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摘要  [ 目的] 为了获得高纯度鸡免疫球蛋白( Ig) ,并保持其生物学活性。[ 方法] 比较几种纯化鸡血清免疫球蛋白( IgG) 的方法。用饱和
硫酸铵( NH4) 2SO4 沉淀法或乙醇沉淀法提取鸡血清IgG, 经透析除盐 , 将初提物过sephadexG-200 柱进一步分离IgG, 经免疫电泳和SDS-
PAGE 电泳进行纯度鉴定。[ 结果] 结果表明 : 在该试验条件下,( NH4) 2SO4 盐析和乙醇沉淀法获得的鸡IgG 经sephadexG200 柱分离获得高
纯度的鸡IgG。[ 结论] 该研究为找到较好的纯化鸡血清IgG 方法提供了试验依据。
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Study onthe Purification of IgGfrom Chicken Serum
SHU Wen- Xiang et al  ( College of Ani mal Science , Anhui Agricultural University , Hefei , Anhui 230036)
Abstract  The objective of the study is to obtain highly purified chickenIGand maintainits biological activity . Some methods about purification of serum
IgGfromchicken were appraised . Firstly , chickenserumwas extracted by saturated ammoniumsulfate preci pitationor ethanol preci pitation. After dialysis
for desalination, the origi nal extracts are purified by sephadex G-200 column chromatography . The purified chickenIgG was identified by SDS-PAGE. The
study has found a fairly good method in obtaini ng purified chicken serumIgGand provided the basis for further experi ment .
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  提取IgG 的传统方法是用硫酸铵盐析得到粗制的Ig , 然

后再经分子筛层析、离子交换层析或亲和层析等方法的进一

步分离纯化IgG[ 1] 。为获得高纯度的Ig , 并保持其生物学活

性, 笔者采用硫酸铵盐析与乙醇沉淀2 种方法粗提鸡血清

IgG , 然后用SephadexG-200 凝胶进一步分离纯化鸡血清Ig 。

1  材料与方法

1 .1 材料  鸡血清采自健康成年鸡。Sephadex G- 200 购自上

海生工生物工程有限公司。

1 .2  饱和硫酸铵沉淀法  按文献[ 2 - 3] 方法取鸡血清加等

量PB( 0 .1 mol/ L ,pH 值7 .4) 液 , 室温下边搅拌边加入双倍体

积血清量的饱和硫酸铵,4 ℃静置30 min ,3 000 r/ min 离心30

min ; 沉淀用PB 溶解至原体积, 然后边搅拌边加半量饱和硫

酸铵,4 ℃静置30 min ,3 000r/ min 离心30 min , 再重复上述操

作1 次。沉淀用PB 溶解, 装入透析袋, 于4 ℃下透析48 h 除

盐, 其间换液至少7 次。

1 .3  乙醇沉淀法提取免疫球蛋白 按徐宜为[ 4] 的方法, 取鸡

血清10 ml , 加10 ml 蒸馏水, 调pH 值至7 .7 , 并冷却至0 ℃, 缓慢

加入50 %乙醇, 使其终浓度为20 % , 置4 ℃冰箱中继续搅拌12

h ,1 500r/ min 离心30 min , 沉淀用PBS 溶解并透析( 4 ℃) 48 h。

1 .4  Sephadex G-200 凝胶层析  处理后的凝胶按李建武[ 5]

的方法装柱、用200 ml 0 .01 mol/ L pH 值7 .4 的PBS 平衡24 h ,

流速10 min/ ml 、最后上样和洗脱, 流速为8 ～10 min/ ml 。同时

收集洗脱液 , 用20 % 磺基水杨酸, 检测各份样品。收集物保

存于- 20 ℃冰箱。

1 .5  SDS - PAGE 电泳检测纯化蛋白纯度 将不同方法提

取的鸡血清IgG 样品 , 按萨姆布鲁克[ 6] 的方法进行制胶、电

泳和染色等。

2  结果与分析

2 .1 饱和硫酸铵沉淀法与乙醇沉淀法提取鸡血清 IgG 结果

比较  分别用饱和硫酸铵沉淀法和乙醇沉淀法粗提鸡血清
�
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IgG , 结果如图1 所示。图1 表明,2 种方法提取鸡血清IgG 在

SDS- PAGE 电泳图谱中, 显示有多条带 , 虽然纯度均不高, 但

是2 种方法能不同程度的纯化IgG, 因为其中65 和25 kD 的

蛋白条带仍比较明显。相比之下, 饱和硫酸铵沉淀法比乙醇

沉淀法所获得的免疫球蛋白浓度较高。

注 :1 为 Marker ;2 为全鸡血清 ;3 为经硫酸铵盐析后的鸡血清 ;4 为

经乙醇盐析后的鸡血清。下同。

图1 鸡血清饱和硫酸铵盐析与乙醇沉淀产物SDS-PAGE 电泳结果

2 .2  Sephadex G-200 凝胶层析鸡血清IgG 粗提物的结果  

经饱和硫酸铵沉淀法纯化后的鸡血清IgG 提取物, 再进行

Sephadex G- 200 凝胶层析。SDS- PAGE 电泳图谱的结果表明

( 图2) ,IgG 纯度在经层析后的样品比只经饱和硫酸铵沉淀法

的样品中更高。

图2 鸡血清IgG 纯化产物的SDS- PAGE 电泳结果

3  讨论

硫酸铵盐是盐析法分级分离蛋白质最常用的一种中性

盐。它在水中的溶解度受温度影响小, 用其处理的蛋白质一
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任克良等选用45 ～48 日龄平均体重1 050 g 的伊普吕

( 父系) 幼兔64 只, 分成4 组, 进行柠条饲喂肉兔试验。对照

组饲粮中谷草比例为 33 .4 % , 试验Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ组分别用10 .0 % 、

20 .0 % 和33 .4 % 柠条替代等比例谷草。48 d 试验结果表明 ,

试验Ⅰ、Ⅱ组与对照组日采食量、日增重、料肉比间不存在差

异; 试验Ⅰ、Ⅱ与对照组在胴体重、屠宰率、净肉率、肉骨比、心

脏、肺脏、肝脏、肾脏等方面不存在差异 ; 而试验Ⅲ组日采食

量、日增重均在0 .05 水平显著低于对照组。试验还表明, 生

长肉兔饲粮中添加10 % ～20 % 柠条粉是可行的, 且饲粮成本

较低[ 5] 。

3  加工处理

王聪等采集开花期、结实期和往年生结实期柠条, 分别

揉碎、切碎和粉碎, 用3 只装有永久性瘤胃瘘管绵羊测定柠

条消化率和瘤胃降解率。选择81 只大尾寒羊 , 按随机区组

设计分为9 组, 进行饲养试验。试验表明, 结实期柠条粗蛋

白含量达16 .16 % , 较开花期高14 .29 % , 较往年生老枝高

93 .76 % ; 中性洗涤纤维含量达46 .08 % , 较开花期低38 .30 % ,

较往年生老枝低55 .88 % ; 结实期揉碎柠条养分有效降解率、

消化率、采食率、日增重等指标明显优于其他处理, 说明结

实期刈割当年生柠条、揉碎加工饲用价值最好[ 6] 。

项锴锋等采用尼龙袋法研究了微贮处理对内蒙古自治

区分布面积较大的柠条营养组分降解率的影响。结果表明 ,

微贮处理能够明显改善柠条营养组分的瘤胃降解特性 , 明显

提高其瘤胃降解率。微贮过程中宁夏夏盛实业集团有限公

司生产的夏盛酶制剂的添加极大地影响了柠条样本中木质

素的降解, 在维持水平条件下其木质素的动态降解率由

8 .40 % 增加到19 .44 % , 提高11 .04 个百分点[ 7] 。

温学飞等研究表明, 新鲜柠条微贮后粗蛋白含量增加

6 .62 % , 粗纤维含量降低7 .64 % , 木质素含量降低5 .30 % ; 风

干柠条微贮后粗蛋白含量增加6 .01 % , 粗纤维含量降低

3 .64 % , 木质素含量降低5 .34 % 。微贮饲料饲喂滩羊 , 试验

组日增重比对照组高76 g , 试验组与对照组料重比分别为

11 .40 、20 .42 , 羊只每增重1 kg 需饲料费用分别为6 .84 和

11 .48 元, 增重效果明显[ 8] 。

张平等将75 只去势大尾寒羊公羊随机分成 A、B、C 3 组,

分别饲喂揉碎柠条、粉碎柠条、切碎柠条。研究表明, 公羊平均

日增重以揉碎组最高, 切碎组次之, 粉碎组最低, 分别为168 .72、

157 .18 和152 .52 g , 揉碎组与切碎组公羊平均日增重差异在

0 .05水平显著, 揉碎组与粉碎组公羊平均日增重差异在0 .01 水

平显著; 采食率以粉碎组最高, 揉碎组次之, 切碎组最低, 分别

为95 .32 %、73 .33 % 和59 .85 % , 三者采食率之间差异在0 .01 水

平显著; 每千克增重消耗的精料以揉碎组最少, 切碎组次之, 粉

碎组最多, 分别为1 .78、1 .91 和1 .97 kg , 揉碎组与粉碎组差异在

0 .01 水平显著, 揉碎组与切碎组差异在0 .05 水平显著, 切碎组

与粉碎组差异在0 .05 水平显著[ 9] 。

王聪等选用荷斯坦育成母牛54 头, 采用随机区组设计

分为9 组, 分别饲喂花期切碎柠条、揉碎柠条、粉碎柠条 , 结

实期切碎柠条、揉碎柠条、粉碎柠条 , 往年生切碎柠条、揉碎

柠条、粉碎柠条。结果表明, 每千克代谢体重柠条和日粮干

物质采食量均以结实期较高, 而且以粉碎采食量高; 柠条采

食率、日增重和每千克日增重消耗精料均以结实期揉碎处理

最高, 差异在0 .05 水平显著 ; 平均每千克日增重成本以结实

期揉碎处理最低, 平均每天每头牛利润为1 .496 元[ 10] 。

4  存在的问题

柠条难以在国内市场推广的原因主要有以下方面。一

是由于柠条草粉中含有家畜难以消化的粗纤维量较高 , 达

43 .8 % ～49 .63 % , 甚至高于稻谷壳中的含量, 适口性较差, 消

化率和利用率都不高 ; 二是目前还不了解柠条草粉对各类家

畜的消化能、鸡的代谢能和奶牛的产奶净能等的影响, 尤其

是还没制定柠条草粉加工成粉的统一标准。
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般不会引起失活[ 7] 。乙醇沉淀法提取IgG 也是实验室常用

的免疫球蛋白提取方法 , 可以去除大量的非免疫球蛋白组

分。鸡血清经2 种方法处理后, 基本去掉了除球蛋白以外

的其他血清蛋白成分, 然后过分子筛 , 根据分子量大小逐级

分离纯化 , 获得的IgG 纯度较高, 经SDS - PAGE 电泳显示有

2 条带, 即重链和轻链, 经免疫电泳显示只出现一条带。而

只用硫酸铵沉淀法或乙醇沉淀法所获得的产物经 SDS -

PAGE 电泳显示有多条带。但由于乙醇沉淀法提取免疫球

蛋白耗时较长, 且乙醇易挥发 , 浓度不易控制 , 故该试验主

要采用硫酸铵盐析法提取血清免疫球蛋白。

另外 , 从SDS- PAGE 电泳条带可看出, 鸡血清IgG 的重

链分子量大约为65 kD, 较哺乳动物 IgG 重链要大( 一般哺

乳动物IgG 重链为52 kD 左右 , 而鸡IgG 重链为65 ～70 kD) 。
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