吸附的表现为色谱图的第一个色谱峰 ∀平衡

缓冲液平衡至基线时 改用洗脱缓冲液 使抗体与抗

原 的结合能力改变 从而将吸附在柱上的蛋

白质置换下来 表现为图 中的 峰∀

图 免疫亲和色谱图 ΒΣΑ-Σε ηαροσε- Β

Φιγ Παττερν οφ ι υνοαφφινιτψ χηρο ατογρα

ΒΣΑ-Σε ηαροσε- Β

柱 ≅ 上样量 上样缓冲液 平衡

缓冲液为 磷酸缓冲液 洗脱缓冲液为

甘氨酸缓冲液 ∀

≅

采用不同 值 的甘氨酸缓冲

液洗脱的色谱图见图 ∀在不同的 值情况下 都

有蛋白质洗脱下来∀经电泳 双向免疫扩散检测均为

电泳纯的特异性抗体 数据未列出 ∀根据多克隆抗

体产生的原理 它们对抗原的亲和能力有所不同

因此在不同的强度下会分别洗脱出来∀基于分离单

纯的特异性抗体的目的 采用本实验的洗脱条件

甘氨酸缓冲液 即可一步分离

得到电泳纯的特异性抗体 图 ∀

图 免疫亲和色谱图 ΒΣΑ-Σε ηαροσε- Β

Φιγ Παττερν οφ ι υνοαφφινιτψ χηρο ατογρα

ΒΣΑ-Σε ηαροσε- Β

柱 ≅ 上样量 上样缓冲液 平

衡缓冲液为 磷酸缓冲液 洗脱缓冲

液为 甘氨酸缓冲液 ∀

≅

图 电泳图

Φιγ Ελεχτρο ηορετιχ αττερν

实验样品 峰 峰 标准

蛋白 蛋黄液 峰∀
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图 双向免疫扩散图

Φιγ ∆ ουβλε-ι υνοδιφφυσιον αναλψσισ

蛋白液 峰 峰

抗原 沉淀线 ∀

通过双向免疫扩散检测可知 未吸附的 色谱

峰不能与抗原 形成沉淀线 而经洗脱缓冲液

洗脱下的 峰能与抗原 形成沉淀线∀这表明

在蛋黄液中与抗原 特异性结合的抗体在上样

时能被色谱柱吸附∀将未吸附的 色谱峰再返回上

样 比较前后两次洗脱峰的高度可以得出对抗体的

回收率大于 表 ∀

因此采用同样的蛋黄处理条件 上样量和洗脱

条件 通过洗脱峰的吸光度就能反映特异性抗体随

时间的变化情况∀比以往采用测定抗体滴度的方法

简单 快速 准确 而且能避免人为的视觉误差∀免疫

过程中特异性抗体随时间的变化趋势如图 所示∀产

蛋鸡经过加强免疫后产生特异性抗体的量大大增

多 这也符合抗体产生规律 ∀

表 亲和色谱分离鸡蛋蛋黄中特异性抗体

Ταβλε Ι υνοαφφινιτψ υριφιχατιον οφ σ εχιφιχ ι υνογλοβυλιν φρο εγγ ψολκ

鸡蛋抗体

抗体含量
∗ 蛋 ∗ 个蛋 周

∗ ∗

特异性抗体含量 ∗

亲和色谱分离特异性抗体含量 蛋 最高

第 次上样洗脱峰

第 次上样洗脱峰

回收率

纯 度 电泳纯

吸光系数 ∀

图 免疫过程中特异性抗体随时间的变化趋势

Φιγ Προδυχτιον οφ σ εχιφιχ αντιβοδψ

φρο χηιχκεν εγγ

目的蛋白的分离

将收集的特异性抗体浓缩 氧化抗体上的糖基

后偶联到目前最新的灌注色谱材料

上∀ 材料具有良好的性能 能使用在高压液

相色谱上∀图 是应用偶联上抗体的亲和色谱分离牛

血清白蛋白的实例∀以牛血清白蛋白 鸡蛋白蛋白

碳酸酐酶 溶菌酶的混合溶液为上样试验品 未吸附

部分为图 中的 峰 洗脱部分为图 中的 峰 经

过电泳检测 洗脱部分为电泳纯的牛血清白蛋白∀可

以看出 其优良的色谱性能和特异的分离效能 使得

免疫亲和灌注色谱大大提高了工作效率 为工业化

规模化使用免疫亲和色谱分离目的蛋白质奠定了坚

实的基础∀

结论

通过偶联上牛血清白蛋白的 可以

一步分离出鸡蛋黄水溶部分中特异性抗体 再将抗
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体偶联到灌注色谱材料 上分离相对应的抗

原 为工业化分离目的蛋白奠定了基础∀

图 免疫亲和色谱图 Αντι-ΒΣΑ-ΠΟΡ ΟΣ ΗΨ

Φιγ Παττερν οφ ι υνοαφφινιτψ χηρο ατογρα

Αντι-ΒΣΑ-ΠΟΡ ΟΣ ΗΨ

柱 ≅ 上样量 上样缓冲液 平衡

缓冲液为 磷酸缓冲液 洗脱缓冲液为

甘氨酸缓冲液 ∀
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