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&:1,;52*)P亲和层析在 "!Q抗体纯化中的应用效果

杨!蓉!谢忠平!龙润乡!白惠珠!谭振国!王!燕!吴忠香!张!勇

摘!要!目的!分析蛋白 5FQ亲和层析柱在纯化抗 #P?血清的影响因素!以便选择最佳使用条件提高 7̀1D:2> 5FQ亲和柱

的利用效率$ 方法!分别将抗 #P?血清用不同处理方式'不同上样方式'不同使用次数的亲和柱进行纯化!并收集纯化样品进

行检测'分析$ 结果!用饱和硫酸铵粗纯后!在蛋白 5FQ亲和层析柱的纯化效果更好+样品在亲和柱内吸附 )&Z2> 可提高亲和柱

的对目的蛋白的吸附$ 结论!使用初纯的抗体并增加吸附时间能提高亲和层析柱的利用率!并有效延长亲和柱的使用寿命$

关键词!7̀1D:2> 5FQ!亲和层析!抗体!纯化!丙型肝炎病毒
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!!亲和层析是一种快速有效的生物活性物质的纯

化方法!它通过偶联蛋白对目的蛋白选择性的吸收和

分离!可取得较高的纯化效果!且操作简便!广泛地应

用于实验室抗体纯化$ 由于产品价格昂贵!使用成本

较高!限制了它的运用!为了有效提高亲和柱的利用

率!适当降低使用成本!本室应用 7̀1D:2> 5FQ纯化抗

#P?血清!通过对样品不同处理方式'不同上柱方式

对亲和柱的影响!作系统的分析比较!现将结果报告

如下$

材料与方法

%A材料*"%#亲和胶*72@2M:公司 UC:̀Z1F7̀1D:2> 5FQl@J

D̀=@2>f <:32>$ "(#商品缓冲液*7̀1D:2> 5FQ4[Q02>;2>[d/aa:̀

7̀1;

u

,O(&& 1D

u

8.%(%-%, !4[QR@/D21> d/aa:̀ 7̀1;

u

(%&&O X1D

u

8.%((%-($ ")#吸附液为 &A%9Ù23N#M@缓冲液 " E#+A'+#$

"O#洗脱液为 &A%9Q@HN#M@缓冲液"E#(A*+#$ ",#上海科华

#P?抗体检测试剂盒"(&&-&'&* 批#$ "*#北京鼎国蛋白含量

检测试剂盒"@1̀GH法#$ "+#仪器*岛津 l?N%-&& 紫外可见

分光光度计!梅特勒 N托利多 .RXU5)(&7#计!75P(&& 电泳

仪!REE:>;1̀a,-&O<冷冻离心机!Q:>:, 酶标仪$ "-##P?抗

血清*本所用 #P?多表位抗原免疫的兔抗 #P?血清
/)0

$

(A方法*"%#样品的预处理"两种处理方式#*

#

饱和硫酸

铵粗纯化*#P?抗血清!加入等体积的 ,&V饱和硫酸铵
/O0

!置

Oj!(C!,&&& F̀Z2>!离心 (&Z2>!弃上清!沉淀用适量 &A&%Z1@F

X706 悬浮!加入等量的 ))V饱和硫酸铵!置 Oj!(C!,&&& F̀

Z2>!离心 (&Z2>!弃上清!沉淀用适量 &A&%Z1@FX706 悬浮!装

.O(.
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入处理好的透析袋中!放入 &A&%Z1@FX706 中!Oj!磁力搅拌

过夜$ 上样前加入等量吸附液平衡待用+

$

#P?抗血清直接

加入等体积吸附液平衡 )&Z2> 待用$ "(#亲和柱预处理*将

(Z@E 1̀D:2> 5FQ凝胶装入柱内!使胶面平整!无沟流及气泡+

用吸附液平衡 , W%& 个柱体积$ 连接紫外可见分光光度计在

(-&>Z波长处调零
/%0

$ ")#上样 "两种上样方式#*

#

用吸管

取适量已处理上样样品!上样量与柱体积相等!沿柱内壁缓慢

加入$ 上样后用止血钳夹住出样端 )&Z2>!使目的蛋白与偶联

蛋白充分结合!并且用流传峰循再环上样+

$

预处理样品直接

上样$ "O#吸附*用吸附液再次平衡柱体!在 5

(-&

处测定蛋白

浓度!直到基线稳定"即杂蛋白完全洗脱#$ ",#洗脱及再生*

加入洗脱液!待吸光度上升至 &A% 以上时收集!吸光度下降至

&A% 以下停止收集$ 待基线稳定后!再加入 , W%& 个柱体积对

柱子再生+加入 &A&,V叠氮钠 , W%& 个柱体积后!两端封口!

Oj备用$

)A纯化样品处理及检测*"%#分别收集各样品收集峰并及

时加入适量 %Z1@FXÙ23调 E#值至中性!装入透析袋!放入

&\&%Z1@FX706 中!Oj!磁力搅拌!换液$ "(#X1G̀H法检测纯

化抗体的蛋白含量$ 用北京鼎国 -(n&&%%&& 批 S1@2> 酚蛋白

定量试剂盒检测!纯化抗体分别作 %q(&!%qO& 两个稀释度!标

准蛋白稀释为 &A(Z[FZ@'&AOZ[FZ@'&A*Z[FZ@'&A-Z[FZ@'

%\&Z[FZ@!取 %Z@蒸馏水作为空白同步操作+每管加入 ,Z@甲

液!混匀!室温!%&Z2>!加入乙液 &A,Z@!混匀!室温!)&Z2>!在

*,&>Z波长处!用紫外可见分光光度计读数+绘制蛋白标准曲

线!从曲线上可得到待测样品浓度$ ")#)RX465法检测纯化

抗体活性$ 用上海科华 (&&-&'&* 批试剂盒检测!纯化抗体

%&& 微升F孔!)+j!)&Z2>!洗板机洗板 , 次!酶标抗体 %&& 微

升F孔!)+j! )&Z2>!洗 板 机 洗 板 , 次! U90显 色! )+j!

%&Z2>!终止液 ,& 微升F孔终止!在 O,&>Z和 *)&>Z波长处!

放入酶标仪上读板$ "O# 6.6 N75QR电泳检测其纯度$ 配

胶*分离胶浓度为 %(V!浓缩胶浓度为 ,V+电泳条件参照文

献要求 /,0

$

结!!果

%A不同处理方式上样纯化效果比较*样品 % 与样

品 ( 除样品处理方式不同外!其他上样情况都相同$

在杂蛋白洗脱过程中!粗纯样品的杂蛋白峰值明显小

于血清样品的杂蛋白峰值$ 由表 % 数据可看出!由于

样品 % 经过饱和硫酸铵粗纯!样品中目的抗体浓度

高!杂蛋白较少!所以其目的蛋白高峰值持续时间较

长!为 'Z2>!且 $.值达到 OA&+而样品 ( 为血清上

样!含有较多杂蛋白!其目的蛋白峰值只达到 %A'(!

维持时间由 ),Z2> 缩短到 %'Z2>$ 以上结果显示!用

初纯过的抗体上亲和层析柱可有效去除样品中的杂

蛋白!提高亲和柱的工作效率$

表 LF样品不同处理方式纯化效果比较

处理方式 流传峰最高 $.值 收集峰最高 $.值 峰值维持时间"Z2># 收集时间"Z2># 总抗体量"Z@#

样品 % (A%- OA& ' ), )OA&

样品 ( OA& %A,O O %' %,A%

!!样品 % 为用饱和硫酸铵粗纯化样品!样品 ( 为未经饱和硫酸铵粗纯化样品

!!(A不同上样方式纯化效果比较*样品 5和样品 0

均为饱和硫酸铵粗纯化样品!由于上样方式的不同造

成纯化效率的差异$ 从表 ( 可看出!由于样品 5经

过 )&Z2> 充分吸附!目的蛋白与蛋白 5FQ结合充分!

亲和层析柱吸附利用度高!所以其目的蛋白高峰值持

续时间较长!而样品 0为直接上样!虽然最高 $.值

也达到了 OA&!但峰持续时间十分短暂!由 ,Z2> 缩短

到 &A,Z2>$ 以上结果显示!上样后用止血钳夹

住出样端)&Z2> !使4[Q与亲和柱充分结合 !并且每

表 MF不同上样方式纯化效果比较

上样方式
收集峰最

高 $.值

峰值维持

时间"Z2>#

收集时间

"Z2>#

总抗体量

"Z@#

样品 5 OA& , ), )OA(

样品 0 OA& &A, (, (OA*

!!样品 5上样方式见上样方式
#

!样品 0上样方式见上样方式
$

次均用流传峰再次上样!使未结合到亲和柱上的目的

蛋白再次结合!这样可有效利用层析柱的吸附能力!

并提高纯化效率$

)A不同使用次数的纯化效果比较*见表 )$ 用至

第 %& 次时!由于蛋白凝块阻塞!其纯化效率大大下

降!将亲和胶取出置于小方瓶中用吸管反复吹打!直

至无片状蛋白凝块$ 将之前已使用过 %& 次的亲和胶

合并后共 OZ@!重新装柱'再生'平衡$ 将使用次数超

过推荐使用次数的合并柱与另一支使用在推荐使用

次数内的 7̀1D:2> 5FQ亲和柱做平行比较!新柱及合

并柱上样样品均用饱和硫酸铵粗纯化过!加样方式均

为加样后吸附 )&Z2>!加入洗脱液后由于合并柱的柱

体积较长!加样量为新柱的 ( 倍!所以出现峰值的时

间较晚!其峰值维持时间和收集时间也较长!合并柱

第 %+ 次收集峰所测到的最高吸光度比新柱略高$ 从

.,(.
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紫外分光光度计检测到收集峰的吸光值看!使用过

%+ 次后的柱子!亲和胶仍能有效地结合 4[Q!其纯化

后抗体浓度与新柱相比未见明显下降$ "%#X1G̀H法

测得 #P?新柱纯化抗体浓度为 (\%,Z[FZ@!合并柱

纯化抗体浓度为 %\--Z[FZ@$ 新柱纯化抗体的浓度

略高于合并柱$ "( #用上海科华 #P?抗体试剂盒

"RX465法#检测纯化抗体的特异性及活性!结果显

示*两种亲和柱纯化抗体活性检测均能达到 &\+Z[F

Z@!特异性及活性无明显差异$ ")#用 6.6 N75QR

法测定其纯度结果见图 %$ 结果显示使用过 %+ 次亲

和柱纯化抗体的纯度与使用过 - 次亲和柱纯化抗体

的纯度相同!并无其他杂蛋白!见表 )$

表 NF不同使用次数的纯化效果比较

使用次数
收集峰最

高 $.值

高 $.值范围

"(A& WOA&#

维持时间"Z2>#

收集时间

"Z2>#

总抗体量

"Z@#

新柱第 + 次 )A( , (& %-A%

新柱第 - 次 )A) , %- %*A+

合并柱第 %* 次 )A, %% (' (-A)

合并柱第 %+ 次 )A, %& (* (OA*

!!合并柱为之前使用过 %& 次以上的 ( 支 (Z@的 7̀1D:2> 5FQ亲和

柱!合并后使用至 %+ 次

图 LF亲和层析样品纯度电泳检测照片

抗体 % 为使用至 %+ 次亲和柱纯化抗体!抗体 ( 为使用至 -

次亲和柱纯化抗体

!

讨!!论

在免疫亲和层析技术中!有多种因素可影响到免

疫亲和层析纯化效果!虽然亲和胶偶联蛋白 5FQ能

与 4[Q的 SM段有效结合!但对缓冲液'离子强度'E#

值的变化敏感!选择合适的缓冲液'E#值和离子强度

是有必要的
/)0

+另外样品中的一些杂质会堵塞柱子

使纯化效果降低!对样品进行预处理可降低影响+控

制样品流速和样品的预处理也是非常重要的
/*0

$ 所

用缓冲液不论是商品试剂还是自配的!从平衡'吸附'

洗脱'再生都应该配套使用!否则可能因为组分不一

致而影响使用效果+使用前所有材料应放室温平衡

)&Z2>+样品上样后应与亲和柱有一定的反应时间以

提高抗体结合率$ 收集到的纯化样品应及时加入

Ù23缓冲液!防止抗体免疫活性的丧失$ 若样品蛋白

含量较高!上样后易形成沉淀造成堵塞!加样前可做

适当稀释!加样时应将样品充分混匀!边加边混匀!应

少量多次加$ 若出样速度明显减慢表明柱内可能有

蛋白凝块形成!应用吸管把蛋白凝块吹散!让胶体重

新沉淀!若蛋白凝块没有吹散!以后每次纯化均会受

到该种蛋白的影响$

与亲和胶配套的缓冲液价格昂贵!为降低使用成

本!我们在配套试剂用完后!改用自配的缓冲液!使用

过程中发现!用商品缓冲液平衡'上样后!加入自配吸

附缓冲液后待纯化样品却被迅速洗脱!可能是由于两

种缓冲液的离子强度'E#值存在一定差异造成$ 但

在随后的纯化过程中!改用自配的缓冲体系!也能得

到很好的纯化效果$

7̀1D:2> 5FQl@D̀=@2>f <:32> 亲和柱用不同处理方

式的样品上样!对亲和柱的使用寿命有影响!用经饱

和硫酸胺粗纯的样品作为上样样品可获得较好的纯

化效果!还可适当延长亲和层析柱的使用次数!降低

使用成本+不同的上样方式对纯化效率有影响!加样

后!让样品在亲和柱内吸附 )&Z2> 可提高亲和柱的纯

化效率+7̀1D:2> 5FQl@D̀=@2>f <:32> 厂商建议使用次

数为 %& 次!在使用初纯抗体作上样样品后!亲和柱使

用至 %+ 次时!其纯化效果仍能满足需要$

综上所述!在采取适当的样品处理方式和一定的

上样方法后可有效提高蛋白 5FQ亲和层析柱的使用

寿命和纯化效率$
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