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用 +0/17E:8913+J从大肠杆菌中初步分离纯化 7908$KLMNOP<74最适吸附条
件的选择及验证
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摘要!目的 选择阳离子交换介质 +0/17E:8913+J分离纯化 7908$KLMNO3<74的最适吸附条件。方法 试管法分别测定平衡
缓冲液在不同 -K和不同离子强度下，阳离子交换介质 +0/17E:8913+J对预分离纯化蛋白的吸附效果。用 %3E:3+J预装柱
及自装 !*3E:3+0/17E:8913+J柱进行离子交换层析以验证吸附效果。结果 67N;$KN;作为平衡缓冲液在 -KBIB、离子强
度 %""Q(""3EE.:RS可以使阳离子交换介质 +0/17E:8913+J与蛋白吸附达到最佳效果。在该条件下用 %3E:3+J预装柱及
自装 !*3E:3+J柱进行离子交换层析，均验证了这一吸附效果。结论 试管法选择的离子交换层析的最适吸附条件用于
从大肠杆菌中初步分离纯化 7908$K4MNO3<74切实可行。
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离子交换层析的基本反应过程就是离子交换剂

平衡离子与待分离物质、缓冲液中离子间的交换，所

以在离子交换层析中平衡缓冲液和洗脱液的 -K和
离子强度的选择对于分离效果有很大的影响［%］。在离

子交换层析缓冲液的 -K和离子强度的选择中，一般
多采用电泳滴定曲线法和试管法来确定［!］，但电泳滴

定曲线法仅从理论上提供数值，并且实际操作复杂，

多数实验室未能开展，而试管法的实验条件与离子交

换层析的实验条件较为接近，方法简单，能直观、全面

的反映离子交换层析的反应条件［&］。根据离子交换层

析原理，平衡缓冲液中适宜的 -K、离子强度能使离子
交换介质与目的蛋白充分吸附，通过测定介质在不同

-K与离子强度的平衡缓冲液条件下，与目的蛋白结
合后上清液中目的蛋白浓度，可间接得知介质与目的

蛋白充分吸附的最佳 -K与离子强度［B］。抗人乙型肝
炎抗原 <74片段（7908$KLMNOP<74）是完全人源化基因
工程抗体，在慢性乙型肝炎及伴乙型肝炎病毒抗原阳

性的肝癌中有重大治疗前景，近年来成为医学工作者

研究的热点［#］。本文引入了 J?7/E7;87提供的试管法
来选择及验证 +0/17E:891P+J从大肠杆菌中初步分离
纯化 7908$KLMNOP<74的最适吸附条件C建立了一种简
单、直观、快速、高效的层析条件筛选方法C按试管法
确定的最佳吸附条件进行离子交换层析纯化目的蛋

白，其目的蛋白能充分分离，且能得到较满意的回收

率及纯度。

%PP材料与方法
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!"!##主要试剂及器材
$%&’()*+,’#$-（-.(&)(/+(公司）、(,%+012345#6(2

（本实验室制备）、778$封闭液、转移缓冲液（本实验
室配制）、辣根过氧化物酶标记羊抗人 95:!（博士得
生物技术有限公司）、;48显色液（博士得生物技术
有限公司），其它试剂均为市售国产分析纯。

<+/&=/=,> ?<0! 离心过滤器（<+**+@=&’ 公司）、
8A40!BB蛋白质定量试剂盒（申能生物试剂有限公
司）、针式 $’@.(C’D>:EF柱G-.(&)(/+(公司H、!#)*#$-
预装柱（-.(&)(/+(公司）。
!"E##仪器

FI!BJ高速低温离心机KL@@’,C=&MM#公司N、高速
台式离心机（$+5)(公司）、4O74纯化系统K4)’&3.()PQ
-.(&)(/+(公司N、71RSIE型合式恒温震荡器（上海跃
进医疗器械厂）、EB!B酶标仪（郑州赛博仪器公司）、
TFE型紫外光栅分光光度计（江苏太仓实验设备厂）、
$;$S-4:L 垂直蛋白电泳系统及半干 U’3%’&,#
2*=%%+,5转印系统（-.(&)(/+(公司）。
!"V>>方法
!"V"!>>最佳吸附 @1测定 W待测 @1定位在 X"BYF"Z，
分别为 @1X"B、X"X、X"I、F"E、F"Z；取 F个 !>)*>L-管，每
管均匀等量加入 B"!>)*>$%&’()*+,’>$-阳离子交换介
质；[各管分别加入 !>)*>B"!>)=*P\>不同 @1>](4/S14/
缓冲液，混匀稍置沉降后吸弃上清，如此反复 !B遍使
阳离子介质充分平衡各 @1；^抗体蛋白同样用上述
F种不同 @1 的缓冲液进行平衡，取 F 个 <+/&=/=,Q
?<S!B超滤离心管分别加入 !BB!"*Q(,%+S18345Q6(2
在储存管内，同时加入 VBBQ"* 不同 @1B"!Q)=*P\Q
](4/S14/缓冲液，!EQBBBQ&P)+,，离心 VFQ)+,，弃掉收
集管内的滤过液，于储存管内再加 VBBQ"*不同 @1B"!Q
)=*P\Q](4/S14/缓冲液，同以上条件离心，重复 F次
平衡抗体蛋白 @1。_将 $%&’()*+,’Q$-阳离子交换介
质与抗体蛋白在 L-管混合，手轻轻摇动 FY!BQ)+,使
介质与蛋白充分结合；‘静置 EQ)+,待介质完全沉积
下来，取上清液用 8A4蛋白质定量测定分析试剂盒
测定上清中的蛋白含量，在 EB!B型酶标仪上测定其
在 FTBQ,)的 ;G!N值。
!"V"EQQ最佳吸附离子强度测定 a待测离子强度定位
在 B"!YB"IQ)=*P\，分别为 B"!、B"E、B"V、B"X、B"F、B"Z、
B"T、B"IQ)=*P\；取 I个 !Q)*QL-管，每管均匀等量加入
B"!Q)*Q$%&’()*+,’Q$- 阳离子交换介质；b在 @1X"X
下，各管分别加入 !Q)*间隔 B"!Q)=*P\Q](4/S14/缓
冲液，混匀稍置沉降后吸弃上清，如此反复 !B遍使阳
离子介质充分平衡各离子强度；c抗体蛋白同样用上
述 I 种不同离子强度的缓冲液进行平衡，取 I 个
<+/&=/=,Q?<S!B超滤离心管分别加入!BB!"*Q(,%+S18345Q

6(2在储存管内，同时加入 VBB!"*Q@1X"X不同离子强
度的 ](4/S14/缓冲液，!EQBBBQ&P)+,，离心 VFQ)+,，
弃掉收集管内的滤过液，于储存管内再加 VBB!"*同
上的 ](4/S1(/缓冲液，离心并重复 F次以充分平衡
抗体蛋白离子强度。d将 $%&’()*+,’Q$-阳离子交换
介质与抗体蛋白在 L-管混合，手轻轻摇动 FY!BQ)+,
使介质与蛋白充分结合；e静置 EQ)+,待介质完全沉
积下来，取上清液用 8A4蛋白质定量测定分析试剂
盒测定上清中的蛋白含量，在 EB!B型酶标仪上测定
其在 FTBQ,)的 ;G!N值。
!"V"VQQ!Q)*Q$-预装柱阳离子交换层析 f按试管法
选择的 $%&’()*+,’Q$-阳离子交换介质与 (,%+S18345Q
6(2的最适吸附 @1和离子强度，平衡缓冲液（*=(C+,5Q
2gMM’&）为 @1X"XQB"!)=*P\Q](4/S14/和洗脱缓冲液
G’*g%+=,Q2gMM’&H为 @1X"XQB"!Q)=*P\Q](4/S14/hEQ)=*P\Q
](A*。i!Q)*Q$- 预装柱于 4O74Q纯化系统中以
*=(C+,5Q2gMM’&平衡 !B个体积，流速 !Q)*P)+,。j抗体
蛋白 (,%+S18345Q6(2用针式 $’@.(C’DQ:EF柱平衡为
*=(C+,5Q2gMM’&。k在 4O74Q纯化系统上运行自编程
序，流速 !Q)*P)+,，样品体积 !Q)*（含纯品蛋白
(,%+S18345Q6(2E"FQ)5）从样品环中上柱，上样后以
*=(C+,5Q2gMM’&流洗 F个体积，然后采用线性梯度模式
以 ’*g%+=,Q2gMM’&洗脱，!B个体积至 !BBl。m收集洗
脱峰，洗脱结束后以 *=(C+,5>2gMM’&平衡 !B体积。
!"V"X>>小试规模阳离子交换层析 n!Q)*Q$- 预装柱
证实经选定的离子交换层析最佳条件可行后，自装

EIQ)*Q$%&’()*+,’Q$-层析柱，直接用冻溶超声破菌离
心后的上清进行离子交换层析。o使用与 !Q)*Q$-预
装柱相同的平衡液和洗脱液。p于 4O74Q纯化系统
中以平衡液平衡 $%&’()*+,’Q$- 柱 !B 体积，流速 EQ
)*P)+,。q在 4O74Q纯化系统上运行自编程序，流速
EQ)*P)+,，将样品从 4O74Q纯化系统 4泵中上样，菌
液上清量为 F!TQ)*，上样后以 *=(C+,5Q2gMM’&流洗 F
个体积，采用线性梯度模式以 ’*g%+=,Q2gMM’&洗脱，!B
个体积至 !BBr。s收集洗脱峰，洗脱结束后以
*=(C+,5>2gMM’&平衡 !B体积。将收集的各吸收峰，进行
$;$S-4:L电泳［Z］及U’3%’&,>2*=%>免疫印迹［T］。
!"V"F>>统计学方法 用 $-$$!B"B 软件进行线性回归
分析。

E>>结果
E"!>>最佳吸附 @1>>
>>>>>>>>试管法测定的阳离子交换层析介质 $%&’()*+,’>
$-与 (,%+S18345>6(2最佳吸附 @1结果见图 !。将
样品组的平均 ; t!N 值与平均浓度求曲线方程为：
?uSVF"B!Xh!TTXv，曲线方程表明平均 ;t!N值与平均
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图 !""试管法测定的阳离子交换层析介质
#$%&’()*+&"#,与 ’+$*-./012"3’/最佳吸附 4.
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浓度具有曲线线性关系。在样品组 #7L#!!中，随着
缓冲液 4.不同，各组的 5J"D、浓度会有相应变化，绘
制样品组平均 5J"D-浓度曲线后，以样品组 #K的平
均 5 J"D 值及平均浓度最低，与 #K相对应的 4.为
;9;，说明在此条件下目的蛋白与介质之间结合最佳，
由此可确定阳离子交换层析介质 #$%&’()*+&"#, 与
’+$*-.M012"3’/的最佳吸附 4.为 ;9;。

=9=""最佳吸附及洗脱离子强度
试管法测定阳离子交换层析介质 #$%&’()*+&"#,

与 ’+$*-.M012"3’/的最佳吸附离子强度结果见图 =。
将样品组平均 5 J"D 值与平均浓度求曲线方程为：
NO898=7P898886Q，曲线方程表明平均 5J"D值与平均
浓度具有明显曲线线性关系。在样品组中，随着缓冲

液离子强度的不同，各组的 5J"D、浓度会有相应变
化，绘制样品组平均 5J"D-浓度曲线后，#7L#!=的平
均 5J"D值与平均浓度均较低，且各值之间基本无差
异，与 #7L#!=相对应的离子强度为 !88R((@)CSL:88"
((@)CS，所以确定阳离子交换层析介质 #$%&’()*+&"
#, 与 ’+$*-./012"3’/ 的最佳吸附离子强度为 !88"
((@)CSL:88"((@)CS。
=9>""!"()"#,预装柱阳离子交换层析结果
试管法选择阳离子交换层析介质 #$%&’()*+&"#,

与 ’+$*-.M012"3’/的最佳吸附条件后，以纯目的蛋白
’+$*-.M012"3’/在 !"()"#,预装柱阳离子交换层析结
果如图 >。图 >中可见 =个洗脱峰，分别为 ,!、,=，,!

在 !<9=T洗脱盐浓度出现，而 ,=在 =<T洗脱盐浓度
出现，,!、,=峰型规整，#5#-,1UV 电泳结果证实 ,=

含有目的蛋白，紫外光栅分光光度计测两个峰 5=K8处

吸收峰后，计算得出上样前与上样后目的蛋白浓度基

本相等（上样前为 =96"(2C!()，上样后约等于 =9;"

(2C!()），说明目的蛋白与介质能充分吸附，试管法
选择的最佳吸附条件在小量纯品试验中切实可行。

=9;"""小试规模离子交换层析结果
小试规模阳离子交换层析结果如图 ;。图 ;可见

=个洗脱峰，分别为 ,!"、,=。上样过程有较高吸收峰，

5=K8 最高达 >868"(1W，5=:8 值最高达 ;K>8"(1W，
#5#-,1UV电泳结果证实流穿液中未见目的蛋白，
估计可能为核酸及杂质蛋白。,!在 KT洗脱盐浓度
出现，经 #5#-,1UV 电泳证实相对分子质量为为
>8"888的蛋白为主，与目的蛋白相对分子质量接近，
性质不明。,=在 !KT洗脱盐浓度出现，#5#-,1UV电
泳证实相对分子质量 =6"888，行X&0$&%+"/)@$$*+2"实
为目的蛋白。
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图 !""小试规模离子交换层析结果
!"#$% &’’()* +’ ),*"+-#(.)/,-#( )/0+12*+3024/5 +’ 6(-)/ 7),8(

$%&""目的蛋白定性
将小试规模 ’$洗脱峰进行 ()(*’+,- 电泳及

./01/23"45617结果如图 &、8。从图 &结果得知，小试规
模的 ’$在纯目的蛋白相对应处出现浅色条带，从

./01/23"9561"1:3;结果图 8证实为 <31:*=40+;"><9目的
蛋白。

?77讨论
合适的离子交换层析条件直接关系到整个目的

蛋白的分离纯化效果，在离子交换层析条件的选择

中，缓冲液的 @=、离子强度的选择首先要保证各个待
分离物质的稳定，其次是要使各个待分离物质与离子

交换介质有适当的结合，并尽量使待分离样品和杂质

与离子交换介质的结合有较大的差

别［A］。在阳离子交换层析纯化条件的

选择中，本文引入了 ’B<2C<D:<公司
提供的试管法来选择阳离子交换层

析介质 (12/<C5:3/7(’ 与 <31:*=40+;7
><9的最佳吸附条件E并在此方法的操
作过程中新增了原纯品目的蛋白缓

冲液的置换步骤，即利用微量离心过

滤器将原纯品目的蛋白缓冲液体系

置换成离子交换层析缓冲液体系 F在
这个试验中为 G<+D*=+D 缓冲液体
系H，使得原有纯品缓冲液体系的置换
更加方便，也让试管法更加微量化、

精确化、适应范围更广。作者开始便选择了

(12/<C5:3/7(’作为离子交换层析介质是因为目的蛋
白较稳定，可以选择强交换介质，而强阳离子交换基

团在很广的 @=范围内能够始终保持离子化状态，这
有利于在离子交换过程中吸附 @=及离子强度范围
的选择，这一点对于尚未知目的分子等电点的分离尤

其重要［I］。(12/<C5:3/7(’虽然提供了广泛的吸附 @=
选择范围，但对于不同目的蛋白分离纯化在具体哪个

@=范围之内才能达到最佳吸附效果却需要实验摸索
确定［JK］。作者将 G<+D*=+D缓冲液 @=预设在 !%KL&%8
之间，离子强度预设在 JKKLAKK7CC65MN之间，其主要
根据：OJH@D,/3/软件计算得出目的蛋白理论等电点
为 P%K&，在 @=为 !%KL&%8的缓冲液中，目的蛋白有较
好的吸附效果。F$H离子强度的选择是根据目的蛋白
的理化特性和 (12/<C5:3/7(’提供的离子强度范围而
定，并且离子交换层析的平衡缓冲液通常采用较低盐

浓度的缓冲液。经试管法验证后，缓冲液最佳吸附 @=
和最佳吸附离子强度均落在预设范围之内［JJ］。另外，

经试管法确定最佳吸附离子强度为 JKKL8KK7CC65MN，
作者最后选定 JKK7CC65MN离子强度作为缓冲液的最
佳吸附离子强度，是因为如图 $所示，在 JKKL8KK7
CC65MN离子强度范围内，平均 )F!H值与平均浓度均
较低且各值之间基本无差异，以 JKK7CC65MN作为平
衡缓冲液的离子强度已经能够达到理想的吸附效果，

同时也方便缓冲液配制及减少试剂消耗。如果离子强

度选定在试管法确定的最佳吸附离子强度的最高值，

即 8KK7CC65MN，有可能削弱目的蛋白与介质的静电
作用从而影响目的蛋白载量，并造成试剂不必要的浪

费［JJ］。确定 (12/<C5:3/7(’与<31:*=40+;7><9最佳吸附
@=为 !%!、离子强度为 JKK7CC65MN后，在此条件进行
实际操作，J7C57(’预装柱证实了试管法选定的吸附
条件是适宜的，并且上样前与上样后纯目的蛋白量基

本相等，说明在此条件下目的蛋白回收率较高。经过

图 &77()(*’+,-电泳结果
9"3$: ;<;*=>?& 0@7A8* +B */@ 7@4202*@C 40+*@"-
N<3/7JQ7’R2:S:/T7<31:*=40+;7><97F!2U$&KKKHV7N<3/7$Q7’261/:37
C<2W/2V7N<3/7?Q7’$70R@/23<1<3176S79/3DB70D<5/V7N<3/7!Q7(<C@5/7

0R@/23<1<31V7N<3/7&Q7-5R1:6370R@/23<1<317

图 877./01/23745617免疫印迹法
9"3$D E@7*@0- F8+**"-3 +B */@ 7@4202*@C 40+*@"-
N<3/7JQ7’R2:S:/T7<31:*=40+;7><97F!2U$&KKKHV7N<3/7$Q7’$7

0R@/23<1<3176S79/3DB70D<5/

& 8
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大量粗样品上样，证实在此最佳吸附条件下，目的蛋

白能较好的分离。此吸附条件的确定为下一步层析纯

化工艺组合路线奠定了实验基础。
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