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DEAE-52 层析对猪血清IgG 提纯得率的影响
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摘   要：目的：提纯猪血清IgG，并分析DEAE-52 层析对IgG 得率的影响。方法：用硫酸铵盐析和DEAE-52 阴

离子交换层析两步法提纯猪血清IgG，以SDS-PAGE、Bradford法浓度测定和免疫双扩散来分析DEAE-52层析对IgG

得率的影响。结果：DEAE-52 层析获得两个分开明显无重叠洗脱峰，两峰均含有IgG，其中第一峰蛋白纯度达95.7%，

得率为3.0～4.0mg/ml 血清；第二峰IgG纯度59%。结论：DEAE-52 层析能使猪血清IgG在两个洗脱峰中分布，两

步法能从层析第一峰获得电泳纯IgG，对层析第二峰进一步纯化能大幅提高IgG 得率。
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Effects of DEAE-52 Anion-exchanging Chromatography on Yield Rate of IgG Purified from Swine Serum
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Abstract ：Objectives: To purify immunoglobulin G (IgG) from swine serum and analyze the effects of DEAE-52 chromatog-

raphy on the yield rate of IgG. Methods: Porcine IgG was separated and purified from swine serum by two-step methods, SDS-

PAGE and Bradfold assaying kit with saturated ammonium sulphate (SAS) precipitation followed by DEAE-52 cellulose anion-

exchanging chromatography. The effects of DEAE-52 chromatography on the yield rate of IgG were defermined by SDS-PAGE

and Bradford assaying kit with double immunodiffusion(DI). Results:Two different eluate peaks are obtained in DEAE-52

chromatography. IgG is also found in different eluate peaks of chromatogram by SDS-PAGE and DI.The yield rate and purity

of IgG in first eluate peak are 3.0～4.0 mg/ml serum and 95.7% respectively. But the purity in second eluate peak is lower.

Conclusion: DEAE-52 chromatography leads the porcine IgG to distribute in two different eluate perks. The IgG of electro-

phoretic purity can be purified from the first eluate perk of DEAE-52 chromatogram by two-step methods. The yield rate of IgG

can be largely increased by IgG and further purified from the second eluate perk .
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免疫球蛋白G (Immunoglobulin G, IgG) 因具有多种生

物学活性被广泛用于医学临床、免疫学实验、抗血清

与单抗制备、食品与饲料工业等。猪血中含有大量

IgG，应用潜力和经济价值巨大，但提取纯度和得率高

低是有效利用IgG 的关键；由于血清蛋白种类多，目前还

没有技术能实现一步纯化，须多种方法结合方能奏效[1]。

血清 Ig G 提取方法主要有硫酸铵盐析法、辛酸吸附法、

色谱法、超滤法等。其中辛酸法回收率高于硫酸铵法，

但纯度低于后者；超滤法更适合于工业化生产[2]；色谱

法多与粗提方法结合纯化抗体。DEAE-52 阴离子交换层

析色谱是常用的抗体纯化方法，获得抗体纯度高，然

而 DEAE-52 层析如何影响 IgG 得率尚未见报道。本实

验应用饱和硫酸铵盐析结合 DEAE-52 层析提纯猪血清

IgG，并通过 SDS-PAGE 和免疫双扩散分析了 DEAE 层

析对 IgG 纯化得率的影响，为提高纯化 IgG 得率提供
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1 材料与方法

1.1 材料与试剂

新鲜猪血液由阜阳市颖南屠宰场提供，血清由常规

方法制备。

Bradford 试剂盒      北京天根生物公司；DEAE-52

上海生工生物工程技术服务有限公司；羊抗猪 IgG 血清

长沙欧迈公司。

1.2 方法

1.2.1 饱和硫酸铵盐析

按文献[3]方法改进。

1.2.2 DEAE- 纤维素层析[4]

取盐析蛋白PBS 溶液对缓冲液A(25mmol/L Tris-

HCl、pH8.8 35mmol/L NaCl)透析后离心，上清作上样母

液。称2g DEAE-52 纤维素预处理、缓冲液A 平衡、装

柱，柱规格 1.5cm × 30cm，柱床高 25cm；用缓冲液 A

平衡至流出液电导率等于缓冲液Ａ；取 2ml 上样母液加

入层析柱。上样后用缓冲液A 平衡，至流出液在280nm

波长洗脱曲线变得平直止；后以等量缓冲液 A 和缓冲液

C(25mmol/L Tris-HCl pH 8.8、500mmol/L NaCl)连续梯度

洗脱；控制流速1ml/min。上样15min 后分部收集并记

录波峰，每管 2ml，合并同一波峰收集管后分别对 PBS

溶液透析、浓缩、鉴定、－ 2 0 ℃保存。

1.2.3 纯度鉴定和分子量测定

用SDS-PAGE电泳法[5]和 AlphaImager凝胶图像处理

软 件 。

1.2.4 蛋白浓度测定

Bradford 法，取样品(盐析粗提物、DEAE 一、二

峰)各50μl，按Bradford蛋白浓度测定试剂盒步骤进行。

用标准曲线软件绘 BSA 标准曲线并计算样品浓度。对 5

次层析结果进行比较。

1.2.5 层析峰抗原性鉴定

用免疫双扩散法[6]。

2 结果与分析

2.1 盐析

得到18ml 近无色澄清盐析粗提蛋白的PBS 溶解液。

2.2 DEAE-52 纤维素层析

0～150min缓冲液A平衡洗脱，获得第一峰；150min

开启缓冲液 A-C 线性连续洗脱，获得第二峰(图 1)；两

个吸收峰界限分开明显，无重叠。

2.3 纯度鉴定和分子量测定

SDS-PAGE 电脉图谱见图2。对图 2(右)4 泳道进行

凝胶图像分析得图3。2 泳道表明盐析能除去IgG 外大部

分血清蛋白，仅留少量蛋白杂带。3 泳道保留了 2 泳道

几乎全部蛋白成分。4 泳道为 DE A E 第一峰，经巯基乙

醇处理后仅有两个条带，凝胶图像测定分子量分别约为

57、25kD(图 2 右)，和 IgG 的 H 链、L 链分子量吻合，

故确定第一峰纯化蛋白为IgG，纯度达到95.7%(图 3)；

3 泳道也含有 IgG 成分，纯度为 59%。同理测得盐析物

中IgG 纯度为 61.4%。

2.4 浓度测定

2.4.1 提取蛋白原液浓度和得率

实验结果见表 1 。

图3  纯度分析

Fig. 3    Purity  analysis  by  AlphaImager

1 、2 、3 、4 、5 、6 分别为图 2 中对应的样品。

样品名称
盐析粗 层析第一 层析第二

提蛋白 峰(未浓缩) 峰(未浓缩)

蛋白液量(ml) 18.0 50.0 62.0

蛋白浓度(mg/ml) 14.4 0.156 0.148

蛋白得量(mg) 259.2 7.8 9.176

蛋白得率(mg /ml血清) 12.96 3.9 4.588

表1  蛋白浓度及得率

Table 1   Concentration and yield rate of each protein sample

图1   DEAE-52 纤维素层析洗脱曲线

Fig.1   Elution curve by DEAE-52 chromatogram
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图2  电泳分析

Fig. 2   SDS-PAGE analysis of purified IgG
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2.4.2 层析纯化效果比较

在上样相同情况下，五次DEAE-52 层析第一峰的蛋

白得率稳定在3～4mg/ml 血清之间；层析第二峰蛋白得

率在4.2～5.0mg/ml血清之间。统计分析五次层析差异不

显著(图 4)。

图4    DEAE-52 层析峰比较

Fig.4     Comparison with peak I and Ⅱ of each DEAE-52
chromatogram
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2.5 免疫双扩散

由图5 知，羊抗猪IgG 血清和猪血清只有一条沉淀

线，特异性强；进而表明 D E A E 第一、二峰收集液中

均含有猪 Ig G。

提纯中尚未见报道，有文献在用硫酸铵盐析和 D E A E -

Sepharose FF纯化牛初乳IgG[7-8]、硫酸铵和DEAE-52纯

化牛血清IgG[9]进行阶段洗脱时出现三个洗脱峰，每个峰

都有 IgG，与本试验现象类似，但这些文献没对 IgG 在

不同层析峰中分布原因进行探讨报道。层析峰个数多少

可能与物种差异有关，而 IgG 能在不同洗脱峰中分布可

能是由IgG 不同亚类造成，不同亚类IgG 有不同离子交

换能力导致它们在不同波峰中分布，所以这也是 DEAE-

52 层析第一峰纯化猪IgG 得率较低的主要原因。不同的

离子交换能力也必然反映不同亚类 IgG 蛋白结构的差异

性，结构差异可能体现在氨基酸组成或蛋白构象的微小

差异上，这有待进一步实验探讨。因此要提高猪血清

IgG 总得率还要对层析第二峰进一步纯化；这和牛血清

三个层析峰都要进一步纯化[9]有差别，所以提高动物血

清 IgG 提纯得率应视不同的物种来对提纯方法作相应的

调整与改进。

抗体提纯得率也受其他因素的影响。溶血血清应弃

去，因细胞内蛋白水解酶能破坏抗体结构影响抗体活性

和提取得率[10]。盐浓度、pH 和加盐速度等对盐析效果影

响很大，因为不同蛋白是在特定的盐浓度下方能有效破

坏其水化膜而沉淀析出；不同蛋白等电点不同，只有在

其等电点时沉淀才更充分；加盐过快会出现共沉淀使后

续纯化困难。但这些不是造成本试验抗体纯化得率低的

主要因素，因为这些因素主要在粗提过程中发挥作用。

实验未见 I g M ，主要原因有二：其一是正常血清

中IgM 含量较少而难以获得；其二是33% 盐析过程更有

利于 I g G 的沉淀析出，而不利于 I g M 沉淀析出，所以

此法不宜 I g M 提取。

总之两步法中DEAE-52 层析能获得两个均含IgG 洗

脱峰，两步法能从层析第一峰获得电泳纯 IgG，但 IgG

在不同层析峰中分布导致第一峰猪血清 I g G 纯化得率

低，对第二峰进一步纯化能大幅提高 I g G 纯化得率。
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孔1. 猪血清(1/20)；孔2.猪血清(1/40)；孔3.DEAE第一峰(浓缩液)；孔

4.DEAE 第一峰(未浓缩)；孔5.DEAE 第二峰(浓缩液)；孔6.DEAE 第二

峰(未浓缩)；中央孔.羊抗猪IgG 血清。

图5  免疫双扩散

Fig.5   Results of double immunodiffusion

3 讨 论

饱和硫酸铵盐析能够除去IgG 以外的大部分血清蛋

白，得率高、粗提纯度也较高，作为经典粗提方法能

为进一步纯化 IgG 提供得率保证。但经过层系后获得蛋

白总量也有一定的损失。

DE A E - 5 2 层析出现两个分隔明显、无重叠的洗脱

峰，且两个峰都有 IgG 存在，其中第一峰 IgG 纯度高，

能够满足免疫学实验要求纯度，所以第一峰 IgG 往往是

两步法纯化目的物，但得率却稳定在3～4mg/ml 血清的

低水平；第二峰 IgG 纯度很低，但这也必然降低第一峰

IgG 纯化得率，然而本试验也证明层析第二峰还含有不

少 IgG，仍有可进一步纯化空间。此现象在猪血清 IgG


