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超滤法分离免疫牛初乳中的IgG
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摘   要：本实验选用截留分子量为100kD 的中孔纤维超滤膜从免疫牛初乳乳清中分离提取IgG，研究了操作压力和

温度在超滤过程中对膜透过速率的影响，确立了最适操作压力为0.15MPa，最适操作温度为25℃；并采用分段超

滤法对免疫牛初乳乳清中的IgG 进行分离，从而使浓缩液中IgG 纯度得到进一步提高。
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Abstract ：IgG was separated and extracted from immune bovine colostrums whey by hollow-fiber membrane ultrafiltration

(100 kD, molecular, cut-off). The factors affecting separation such as pressure and temperature were studied. The results

showed that optimum operating pressure and temperature were 0.15 MPa and 25 ℃ respectively, and the purity of IgG in

concentrated liquid could be further improved by subsection ultrafiltration.
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免疫球蛋白(immunoglobulin，Ig)作为免疫系统最

为关键的组成物质之一，自 1890 年发现后，在医学领

域中发挥了巨大的作用，但其在食品工业中的应用研究

还是近十几年的事情。由于免疫球蛋白具有特殊的免疫

生理功能，因此从富含免疫球蛋白的免疫牛初乳中，分

离出Ig 并将其添加到功能食品中，将对改善婴幼儿、中

老年人及免疫力低下人群的健康具有重要意义。

超滤(ultrafiltration，UF)是在压差推动力作用下进

行的筛孔分离过程[1]，随着生物技术的发展和工业化大

规模生产的需要，超滤已逐步应用于生物产物的分离。

应用超滤对蛋白质样品进行浓缩与分离时，最主要是根

据样品分子量、分子形态及溶液的性质选择膜的类型、

规格、截留分子量和透过速率。如果选择条件合适，

操作正确，蛋白质的超滤回收率可达 9 0 % ，稀蛋白质

经超滤浓缩可使其浓度达到 50% [2]。超滤是集蛋白质浓

缩和分离为一身的一种纯化方法，在大规模蛋白质纯化

工艺中是许多纯化方法不可取代的技术。

本实验研究了操作压力和温度在操作过程中对膜透

过速率的影响，确定了最适工艺参数，从而使免疫牛

初乳乳清中的 IgG 达到浓缩分离的效果。

1 材料与方法

1.1 材料与仪器

免疫牛初乳：采用主要针对婴幼儿胃肠道细菌性腹

泻中常见的大肠杆菌、沙门氏菌属、志贺氏菌属为代

表的 17 种致病菌株作为免疫原，制成联合多效价疫苗，

对妊娠乳牛进行免疫，产后收集前 3 d 的初乳，离心脱

脂，于－ 80℃冷藏备用；标准牛IgG    Rockland公司；

兔抗牛IgG抗血清    自制；考马斯亮蓝试剂盒    南京建

成生物工程研究所。

实验用膜分离装置    上海摩速科学仪器有限公司；

PHS-3C 型精密pH 计    上海雷磁仪器厂；Eppendorf

5415R台式冷冻高速高心机    北京六一仪器厂；JB-2型

恒温磁力搅拌器    上海雷磁新泾仪器有限公司；722可

见分光光度计    上海精密科学仪器有限公司；LGJ1.5冷

冻干燥机    北京四环科学仪器厂；DYY-12 型电泳仪和

电泳槽    北京六一仪器厂。

1.2 方法

1.2.1 免疫牛初乳乳清的制备

将冷冻的脱脂免疫牛初乳室温解冻后，保温于38℃
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水浴锅中，滴加0.1mol/L HCl调其pH至4.8。静置30min

后，经 7000r/min，4℃下离心 15min，收集乳清。

1.2.2 超滤条件的选择

将免疫牛初乳乳清用截留分子量为100kD 的平板膜

超滤器进行超滤分离。在实验中，分别改变操作压力

和温度，测定膜的透过速率。

1.2.3 免疫初乳乳清超滤浓缩

在上述实验确定的最适条件下，将2000ml免疫初乳

乳清用截留分子量为100kD 的滤膜进行超滤，当免疫初

乳乳清浓缩到400ml 时(此时的浓缩液称为A 液)，向料

缸加入1000ml 蒸馏水，混匀后再进行第二阶段超滤。当

浓缩液再次至 400ml 时收集浓缩液 B，并将其进行冷冻

干燥制备免疫牛初乳 IgG 浓缩物。

1.2.4 IgG 含量的测定

IgG 含量的测定采用火箭免疫电泳法[3]。用 pH8.6

0.05mol/L 巴比妥- 巴比妥钠缓冲液配制1% 的琼脂糖溶

液，沸水煮沸溶解后保温于 5 6℃水浴箱中。取适量兔

抗牛IgG抗血清，用pH8.6 0.05mol/L巴比妥-巴比妥钠

缓冲液稀释后，迅速与保温于 56℃的琼脂糖溶液混匀，

倒平板(平板厚度为 2mm 左右)，水平静置。待冷却凝固

后，打孔上样，每孔10μl 样品液。以pH8.6 0.05mol/L

巴比妥 - 巴比妥钠缓冲液为电极缓冲液，端电压为30V，

泳动时间 5h 左右。电泳结束后，用0.25% 考马斯亮蓝

染色15min，后用洗脱液脱色两次，时间为10～20min。

量取火箭峰高度，根据标准曲线计算样品中IgG 的含量。

1.2.5 总蛋白含量的测定

采用考马斯亮蓝测试盒(附有蛋白标准品)，根据试

剂盒要求，用 722 可见分光光度计在 595nm 处检测。

1.2.6 乳糖含量测定

采用3,5- 硝基水杨酸比色法[4]，以乳糖为标样。

1.2.7 水分测定

采用105℃常压烘箱干燥(恒重)法[5]。

1.2.8 灰分测定

采用550℃马弗炉灰化法[5]。

2 结果与分析

2.1 超滤过程中操作条件的优化选择

2.1.1 操作压力对膜透过速率的影响

在室温条件下, 对免疫牛初乳乳清进行超滤，分别

测定在0.05、0.10、0.15、0.20、0.25MPa 五种不同压

力下膜的透过速率。结果如图 1 所示。

由图1可以看出，在超滤过程中，当压力由0.05MPa

至 0.15MPa 时透过速率随着压力的增大而增加，当压力

大于0.15MPa 时，透过速率不再随压力增大而增加。因

为超滤是在静压差为推动力作用下进行的液相分离过

程，在较低压力下膜透过速率会随压力上升而迅速增

大，但在随后的压力增加中，浓差极化现象加剧，膜

表面的蛋白质吸附层也被压密，透过速率的增长趋缓，

当压力达到某一临界压力后，膜面凝胶层逐渐形成并增

厚，透过速率不再增大。

2.1.2 操作温度对膜透过速率的影响

在操作压力为0.15MPa下, 对免疫牛初乳乳清进行超

滤，分别测定在 5、1 5 、2 5 、3 5 、4 5 ℃温度下膜的

透过速率。结果如图 2 所示。
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图1   不同压力下透过速率的变化

Fig.1      Variation of transmission rate under different pressures

由图 2 可以看出，随着温度的升高，透液速率增

加。原因在于随着温度的升高，料液的黏度降低，传

质系数提高，有利于减轻浓差极化，提高透过速率。

但温度的升高也带来免疫球蛋白变性程度的加剧，故选

择了一个合适的温度，一方面透液速率较快，另一方

面免疫球蛋白的活性又没有受到损失，所以选择 2 5℃

(室温)为最适温度。

2.2 免疫牛初乳乳清中IgG 的分离

在室温、操作压力为 0.15 MP a 条件下，对免疫牛

初乳乳清进行超滤，浓缩液中总蛋白和 IgG 的含量如表

1 所示。

由表1可以看出，免疫牛初乳乳清经第一阶段(由初
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图2    不同温度下透过速率的变化

Fig.2     Variation of transmission rate under different temperatures
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始免疫牛初乳乳清到浓缩液A)超滤后，浓缩液中IgG 和

总蛋白含量明显增大，但两者增加的比例不同，这是

由于一部分分子量低于100kD 的乳清蛋白分子随超滤的

进行通过超滤膜进入超滤液中。经第二阶段超滤后，浓

缩液中IgG/ 总蛋白的比例得到进一步提高，达到70% 以

上。但浓缩液 B 中的总蛋白含量与浓缩液 A 相比有所下

降，这是由于浓缩液 A 被稀释后，其中未被滤除的低

分子量的乳清蛋白得到进一步过滤，使蛋白质减少了，

而浓缩液的最终体积未变(仍为400ml)。浓缩液中IgG收

率为 87.6%。

将浓缩液冷冻干燥后制成的免疫牛初乳 IgG 浓缩物

的化学组成如表 2 所示。浓缩物中 IgG/ 总蛋白的比例

达 71%，浓缩物中 IgG 含量的大小及 IgG/ 总蛋白的比

例一方面取决于原料乳清的组成，另一方面取决于浓

缩倍数，原料乳清中 I g G 含量越高，浓缩倍数越大，

则制成的冷冻干燥浓缩物中IgG含量及 IgG/总蛋白也就

越 高 。

3 讨论与结论

采用超滤技术分离免疫牛初乳乳清中的IgG 时，最

关键的问题是因为浓差极化和膜污染引起膜透过速率下

降。浓差极化是指在超滤膜分离过程中，随着膜的透

过流速到达膜表面的溶质，由于受到膜的截留而积累，

使得膜表面溶质浓度高于料液主体浓度。由于膜表面与

料液浓度之差，产生了从膜表面向料液主体的溶质扩

散。浓差极化的形成会减少透过蛋白质的透过率。严

重的浓差极化将会增加蛋白质之间的相互作用和蛋白质

在膜表面的吸附甚至导致凝胶层的形成。有效控制浓差

极化的形成是维持膜本身具有选择性的重要因素[6-8]。膜

阻塞是超滤中出现的一个主要问题，随超滤的进行，污

染物积聚在膜的表面( 甚至在膜内) ，导致流量逐渐减

小，污染还降低了膜的使用寿命。据报道，膜污染严

重时能使膜透过速率下降 80% 以上[9]。因此，超滤时要

选择最佳参数，减少浓差极化以及膜污染。本实验确

定最适操作压力为 0.15MPa，最适操作温度为 25℃。

在最适操作条件下对免疫牛初乳乳清IgG 进行超滤

分离时，采用了分段超滤法。由于蛋白质是一种两性

化合物，有很强的表面活性，极容易吸附在聚合物表

面上，当乳清浓缩到一定倍数后，主体溶液浓度较高，

蛋白质的吸附增强，浓差极化、凝胶极化加剧，造成

膜的膜透过速率降低。此外，浓度高，料液的黏度高，

溶质的相互作用增大，溶质的反相扩散加强，透过阻

力增加，造成膜透过速率下降。此时对浓缩液进行稀

释，就可以缓解浓差极化现象，使膜透过速率增加，

从而使浓缩液中 IgG 纯度得到进一步提高。

本研究选用截留分子量为100kD 的中孔纤维超滤膜

从免疫牛初乳乳清中分离提取 IgG，确立了最适操作压

力为0.15MPa，最适操作温度为25℃；并采用分段超滤

法对免疫牛初乳乳清中的 IgG 进行分离，从而使浓缩液

中 IgG 纯度得到进一步提高。总的来说，超滤可以很好

的分离浓缩免疫牛初乳乳清中的 IgG，可以用来大规模

化生产使用。
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水分 IgG 总蛋白 乳糖 灰分 IgG/总蛋白

5.94±0.47 48.44±0.68 67.72±0.82 20.49±0.64 5.85±0.53 71.53±1.06

表2     IgG 浓缩物的化学组成(%)
Table 2      Composition of IgG concentrates(%)

表1     浓缩液中 IgG 及总蛋白含量

Table 1      Contents of IgG and total protein in concentrated
liquid

名称 IgG(mg/ml) 总蛋白(mg/ml) IgG/总蛋白(%)

免疫牛初乳乳清 10.34±0.51 35.70±1.37 28.96±1.52

浓缩液 A 33.42±0.74 51.31±0.85 65.13±0.67

浓缩液 B 33.36±0.68 44.79±0.59 74.48±0.83


