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摘 要:目的:制备高纯度的鸡蛋过敏原卵转铁蛋白，并详细表征其理化性质及免疫学性质，满足标准物质候选物的质

量要求。方法:通过两步柱层析法制备卵转铁蛋白并分装、冻干，然后借助质谱鉴定身份;采用 SDS－PAGE银染方法鉴
定纯度，圆二色光谱、荧光光谱和核磁共振表征高级结构;利用 Bradford法检测含量和 SDS－PAGE 银染方法评估稳定
性，间接 ELISA方法评估其与 IgE 结合能力。结果:制备的蛋白经质谱鉴定为鸡蛋卵转铁蛋白，分子量约 79.55 ku，等
电点为 6.85，纯度高达 94.6% ;结构分析显示，制备的卵铁蛋白保留了其天然结构特性，并且冻干未使卵转铁蛋白的结
构产生明显的变化;在 4 ℃条件下储藏 5 个月，卵转铁蛋白的含量、纯度、结构和免疫学活性均无明显变化。结论:制
备的卵转铁蛋白可作为标准物质候选物。
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食物过敏是目前公认的人类健康问题之一，发

生率在幼儿中约占 8%，在成人中约占 3% ～4%，且
近年来逐渐增高［1］。牛奶、鸡蛋、花生、坚果、鱼、甲壳
类水产动物、小麦和大豆是公认的八大过敏食物［2］。
其中，鸡蛋可为人体提供优质的蛋白质，氨基酸比例

适合人体生理需要，易被吸收，但同时也是仅次于牛

奶的第二大过敏食物［3］，其主要的过敏原蛋白包括卵

白蛋白、卵类粘蛋白、卵转铁蛋白、溶菌酶、卵黄糖蛋
白 42 和 α－卵黄蛋白［4］。据报道，约有 1% ～2%的婴
儿和 1.6% ～3.2%的儿童对鸡蛋过敏［5］，严重影响了
他们的健康。为了减少鸡蛋过敏的危害，需要进行
食品中鸡蛋过敏原蛋白的精准检测以及鸡蛋过敏的

正确诊断，而检测和诊断离不开过敏原标准物质的

参比作用。Brand［6］等已经开展了鸡蛋过敏原卵转铁
蛋白( ovotransferrin，OVT) 的分离和纯化研究工作，市
场上也有一些昂贵的卵转铁蛋白试剂，但尚不能满

足精准检测和诊断需求，无法保证食物蛋白过敏原

测量的溯源性、有效性、可比性以及国际等效性。迄
今为止，卵转铁蛋白过敏原标准物质的研究仍是空

白，值得探索。因此，本研究以蛋清为原料，通过离
子交换和羟基磷灰石柱层析两步法制备卵转铁蛋白

并分装、冻干，然后进行蛋白身份和纯度鉴定，并借
助一系列理化和免疫学方法评价其质量性能，为卵

转铁蛋白过敏原标准物质的研制提供关键技术和实

验数据。

1 材料与方法
1.1 材料与仪器
柱材 CM Sepharose Fast Flow 和 Bio － Gel HT

Fully Hydrated Hydroxyapatite GE公司( 美国) ; 牛血
清白蛋白标准品 中国国家计量院( NIM) ; 过硫酸
铵( AP) 、四甲基乙二胺( TEMED) 和 α－氰基－4－羟
基肉桂酸基质 Sigma 公司( 美国) ; 40%丙烯酰胺 /
双丙烯酰胺储液 伯乐公司( 美国) ; 乙腈和三氟乙

酸 默克公司( 德国) ; 其他化学试剂 均为分析纯;

鸡蛋 从当地市场购买。
Milli－Q 纯水仪 美国 Millipore 公司; 蛋白电泳

仪、凝胶成像系统、Mode 1860 酶标仪 美国伯乐公
司; N2000色谱工作站 STS 浙江大学智达信息工程
有限公司;高速冷冻离心机 德国贝克曼公司; PB－10
酸度计 德国 Sartorius 公司; ABI 4800 MALDI TOF /
TOF串联飞行时间质谱仪 美国 Applied Biosystems;
MOS－450 /AF－CD 圆二色光谱 法国 Bio－ Logic 公
司; 核磁共振仪 德国 Bruker Avance。

1.2 实验方法
1.2.1 卵转铁蛋白的制备
1.2.1.1 CM Sepharose Fast Flow 柱层析分离卵转铁
蛋白 新鲜鸡蛋取蛋清，用玻璃棒轻轻搅拌，使蛋清

中胶状物溶解，于 4 ℃ 层析柜中低速磁力搅拌
30 min。用 50 mmol /L、pH4.7 的醋酸钠缓冲液将蛋清
pH调至 6.0，再 4 ℃层析柜中磁力搅拌 3.5 h，8000 × g
离心 30 min，取上清液分装，于－20 ℃保存。参照袁
角建［7］ 分离纯化卵转铁蛋白的方法，采用 CM
Sepharose Fast Flow阳离子柱对前处理蛋清中的卵转

铁蛋白进行初步分离，所选柱子的规格为 3.5 cm ×
50 cm。经活化、脱气等步骤处理后，将柱材装入柱子
中，用蒸馏水以 7 mL /min 的流速压柱，用阳离子柱
平衡液以 5 mL /min的流速平衡阳离子柱，基线平稳
后，取 63 mL处理过的蛋清上样，用 700 mL 阳离子
柱平衡液加上 700 mL 阳离子柱梯洗液进行线性梯
度洗脱。
1.2.1.2 羟基磷灰石柱层析分离 同样参照袁角
建［7］的实验方法，采用 450 mL 羟基磷灰石柱( Bio－
Gel HT Fully Hydrated Hydroxyapatite) 对卵转铁蛋白作
进一步纯化。具体步骤如下:用蒸馏水以4 mL /min的
流速压柱，羟基磷灰石柱平衡液以 3 mL /min 的流速
平衡，平衡后上样 PEG20000 浓缩的粗提物卵转铁蛋
白 16 mL，分别用 450 mL羟基柱梯度洗液 1 ( pH7.0，
80 mmol /L的磷酸缓冲液) 和 450 mL 的羟基柱梯度
洗液 2( pH7.0，300 mmol /L的磷酸缓冲液) 进行线性
梯度洗脱，收集目标产物。
1.2.1.3 蛋白的真空冷冻干燥 将收集到的纯卵转
铁蛋白溶液，按 860 μL /瓶均匀分装到 3 mL 冻干瓶
中，并于－80 ℃冰箱中冷冻 30 h。采用 VIＲTIS 真空
冷冻干燥机进行冻干，－ 70 ℃ 下抽真空，冻干约
23.5 h后，将冻干机加热温度调为 30 ℃ ; 30 min后停
止冻干，取出用铝盖封口、贴标，保存在 4 ℃冰箱中。
1.2.2 蛋白质身份鉴定 制备的卵转铁蛋白酶解后
真空冻干，用 1.5 μL 质谱上样缓冲液( 30% 乙腈，
0.1%三氟乙酸) 溶解，取 0.8 μL点在 384 孔不锈钢点
样板上，加 0.4 μL α－氰基－4－羟基肉桂酸基质溶液
( 5 mg /mL ) ，自然风干、结晶后采用 ABI 4800
MALDI /TOF串联飞行时间质谱仪进行质谱检测。
获得的一级和二级质谱数据使用 GPS Explore( V3.6，
Applied Biosystems ) 软件进行分析，并通过内置的
MASCOT( V2.1，Matrix Science，London，U.K) 搜库软
件对本地数据库进行检索、鉴定蛋白质。
1.2.3 纯度鉴定 用不连续的 SDS－PAGE 电泳检测
卵转铁蛋白，上样量为 0.125 μg /孔( 4%的浓缩胶和
12%的分离胶) ，待电泳跑完后，剥胶进行银染，对所
制备卵转铁蛋白的纯度进行鉴定。
1.2.4 卵转铁蛋白结构表征
1.2.4.1 二级结构检测 采用 MOS－450 /AF－CD 圆
二色光谱仪表征卵转铁蛋白的二级结构。将卵转铁
蛋白的浓度稀释至 0.1 mg /mL( 500 μL) ，以蒸馏水做
空白。设定远紫外扫描波长范围为 190～240 nm，光
径为 0.1 cm，带宽为 1 nm，光谱间隔 0.1 nm，扫描速
度为 0.05～20 nm /s，每个样品分别做三次平行，取其
平均值。所得数据用 CD在线软件 http: / /dichroweb.
cryst.bbk.ac.uk /html /process.shtml进行分析。
1.2.4.2 表面疏水性检测 将卵转铁蛋白样品稀释
至 0.1 mg /mL，取 6 mL 蛋白，加入 60 μL 的 ANS
( 5 μmol /L) ，混匀后避光反应 2 h。用日立 F－4500
荧光分光光度计，激发波长为 390 nm，发射波长为
400～600 nm，扫描速度为 1200 nm /min，测定卵转铁
蛋白的荧光值，分析卵转铁蛋白的表面疏水性。
1.2.4.3 三级结构检测 取450 μL，10.13 mg /mL的卵
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转铁蛋白和 50 μL D2O于核磁管中，使卵转铁蛋白最
终浓度为 0.12 mmol /L。通过 Bruker Avance 600 MHz
核磁共振波谱仪，分析卵转铁蛋白的核磁图谱。测
定中脉冲序列为 zgpr，磁体为 14.09 Tesla，扫描次数
为 1228，温度控制为 25 ℃。
1.2.5 卵转铁蛋白稳定性检验 标准物质的长期稳
定性是指在规定的贮存条件下，在规定的时间间隔

内，使其描述的特性值保持在规定范围内的能力［8］。
1.2.5.1 含量、纯度及其储藏稳定性检测 将冻干后
的卵转铁蛋白置于 4 ℃、避光及干燥条件下保存。
随机抽取 3 瓶样品，在放置第 0 至 5 个月后，分别采
用 Bradford法和 SDS－PAGE银染的方法测定含量和
纯度。
1.2.5.2 卵转铁蛋白的免疫活性检测 卵转铁蛋白
的免疫学活性采用人血清间接 ELISA 对冻干前后卵
转铁蛋白的 IgE结合能力和储藏稳定性进行检测，鸡
蛋过敏患者的血清池由 18 位对鸡蛋过敏的患者的
血清混合而成，这 18 位鸡蛋过敏患者的信息如表 1。
所选患者的血清具备如下特点: 对鸡蛋过敏呈阳性，

且总 IgE水平基本都在 100 IU /mL左右。

表 1 鸡蛋过敏患者信息
Table 1 Information of egg allergic patients

编号 性别
年龄
( 月)

临床症状
总 IgE水平
( IU /mL)

1 男 ND* 变应性鼻炎 356
2 男 71 ND* ＞ 400
3 男 33 咳嗽 236
4 男 ND* 特应性皮炎 303
5 男 104 皮炎 188
6 女 57 哮喘 125
7 男 27 支气管炎 109
8 女 7 湿疹 229
9 女 3 湿疹 129
10 男 48 ND* ＜ 100
11 男 60 ND* 100～200
12 女 24 ND* ND*

13 男 ND* ND* ＞ 100
14 男 36 ND* ＞ 200
15 男 396 ND* 100～200
16 女 36 荨麻疹 ＜ 100
17 男 36 荨麻疹 ＞ 200
18 女 36 湿疹 ＜ 100

注: ND* : 未检测。

间接 ELISA 具体步骤如下: 将卵转铁蛋白稀释
至1.5 μg /mL，在一块酶标板上包被 100 μL，用 PBS
( 磷酸盐缓冲液) 作阴性对照。4 ℃过夜后，用 PBST
( 磷酸缓冲溶液溶液加上 Tween－20) 洗板 3 次，每次
5 min; 每孔加入 250 μL 5%的脱脂乳，37 ℃封阻1 h，
然后用 PBST洗板 3 次; 每孔加入 100 μL 1∶ 20 稀释
度的人血清池，37 ℃反应 1 h，PBST 洗板 3 次; 每孔
加入 1 ∶ 5000 稀释的生物素标记羊抗人 IgE 二抗
100 μL，37 ℃反应 1 h，PBST 洗板 3 次; 每孔加入

100 μL 1∶ 60 稀释的 HＲP－链霉素标记的亲和素，
37 ℃反应，PBST洗板 3 次; 每孔加入 100 μL现配的
OPD显色液后，置 37 ℃恒温箱中避光反应 15 min，
反应结束后，每孔加入 2 mol /L H2SO4 终止反应，于

490 nm处检测其 OD值。
1.2.6 数据处理 采用 SPSS 20.0 进行数据处理和
显著性分析，采用 p ＜ 0.05 为显著性差异; 应用
Origin9.0 软件进行作图。

2 结果与分析
2.1 卵转铁蛋白的身份鉴定和纯度分析
制备的蛋白经质谱鉴定分析后，结果如表 2 所

示。通过本地数据库 MASCOT 检索，所鉴定蛋白质
与数据库中编号为 sp | P02789 的卵转铁蛋白匹配度
达 100%。因此，可以确定制备的蛋白质为鸡蛋卵转
铁蛋白，分子量约 79.55 ku，等电点为 6.85。
本文首先采用 SDS－PAGE考染方法鉴定卵转铁

蛋白纯度，结果显示为 100%。但是，世界卫生组织
和国际免疫学联合会过敏原物质标准化小组建立的

过敏原物质标准化项目 ( Development of certified
reference materials for allergenic products and validation
of methods for their quantification，CＲEATE) 推荐使用
SDS－PAGE银染方法鉴定过敏原纯度［9］，因为银染的
灵敏性是考染的 50～100 倍［10］。因此，所制备卵转铁
蛋白经 SDS－PAGE电泳后，经银染方法显色，结果如
图 1 所示，Quantity One灰度扫描显示卵转铁蛋白纯
度为 94.6%。

图 1 卵转铁蛋白的 SDS－PAGE银染图
Fig.1 SDS－PAGE profile of the prepared

ovotransferrin by silver staining

2.2 卵转铁蛋白的结构表征及冷冻干燥对其结构的
影响
为进一步鉴定所制备的卵转铁蛋白是否保持其

天然结构，同样参考 CＲEATE 项目［9］中推荐的方法，
采用圆二色光谱、荧光探针光谱和核磁共振图谱对
制备卵转铁蛋白的二级结构、表面疏水性和三级结
构进行表征，与文献中报道的卵转铁蛋白结构进行

比较。同时在制备过程中，为了保持蛋白质原有的
生物性状和活性，采用真空冷冻干燥的方法进行

干燥［11－12］。
2.2.1 卵转铁蛋白的二级结构 卵转铁蛋白的二级
结构经圆二色光谱检测，结果见图 2。从图 2 中可
知，卵转铁蛋白在 195 nm和 215 nm附近出现了蛋白
质的二级结构特征峰，平均摩尔椭圆率最高在



345

表 2 卵转铁蛋白的质谱鉴定报告
Table 2 The identity of ovotransferrin tested by Mass Spectrometry

理论质量 检测质量 质量偏差
百万分之
偏差率

开始
序列
终止
序列

序列
离子
得分

修饰
结果排列
方式

988.4629 988.4744 0.0115 12 132 140 TSCHTGLGＲ 脲甲基化
( C) ［3］

Mascot

1041.5687 1041.5842 0.0155 15 352 360 KDQLTPSPＲ Mascot
1047.5258 1047.536 0.0102 10 540 548 YFGYTGALＲ Mascot
1047.5258 1047.536 0.0102 10 540 548 YFGYTGALＲ Mascot
1223.6306 1223.6016 － 0.029 － 24 279 288 VEDIWSFLSK Mascot
1223.6306 1223.6016 － 0.029 － 24 279 288 VEDIWSFLSK Mascot
1315.7985 1315.6674 － 0.1311 － 100 310 320 KDPVLKDLLFK Mascot

1469.6577 1469.6838 0.0261 18 241 252 DEYELLCLDGSＲ 脲甲基化
( C) ［7］

Mascot

1534.8489 1534.8646 0.0157 10 141 154 SAGWNIPIGTLLHＲ Mascot
1534.8489 1534.8646 0.0157 10 141 154 SAGWNIPIGTLLHＲ Mascot

2048.0593 2048.0798 0.0205 10 602 619 ECNLAEVPTHAVVVＲPEK 脲甲基化
( C) ［2］

Mascot

2048.0593 2048.0798 0.0205 10 602 619 ECNLAEVPTHAVVVＲPE K 脲甲基化
( C) ［2］

Mascot

2070.0251 2070.0579 0.0328 16 222 240 GDVAFVKHTTVNENAPD QK Mascot

2550.0295 2550.0605 0.031 12 494 516 TGTCNFDEYFSEGCAPGSPPNSＲ 脲甲基化
( C) ［4，14］

Mascot

2656.2129 2656.2942 0.0813 31 572 593 NKADWAKNLQMDDFELLCTDGＲ 脲甲基化( C) ［18］，
氧化( M) ［11］

Mascot

8000 deg·cm2 /dmol左右，最低在－7000 deg·cm2 /dmol
左右，这与袁角建［7］和 Jacobsen［13］的实验结果吻合。
冻干前后的卵转铁蛋白在 195 nm 附近都有一个明
显的正峰，为 β－折叠的特征峰; 在 215 nm 附近也都
有一个明显的负峰，为 α－螺旋的特征峰，CD 曲线的
趋势基本一致。将所得的圆二色光谱数据通过在线
软件进行分析，得到冻干前后卵转铁蛋白的二级结

构含量( 图 2B) 。图 2B 中显示，冻干前后卵转铁蛋
白的二级结构( 包括 α－螺旋、β－折叠、β－转角和无规
则卷曲) 含量基本一致。因此，制备的卵转铁蛋白冻
干前后未发生明显的变化，保持了天然二级结构。
2.2.2 卵转铁蛋白表面疏水性 ANS 荧光探针实验
结果如图 3 所示，曲线的趋势也与袁角建［7］的实验结
果相同。而卵转铁蛋白冻干前后的荧光曲线比较，
在 500 nm 左右的荧光强度都达到最大，在 550 ～
600 nm处两条曲线出现重叠，但在 400～550 nm 处，
冻干卵转铁蛋白比未冻干卵转铁蛋白的荧光值略大，

且荧光值在 500 nm处达最大，表明真空冷冻干燥可能
会引起卵转铁蛋白部分去折叠，导致分子内部更多的

疏水基团暴露出来，从而提高蛋白表面疏水性。
2.2.3 卵转铁蛋白三级结构 抗原抗体特异性结合
是二者空间结构契合、分子间力相互作用的结果，三
级结构的稳定是卵转铁蛋白过敏原蛋白维持稳定免

疫活性的基础。卵转铁蛋白冻干前后的 Bruker
Avance 600 MHz 1H 核磁共振结果如图 4 所示，与
Jacobsen［13］的 Bruker Avance 700 MHz 1H 结果相符，
说明所制备卵转铁蛋白保持其天然三级结构。从图
4 中可以发现，冻干后卵转铁蛋白的化学位移都分布
在 0～7 ppm 处，其中 4.8 ppm 处都为 D2O 的化学位
移，证明其三级结构未发生明显的变化。

图 2 卵转铁蛋白的二级结构
Fig.2 The secondary structure of ovotransferrin
注: A: 卵转铁蛋白冻干前后的圆二色光谱;

B: 冻干前后卵转铁蛋白二级结构含量的变化。

2.3 卵转铁蛋白的稳定性
稳定性是指在规定贮存和使用条件下，标准物

质的含量、纯度等特性量值保持在规定范围内的能
力［8］。本研究参考 Itoh［14］和 Johnston［15］相类似方法
测试卵转铁蛋白的储藏稳定性，研究结果可为用户

提供参考数据。不同蛋白质具有不同的稳定性，在
储藏过程中如果储藏不当或者储存时间过久很容易
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图 3 冻干前后卵转铁蛋白表面疏水性的变化
Fig.3 The surface hydrophobicity of

ovotransferrin before and after lyophilization

图 4 冻干前后卵转铁蛋白的1H核磁共振结果
Fig.4 1H NMＲ spectra of the ovotransferrin

before( a) and after( b) lyophilization
注: A: 冻干前卵转铁蛋白的1H核磁共振结果;
B: 冻干后卵转铁蛋白的1H核磁共振结果。

发生降解，其含量和纯度都可能会发生变化。本研
究将卵转铁蛋白冻干后置于 4 ℃储藏，连续监测 5
个月内卵转铁蛋白的含量和纯度( 图 5 和图 6 ) 。从
图 5 可以看出卵转铁蛋白 4 ℃储藏 5 个月内含量无
显著变化，图 6 中采用高灵敏的银染方法也显示没
有降解片段。因此，卵转铁蛋白在 4 ℃储藏 5 个月
内含量、纯度未发生变化，稳定性好，满足作为标准
物质候选物的稳定性要求。

2.4 卵转铁蛋白与特异性 IgE的结合能力
除了质量、纯度的稳定性，合格的过敏原标准物

质候选物还应进行免疫学性质的测定和免疫活性稳

定性的测定［16－17］。过敏患者血清 IgE 结合能力的检
测是评价过敏原免疫活性的有效手段［18］，本研究采

用间接 ELISA测定卵转铁蛋白的 IgE 人血清结合能
力( 图 7) 。图 7 中每个月的数据是三次重复测定所
得的平均值，所得数据采用 SPSS 软件进行显著性差
异分析，结果显示储藏过程中每个月卵转铁蛋白 IgE

图 5 卵转铁蛋白储藏过程中含量测定结果
Fig.5 The content of the prepared
ovotransferrin during the storage

图 6 卵转铁蛋白储藏过程中银染纯度鉴定结果
Fig.6 SDS－PAGE silver staining

for purity of ovotransferrin during the storage
注: a: 冻干前; b、c、d、e、f: 4 ℃储藏 1、2、3、4、5 个月。

结合能力与未冻干相比都无显著性差异( p ＞ 0.05 ) 。
证明制备的卵转铁蛋白免疫活性稳定，可以满足过

敏原标准物质候选物的要求。

图 7 卵转铁蛋白储藏过程中 IgE结合能力的变化
Fig.7 IgE binding ability of ovotransferrin during storage

3 结论
本研究通过两步法制备了较高纯度的卵转铁蛋

白，并对其身份、纯度、结构、免疫学性质及其储藏稳定
性进行了详细表征，结果表明:制备的蛋白经质谱鉴定

为鸡蛋卵转铁蛋白，分子量约 79.55 ku，等电点为 6.85，
纯度可达 94.6% ; 结构分析显示，分离纯化的卵铁蛋白
保留了其天然结构特性，并且在分装和冻干过程中，卵

转铁蛋白的结构未产生明显的变化; 在 4 ℃条件下储
藏 5个月，卵转铁蛋白的含量、纯度和免疫学活性均无
明显变化。制备的鸡蛋过敏原卵转铁蛋白冻干产品符
合标准物质候选物的要求，可为最终申报卵转铁蛋白

有证标准物质提供关键数据支撑。
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