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난백 내 의 분리방법에 관한 연구Ovotransferrin
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ABSTRACT

This study was carried out to separate ovotransferrin in chicken egg white by gel chromatography and

heparin affinity chromatography. In gel filtration which was performed with 50 mM Phosphate buffer (pH

7.2, 0.15M salt) at a flow rate of 2.0 ml/min, ovotransferrin and ovalbumin were eluted together in

fraction number 11-16. In order to separate pure ovotransferrin, fraction No. 12~14 of them which have high

concentration of ovotransferrin were concentrated and rechromatographed. However, the ovotransferrin did

not separated clearly. In heparin affinity chromatography, the separation was performed with 50 mM

ethylaminetetraacetic acid (EDTA, pH7.2) and 50 mM Phosphate buffer (pH 7.2, 0.15 M salt contained) on

ferrous and ferric ion saturated column at as same flow rate as gel filtration system's. Ovotransferrin and

albumin were eluted together at 10~15 min (fraction No.3) and 15~20 min (fraction No.4), respectively.

However, purified ovotransferrin was eluted at 156~165 min and 165~175 min (tube No.32~33) with 50

mM phosphate buffer (pH 7.2, 0.15 M salt free), respectively. Heparin affinity chromatography with ferric

ion saturated column was resulted in the best separation of ovotransferrin rather than separation by gel

chromatography and ferrous ion saturated heparin affinity chromatography.

(Key words : Ovotransferrin, Gel chromatography, Heparin affinity chromatography, SDS-PAGE)

서 론.Ⅰ

계란의 구조를 보면 미생물 성장에 좋은 배
지가 되는 난황은 내난각막과의 접촉이 차단되
어 있고 난백이 주로 접촉하는 형태로 되어 있
다 난백에는 효소억제제 면역단백질 비타민. , ,

결합단백질 철분결합단백질 라이소자임 등의, ,

항균 특성을 갖는 단백질들이 함유되어 있어
세균성장에 불량한 환경을 제공한다 등(Burley ,

다양한 난백 단백질들은 미생물의 성장1989).

이나 확산을 방해하는 항균력 또는 생리학적
기능을 가진다 이러한 다양한 단백질 중에서.

은 난백의 항균 방어 시스템의 주ovotransferrin

된 성분이다 등(Garibaldi , 1960).

은 특정 이온 결합단백질로 조Ovotransferrin

류의 난 난백부에서 발견되는데 다양한 종의
새의 난백의 를 차지하고 있다 계란 난3 16% .～

백부내의 이 단백질의 물리화학적 특성은 잘
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확인되어 왔다 등(Itoh , 1979).

일부 난단백질은 이미 염 또는 용매에 의해
침전시키거나 이온강도 감소 또는 액체 크로마,

토그래피를 통하여 실험실적수준에서 분리되어
왔다 하지만 염 또는 용매에 의해 침전시키는.

방법은 단백질을 변성시킨다는 것과 상대적으
로 낮은 순도가 문제가 된다 하지만 이온강도.

를 감소시켜 분리하는 방법과 액체 크로마토그
래피를 이용하는 방법은 이러한 문제점에서 자
유롭기 때문에 유리하다 등(Vachier , 1995). 따라
서 이러한 과gel filtration affinity chromatography

방법은 마이오글로빈 오브알부, 민 헤모글로빈과,

같은 많은 단백질 샘플의 분리 및 정제에 이용
이 되고 있다 와(Shibusawa Ito, 1991).

사실 은 의 로, ovotransferrin transferrin family 서
성격이 비슷한데 의 분리에 관한 연transferrin 구
는 많이 이루어져 있다 와. Bartfeld 는Law(1990)

의 분리를 위해 다섯 단계의 크로마토transferrin

그래피 분획 분리를 시도하였다고 하였다 이.

과정은 상당히 복잡하고 힘든 과정으로 열처리
나 처리 등이 사용되기도 하였다proteinase K

와 이렇듯이(Nichol Locke, 1989). Ovotransferrin

은 난백 내에 두 번째로 많이 들어있는 단백질
임에도 불구하고 이들의 특성을 이용한 국내의
관련 연구는 미약하고 같은 종류인 의transferrin

분리 방법은 복잡하고 까다롭다 그러므로 이.

런 난백내 항균능력을 가지는 을ovotransferrin

신속하게 분리하는 방법의 탐색이 요구되므로
본 연구를 실시하였다 이에 본 연구에서는 오.

보트랜스페린의 특성을 이용하여 gel filtration으
로 을 실시하고size exclusion affinity chroma-

를 통해 철과의 결합력을 이용한 분리tography

방법을 연구하였다.

재료 및 방법.Ⅱ

공시재료 및 처리1.

본 실험의 공시재료는 시중에서 구입한 신선
한 계란에서 분리한 난백에 동량의 차 증류3

수를 가한 후 저속으로 교반하여 준비하였다.

에서 분간Sonicator chamber 60 sonication, 5,000

에서 분간 원심분리한 뒤 상등액을 급속rpm 25

동결하고 건조하여 분리에 이용하였다 또한.

의 순서로 및Fig. 1 gel filtration heparin affinity

를 이용하여 의 분chromatography ovotransferrin

리를 시도하였다.

를 이용한 분획 수집(1) Gel chromatography

본 실험의 분리칼럼은 아머샴 바이오사이언
스에서 구입한 이 충진Sephacryl S-200HR resin

된 칼럼HiPrep 26/60 , Pharmacia biotech pump

펌프를 사용하였다 조정제 난백시료P-1 . 20 mg

/3 증류수을 칼럼에 후ml( ) loading 0.15 가M salt

함유된 50 mM sodium phosphate buffer (pH 7.2)

를 로 이용하여 당 분elution buffer tube 5 (10 ml)

씩 연속적으로 개의 시험관에 분획물을 수집25

하였다 의 는. Buffer flow rate 2 으로 하였ml/min

다 분리된 분획은. 280 에서 분광광도계nm (UV-

를 이용하여 흡광도를1601, SHIMADZU, Japan)

측정하였다.

그 후 투석을 실시하여 염을 제거하였는데 투
석막은 스펙트라사의 고강도 제cellulose Spectra

을 이용하였다/Por Membrane (MWCO:50,000) .

(2) SDS-PAGE

투석한 분획을 용기에 모은 후 급속 동결하
여 동결 건조하였으며 적정농도로 희석한 후,

전기영동 을 실시하여 분획물의 조(SDS-PAGE)

성을 조사하였다 는. SDS-PAGE Laemmli (1970)

의 방법에 따라 을 제조하여10% acrylamide gel

전기영동을 실시하였다 표준단백질은. high range

를 사용protein marker (Amersiam Bioscience, UK)

하였다 각 밴드는. 0.2% coomassie brilliant blue

을 함유한R-250(w/v) acetic acid/methanol/water

용액을 이용하였다(1:1:5,v/v/v) .

를 이용2. Heparin affinity chromatography

한 분획의 수집

(1) 50 와mM EDTA 50mM Phosphate buffer

함유를 이용한 분(pH 7.2, 0.15M salt )

리방법칼럼에( Fe
2+

을 고정ion )

본 실험에서는 아머샴 바이오사이언스에서
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구입한 이 충Heparin sepharose 6 fast flow resin

진된 칼럼을 이용하였다HiPrep 16/10 FF . 0.3M

ferrous chloride (FeCl2 과) 100 의 증류수로 칼ml

럼을 세척한 후 20 로mM phosphate buffer 칼
럼을 평형화한다 조난백시료. 210 을mg 3 의ml

차 증류수에 용해한 후 하여 칼럼에3 filtering

하였다 시료의 용출은loading . 50 의mM EDTA

를 이용하여buffer(pH 7.0) 2 의 속도로ml/min 5

분 간격으로 10 씩 분 수ml 0 100 (tube No.1 20)～ ～

집하였다 차 증류수. 3 100 분ml(100 150 ,～ fraction

로 칼럼 세척과정을 거친뒤No.21 30) 50～ mM

함유Phosphate buffer(pH7.2, 0.15M salt )(150 250～

분 를 흘려주어 같은 수, fraction No.31 50)～ 집방

법으로 실시했다 분광광도계. (UV-1601 SHIMA-

를 이용하여DZU, Japan) 280 에서 흡광도를nm

측정하였고 시료별로 동결 건조하여 전기영동
을 실시하였다.

(2) 50 와mM EDTA 50 mM Phosphate buffer

를 이용한 분리방(pH 7.2, 0.15M salt free)

법칼럼에( Fe
3+ 을 고정ion )

본 실험은 앞의 실험과 동일한 조건과 과정으
로 시행하였다 단. , 0.3M ferrous chloride (FeCl2)

대신 0.3M ferric sulfate (Fe2(SO4 를 칼)) 럼에 흘
려주어 Fe

3+ 을 고정시켰다ion .

Egg

Remove egg yolk and chalazae

Egg white

Same amount of milli-Q water, mixing

Sonication 60min. remove air

Centrifuge 5,000 rpm, 25min. lyophilization

Egg white powder

Gel filtration
Heparin affinity chromatography

(Fe
2+
ion )

Heparin affinity

chromatography(Fe
3+
ion)

Loading egg white protein 20mg/3ml
Elute 0.3M ferrous chloride

(FeCl2) (Fe
2+

ion)

Elute 0.3M ferric sulfate

(Fe2(SO4))(Fe
3+

ion)

Elution buffer : 50mM sodium phosphate
(pH.7.2, 0.15M salt)

Flow rate : 2ml/min

Washing with 100ml D.W.

(Remove unbinded Fe
2+

and Fe
3+

ion)

Fraction collection(10ml/tube) Equlibration column with 20mM phosphate buffer

280 nm absorbance Egg white protein loading 20mg/3ml

Dialysis

Elution buffer 50mM EDTA : 0 100～ min/ Fraction No.1 20～
Washing column Milli-Q water : 101 150～ min/Fraction No.21 30～
Elution buffer 50mM phosphate buffer (pH 7.2, 0.15M salt)

151 250～ min/Fraction No.31 50～

SDS-PAGE 280 nm absorbance

Dialysis SDS-PAGE

SDS-PAGE

Fig. 1. Flow chart of separation of ovotransferrin from eggs.



Fraction Number
M 11 12 13 14 15 16 M

212.0 kDa
170.0 kDa

116.0 kDa

76.0 kDa

53.0 kDa

Ovotransferrin
↓

Ovalbumin
↓

Fraction No. 11~16
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결과 및 고찰.Ⅲ

을 통한 의 분1. Gel filtration ovotransferrin

리 및 를 통한 확인SDS-PAGE

차 및 결과(1) 1 Gel filtration SDS-PAGE

신선난백을 분리하여 급속 동결하여 준비한
난백 단백질을 의 젤을 이용10% polyacrylamide

하여 분리한 결과는 와 같다 난백을 이Fig. 2 .

루고 있는 주요 단백질의 밴드가 뚜렷하게 보
이며 170.0 크기의 이 보였kDa -macroglobulinα

으나 특히 ovotransferrin (76.0 과kDa) ovalbumin

(53.0 이하이 거의 주를 이루고 있는 것을kDa )

나타내었다.

Fig. 2. SDS - PAGE profile of egg white protein

(M: Marker as 212 kDa (Myosin), 170 kDa

( 2-macroglobulin), 116α kDa ( - galato-β

sidase), 76 kDa (Transferrin), 53 kDa

(Bovine liver dehydrogenase ; EWP :

Egg white protein).

수지가 충진된Sephacryl S-200HR HiPrep

컬럼에26/60 0.15 염이 함유된M 50mM sodium

로 용출한 후 분phosphate buffer 50 (fraction No.

이후부터 분 사이에 하10) 100 (fraction No. 20)

나의 단일 피크를 얻을 수 있었다(Fig. 3; 1
st
gel

이들 번 분획물을 모두chromatogram). 11 16～ 분
취해서 탈염하고 동결 건조하여 구성 단백질을
알아보기 위해 전기영동을 실시하였다 샘플인.

젝션 후 분 부터60 (fraction No.12) ovotransferrin

이 분리되기 시작하였으나 이 혼입되ovalbumin

어 나타나면서 번까지 시간이 지fraction No. 15

날수록 오히려 의 농도가 더 높아졌다ovalbumin

는 것을 확인하였다 이 후에(Fig. 4). 이ovalumin

혼입되지 않은 을 분리하기 위하여ovotransferrin

분획물 번을 다시 농축한 후 한 번 더12 14～

을 동일조건에서 실시하였다gel filtration .

Fig. 3. Gel filtration chromatogram of crude

egg white on HiPrep 26/60 column.

Fig. 4. SDS - PAGE profile of the gel chro-

matography fractions 11-16

Marker : 212 kDa (Myosin), 170 kDa

( 2-macroglobulin), 116 kDa ( -galatoα β -

sidase), 76 kDa (Transferrin), 53 kDa

(Bovine liver dehydrogenase).



Fraction Number

M 24 25 26 36 37 38

212 kDa

170 kDa

116 kDa

76 kDa

53 kDa

Ovotransferrin

↓

Ovalbumin
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(2) 차 을 통한 분획물의 전기영동2 gel filtration

분획물 번 분획을 탈염하고 농축하여12 14～

다시 3 의 증류수에 용해하여 두 번째ml gel

을 실시하였을 때의 크로마토그램은filtration

Fig. 5(2
nd 와 같다 가장 높은 농chromatogram) .

도를 보이는 분획물 번과24-26 번을 분취36-38

한 후 농축하여 을 이용하10% polyacrylamide gel

Fraction No. 24~26

Fraction No. 36~38

Fig. 5. Rechromatogram of the gel chromato-

graphy fractions No. 12~14 under same

gel chromatography condition in Fig 3.

Fig. 6. SDS - PAGE profile of the fraction

24-26 and 36-38 obtained by the 2nd

gel chromatography

Marker : 212 kDa (Myosin), 170 kDa

( 2-macroglobulin), 116α kDa ( -galato-β

sidase), 76 kDa (Transferrin), 53 kDa

(Bovine liver dehydrogenase).

여 확인한 결과 2 번 분획물에서는 번 분4 26 26～

획물이 의 농도가 가장 높았으나ovotransferrin

순수 이 분리되지 않고 도ovotransferrin ovalbumin

혼입되어 있음이 전기영동 밴드를 통해 확인되
었다 반면 번 분획에서는(Fig. 6). 36 38 ovalbumin～

의 농도가 진해지고 있기는 하지만 역시 ovotra-

의 약한 혼입을 보이고 있어서 순수한nsferrin

의 분리가 이루어지지 않음을 확인하ovalbumin

였다 또한 이 결과는 의 중복 사용. gel filtration

도 순수한 의 분리효과에는 큰 영향ovalbumin

을 미치지 않았음을 나타내었다.

2. 를 통한Heparin affinity chromatography ovot-

의 분리 및 를 통한 확인rnsferrin SDS-PAGE

을 이용한 분리(1) Ferrous ion (Fe
2+
고정)

을 통한 의 분리에는Gel filtration ovotransferrin

해결되어야 할 문제가 많았으나 의ovotransferrin

철 이온에 대한 친화력 등 에 착(Williams , 1982)

안하여 를 실시하heparin affinity chromatography

였다 본 실험에서는 두 가지 철 이온 즉. ferrous

과 을 이용하여ion ferric ion 의 분리ovotrnasferrin

방법을 모색하였다. 50 와mM EDTA 50mM

Phosphate buffer(pH 7.2, 0.15 를 흘려주어M salt)

을 이용하여 분리한Hiprep 16/10 FF column 결
과는 과 같다 용출개시 후 분Fig. 7 . 100 (fraction

Fraction Number 31~33

Fraction Number 2~4

Fig. 7. Heparin affinity chromatography of egg

white on a HiPrep 16/10 FF column

saturated ferrous ion. Eluted 50 mM

EDTA buffer (No.1~20), distilled water

(No. 21~30) and 50 mM phosphate

buffer (pH 7.2, 0.15 M salt)(No.31~50).



116 kDa

212 kDa

170 kDa

76 kDa

53 kDa

Ovotransferrin

↓

Ovalbumin

↓

M 2 3 4

Ovotransferrin

↓ ↓

Fraction Number

M 32 33 34

212 kDa
170 kDa

116 kDa

76 kDa

53 kDa
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까지No. 1 20) 50～ 를 흘려준mM EDTA buffer

결과 용출개시 분 이후에 하나의 피크를 확인5

하였다 그 후 여분의. 50 를mM EDTA buffer

제거하기 위하여 분 동안50 (fraction No. 21～

차 증류수를 흘려주었다 그 후 분 동30) 3 . 100

안 50 mM phosphate buffer(pH 7.2, 0.15M salt

포함를 흘려준 결과 분) 155 165 (fraction No.32－

사이에 또 하나의 피크를 확인하였다 이33) .－

들 피크에 해당하는 을 분취하여 탈염하fraction

고 농축한 후 을 사용하여10% acrylamide gel

포함된 단백질을 확인한 결과 용출개시 후 처
음 분 동안100 50 를 흘려주mM EDTA buffer

었을 때 분경 에5 10 (fraction No. 2) ovalbumin－

이 분리되었으나 분경 에10 15 (fraction No. 3)－

는 과 의 혼합물이 용출ovalbumin ovotransferrin

된 것임을 확인할 수 있었다(Fig. 8). Fraction 4

에 해당하는 분경에 약한 밴드를 보이는10 15－

은 컬럼에 고정된ovotransferrin Fe
2+ 이온과 결

합하지 못하고 용출된 것으로 판단된다.

Fig. 8. SDS - PAGE profile of heparin affinity

chromatography fractions 2-4 on ferrous

ion (Fe
+2
) saturated column

Marker : 212 kDa (Myosin), 170 kDa

( 2-macroglobulin), 116α kDa ( -galato-β

sidase), 76 kDa(Transferrin), 53 kDa

(Bovine liver dehydrogenase).

에서 제시된 를 분획하여 탈Fig. 7 fraction 32-34

염한 후 을 사용하여 포함된10% acrylamide gel

단백질을 확인한 결과(Fig. 9) 50mM phosphate

포함을 이용하여 용buffer(pH 7.2, 0.15M salt )

출시킨 에 이 혼입되지fraction 32-33 ovalbumin

않은 이 분리되었음을 확인할 수ovotrnasferrin

있었다.

Fig. 9. SDS - PAGE profile of heparin affinity

chromatography fractions 32-34 on

ferrous ion (Fe
+2
) saturated column

Marker: 212 kDa (Myosin), 170 kDa ( 2-α

macroglobulin), 116 kDa ( -galactosidaseβ ),

76 kDa (Transferrin), 53 kDa (Bovine liver

dehydrogenase).

을 이용한 분리(2) Ferric ion (Fe
3+고정)

이 가 금속이온과 결합할 때Ovotransferrin 3

안정성이 높아진다는 실험보고 등(Cunningham ,

에 따라1965) 50 와mM EDTA 50 mM Phosphate

buffer(pH 7.2, 0.15 포함 을 흘려주어M salt )

을 이용하여 분리한 결Hiprep 16/10 FF column

과는 과 같다 분리 정도는 을Fig. 10 . Ferrous ion

이용하여 분리하였을 때 와 유사함을 보(Fig. 7)

여 첫 번째 와 두 번째(fraction 3 5) (fraction 3～

피크가 거의 비슷한 시간대에 분리되어3 35)～

용출되었다 이 둘의 피크를 분획별로 분취하여.

농축한 후 을 사용하여 각각10% acrylamide gel

의 포함단백질을 살펴본 결과 에는fraction 3 (10

분 만 분리되었음을 보였고15 ) ovalbumin fraction～

에는 과 의 혼합4 ovalbumin ovotransferrin 물이 용출
되었음을 나타내었다 반면에(Fig. 11). 에fraction 5

는 희미한 밴드만 보여 ovotransferrin과 ovalbumin

이 거의 없는 것으로 보아 이는 컬럼에 고정된
철 이온과 결합하지 못하고 먼저 용출된 것으
로 판단되며 이들 단백질은 그 전 인fraction
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Fig. 10. Chromatogram of the egg protein of

heparin affinity chromatography through

column saturated ferric ion. Eluted

50mM EDTA buffer (0~100min), di-

stilled water(100~150min) and 50mM

phosphate buffer (pH 7.2, 0.15 M salt

contained) (150~250 min).

Fig. 11. SDS - PAGE profile of heparin affinity

chromatography fractions 3-5 on ferric

ion (Fe
+3
) saturated column

Marker : 212 kDa (Myosin), 170 kDa

( 2-macroglobulin), 116 kDa ( -galac-α β

tosidase), 76 kDa (Transferrin), 53 kDa

(Bovine liver dehydrogenase).

에 모두 포함된 것으로 확인되었다3 4 (Fig. 12).－

본 결과에 의하면 을 이용하여 단gel filtration

독분리나 중복분리는 의 분리에ovotransferrin

Fig. 12. SDS - PAGE profile of heparin affinity

chromatography fractions 3-5 on ferric

ion (Fe
+3
) saturated column.

Marker : 212 kDa (Myosin), 170 kDa

( 2-macroglobulin), 116 kDa ( -gal-α β

atosidase), 76 kDa (Transferrin), 53

kDa (Bovine liver dehydrogenase).

효과적인 방법이 아닌 것으로 판단되었고 철
이온 결합특성을 이용하여 과ferrous ion ferric

을 이용하여 친화력의 정도를 이용한 분리ion

방법 중 보다는 을 이용한ferrous ion ferric ion

분리가 더욱 간단하고 편리하여 효과적인 것으
로 생각된다 특히 난백 단백질 중 다수를 차.

지하는 의 깨끗한 제거를 통해 더욱ovalbumin

순수한 의 분리가 가능하여 간단하ovotransferrin

고 쉬우며 경제적인 의 분리가 가ovotransferrin

능함을 확인하였다 는. Paviz(1966) ovotransferrin

의 분리를 위해 결정화와 mucin-free white solution

제조과정을 첨가하여 실시하였고, Robert(1959)

의 의 결정화와 의 제ovalbumin mucin, globulin

거와 같은 전 처리 과정을 거쳐 분리하였으나
본 실험방법은 위의 전처리 방법을 거치지 않
아서 간단하고 효과적이다 하지만 등. Vachier

은 과 를 이(1995) anaion-exchange column HPLC

용하여 의 분리수율을 보였다75% ovotransferrin

고 보고한 반면에 본 방법에 의해 분리한 수율
은 에 그쳐 기존의 분리방법에 비해 다소69%

낮은 수준을 보였으나 본 실험에 이용된 방법
은 다소 간단하여 추후 수율증진에 대한 보완
을 거친다면 다른 단백질의 분리응용에도 효과
적으로 이용될 수 있을 것으로 생각된다.

Fraction Number 3~5

Fraction Number 33~34
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요 약.Ⅳ

난백 단백질 중 을ovotransferrin gel chromato-

와 를 통하graphy heparin affinity chromatography

여 분리 하였다 차 의 경우에 샘. 1 gel filtration

플인젝션 후 65 70～ 이후에min(fraction No. 14)

는 이 과 혼입되어 분리ovalbumin ovotransferrin

되고 오히려 의 농도가 더 높은 분포ovalbumin

를 보였다 고순도의 을 분리하기. ovotransferrin

위하여 다시 을 농축한 뒤fraction No. 12 14～

을 실시한 결과 이 완gel filtration ovotransferrin

전히 분리되지 않았는데 이는 만의gel filtration

반복을 통해서 순수한 을 얻는 것ovotransferrin

이 비효과적임을 의미하는 것으로 판단된다.

을Ovotransferrin heparin affinity chromatography

을 이용하여 분리한 경우 칼럼에 Fe
2+를 고정시

킨 후 50 를 흘려 주었는데mM EDTA ovalbumin

이 분경에 용출이 되었고 분경에5 10 10 15～ ～

과 이 같이 용출되었다ovalbumin ovotransferrin .

그 후에 50mM Phosphate buffer (pH 7.2, 0.15M

를 흘려주었는데 여전히 의 밴드salt) ovalbumin

가 보여 순수하지 않음을 확인하였다. Fe
3+를

컬럼에 고정시킨 후 를 흘려주었50mM EDTA

을 때 이 분경에 용출이 되었ovalbumin 10 15～

고 분경에 과 이15 20 ovalbumin ovotransferrin～

같이 용출되었지만 50mM Phosphate buffer (pH

를 흘려주었을 때7.2, 0.15M salt free) 156 165～

분경에 이 혼입되지 않은 매우 순수ovalbumin

한 이 용출되는 것을 확인하였다ovotransferrin .

위의 결과를 종합해볼 때 를gel chromatography

반복적으로 실시한 경우 보다는 heparin affinity

를 이용하여 분리하고 컬럼에chromatography

Fe
2+를 고정시킨 경우보다 Fe

3+를 고정시켰을
때 더욱 순수한 을 분리해낼 수 있ovotransferrin

었다.
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