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摘　要　研究了单甲氧基聚乙二醇（ｍＰＥＧ）对鸡卵黄免疫球蛋白（ＩｇＹ）的化学修饰，并通过傅里叶变换红外

光谱、圆二色光谱和荧光光谱分析比较了修饰前后ＩｇＹ的稳定性。首先用Ｎ羟基琥珀酰亚胺活化的单甲氧

基聚乙二醇（ＮＨＳｍＰＥＧ）对ＩｇＹ进行化学修饰，确定了ｍＰＥＧ的最佳修饰条件，即ＩｇＹ与ｍＰＥＧ摩尔比为

１∶１０、ｐＨ值为７、反应时间为１ｈ，所得产物ｍＰＥＧＩｇＹ修饰率为２０．５６％，活性保持率为８７．６２％。其次

通过光谱分析法对ＩｇＹ以及ｍＰＥＧＩｇＹ的热稳定性和酸碱稳定性进行了研究。结果表明，７０℃温育１２０ｍｉｎ

后，ＩｇＹ的αＨｅｌｉｘ，βｓｈｅｅｔ，βＴｕｒｎ，Ｒａｎｄｏｍ各二级结构含量由１４．５％，４２．１％，６．２％，３７．２％变为

１．６％，５５．２５％，５．８％，３７．５％；ｍＰＥＧＩｇＹ的各二级结构含量由１２．９％，４２．７％，６．３％，３８．１％变为

３．１％，５０．５％，７．２％，３９．２％。同样酸碱处理后，ｍＰＥＧＩｇＹ比修饰前ＩｇＹ所引起的二级结构变化更小。

因此可以推断出ＩｇＹ经过ｍＰＥＧ修饰后对温度、酸碱处理所引起的变性有着更强的稳定性。
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引　言

　　鸡卵黄免疫球蛋白，简称ＩｇＹ（ｃｈｉｃｋｅｎｅｇｇｙｏｌｋｉｍｍｕｎｏ

ｇｌｏｂｕｌｉｎ），又称鸡卵黄抗体，是产蛋母鸡受免疫刺激后，母

鸡产生免疫反应，在输卵管内卵黄成熟期，血液中ＩｇＧ被选

择性地转移到卵黄中唯一的免疫球蛋白类［１］。经大量的研究

发现，ＩｇＹ具有不与人类补体以及类风湿因子结合
［２］等免疫

学特性，现在已被广泛应用于免疫学诊断和医药等许多方

面。由于ＩｇＹ是蛋白质类大分子，具有一定的免疫原性，当

其用于机体时，会引发抗体产生而降低疗效，并且易受温

度、酸碱的影响，在所有种类免疫球蛋白中稳定性最低［３，４］，

从而限制了ＩｇＹ的应用领域。聚乙二醇修饰（ＰＥＧｍｏｄｉｆｉｃａ

ｔｉｏｎ）是２０世纪７０年代后期逐渐发展起来的一项热门技术，

经过几十年的发展，ＰＥＧ化技术不仅在蛋白质类药物的开发

中得到普遍的应用，而且已扩展到新型药物载体、控释制剂

等各个领域［５，６］。研究表明，经ＰＥＧ修饰后，大多数蛋白质

发生免疫原性与抗原性降低，热稳定性及机械稳定性增加，

溶解性增加，循环半衰期延长，耐蛋白酶水解等性质的改

变［７］。本工作主要研究了单甲氧基聚乙二醇（ｍＰＥＧ）修饰过

程中各因素对修饰效果的影响，并应用光谱分析法对ＩｇＹ以

及修饰物ｍＰＥＧＩｇＹ温度、酸碱稳定性进行了比较。对充分

利用鸡卵黄提取免疫活性成分并使得稳定性得到保护具有重

大经济及现实意义。

１　实验部分

１１　材料与试剂

新鲜鸡蛋（武汉九峰山养鸡场）；鸡卵黄免疫球蛋白

（ＩｇＹ，实验室制备，纯度９５．０２％）；鸡ＩｇＹＥＬＩＳＡ试剂盒、

２，４，６三硝基苯磺酸、单甲氧基聚乙二醇（ｍＰＥＧ，Ｍｒ：５０００

ＫＤ）、ＮＮ’二甲基甲酰胺、丁二酸酐、Ｎ羟基琥珀酰亚胺、

二环己基碳二亚胺等购自Ｓｉｇｍａ公司。

１２　仪器与设备

ＡＬＰＨＡ１４ＬＤｐｌｕｓ冷冻干燥机（德国Ｃｈｒｉｓｔ公司）；

ＤＹＹ１２电泳仪（北京六一仪器厂）；ＤＵ７００紫外可见光分光

光度计（美国贝克曼库尔特有限公司）；ＦＥ２０ｐＨ计（梅特勒

托利多中国有限公司）；酶标仪（ＩＭＡＲＫ）；ＶＥＲＴＥＸ７０型

傅里叶变换红外光谱仪（德国Ｂｒｕｋｅｒ公司）；Ｊ８０圆二色光

谱仪（日本ＪＡＳＣＯ公司）；ＲＦ５３０１ｐｃ荧光分光光度计（日本

日立公司）。

１３　犐犵犢制备与活性测定



　　Ａｋｉｔａ和Ｎａｋａｉ
［８］提出的水稀释法为基础，并加以改良，

结合聚乙二醇沉淀以及ＤＥＡＥＴｏｙｏｐｅａｒｌ６５０Ｍ一步洗脱离

子交换层析法进行分离纯化ＩｇＹ，制得的ＩｇＹ 纯度为

９５．０２％，活性保持率为７３．７７％
［９］。

采用ＥＬＩＳＡ方法检测ＩｇＹ活性
［１０］。以标准物的浓度为

横坐标，ＯＤ４５０ｎｍ值为纵坐标，绘出标准曲线，根据样品

的吸光值和稀释倍数计算出活性含量。

ＩｇＹ活性保持率（％）＝处理后样品活性含量／处理前样

品活性含量

１４　犿犘犈犌活化

ｍＰＥＧ的活化采用 Ｎ羟基琥珀酰亚胺（ＮＨＳ）活化

法［１１］，活化后得ｍＰＥＧ的Ｎ羟基琥珀酰亚胺衍生物，简写

为ＮＨＳｍＰＥＧ。

活化度为活化后每单位ｍＰＥＧ中所含ＮＨＳｍＰＥＧ的百

分数，采用ＮＨＳ标准曲线法测定，以ＮＨＳ终浓度为横坐

标，吸光度为纵坐标作标准曲线［１２］。样品测定时 ＮＨＳ

ｍＰＥＧ浓度为０．５ｍｍｏ１·Ｌ－１，具体步骤与标准曲线测定基

本一致。

１５　犐犵犢的犖犎犛犿犘犈犌修饰

鸡卵黄免疫球蛋白与活化的ｍＰＥＧ按照一定摩尔比混

合，采用０．１ｍｏｌ·Ｌ－１四硼酸钠作为缓冲液，温度为２５℃，

一定时间后，甘氨酸终止反应，以蒸馏水和未修饰的ＩｇＹ溶

液进行相同的反应作为对照［１３］。取样测定蛋白氨基修饰率，

作ＳＤＳＰＡＧＥ凝胶电泳
［１４］，并测定生物活性。对修饰条件

进行优化，分别设定ＩｇＹ与ｍＰＥＧ摩尔比为１∶５，１∶１０，

１∶１５，１∶２０和１∶４０；缓冲液ｐＨ值分别为６．０，７．０，８．０

和９．０；反应时间设定为１５，３０，４５，６０，９０，１２０和２４０

ｍｉｎ。

修饰率测定采用ＴＮＢＳ标准曲线法测定氨基修饰率：以

甘氨酸为标准溶液，６００μＬ硼酸缓冲液加２．５％的ＴＮＢＳ溶

液作为空白对照，制得标准曲线［１５］。样品测定时加入２．５％

的ＴＮＢＳ溶液，室温下反应１２０ｍｉｎ后测定４２０ｎｍ下的吸

收值，由坐标图得待测样品溶液的修饰率。

１６　犖犎犛犿犘犈犌稳定性

１．６．１　热稳定性

配制鸡卵黄免疫球蛋白溶液１ｍｇ·ｍＬ－１，于７０℃的水

浴中保温，３０，６０，９０，１２０ｍｉｎ取样后冰水浴中迅速冷却，

进行圆二色光谱扫描。

１．６．２　酸碱稳定性

调整ＰＢＳ溶液的ｐＨ值分别为３．０，４．０，１０．０，１１．０，

各取一定体积的溶液与２０ｍｇ·ｍＬ－１免疫球蛋白溶液混匀，

放置在３７℃水浴中并振荡。每隔一定时间将样品取出后调

整ｐＨ为７．０，取样进行圆二色光谱和荧光光谱扫描。

１７　光谱测定

红外光谱：取待测粉末状样品与溴化钾（质量比约１∶

１０）压片，检测红外光谱。检测条件：硅碳棒光源，ＭＴＣ探

测器，室温测量范围为４００～４０００ｃｍ－１，光谱分辨率为４

ｃｍ－１，信号扫描累加３２次，每个样品至少检测三次。

圆二色光谱：配制鸡卵黄免疫球蛋白浓度０．２ｍｇ·

ｍＬ－１。石英样品池的光程０．１ｃｍ，灵敏度为２ｍｄｅｇ·ｍ－１，

扫描测定波长范围为１９０～２４０ｎｍ，扫描速度为３．３ｎｍ·

ｓ－１，分辨率为０．１ｎｍ，在室温下进行测定。所有圆二色数据

经３次扫描取平均值。得出圆二色谱后，经软件计算出二级

结构含量。

荧光光谱：样品浓度２．０×１０－４ｇ·ｍＬ－１，采用光径为

１．０ｃｍ的石英样品池，激发波长２９６ｎｍ，狭缝宽度为５ｎｍ，

扫描范围３００～５００ｎｍ。

２　结果与分析

２１　犿犘犈犌活化以及活化前后红外光谱图

由标准曲线狔＝９．１６５狓＋０．００５１（犚２＝０．９９９８）计算活

化度为８１．０９％。

　　图１（ａ）和（ｂ）分别为 ｍＰＥＧ以及活化后产物 ＮＨＳ

ｍＰＥＧ红外光谱扫描图。对比（ａ）和（ｂ）可知，ｍＰＥＧ经过

ＮＨＳ修饰后出现１９６８．９２ｃｍ－１（ Ｃ Ｏ 琥珀酰胺）、

１６３７．６３ｃｍ－１（ Ｃ Ｏ 伸缩振动）以及３４６０．６４ｃｍ－１（Ｎ—

Ｈ的最大吸收峰），说明ｍＰＥＧ活化成功。

犉犻犵１　犉犜犐犚狊狆犲犮狋狉犪狅犳犿犘犈犌犪狀犱犖犎犛犿犘犈犌

（ａ）：ｍＰＥＧ；（ｂ）：ＮＨＳｍＰＥＧ

２２　修饰工艺优化

２．２．１　不同摩尔比对ＩｇＹ修饰效果的影响

图２（ａ）为不同摩尔比条件下ＩｇＹ修饰效果的ＳＤＳ

ＰＡＧＥ电泳图，图２（ｂ）为不同摩尔比条件下ＩｇＹ的修饰率以

及活性保持率测定结果图。由图２（ａ）可以看出，随着ＩｇＹ与

２０５２ 光谱学与光谱分析　　　　　　　　　　　　　　　　　　　 第３２卷



活化后的ｍＰＥＧ按摩尔比的增大，７０ＫＤ左右的条带逐渐变

浅，并伴随有较大分子量产物的出现，这也就说明ＩｇＹ的修

饰度在逐渐增加。由图２（ｂ）可以看出，随着反应摩尔比的增

加，ＩｇＹ的修饰率逐渐增大，而活性保持率呈下降趋势。由

研究结果可以初步判定氨基修饰程度与ＩｇＹ活性之间存在

相关性，为了保持８０％以上的ＩｇＹ选择修饰摩尔比为１∶

１０，此时可得修饰率为２０．５１％，活性保持率为８７．５６％的

ｍＰＥＧＩｇＹ。

２．２．２　不同反应时间对ＩｇＹ修饰效果的影响

图３（ａ）为不同修饰时间条件下ＩｇＹ修饰效果的ＳＤＳ

ＰＡＧＥ电泳图，图３（ｂ）为不同修饰时间条件下ＩｇＹ的修饰率

以及活性保持率测定结果图。由图ａ可知，反应前３０ｍｉｎ，

ＩｇＹ变化不大，随着反应时间的延长７０ＫＤ处的条件逐渐变

浅，２ｈ后接近于消失。在ＩｇＹ轻链２５ＫＤ出几乎看不到条

带的存在。由图ｂ可以看出，在反应开始的１ｈ以内，ＩｇＹ的

修饰率呈明显上升趋势，并且活性出现增强现象；当反应１

ｈ之后，修饰率增加缓慢并且活性保持率降低。所以确定最

佳反应时间为１ｈ，所得ｍＰＥＧＩｇＹ的修饰率为８７．１６％、活

性保持率为２０．８５％。

犉犻犵２　犈犳犳犲犮狋狊狅犳犱犻犳犳犲狉犲狀狋犿狅犾犪狉狉犪狋犲狅狀狋犺犲犲犳犳犻犮犻犲狀犮狔狅犳犐犵犢犿狅犱犻犳犻犮犪狋犻狅狀

（ａ）：ＲｅｓｕｌｔｓｏｆＳＤＳＰＡＧＥ，１６ｂｏｎｄｓｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇｔｏｍｏｌａｒｒａｔｅ（ＩｇＹ：ｍＰＥＧ）３∶１，５∶１，１０∶１，１５∶１，２０∶１，４０∶１；

（ｂ）：ＥｆｆｅｃｔｓｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｍｏｌａｒｒａｔｅｏｎｔｈｅｍｏｄｉｆｉｃａｔｉｏｎｒａｔｅａｎｄａｃｔｉｖｉｔｙｒｅｓｅｒｖａｔｉｏｎｏｆＩｇＹｍｏｄｉｆｉｃａｔｉｏｎ

犉犻犵３　犈犳犳犲犮狋狊狅犳犱犻犳犳犲狉犲狀狋犿狅犱犻犳犻犲犱狋犻犿犲狅狀狋犺犲犲犳犳犻犮犻犲狀犮狔狅犳犐犵犢犿狅犱犻犳犻犮犪狋犻狅狀

（ａ）：ＲｅｓｕｌｔｓｏｆＳＤＳＰＡＧＥ，１７ｂｏｎｄｓｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇｔｏｍｏｄｉｆｉｅｄｔｉｍｅｓ１５ｍｉｎ，３０，４５，６０，９０，１２０，２４０ｍｉｎ；

（ｂ）：ＥｆｆｅｃｔｓｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｍｏｄｉｆｉｅｄｔｉｍｅｓｏｎｔｈｅｍｏｄｉｆｉｃａｔｉｏｎｒａｔｅａｎｄａｃｔｉｖｉｔｙｒｅｓｅｒｖａｔｉｏｎｏｆＩｇＹｍｏｄｉｆｉｃａｔｉｏｎ

２．２．３　缓冲液ｐＨ对ＩｇＹ修饰效果的影响

图４（ａ）为不同缓冲液ｐＨ条件下ＩｇＹ修饰效果的ＳＤＳ

ＰＡＧＥ电泳图，图４（ｂ）为不同缓冲液ｐＨ条件下ＩｇＹ的修饰

率以及活性保持率测定结果图。由图４可以看出，不同ｐＨ

条件下ＩｇＹ的ｍＰＥＧ化学修饰效果差别较大，ｐＨ在８．０和

９．０时修饰率明显高于在酸性条件下的修饰率，即酸性环境

下不易于ｍＰＥＧ的化学修饰，中性或者偏碱性条件下较利于

修饰作用的进行，所得产物修饰度较高；然而高的修饰率也

带来了较大幅度的ＩｇＹ活性降低。考虑到ＩｇＹ活性不至于过

低选用ｐＨ７为最佳反应ｐＨ，可得修饰率为２０．３２％、活性

保持率为８７．５６％的ｍＰＥＧＩｇＹ。

　　ｍＰＥＧ对ＩｇＹ的化学修饰结果显示，氨基修饰程度与

ＩｇＹ活性之间存在相关性，这可能是由于ｍＰＥＧ的空间位阻

效应，不利于高修饰率ＩｇＹ活性的发挥。

通过对各种修饰条件的摸索和比较，最后筛选出最佳修

饰 条件为：ＩｇＹ与活化后的ｍＰＥＧ按摩尔比１∶１０，缓冲液
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犉犻犵４　犈犳犳犲犮狋狊狅犳犱犻犳犳犲狉犲狀狋狆犎狅狀狋犺犲犲犳犳犻犮犻犲狀犮狔狅犳犐犵犢犿狅犱犻犳犻犮犪狋犻狅狀

（ａ）：ＲｅｓｕｌｔｓｏｆＳＤＳＰＡＧＥ，１４ｂｏｎｄｓｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇｔｏｐＨ６．０，７．０，８．０，９．０；

（ｂ）：ＥｆｆｅｃｔｓｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｐＨｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓｏｎｔｈｅｍｏｄｉｆｉｃａｔｉｏｎｒａｔｅａｎｄａｃｔｉｖｉｔｙｒｅｓｅｒｖａｔｉｏｎｏｆＩｇＹｍｏｄｉｆｉｃａｔｉｏｎ

ｐＨ７，修饰时间为１ｈ，最终可得修饰率为２０．５６％、活性保

持率为８７．６２％的 ｍＰＥＧＩｇＹ。后续实验所使用的 ｍＰＥＧ

ＩｇＹ均在此修饰条件下制备而得。

２３　犐犵犢以及犿犘犈犌犐犵犢红外光谱分析

图５（ａ）和（ｂ）分别为ＩｇＹ、ｍＰＥＧＩｇＹ的红外光谱扫描

图，由图可知在２４４７．８９，１３９４．０４，１１６２．１８，８５９．０４ｃｍ－１

附近出现琥珀酰胺特有峰，说明ＩｇＹ经过ＮＨＳｍＰＥＧ修饰

后基团成功连接。用红外分析软件对ＩｇＹ以及ＮＨＳｍＰＥＧ

修饰后的ＩｇＹ二级结构进行分析，结果如图６所示。

犉犻犵５　犉犜犐犚狊狆犲犮狋狉犪狅犳犐犵犢犪狀犱犿犘犈犌犐犵犢

　　经分析可知，修饰前的ＩｇＹ二级结构中αＨｅｌｉｘ，β

ｓｈｅｅｔ，βＴｕｒｎ，Ｒａｎｄｏｍ 分别为１４．５％，４２．１％，６．２％，

３７．２％；修饰后的 ｍＰＥＧＩｇＹ 各二级结构含量分别为

９．１％，４４．９％，７．４％，３８．６％。与修饰前相比，ｍＰＥＧＩｇＹ

的α螺旋含量降低了约３７％，β螺旋含量升高，其他含量变

化不明显。

２４　犿犘犈犌修饰对犐犵犢热稳定性的影响

蛋白质的二级结构是指多肽链骨架中局部肽段的构象，

α螺旋和β折叠结构中存在较多氢键，导致规则二级结构具

有一定的刚性，即蛋白质分子的稳定性很大程度上取决于分

犉犻犵６　犉犜犐犚狊狆犲犮狋狉犪狊犲犮狅狀犱犪狉狔狊狋狉狌犮狋狌狉犲

狅犳犐犵犢（犪）犪狀犱犿犘犈犌犐犵犢（犫）

子内部氢键的大小，因此可以通过计算二级结构的含量来表

征蛋白质就过各种处理之后的稳定性变化。

　　图７（ａ）和（ｂ）分别是ＩｇＹ、ｍＰＥＧＩｇＹ在７０℃水浴中温

育１２０ｍｉｎ的圆二色光谱。对ＩｇＹ和ｍＰＥＧＩｇＹ二级结构进

行对比分析可知（插图所示）两种蛋白质７０℃下经过１２０ｍｉｎ

处理后，ＩｇＹ的α螺旋含量降低了８９．３％，而修饰后的ＩｇＹ

减少１０％；经过加热处理后β折叠有所增加，ＩｇＹ以及

ｍＰＥＧＩｇＹ增幅分别为２１．４％和３２．７％；β转角含量最少，

处理之后也表现出变化来，未经修饰ＩｇＹ的β转角含量由最
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初７．２％降至５．３％，经过修饰后的ＩｇＹ由６．２％降至５．８％；

另外自由卷曲的含量均呈增加趋势。

犉犻犵７　犆犻狉犮狌犾犪狉犱犻犮犺狉狅犻狊犿狊狆犲犮狋狉犪狅犳犐犵犢犪狀犱犿犘犈犌犐犵犢

狋狉犲犪狋犲犱狑犻狋犺犪狋犱犻犳犳犲狉犲狀狋狋犻犿犲狊犪狋７０℃

（ａ）：ＩｇＹ；（ｂ）：ｍＰＥＧＩｇＹ

２５　犿犘犈犌修饰对犐犵犢酸碱稳定性的影响

２．５．１　圆二色光谱扫描

图８（ａ）和（ｂ）分别是ＩｇＹ、ｍＰＥＧＩｇＹ在ｐＨ４条件下的

圆二色光谱图（Ａ１，Ｂ１）和二级结构分析结果（插图所示）。光

谱结果经软件处理可知ＩｇＹ的α螺旋含量降低了７６．４％，而

修饰后的ＩｇＹ减少１５．７％；ＩｇＹ以及ｍＰＥＧＩｇＹ的β折叠含

量均有所增高，增幅分别为１８．４％和２９．７％。

　　图９（ａ）和（ｂ）分别是ＩｇＹ以及ｍＰＥＧＩｇＹ在ｐＨ１１条件

下的圆二色光谱图和二级结构分析结果图（插图所示）。光谱

结果经软件处理可知ＩｇＹ的α螺旋含量降低了７１．１％，而修

饰后的ＩｇＹ减少１４．９％；ＩｇＹ以及ｍＰＥＧＩｇＹ的β折叠含量

均有所增高，增幅分别为１６．５％和２１．７％；ＩｇＹ较修饰之后

的无规则卷曲的增幅更大。

　　以上研究结果表明，温度以及酸碱作用可以使得蛋白质

二级结构α螺旋、β折叠、β转角和无规则卷曲含量发生变

化。由于蛋白质分子的稳定性很大程度上取决于分子内部氢

键的大小，也就是说取决于α螺旋、β折叠的含量。分析可

知，免疫球蛋白在经过温度以及酸碱处理后，α螺旋含量成

降低趋势，β折叠含量有增加的趋势，总体含量呈现降低；

但是ｍＰＥＧＩｇＹ与ＩｇＹ相比，降低的幅度更小，所以表现出

更大的稳定性。

犉犻犵８　犆犻狉犮狌犾犪狉犱犻犮犺狉狅犻狊犿狊狆犲犮狋狉犪狅犳犐犵犢犪狀犱犿犘犈犌犐犵犢

（狆犎４）狑犻狋犺犱犻犳犳犲狉犲狀狋狋狉犲犪狋犲犱狋犻犿犲狊
（ａ）：ＩｇＹ；（ｂ）：ｍＰＥＧＩｇＹ

犉犻犵９　犆犻狉犮狌犾犪狉犱犻犮犺狉狅犻狊犿狊狆犲犮狋狉犪狅犳犐犵犢犪狀犱犿犘犈犌犐犵犢

（狆犎１１）狑犻狋犺犱犻犳犳犲狉犲狀狋狋狉犲犪狋犲犱狋犻犿犲狊

（ａ）：ＩｇＹ；（ｂ）：ｍＰＥＧＩｇＹ
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２．５．２　荧光光谱扫描

蛋白质分子中能发射荧光的氨基酸有色氨酸（Ｔｒｐ）、酪

氨酸（Ｔｙｒ）以及苯丙氨酸（Ｐｈｅ），Ｔｒｐ和Ｐｈｅ残基是高度疏水

的非极性基团，一般位于分子内部。蛋白质结构的稳定性很

大程度上取决于分子内的疏水作用，当外部环境改变时，蛋

白质分子的疏水／亲水平衡也会改变，从而影响最大发射波

长。因此通过荧光光谱检测处于不同环境中蛋白质最大发射

波长，可以得知环境因素对蛋白质构象的影响。

犜犪犫犾犲１　犕犪狓犻犿狌犿犲犿犻狊狊犻狅狀狑犪狏犲犾犲狀犵狋犺狅犳犐犵犢犪狀犱犿犘犈犌犐犵犢

ｐＨ
Ｍａｘｉｍｕｍｅｍｉｓｓｉｏｎｗａｖｅｌｅｎｇｔｈ／ｎｍ

１ｈ ２ｈ ３ｈ
ＷＮＣ

３ ＩｇＹｍＰＥＧＩｇＹ
３３６

３３４

３３９

３３７

３４４

３３９

９

５

４ ＩｇＹｍＰＥＧＩｇＹ
３３４

３３３

３３６

３３４

３３７

３３５

４

２

１０ ＩｇＹｍＰＥＧＩｇＹ
３３３

３３４

３３５

３３４

３３７

３３５

４

１

１１ ＩｇＹｍＰＥＧＩｇＹ
３３５

３３３

３３８

３３６

３４３

３３６

８

３

　　ＷＮＣ：Ｃｈａｎｇｅｓｏｆｔｈｅｍａｘｉｍｕｍｅｍｉｓｓｉｏｎｗａｖｅｌｅｎｇｔｈ

　　由荧光扫描图谱分析可知，随着培育时间的延长，ＩｇＹ

以及ｍＰＥＧＩｇＹ最大发射波长发生红移，荧光强度也呈现增

加趋势。在实验ｐＨ条件下３７℃温育４ｈ后，对照表１所列

出的最大发射波长改变量（ＷＮＣ）可知，ｍＰＥＧＩｇＹ的最大发

射波长红移程度均小于ＩｇＹ的改变。

３　结　论

　　经过对各修饰条件的摸索优化最终确定了ｍＰＥＧ对ＩｇＹ

进行化学修饰的最佳修饰条件，即ＩｇＹ与ｍＰＥＧ摩尔比为

１∶１０、ｐＨ值为７、反应时间为１ｈ，所得产物ｍＰＥＧＩｇＹ的

修饰率为２０．５６％，活性保持率为８７．６２％。

经光谱分析可知，７０℃温育１２０ｍｉｎ后，ＩｇＹ的αＨｅ

ｌｉｘ，βｓｈｅｅｔ，βＴｕｒｎ，Ｒａｎｄｏｍ各二级结构含量由１４．５％，

４２．１％，６．２％，３７．２％ 变 为 １．６％，５５．２５％，５．８％，

３７．５％；ｍＰＥＧＩｇＹ的各二级结构含量由１２．９％，４２．７％，

６．３％，３８．１％变为３．１％，５０．５％，７．２％，３９．２％；同样

ＩｇＹ与ｍＰＥＧＩｇＹ经过酸碱处理后，ｍＰＥＧＩｇＹ比天然ＩｇＹ

二级结构变化更小。表明修饰后ｍＰＥＧＩｇＹ对温度、酸碱处

理所引起的变性有着更强的稳定性。

犚犲犳犲狉犲狀犮犲狊

［１］　ＬｏｅｋｅｎＭＲ，ＲｏｔｈＴＦ．Ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｙ，１９８３，４９（１）：２１．

［２］　ＤａＳｉｌｖａＷＤ，ＴａｍｂｏｕｒｇｉＤＶ．ＶｅｔｅｒｉｎａｒｙＩｍｍｕｎｏｌｏｇｙａｎｄＩｍｍｕｎｏｐａｔｈｏｌｏｇｙ，２０１０，１３５：１７３．
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