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自制填充介质对人血浆白蛋白的层析分离 

t 

赵彦鼎 杨博 李凯锋 陈学忠 刘萍 郭立安 

【实验技术】 

【摘要 】 目的 用自制的快速层析介质对人血浆白蛋白进行分离纯化。方法 低温离心去掉冷沉淀后的人血浆，在不 

同淋洗条件下。经过两步弱阴离子交换和一步弱阳离子交换层析分离 ，并经凝胶过滤层析柱进一步纯化。结果 经 3步层析 

后，所得含白蛋白组分的纯度已达到 98．44％，回收率为 91．40％。4步层析后 ，白蛋白纯度可接近于 100％。结论 所采用的 

分离纯化方法和介质适用于人血浆 白蛋白的纯化。 

【关键词】 填充介质；层析；人血浆白蛋白 

液相层析法已成为当前分离纯化各类生化物质 

最有效的技术手段。该法分离速度快，效率高，能进 

行在线检测、规模化制备和连续 自动化操作，已广泛 

用于血浆蛋白的制备。本文介绍了一系列使用 自制 

层析介质对人血浆白蛋白进行分离纯化的技术。使 

用以交联琼脂糖凝胶为基质的阴阳离子交换和凝胶 

过滤介质，建立了一套较为简易的快速层析工艺，以 

其对人血浆白蛋白进行分离纯化 ，同时对所开发介 

质的使用性能予以评价。 

材料与方法 

1．原料及试剂 

人血浆来 自浙江海康生物有限公司血浆库，保 

存温度为 一25～一30~C；低相对分子质量标准蛋白 

质购自上海西巴斯生物技术开发有限公司；其他试 

剂均为国产分析纯产品。 

2．仪器及设备 

高速冷冻离心机，GL-20G．II型，上海安亭科学 

仪器厂产品；实验用纯水装置，上海亚东核级树脂有 

限公司产品；聚丙烯酰胺凝胶电泳装置，美国伯乐公 

司产品；蠕动泵，保定兰格恒流泵有限公司产品；紫 

外检测仪及数字式纪录仪，8823A．型，北京市新技术 

应用研究所产品。 

3．层析介质及层析柱 

以琼脂糖为基质的快速弱阴离子交换介质 DE- 

AE Bio—Sep FF、弱阳离子交换介质 CM Bio—Sep FF 

和凝胶过滤介质 Bio．Sep 6FF均为本公司产品。几 

种层析介质的性能参数见表 I。 

将几种介质分别装填于自制的、经硅烷化处理 

过的不同规格玻璃柱中，其中2根 DEAE Bio．Sep FF 
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柱(标为柱 I和柱 Ⅱ)填充体积分别为 l5和 lO ml； 

CM Bio-Sep FF和 Bio-Sep 6FF柱各 I根(标为柱 Ⅲ 

和柱Ⅳ)，填充体积分别为 lO和60 rnl。 

表 1 几种层析介质的性能参数 

4．层析方法 

按所设计的层析程序从人血浆中提纯白蛋白， 

分如下步骤进行。 

第一步，将血浆低温离心后，取其上清液并稀释 

至适当浓度，用弱阴离子交换 DEAE Bio．Sep FF柱 

I，在 pH 6．0、0．02 mol／L的柠檬酸缓冲体系中，进 

行第 1次层析，流速 10 ml／min，紫外(280 nm)检 

测。分次加入0．1和0．3 mol／L NaC1以改变淋洗液 

的离子强度，使样品得到初级分离，收集层析过程中 

被洗脱出的相关组分。 

第二步，将上一步收集到的含白蛋白组分再上 

弱阴离子交换 DEAE Bio．Sep FF柱 Ⅱ。在 pH 5．2、 

0．02 mol／L的醋酸缓冲体系中，进行第2次层析，流 

速4 ml／min，紫外(280 nm)检测。分别用 pH 4．5、 

0．025 mol／L的醋酸缓冲液及 pH 4．0、0．15 mol／L 

的醋酸缓冲液进行洗脱，使样品得到再次分离。收 

集层析过程中被洗脱出的相关组分。 

第三步，以第 2次层析所收集的含白蛋白组分 

用弱阳离子交换 CM Bio．Sep FF柱Ⅲ，在 pH 4．5、 
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0．025 mol／L的醋酸缓冲体系中．进行第3次层析， 

流速 4 ml／mln，紫外(280 nm)检测。用 pH 5．5、 

0．11 mol／L及 pH 8．0、0．40 mol／L的醋酸缓冲液分 

别洗脱，使样品得到第3次分离。收集层折过程中 

被洗脱出的相关组分。 

将上述步骤所得白蛋白产品，再用 B[o-Sep 6FF 

柱Ⅳ，在醋酸溶液的等浓度淋洗条件下，进行第4步 

的纯化处理。 

s．检测方法 

白蛋白及其他组分蛋白定性及纯度检测采用醋 

酸纤维薄膜电泳方法和SDS—PAGE方法；蛋白浓度 

的检测采用考马斯亮蓝染料结合法；白蛋白及其多 

聚体的含量检测采用 HPLC方法。 

结 果 

l_层析分离 

人血浆样品在柱 I上的分离结果见图1。经检 

测，所得到的3个主要洗脱组分(依次标为组分 I一 

1、I-2、I一3)中．最大的组分 I—l主要含有白蛋 白 

和免疫球蛋白，而一些杂蛋白和凝血因子则分别集 

中于组分 I-2和 I-3之中。第2次层析．组分 I-I 

在柱Ⅱ上得到了分离．其结果见图2，也得到了3个 

主要洗脱组分(依次标为II一1、II-2、1I一3)。检测表 

明，白蛋自主要包含在组分Ⅱ之中，而免疫球蛋白 

和一些杂蛋白则分别集中于组分 Ⅱ一l和Ⅱ．3之中。 

第 3次层析，组分Ⅱ．2经过柱 Ⅲ的分离，使白蛋白 

得到再次纯化，最大的洗脱组分(标为砸一I)就是本 

实验的目的蛋白产品．而小量的洗脱组分(标为Ⅲ． 

2)则是一些杂蛋白．见图3。 

2．层析组分蛋白的定性及纯度 

对于各步层析所得到洗脱组分进行了蛋白的定 

性及纯度检测。4步层析所得到相关洗脱组分 I· 

1、Ⅱ-2、m．1和Ⅳ的 SDS—PAGE分析结果见图4。并 

用血浆样品和市售商品白蛋白的电泳结果作对照。 

3．白蛋白含量和蛋白回收率 

经过3步层析分离所制备的产品，其白蛋白与 

自蛋白二聚体的含量为 98．44％+已达到甚至超过 

市售商品，见图5。对经过4次层析后所得到组分 

Ⅳ进行分析，该样品的纯度已接近 100％ 用考马 

斯亮蓝染料结合法测定蛋白浓度，经计算蛋白的回 

收率为91．40％。 

1：组分 n一1．免疫 球聋 白；2：组分 Ⅱ-2．白蛋白 ；3：组分 

li-3．杂蛋 白． 

图2 组分 卜1在 DEAE Bie-Sep FF柱 H上 的分 离 

1：组分lil·1．白蛋 白；2：组分 I]I一2．杂蛋 白． 

圉 3 组分 Ⅱ-2在 CM Bio-Sep FF柱 Ⅲ上 的分离 

●- ■--■ 

1：组分 1·1，白蛋白与免疫球蛋白；2：组分 『_2．杂蛋白 
3：组分 I-3．凝血 因子． 1：人血浆；2：组分 I_1；3：组分 n_l；4：组分 Ⅱ-2；5：gt~ 

圈 1 低温离心后人血浆在DEAE Bio-Sep FF柱 1上 Ill一1；6：组分Iv：7：市售商品自蛋白． 

的分离 圈 4 ~ Ngt9 的 SDS．PAGE 
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图5 组分Ⅲ-1中白蛋白的 HPLC分析 

讨 论 

分离生物蛋白，选择阴、阳离子交换和凝胶过滤 

分离模式是被普遍认可的 II。而对于血浆蛋白的 

层析分离，也多以阴、阳离子交换和凝胶过滤为主 

体。因此，在借鉴前人工作的基础上，本项研究选择 

了自制的弱阴、弱阳离子交换和凝胶过滤层析介质， 

从人血浆中快速分离纯化白蛋白。经过 3步层析就 

已达到市售商品纯度不低于96％的要求，而且还可 

进一步得到高纯度产品，说明该分离方法是有效可 

行的，而且程序简单，操作方便。另外，在弱阴离子 

交换柱上，通过2步层析，就先后将主要含有凝血因 

子和免疫球蛋白的 I_3和lI一1两大组分以及大部 

分杂质从血浆样品中成功地分离出去，而且分离比 

较彻底，说明该过程适用于白蛋白的纯化，并为进一 

步纯化提供了有利条件，同时该过程也适用于血浆 

中凝血因子和免疫球蛋白的分离纯化。 

本实验采用醋酸纤维薄膜和 SDS—PAGE两种电 

泳分析手段，对层析过程中收集到的组分进行了定 

性跟踪检测。通过醋酸纤维薄膜电泳分析，可以简 

单快速地判断出目标蛋白(白蛋白)在每步层析中 

存在的位置，而通过 SDS—PAGE，更能进一步判断出 

各收集组分的蛋白组成及纯度情况。最后 ，采用 

HPLC方法对白蛋白产品进行定量分析。通过不同 

的检测方法，验证了检测结果的可靠性，也为本实验 

所建立的分离方法的可行性提供了依据。 

分离介质是层析方法赖以建立和发展的基础， 

介质的使用性能和使用方法是决定层析技术能否实 

施的关键。本实验选择了自制的以交联琼脂糖为基 

质的弱阴、弱阳离子交换和凝胶过滤 3种层析介质， 

其结构参数与性能指标与国际上常用 的 DEAE 

Sepharose FF、CM Sepharose FF和 Sepharose 6FF产 

品基本相类似。从实际使用情况来看，自制的几种 

介质已具备较好的分离性能。从层析图谱和分离结 

果，也可反映出介质在分离效果、保留行为、选择性、 

回收率等方面均已满足快速分离的使用要求。 
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员采用的支原体检测方法不正确而未提早发现，致 

使所建细胞库污染。因此，生产企业进一步加强对 

生物活性原材料的质量控制、建立良好的生产用细 

胞库体系、提高质量控制人员的技术水平是控制外 

源因子污染的重要措施，也是提高制品安全性的重 

要且必要的环节。 
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