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摘 要：本试验旨在制备高纯度和特异性的牛奶乳铁蛋白多克隆抗体，为鉴定并定量检测牛4

奶样品中及奶牛乳腺组织中合成的乳铁蛋白提供试验材料。选用 4只健康新西兰大白兔，初5

次免疫乳铁蛋白 4周后进行加强免疫，每 2周加强免疫 1次，待血清达到抗体效价后，对兔6

进行心脏采血并分离血清，利用饱和硫酸铵法和蛋白 A树脂纯化抗体，十二烷基硫酸钠-聚7

丙烯酰胺凝胶电泳（SDS-PAGE）和免疫印迹（Western-blot）法分别用于鉴定纯化后抗体的8

纯度和特异性。测定纯化后抗体效价，并绘制抗体抑制曲线。最后利用所得抗体对市售液态9

奶、奶牛乳腺组织匀浆液、奶粉样品中的乳铁蛋白进行定量检测。结果表明，本试验制备的10

兔抗牛乳铁蛋白多克隆抗体纯度较高、特异性较强，抗体浓度为 11.02 mg/mL，效价达到 1:12811

000；采用该抗体测定的乳腺组织样品中乳铁蛋白浓度为 16.13 μg/g，液态奶中接近于 0 μg/g，12

奶粉中为 5.28 μg/g。总之，本试验采用经过饱和硫酸铵法和蛋白 A树脂 2步纯化后得到了13

纯度较高、特异性较强的兔抗牛乳铁蛋白多克隆抗体，可以用于牛奶等产品的乳铁蛋白鉴定。14
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近年来，人们对乳品质的要求越来越高，乳蛋白作为衡量乳品质的重要指标，其合成的17

营养调控已经成为奶牛营养学研究的热点。乳铁蛋白（lactoferrin，Lf）也称为乳运铁蛋白，18

是牛奶中重要生物活性物质之一，具有调节铁吸收，广谱抗细菌感染的作用[1-2]，可以调节19

机体免疫反应，还具有抗氧化、抗癌、抗病毒等作用[3]。乳铁蛋白在初乳中浓度较高，人初20

乳中浓度为 6~8 mg/mL；奶牛初乳中浓度为 1~2 mg/mL；而在常乳中浓度较低，人常乳中浓21

度为 1~2 mg/mL，奶牛常乳中浓度为 0.02~0.35 mg/mL。由于人乳来源有限，因此牛奶即成22

为人们获取乳铁蛋白的最直接途径。为检测牛奶与乳制品中乳铁蛋白的浓度，有效降低牛奶23

加工过程中造成的损失，需要建立一种快速、准确的方法测定生鲜乳及乳制品中乳铁蛋白的24

浓度。25

酶联免疫吸附测定（enzyme-link immunosorbent assay，ELISA）方法是检测特定蛋白质26

的有效方法，具有快速、灵敏、简便、载体易于标准化等优点。ELISA方法结合十二烷基硫27

酸钠 -聚丙烯酰胺凝胶电泳（ sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide gel electrophoresis，28

SDS-PAGE）可用于针对特定抗原的定性和定量检测。利用此种方法检测生鲜乳及乳制品中29
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的乳铁蛋白浓度需要用到相应的乳铁蛋白抗体，而 Sigma 公司出售的商品化抗体价格昂贵，30

不适合大批量样品检测。因此，本试验通过免疫新西兰大白兔来制备兔抗牛乳铁蛋白多克隆31

抗体，旨在为研究奶牛乳铁蛋白的合成调控提供有效的试验材料。为得到纯度较高、特异性32

较强的抗体，通过饱和硫酸铵法和蛋白 A 树脂对抗血清进行纯化，纯化后得到的抗体用33

ELISA方法测定其效价以及与乳铁蛋白的抑制率，以期为定量检测牛奶中以及奶牛乳腺中合34

成的乳铁蛋白提供有效研究材料。35

1 材料与方法36

1.1 试验材料37

试验材料包括乳铁蛋白标准品（美国 Sigma 公司，纯度≥85%）、弗氏完全佐剂（美国38

Sigma 公司）、弗氏不完全佐剂（美国 Sigma 公司）、蛋白 A树脂（美国 Genscript公司）、羊39

抗兔辣根过氧化物酶标记的免疫球蛋白 G（ immunoglobulin G-horseradish peroxides，40

IgG-HRP）（武汉博士德生物工程有限公司）。乳腺组织样品采自中国农业科学院北京畜牧兽41

医研究所昌平试验基地；液态奶样品为市售超高温灭菌乳；奶粉样品为市售品牌普通奶粉。42

1.2 试验动物及饲养管理43

试验选取 4只健康纯种新西兰大白兔，单笼饲养，每日饲喂颗粒饲料（饲料中不含酪蛋44

白），自由采食和饮水。饲养前对兔舍进行彻底清扫和消毒，待兔适应饲养环境 1周后，耳45

缘静脉采血，测定其血清是否与乳铁蛋白有反应，血清与乳铁蛋白无反应性的合格兔子按免46

疫程序进行免疫。47

1.3 免疫程序及抗血清的制备48

乳铁蛋白抗血清的制备参考 You等[4]的方法。试验第 1周，将弗氏完全佐剂与乳铁蛋白49

溶液等比例乳化完全后，采用皮下多点注射法，每只兔注射 1 mL 乳化液（含 500 μg乳铁蛋50

白），4周后，同样方法背部皮下多点注射经弗氏不完全佐剂乳化完全的乳铁蛋白（含 250 μg51

乳铁蛋白），以后每 2周重复 1次，每次免疫后的第 7天耳缘静脉采血，ELISA方法检测抗52

血清效价。第 4次免疫后的第 7 天进行心脏采血。待血液凝结后，于 940×g离心 20 min，53

取上清液分装后置-80 ℃保存备用。54

1.4 饱和硫酸铵法纯化抗血清55

饱和硫酸铵纯化参考庞学燕等[5]的方法配制，取 500 μL血清加入等体积的磷酸盐缓冲56

液（phosphate-buffered saline，PBS）（0.01 mol/L，pH 7.4)，冰浴下逐滴加入 250 μL饱和硫57

酸铵溶液，旋涡混匀，4 ℃静置 30 min，4 ℃、1 550×g离心 15 min，取上清液。在上清液58

中逐滴加入 1 000 μL 饱和硫酸铵溶液，旋涡混匀，4 ℃静置 30 min，离心弃上清液。沉淀59

用 500 μL PBS溶解，在溶液中逐滴加入 250 μL饱和硫酸铵溶液，边加边搅拌，4 ℃静置 3060

min，4 ℃离心，保留沉淀。沉淀继续用 PBS溶解，滴加饱和硫酸铵溶液，静置，离心，保61

留沉淀。将沉淀溶于 PBS中，装入透析袋中 4 ℃透析过夜。62

1.5 蛋白 A树脂纯化抗血清63
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参考庞学燕等[5]的方法，采用蛋白 A树脂纯化抗血清。向纯化柱中加入 1 mL结合/洗涤64

缓冲液，将 1 mL混匀的蛋白 A树脂加入柱中，再向柱中加入 5 mL 结合/洗涤缓冲液以平衡65

柱子，流速约 1 mL/min。将结合/洗涤缓冲液稀释后的血清样本加入柱中，保持流出速度约66

为 1 mL/min。用 30 mL结合/洗涤缓冲液冲洗柱子并使缓冲液流出速度约 2 mL/min，用 15 mL67

洗脱缓冲液洗脱抗体，保持洗脱液流速约 1 mL/min。将含有抗体的洗脱液收集到含平衡缓68

冲液的烧杯中以中和洗脱液 pH至 7.4。洗脱出来的抗体溶液装入透析袋中 4 ℃透析过夜。69

1.6 SDS-PAGE鉴定纯化后抗体纯度70

配制 12%的分离胶和 5%的浓缩胶，取 80 μL抗体样品与 20 μL 5×上样缓冲液混匀，在71

沸水中煮沸 5 min。每孔上样 12 μL，电压调为 80 V开始电泳（PowerPac 3000型电泳仪，72

美国 Bio-Rad 公司），当指示染料进入分离胶后，将电压调至 120 V，继续电泳直至染料抵73

达距分离胶下端约 1 cm处停止电泳，固定液固定，考马斯亮蓝染色，脱色液脱色，直至条74

带清晰可辨，用凝胶成像系统拍照观察。75

1.7 ELISA方法检测纯化后抗体的效价76

抗体效价的检测采用 ELISA方法[6]。将乳铁蛋白标准品用包被液稀释至 0.31 μg/mL，每77

孔 100 μL包被酶标板，4 ℃过夜，并用 PBS做阴性对照，次日弃去孔内液体，每孔加入 20078

μL封闭液[1%卵清白蛋白（OVA）]，置 37 ℃恒温箱 1 h，倾去液体后，用磷酸盐吐温缓冲79

液（phosphate-buffered saline tween，PBST）洗涤 4次，每次静置 3 min后迅速倾去洗涤液，80

拍干。取不同稀释度的纯化后抗体（1:2 000、1:4 000、1:8 000、1:16 000、 1:32 000、1:64 00081

和 1:128 000），每个稀释度 3个重复，37 ℃温育 1 h，然后倾去液体，PBST 洗涤，倾去液82

体，拍干。每孔加 100 μL按 1:5 000稀释的羊抗兔 IgG-HRP 抗体，37 ℃温育 1 h，PBST洗83

涤，倾去液体，拍干。每孔加入 100 μL新鲜配制的四甲基联苯胺(TMB)底物溶液室温孵育84

20 min。每孔加入 50 μL终止液（2 mol/L硫酸），5 min后在酶标仪上测定 450 nm下的吸光85

度（OD450 nm）值。若待测孔 OD450 nm值大于或等于阴性对照孔的 2.1倍，即认为是阳性值，86

从而得出抗体的效价。87

1.8 乳铁蛋白的测定工作曲线88

用竞争性 ELISA 测定抗体与乳铁蛋白之间的抑制率[6]。将抗体作适当浓度稀释后，以89

等体积分别与系列倍比稀释的乳铁蛋白（40 000、20 000、10 000、5 000、2 500、1 250、625、90

312.5 ng/mL）混匀后，室温反应 15 min。然后加至已包被处理的酶标板中。其余步骤同 1.7。91

根据 OD450值绘制标准曲线，计算抗体与乳铁蛋白的抑制率。92

1.9 乳腺组织及乳制品中乳铁蛋白浓度的测定93

将从屠宰场采集的奶牛乳腺组织样品迅速放入液氮保存。测定时，将乳腺组织样品取出94

后，倒入液氮进行研磨，称取一定量乳腺组织样品，充分溶解于 5倍体积的 PBS 中，同时95

加入放射免疫沉淀测定裂解液（radio immunoprecipitation assay，RIPA）和蛋白酶抑制剂，96

12 000×g离心 10 min，取上清液，用二辛可酸（BCA）蛋白质浓度测定试剂盒检测待检样97
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品中总蛋白质的浓度。取 1 mL 液态奶，加入蒸馏水进行稀释后，3 000×g离心 10 min，去98

除上层脂肪。加入 1 mol/L稀盐酸调节 pH为 4.6，去除酪蛋白，得到乳铁蛋白粗品。取 3 g99

奶粉样品，加水定容至 100 mL，离心去除脂肪和酪蛋白后，得到乳铁蛋白粗品。利用乳铁100

蛋白测定工作曲线，检测乳腺组织、液态奶及奶粉中乳铁蛋白的浓度。101

1.10 免疫印迹法（Western-blot）鉴定纯化后抗体特异性及反应性102

将乳铁蛋白纯品溶于 PBS中，奶牛乳腺组织、液态奶和奶粉前处理方式同 1.9。以总蛋103

白质浓度作为 SDS-PAGE上样量依据，配制 12%分离胶和 5%浓缩胶，对乳铁蛋白纯品、奶104

牛乳腺组织、液态奶和奶粉样品进行电泳，电泳结束后将蛋白质转移到预先用甲醇活化的聚105

偏二氟乙烯膜（polyvinylidene difluoride,PVDF）上，利用 0.5%的鸡血清进行封闭，将乳铁106

蛋白多克隆抗体溶液按 1:6 000稀释后，室温孵育 2 h，PBST洗后加入羊抗兔辣根过氧化物107

酶标记 IgG抗体（1:5 000稀释），PBST洗膜，二氨基联苯胺（DAB）显色剂显色后扫描结108

果。109

2 结果与分析110

2.1 乳铁蛋白多克隆抗体纯度111

SDS-PAGE结果如图 1所示，经过饱和硫酸铵法和蛋白 A 树脂 2 步纯化后得到的乳铁112

蛋白多克隆抗体重链清晰可见，表明通过纯化得到了纯度较高的乳铁蛋白抗体。113

114

1：蛋白质分子质量标准；2：纯化后的多克隆抗体。115

1: protein molecular weight standard; 2: purified polyclonal antibodies.116

图 1 纯化后多克隆抗体的电泳图117

Fig.1 Electrophoresis of purified polyclonal antibodies118

2.2 乳铁蛋白多克隆抗体效价119

用 BCA 蛋白质浓度测定试剂盒测得乳铁蛋白多克隆抗体浓度为 11.02 mg/mL。图 2为120

多克隆抗体的效价曲线，抗体经过纯化以后，ELISA方法检测抗体的效价为 1:128 000。121
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122

图 2 兔抗牛乳铁蛋白多克隆抗体效价曲线123

Fig.2 The curve of rabbit anti-bovine lactoferrin polyclonal antibody titer124

2.3 抗体与乳铁蛋白的抑制率125

抗体与乳铁蛋白的抑制率见图 3，抑制抗原与抗体结合 50%时乳铁蛋白的浓度（IC50）126

为 24.55 μg/mL。测检出限时，乳铁蛋白设 10个浓度梯度，从 1 000 μg/mL起始 2倍等比稀127

释到 1.95 μg/mL，每个浓度设 6个重复，线性范围 11~40 μg/mL，检出限为 11.48 μg/mL。128

129

图 3 抗体与乳铁蛋白的抑制率130

Fig.3 Inhibition rate of antibody and lactoferrin131

2.4 乳腺组织及乳制品中乳铁蛋白浓度的测定132

利用工作曲线测定乳腺组织样品及乳制品中乳铁蛋白浓度，测得 5份乳腺组织样品中乳133
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铁蛋白浓度范围在 14.72~18.64 μg/g，平均值为 16.13 μg/g，相对标准偏差为 11.05%，液态134

奶中乳铁蛋白浓度接近于 0 μg/g，奶粉中乳铁蛋白浓度范围为 4.91~5.73 μg/g，平均值为 5.28135

μg/g，相对标准偏差为 6.42%。136

2.5 乳铁蛋白抗体特异性137

Western-blot结果如图 4所示，纯化后的抗体能够与乳铁蛋白标准品专一性结合，表明138

得到的抗体能够特异性识别乳铁蛋白。139

140

M：蛋白质分子质量标准；1~2：乳铁蛋白。141

M: protein molecular weight standard; 1 to 2: lactoferrin.142

图 4 Western-blot法鉴定乳铁蛋白抗体特异性143

Fig.4 Identification of lactoferrin antibody specificity by Western-blot method144

图 5显示，纯化后的抗体与奶牛乳腺组织中提取的乳铁蛋白具有反应性，同时对奶粉145

中的乳铁蛋白也有特异反应性，可用于检测奶牛乳腺组织和乳制品中的乳铁蛋白。途中条带146

的粗细可初步反映样品中乳铁蛋白浓度的差异，由图可以看出，奶粉中乳铁蛋白浓度高于乳147

腺组织及液态奶样品。148

149

M：蛋白质分子质量标准；1：液态奶样品；2~3：乳腺组织样品；4：奶粉样品。150
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M: protein molecular weight standard; 1: liquid milk sample; 2 to 3: breast tissue sample; 4: milk powder151

sample.152

图 5 Western-blot法鉴定奶牛乳腺组织及乳制品中提取的乳铁蛋白与抗体的反应性153

Fig.5 Identification of the reactivity between lactoferrin extracted from mammary gland tissues and milk154

products of dairy cows and antibodies by Western-blot method155

3 讨 论156

牛奶中含有多种生物活性物质，例如抗毒素、抗细菌和抗病毒以及刺激免疫系统的成分。157

其中，乳铁蛋白即是一种多功能蛋白质，具有与铁元素结合的特性，不仅可以促进铁的吸收，158

同时兼具抗细菌、抗病毒、抗真菌、抗炎症、抗氧化和免疫调控等作用[3,7-9]。Habing 等[10]159

研究发现，乳铁蛋白还可以降低断奶前腹泻犊牛的死亡率。目前针对乳铁蛋白的检测方法主160

要有高效液相色谱法[9,11]、放射免疫扩散法[12]以及 ELISA方法[13]等。161

高效液相色谱法利用色谱柱根据样品分子质量的差异分离蛋白质，其测定结果准确可162

靠，精密度高，重复性好；但仅适合于高纯度样品测定，如果样品中乳铁蛋白浓度较低时，163

由于乳铁蛋白与其他杂蛋白质分子质量相近，在凝胶色谱上的保留时间相近，很难将各组分164

区分开，进而影响定量结果[14]。且高效液相色谱法需要的仪器较为昂贵。龚广予等[12]利用165

放射免疫扩散法检测婴幼儿配方奶粉中的乳铁蛋白，利用抗原抗体反应形成沉淀带的原理计166

算乳铁蛋白浓度，准确性稍差。而 ELISA 方法操作相对简便，准确性好，对于乳及乳制品167

中浓度相对较低的乳铁蛋白而言，该方法灵敏度高，且对样品纯度要求不高，检测限较低，168

适合于乳铁蛋白的检测[13]。因此，制备乳铁蛋白抗体是目前检测牛奶及奶牛乳腺中合成的乳169

铁蛋白的优选措施。与普通抗血清相比，特异性抗体的制备要求对相应抗血清进行纯化，其170

制备步骤更为复杂，但抗体的效价相对较高。针对牛奶中的多种生物活性蛋白质，已经得到171

了包含兔抗牛β-酪蛋白、αs-酪蛋白和κ-酪蛋白以及乳铁蛋白等的抗血清[14-18]，早期沈新172

义等[19]利用乳铁蛋白免疫家兔得到的抗血清效价仅为 1:10 000，李岩[18]利用乳铁蛋白免疫新173

西兰大白兔和高产罗曼蛋鸡，得到的抗血清效价仅为 1:48 000，与本试验中特异性抗体的效174

价相差甚远。175

以往研究中针对抗体的纯化方法多为单一纯化方法，常见的有盐析法、离子交换层析法176

和亲和层析法等。盐析法利用蛋白质在高浓度盐溶液中形成沉淀的原理分离纯化蛋白质，离177

子交换层析法利用离子交换树脂与蛋白质的选择性结合而分离蛋白质，而亲和层析法则是利178

用蛋白质与介质中配基的特异结合而分离纯化蛋白质。由于以上方法的原理不尽相同，其纯179

化抗体后的纯度也相差甚远，例如，通过饱和硫酸铵盐析法得到的抗体纯度一般在 75%左右，180

而利用亲和层析法纯化后的抗体纯度可达 90%以上[4]。本试验中在分析比较了前人所用方法181

的基础上，先后通过饱和硫酸铵法和蛋白 A树脂 2种方法纯化了抗体，经 SDS-PAGE电泳182

后看到抗体条带清晰，且纯度较好，抗体浓度为 11.02 mg/mL。183

抗体滴度，即抗体效价，用抗体的稀释倍数表示，是指某一抗体经稀释后能与抗原结合184
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并出现可见反应的最高稀释倍数；或者是稀释抗体和阴性对照的吸光度值之比大于 2.0的最185

大的抗体稀释度。本试验中的多克隆抗体血清来自 4只用乳铁蛋白免疫的新西兰白兔。在血186

清稀释倍数最大为 128 000时，仍然为阳性反应，证明最终的抗体效价为 1:128 000。Western187

blot法证明本试验中制备的多克隆抗体与乳铁蛋白标准品可特异性结合，且可用于检测奶牛188

乳腺组织中以及奶粉中的乳铁蛋白。本试验中奶牛乳腺组织、市售液态奶及奶粉样品中的乳189

铁蛋白检测结果不尽相同，证明不同样品中该物质浓度有所差异。研究表明，乳铁蛋白由机190

体外分泌腺分泌，主要存在于乳汁中，同时在泪液、唾液、血浆、胆汁、胰液和嗜中性粒细191

胞中也有存在[20]。其在初乳中浓度最高，常乳次之，而本试验中检测到其在奶粉样品中浓度192

稍高，证明奶粉中可能含有外源添加的乳铁蛋白。由于乳铁蛋白具有多种生物学功能，有利193

于人体健康而无毒副作用，目前已成为允许在婴幼儿配方奶粉以及食品中添加的物质之一194
[21]。本试验中液态奶中乳铁蛋白浓度偏低可能与其加工储存方式有关。通过利用本试验中制195

备的抗体检测不同样品中乳铁蛋白浓度的差异结果表明，该抗体可有效反映样品中乳铁蛋白196

的浓度。197

4 结 论198

本试验通过免疫新西兰大白兔成功制备了纯度较高、特异性较强的兔抗牛乳铁蛋白多克199

隆抗体，抗体浓度为 11.02 mg/mL，效价达到 1:128 000，该多克隆抗体可以与乳铁蛋白特异200

性结合，可用于定性鉴定和定量检测牛奶中以及奶牛乳腺合成的乳铁蛋白，为后续奶牛乳铁201

蛋白合成调控的研究工作的开展奠定了基础。202
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WANG Jian HAO Liyuan WEI Jingya SUN Peng*252

(State Key Laboratory of Animal Nutrition, Institute of Animal Science, Chinese Academy of253

Agricultural Sciences, Beijing 100193, China)254

Abstract: This study aimed at preparing polyclonal antibody against lactoferrin in milk with high255

purity and specificity to provide experimental materials for the identification and quantification of256

lactoferrin synthesized in milk and mammary gland. Four healthy New Zealand white rabbits were257

immunized with bovine lactoferrin and challenged again after 4 weeks. Thereafter, the rabbits258

were immunized once every 2 weeks until antibody titer was desirable. Then the blood was259

collected from the heart and the serum was obtained. The antibody was purified by the saturated260

ammonium sulfate method and protein A resin. The sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide gel261

electrophoresis (SDS-PAGE) and Western blotting were used to identify the purity and specificity262

of the purified antibody. Antibody titer was determined and the curve of antibody inhibition was263

obtained. Finally, we used the obtained antibody to quantitatively determine lactoferrin in264

commercial liquid milk, milk powder and the homogenate of mammary gland tissue of dairy cows.265

The results showed that the obtained rabbit anti-bovine lactoferrin polyclonal antibody had high266

purity and specificity, the antibody concentration was 11.02 mg/mL, and the titer was 1:128 000;267

lactoferrin concentration in mammary gland tissue of dairy cows was 16.13 μg/g, that in268

commercial liquid milk was close to 0, and that in milk powder was 5.28 μg/g. In conclusion,269

lactoferrin polyclonal antibody with high purity and specificity was prepared by saturated270

ammonium sulfate method and protein A resin in the present study, which can be used to identify271

lactoferrin in products like milk.272

Key words: lactoferrin; polyclonal antibody; purification of antibody273
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