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人血清白蛋白纯化技术研究进展

路秀玲 苏志国"

（中国科学院过程工程研究所生化工程国家重点实验室，北京 !%%%"%）

摘 要 本文综述了国内外关于血浆人血清白蛋白（CDEF）和基因重组人血清白蛋白（/DEF）分离纯化的进展和发

展趋势。以冷乙醇沉淀为主的 CDEF 分离方法仍是目前多数工业采用的工艺，但近年来发展的离子交换色谱、凝胶

过滤色谱、亲和色谱等多种色谱分离技术具有自动化程度高、生产周期短、更符合 GHI 等特点，正在逐步取代传统

的冷乙醇沉淀法。当前用基因工程技术表达的人血清白蛋白对分离纯化提出了新的挑战。为获得高纯度、安全、

稳定的产品，各种色谱分离技术得到更多的应用，其中扩张床离子交换色谱可以省去离心、过滤等传统固液分离操

作。尽管 /DEF 的纯化技术已有一定的发展，但纯化过程仍需进一步优化以提高产品纯度及收率。
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人血清白蛋白（D>-7B =,/>- 7(.>-:B，DEF）是迄今为止

产量最大、用量最大的蛋白质药物。在人体内，血清白蛋白

具有维持血液渗透压和携带血液中多种配基（包括脂肪酸、

氨基酸、类固醇、金属离子及药物）与组织进行交换等生理功

能，临床用于手术输血和危重病人补液，治疗创伤休克、发

烧、水肿、低白蛋白血症和红细胞过多症等，而且能增强人体

抵抗能力，是重要的临床药物［!］。目前，DEF 的市场需求量

很大，国际市场年需求量达 #%% 吨，我国需求量也已达 2%
吨，并将随着农村生活水平和医疗条件的改善不断增加。

DEF 临床使用量大，每针剂量通常达 !%<，而大多数蛋白

质药物如细胞因子、激素的剂量仅为!< 或 B< 级，因此相对

其它蛋白质药物来说 DEF 的纯度要求更为严格。产品中即

使有害杂质为 %L%%!M，每针剂仍会有 %L!-< 的杂质被注入

人体，可能造成极大的危害。DEF 的纯化技术在此是关键因

素。国内外已有许多科研机构致力于此方面的研究，并将其

进行了大幅度改进。本文将对 DEF 纯化技术的进展及发展

趋势进行综合分析。

! 血浆 DEF（CDEF）的纯化技术

目前市场上销售的 DEF 商品均由人血浆纯化而得。血

浆中白蛋白含量约占总血浆蛋白质含量的 #%M，纯化的目

标主要是分离除去血浆中其它二百多种杂蛋白和可能存在

的污染物质，得到无热原、无多聚体、无抗原抗体反应、无污

染的纯品。

!N1# 年 K’@B 等人首先研究出大规模分级分离人血浆蛋

白的方法：利用乙醇的低介电常数性质以及蛋白质在一定温

度、CD、离子强度及浓度条件下在不同浓度乙醇中溶解度不

同分离血浆蛋白质，可以生产出多种血浆医用蛋白，成为著

名的 K’@B 乙醇沉淀法。!N2! 年 *,O-7B 等人对此方法进行

了改进，将血浆在 $ P 1Q进行沉淀分离，可在同一过程中得

到更多产物如血液第八因子、血纤维蛋白原等，成为目前广

泛使用的冷乙醇沉淀法。其它沉淀方法如：硫酸铵、利凡诺、

辛酸盐沉淀法，也都获得应用。我国早期使用硫酸铵盐析法

生产 DEF，但由于硫酸铵腐蚀性强，生产过程繁琐，所以后来

也采用冷乙醇沉淀法。冷乙醇沉淀法过程相对简单（尽管设

备可能较为复杂），生产白蛋白产量较高；乙醇具有杀菌能

力，可得到无热原的产品；更重要的是冷乙醇沉淀法有助于

除去或抑制 DR& 等病毒［$］，因而其改进工艺至今在工业上仍

作为主要的生产方法。利用冷乙醇沉淀法也有一些不足：乙

醇是一种非特异性沉淀剂，尽管对 DEF 生产效果显著，但产

品纯度不是很高；作为有机溶剂的乙醇还可能使蛋白质发生

聚集或变性；乙醇易燃，生产上造成安全隐患；生产不易实现

自动化，生产周期长；在非封闭式的环境中有机溶剂对工作

人员危害也较大，同时也有可能由于环境不洁造成产品污

染。为此也有人改用 I9G 沉淀法［3］以避免蛋白质聚集或变

性，但 I9G 价格较贵，而且不易从白蛋白溶液中除去，工业

生产有一定困难。

为解决这些蛋白质沉淀法生产 DEF 的问题，!N22 年

K>(:B< 等人提出用色谱技术纯化白蛋白，但当时仅仅进行了

实验室尝试。!N"3 年 S,/<(TU 等人应用色谱集成技术进行了



!"# 的试验性生产（图 $），该方法有效地减少了蛋白质聚集

及变性，聚集蛋白低于 $%，纯度达 &&%。’() 等人将冷乙醇

沉淀法（*+,-）及多级色谱法生产的 !"# 进行了对 比（表

$）［.］。利用多级色谱法生产的 !"# 其纯度、产量、单体含量

均高于冷乙醇沉淀法，而且生产条件温和，生产周期较短，可

以进行封闭式生产，并能实现流程自动化。但单纯采用色谱

法难以有效地抑制或除去热原，!/0 等病毒，产品的安全性

为人们所担忧。

为弥补色谱法的不足，近期发展了色谱与冷乙醇沉淀相

结合的方法，二者优势互补，应用于 !"# 工作化生产后效果

显著，澳大利亚 *"1 公司就是成功的例子（图 2）。该公司

$&&3 年全部投产以后，现已成为世界最大的色谱法生产 !"#
的基地。其产品纯度达 &&43%，年产约 566 吨，生产稳定，并

实现完全自动化控制［3］。

近年来发展的离子交换色谱、凝胶过滤色谱、亲和色谱、

膜色谱等多种色谱分离技术具有自动化程度高、生产周期

短、更符合 789 等特点，正在逐步取代传统的冷乙醇沉淀

法。同时高效、集成型生产工艺成为研究的重点。作者采用

自己合成的染料亲和配基，成功地应用一步亲和色谱法从人

胎盘血中提取 !"#，收率可达 &6%以上，纯度达到电泳纯，其

一步纯化效果优于传统沉淀方法十几步的分离结果，大大提

高了生产效率［:］。为了加强集成化操作，本实验室研究利用

扩张床吸附技术采用 ";<=(>?@-= "9 阳离子交换介质从全血

中直接分离提纯 !"#，集离心分浆与离子交换一体，缩短了

纯化周期，纯度与提取收率均较高，是一项新的尝试［A］。各

种血浆制备 !"# 的纯化方法比较见表 2。

表 ! 冷乙醇沉淀法与多级色谱法生产的 "#$ 比较
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表 ! 血浆制备 "#$ 纯化方法比较

%&’() ! *+,-&./0+1 +2 ,)34+50 2+. "#$ -6./2/7&3/+1 2.+, -(&0,&

纯化方法 优点 缺点

蛋白质沉淀：

通过冷乙醇、硫酸铵、!"# 等沉淀蛋白质实现

分离

操作简单，快速，可大规模生产，可通过分

级沉淀得到 $%&、’(# 等多种产品

冷乙 醇 沉 淀 后 再 用 巴 氏 灭 菌 法 可 抑 制

$’) 及其它病毒［*，+］

!"# 可降低 $, 表面抗原［-］

蛋白质聚沉可能产生聚合体或蛋白质变

性，影响药用效果

自动化程度低，生产周期长

收率低

非封闭式生产容易使产品污染

!"# 不易从蛋白质中除去

多级色谱分离［./］：

依次通过阴离子交换色谱、阳离子交换色谱、

凝胶过滤色谱

易于自动化操作

纯度较高

需要严格无菌，避免污染

速度较慢，处理量有限

步骤多，需预处理及色谱柱再生

染料配基亲和色谱［0，.. 1 .*］：

魔芋葡甘聚糖或 %23456782 9: 凝胶活化，偶联

染料 ;<,5=67> :?@2 AB#&，制成染料亲和吸附剂

方法简便

成本低（*C0+ 美元D($%&）

产品可达电泳纯，回收率高

处理量低

染料可能会脱落，造成污染

扩张床吸附

全血直接经扩张床吸附，通过阳离子交换作用

一步提纯白蛋白

操作步骤少

生产周期短

易实现工业化规模生产

再结合一步色谱纯化方可达到电泳纯

金属螯合吸附色谱［.B］：

将金属螯合配基如亚氨二乙酸（’E&）F;@* G 和

’E&FH<* G 固定在琼脂糖凝胶上

配基价廉，合成方便

可选择的金属离子多

容易再生

凝胶压缩易变形

处理速度慢

不适于大规模生产

膜色谱分离

（.）用环氧法对纤维素微孔滤膜进行化学改

性，再结合活性红染料配基 IF*:!［.9］

（*）复合纤维素膜为载体，金属螯合配基为亲

和配基［.J］

（B）依次经过强阴、阳离子吸附微滤膜处理［.0］

压降低，处理速度快

成本低

较色谱柱生产能力强

可以得到电泳纯产品

死体积是吸附色谱的两倍，流体在分离设

备中流动情况不理想会影响处理量及 $%&
的纯度，需优化层析过程使样品在膜上迅

速平均分配，并使死体积减到最小［.0］

处理量大时发生显著的膜堵塞

上述的分析表明，血浆提取白蛋白的纯化技术研究已取

得较大进展，3$%& 的大规模生产在医疗事业中发挥了非常

重要的作用。然而 $%& 需求量大，人血来源有限，同时艾滋

病及肝炎病毒蔓延速度的加快，更威胁人血液制品的安全

性。而且成品中可能仍然含有白蛋白二聚体等微量杂质，造

成使用者产生不良反应。这些存在于人血浆 $%& 生产中的

问题，促使人们在继续努力缩短生产周期，提高收率，加强产

品安全性的同时，也更多地关注注射用基因重组白蛋白的开

发与研制。

! 重 组 人 血 清 白 蛋 白（K2=7L,<>5>M $%&，

6$%&）的纯化技术

近 */ 年以来，国际上许多实验室和公司已陆续尝试通

过遗传工程方法制备 $%&。在 .-+- 年已有微生物产重组人

血清白蛋白的专利［.N］，至今 $%& 基因已被引入细菌、真菌、

植物以及动物中进行表达。目前的研究集中于用细胞外分

泌型的毕氏酵母（!"#$"% &%’()*"’）发酵法制备 $%&，其表达量

高，分泌的杂蛋白较少，易于纯化，是目前比较好的 $%& 生产

方式，并且有进行大规模生产的潜力［.+］。我国已有华北制药

集团、上海生物化学研究所、中科院过程工程研究所、华东理

工大学等单位对 6$%& 进行了研究，采用毕氏酵母为宿主细

胞，表达量已经达到每升发酵液克级水平，有的单位称已经

达到更高水平，但 6$%& 的纯化方面我国的研究仍远不及日

本等国家。

6$%& 的纯化不同于 3$%& 等血浆蛋白及其它的重组蛋

白，主要在于：

（.）纯化体系复杂。6$%& 由酵母发酵生产，发酵液中会

含有酵母细胞组分及其分泌物，如蛋白酶、杂蛋白、核酸、脂

肪酸、色素、多糖及热原物质等。发酵液中的蛋白酶若不及

时除去，会降解 6$%&；终产物中若含有酵母细胞组分，输入

人体内则成为抗原，对于这种不同物种之间的相互作用，即

使 6$%& 中仅含有痕量的杂质也可能产生意想不到的严重后

果，而 3$%& 所含杂质仍为原血浆组分，造成危害的可能性小

得多。

（*）常用剂量大，纯度要求极高。对于疫苗等微量输入

的重组蛋白质来说，--C---O的纯度已经足够，但对于 6$%&
该纯度仍然很低。因为白蛋白每次注射量至少 ./(，这意味

着将至少有 /C.L( 的杂质被同时输入人体，若其为有害杂

质，将可能产生致命的危险。

（B）$%& 单位成本低，需求量大。. 克 3$%& 的成本不到

B 美元，6$%& 的成本不高于 3$%& 才能对其具有足够的竞争

力。6$%& 纯化的成本占其生产总成本的大部分，需要降低

纯化成本，实现大规模生产。

由此可见，6$%& 走向工业化并商业化的两大难点———
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成本和质量（即纯度）将是对 !"#$ 纯化技术的一大挑战。

!"#$ 的纯化主要包括细胞分离和发酵清液 !"#$ 纯化两部

分。由于 !"#$ 的纯化体系复杂，因此不能如同 %"#$，仅用

有机溶剂沉淀或再辅以简单的色谱进行分离纯化即可达到

要求，!"#$ 需要采用多步选择性高的纯化方法。为获得高

纯度、安全、稳定的产品，各种色谱分离技术得到更多的应

用。利用各种蛋白质疏水基团的多寡和分布的不同而形成

的与疏水性填料亲和力差异来分离活性蛋白的疏水相互作

用色谱（"&’!(%)(*+, +-./!0,.+(- ,)!(10.(2!0%)&，"34），结合阴

阳离子交换色谱，可以除去发酵液中大部分杂质。发酵液中

除蛋白酶、脱色、除热原及抗原性物质等问题是纯化中的重

点及难点，经过多年的实验，已研究出一些较为有效的纯化

方法（表 5）。

日本的 6!//- 4!(77 公司对 !"#$ 的研究虽然不是起步最

早，但发展很快，对高效表达、分泌 !"#$ 的重组菌株构建、发

酵条件优化、!"#$ 的分离纯化、纯品的鉴定、!"#$ 结构分析

以及 !"#$ 的工业化生产进行了大量系统性研究，并申请多

项相关专利，仅美国专利就达 89 项之多，占据 !"#$ 相关专

利的 大 部 分。该 公 司 生 产 的 !"#$ 已 经 通 过!期 临 床 试

验［:;］。

他们创建了 #<=>$?@3A> 纯化方法［:B］：发酵液于 C;D热

处理灭活蛋白酶后进行阳离子扩张床床吸附得到较纯的 !"E
#$，再 CFD热处理，脱色，G)/-&HE,/HHIH(J+-/ 疏水层析除杂蛋

白，再经螯合树脂吸附、阴离子交换、超过滤后即得到纯 !"E
#$。其流程如图 5 中下面的流程（#<=>$?@3A>）所示。应用

#<=>$?@3A><?扩张床阳离子吸附一步分离杂质，直接获得目

标产物，酵母细胞及其它杂质直接通过。该方法免去了离

心、膜过滤等固液分离操作，缩短了生产周期，并使发酵罐直

接与 #<=>$?@3A> 相连，在封闭的情况下去除重组微生物，

避免了微生物污染。这也是生物制品纯化预处理中较为有

效的新方法。该纯化方法的整个流程只需要 K’，收率可达

CFL，图 5 中上面的流程（M+H./!EG!/77）表示的是以压滤预处理

为特征的另一条 !"#$ 纯化路线，其生产周期需 C’。显然扩

张床吸附具有节时快速的特点，其回收率也高于另一工艺。

这是目前所报道的研究最成熟的工艺，但其整个纯化过程操

作环节多，且最终产品中仍含有微生物带来的色素及宿主细

胞组分，能否应用于医疗还要持审慎的态度。

表 ! "#$% 纯化典型范例

&’()* ! &+,-.’) */’0,)* 12 "#$% ,3"-2-.’4-15

纯化目的 典型纯化方法 纯化效果 引文

除蛋白酶 发酵液 C;D直接热处理 5F1+- 方法简便，蛋白酶基本被灭活 N# 9BC8CKB［8F］

脱色 （:）加减色剂如磷酸钠，阳离子交换除

自由多糖后再热处理

（8）活性炭或 O58 型树脂脱色

色度减小 5FL P OFL

脱色明显但可能对产物会有影响

N# 9O:F895［8:］

4AB;::F;KK［88］

K9QR 白蛋白片段 4+*0,!( SHI/ 染料亲和吸附色谱 该片段与染料结合较 !"#$ 更强，可直

接除去

4ABC:B9;8K［85］

除白蛋白多聚体 凝胶过滤色谱 同时可以除去多聚体和色素，但处理量

小，速度慢

4A BC:B9;8K

除热原，宿主细胞组分等抗原物质 超过滤，热处理，酸处理，再次超过滤，

再经阳离子交换色谱、疏水色谱、阴离

子交换色谱及硼酸处理

每 89F12 纯化后的 !"#$ 中热原含量不

高于 FT:>N，抗原含量不高于 FT:-2，纯

度可达 BBTBBBBBBL

N# 9B;CFC8［8K］

除酵母细胞分泌组分 金属 4I8 U 螯合色谱，再经硼酸盐处理 处理后其含量减少 :FF 倍 N# 9C9CO8B［89］

!"#$ 纯化技术的研究已取得很多突破性进展，已有纯

度高达 BBTBBBBBBL的研究报道，并接近工业化。纯化得到

的高纯度的 !"#$ 与 %"#$ 在分子结构上完全相同，且 #R#E
G$6> 分析、"G@4 分析及配基结合能力均相同［8C，8O］。!"#$
的结构不均一程度比 %"#$ 要低［8;］，含有的总脂肪酸量也略

低。二者的免疫化学特性相同，理化功能相同［8B］。但 V0.0!I
W).0-+等人对纯化的 !"#$ 进行免疫分析结果表明，!"#$ 中

仍残存痕量的生产菌细胞蛋白及甘露聚糖等多糖成分。而

甘露聚糖的存在会使人产生抗体，对输注 !"#$ 的安全性造

成威胁［5F］。现有研究中宿主细胞色素仍未彻底除去。所以

!"#$ 可否替代 %"#$，或在何种前提下可以替代仍需进一步

研究证实。

因此，对如何解决产品纯度问题包括色素的去除、宿主

蛋白质的去除、!"#$ 降解片段的去除等仍需进行深入探索，

尤其要加强纯化过程集成，提高纯化效率。高纯度 !"#$ 的

纯化过程复杂，步骤繁多，成本高，收率低，不易实现全封闭

式的无污染的自动化生产，为 !"#$ 工业化带来较大难度。

虽然到目前为止 !"#$ 在世界范围内仍未能实现工业化生

产，但它代表了发展方向，是研究蛋白质分离纯化最富有挑

战性的课题。
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图 ! "#$%&’()*% 法与传统压滤处理纯化 +,"& 流程比较
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