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摘 要 以粒径均一的国产高交联度快速流琼脂糖为基质，采用活化、交联等步骤合成了针对分离纯化 JGXHGS?:D 的 $J 间

臂的丁基琼脂糖疏水介质，通过控制丁基配基密度提高分离 GS?:D 的纯化倍数和回收率，获得了纯化倍数约 !"、GS?:D 回收

率约 L"[的介质。评估了合成介质的理化性质，流速为 9""-7\. 时柱压力小于 "]"#*I+，表明介质具有较高的机械强度和良

好的流动性能，介质经过酸、碱、变性剂等处理后化学性质稳定。将介质合成工艺进一步放大到 !Y 介质\批，应用到 GS?:D 分

离纯化的三步层析整和工艺中，结果表明，批量合成的疏水介质，GS?:D 回收率与进口介质相当，GS?:D 终产品纯度在 =9[以

上，符合国家药典要求。最后考察了介质合成批次间的配基密度的可控性和单批次合成介质的重复使用性，结果表明，合成

工艺和介质的重复性能满足产业化要求，这种成本低的介质有望替代目前工业生产广泛使用的进口疏水介质。
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我国乙型肝炎病毒的感染者占全国总人口的

LM>，参照世界卫生组织（N89）扩大免疫接种计

划，作为乙肝疫苗的乙肝病毒表面抗原（8"/&’0’0* :
?6,2&(" ;-’0!"-，8:*;!）是我国需求量最大的重组蛋

白，因而提高其产量具有重要经济学和社会学意义。

目前重组 8:*;! 的表达系统主要有酵母细胞和中

国仓鼠卵巢细胞（789）。中国仓鼠卵巢细胞表达的

乙肝表面抗原具有糖基化的多聚亚基蛋白，免疫原

性 强，其 分 离 纯 化 工 艺 主 要 由 疏 水 作 用 层 析

（851,+/)+%0( K-’",&(’0+- 7),+4&’+!,&/)5，8K7）、离 子

交换层析（ K+-3CJ()&-!" 7),+4&’+!,&/)5，KC7）、凝胶

过滤层析（B"# 20#’,&’0+- 7),+4&’+!,&/)5，BF）等过程整

合而成［L3O］。

8K7 虽用作初步纯化步骤，但可除去 <=>以上

的杂蛋白、<<>以上的糖类、脂类，<<>以上的 @P;
以及大量色素等杂质，成为整个纯化工艺中单步纯

化效率最高的步骤。目前用于 78938:*;! 生产的

疏 水 层 析 介 质 :6’5#3?3?"/)&,+*" FF 均 为 BC
8"&#’)(&,"公司产品，纯化效果好［Q］，但价格极其昂

贵，同时由于合成工艺对介质配基密度的控制不稳

定，导致不同批次介质的纯化效果有较大差别。所

以，合成价低质优的 8K7 介质用于替代进口产品可

以大幅度降低生产成本，解决对进口介质的长期依

赖问题。王妍等人［R］曾开发合成了间臂为 O7 的国

产疏 水 介 质（不 同 于 间 臂 为 LM7 的 进 口 疏 水 介

质［S，=］），应用效果良好，但该种介质选用进口高交联

度快速流琼脂糖为基质，成本较高，相关文献中也并

未提及具体的合成与控制配基密度的方法，制备量

仅限于实验室规模，且未对介质的性质进行系统

考察。

本文在纯化 78938:*;! 的过程中，研制开发了

以国产高交联度快速流琼脂糖为基质、丁基为疏水

配基、O7 间臂的适合于 78938:*;! 分离纯化的 8K7
介质。该介质的理化性能稳定，合成工艺易放大，适

合用于 8:*;! 的工业生产，有望替代目前工业生产

广泛使用的进口疏水介质。

) 材料和方法

)*) 材料

)*)*) 细胞培养上清收集：Q T LM= ("##*$4D 重 组

789 细 胞 在 转 瓶 中 贴 壁 培 养，培 养 基 为 @UCU
（K-I0’,+!"-）中添加 =>（ ! $!）的胎牛血清（F"’&# 7&#2
?",64），当细胞长满瓶壁后开始收集细胞培养上清

（("## (6#’6," *6/",-&’&-’，77?），每隔 Q1 收集，同时在

转瓶中加入同体积的培养基继续培养。待 8:*;!
表达量不低于 Q=R（VA8; 法活性）后，收集细胞培养

液，WMMM,$40- 下离心除去细胞和部分杂质，收集细

胞培养上清液（7"## 76#’6," ?6/",-&’&-’，77?），加入

硫柳汞至其终浓度为 MXM=>（ ! $!），SY下保存备

用。

)*)*+ 疏水层析介质：国产 :6’5#3? Z[H（间臂为

O7），由中国科学院过程工程研究所生化工程技术

中心合成；进口 :6’5#3?3?"/)&,+*"（间臂为 LM7）购自

BC 8"&#’)(&," 公司（美国）。

)*)*, 试剂：牛血清白蛋白（:+I0-" ?",64 ;#%640-，

:?;）购自 V+()" 公司（德国）；作为标准品的纯度大

于 <W>的 78938:*;! 由华北制药集团提供；8:*;!
活性测定的立可读试剂盒由上海科华实业提供。所

用化学试剂均为国产分析纯试剂，所用纯水由 Z3
/#6* 超纯水机制备（U0##0/+,"，\?;）。

)*)*- 缓冲液：缓冲液 ;：QM44+#$D A: 缓冲液加入

W>（P8S ）?9S（" $!），/8]XM。缓冲液 :：QM44+#$D
A: 缓冲液，/8]XM。缓冲液 7：OM>异丙醇3水溶液。

)*)*. 仪 器：蠕 动 泵：ACVK ?H;DHK7 A\UA A3L，

A)&,4&(0&，瑞 典；超 滤 泵：N;H?9P3U;VD9N =ML\
（英 国 ）；紫 外 检 测 仪：?0-!#" A&’) U+-0’+, \^3L，

A)&,4&(0&，瑞 典；记 录 仪：7+#"3A&,4",，美 国；_‘H;
CJ/#+,", LMM 和 :0+3A0#+’ 层析系统购自 BC 8"&#’)(&,"

（美 国 ）；超 滤 膜：\FA3=MM3C3OU; =MMMMMPUN7，

?",0&# a <<RQSM]MWOR，:&’() a O3W]R，膜 表 面 积

LLM(4Q，购自 BC 8"&#’)(&," 公司（美国）；:0+3V&1 酶

标仪 ==M 和电泳仪 U0-03AV9HCKP!!购自 :0+3V&1
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公司（美国）；!" 孔酶标板由 #$%&’(% 公司提供；层析

柱均购自上海锦华层析设备厂；#)*# +,-./0 显微

镜；12.#340567 显 微 镜 成 像 装 置，购 自 日 本

3(8(&$89: 公司。

!"# 方法

!"#"! ;<’=>., ?-@ 介质的合成：按照 A(9&&$8 的合

成路线［B］，以交联后的琼脂糖白球为基质，经活化、

交联、收获三个步骤，合成 0# 间臂的丁基琼脂糖疏

水介质 ;<’=>., ?-@。

!"#"# /*# 层析介质理化性质评价：

（C）/*# 层析介质形貌及粒径：形貌使用显微镜

成像分析，方法为将显微镜连接成像分析仪，取少量

湿胶置于载玻片上，调整显微镜放大倍数至 C"5，取

像。使用粒度分布仪测量粒径分布。

（4）化学和物理稳定性：DE下将介质置于 F()/
（CG$>6H）、/#>（CG$>6H）、乙醇（45I）、异丙醇（05I）、

磷酸盐缓冲液 C（BJKILM , N/BJ5）、磷酸盐缓冲液 4
（N/BJ5）、盐酸胍（"G$>6H）、尿素（OG$>6H）的溶液中，

室温浸泡 K5P 后测定疏水配基密度变化来评估介质

的化学稳定性。

另外，通过测定介质的压力.流速曲线考察其物

理稳定性，方法为将介质装柱（C4DGG Q C5GG *M R），

改变柱压（5 S 5J5"A3(），记录流动相（纯水）的流速。

（0）疏水介质配基密度测定：采用电感耦合等离

子体光谱法（*#3 法）测定介质配基密度［B］。

!"#"$ 合成介质的动态层析方法评估：用 5JKG$>6H
F()/ 将合成的介质清洗 K 个柱床体积（TUP V$><GU，
;2）后装柱（K5GG Q C"GG *M RM，;2 W C5 GH）连接到

XY@L Z[N>$%U% C55 层析系统，用 C5 个柱床体积的缓

冲 液 L 平 衡 层 析 柱。 "5GH 的 ##, 中 加 入

（F/D ）4 ,)D 粉末至终浓度为 OI（! 6"），用 CG$>6H
F()/ 溶液调 N/ 至 BJ5，5JDK!G 微滤膜过滤后进

料。用 ;<\\U% L 洗 脱 杂 质 至 基 线，收 集 流 穿 峰

]%(:’9$8 L；用 ;<\\U% ; 洗脱至基线，收集洗脱的目的

蛋白峰 ]%(:’9$8 ;，最后用 ;<\\U% # 洗脱与介质结合

最强 的 杂 蛋 白 洗 脱 峰 ]%(:’9$8 #，流 速 均 为 4J5
GH6G98。紫外检测波长 4O58G。

!"#"% /;&L^ 的纯化工艺：

（C）疏水层析：利用动态层析方法筛选最佳分离

效果的疏水介质，装柱（K5GG Q BKGG *M RM，;2 W
CK5GH），连接到 ;9$.39>$’ 层析系统，进料量为 ##,
C555GH，层析方法如方法 CJ4J0 所述，最后用 ;<\\U%
# 和纯水对柱子再生，流速保持为 C4GH6G98。紫外

检测波长 4O58G。收集的 ]%(:’9$8 ; 经过超滤膜脱

盐后进行离子交换层析。

（4）超滤：将膜设备连接至 1L@,)F.AL_H)1
K5C‘ 泵，取适量疏水层析 ]%(:’9$8 ; 进料，操作流速

为 C55:G6&，压力为 "OJ!a3(。
（0）离子交换层析：将 RZLZ.,UNb(%$&U ]] 离子

交换介质层析柱（K5GG Q K5GG *M RM，;2 W C55GH）

连接到 ;9$.39>$’ 层析系统，用 45GG$>6H 3;（N/BJ5）

平衡 C5;2，取适量疏水样品上柱，收集穿透峰，用

45GG$>6H 3; c 5JC4G$>6H F(#>（N/BJ5）洗脱，收集对

应的 洗 脱 峰，用 45GG$>6H 3; c CJ5 G$>6H F(#>
（N/BJ5）和去离子水先后洗柱再生，流速 C4GH6G98。

紫外检测波长 4O58G。洗脱峰经过超滤膜浓缩至蛋

白浓度为 5J54G^6GH 后进行凝胶过滤。

（D）凝胶过滤层析：将 ,UNb(%$&U D ]] 柱（O55GG
Q 4"GG *M RM）连接于 XY@L Z[N>$%U% C55 系统，用

K5GG$>6H 3; c 5JCKG$>6H F(#> 的缓冲液（N/BJ5）平

衡层析柱 0;2，以相对于介质体积 4I S KI的进料

量进料，用 K5GG$>6H 3; c 5JCKG$>6H F(#> 的缓冲液

（N/BJ5）连续洗脱，收集紫外吸收峰对应的洗脱峰，

用 4;2 K5GG$>6H 3; c 5JCKG$>6H F(#> 的缓冲液和

0;2 去离子水洗柱再生，流速 5JOGH6G98。紫外检测

波长 4O58G。

!"#"& /;&L^ 活性检测：/;&L^ 活性通过 /;&L^ 立

可读检测试剂盒进行检测，按照试剂盒规定的操作

步骤进行，根据纯品 /;&L^ 的标准曲线求得待测样

品中的 /;&L^ 含量。

!"#"’ 蛋 白 质 浓 度 检 测：总 蛋 白 浓 度 参 照 改 良

;%(P\$%P 法测定［O］，根据标准品 ;,L 的标准曲线求

得样品中的总蛋白质含量。

!"#"( ,R,.3L7Z：按照 H(UGG>9［!］方法进行还原型

,R,.3L7Z，分离胶浓度为 C0JKI，采用银染法显色。

!"#") 评价指标：主要考察纯化前后 /;&L^ 的活性

回收率、总蛋白残留率和各步骤纯化倍数。其中，活

性回收率为纯化后与纯化前 /;&L^ 总活性之比；蛋

白回收率为纯化后总蛋白占纯化前总蛋白量的百分

比；比活性为样品总活性与总蛋白量之比；纯化倍数

为纯化后样品的活性回收率与蛋白回收率之比。

# 结果

#"! 国产 *+,-./0 123 疏水介质的合成

按照 A(9&&$8 的合成路线［B］，合成 0# 间臂的丁

基琼脂糖疏水介质 ;<’=>., ?-@，合成线路图如图 C
所示。
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图 ! 疏水层析介质合成示意图

"#$% ! &’()*+,#’ #--./,0+,#12 13 /42,()/#5) *),(16 13 7.,4-8& 9:;

!"! 国产 #$%&’() *+, 疏水介质配基密度的筛选

通过调整丁硫醇用量调节配基密度，用电感耦

合等离子体光谱法（<=>）［?］测定。合成了间臂为 @=
的 A 种不同配基密度的疏水介质，分别记为 !、B、@、

A 号。

将该 A 个层析介质分别装柱，按照 !CBC@ 进行

疏水层析纯化 =DE 细胞培养收集的上清液中的

D7/F$，收集疏水层析过程的流穿峰（"0+’,#12 F）、

7.33)0 7 洗脱峰（"0+’,#12 7）和异丙醇洗脱峰组分

（"0+’,#12 =），典型的层析图谱如图 B 所示。对所收

集组分分别进行分析（表 !）。

图 B 国产疏水介质层析谱图

"#$% B >013#-) 13 D<= G#,( 7.,4-8& 9:;

表 - 不同丁硫醇加入量对疏水层析介质

分离效果的影响

,./’0 - 1234.56728 29 :6990508% ;<1 =0’ 28
704.5.%628 29 11)

7.,+2)8
,(#1-

H（!*1-H$）

"0+’,#12 F "0+’,#12 7 "0+’,#12 =

D7/F$
HI

;1,+-
>01,)#2
HI

D7/F$
HI

;1,+-
>01,)#2
HI

D7/F$
HI

;1,+-
>01,)#2
HI

>.0#38
#’+,#12

（31-6）+

BJ !JBCK !JLCB @ JC@ JCBK JCB !J
@L BMC@ MNCK LMCA BC? !CA JC@A BB
AJ KC@ MMCK MJ ACA @CA JCL !MCB
AL KCL NJ ?JCK AC@ BC? JCA !KCL

O1,)：KJ*P ==& G+/ +QQ-#)6 #2 D<=%
+：Q.0#3#’+,#12（31-6）G+/ 6)3#2)6 +/ ,() 0+,#1 13 /Q)’#3#’ R#1+’,#S#,4 13

D7/F$ +3,)0 +26 R)310) Q.0#3#’+,#12% ;() /Q)’#3#’ R#1+’,#S#,4 13 D7/F$ #/
6)3#2)6 +/ ,() 0+,#1 13 D7/F$ R+/#2$ 12 TP<&F +//+4 +26 ,1,+- Q01,)#2 R+/#2$
12 70+63106 +//+4%

实验结果表明，随着加入的丁硫醇量增加（BJ U
AL!*1-H$），连接在白球表面的配基密度增加，介质

对 D7/F$ 的吸附能力逐渐增加，表现为 "0+’,#12 F 中

的 D7/F$ 漏泄越来越少，"0+’,#12 7 中的 D7/F$ 收率

则先升后降，"0+’,#12 = 中的 D7/F$ 越来越多，此外，

当配 基 密 度 增 大 到 一 定 程 度 后（加 入 的 硫 醇 为

AL!*1-H$），吸附在介质表面的目的蛋白 D7/F$ 难以

被洗脱下来，三个峰中总活性收率小于 !JJI。由

结果可知，丁硫醇加入量为 AJ!*1-H$ 湿胶时的分离

效果最好，D7/F$ 回收率约 MJI，纯化倍数约 BJ。

!"> 介质理化性能评价

7.,4-8& 9:; 是以高度交联的琼脂糖微球为基

质，通过硫原子与疏水配基即丁基相连得到的疏水

介质。它具有亲水性好、强度高、多孔等特点，适用

于多种生物大分子的分离纯化。

!">"- 介质形貌及粒径：由显微镜照片可知（图 @），

介质呈规整球形。经粒径仪测定，介质粒径介于 AL
U !KL!* 之间，平均粒径为 !JJ!*，且分布较均匀。

图 @ 7.,4-8& 9:; 的光学显微镜照片

"#$% @ V#’01/’1Q) Q(1,1 13 7.,4-8& 9:;

!">"! 介质的化学和物理稳定性：将 7.,4-8& 9:;
置于 O+ED（!*1-HP）、D=-（!*1-HP）、乙醇（BJI）、异丙

!MB王阳木等：一种新型的琼脂糖疏水层析介质开发及其在重组乙肝表面抗原（=DE8D7/F$）分离纯化中的应用



醇（!"#）、磷酸盐缓冲液 $（%&’#() * +,%&"）、磷酸

盐缓冲液 -（+,%&"）、盐酸胍（./0123）、尿素（4/0123）

等溶液中室温浸泡 ’"5，比较其处理前后疏水配基

密度变化，考察其化学稳定性，结果表明（表 -），该

介质在室温时置于上述各种处理液中 ’"5，用 678 法

测定处理前后介质的疏水配基密度，结果表明没有

明显减少，说明其具有很好的化学稳定性。通常介

质的清洗和再生是在碱液中进行，9:;<1=* >?@ 在

$/0123 ABC, 溶液中的稳定性为其进行清洗和再生

提供了保证。

表 ! "#$%&’( )*+ 的化学稳定性

+,-&. ! /0.123 4$,-2&2$% 56 "#$%&’( )*+

*01:;D0E
$/0123

ABC,

$/0123

,71

-"#

F;GBE01

!"#

6H0+I0+BE01

89*
（%&’#()* +,%&"）

89
（+,%&"）

./0123

J:BED5DEK=,71

4/0123

LIKB
1DMBE5 5KEHD;< ! N "5 $"&O’ $"&O’ $"&O’ $"&O’ $"&O’ $"&O’ $"&O’ $"&O’
2（!/012M） ! N ’"5 $"&-- $"&$4 $"&-O P&4- $"&!. $"&!$ $"&!- $"&"%

快速流琼脂糖的层析单元操作中，工作流速一

般为 ’" Q $’"R/2G，但当清洗和再生介质时，为提高

效率需要更高的流速（常为 !"" Q %""R/2G）。图 O 是

9:;<1=* >?@ 的 柱 压 力=流 速 曲 线（压 力 范 围 " Q
"&".S8B），曲线表明，合成的介质在柱直径为 $"//、

柱高 $-O// 的情况下，流速达到 ’""R/2G 时，柱压小

于 "&".S8B，表明介质具有较高的机械强度和良好

的流动性能。

图 O 9:;<1=* >?@ 的压力=流速曲线

TDM) O 8IKHH:IK=U10V IB;K R:IWK 0U 9:;<1=* >?@

!78 放大批量合成介质的应用和对比

!7879 纯化工艺比较：在上述实验筛选出合适的可

用于 7,C=,9H(M 分离纯化的 ,67 介质的基础上，控

制配基密度，放大介质合成规模（-32批），按照疏水

层析（,67）X 离子交换层析（6F7）X 超滤（LT）X 凝

胶过滤层析（JT7）的整合工艺实验流程纯化 7,C=
,9H(M，国产介质 9:;<1=* >?@ 为实验组（工艺 (），以

进口介质 9:;<1=*=*K+GBI0HK . TT 作为对照组（工艺

9）。测定活性回收率和蛋白回收率，计算纯化倍

数，结果表明，放大合成的 ,67 介质应用到 7,C=
,9H(M 整 合 工 艺 中 纯 化 ,9H(M，疏 水 层 析 的 单 步

,9H(M 回收率为 4"#，工艺整合的最终 ,9H(M 回收

率达到 -4#，纯化倍数为 -O""，均与进口介质工艺

相当，结果见表 !。

表 : 两种纯化工艺纯化 ;"4<= 结果对比

+,-&. : /51>,?245@ 56 ;"4<= >#?2623,$25@
-% $A5 B266.?.@$ >?53.44

8I0RKHH ,9H(M2# @0;B1 +I0;KDE2# 8:IDUDRB;D0E（U015）

( -4 "&"$$. -O""
9 -.&’ "&""4P -P%4

!787! 纯度分析：

（$）*Y*=8(JF 分析：采用 *Y*=8(JF 分析 77*、

国产介质 ,67 后收集的活性峰和纯化的 ,9H(M、进

口介质 ,67 后收集的活性峰和纯化的 ,9H(M、标品

,9H(M，结果见图 ’。

图 ’ *Y*=8(JF 电泳分析

TDM) ’ *Y*=8(JF BEB1<HDH
$：/BIZKI；-：77*；!：UIBR;D0E 9 UI0/ ,67 VD;G 9:;<1=* >?@；O：

+:IDUDK5 ,9H(M [< +I0RKHH (；’：UIBR;D0E 9 UI0/ ,67 VD;G 9:;<1=*

*K+GBI0HK；.：+:IDUDK5 ,9H(M [< +I0RKHH 9；%：H;BE5BI5 ,9H(M)

据文献报道［O］，77* 中主要杂蛋白是分子量为

.% ZY 的 9*(，,9H(M 约占 77* 中总蛋白的 $2$"""，

其单体分子量为 -!ZY。从电泳图中可以看出，77*
中主要蛋白带集中在 .%ZY，因为 ,9H(M 含量与 9*(
相比极少，电泳上观察不到，与文献报道一致。经过

,67 纯化后，绝大部分 9*( 已被除去，剩余为一些大
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分子物质（如核酸、!"# 聚集体等）和小分子（如色素

等）。

根据文献报道［$］，%&’ 细胞表达的 (&)*+" 纯

品经过 ,-, 和!.巯基乙醇处理后，裂解成 &)*+" 特

异多肽，三条主带分子量为 /0 1-、/2 1- 和 03 1-，

分别对应于 4/0（, 蛋白单体），"4/2 和 "403 蛋白

（糖蛋白），其余条带分别为前三者的二聚体。虽然

与进口 &!% 介质相比，国产介质纯化的样品杂质较

多，在二者活性回收率相当的情况下，后者的分离性

能与前者还存在一定差距，但是经过整体工艺纯化

后的样品与纯品 &)*+" 相比，条带一致，并无其他

杂蛋白，达到纯度要求。

（/）&56%.,7% 分析：采用 &56%.,7% 分析 %%,、

&!%、纯化后的终产品、标品 &)*+"，结果见图 8。

图 8 &56%.,7% 分析

9:"; 8 &56%.,7% <**<= 4(>?:@A
+：%%,；)：&!%；%：4B(:?:AC &)*+"；-：*D<EC<(C &)*+";

从图中可以看出，纯品 &)*+" 和 ),+ 单体的保

留时间分别为 $FGHI:E 和 $2G8I:E。%%, 中除少量

大分子物质外，主要蛋白是 ),+ 单体和一些小分子

物质。经过 &!% 纯化后，大部分 ),+ 单体和小分子

物质被除去。#9% 纯化后得到的终产品谱图与纯品

&)*+" 基本相同，与电泳分析结果一致。纯度分析

达 JKL以上，符合中国药典要求［$3］。

!"# 介质分离稳定性与合成工艺重复性评价

介质分离性能的稳定和合成工艺的重现性，对

于介质应用于工业生产是至关重要的。单批次介质

良好的重复使用性直接影响生产成本的高低，而相

同工艺不同批次间介质性能的良好重复性给工业生

产条件的稳定和终产品的质量提供了必要的保证。

所以，本文对国产介质的重复使用性能与合成工艺

的重现性进行了考察，结果表明（图 2、图 H），国产疏

水介质 )BD=@., MNO 具有良好的合成工艺重现性和

稳定的重复使用性。

!"#"$ 合成工艺重现性评价：按照 /G/ 中的方法对

相同条件下，合成出三批次的介质并进行疏水层析

分离 &)*+"，分别测定 &)*+" 活性回收率和蛋白回

收率，计算纯化倍数。结果表明（图 2），0 次纯化操

作，活性回收率在 H3L左右，纯化倍数约为 /3，均无

明显变化，合成工艺批次间重现性好。

图 2 合成工艺重现性考察

9:"; 2 7P<@B<D:>E >? &!% 4B(:?:Q<D:>E A??:Q:AEQ= ?(>I
R<DQS D> R<DQS R= DSA *<IA *=EDSA*:* (>BDA

!"#"! 单批次合成介质的重复使用性能评价：按照

/G/ 中的方法对合成出的同一批介质进行疏水层析

分离 &)*+"，重复 0 次，分别测定 &)*+" 活性回收率

0H/王阳木等：一种新型的琼脂糖疏水层析介质开发及其在重组乙肝表面抗原（%&’.&)*+"）分离纯化中的应用



和蛋白回收率，计算纯化倍数。结果表明（图 !），"
次纯化操作，活性回收率在 !#$左右，纯化倍数约

为 %#，单批次介质分离性能稳定。

图 ! 国产介质重复使用性能评价

&’() ! *+,-.,/’01 02 345306.7’8’-’/9 02 :;< ,8=03841/
89 />4 =,?4 =91/>4=’@46 8,/7>

! 讨论

与用于分离一般重组蛋白质的疏水介质不同，

由于 :A=B( 的疏水性较大，采用疏水性较弱的疏水

介质有利于将 3:A=B( 与其他杂质分离开［C］。而且

3:A=B( 是由 D## 个聚体以上组成的多聚亚基蛋白，

其分子量达 %###EF 以上［C］，亚基之间主要靠非共价

键相互作用，在分离纯化过程中，5:、温度、液体剪

切力、缓冲盐种类和浓度的变化、都会导致生物学活

性丧失，尤其是 3:A=B( 在介质表面存在多步骤吸附

G解 吸 过 程，如 果 使 用 疏 水 性 较 大 的 介 质 分 离

3:A=B(，在介质表面很容易造成对 3:A=B( 颗粒的多

位点吸附，这样在洗脱过程中，容易破坏 3:A=B( 颗

粒间二硫键，导致亚基解聚和目的蛋白抗原失活。

因此，选择合适的层析介质，避免亚基解聚，对于得

到较高 :A=B( 纯化倍数和活性回收率具有决定性

作用。所以对于 3:A=B( 而言，介质的疏水性强弱对

最终分离效果起着关键性作用。当层析介质具有低

疏水性时，疫苗无法结合到层析介质上；随介质表面

疏水性增大，疫苗被吸附于介质上，但当介质疏水性

增加到一定程度后，介质与疫苗之间结合过强，难以

甚至无法洗脱下来，导致部分甚至全部疫苗失去生

物活性。

影响 :;< 介质疏水性大小的因素主要有配基

种类、配基密度和间臂长度。本文采用 H,’==01 的合

成路线［!］，以国产高交联度快速流琼脂糖为基质，稳

定合成出了间臂为 "< 的丁基琼脂糖疏水介质，通

过改变丁硫醇加入量控制配基密度、优化介质的合

成与层析操作条件，最终筛选出一种适合于 3:A=B(
分离纯化的介质，应用国产疏水介质对 <<I 进行粗

分离，活性回收率与进口介质相当，约为 !#$左右。

经过后续工艺纯化后的终产品纯度在 JK$以上，符

合国家药典要求，且单批次介质重复使用性与不同

批次 间 的 重 现 性 较 好，而 价 格 仅 约 为 进 口 介 质

的 DLC。

目前国内已有同类介质合成的研究［M］，但是未

见其对介质物理性能、化学稳定与合成是否能放大

进行考察。本文在自制疏水介质合成与应用的基础

上，进一步对介质的理化性能、合成工艺的放大性与

重复使用性进行了系统的考察，证明自制介质理化

性能稳定，合成工艺可稳定放大至 %N 介质L批，重复

使用性与不同批次间的重现性较好，价格低廉，可满

足 :A=B( 工 业 生 产 所 需 较 高 纯 度 和 较 低 成 本 的

要求。
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