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卵黄免疫球蛋白的提取及其体外抑菌作用的研究
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摘要：对卵黄免疫球蛋白（ＩｇＹ）的提取工艺及其抑菌作用进行研究。采用水稀释法脱除卵黄中的

脂类，确定最佳除脂条件为：水稀释倍数６倍；采用硫酸钠盐析法与凝胶层析法对卵黄进一步纯化，

得到纯度为９７％的ＩｇＹ。用不同质量浓度的ＩｇＹ对大肠杆菌进行抑菌试验，发现高质量浓度ＩｇＹ
的抑菌效果要优于低质量浓度的抑菌效果，以１０ｇ／Ｌ的抑菌率最高，为７４．３％。
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　　鸡蛋是人经常食用的食物之一，鸡蛋中含有人
体所必须的多种氨基酸，对人体的组织修复和新陈
代谢起着不可或缺的作用。长期以来，人们都把目
光放在鸡蛋的营养功能上，而对鸡蛋的免疫功能了
解甚 少。卵 黄 免 疫 球 蛋 白 （ｉｍｍｕｎｏｇｌｏｂｕｌｉｎ　ｉｎ

ｙｏｌｋ，ＩｇＹ）是鸡卵黄中存在的主要免疫球蛋白之一。
其形成的主要原理为：当用某种抗原物质免疫母鸡
时，母鸡就会自动产生免疫反应，血液中的免疫球蛋
白（ＩｇＧ）就会增多，在卵黄成熟期，血液中的ＩｇＧ选
择性地转移到卵黄中，形成ＩｇＹ［１］。当前，免疫球蛋
白主要来源于哺乳动物的血清，这种来源限制了免
疫球蛋白的大规模生产。与哺乳动物血液中提取免
疫球蛋白相比，鸡蛋中提取的ＩｇＹ 具有独特的优
势：（１）产量高，一枚鸡蛋含有ＩｇＹ　１００～２５０ｍｇ［２］，

这相当于从一只２～３周的家兔身上所提取的抗体
量［３］；（２）ＩｇＹ不与血清中的类风湿因子结合［４］；（３）
不激活哺乳动物补体系统［５］；（４）不与Ｆｃ受体结合，
可避免在免疫检验过程中产生假阴性或假阳性结

果［６－７］；（５）性质稳定，温度低于７５℃，ｐＨ 值４．０～
１２．０的条件下，ＩｇＹ活性几乎不受影响；（６）可以避
免对动物的伤害。
国外对ＩｇＹ的研究较早。早在１９８０年，Ｐｏｌｓｏｎ

等［８］就以植物病毒免疫母鸡，获得较高抗体纯度的
特异性ＩｇＹ；１９８８年，Ｒｏｂｅｒｔ等［９］用卵黄及其提取
物成功抑制了组织细胞培养轮状病毒生长。国内对

ＩｇＹ的研究始于２０世纪末。１９９７年，江西中德联
合研究院的龙中儿等［１０］用婴幼儿轮状病毒抗原免

疫产卵母鸡，成功制备出安全无毒的抗婴幼儿轮状
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病毒的ＩｇＹ。吴媛媛等［１１］利用免疫亲和层析的方
法对氯霉素的特异性ＩｇＹ进行了纯化，最终计算得
到特异性ＩｇＹ占总提取蛋白的３．３％。

ＩｇＹ独特的性质使其在食品工业、临床医学、饲
料工业、保健品行业具有广泛应用。目前，ＩｇＹ提取
纯化方法主要有以下几种：水稀释法、聚乙二醇法、
葡聚糖硫酸盐法、黄原胶法、冷乙醇分级分离法和超
滤法［１２］，但是每种方法都有其局限性，因此，寻找能
够大量获得安全性高、廉价易得的ＩｇＹ来源成为关
注的焦点。本研究利用水稀释法结合硫酸钠盐析法
成功纯化得到高纯度的ＩｇＹ，并研究了ＩｇＹ对大肠
杆菌抑菌效果，为ＩｇＹ的大规模生产和应用提供了
技术支持。

１　材料和方法

１．１　试验材料
鸡蛋为经抗原免疫后的京白蛋鸡所产，效价稳

定；人源致病性大肠杆菌由衡水学院生命科学学院
保存；其他试剂均为分析纯。

１．２　方法

ＩｇＹ抗体的提取步骤为脱脂、硫酸钠盐析、凝胶
层析。

１．２．１　脱脂条件的优化　由于卵黄中的脂肪含量
高达３０．５％，并且大部分蛋白与脂肪结合形成脂蛋
白［１３］，因此，要想获取高纯度ＩｇＹ，必须去除卵黄中
的脂肪。本试验采用水稀释法对脂肪进行去除。水
稀释法主要研究稀释倍数对除脂率的影响及其条件

优化。稀释倍数对除脂率的影响：取８份卵黄溶液，

每份卵黄溶液５ｍＬ，调ｐＨ值为５．０，然后用蒸馏水
分别稀释２～９倍，将稀释后的溶液置于－２０℃下
放置过夜，室温解冻，４℃、１０　０００ｇ条件下离心１０
ｍｉｎ，取上清液测定其脂肪含量，确定最佳除脂的稀
释倍数。优化脱脂后得到卵黄水溶性组分（ＷＳＦ）。

脂肪含量测定采用氯仿－甲醇法［１４］。

１．２．２　盐析法制备ＩｇＹ　为了得到高纯度的抗体

ＩｇＹ，采用硫酸钠沉淀法［１５］对脱脂后的 ＷＳＦ进一步
纯化。方法为：取 ＷＳＦ组分２０ｍＬ，加入饱和硫酸钠
溶液至硫酸钠最终体积分数为１９％，４℃、１０　０００ｇ
条件下离心３０ｍｉｎ，取沉淀。利用２０ｍＬ蒸馏水将沉
淀溶解，并向溶液中加入饱和硫酸钠溶液至硫酸钠最
终体积分数为１４％，再次离心后，利用２０ｍＬ蒸馏水
溶解沉淀。

１．２．３　凝胶层析　采用Ｓｕｐｅｒｄｅｘ　２００　１０／６０凝胶
柱进一步纯化目标蛋白ＩｇＹ，洗脱液为ｐＨ值７．４、

１０ｍｍｏｌ／Ｌ的ＰＢＳ溶液。同时对盐析后得到的卵
黄溶液脱盐。利用快速蛋白液相系统对 ＷＳＦ组
分、硫酸钠沉淀获得ＩｇＹ样品和凝胶层析后获得的

ＩｇＹ样品进行纯度检测。

１．３　ＩｇＹ抗体蛋白含量的测定

ＩｇＹ抗体蛋白含量采用Ｂｒａｄｆｏｒｄ法测定［１６］，以
牛血清白蛋白为标准蛋白。

１．４　ＩｇＹ抗体抑菌试验

取３ｍＬ（菌体密度为１０６　ｃｆｕ／ｍＬ）活化后的大
肠杆菌，加入到３支营养肉质液体培养基的试管中，

每个试管加入１ｍＬ的菌体。然后向其中２支试管
中各加入１ｍＬ不同质量浓度的ＩｇＹ抗体，使抗体
的终质量浓度分别为１ｇ／Ｌ和１０ｇ／Ｌ；向另一支试
管中加入１ｍＬ无菌水作为对照。将３支试管于３７
℃下培养６ｈ后，取１ｍＬ培养液，用稀释平板法计
算抑菌率。每个试验均设３个重复。

２　结果与分析

２．１　除脂条件优化结果
由图１可以看出，随着稀释倍数的增加，除脂率

快速增加，上清液的澄清程度也快速增加。当稀释
倍数为６倍时，除脂率达到９９．６９％。当稀释倍数
继续增大，除脂率没有太大的变化，因此，确定最佳
除脂的稀释倍数为６倍。

图１　不同稀释倍数对除脂率的影响

２．２　ＩｇＹ的提取纯化结果
对去除脂肪后得到的 ＷＳＦ组分进行纯化，纯化

方法主要采用硫酸钠盐析法和凝胶层析法。卵黄水
溶性组分中含有血清白蛋白、α糖蛋白、ＩｇＹ等多种蛋
白组分，因此，卵黄中的蛋白含量较高，ＩｇＹ的纯度较
低。由表１可知，经过硫酸钠分步盐析后，去除掉卵
黄中较多的杂蛋白，蛋白含量降至２．８５ｇ／Ｌ，ＩｇＹ纯
度大幅提高至８７％。经过凝胶层析后，杂蛋白的含
量进一步减少，ＩｇＹ纯度提高为９７％。经过纯化后的

ＩｇＹ效价提高了２倍。
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表１　分离纯化过程中抗体的回收情况

方法 蛋白含量／（ｇ／Ｌ） 纯度／％

水稀释法 １２．１０　 ２５

硫酸钠盐析 ２．８５　 ８７

凝胶层析 １．９０　 ９７

２．２　ＩｇＹ的抑菌率
在３支试管内加入密度为１０６　ｃｆｕ／ｍＬ大肠杆

菌培养液，然后加入纯化后的ＩｇＹ，使ＩｇＹ的质量浓
度分别为０ｇ／Ｌ、１ｇ／Ｌ和１０ｇ／Ｌ。将试管置于

３７℃条件下培养５ｈ，从各试管中取样１ｍＬ，作系
列稀释后计算菌落数目。结果表明，抗原免疫后的

ＩｇＹ能有效抑制大肠杆菌的生长。其中１ｇ／Ｌ的纯
化ＩｇＹ对大肠杆菌的抑制率为３８．７％，１０ｇ／Ｌ的

ＩｇＹ对大肠杆菌的抑制率为７４．３％，１０ｇ／Ｌ的ＩｇＹ
抑菌效果明显比１ｇ／Ｌ的抑菌效果好，因此，在本试
验中，高质量浓度的ＩｇＹ抑菌效果要优于低质量浓
度的抑菌效果。

３　讨论

本试验采用水稀释法结合硫酸钠盐析对卵黄免

疫球蛋白进行分离纯化，成功分离到高纯度的ＩｇＹ
（９７％）。这与以前分离纯化ＩｇＹ的方法相比，具有
方法简单、操作步骤少、成本低等优点。利用１ｇ／Ｌ
和１０ｇ／Ｌ的ＩｇＹ对大肠杆菌进行抑菌研究，结果显
示，高质量浓度的ＩｇＹ对大肠杆菌的抑制率要优于
低质量浓度的抑制率。这为ＩｇＹ的大规模分离纯
化及其在免疫学中的应用提供了理论基础。
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