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牛初乳免疫球蛋白 A 的纯化与原子力显微镜观测

傅税勇气谭璐徐敬朱国栋李杰王红 f日 I 善

(1.第二军医大学东方肝胆外科医院国际合作生物信号转导研究中心，上海 200438; 2. 同济大学物理系波尔固体物理研究所)

[摘要] 町的:纯化牛初乳免疫球蛋白 ACIgA)并在原子力显微镜 CAFM)下进行观测。方锋:应用逐级盐析、透析和离子交

换层析等生化手段，从牛初乳中提取 IgA ， SDS-PAGE 鉴定纯化结果。应用 AFM 对吸附在新剥离云母或多聚赖氨酸 (PLLl处

理云母片基上的 IgA 进行空气相的结构观测。结果:考马斯亮蓝染色鉴定纯化的蛋白含有重链、轻链和分泌片;正常生理条

件下的 IgA 以寡聚体结构为主，单体大约 2.6 nmX18. 0 nmX20. 2 nm ，与电镜结果基本吻合 ;lgA 在 PLL 处理云母片基上的

吸附呈现树枝状聚集，随孵育时间的延长，聚集现象更趋明显。结奇在~ :结合生化方法和 AFM 观测，可对 IgA 等免疫球蛋白分

子进行天然结构状态的微观探测，为研究其生理调控功能的结构基础提供有效的研究途径 o
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Purification of secretory immunoglobulin A from bovine colostrum and detection by atomic force mi­

croscopy 
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ratory on Signal Transduction , Eastern Hepatobiliary Surgery Institute , Second Military Medical U niversity , Shanghai 
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[ABSTRACT] Objective , To purify secretory immunoglobulin A CIgA) from bovine colostrums and to detect it by atomic 

force microscopyCAFM). Methods :lgA was purified by salt out , dialysis and ion-exchange chromatography , and identified by 

SDS-PAGE. Molecular structure of IgA was observed on freshly cleaved mica or PLL treated mica by AFM in ai r. ResuIts , 
SDS-PAGE analysis followed by Coomassie blue staining revealed secretory piece , heavy and light chain constituted the puri 

fied IgA. Under AFM , IgA existed mainly in oligomer form in the physiological condition. The monomer's dimension with 2. 

6 nm X 18. 0 nm X 20. 2 nm coincided with the result discerned by electronmicroscopy. The attachment of IgA 0日 PLL treated 

mica showed dendritic aggregation form. This aggregation phenomenon tended to be more obvious with prolonging incubation 

time. Conclusion: It is feasible to observe the microstructure of immunoglobulin in natural condition by combination of bio­

chemistry and atomic force microscopy techniques , which may provide an effective pathway for the study of IgA structure , 

contributing to functional regulation of micromoleculars. 

[KEY WORDS] immunoglobulin A; atomic force microscopy; bovine colostrums ;purification 

免疫球蛋白 A CIgA)分为血清型和分泌型 CsIgA) ，免疫

电镜研究了 slgA 体外转运人结肠癌细胞的过程[口，晶体衍

射结果显示 IgA 的 Fab 和 Fc 片段与 IgG 相比，有不同的排

列结构凶。但上述两种方法都对 IgA 进行了理化固定，不能

对其天然条件下的结构作出判断。原子力显微镜 (atomic

force microscopy , AFM)与电镜及其他分子水平研究系统

的主要区别是能够在生理条件下成像，这使在分子水平上研

究结构与功能关系的"实时"动力学过程成为可能[3.4J 牛初

乳是母牛产槟 7d 以内分泌的乳汁，含丰富 SlgA 等免疫活性

物质。本研究以生化提纯牛初乳 IgA 为研究对象，应用 AFM

观测方法，对 IgA 在接近生理条件F的结构进行了研究，并

探讨了其结构变化可能的生物学意义。

1 材料和方法

1. 1 材料和试剂 牛初乳购自上海马发生物制品有限公

[Acad J Sec Mil Med Univ , 2004 ,25 (1) : 108-110J 

司，透析袋购自 Millipore 公司，离子交换层析填料购自 Wa

terman 公司。所有生化试剂均为分析纯。 AFM 型号为

队Janoscope ll[ CDigital Instruments , Santa Barbara , Califor 

nia) ，采用 Nanoscope ll[ ™软件进行图像分析。

1. 2 IgA 的提纯和鉴定 采用逐级硫酸镀盐析、透析去钱

等步骤获得 IgA 粗提液，过 DEAE 纤维素层析柱，先用 50

ml 浓度为 0.017 mol/L 的醋酸纳 (pH 7.4) 溶液冲洗柱床，

去除粗提液中的 IgG ，再用 10 ml O. 1 mol/L 的醋酸铀 (pH

7.4) 溶液分管洗脱 IgA。纯化液各取 10μl 用于聚丙烯肮胶

凝胶电泳，考马斯亮蓝染色鉴定。

1. 3 样品吸附衬底云母片基表面的处理 新剥离云母片基
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圈 1 牛初乳中纯化的 IgA 10% SDS-PAGE 鉴定

Fig 1 Identification of immunoglobulin A purified 

from bovine colostr旧ns by 10% SDS-PAGE 

M: High range of protein marker; 1: Raw solution of immunoglobu 

lin; 2: Wash flowing solutio丑 3-9: Eluted solution of IgA 

2. 2 新剥离云母表面 IgA 的 AFM 观坝'J 空气相 AFM 以

轻敲模式显示 IgA 在云母表面的结构如图 2 所示。 IgA 在新

剥离云母表面的吸附以寡聚体结构为主，其中以二、三聚体

为多，少数区域可见五聚体。 IgA 单体的三维尺度经收集数

据正态分布拟合后约为 18. 0 nm X 20. 2 nm X 2. 6 nm (图

3) .与晶体衍射结果基本一致。 IgA 在云母表面吸附的数量

随孵育时间的延长有明显的增加，但寡聚体之间未形成聚

集，寡聚体内部的单体结构仍能较好地分辨。

为原子级超平整，表面带负电荷用于吸附蛋白样品。云母表

面用多聚赖氨酸 (PLU梅液处理后，由荷负电变为荷正电。

PLL 处理云母在 AFM 扫描下仍呈现原子级超平整，排除了

PLL 对蛋白观测的干扰。

1. 4 AFM 观测样品的准备 为防止样品吸附过程中的盐

沉积对成像的影响， IgA 纯化原液用 20 mmol/L 的醋酸钱

(pH 7.4)溶液稀释至 10 、 l 和 o. 1μmol/L 等不同浓度，所用

水均为去离子水 (MilliQ 制备)。将 IgA 稀释液 20μl 滴于新

剥裂的云母或 PLL 处理云母片基上，其上覆盖一层封口膜，

常温下孵育 5 min 、 30 min 和 1 h 。孵育结束后，用去离子水

轻冲洗云母表面 o 经空气中充分干燥后，云母底面用双面胶

粘于圆形铁片上，置于 AFM 观测室内 o

1. 5 IgA 的 AFM 观测 AFM 的扫描模式设为"轻敲模

式"。扫描所用探头为 E-scanner (12μm) ，针尖为 TESP <Dig­

ital Instruments) ，悬臂的弹性系数为 12 N/m。扫描速度为

o. 5~2μm/s o IgA 单体高度与直径的测量采用 Nanoscope

m ™分析软件中的 "cross-sections"功能，直径以 IgA 单体半

高宽的测量为准。

2. 1 牛初乳 IgA 的提纯与鉴定 应用硫酸镀沉淀、透析和

离子交换层析技术从 1 000 ml 牛初乳中提取 sIgA 榕于 0.1

mol/L 醋酸~I内 (pH 7.4)溶液共 10 mL ì则得 IgA 浓度最高为

50~60 g/L SDS-PAGE 鉴定所得的 IgA ，可见重链、轻链和
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图 2 AFM 空气相轻敲模式观测吸附于新剥裂云母上 IgA 的扫描图像

Fig 2 Images of immunoglobulin A absorbed on mica by tapping mode AFM in air 

A: IgA absorbed for 5 min forms oligomers; B: Amount of IgA absorbed for 30 min increased , forming irregular 

aggregations; C: Dimension of each subunit of IgA was about 18.0 nmX20. 2 nmX2. 6 nm; D: More oligomers of 

IgA absorbed after incubated for longer time , three or five-subunit oligomers can be discerned 
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图 3 吸附于云母上的 IgA 单体高度与直径的测量结果

Fig 3 Heights and diameters of IgA subunit absorbed on mica 

A: IgA height distribution fitted with Gaussian curves , peaked at 2. 6 nm; 

B: Diameter distribution fitted with Gaussian curves of 2 peak values as 18.0 nm and 20.2 nm 
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2.3 PLL 处理云母表面 IgA 的 AFM 观测 在 PLL 云母

表面吸附 30 min 后， IgA 形成树校状或纤维状聚集，寡聚体

之间彼此交联，单体结构无法分辨。在 300 nmX 300 nm 的扫

描起围内，可见 IgA 的聚集有以一处为中心向周围呈放射状

排列的趋势，放射状结构的横径约为 20 nm ，相当于一个 IgA

单体的宽度。见图 4。随孵育时间的延长，这种聚集趋势更为

明显(结果未显示)。
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图 4 AFM 空气相轻敲模式观测吸附于 PLL 处理云母上 IgA 的扫描图像

Fig 4 Images of immunoglobulin A absorbed on PLL-mica by tapping mode AFM in air 

A: Clear surface in control PLL-mica incubated with a drop of buffer without IgA; 

B: Prominent fibril or dendritic type of aggregated IgA formed on PLL-mica after incubated for 30 min; C: Detail image of B 

3 讨论

应用生化提纯方法得到的牛初乳 IgA 含有完整的轻链、

重链和分泌片，纯化过程始终保持 IgA 存在于非变性液体环

境中，可以保证对 IgA 进行正常生理条件下的功能研究。

AFM 观测结果显示，提纯的 IgA 可以满足 AFM 样品的要

求，即扫描区域内基本没有背景分子及晶体盐沉积的干扰。

更为重要的是，AFM 下 IgA 的结构观测免去了结晶过程或

电镜样品喷镀过程中可能对蛋白样品造成的破坏。而液相

AFM 的蛋白结构观测则可进一步实时动态跟踪蛋白分子结

构的变化，为功能变化的结构基础提供最直观的证据。

实验结果显示 IgA 单体分子在 AFM 下的高度为 2. 6 

nm ，横径为 18.0 nmX20. 2 nm , Droz 等 [5]用 AFM 得到在石

墨表面的 IgG 分子高度为 2.5 nm ，横径为 15 nmX30 nm ，在

云母表面 IgG 分子的高度为 3.5 nm ，横径为 20 nmX 35 nm , 

Silverton 等问用晶体衍射方法得到的 IgG 分子大小为 14

nmX 10 nmX 4 nm , AFM 与晶体衍射观测结果的出入在于

AFM 下免疫球蛋白分子横径的增大，这可能归因于 3 点:

(l) AFM 受针尖和样品拓扑结构的影响较大川2)寡聚体的

形成; (3)样品缓冲体系中溶剂的影响，如盐成分对蛋白与

衬底间吸附力的影响等。

IgA 是亲水性蛋白，等电点为 4.5~6.8 ，在 pH 为 7.4 的

醋酸镀溶液中所带净电荷为负。新剥离云母表面带负电荷，

对 IgA 的吸附以静电作用为主。但这种静电吸引只能发生在

与 IgA 分子局部区域的相互作用，IgA 分子在这一区域的氨

基侧链以正电荷相对集中，这种电荷选择性的吸附可能决定

了 IgA 分子在云母上的排列和走向。我们的实验提示，IgA

在云母表面孵育时间的延长可能有利于这种静电吸附的稳

定性，有更多的 IgA 分子在冲洗后的云母表面留下，AFM 下

分子数目明显增多。

PLL 处理的云母表面荷正电，这是由赖氨酸的荷正电氨基

均匀分布在云母表面造成的。此时 IgA 分子与云母片基之间的

吸附发生在分子表面负电荷相对集中的区域。我们的实验显

示，这种吸附电性的相互转换造成了 IgA 分子在 PLL 云母表面

的聚集。这说明吸附在云母表面 IgA 分子吸附部位的变化也影

响了 IgA 分子之间的相互作用，寡聚体之间相互聚集，形成较

为规则的树枝状或纤维状分布。临床上有一类 IgA 肾病CIgA

N) ，是我国最常见的原发性肾小球疾病，它的病因和发病机制

目前还不十分明了，但免疫电镜显示其病理特征是肾小球系膜

区有以 IgA 为主的颗粒样沉积，同时伴有系膜细胞增殖、基质

增生日]。本实验在单分子水平提示 .IgA 的聚集状态与其表面荷

电区域及吸附衬底的电荷性质有关，可能为今后临床 IgA 肾病

的发病机制研究提供结构上的相关信息。
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