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聚乙二醇伴随式离子交换层析分离重组乙肝病毒表面抗原
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摘 要 针对由中国仓鼠卵巢细胞（IES）表达的多聚亚基蛋白 EO<8;在离子交换层析过程中容易因亚基解离而导致蛋白解
聚和丧失生物活性的难题，实验中选择聚乙二醇（HLX）作为保护剂伴随式（H’(6,:?6(,C, X(61’(F811’-9BC2,3）离子交换层析分离
纯化 EO<8;。实验表明，在流动相中加入 "Z HLX"$$$$（@[A）作为纯化伴侣，EO<8;的回收率由 %%Z 左右提高到 =$Z以上，
纯化倍数基本保持在 "!左右。对纯化产物进行 YGYFH8XL分析表明，"Z HLX"$$$$的纯化伴侣伴随式离子交换层析能全部保
留 EO<8;的糖基化蛋白单体（!JAG和 K$AG），高效液相色谱联用多角度激光散射（E2;? H,/D’/-BC1, Y2M, L\1(5<2’C I?/’-B:’;/B9?6F
]5(:2BC;(, VB<,/ V2;?: Y1B::,/2C;，EHYLIF]8VVY）进一步分析阐明了 HLX能促使 EO<8;颗粒尺寸分布更均一，结构更接近天然乙
肝表面抗原。
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我国的乙肝病毒感染者已达 ?@A 亿，占全世界
感染者的 ?BA左右，因此，自 CD世纪 ED年代起，对新
生儿进行乙肝疫苗———乙肝表面抗原（7%!#+0+0$ 8
F95’#6% ;,+0:%,，78$;:）接种被列入 G7H和我国的
免疫接种计划。来源于血液的第一代 78$;: 疫苗
由于产量低、来源受限，尤其是存在传播 7(I 等血
液传染病的潜在威胁而被 G7H取缔［?］。CD世纪 ED
年代初，我国从美国 J%56K公司全套引进了酿酒酵
母表达的乙肝疫苗生产线，逐步取代了原有的血源

疫苗，但是酵母表达的乙型肝炎表面抗原没有糖基

化，其在诱导体内免疫上不如动物细胞表达的糖基

化 78$;:，突出表现为 LM N ?DM的接受者没有免疫
应答［C O P］。由我国预防医学科学院成功研制的中国

仓鼠卵巢细胞（*7H<*CQ）表达的乙肝疫苗是有我国
自主知识产权的产品［L O R］，已投入生产。但是，生产

上采用的多步层析纯化工艺的活性回收率常常不到

CDM。因此，如何通过下游分离纯化过程提高目的
蛋白抗原的回收率，是生产安全、有效、低成本乙肝

疫苗的关键所在。

从 *7H细胞表达的 78$;:的分离纯化工艺由
疏 水 相 互 作 用 （ 7>/5&!"&206 (,+%5#6+0&,
*"5&1#+&:5#!">，7(*）、离子交换层析（ (&,<)=6"#,:%
*"5&1#+&:5#!">，()*）、凝胶过滤（.%3 S03+5#+0&,，.S）
层析集合而成［Q］。离子交换层析在一般基因工程蛋

白的分离纯化中作用显著，不仅能有效分离目的蛋

白和浓缩样品，单步活性回收率往往更能高达 EDM
以上。但对于分子量超过 CDDD KT的 78$;:蛋白颗
粒而言，在离子交换介质上的交换容量剧烈下降，更

为严重的是，78$;:属于多聚亚基蛋白，亚基之间主
要靠非共价键相互作用，在分离纯化过程中，!7、温
度、液体剪切力、缓冲盐种类和浓度的变化、尤其是

吸附<洗脱等过程常常造成亚基之间的解离和立体
结构的变化，导致生物学活性丧失，致使 ()*的单步
回收率往往不到 UDM，是整个层析纯化工艺的瓶
颈。如何在 ()*纯化过程中保持 78$;:的结构稳定
性和提高 78$;: 的活性回收率是提高整个层析纯
化工艺的关键。近年来亲水性多羟基化合物（蔗糖、

甘油、葡萄糖、海藻糖、聚乙二醇等）作为稳定剂对蛋

白质结构具有稳定作用。在理论上，V01#$"%’’ 等人
的优先水化理论（ -5%’%5%,+0#3 ">/5#+0&, +"%&5>）为应用

亲水性羟基化合物作为保护剂奠定了理论基础［E］。

该理论认为：羟基化合物在蛋白质水溶液中优先与

水分子结合而不是与蛋白质结合；羟基化合物表面

的水分子有序排列，使溶液的热力学性质改变，松散

的蛋白质趋向于变紧凑，此作用有可能防止蛋白质

变性。亲水性羟基化合物曾被应用于提高蛋白质在

凝胶过滤层析、离子交换层析、-5&+%0, ;亲和层析等
纯化步骤中蛋白之间的分离度［?D，??］。因此，在蛋白

质分离纯化过程中亲水性羟基化合物可作为纯化伴

侣，在伴随式分离纯化过程中提高纯化过程的分辨

率和样品分离度。以前我们对基因工程细胞表达的

人肿瘤坏死因子（791#, V91&5 W%65&$0$ S#6+&5，
"VWS，三聚体）、血红蛋白分离的研究表明，在离子
交换层析过程中加入亲水性羟基化合物 -).能稳
定多聚亚基蛋白的生物结构和提高活性回收

率［?C，?A］。

本文通过选择聚乙二醇（-).）添加到层析流动
相中提高离子交换层析对 78$;: 和杂蛋白的分离
度，研究了 -).的分子量和浓度对 78$;:、牛血清白
蛋白（8F;）在 78$;:离子交换层析过程中保留时间
和分离度的影响，非常重要的探索是利用分子排阻

色谱联用多角度激光散射技术（ $0X% %=639$0&,
6"5&1#+&:5#!"><193+0#,:3% 3#$%5 30:"+ $6#++%50,:， F)*<
J;YYF）在线监测 78$;:在纯化过程中的颗粒大小、
均一性和分子量变化［?P，?L］，从而为探讨大分子、多聚

亚基蛋白在层析过程的活性丧失机理和优化层析工

艺打下基础。

) 材料和方法

)*) 实验材料
实验中选用的疏水层析介质（89+>3<F F%!"#5&$%

U SS），离子交换层析介质（T);) F%!"#5&$% SS）均购
自 .) 7%#3+"6#5%公司（美国）；牛血清白蛋白（8&Z0,%
F%591 ;32910,，8F;）购自 [&6"% 公司（德国）；作为
标准品的色谱纯大于 EQM的乙肝表面抗原由华北
制药集团提供；其它试剂均为国产分析纯试剂，所用

纯水由 \<!39$ 超纯水机制备（J0330!&5%，]F;）。
78$;:活性测定采用乙型肝炎病毒表面抗原立可读
诊断试剂盒（上海科华实业）。

;̂_V; )=!3&5%5 ?DD和 80&<-03&+层析系统购自 .)
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!"#$%&’#("（美国）；酶标仪（))*型）和 +,-,./012345!

!电泳仪购自美国 6,7.0#8 公司；9: 孔酶标板由
;7(<%#(公司提供；层析柱（=*’> ? )@)’> 4AB，=*’> ?
C@:’> 4AB）购自上海锦华层析设备厂。
!"# 重组中国仓鼠卵巢细胞培养液的收集

= ? C*) ’"$$<D>E 重组 ;!1细胞在转瓶中贴壁培
养，培养基为 B+3+（4-F,%(7G"-）中添加 )H（! D!）的
胎牛血清（I"%#$ ;#$J K"(L>），当细胞长满瓶壁后开始
收集细胞培养上清（’"$$ ’L$%L(" <LM"(-#%#-%，;;K），每
隔 =8收集，同时在转瓶中加入同体积的培养基继续
培养。

!"$ 培养液中疏水层析粗分离 %&’()
N**>E细胞培养上清（;;K）中加入硫酸铵至浓

度为 OH（" D!），调节 M!值为 P@*，通过 6,7./,$7%层
析系统将料液泵入 6L%Q$.K K"M&#(7<" :II 疏水层析
柱（P@*’> ? )@)’> 4A BA）进行粗分离。用缓冲液 R
（=*>>7$DE /6 S OH（5!N）= K1N，M! P@*）平衡后，
分别用缓冲液 6（=*>>7$DE /6，M!P@*）及缓冲液 ;
（T*H异丙醇）洗脱。紫外 =O*->检测，收集目标组
分。收集的组分用超滤膜（+U;1 C**VB，+,$$,M7("）
脱盐后作为离子交换的样品。

!"* 离子交换层析和纯化伴侣聚乙二醇的添加
WRX2R 3YM$7("( C** 系统连接 B3R3.K"M&#(7<" II

离子交换介质层析柱（)’> ? C@:’> 4ABA，6Z [ C*>E），
用起始缓冲液（6LJJ"( R：=* >>7$DE /6，M! P@*）平衡，
室温下进料，流速为 =>ED>,-，继续用起始缓冲液淋洗
至基线后，依次用含 C=H和 )*H 6LJJ"( 6（6LJJ"( 6：
6LJJ"( R S C@*>7$DE 5#;$，M!PA*）的缓冲液洗脱两个柱
体积，最后用 C@*>7$DE 5#1! 清洗和再生柱。在
=O*->下检测，分别收集穿透峰和洗脱峰组分。
考察 /3\对离子交换层析影响的实验中，在流

动相 R、6中均加入一定浓度的 /3\，以同样条件不
加 /3\的流动相作对照。实验过程中，除进料流速
为 =>ED>,- 外，其余均为 )>ED>,-，在波长 =:* 和
=O*->下监测紫外吸收变化。洗脱过程依次用含
C)H和 )*H 含 /3\的 6LJJ"( 6缓冲液洗脱。
!"+ %&’()活性和总蛋白的定量分析
通过 3E4KR法检测 !6<RG活性蛋白含量，在双

波长下（测定波长 N)*->，参考波长 :T*->）用酶标仪
测定反应终止 #$ 值，根据标准品 !6<RG的标准曲
线计算样品中的 !6<RG 含量。总蛋白的浓度采用
6(#8J7(8法测定［C:］。
!", -.-/0(12
采用还原 KBK./R\3，样品缓冲液含 =H巯基乙

醇。经样品缓冲液处理后的样品在 C**]下煮沸
C*>,-，分离胶浓度为 C)H，染色方法为银染法［CP］。
!"3 %0-24/56/7(88-

!/K3;.+REEK 为高效液相分子排阻色谱
（!/K3;，RG,$"-% CC**）、多角度激光散射（+L$%,.R-G$"
E#<"( E,G&% K’#%%"(,-G B"%"’%7(，+REEK）和示差检测器
的联用系统（UQ#%% 2"’&-7$7GQ 4-’A K#-%# 6#(^#(#，
_KR）。被测样品经过分子排阻色谱柱（2KX \)***
/U（T**>> ? P@)>>），27<7&##<，\"(>#-Q）后得到不
同的洗脱峰（较低浓度），再经过多角度激光检测器

检测，采用 R<%(#"0软件计算分子量。6KR单体标品
（K,G>#）作为校正 +REEK的标准蛋白。

图 C !4;收集液的离子交换层析洗脱图谱
I,GA C 43; M(7J,$" 7J %&" !4; "$L#%"

2&" B3R3 K"M&#(7<" II ’7$L>- ‘#< "$L%"8 ‘,%&
*@C= >7$DE 5#;$ J7$$7‘"8 ^Q C@* >7$DE 5#;$A

# 结果与分析

#"! 离子交换层析分离 %&’()和 &-(
用于表达 !6<RG 的重组中国仓鼠卵巢细胞是

由乙肝病毒 K蛋白基因转化的工程细胞株，其表达
!6<RG为胞外分泌。通过反应器培养收集后离心得
到的细胞培养上清液（;;K），主要成分为 (;!1胞外
分泌产物 !6<RG、乳酸等代谢产物、培养基中添加的
牛血清白蛋白（67F,-" K"(L> R$^L>,-，6KR）、血清
4G\、培养基色素和小分子有机添加物等。根据
6"$"‘报道［O］，!6<RG 的疏水性大于 6KR，采用配基
（丁基）密度较低的疏水介质 6L%Q$.K K"M&#(7<" :II
对 ;;K进行粗分离，6KR直接流穿而 !6<RG结合在
疏水介质上可实现初步分离 !6<RG和 6KR，实验证
明，!4; 单步层析可有效去除 ;;K 中 9)H以上的
6KR、培养基色素、小分子有机添加物、无机盐等，
!6<RG回收率达到 9*H以上（数据未给出），目的蛋

9N9闭静秀等：聚乙二醇伴随式离子交换层析分离重组乙肝病毒表面抗原



白 !"#$%纯度为 &’左右。!()收集液经过后续离
子交换层析进行纯化，目的是去除残留的 *+$ 和
",$，是整个层析工艺的关键步骤，实验分别采用
-./012345和 -.&12345 +6)3的阶梯洗脱得到两个洗
脱峰 $ 和 "（图 /），测定这两个洗脱峰收集液的
!"#$%和总蛋白含量，7 批重复实验得到的 $ 和 "
峰 !"#$%回收率和纯化倍数如表 /所示。

表 ! 采用 "#$%阶梯洗脱的 &批离子交换层析结果评估
’#(%) ! *)+,-)./ #01 23.45/ ,6 789:; 40 5<) 6.#+54,09

)%35)1 6.,= >?:? @)2<#.,9) AA +,%3=0 B45< CD!E
#01 !DC =,%FG "#$%

,89:8# +2;
!"#$%

98<2=89>4’

?2@63 A92@8:B

98<2=89>4’

CD9:E:<6@:2B

（FE23G）!

!()F#61A38 /--.- /--.- /
+2; / H96<@:2B $ 7/.I J &.& &.0K //.I

H96<@:2B " 0/.I J I./ IL.& -.0M
+2;0 H96<@:2B $ &&.K J K.I K.-& /I./

H96<@:2B " KK.- J L.M LI.K -.KK
+2;K H96<@:2B $ 7L.L J 0.& I.M0 I.K

H96<@:2B " 0-.I J &.I IN.- -.K&
+2;M H96<@:2B $ 7/.L J /-.K L.I 7.K

H96<@:2B " 07.M J 7.0 L-.M -.0I
+2;& H96<@:2B $ MI.L J &.0 M.0& //.&

H96<@:2B " M&.L J 7.- LM./ -.MI
+2;7 H96<@:2B $ &K.L J I.M M.& //.LN

H96<@:2B " K&.L J //.0 LK.I -.KI

+2@8：0I-- O K0&-15 )), P6# 6AA3:8G :B !()

!：CD9:E:<6@:2B（FE23G）:# G8E:B8G 6# @Q8 96@:2 2E @Q8 #A8<:E:< R:26<@:=:@> 2E
!"#$% 6E@89 AD9:E:<6@:2B @2 @Q6@ R8E298 AD9:E:<6@:2B; ?Q8 #A8<:E:< R:26<@:=:@> 2E
@Q8 6<@:=8 !"#$% :# G8E:B8G 6# @Q8 96@:2 2E !"#$% G8@891:B8G R> S5(,$ 6##6>
@2 @Q8 @2@63 A92@8:B#;

由于 !"#$% 和 ",$ 的等电点分别是 M.N 和
M.I［/I，/L］，采用阴离子交换层析介质 *S$SF,8AQ692#8
HH分离 !"#$%和 ",$时，在 A!值大于等电点条件
下 !"#$% 和 ",$ 全部被吸附在 *S$SF,8AQ692#8 HH
介质中，根据被吸附强度不同，通过改变洗脱盐浓度

将它们分别洗脱下来而达到分离的目的。图 /和表
/结果表明，由较低浓度的 +6)3（-./012345）洗脱得
到的 $峰组分中含有进料前 &-’ O N-’的 !"#$%
和少量杂蛋白；在较高浓度 +6)3下（/.-12345）洗脱
得到的 "峰组分是与介质结合比较紧密的组分，主
要是杂蛋白（占进料前样品总蛋白量的 L-’以上）
和少量的 !"#$%（约占进料前 !"#$% 的 0-’ O
K-’）。
离子交换层析流穿峰里没有检测到目标蛋白

（结果未给出），而 $和 "峰收集的目标蛋白 !"#$%
总和约占进料前的 IK’ O LM’，表明多聚亚基蛋白

!"#$%在离子交换吸附和解析过程中存在部分解聚
和失活。!"#$%的表面电荷和颗粒的不均一性，以
及多聚亚基在离子交换层析介质上的解聚失活是离

子交换层析纯化过程回收率偏低的主要因素。所以

我们的研究思路是利用聚乙二醇作为纯化伴侣，保

护多聚亚基蛋白的结构，同时改变 !"#$%和 ",$在
离子交换层析的保留时间以达到提高二者分离度的

目的。

EDE 聚乙二醇纯化伴侣提高 789:;在 H?$分离过
程的回收率和生物活性

在 *S$S ,8AQ692#8 HH（&<1 T /.7<1 (; *;）阴离
子交换柱中考察在原离子交换流动相（RDEE89 $：
0-112345 C"，A! N.-；RDEE89 "：RDEE89 $ U /.-12345
+6)3）中加入不同分子量（7--，7---，/----）、不同浓
度的 CSV（-’，/.-’，M.-’）对 !"#$% 回收率的影
响，结果如图 0所示。在流动相中加入不同分子量
的 CSV 对纯化效果影响差异很大，低分子量 CSV
（7--）对 !"#$%的回收率影响甚微，而在流动相中加
入高分子量 CSV（7---或 /----）能明显提高 !"#$%
的单步回收率，其中 CSV/----的效果相比 CSV7---
更为明显（由 &&’提高到 I-’左右）。当 CSV /----
的浓度由 /’提高到 M’时，回收率基本维持在 I-’
左右。与此同时，随着 CSV 浓度的增加，流动相的
粘度增加显著，为减少粘度增加对离子交换层析洗

脱效果的影响，建议采用离子交换层析的流动相中

加入 /’的 CSV/----。

图 0 CSV分子量和浓度对离子交换单步 !"#$%
回收率的影响

H:%; 0 SEE8<@ 2E CSV 1238<D369 P8:%Q@ 6BG <2B<8B@96@:2B
2B @Q8 !"#$% 98<2=89> E921 (S)

&15（<2B<8B@96@:2B：&1%415）2E G8#63@8G !() E96<@:2B P6# 326G8G 2B@2

S$SF,8AQ692#8 HH <23D1B（&.-<1 T /.7<1 (; *;，"W X /-15）6@ @Q8 E32P

96@8 2E /&-<14Q E2332P8G R> @Q8 83D@:2B P:@Q 0-112345 AQ2#AQ6@8

RDEE89 6GG8G /.-12345 +6)3 ;

在相同条件下重复 &批实验在 (S)流动相中加
入浓度为 -’、/’的 CSV/----，分别考察纯化伴侣

-&L !"#$%&% ’()*$+, (- .#(/%0"$(,(12 生物工程学报 0--&，W23.0/，+2.7



对 !"#$%回收率、纯化倍数和抗原活性的影响，结
果如图 &所示。离子交换的流动相中加入纯化伴侣
’()*++++，!"#$% 的回收率提高到 ,-.左右，高于
不加保护剂的对照（约 /+.）；同时，比较 0(1 单元
操作的纯化倍数表明，流动相加入 ’()*++++条件下
纯化倍数与无 ’()伴随下层析的纯化倍数相当（约
** 2 *&）。说明在 0(1分离过程中，高分子量 ’()在
不改变 !"#$%与杂蛋白的分离度前提下，避免多聚
亚基蛋白 !"#$%在洗脱过程的解聚和失活，提高单
步回收率。

图 & *. ’()*++++对 0(1回收率和纯化倍数的影响
34%5 & (66789 :6 *. ’()*++++ :; <!"#$% <78:=7<> ?;@
AB<4648?94:;C6:D@（’3）4; 9E7 ?F#7;87 :6 ’()（FD?8G F?<）

?;@ 4; 9E7 A<7#7;87 :6 ’()（%<7> F?<）@B<4;% 0(1

!"# 离子交换分离组分的特性和结构分析
根据文献报道［/］，1!H 细胞表达的 <!"#$% 纯

品经过 IJI和!C巯基乙醇处理后，裂解成 !"#$%特
异多肽，三条主带分子量为 K&GJ、K,GJ和 &+GJ，分
别对应于 AK&（I蛋白单体），%AK,和 %A&+蛋白（糖
蛋白）。

实验将 0(1分离过程的收集组分 $和 " 进行
IJIC’$)(电泳分析，结果如图 L所示。无论在流动
相中是否加入 ’()，$峰组分的 IJIC’$)(电泳均得
到 /条带（图 L，D?;7K 和 D?;7L），其中 - 条带分子量
K&GJ、K,GJ、&+GJ、L-GJ和 -KGJ，是 1!H细胞表达的
!"#$%多肽特异成分，依次是 I蛋白的单体和两种
糖基化形式及其二聚体，第 / 条带分子量为 /,GJ，
为牛血清白蛋白。如果流动相中不加 ’()，"峰组
分的电泳结果与 $峰基本相同（图 L，D?;7-，D?;7 L），
而流动相中添加 ’()的伴随式离子交换层析所得
到的 "峰组分中只有非糖蛋白（K&GJ）和杂蛋白白
蛋白带（/,GJ）（图 L，D?;7&）。可见在流动相中添加
的 ’()在离子交换层析过程中使 <!"#$%的糖基化
蛋白表面电荷分布发生变化，洗脱时全部保留在洗

脱的 $峰中。与此相反，没有 ’()伴随的层析过程
中，部分 !"#$%糖基化蛋白出现在高盐浓度的洗脱

峰（峰 "）中，而糖基化蛋白对提高抗原的免疫原活
性十分重要，因此，’()作为保护剂的伴随式离子交
换层析所得到的 !"#$% 具有更高的蛋白抗原免疫
原性。此外，由于 !"#$%由其单体和二聚体依靠链
间和链内二硫键和疏水键共同作用形成颗粒状，在

IJIC’$)(电泳所采用的还原条件下链间二硫键不
能完全打开，实验也表明了即使在更强烈的还原条

件下（样品处理液含 /-. !C巯基乙醇、*M&N:DOP
JQQ、L. IJI）也不能将 !"#$% 完全解离成单体形
式（数据未给出），这主要是因为 !"#$%中还含有的
脂类物质，影响了还原剂作用，因而在 IJIC’$)(中
有少量二聚体存在［K+］。

图 L 离子交换洗脱组分的 IJIC’$)(电泳图
34%5 L IJIC’$)( ?;?D>#4# :6 !"#$% 7DB94:; 4; 9E7 ?F#7;87

?;@ A<7#7;87 :6 ’() 4; 0(1 N:F4D7 AE?#7
$F:B9 -"% :6 9:9?D A<:974; R?# D:?@7@ :; 7?8E D?;75 D?;7 *：N?<G7<；

D?;7 K：6<?894:; $ 6<:N 0(1 4; 9E7 A<7#7;87 :6 ’()；D?;7 &：6<?894:;

" 6<:N 0(1 4; 9E7 A<7#7;87 :6 ’()；D?;7 L：6<?894:; $ 6<:N 0(1 4; 9E7

?F#7;87 :6 ’()；D?;7 -：6<?894:; " 6<:N 0(1 4; 9E7 ?F#7;87 :6 ’()5

为检测 !"#$% 在离子交换层析过程中的结构
变化情况，我们采用高效液相分子排阻色谱C多角度
激光散射C示差联用（!’I(1CS$PPICT0）技术对离子
交换层析纯化后组分 $中的 <!"#$%进行检测分析。
!’I(1CS$PPICT0联用技术已广泛应用于生物大分
子的分子量和分子粒径测定［*L］，其中，!’I(1 将待
检测蛋白与其它杂质蛋白分离开；激光散射的信号

强弱与蛋白质的浓度和分子量大小的乘积成正比；

而示差检测器（T0）检测样品流经流动池的折光率变
化，直接给出样品浓度信号，通过 $IQT$! 软件
（U>?99公司，VI$）分析层析前后的不同样品的光散
射强度信号和示差信号即可得到分子量、示差和激

光信号变化情况与相互关系，进而可得到分子结构

和装配等方面的信息。由 !’I(1CS$PPICT0联用分

*-W闭静秀等：聚乙二醇伴随式离子交换层析分离重组乙肝病毒表面抗原



图 ! "#$%&’()**$ 联用分析离子交换层析 )峰中 "+,)-分子量尺寸分布
./-0 ! "#$%&’()**$ 12134,/, 56 "+,)- 7389/52 6:1;9/52 6:5< =%& /2 9>7 1?,72;7（+）12@ A:7,72;7（&）

56 #%B /2 =%& <5?/37 A>1,7 ;5<A1:7@ C/9> A8:7 "+,)-（)）
DEE!* ,1<A37,（1?589 DE 9/<7, ;52;729:197@ 6:1;9/52 ) 6:5< =%& ?4 839:16/39:19/52）C7:7 351@7@ 5295

9>7 F$G B!EEE #H（IEE<<J KL!<<，= 0 M0）C/9> 1 635C 56 EL!<*N</2 /2 #+$0

析 "+,)-的图谱可知（图 !），无论流动相是否加入
#%B，组分 )中的激光散射信号相似（图 !’+、!’&粗
线），但二者所得到的 O= 信号有所不同，在无 #%B
存在时分离得到的组分 )的 O=信号峰（图 !’+中细
线）与加 #%B条件下得到的 O=信号峰（图 !’&中细
线）的主峰保留时间相比存在较大差异，前者保留时

间为 DPLQ</2，后者为 DKLR</2，更接近 "+,)- 纯品
的 O= 图谱（纯品图谱如图 !’)）。由此可见，在无
#%B存在条件下，由 =%&所得组分 )中含有更高比
例的比 "+,)-分子量更大的大分子物质，形成这种
大分子物质的原因可能是颗粒间的聚集；而在 #%B
伴随式层析条件下得到的组分 )中大分子物质所
占比例很小。可见 #%B 伴随式层析有助于维持
"+,)-的颗粒和分子量大小。

! 讨论
聚乙二醇（#%B）是一类线性或带支链的聚合大

分子，分子量可从几百到几万；分子量大于 REEM以
上的 #%B 具有低毒、低免疫原性和低抗原性，被
.M)批准可应用于医药、食品、保健品、化妆品等多
个领域，如蛋白质、核酸、多肽、小分子药物和酯等修

饰，在保持修饰物生物活性的条件下可延长其半寿

期，降低免疫原性和抗原性。

本文首次将 #%B 作为纯化伴侣应用于离子交
换层析纯化 :"+,)-过程，研究证明了在流动相中加
入 DS#%BDEEEE能将 :"+,)-的回收率从 !!S提高
到 QES，并维持相近的纯化倍数，同时 #%B 对
:"+,)- 的糖基化蛋白起保护作用，分离组分中
:"+,)-的颗粒装配结构更接近纯品 :"+,)-；并且，
后续的超滤和凝胶过滤步骤可有效地去除终产品中

#%B，#%B残留量符合中国药典要求（数据未给出）。
文献报道 :"+,)-是由 DEE 个聚体以上组成的多聚

亚基蛋白，其分子量达 PEEETM以上，是直径大约为
PP2<的 M127颗粒［I］，离子交换层析过程的吸附、解
吸过程复杂，:"+,)-在离子交换介质表面存在多步
骤吸附’解吸过程，容易造成 :"+,)- 颗粒的亚基解
聚和目的蛋白抗原失活。综合上述电泳和 "#$%&’
()**$’O=实验结果可知，#%B伴随式层析可得到更
多糖基化 "+,)-，并在层析过程中减少 "+,)-聚集
体的形成，因而有助于形成装配更加接近 "+,)-纯
品的分子结构，#%B对 :"+,)-的保护作用可能是通
过 #%B与 "+,)- 分子间疏水相互作用改变 "+,)-
所处环境的熵值，进而维护目的抗原的颗粒完整性。

另外，从理论上推测，在水溶液中 #%B由于键合水
而表现为大的空间立体排阻效应，改变了流动相的

微环境，排斥 :"+,)-蛋白质的自身黏附和与杂蛋白
的结合，提高了 =%&分离过程中 :"+,)-与 +$)的分
离度，从而提高分离效果。另外，由于 #%B 良好的
链段柔顺性，#%B的加入不会破坏 :"+,)-的生物活
性。
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答 读 者 问

CR 0 我想尽早得到审稿结果，或者提前发表，有没有好的办法能使审稿老师快点。比如我们增加审稿费
等方法？

答：我们已经告知了我刊处理稿件的程序和大致时间进度。在作者向我刊投稿之前，应详细了解我刊的规定。审稿人评

审一篇文章，并给出谨慎的评审意见是需要一定时间的。所以，作者在投稿之前应该留出足够多的时间给编辑部，以便于编

辑部进行评审，我们的承诺是在 H个月之内给予答复，J ‘ E个月之内刊出。如要求提前发表，请在投稿的同时提出书面报告，
说明该研究成果的重要性、创新性、竞争性和提前发表的必要性，经过我刊编委会讨论并通过后，可予提前刊出，无需另加费

用。

CH 0 我想问一下作者及单位署名顺序的修改问题。投稿后经过专家审查通过后，即将发表，如果想增加
新的作者并且修改作者及单位署名的顺序是否可以？是否需要提供什么证明或者相关的材料？

答：如变更单位署名顺序，需要原第一署名单位的证明信，证明内容：原署名顺序 I现署名顺序 I盖章。如变更作者署名
顺序，需要所有作者同意的签字证明。证明内容：原作者姓名及顺序，修改之后的作者姓名及顺序，并且在证明信的下方，需

要有全部原作者和新作者的亲笔签字。将此证明信邮寄回编辑部，新的作者顺序即可生效。

CG 0 我漏订了今年的《生物工程学报》，如何补订？费用多少？
答：如您错过了邮局订刊的时间，可以直接汇款到本刊编辑部补订，费用为每本 HE元，全年 RRE元，本刊作者 E折优惠，免

收邮费。汇款单上请务必写明您的地址、邮编，我们会按期寄上期刊。
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