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牛乳骨桥蛋白的分离纯化及初步鉴定
孙  婕,尹国友

(平顶山工学院生物工程系,河南平顶山 467044)

摘  要:离心脱脂后的牛乳,采用离子交换层析、疏水层析、透析等生物化学技术进行分离纯化, 然后对分离纯化得到

的产物进行 SDS- PAGE电泳、免疫印迹技术初步鉴定, 得到相对分子量约为 60kDa、具有活性的骨桥蛋白。主要阐述

牛乳中骨桥蛋白的分离纯化及初步鉴定的方法,为骨桥蛋白功能性质的研究奠定了基础。
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  牛乳几乎含有人体所需要的全部营养物质,是

唯一的全营养食物。牛乳容易消化吸收、物美价廉、

食用方便,还含有许多生物活性物质,是人类食品中

优质蛋白质极好的来源。骨桥蛋白 ( O steopontin,

OPN)是一种富含唾液酸的高度磷酸化的糖蛋白,主

要作为非胶原性的细胞外基质蛋白分布在矿物组织

(如骨和牙骨质 )中, 促进破骨细胞的黏附和促进类

骨质的生物矿化。一些研究工作表明, 骨桥蛋白存

在于骨细胞中,粘附到细胞外基质, 可以作为骨形成

早期阶段的化学诱导物
[ 1 ]
。目前,关于骨桥蛋白与骨

健康方面的研究越来越受到人们的关注。骨桥蛋白

可以作为完整的蛋白质或者作为片段的形式从不同

来源中获得, 如在骨中 [ 2~ 4]、人的尿液中提取等 [ 5, 6]。

对乳中骨桥蛋白的阐述始于 1987年母乳酪蛋白组
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分
[ 7 ]
。Sorensen等人采用交联葡聚糖凝胶色谱和 Q-

琼脂糖阴离子交换色谱的方法,从牛乳朊间质蛋白胨

中提取了骨桥蛋白,并且指出分子量为 60kDa
[ 8 ]
。尽

管用这种方法得到了骨桥蛋白, 但是在提取的过程

中存在变性步骤。本文研究直接利用生物技术来提

纯骨桥蛋白, 采用离子交换层析技术 ( Ion Exchange

Chromatography, IEC ) 和 疏 水 相 互 层 析 技 术

( Hydrophob ic Interact ion Chromatography, H IC )相结

合进行骨桥蛋白的分离提纯
[ 9 ]
, 并采用 SDS- PAGE

电泳和免疫印迹技术进行初步鉴定, 为进一步研究

骨桥蛋白的功能性质奠定基础。

1 材料与方法
111 材料与仪器
新鲜牛乳  由黑龙江省完达山乳业股份有限公

司奶源基地提供, 低温储藏, 备用; DEAE- Sephace l、

Pheny-l Sepharose 6FF 均购于 Am ersham公司;兔抗

牛 OPN多隆抗体、辣根过氧化物酶标记的羊抗兔
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IgG 购于北京博奥森生物技术有限公司; ECL Plus
超敏发光液  北京中杉生物技术有限公司; 磷酸二

氢钠、磷酸氢二钠、氯化钠、甲醇等  均为国产分析
纯;透析袋、SDS、溴酚蓝、丙烯酰胺、甲叉双丙烯酰

胺、过硫酸铵、考马斯亮蓝 R- 250、蛋白 M aker、硝化

纤维素膜、丽春红 S等  均购于北京索莱宝生物科
技有限公司。

'KTA purifier100层析系统  Amersham公司; GE
Healthcare Column C 16 /20 Amersham; 层 析 柱

35 /40 上海华美仪器厂; DYCZ- 28A 型电泳槽、

DYY- 10C型电泳仪  北京六一仪器厂; A lpha 1-
2 /LD plus冻干机  德国 CHR IST; GL- 21M高速冷冻

离心机  上海离心机机械研究所; M ode l 680型酶标
仪  B IO- RAD公司; SL- 2型层析实验冷柜  北京博

医康实验仪器有限公司;转移电泳仪  T rans- B lo t SD
Ce l,l B IO- RAD公司; X射线摄影暗匣  AX- Ò, 汕
头市粤华医疗器械厂; 凝胶成像系统  A lphaImager

IS- 2200, A lpha公司。

112 骨桥蛋白的分离纯化
11211 样品的制备  取 2L 牛乳, 1250 @ g离心

15m in,去除脂肪, 取脱脂乳部分备用。

11212 离子交换层析  脱脂乳与 200mL DEAE-

Sephacel树脂 4e 温和混合孵育过夜, 静置,除去不结

合蛋白,将混合物灌入 315 @ 40cm色谱柱中, 然后用
0101mo l/L pH714的磷酸盐缓冲液进行平衡, 接着采
用三步梯度式洗脱, 洗脱液浓度由 012~ 013mol /L

N aC l、0101mo l/L pH714磷酸盐缓冲溶液变化, 流速为
3mL /m in,收集洗脱峰并对每一组分进行透析、冻干,

同时采用 SDS- PAGE对各洗脱组分进行检测,检测

目的蛋白所在的组分。此步得到的是牛乳骨桥蛋白

的粗分离组分。

11213 一步疏水层析  将收集到含有目的蛋白的组
分进行 Phenyl- Sepharose 6FF( 25mL, 116 @ 20cm )柱

层析分离纯化。平衡盐溶液: 4mo l/L N aC l、0101mol /L
pH714磷酸盐缓冲溶液; 洗脱液: 2mo l/L NaC l、

0101mo l/L pH714溶液洗脱; 上样量: 5mL(用 NaC l使

含有目的蛋白组分的盐浓度增加至 4mo l/L ) ; 柱平

衡: 3倍柱体积平衡盐溶液洗脱不结合蛋白; 流速:

1mL /m in,合并收集洗脱峰部分, 并对组分透析、冻

干,同时采用 SDS- PAGE对洗脱组分进行检测, 此步

得到的是牛乳 OPN粗纯化组分。

11214 二步疏水层析  为了去除其他杂蛋白, 将一
步疏水层析得到的组分再次进行 Pheny l- Sepharose

6FF( 5mL, 116 @ 20cm )柱纯化。平衡盐溶液: 4mol /L

N aC l、0101mo l /L pH714磷酸盐缓冲溶液; 洗脱液:
2mo l/L NaC l、0101mo l/L pH 714溶液洗脱; 上样量:

5mL(用 N aC l使含有目的蛋白组分的盐浓度增加至

5mo l/L ) ;流速: 1mL /m in,合并收集洗脱峰部分, 并对

组分透析、冻干, 同时采用 SDS- PAGE对洗脱组分进

行检测,此步得到的是牛乳 OPN纯化组分。

11215 透析  将每步收集的各蛋白质洗脱峰溶液进

行透析, 48h,每 4h更换去离子水一次。

11216 冻干  将透析处理后的各组分真空冷冻干

燥, 分别收集各组分的冻干粉末, 4e 冰箱保存。

113 骨桥蛋白的初步鉴定
11311 十二烷基硫酸钠-聚丙烯酰胺凝胶电泳 ( SDS

- PAGE)  透析后冻干的样品进行 SDS- PAGE电

泳
[ 9, 10]
。分离胶和浓缩胶的浓度分别为 12%和 5%,

上样体积均为 10LL, 1%考马斯亮蓝 R- 250染色,脱

色后拍照。

11312 免疫印迹法 (W estern blot)  取每步纯化后

OPN组分经 SDS- PAGE分离后,通过电转移将蛋白

印迹至硝酸纤维素膜上,用 5% (质量分数 )脱脂奶粉

封闭膜上的非特异性结合位点, 依次与兔抗牛 OPN

多抗 ( 1B100,每份抗体用 100倍体积的 PBST缓冲液

稀释 )和辣根过氧化物酶标记的羊抗兔二抗 ( 1B500,

每份抗体用 500倍体积的缓冲液稀释 )进行反应, 用

增强化学发光显色液 ECL显色 5~ 10m in, 胶片曝光,

洗片。

2 结果与分析
211 离子交换层析结果
脱脂乳经 DEAE- Sephace l柱分离得到三个组

分, 分别为 OPN- 1、OPN- 2和 OPN- 3,洗脱曲线如图

1所示。

图 1 OPN在 DEAE- Sephace l柱上的洗脱曲线

212 一步疏水层析
通过 SDS- PAGE分析,见图 4, OPN- 3组分中含

有目的蛋白, 因此将 OPN- 3处理后经疏水层析可得

到组分 OPN- Ò,如图 2所示。

图 2 OPN- 3在 Pheny-l Sepharo se 6FF柱上的洗脱曲线

213 二步疏水作用层析
为了去除其他的杂蛋白,将 OPN- Ò组分处理后

经二次疏水层析可得到 OPN- Ó, 洗脱曲线如图 3

所示。

3 骨桥蛋白的鉴定
311 电泳结果分析
将离子交换层析柱洗脱下来的蛋白组分 OPN- 1、

OPN- 2和 OPN- 3进行不连续的 SDS- PAGE电泳,结

果如图 4所示。由于骨桥蛋白分子量约为 60kD a,因

此初步判定组分 OPN- 3中含有目的蛋白。
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将组分 OPN- Ò、OPN- Ó蛋白峰溶液透析冻干
后进行 SDS- PAGE电泳, 结果如图 5所示。可以看

出, OPN- Ò和 OPN- Ó均含有分子量大约为 60kDa

的条带, 初步确定为 OPN。 OPN- Ò有明显的三条

带,其中两条带在分子量 43kDa以下,而 OPN- Ó只
含有一条带, 因此, 经二步疏水层析之后, 可以将

OPN-Ò中的其他杂蛋白去除, 得到纯度较高的目的

蛋白。

图 5 OPN- Ò、OPN- Ó 的电泳图

M:标准分子量蛋白; 1, 2: OPN- Ò ; 3, 4: OPN-Ó

312 免疫印迹分析
对三步纯化所得的 5个组分进行Western b lot检

测, 结果显示, 与 SDS- PAGE 电泳相对应的组分

OPN- 3、OPN- Ò和 OPN- Ó的泳道均在分子量约
60kDa处出现特异性蛋白条带,如图 6所示, 说明兔

抗牛 OPN抗体可以特异性识别牛乳骨桥蛋白, 而且

得到了组分单一、纯度较高的活性 OPN,并且在每步

纯化的过程中 OPN的蛋白表达也相对增强。

4 结论
  本文主要研究了牛乳中骨桥蛋白的分离纯化及

初步鉴定。采用一系列的色谱技术, 经过三步简单

的分离纯化过程后可以得到高纯度的蛋白质, 这种

图 6 W estern b lo t结果

1: OPN- 1; 2: OPN- 2; 3: OPN- 3;

4: OPN-Ò ; 5: OPN- Ó ; M:标准分子量蛋白

蛋白质分离纯化方法的优越性在于整个分离过程中

没有使用剧烈或变性的条件,利于蛋白活性的保留,

因此这种方法为进一步对骨桥蛋白功能性质的研究

奠定了基础。
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