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鸡卵黄免疫球蛋白(IgY)分离纯化的研究 
 

任平国，徐启红 

（漯河职业技术学院，河南 漯河 462000） 

摘要：对鸡卵黄免疫球蛋白（IgY）的分离纯化进行了研究。工艺流程为：卵黄→8倍水稀释并搅拌10 min→用HCl调pH至5.2后

在4 ℃静置2 h去沉淀→在上清夜中加入95%冰乙醇（-20 ℃）使终浓度为60%（v/v）→4 ℃搅拌20 min后离心（22000 r/min，4 ℃，25 

min）→收集沉淀并加入0.028 mol/L NaCl溶液在4 ℃下过滤除去脂蛋白沉淀→收集的滤液用SDS-PAGE法进行纯化得纯度为98%的

lgY。用大肠杆菌（E.coli）对其活性进行测定，效果良好，此方法能保持免疫球蛋白的活性。 
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Analysis on the Separation and Purification of Immunoglobulin of  

egg yolk (IgY) 
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Abstract: The separation and purification of Immunoglobulin of egg yolk (IgY) were studied. The mixture of yolk and water (1:8, v/v) 

was stirred for 10 min and then its pH value was adjusted to 5.2 with HCl. After placing the mixture for 2 h at 4 ℃, the supernatant was diluted 

with 95% ice ethanol (-20 ℃) until its concentration reached 60% (v/v). Then the solution was stirred for 20 min at 4 ℃ and centrifuged (22000 

r/min) for 25 min at 4 ℃. The precipitate was collected and added into 0.028 mol/L NaCl solution. The corresponding suspension was filtered at 

4 ℃ to remove the lipoprotein sediment and the filtrate was then purified by SDS-PAGE methods, giving the protein IgY with the purify of 98%. 

Its activity was determined with Escherichia coli (E.coli) and results showed that this purification method could well maintain the activity of IgY. 
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鸡卵黄免疫球蛋白（Immunoglobulin of egg yolk，

简称 IgY），又称鸡卵黄抗体，是母鸡血液中的免疫球

蛋白传递至鸡卵黄并在子鸡孵育过程中和孵育后对子

鸡起保护作用的免疫球蛋白。经大量的研究发现，IgY
具有不与人类补体[1]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，因而对 IgY 分离纯化的研究有着重要意义。IgY
的分离、纯化主要包括含有 IgY 的蛋黄水溶性蛋白组

分（WSF）的分离和 WSF 中 IgY 的分离。目前，国

际上已经开发了多种鸡卵黄抗体分离纯化法，主要包

括有机溶剂抽提、盐析与 DEAE 色谱相结合、疏水色

谱及凝胶过滤等。然而，这些方法普遍存在着步骤多、

批量小、安全性不高和回收率低等问题。为此，我们

以 Horikoshi[3]等人提出的冰乙醇分级离心法为基础，

对冰乙醇分级离心法分离纯化进行了深入的研究，取

得了较为理想的结果，且分离纯化得到的 IgY 活性比

较好。 
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1  材料与方法 

1.1  材料、试剂与仪器 
市售新鲜鸡蛋或4 ℃保鲜鸡蛋若干；95%冰乙醇

（-20 ℃，预冷）；0.028 mol/L的NaCl溶液；Tris-HCl
缓冲液；Sephadex G200凝胶（深圳市腾龙源实业有限

公司）；DEAE葡萄糖凝胶A-50（北京百星高科技术货

物进出口公司）；SDS-PAGE成套电泳试剂（Amersham 
Biosciences（SF）Corporation；考马斯亮蓝R-250（北

京索莱宝科技有限公司）；721分光光度计（上海第三

分析仪器厂）；LG10-2.4A高速离心机（北京医用离心

机厂）；大肠杆菌（E.coli）（卫生部中国药品生物制品

鉴定所）；其它试剂均为分析纯。 
1.2  实验方法 
1.2.1  蛋黄水溶性组分（WSF）的制备 

选择市售新鲜鸡蛋或于4 ℃保鲜的鸡蛋，用卵黄

分离器去除蛋白，之后将卵黄于滤纸上滚动，吸干，

刺破卵黄膜，收集卵黄。以体积百分比计，用一定倍
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数的蒸馏水稀释卵黄，搅拌10 min，使水溶性IgY充分

溶出。用HCl调节pH至4.5~5.4，稀释液在4 ℃静置2 h，
去沉淀。向上清液中加入95%冰乙醇（-20 ℃）至某一

浓度，4 ℃搅拌20 min后离心（22000 r/min，4 ℃，25 
min），收集沉淀并向其中加入0.028 mol/L的NaCl溶
液，4 ℃条件下过滤除去脂蛋白沉淀，收集滤液得到

澄清的水溶性蛋白组分（WSF）。 
1.2.2  乙醇沉淀纯化IgY 

取制备好的WSF，向其加入95%冰乙醇（-20 ℃）

使其终浓度达到30%（v/v），也可将最终浓度调至25%
（v/v）[4]，离心（22000 r/min，4 ℃，25 min），将沉

淀用蒸馏水溶解，并用DEAE葡萄糖凝胶A-50离子交

换层析，Tris-HCl缓冲液（含0.15 mol/L NaCl）洗脱，

然后用Sephadex G200凝胶过滤。 
1.2.3  蛋白质回收率的确定及IgY纯度的测定 

蛋白质回收率可采用福林-酚法进行确定[5]。 
IgY的纯度则采用十二烷基磺酸钠聚丙烯酰胺凝

胶电泳（SDS-PAGE）法进行测定[6]。 
1.2.4  IgY的活性检测 

以大肠杆菌为试验菌株，进行抑菌实验。将试验

菌株分别接种于含有蛋黄抗体和对照组的液体培养基

中，在37 ℃条件下恒温培养，不同时间下从培养物中

取样，置于600 nm波长下测定各样品的吸光度（OD）

值。 

2  结果与讨论 

2.1  稀释倍数的影响[7] 
由于鸡卵黄中含有大量的磷脂蛋白，因此首先采

用水稀释法去除其中的大部分卵磷脂蛋白。蛋黄中加

入不同倍数（v 水:v 蛋黄=1:1~11:1）的无菌水，用盐酸调

节稀释液 pH 至 5.2，测定上清液中的脂肪和可溶性蛋

白质含量，其结果如图 1。 

 
图1 稀释倍数对脂肪及蛋白质含量的影响 

从图1可看出，随着稀释倍数的增大，蛋白质的含

量也逐渐增加，而脂肪含量则逐渐下降，当稀释倍数v

水:v蛋黄=8:1时，蛋白质和脂肪含量趋于稳定。考虑到后

续的纯化操作，以选取8倍稀释为宜。 
2.2  pH值的影响[8] 

取20 mL的8倍稀释度蛋黄液，依次改变其pH值

（4.5~5.4），并测定相应的IgY回收率。pH的变化对IgY
回收率的影响见图2。 

 
图2 pH值对脂肪及蛋白质含量的影响 

从图2知，在微酸性条件下IgY的回收率较高，脂

蛋白的回收率在稀释液pH 5.2时最小，说明稀释液的

pH=5.2时可获得较好的分离效果。 
2.3  乙醇的影响 

将8倍稀释度蛋黄液离心后，其上清液以脂蛋白为

主，为此我们采用向其中添加95%冰乙醇（-20 ℃）的

方法除去脂蛋白，乙醇体积分数依次取20%~80%，其

影响情况如图3所示。 
由于乙醇的添加量将影响终产物中的蛋白质含量

及免疫球蛋白活性，经过对比乙醇添加量最终确定乙

醇的体积分数为60%。 

 
图3 乙醇添加量对蛋白质含量的影响 

2.4  盐浓度的影响 
收集加入冰乙醇（体积分数为60%）经搅拌离心

后得到的沉淀，向其中依次加入0.005~0.035 mol/L的
NaCl溶液以去除沉淀中杂质蛋白。去除结果如图4所
示。 

由图4可以看出，利用NaCl来溶解离心得到的沉

淀时，NaCl溶液的浓度不同所得产物的产率也不一

样。当NaCl溶液浓度为0.028 mol/L时，蛋白质获取率

最高，并且杂蛋白的去除情况也较为理想。 
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图4 浓度对蛋白质获取量的影响 

2.5  IgY纯度的测定 
采用十二烷基磺酸钠聚丙烯酰胺凝胶电泳

（SDS-PAGE）法进行：Laemmli体系，4%浓缩胶，

10%分离胶，恒压150 Ｖ，加样量1~10 mg，电泳后的

凝胶分别采用考马斯亮蓝R-250和糖蛋白染色，分析测

定所得IgY的纯度可达98%。 
2.6  IgY活性的检测[9] 

以大肠杆菌（E.coli）为试验菌株进行抑菌实验。

将试验菌株分别接种于含有蛋黄抗体和对照组的液体

培养基中，在37 ℃条件下恒温培养，不同时间下从培

养物中取样，置于600 nm波长下测定各样品的吸光度

（OD）值。检测结果如图5。 

 
图5 IgY对大肠杆菌(E.coli)生长的影响 

由图5可看出IgY对大肠杆菌（E.coli）在生长初期

有明显的抑制作用，试验组和对照组的OD值有明显的

差异，而经过24 h后抑制作用下降。 

3  结论 

3.1  通过实验确定的冰乙醇分级离心法分离纯化IgY
的最佳条件为：卵黄液用蒸馏水以1:8进行稀释，用HCl
调节pH为5.2，乙醇添加量为60%（v/v），离心（22000 
r/min，4 ℃，25 min）并用0.028 mol/L的NaCl溶液过

滤。最终通过提取分离纯化工艺可以得到纯度达98%
的IgY。 
3.2  本方法操作较为简便，易于去除杂质，且所得IgY
的纯度很高，适用于大规模生产。 
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