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［摘　 要］ 　 首次将维生素 Ｃ 碳点应用于 ＩｇＹ 的提取工艺中，探讨不同浓度的维生素 Ｃ 碳点对抗草

鱼 ＩＬ － １β ＩｇＹ 二级结构及提取效果的影响。 结果表明，添加终浓度６． ２５ ｍｇ·Ｌ － １和 １２． ５０ ｍｇ·Ｌ － １

的维生素 Ｃ 碳点，使得 ＩｇＹ 二级结构中 α －螺旋相对含量分别较对照组提高了 １２． ６％和 ５． ８％ ，结
构更稳定。 添加维生素 Ｃ 碳点有助于卵黄中水溶性蛋白的提取并提高抗体效价，６． ２５ ｍｇ·Ｌ － １组

的提取效果最好。 此外，添加维生素 Ｃ 碳点能有效抑制 ＩｇＹ 提取液中细菌的生长，实现室温条件下

提取 ＩｇＹ。 研究表明，在传统酸化水提取 ＩｇＹ 的基础上添加维生素 Ｃ 碳点，可实现室温条件下规模

化提取 ＩｇＹ。
［关键词］ 　 碳点；卵黄抗体；圆二色谱；二级结构；提取

基金项目： 国家自然科学基金项目（项目编号：Ｋ１１３４０１４１７）；江苏省渔业科技类项目（项目编号：Ｙ２０１８ － １９）；山东省重

大科技创新工程项目（项目编号：２０１８ＣＸＧＣ０１０３）

作者简介： 郭培红，硕士研究生，水产工程师，从事水生动物健康养殖方向研究。

通讯作者： 宋学宏。 Ｅ － ｍａｉｌ： ｓｏｎｇｘｈ＠ ｓｕｄａ． ｅｄｕ． ｃｎ

Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ Ｖｉｔａｍｉｎ Ｃ Ｃａｒｂｏｎ Ｐｏｉｎｔｓ ｏｎ ｔｈｅ Ｓｅｃｏｎｄａｒｙ Ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ａｎｄ
Ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ＩｇＹ

ＧＵＯ Ｐｅｉ － ｈｏｎｇ １， ＴＩＡＮ Ｄａｎ － ｙａｎｇ ２， ＨＵＡＮＧ Ｊｉａｎ ２， ＳＵＮ Ｂｉｎｇ － ｙａｏ ２， ＳＯＮＧ Ｘｕｅ － ｈｏｎｇ ２∗

（１． Ｋｕｎｓｈａｎ Ｂｅｓｔ － Ｃａｒｅ Ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ Ｃｏ． ， Ｌｔｄ． ， Ｋｕｎｓｈａｎ ２１５３４５， Ｃｈｉｎａ；

２． Ｓｃｈｏｏｌ ｏｆ Ｂｉｏｌｏｇｙ ａｎｄ Ｂａｓｉｃ Ｍｅｄｉｃａｌ Ｓｃｉｅｎｃｅｓ， Ｓｏｏｃｈｏｗ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ， Ｓｕｚｈｏｕ， ２１５１２３， Ｃｈｉｎａ）

　 　 Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇ ａｕｔｈｏｒ： ＳＯＮＧ Ｘｕｅ － ｈｏｎｇ，Ｅ － ｍａｉｌ：ｓｏｒｇｘｈ＠ ｓｕｄａ． ｅｄｕ． ｃｎ

Ａｂｓｔｒａｃｔ： Ｉｎ ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙ， ｖｉｔａｍｉｎ Ｃ ｃａｒｂｏｎ ｐｏｉｎｔ （ＣＤｓ） ｗａｓ ａｐｐｌｉｅｄ ｔｏ ｔｈｅ ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ ｏｆ ＩｇＹ ｆｏｒ ｔｈｅ ｆｉｒｓｔ ｔｉｍｅ， ａｎｄ
ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ＣＤｓ ｗｉｔｈ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ （０． ００， ６． ２５， １２． ５０ ａｎｄ ２５． ００ ｍｇ·Ｌ － １ ） ｏｎ ｔｈｅ ｓｅｃｏｎｄａｒｙ
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ｅｆｆｅｃｔｉｖｅｌｙ ｉｎｈｉｂｉｔ ｔｈｅ ｇｒｏｗｔｈ ｏｆ ｂａｃｔｅｒｉａ ｉｎ ｔｈｅ ＩｇＹ ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ， ａｎｄ ｒｅａｌｉｚｅ ｔｈｅ ｅｘｔｒａｃｔ ｏｆ ＩｇＹ ａｔ ｒｏｏｍ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ．
Ａｄｄｉｎｇ ＣＤｓ ｏｎ ｔｈｅ ｂａｓｉｓ ｏｆ ｔｒａｄｉｔｉｏｎａｌ ａｃｉｄｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｗａｔｅｒ ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ ＩｇＹ ｃａｎ ｒｅａｌｉｚｅ ｌａｒｇｅ － ｓｃａｌｅ ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ ｏｆ ＩｇＹ
ａｔ ｒｏｏｍ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ．
Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ： ｃａｒｂｏｎ ｐｏｉｎｔ； ｅｇｇ ｙｏｌｋ ｉｍｍｕｎｏｇｌｏｂｕｌｉｎ； ｃｉｒｃｕｌａｒ ｄｉｃｈｒｏｉｓｍ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ； ｓｅｃｏｎｄａｒｙ
ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ； ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ

　 　 卵黄抗体又称卵黄免疫球蛋白（ｅｇｇ ｙｏｌｋ ｉｍｍｕ⁃
ｎｏｇｌｏｂｕｌｉｎ，ＩｇＹ），是鸡血清 ＩｇＧ 转移到卵黄中形成

的特异性抗体。 常见的 ＩｇＹ 提取方法有冻融法、水
稀释法、盐析法、有机溶剂沉淀法、天然胶法、去污

剂提取法等［１ － ５］，但这些方法存在工艺流程多、设
备要求高、试剂用量大、化学物质残留、污染环境等

弊端。
碳点（ｃａｒｂｏｎ ｄｏｔｓ）是一种近似球形的直径小于

１０ ｎｍ 的零维半导体纳米晶体，是极少分子或者原

子组成的纳米团簇，其表面存在羟基、羧基、羰基等

多种含氧官能团［６ － ７］，具有水溶性好、易功能化、低
毒性和生物相容性强等特点，广泛应用于不同生物

及医学领域［８ ～ １０］。 碳点表面存在多种含氧官能团，
这一特性能否促进卵黄中蛋白质聚合体的解聚或

脂蛋白中脂肪的去除，从而提高 ＩｇＹ 的提取效率，
有待验证。 旨在分析维生素 Ｃ 碳点对 ＩｇＹ 提取效

果的影响，从而为规模化提取 ＩｇＹ 的可行性以及碳

点的创新性应用提供依据。
１　 材料与方法

１． １　 材料

１． １． １　 材料　 抗草鱼 ＩＬ － １β 高免蛋：选择苏州市

吴江区汾湖镇红兴禽蛋经营部 １３０ 日龄健康产蛋

鸡，按照既定流程免疫，收集高免蛋［１１］；维生素 Ｃ
碳点由苏州大学功能纳米与软物质研究院前期制

备，实验室保存。
１． １． ２　 试剂及仪器　 ＢＣＡ 蛋白浓度测定试剂盒购

自北京索莱宝生物科技有限公司；ＨＲＰ 标记羊抗鸡

ＩｇＹ 抗体购自 Ｔｈｅｒｍｏ Ｆｉｓｈｅｒ 公司；邻苯二胺购自北

京百灵威科技有限公司；其他试剂均为国产分析

纯。 ＣＲ２２Ｇ 型高速冷冻离心机为日本日立公司产

品，Ｊ － ８１５ 圆二色光谱仪为日本 Ｊａｓｃｏ 公司产品，酶
标仪是美国 ＢｉｏＴｅｋ 公司产品，其他均为国产仪器。

１． ２　 方法

１． ２． １　 ＩｇＹ 提取方法　 常温下用自来水清洗抗草

鱼 ＩＬ － １β 高免鸡蛋，接着用 ０． ２５ ｍｇ·Ｌ － １的二氧

化氯水溶液浸泡消毒 ５ ｍｉｎ。 用卵黄分离器获取卵

黄，室温搅拌均匀得到混合卵黄液。 将维生素 Ｃ 碳

点溶入浓度为 ０． １２ ｍｏｌ·Ｌ － １（ｐＨ ５． １）的乙酸 －乙

酸钠缓冲溶液，获得浓度分别为 ０． ００、６． ２５、１２． ５０
及 ２５． ００ ｍｇ·Ｌ － １ 的维生素 Ｃ 碳点溶液。 取卵黄

液，按照卵黄与缓冲液体积比分别为 １ ∶ ５、１ ∶ ７ 和

１∶ ９的比例，加入含不同浓度维生素 Ｃ 碳点的乙

酸 － 乙酸钠缓冲溶液，室温 １００ ｒ ·ｍｉｎ － １ 混合

１０ ｍｉｎ，每组设置 ５ 个重复，其中 ３ 个室温下，另
２ 个４ ℃下避光静置沉淀 １５ ｈ。 最后，室温条件下

４０００ ｒ·ｍｉｎ － １ 离心 ３０ ｍｉｎ 得上清，即为抗草鱼

ＩＬ － １β ＩｇＹ 提取液，留样待测。 同样方法制备普通

鸡蛋 ＩｇＹ 提取液。
１． ２． ２　 ＩｇＹ 二级结构的圆二色光谱分析　 卵黄与

缓冲液体积比为 １∶ ９ 组的不同浓度维生素 Ｃ 碳点

提取的 ＩｇＹ 提取液，经定性滤纸过滤除脂，然后加

入硫酸铵晶体，使其终浓度为 １９％ ，室温静置 １ ｈ
后，１２０００ ｒ·ｍｉｎ － １低温离心 １０ ｍｉｎ，得白色沉淀。
将白色沉淀溶解于原体积的 ＰＢＳ（０． ０１ ｍｏｌ·Ｌ － １，
ｐＨ ７． ４）中，再加入硫酸铵晶体至终浓度 １３％ ，室
温静置 １ ｈ 后 １２０００ ｒ·ｍｉｎ － １低温离心 １０ ｍｉｎ，取
其白色沉淀，溶于 ＰＢＳ。 ４ ℃条件下，ＰＢＳ 中搅拌透

析 ２４ ｈ，期间更换 ４ 次 ＰＢＳ，最终得到纯化的抗草

鱼ＩＬ － １β ＩｇＹ。调整各组 ＩｇＹ 终浓度至０． ２ ｇ·Ｌ － １，
在 Ｊ － ８１５ 圆二色光谱仪上测定 ＩｇＹ 二级结构。 测

定参数：石英样品池光径 １ ｍｍ，灵敏度 ２０ ｍｄｅｇ，扫
描速度 １００ ｎｍ·ｍｉｎ － １，扫描范围１９０ ～ ２５０ ｎｍ，室
温下进行测定。 试验中以 ＰＢＳ 缓冲液为空白扣除

溶剂吸收峰，所有圆二色数据经 ３ 次扫描取平均

·７４·
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值，得圆二色谱图。 所得圆二色数据经仪器自带分

析软件，采用杨氏算法拟合并计算各二级结构相对

比例。
１． ２． ３　 ＩｇＹ 提取液中蛋白含量的测定　 采用 ＢＣＡ
蛋白浓度测定试剂盒测定 ＩｇＹ 提取液中水溶性蛋

白含量。
１． ２． ４　 ＩｇＹ 提取液中 ＩｇＹ 量的直观测定 　 因 ＩｇＹ
提取液中残存少量杂蛋白，为进一步直观检测不同

浓度维生素 Ｃ 碳点对 ＩｇＹ 提取效果的影响，将 ＩｇＹ
提取液用定性滤纸过滤，用质量体积比为 １９％的硫

酸铵晶体进行沉淀后，再用 ＩｇＹ 提取液相同体积的

ＰＢＳ 重悬，取 ２０ μＬ 重悬液上样进行 ＳＤＳ － ＰＡＧＥ
电泳分析，鉴定 ＩｇＹ 提取效果。
１． ２． ５　 ＩｇＹ 提取液中抗体效价的测定 　 ＩｇＹ 提取

液中抗体效价采用间接 ＥＬＩＳＡ 法测定：用碳酸盐缓

冲液（０． ０５ ｍｏｌ·Ｌ － １，ｐＨ ９． ６）稀释纯化的抗草鱼

ＩＬ － １β 重组蛋白至 ３ ｍｇ·Ｌ － １，包被 ９６ 孔酶标板，
３７ ℃ 温育 １． ５ ｈ 后于 ４ ℃ 过夜，１０％ 脱脂牛奶

３７ ℃封闭处理 ２ ｈ；用抗体稀释液（含 １％脱脂牛奶

的 ＰＢＳ）将 ＩｇＹ 提取液按不同倍数稀释待检；二抗

为羊抗鸡辣根过氧化物酶（ＨＲＰ）标记抗体（１∶ ２５００
稀释）；邻苯二胺为显色底物；２ ｍｏｌ·Ｌ － １的 Ｈ２ＳＯ４

终止反应。 用酶标仪在 ４９２ ｎｍ 处读取 ＯＤ 值。 以

相同条件提取的普通鸡蛋的 ＩｇＹ 作为阴性对照，抗
体稀释液为空白对照。 判定标准为：Ｐ ／ Ｎ ＝ （待测

ＯＤ 值 － 空白对照 ＯＤ 值） ／ （阴性对照 ＯＤ 值 － 空

白对照 ＯＤ 值），当 Ｐ ／ Ｎ ≥ ２． １ 时抗体最大稀释度

即为抗体效价。
１． ２． ６　 ＩｇＹ 提取液中细菌含量测定　 以 ４ ℃条件

下提取的 ＩｇＹ 提取液为对照，用 ＬＢ 固体平板涂布，
测定当卵黄与缓冲液体积比为 １ ∶ ９ 时不同浓度的

维生素 Ｃ 碳点处理的草鱼 ＩＬ － １β ＩｇＹ 提取液中总

菌含量。 为验证维生素 Ｃ 碳点的杀菌作用，并排除

离心对 ＩｇＹ 提取液中菌含量的影响，将 ＩｇＹ 提取液

与卵黄中原有脂肪沉淀混合后，分别取 １００ μＬ 涂

布，培养 ２４ ｈ 后统计菌落数。
１． ２． ７　 数据处理　 试验结果表示为“平均值 ± 标

准差”，采用 ＳＰＳＳ１７． ０ 经 Ｏｎｅ － ｗａｙ ＮＯＶＡ 分析后

进行 Ｄｕｎｃａｎ＇ｓ 多重比较法分析试验数据的差异显

著性，显著水平为 Ｐ ＜ ０． ０５；用 ＯｒｉｇｉｎＰｒｏ ９． ０ 软件

和 Ｅｘｃｅｌ ２００７ 作图。

２　 结果与分析

２． １　 维生素 Ｃ 碳点对 ＩｇＹ 二级结构的影响　 蛋白

质二级结构是蛋白质多肽链中有规则的重复的构

象，其稳定性是通过肽链骨架上的羰基和酰胺基团

之间形成的氢键维系，α －螺旋存在很多氢键，是蛋

白质中最常见、最典型、含量最丰富的二级结构元

件［１２］。 α －螺旋的圆二色谱在极值波长 １９１ ｎｍ 处

呈正峰，在 ２０７ ～ ２１０ ｎｍ 处及 ２２１ ～ ２２２ ｎｍ 处呈负

峰。 不同浓度维生素 Ｃ 碳点提取的抗草鱼 ＩＬ － １β

ＩｇＹ 的圆二色光谱分析结果见图 １。 光谱结果经软

件分析可知，抗草鱼 ＩＬ － １β ＩｇＹ 是一个典型的只具

有 α －螺旋和 β 转角的蛋白，其中 α － 螺旋相对含

量 ５０％ 以上，这与方希修等［１３］ 的研究结果略有差

异，可能跟不同仪器的灵敏度及计算方法不同有

关。 随着维生素 Ｃ 碳点的添加， ＩｇＹ 二级结构中

α －螺旋相对含量呈现先增加后减低的趋势，其中

６． ２５ 及 １２． ５０ ｍｇ·Ｌ － １组的 α － 螺旋相对含量为

５９． ０％和 ５５． ５％ ，分别较对照组提高了 １２． ６％ 和

５． ８％ ，２５． ００ ｍｇ·Ｌ － １组的 α － 螺旋相对含量与对

照组完全一致，分别为 ５２． ２％ 和 ５２． ４％ 。 结果证

明维生素 Ｃ 碳点有提高抗草鱼 ＩＬ － １β ＩｇＹ 结构稳

定性的作用。

图 １　 不同浓度维生素 Ｃ 碳点提取的抗草鱼

ＩＬ －１β ＩｇＹ 的圆二色光谱图谱

Ｆｉｇ １　 Ｃｉｒｃｕｌａｒ ｄｉｃｈｒｏｉｓｍ ｓｐｅｃｔｒａ ｏｆ ａｎｔｉ － ＩＬ －１β
ＩｇＹ ｏｆ ｇｒａｓｓ ｃａｒｐ ｅｘｔｒａｃｔｅｄ ｆｒｏｍ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ
ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ ｏｆ ｖｉｔａｍｉｎ Ｃ ｃａｒｂｏｎ ｓｐｏｔｓ

·８４·
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２． ２　 维生素 Ｃ 碳点对高免蛋卵黄中水溶性蛋白的

提取效果的影响　 抗草鱼 ＩＬ － １β ＩｇＹ 提取液中水

溶性蛋白含量结果见表 １。 由表 １ 可知，缓冲溶液

不同稀释比例组 ＩｇＹ 提取液中水溶性蛋白浓度随

维生素 Ｃ 碳点浓度的增加而提高。 各组间综合比

较，当维生素 Ｃ 碳点浓度为 ２５． ００ ｍｇ·Ｌ － １时，缓冲

液比例为 １∶ ９ 组的 ＩｇＹ 提取效果最好，达到极显著

性差异（Ｐ ＜ ０． ０１），其次是缓冲液比例为 １ ∶ ７ 组

（Ｐ ＜ ０． ０５）。 缓冲溶液稀释比例越高，可溶性蛋白

提取效果越好，添加维生素 Ｃ 碳点有助于卵黄中水

溶性蛋白的提取。
表 １　 不同浓度维生素 Ｃ 碳点及不同比例的缓冲液

提取卵黄中水溶性蛋白的效率（ｍｇ·ｇ －１卵黄）

Ｔａｂ １　 Ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ ｅｆｆｉｃｉｅｎｃｙ ｏｆ ｗａｔｅｒ － ｓｏｌｕｂｌｅ ｐｒｏｔｅｉｎ ｆｒｏｍ

ｙｏｌｋ ｗｉｔｈ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ ｏｆ Ｖｉｔａｍｉｎ Ｃ ｃａｒｂｏｎｐｏｉｎｔｓ

ａｎｄ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｐｒｏｐｏｒｔｉｏｎｓ ｏｆ ｂｕｆｆｅｒ ｓｏｌｕｔｉｏｎ （ｍｇ． ｇ －１ ｙｏｌｋ）

维生素 Ｃ 碳点

浓度（ｍｇ·Ｌ － １）

卵黄与缓冲液比例

１∶ ５ １∶ ７ １∶ ９

０． ００ ７３． ２ ± ７． ７ａ ７７． ８ ± ７． ２ａｂ ７７． １ ± ０． １ａｂ

６． ２５ ７４． １ ± ７． ５ａ ７８． ９ ± ５． ６ａｂ ８１． ３ ± ０． ９ａｂ

１２． ５０ ７７． ６ ± ７． ４ａｂ ８７． ２ ± ７． ２ｂｃ ８５． ５ ± ３． ０ｂｃ

２５． ００ ８１． １ ± ５． ４ａｂ ９１． ９ ± １． ９ｃｄ １００． ７ ± ４． ０ｄ

注：所有数据肩标字母不同者表示差异显著（Ｐ ＜ ０． ０５）。

２． ３　 维生素 Ｃ 碳点对 ＩｇＹ 提取液中 ＩｇＹ 量的直观

影响　 ＳＤＳ － ＰＡＧＥ 电泳分析了维生素 Ｃ 碳点添加

对 ＩｇＹ 提取效果的影响，其结果如图 ２。 由图 ２ 可

知，抗草鱼 ＩＬ － １β ＩｇＹ ＳＤＳ － ＰＡＧＥ 电泳图可观察

到 ６６ ｋＤａ 左右的 ＩｇＹ 重链、２５ ｋＤａ 左右的 ＩｇＹ 轻

链，以及 ４０ ｋＤａ 上下的两条杂蛋白条带（可能是卵

黄蛋白原Ⅱ前体的 Ｃ － 末端片段［１４］ ）。 从纯度（即
条带灰度）分析，相同缓冲溶液比例组，当维生素 Ｃ
碳点浓度为 ６． ２５ ｍｇ·Ｌ － １时抗体提取效果最好，其
次为 １２． ５０ ｍｇ·Ｌ － １ 浓度组，其它组差异不明显；
三个比例的缓冲液提取的 ＩｇＹ 均能达到较高纯度，
且差异不明显。 此结果与卵黄抗体提取液中水溶

性蛋白含量结果不一致，说明高浓度维生素 Ｃ 碳点

在提取 ＩｇＹ 的同时提高了部分非 ＩｇＹ 的水溶性杂

蛋白，低浓度维生素 Ｃ 碳点更有利于 ＩｇＹ 的提取。
２． ４　 维生素 Ｃ 碳点对 ＩｇＹ 提取液中抗体效价的影响

将室温条件下，同一缓冲溶液体积比的相同维生素

Ｃ 碳点浓度的三个重复 ＩｇＹ 提取液合并后测其抗

体效价，结果如图 ３。 由图 ３ 中 ＥＬＩＳＡ 结果可知，当
卵黄与缓冲溶液比例为 １∶ ５ 时，乙酸 － 乙酸钠缓冲

溶液中添加维生素 Ｃ 碳点后各组 ＩｇＹ 提取液中抗体

效价均由对照组的１ ∶ １６０００提高到了１ ∶ ３２０００；

注：Ｍ，蛋白分子量标准；泳道 １ ～ ３，维生素 Ｃ 碳点浓度为 ０． ００ ｍｇ·Ｌ － １；泳道 ４ ～ ６，维生素 Ｃ 碳点浓度为 ６． ２５ ｍｇ·Ｌ － １；

泳道 ７ ～ ９，维生素 Ｃ 碳点浓度为 １２． ５０ ｍｇ·Ｌ － １；泳道 １０ ～ １２，维生素 Ｃ 碳点浓度为 ２５． ００ ｍｇ·Ｌ － １。 泳道 １、４、７、１０，卵黄与缓冲液

质量体积比为 １５；泳道 ２、５、８、１１，卵黄与缓冲液质量体积比为 １∶ ７；泳道 ３、６、９、１２，卵黄与缓冲液质量体积比为 １∶ ９。

图 ２　 ＳＤＳ － ＰＡＧＥ 电泳鉴定维生素 Ｃ 碳点对 ＩｇＹ 提取效果的影响

Ｆｉｇ ２　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｖｉｔａｍｉｎ Ｃ ｃａｒｂｏｎ ｓｐｏｔｓ ｏｎ ＩｇＹ ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ ｗｅｒｅ ｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄ ｂｙ ＳＤＳ － ＰＡＧＥ ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ

·９４·
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当卵黄与缓冲溶液比例为 １∶ ７ 时，维生素 Ｃ 碳点浓

度 ６． ２５ 及 １２． ５０ ｍｇ·Ｌ － １组的抗体效价由 １∶ １６０００
提高到了 １ ∶ ３２０００，但维生素 Ｃ 碳点浓度 ２５． ００
ｍｇ·Ｌ － １组的抗体效价与未添加维生素 Ｃ 碳点组

无差异；当卵黄与缓冲溶液比例为 １ ∶ ９ 时，对照组

抗 体 效 价 为 １ ∶ ８０００， 维 生 素 Ｃ 碳 点 浓 度

２５． ００ ｍｇ·Ｌ － １组的抗体效价为 １∶ １６０００，而维生素

Ｃ 碳点浓度 ６． ２５ 及 １２． ５０ ｍｇ·Ｌ － １组的抗体效价

达到了 １∶ ３２０００。 此结果一方面说明维生素 Ｃ 碳点

的添加有助于 ＩｇＹ 的提取，另一方面说明低浓度维

生素 Ｃ 碳点提取 ＩｇＹ 的效果较好。

图 ３　 不同浓度维生素 Ｃ 碳点及不同比例缓冲液

提取的卵黄抗体的抗体效价

Ｆｉｇ ３　 Ａｎｔｉｂｏｄｙ ｔｉｔｅｒｓ ｏｆ ｙｏｌｋ ａｎｔｉｂｏｄｙ ｅｘｔｒａｃｔｅｄ ｆｒｏｍ

ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ ｏｆ ｖｉｔａｍｉｎ Ｃ ｃａｒｂｏｎ ｓｐｏｔｓ ａｎｄ

ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｐｒｏｐｏｒｔｉｏｎｓ ｏｆ ｂｕｆｆｅｒ ｓｏｌｕｔｉｏｎ

２． ５　 维生素 Ｃ 碳点对 ＩｇＹ 提取液中细菌含量的影

响　 当卵黄与缓冲液体积比为 １ ∶ ９ 时不同浓度的

维生素 Ｃ 碳点对抗草鱼 ＩＬ － １β ＩｇＹ 提取液中总菌

含量的影，室温条件下，未添加维生素 Ｃ 碳点的缓

冲液提取的 ＩｇＹ 液中细菌量较低温条件菌含量高

（Ｐ ＜ ０． ０５）；当缓冲液中加入维生素 Ｃ 碳点后 ＩｇＹ
提取液中的细菌含量显著下降（Ｐ ＜ ０． ０５），且菌落

数随维生素 Ｃ 碳点浓度的提高而减少，直至完全抑

制细菌生长。 说明在添加一定浓度维生素 Ｃ 碳点

的情况下，可以实现室温提取 ＩｇＹ，且因维生素 Ｃ 碳

点会降解而无毒，使得提取 ＩｇＹ 后的副产品可进一

步开发利用。
３　 讨　 论

ＩｇＹ 稳定性好，可室温长期保存，能够有效通过

动物口腔和食道，在肠道发挥作用，同时还可在消

化酶作用下降解成易被肠道吸收的具有免疫活

性的小肽（ Ｆａｂ） ，转运至血液黏附病原体，或与

宿主 血 液 中 的 球 蛋 白 末 端 结 合 免 遭 机 体 破

坏 ［１５ － １６］ 。 同时， ＩｇＹ 不与哺乳动物及水产动物

发生交叉血清学反应及补体系统反应、不结合类

风湿因子或 Ｆｃ 受体等 ［１７］ ，使用更安全。 ＩｇＹ 产

自鸡蛋，产量高且获取方便，此外，还具有营养全

面、富含生物活性物质、诱食性强等优势 ［１８ － １９］ 。
因此，突破规模化提取的技术瓶颈将极大地推进

ＩｇＹ 在水产养殖上的应用。

图 ４　 抗草鱼 ＩＬ －１β ＩｇＹ 提取液中细菌含量测定

Ｆｉｇ ４　 Ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｏｆ ｂａｃｔｅｒｉａｌ ｃｏｎｔｅｎｔ ｉｎ ｔｈｅ ｅｘｔｒａｃｔ ｏｆ ａｎｔｉ － ＩＬ －１β ＩｇＹ ｏｆ ｇｒａｓｓ ｃａｒｐ

　 　 酸化水提取 ＩｇＹ 工艺简单，成本低廉，除脂效

果好，但提取液中仍有脂类与蛋白质结合。 研究首

次将维生素 Ｃ 碳点应用于 ＩｇＹ 的酸化水提取，分析

了维生素 Ｃ 碳点对 ＩｇＹ 提取效果及二级结构的影

响，结果表明，添加维生素 Ｃ 碳点有助于卵黄中水

溶性蛋白的提取和抗体效价的提高，且低浓度维生

·０５·
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素 Ｃ 碳点提取 ＩｇＹ 的效果较好。 圆二色光谱分析

也表明，添加终浓度 ６． ２５ 和 １２． ５０ ｍｇ·Ｌ － １的维生

素 Ｃ 碳点，使抗草鱼 ＩＬ － １β ＩｇＹ 二级结构中 α －螺

旋相对含量分别较对照组提高了 １２． ６％ 和 ５ ８％ ，
而 ２５． ００ ｍｇ·Ｌ － １组含量与对照组基本相同，出现

这一结果，推测可能与维生素 Ｃ 碳点表面的羟基、
羧基和氨基等官能团引起的极佳水溶性和化学反

应性有关。 这些官能团可与 ＩｇＹ 结构中氨基酸残

基相互作用，形成氢键或者范德华力等作用力［２０］，
提高蛋白质的水溶性，ＩｇＹ 构象发生变化，但同时这

种作用力的形成具有竞争性，低浓度可以促进 α －
螺旋的形成，提高 ＩｇＹ 刚性，浓度过高则不利于氢

键网络结构的形成；此外 ＩｇＹ 构象的改变可能影响

到了 ＩｇＹ 的活性位点，导致高浓度维生素 Ｃ 碳点组

的抗体效价不及低浓度组的高，具体机理有待进一

步研究。 维生素 Ｃ 碳点的添加能有效抑制 ＩｇＹ 提

取液中细菌的生长，实现室温条件下提取 ＩｇＹ，其杀

菌原理是维生素 Ｃ 碳点可以通过破坏细胞壁扩散

进入细菌和真菌细胞内部，与细菌和真菌的 ＤＮＡ
和 ＲＮＡ 结合，抑制 ｒＳＮＰｓ 基因表达，并最终杀死细

菌和真菌［２１］。
口服用 ＩｇＹ 对纯度要求不高，本研究发现添加

维生素 Ｃ 碳点后 １∶ ５ ～ １∶ ９ 比例的缓冲液提取 ＩｇＹ
均可达到很好的效果且菌含量极低，所以可以根据

实际应用情况确定缓冲溶液的比例。
４　 结　 论

与传统的酸化水提取方法相比，缓冲溶液中添

加 ６ ２５ ｍｇ·Ｌ － １的维生素 Ｃ 碳点，一方面可以进一

步提高 ＩｇＹ 得率，所得 ＩｇＹ 稳定性好，解决了现有

技术中提取卵黄抗体方法中存在成本大、抗体损耗

大的问题，另一方面，ＩｇＹ 提取过程可在室温进行，
设备要求简单，操作简便；同时解决了常规方法中

提取液中残留的有机物及高剂量防腐剂对动物或

人体存在潜在风险的技术问题；此外，因维生素 Ｃ
碳点具有良好的生物相容性，所以沉淀物还可开发

为食品或饲料原料，或进一步用于卵黄高磷蛋白的

提取［２２］等，提高利用率，实现零污染。
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