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[bookmark: _Toc212538111]前  言
本文件按照GB/T 1.1-2020《标准化工作导则 第1部分：标准化文件的结构和起草规则》的规定起草。
请注意本文件的某些内容可能涉及专利。本文件的发布机构不承担识别专利的责任。
本文件由     提出。
本文件由     归口。
本文件起草单位：
本文件主要起草人：
1
[bookmark: OLE_LINK3]β-乳球蛋白B型的分离纯化技术规程
[bookmark: _Toc212538112]范围
[bookmark: OLE_LINK7]本文件规定了β-乳球蛋白B型的阴离子交换层析分离方法。
本文件适用于实验室中β-乳球蛋白B型的分离纯化。

[bookmark: _Toc212538113]规范性引用文件
[bookmark: OLE_LINK5]下列文件对于本文件的应用是必不可少的。凡是注日期的应用文件，仅注日期的版本适用于本文件。凡是不注日期的引用文件，其最新版本（包括所有的修改单）适用于本文件。
[bookmark: OLE_LINK28][bookmark: OLE_LINK27]GB/T 6682-2008 分析实验室用水规格和试验方法

[bookmark: _Toc212538114]术语和定义
本文件没有需要界定的术语和定义。

[bookmark: _Toc212538115]原理
[bookmark: OLE_LINK24]将生牛乳脱脂并等电点沉淀酪蛋白后，得到乳清。基于β-乳球蛋白B型与其他亚型表面电荷差异，利用阴离子交换层析，从乳清中分离纯化得到β-乳球蛋白B型。

[bookmark: _Toc212538116]试剂和材料
5.1材料
5.1.1 生牛乳
5.1.2 高分辨率阴离子交换填料
5.2试剂
[bookmark: OLE_LINK8]除非另有说明，本方法中使用的试剂均为分析纯且实验室用水应符合GB/T 6682-2008中规定的三级水。
[bookmark: OLE_LINK10][bookmark: OLE_LINK9]5.2.1十二水合磷酸氢二钠（Na2HPO4·12H2O）
5.2.2二水合磷酸二氢钠（NaH2PO4·2H2O）
5.2.3盐酸（HCl）
5.2.4氢氧化钠（NaOH）
5.2.5氯化钠（NaCl）

[bookmark: _Toc212538117]仪器与设备
6.1 高速冷冻离心机 
6.2 分析天平：感量：0.01g
6.3 pH计
6.4 蛋白层析系统
6.5 超滤系统
6.6 冻干机

[bookmark: _Toc212538118]上样乳清的制备
7.1脱脂
[bookmark: OLE_LINK18]以12000 g、4 ℃、20 min条件离心生牛乳，纱布过滤凝结脂肪，得到脱脂乳。
7.2等电点沉淀酪蛋白
[bookmark: OLE_LINK2][bookmark: OLE_LINK17]用1 mol/L盐酸调节脱脂乳pH至4.5，静置2小时，并以12000 g、4 ℃、20 min条件离心，纱布过滤酪蛋白沉淀，得到酸乳清。
7.3调节pH
用1 mol/L氢氧化钠调节酸乳清pH至6.8，即为上样乳清。
[bookmark: OLE_LINK21]
[bookmark: _Toc212538119]离子交换层析
8.1 溶液配制
[bookmark: OLE_LINK23]A液的配制：将20 mmol/L十二水合磷酸氢二钠溶液和20 mmol/L二水合磷酸二氢钠溶液按一定比例混合，混合后pH为6.80，即为A液。
B液的配制：将20 mmol/L十二水合磷酸氢二钠溶液和20 mmol/L二水合磷酸二氢钠溶液按一定比例混合并加入氯化钠，使溶液的pH为6.8且氯化钠终浓度为0.5 mol/L，即为B液。

8.2 装柱
将层析空柱连接蛋白层析系统并将填料胶悬液缓慢倒入层析空柱内，设定层析系统流速为60 cm/h，启动泵至胶面稳定，标记柱床高度。停泵，下压柱头至标记位置以下0.3 cm，装柱完成。
8.3 平衡
[bookmark: OLE_LINK15]以20％ B液等度平衡系统，直至紫外信号维持稳定。
8.4 上样
用上样泵向层析柱中泵入3个柱体积上样乳清。
8.5 洗杂
用5个柱体积20％ B液等度平衡系统，冲洗未结合杂质蛋白。
8.6 目标蛋白洗脱
[bookmark: OLE_LINK19]以20％ B液和100％ B液分别为起始比例和终点比例，线性洗脱20个柱体积，收集首先出峰的蛋白溶液，即为β-乳球蛋白B型溶液。
[bookmark: OLE_LINK12]8.7 高盐洗杂
[bookmark: OLE_LINK16][bookmark: OLE_LINK14]用2-3个柱体积2 mol/L氯化钠溶液洗脱层析柱上的杂质蛋白。
8.8 填料再生
[bookmark: OLE_LINK13]先用2-3个柱体积1 mol/L氢氧化钠溶液清洗，然后立即用5-10个柱体积超纯水冲洗。

[bookmark: _Toc212538120]超滤浓缩
[bookmark: OLE_LINK11][bookmark: OLE_LINK26][bookmark: OLE_LINK25]将β-乳球蛋白B型溶液置于超滤系统，经脱盐浓缩，得到β-乳球蛋白B型浓缩液。

[bookmark: _Toc212538121]冷冻干燥
将蛋白浓缩液置于原位冻干机中冷冻干燥，得到β-乳球蛋白B型冻干粉。


