
!"卷!期

#$$$年!月

生 物 工 程 学 报

!"#$%&%’()*$+,(-.#(/%0"$(,(12
%&’(!")&(!
*+,-+./

!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!
#$$$

收稿日期：!0012!$2!3，修回日期：!0002$32$4。

基金项目：国家自然科学基金资助项目（#0"54$!$）。

!"#型固定化镍离子金属螯合亲和膜色谱对

人血清白蛋白的分离纯化

杨 利 贾凌云 邹汉法 张玉奎
（中国科学院大连化学物理研究所国家色谱研究分析中心 大连 !!"$!!）

摘 要 采用自制的固定化镍离子亚氨二乙酸（678）型复合纤维素金属螯合膜色谱对药用人血清白蛋白的进一步

纯化进行了研究。考察了9:对:8;吸附效果的影响。经一步纯化，商品药用:;8中的许多杂蛋白可被除去，经

毛细管电泳分析，纯度与;<=>+公司的电泳纯:;8相当，回收率可达14?以上。纯化蛋白液中的镍离子经过自制

的)，)，)@2三羧甲基乙二胺（AB7）型螯合柱处理后可较好地除去。
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人血清白蛋白（:->+,FG.->+’H-><,，:;8）是

临床上治疗休克、失血过多等病症的常用药剂，对其

纯度 要 求 很 高，传 统 的 制 备 方 法 是 冷 乙 醇 沉 淀

法［!］，经此法纯化的白蛋白需在稳定剂的存在下进

行热处理以钝化肝炎病毒。有报道用亲和色谱［#，5］

和亲和分配法［3］分离纯化:;8。染料配基亲和色

谱也成功地应用于:;8的分离纯化［4］。固定在琼

脂糖凝胶上的金属螯合配基如亚氨二乙酸（678）2
I-#J［"］和6782)<#J［E］曾用于:;8的分离纯化。亲

和色谱法目前已成为分离纯化生物大分子的重要手

段，分离基质普遍采用珠状颗粒的软凝胶，如琼脂糖

凝胶，葡聚糖凝胶等，凝胶压缩易于变形、处理速度

慢等缺陷大大限制了其在大规模分离纯化中的应

用。近几年产生的膜色谱分离生物大分子的方法由

于具有压降低、处理速度快及成本低等优点已在国

内外得到广泛的关注和大量的研究［1，0］，并逐渐走

向工业化应用。金属螯合亲和色谱法以其配基价

廉，合成方便，可选择金属离子多，容易再生等特点

而在生化产品的分离纯化中得到广泛研究和应用。

研制开发适用于大规模、快速处理蛋白原料液的新

材料新方法是目前国内外方兴未艾的研究热点。我

们前期研制的复合纤维素678型金属螯合膜色谱

介质已成功地用于过氧化氢酶的快速分离纯化及在

:KLI上对牛血清白蛋白、过氧化氢酶和人免疫球

蛋白M（6=M）的快速分离分析［!$!!#］。本文采用自

制的复合纤维素膜为载体，固定化金属螯合配基

6782)<#J为亲和配基对商品药用:;8的进一步纯

化进行了研究。

$ 材料和方法

$%$ 仪器

N&OG’E4!12!$蠕 动 泵（I&’G29+.>G.，美 国），

N&OG’!!#紫外检测器（M<’F&,，美国）；P)8QBR记

录仪（德国），RGO<S+T自动馏份收集器（KU+.>+T<+，

瑞典）；E4#I型紫外可见分光光度计（上海第三仪器

厂）。K／8IB;/FVG>4$!$全 自 动 毛 细 管 电 泳 仪

（WGTX>+,，美国）。

$%& 试剂

棉纤维纸板购自新华造纸厂；甲基丙烯酸环氧

甘油 酯（MN8）购 自 苏 州 化 工 厂；亚 氨 二 乙 酸

（678），人血清白蛋白（纯度01?）购自;<=>+公司

（美国）；药用人血清白蛋白（#$?）购自WGU.<,=公

司（德国）；水为经过N<’’<C水处理系统处理过的超

纯化。其它均为国产分析纯试剂。678和AB7型

螯合膜介质的制备分别参见文献［!5，!3］。

$%’ 缓冲液()值对)*#动态吸附量的影响

配 制 含!>&’／L)+I’，9: 分 别 为"D$、"DE、

ED$4、ED3、1D!和1D"4的磷酸盐缓冲液。$D$4>L



!"#（$%&）溶液分别用上述缓冲液稀释至’()，以

’*+()／(,-的 流 速 泵 入 轴 向 膜 色 谱 柱（.((/
’.((0121），用平衡缓冲液洗至基线，然后用含

’(34／)5674，8!.*%的磷酸盐缓冲液，8!91:的醋

酸盐缓冲液洗脱，最后用+%((34／);2<#=’(34／)
5674洗去镍离子使柱子再生。

!"# 色谱分离过程

分离膜色谱柱：.((/’.((0121，装有$$片

（%1>克，干重）键合02#的螯合介质，用+(?／()
硝酸镍溶液循环’%(,-，流速’*+()／(,-，去离子水

洗至无5,$@；用+倍柱床体积的含’(34／)氯化钠

的%*%$((34／)磷酸盐平衡缓冲液（8!A1:）平衡

后，将’()稀 释 后 的 药 用 人 血 清 白 蛋 白（’%(?／

()）泵入膜色谱柱，依次用8!.1%的上述平衡缓冲

液、含’(34／)氯化钠的+((34／)醋酸盐缓 冲 液

（8!>1+）洗脱，流速’*+()／(,-，按洗脱峰收集洗脱

液。以标准人血清白蛋白为标准在!$:%下测定蛋

白含量。将收集的蛋白洗脱液以’*+()／(,-的流

速经过同样规格键合<;2膜色谱柱处理。将<;2
柱处理前后的蛋白液分别作原子吸收光谱测定镍离

子浓度。

!"$ %&’的高效毛细管电泳分析

毛细管柱：>AB(/!+%"(（河北永年光学纤维

厂）；电极缓冲液：%*%$(34／)四硼酸钠溶液（8!C
D*$）；压力进样，进样时间：$E；电压：$%FG；检测波

长：$’>-(。

!"( 固定化镍离子浓度的测定

将干燥的固定化镍离子的膜绞碎，用含’(34／)
5674的+%((34／);2<#萃取镍离子，用原子吸收

光谱仪测定镍离子浓度。

) 结果与讨论

一般而言，较高的离子强度有利于金属螯合色

谱吸附蛋白质，因此在’(34／)5674的离子强度下

考察了平衡吸附缓冲液8!值对膜色谱柱纯化!"#
性能的影响。从表’中可以看出，8!值由.*%开

始，吸附容量随着8!值增加而增大，在8!值增加

为A*%+后，吸附容量继续增加，但增量趋向平缓，在

8!为:1.+时吸附量又显著增大，这不同于02#型

金属铜离子螯合膜色谱柱吸附牛肝过氧化氢酶时

8!值的影响［’%］。在这里，!"#的等电点是.*:，当

吸附缓冲液的8!偏碱性时，除了亲和作用外，蛋白

还会与带有正电荷的金属离子发生非选择性的静电

吸附，因此，在8!较高时，尽管蛋白吸附量较大，但

蛋白纯化效果并不好。从电泳谱图（图’）中可以看

到，德国进口药用!"#中除主成分峰>外，尚有’，

$，9，+等多个杂质峰（见图’（6））。图$是在8!为

A*:时，用02#=5,$@膜柱子对商品!"#的分离纯

化谱图。为了充分利用柱子的吸附容量，在实验中

上过量的!"#溶液，与02#=5,$@不发生作用的组

分及部分未结合的!"#先流出柱子（图$中峰0），

用8!.1%含’(34／)氯化钠的%1%$((34／)磷酸盐

缓冲液洗脱吸附在膜柱子上的!"#（图$中峰00），

大部分被吸附的!"#被洗脱下来，蛋白洗脱回收率

达到:+*:&，毛细管电泳分析显示，大部分杂蛋白

已经被除去（见图’（H）），纯度与",?(6公司电泳纯

（DD&）的!"#产品相当（见图’（B））。接着用含

’(34／)氯化钠的+((34／)醋酸盐缓冲液（8!>1+）

洗脱，尚有少部分!"#和杂蛋白被洗脱下来（图$
中峰000）。在8!为:*.+时，有许多杂质峰尚未除

去（见图’（I））。

表! *%值对+,’型金属镍离子膜色

谱柱吸附%&’性能的影响

-./01! 23314563*%7.08169.:;6<*5=694.*.4=5>
63=??6/=0=@1:A=)BC+,’?1?/<.914.<5<=:D1

8! !"#J3K-I
／(?

!"#;4KLMI
／(?

NMB3OMPQ
／&

.1%% %1>> %1$: .91.

.1:% %1:’ %1+: A’1.

A1%. ’1.> ’1$> A+1.

A1>% ’1:’ ’1+’ :91>

A1:% $1%> ’1A+ :+1:

:1’% $1$% ’1:% :’1+

:1.+ .1.% .1’+ D91$

#-IMPEE3-等［’+］，曾用"M8R6P3EM.J=02#=5,$@

进一步纯化药用!"#，凝胶柱体积为+()（.1>B(
/’B(0121），流速仅为’()／>(,-，而本文采用的

膜色谱柱体积仅有’()，分离流速为’*+()／(,-
时仍具有很好的吸附及分离纯化效果，表明膜色谱

介质比凝胶介质具有更好的通透性及耐压缩性，更

适于生物大分子的大规模、快速分离纯化。

一般地，经金属螯合色谱纯化的蛋白溶液中常

常带有这种过渡金属离子，必须将其除去才能使用，

采用的方法有透析法，阳离子交换法等。透析法一

般时间比较长，缓冲液消耗量大，蛋白容易失活。阳
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!"#!$。纯化的 %&’溶 液 中 的 镍 离 子 经 自 制 的

()*型膜色谱柱两次循环处理，可有效除去蛋白液

中的金属镍离子。复合纤维素膜介质不仅原料便宜

易得，合成简便，而且具有分离速度快的优点，因此，

本方法不失为一个有前途的分离纯化%&’的新技

术。
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