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金属螯合亲和层析介质用于六聚组氨酸融合蛋白的纯化研究
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摘 要 以 ,-.@=2(A- IQL9V 为载体，环氧氯丙烷为活化剂，羧甲基天冬氨酸（IWL:A.）为螯合配基制备载有 I(! J 的金属螯合亲

和层析介质 I(LIWL:A.L,-.@=2(A-，并将其用于六聚组氨酸融合蛋白的纯化研究。对纯化 !$$!Q 细胞裂解液中靶蛋白所需 I(L
IWL:A.L,-.@=2(A- 介质用量，I(LIWL:A.L,-.@=2(A- 与细胞裂解液的孵育时间，介质清洗条件及靶蛋白洗脱时所需咪唑浓度等进

行了优化。比较了 I(LIWL:A.L,-.@=2(A- 与 +5L+?:L:D=2(A-（X5=D-E 公司）两种螯合介质对融合蛋白的纯化效果，开展了从 #0Q
细胞裂解液中放大规模纯化融合蛋白的研究，并通过 V2=7F(27 法测定了 I(LIWL:A.L,-.@=2(A- 对 I8P##8P 蛋白的纯化量。结果

表明：对 !$$!Q 细胞裂解液纯化体系，I(LIWL:A.L,-.@=2(A-（#$Y悬浮液）的优选体积为 9$!Q，最佳孵育时间为 "$05E，洗脱液最

佳咪唑浓度为 !$$00()ZQ，纯化得到融合蛋白的量约为 !$$!D。介质用量放大为 P[#0Q（#$Y悬浮液）对 I8P##8P 蛋白的纯化量

可达 M[90D。与商品化 +5L+?:L:D=2(A- 相比，本介质具有选择性好，清洗条件简单，得到的靶蛋白纯度高等优点。
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?@AB 年，C/.)%, 首次提出固定化金属螯合亲和

层析（D9:6），并发展为一种有效的生化分离技术［?］。

该方法利用固定在基质上的过渡态金属离子和蛋白

质表面的组氨酸、半胱氨酸、色氨酸等残基的配位作

用来实现对金属离子有亲和力的蛋白质分离［7］。其

中，组氨酸是与金属离子作用较强的氨基酸，含有多

个组氨酸的蛋白质可在 D9:6 中有效保留，故多聚

组氨酸已成为最常用的蛋白质纯化标签［E］。在制备

亲和介质时，常用的金属离子有 617 8 、F*7 8 、G&7 8 、

6/7 8 等，常用的螯合配基有亚氨基二乙酸（DH:）、三

羧甲基乙二胺（IJH）、次氨基三乙酸（GI:）等［K L <］。

用上述螯合配基制备的亲和介质用于融合蛋白的纯

化，有时会出现金属离子脱落、选择性低、蛋白结合

能力弱等缺点。为提高纯化效果，国外研究者提出

以羧甲基化的天冬氨酸（69:MC）、羧甲基化的二氨

基苯磺酰苯胺（69H:M:）等新型螯合配基来制备

D9:6 介质，得到的介质对蛋白结合能力强、选择性

高、金属离子不易脱落［A L @］。目前，国内多用 DH:、

GI: 等螯合配基合成 D9:6 介质并将其用于多聚组

氨酸融合蛋白的纯化［?N L ?B］，而用羧甲基化的天冬氨

酸作为螯合配基制备 D9:6 介质及应用研究未见报

道。本实验就 6/>69>:!->M"-,)./!" 的制备，特别是

该介质在多聚组氨酸融合蛋白的纯化方面进行了较

为系统的研究。

) 材料和方法

)*) 材料、试剂与仪器

工程菌 OP7?（HJE）>-JI>6H?BBH?（表达人脊髓

灰质炎病毒受体 6H?BBH?）第四军医大学免疫学教

研室惠赠，OP7?（HJE）>-JI>0-K?（表达艾滋病毒跨膜

蛋白 0-K?）本实验室构建。低分子量蛋白标准品（?K
Q @ARH）为中科院上海生化所产品，M"-,)./!" 6P><O
为 C,).5)$&) 公司产品，天冬氨酸为 :5."!$/ 公司产

品，DCIS 为北京鼎国产品，O.)+;/.+ T")0"*% 为 M&05)>
:#+.&$, 公 司 产 品。 环 氧 氯 丙 烷、溴 乙 酸

（O.6U76VVU），6/6#E·<U7V，三 羟 甲 基 氨 基 甲 烷

（I.&!），G)U7CVK·7U7V，W.")，咪 唑，G)VU，G)OUK，

G)6VE，W.")、咪唑等均为国产分析纯试剂。G&>GI:>
:0)./!" 分离介质为 X&)0"* 产品。

YKBE型紫外分光光度计（:0&#"*%）、BK?BH 型离

心机（J--"*+/.;）、HZ6F>7KH 型双垂直电泳槽（北京

六一仪器厂）、FH>YB: 型恒温振荡器（常州国华电器

有 限 公 司 ）、核 酸 蛋 白 分 析 仪（ J--"*+/.;
O&/C,/%/5"%".）、凝胶成像系统（W[C）。

)*+ 实验方法

)*+*) 6/>69>:!->M"-,)./!" 的制备：参照文献［@］制

备 6/>69>:!->M"-,)./!" 介质，具体方法：取一定量

M"-,)./!" 6P><O 琼脂糖，分别加入 7\B5P 环氧氯丙

烷，N\A0 的 G)VU，N\N<0 的 G)OUK 和 Y5P 水，室温搅

拌活化 ?N,。滤出活化的琼脂糖，用 ?N]的 G)76VE

溶液清洗一次，滤干。然后在活化的琼脂糖中分别

加入 N\EEB0 的 G)VU，N\A?Y0 的天冬氨酸，@\B5P 的

水及适量的 G)76VE，调节 -U 值为 ??，YN^水浴反应

K,，将其滤出洗涤，抽干。然后加入 ?\?7B0 G)VU，

?B5P 水，E\AB0 溴乙酸及适量的 G)76VE 调节 -U 值

为 ?N，室温搅拌反应 ?N,，将其滤出洗涤，抽干，接着

加入 7NN55/#_P 的 6/7 8 溶液，室温搅拌 ?,，过滤、水

洗、滤干，即得到 6/>69>:!->M"-,)./!"。合成反应的

方程式如下：

)*+*+ 六聚组氨酸融合蛋白 6H?BBH? 和 0-K? 的诱

导表达及细胞裂解液的制备：将过夜培养的种子液

按常规方法转接、DCIS 诱导并在大肠杆菌中进行表

达，离心收获菌体，按细胞培养液与裂解液体积比

?N‘?（即 ?N5P 细胞培养液离心后加入 ?5P 细胞裂

解液），用 细 胞 裂 解 液 : 液（?NN55/#_P G)U7CVK，

?N55/#_P I.&!，Y5/#_P W.")，-UY\N）重悬菌体并裂解

细胞，室温轻摇 ?B Q <N5&* 至透明状。离心去除细

胞碎片，收集上清备用。

)*+*, 纯 化 条 件 的 优 化：将 制 备 的 6/>69>:!->
M"-,)./!" 介质按固液体积比 ? ‘? 悬浮于 7N]的乙醇

溶液 中 得 到 BN] 的 6/>69>:!->M"-,)./!" 悬 浮 液。
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充分摇匀后用移液器移取介质进行条件优化实验。

（!）不同介质用量对蛋白结合量的影响：分别

取 "#、$#、%#、&#、!##、!"#!’ 的 ()*(+*,-.*/0.123)-0
悬浮液于 % 支离心管中，用 , 液平衡后各加入含

(4!554! 的细胞裂解液 "##!’，室温孵育 %#678，离

心 !678，取不同管的上清用于 /4/*9,:; 分析，观察

上清液中剩余蛋白情况。离心后的介质用 , 液、<
液（!##66)=>’ ?2@"9A$，!#66)=>’ B37-，&6)=>’ C302，

.@ %DE）、( 液（!##66)=>’ ?2@"9A$，!#66)=>’ B37-，

&6)=>’ C302， .@ 5DF）依 次 清 洗 后 以 !##!’ 含

"5#66)=>’ 咪唑的 ( 液洗脱两次并合并洗脱液。测

定洗脱液的 !"&#值并进行 /4/*9,:; 分析。

（"）不同孵育时间对蛋白纯化的影响：分别取

%#!’ 的 ()*(+*,-.*/0.123)-0 悬浮液于 % 支离心管

中，用 , 液平衡后各加入含 (4!554! 的细胞裂解液

"##!’，室温分别孵育 !#、"#、E#、$#、5#、%#678，离心

!678，弃上清。离心后的介质用 , 液、< 液、( 液依

次清洗后以 !##!’ 含 "5#66)=>’ 咪唑的 ( 液洗脱两

次，合并洗脱液并测定其 !"&#值。

（E）清洗条件的优化：取 %#!’ 的 ()*(+*,-.*
/0.123)-0 悬浮液于 " 支离心管中，用 , 液平衡后各

加入 含 (4!554! 的 细 胞 裂 解 液 "##!’，室 温 孵 育

E#678，离心 !678，取上清用于 /4/*9,:; 分析，观察

上清液中剩余蛋白情况。一份介质用 , 液、< 液、(
液依次清洗，另一份介质只用 , 液清洗。然后各加

入 !##!’ 含 "5#66)=>’ 咪唑的 ( 液洗脱 " 次，并对 "
次洗脱液进行 /4/*9,:; 分析。

（$）不同咪唑浓度对蛋白洗脱量的影 响：取

%#!’ 的 ()*(+*,-.*/0.123)-0 悬浮液于 % 支离心管

中，用 , 液平衡后各加入含 (4!554! 的细胞裂解液

"##!’，室温孵育 E# 678，离心 ! 678，弃上清。管中

介质用 , 液清洗后分别加入 !##!’ 含 $#、&#、!##、

!5#、"##、"5#66)=>’ 咪唑的 ( 液洗脱 " 次，合并 " 次

洗脱液并测定其 !"&#值。

!"#"$ ()*(+*,-.*/0.123)-0 用于六聚组氨酸融合

蛋白大量纯化的初步研究：根据小量纯化的优化条

件，将介质用量放大 "5 倍纯化六聚组氨酸融合蛋

白，取 5#G的 ()*(+*,-.*/0.123)-0 悬浮液 !D56’ 于

离心管中，用 , 液平衡后加入含 (4!554! 的细胞裂

解液 56’，室温孵育 E#678，()*(+*,-.*/0.123)-0 悬

浮液装入层析柱中，用 , 液洗柱，然后用 56’ 含

"##66)=>’ 咪唑的 ( 液洗脱结合的蛋白，收集洗脱

液。用 <32HI)3H 法测定洗脱液中蛋白浓度并计算所

得蛋白总量。

!"#"% ()*(+*,-.*/0.123)-0 与 ?7*?B,*,J23)-0 的比

较：分 别 取 5#G 的 ()*(+*,-.*/0.123)-0 悬 浮 液 和

5#G的 ?7*?B,*,J23)-0 悬浮液 %#!’ 于 " 支离心管

中，用 , 液 平 衡 后 各 加 入 含 J.$! 的 细 胞 裂 解 液

"##!’，室温孵育 E#678，离心 !678，取上清用于 /4/*
9,:; 分析，观察上清液中剩余蛋白情况。()*(+*
,-.*/0.123)-0 介质用 , 液清洗，?7*?B,*,J23)-0 按产

品要求以 , 液、< 液、( 液依次清洗，在离心管中各

加入 !##!’ 含 "##66)=>’ 咪唑的 ( 液洗脱两次，并

对两次洗脱液进行 /4/*9,:; 分析。

# 结果和讨论

#"! 不同介质用量对蛋白结合量的影响

为确定纯化 "##!’ 细胞裂解液中 (4!554! 所

需的 ()*(+*,-.*/0.123)-0 最适量，取不同体积 ()*
(+*,-.*/0.123)-0（5#G悬浮液）分别与 "##!’ 细胞裂

解液孵 育。对 纯 化 后 的 剩 余 溶 液 和 洗 脱 液 进 行

/4/*9,:; 分析，结果如图 ! 所示，随着介质用量的

增加，剩余溶液中分子量为 EFK4 的六聚组氨酸融合

蛋白 (4!554! 的 量 逐 渐 减 少，介 质 用 量 为 "#!’、

$#!’、%#!’ 时，剩余溶液中 (4!554! 的量呈明显减

少趋势，当介质用量为 &#!’、!##!’、!"#!’ 时，剩余

溶液中 (4!554! 的量变化不再明显。对洗脱得到

(4!554! 蛋白溶液在 "&# 86 处的吸光度测定结果

见图 " 所示，随介质用量的增加，洗脱得到 (4!554!
的量逐渐增加并趋于稳定，当介质用量大于 %#!’
时，洗脱得到 (4!554! 的量几乎不变。表明 %#!’
体积的 ()*(+*,-.*/0.123)-0（5#G悬浮液）足够用以

结合并纯化 "##!’ 细胞裂解液中的 (4!554! 蛋白。

图 ! 不同介质用量纯化后剩余溶液及

洗脱液中蛋白的 /4/*9,:; 分析

L7JM ! /4/*9,:; 282=N-7- )I .3)O078- 78 -P.0382O28O 28H
0=P2O0 2IO03 .P37I7Q2O7)8 R7O1 H7II0308O S)=P60 )I 60H7P6

!：.3)O078 623K03；"：Q3PH0 =N-2O0；E T &：-P.0382O28O 2IO03 .P37I7Q2O7)8
R7O1 "#，$#，%#，&#，!##，!"#!’ )I ()*(+*,-.*/0.123)-0 30-.0QO7S0=N；
F T !$：0=P2O0 I3)6 "#，$#，%#，&#，!##，!"#!’ )I ()*(+*,-.*
/0.123)-0 30-.0QO7S0=NM

E$F李淑娟等：金属螯合亲和层析介质用于六聚组氨酸融合蛋白的纯化研究



图 ! 不同介质用量与洗脱液中融合蛋白

在 !"#$% 吸光度值的关系

&’() ! *+, -,./0’1$ 12 3’22,-,$0 41.5%, 12 %,3’5% /$3 0+,
/671-6/$8, 12 257’1$ 9-10,’$ ’$ 3’22,-,$0 ,.5/0, /0 !"#$%

!"! 不同孵育时间对蛋白纯化的影响

为确定 :1;:<;=79;>,9+/-17, 与六聚组氨酸融合

蛋白的最佳结合时间，? 份体积为 ?#!@ 的 :1;:<;
=79;>,9+/-17, 悬浮液分别与 !##!@ 含 :ABCCAB 的细

胞裂解液孵育不同时间。经清洗洗脱后测定洗脱液

!!"#值以分析所纯化得到 :ABCCAB 的量。由图 D 可

知，B#%’$ 孵育即可纯化得到大部分的六聚组氨酸

融合蛋白，D#%’$ 内纯化量已经达到饱和，说明该介

质可较快与六聚组氨酸融合蛋白结合，实验中优选

的孵育时间为 D#%’$。

图 D 不同孵育时间与洗脱液中

融合蛋白在 !"#$% 吸光度值的关系

&’() D *+, -,./0’1$ 12 3’22,-,$0 ’$856/0’1$ 0’%, /$3 0+,
/671-6/$8, 12 257’1$ 9-10,’$ ’$ 3’22,-,$0 ,.5/0, /0 !"#$%

!"# 清洗条件的优化

现有金属螯合亲和层析介质在应用中多用 9E
梯度清洗，本实验以简单清洗的方法与传统的 9E
梯度清洗进行了比较，取两份体积为 ?#!@ 的 :1;
:<;=79;>,9+/-17, 悬浮液分别与 !##!@ 含 :ABCCAB
的细胞裂解液孵育，采用两种清洗方法分别对介质

进行清洗，对纯化后的剩余溶液和洗脱液进行 >A>;
F=GH 分析，结果如图 I 所示。从图 I 可知，用 = 液

（9E "J#）、K 液（9E ?JD）、: 液（9E CJL）各清洗一次

和只用 = 液清洗一次在洗脱条带中看不出差别，表

明该介质在纯化时就无需 9E 梯度清洗，用 = 液清

洗即可。这样不仅减少了洗脱重组蛋白之前的繁琐

洗涤过程，也减少了介质的损失。

图 I 不同条件清洗介质后剩余溶液

及洗脱液中蛋白的 >A>;F=GH
&’() I >A>;F=GH /$/.M7’7 12 9-10,’$7 ’$ 759,-$/0/$0 /$3

,.5/0, 5$3,- 3’22,-,$0 N/7+’$( 81$3’0’1$7
B：F-10,’$ %/-O,-；!：8-53, .M7/0,；D：759,-$/0/$0；I P C：,.5/0, 2-1%
:1;:<;=79;>,9+/-17, /20,- N/7+’$( 6M 6522,- =，K，:；? P Q：,.5/0,
2-1% :1;:<;=79;>,9+/-17, /20,- N/7+’$( 6M 6522,- =)

!"$ 不同咪唑浓度对蛋白洗脱量的影响

对金属螯合亲和层析介质上结合的带有六聚组

氨酸标签的融合蛋白常用低 9E 值（9E I P C）或含咪

唑的溶液进行洗脱，低 9E 可减弱蛋白和金属离子

的相互作用，使六聚组氨酸融合蛋白得以洗脱，而咪

唑是竞争性取代剂，可置换结合在介质上的六聚组

氨酸融合蛋白，较低的 9E 和咪唑互相配合可更好

地使六聚组氨酸融合蛋白被洗脱。在中性和弱碱性

条件下六聚组氨酸标签的咪唑侧链和 :1;:<;=79;
>,9+/-17, 上的 :1! R 配位形成复合物，从而保留在介

质上，因而本实验以 : 液（9E CJL）和咪唑联合洗脱，

为确定最佳咪唑浓度，取 ? 份体积为 ?#!@ 的 :1;
:<;=79;>,9+/-17, 悬浮液分别与 !##!@ 含 :ABCCAB
的细胞裂解液孵育。经 = 液清洗，分别以不同浓度

咪唑的洗脱剂洗脱后测定洗脱液的 !!"# 值，结果如

图 C 所示。从图 C 可知，随着咪唑浓度的增大，洗脱

得到六聚组氨酸融合蛋白的量增多，当咪唑浓度为

BC#%%1.S@ 时，大部分融合蛋白被洗脱，当咪唑浓度

大于 !##%%1.S@ 时洗脱液中融合蛋白的含量基本保

持恒定，说明结合的融合蛋白几乎全被洗脱，因此，

选用 : 液（9E CJL）和 !##%%1.S@ 的咪唑作为系统优

选的洗脱剂。

图 C 不同咪唑浓度与洗脱液中融合

蛋白在 !"#$% 吸光度的关系

&’() C *+, -,./0’1$ 12 3’22,-,$0 ’%’3/T1., 81$8,$0-/0’1$ /$3 0+,
/671-6/$8, 12 257’1$ 9-10,’$ ’$ 3’22,-,$0 ,.5/0, /0 !"#$%

在 !JB P !JI 步骤优化条件下，通过 !"#$% 吸光
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度测定结果可粗略计算：!""!# 裂解液纯化后所得

$%&’’%& 融合蛋白量约为 !""!(。
!"# $%&$’&()*&+,*-./%), 用于六聚组氨酸融合蛋

白大量纯化的初步研究

根据小量纯化的优化条件，将介质体积放大 !’
倍纯化六聚组氨酸融合蛋白 $%&’’%&，取 ’") 的

$*+$,+-./+01/234*.1 悬 浮 液 &5’6# 与 ’6# 含

$%&’’%& 的 细 胞 裂 解 液 孵 育，$*+$,+-./+01/234*.1
悬浮液装入层析柱中，洗柱后用 ’6# 含 !""66*78#
咪唑的 $ 液洗脱蛋白，收集洗脱液 ’6#。用 943:;*4:
法测定蛋白浓度并计算可知蛋白质总量为 <5=6(。
!"0 $%&$’&()*&+,*-./%), 与 12&13(&(4./%), 的

比较

将 $*+$,+-./+01/234*.1 与 商 品 化 >?+>@-+
-(34*.1 进行蛋白纯化的比较，取 ’")的 $*+$,+-./+
01/234*.1 悬浮液和 ’")的 >?+>@-+-(34*.1 悬浮液各

="!# 分别与 !""!# 含六聚组氨酸融合蛋白 (/<&（分

子量 A=B%）的细胞裂解液孵育，并按各自清洗溶液

对介质清洗后洗脱蛋白，对纯化后的剩余液和洗脱

液进行 0%0+C-DE，结果如图 = 所示。从图 = 中可看

出经 $*+$,+-./+01/234*.1 与 F?3(1G 公司的 >?+>@-+
-(34*.1 介质纯化后剩余液中蛋白质的组成几乎一

样，洗脱得到 (/<& 蛋白的量相当，说明两者蛋白结

合容量差别不大。但是，以 >?+>@-+-(34*.1 纯化后

的洗脱液电泳结果中可见有少量杂蛋白的条带，而

且与 $*+$,+-./+01/234*.1 相比，>?+>@-+-(34*.1 介质

纯化后剩余液泳道中杂蛋白减少较多，说明有较多

的杂蛋白非特异性结合到 >?+>@-+-(34*.1 介质上，

便影响了纯化后所得蛋白的纯度。这与文献中报道

含镍螯合介质可与不含六个组氨酸残端的蛋白结

合，因 而 会 表 现 出 一 定 非 特 异 性 吸 附 的 结 果 一

致［&=］。而以 $*+$,+-./+01/234*.1 纯化的洗脱液电

泳条带中不存在杂蛋白，可见 $*+$,+-./+01/234*.1
对融合蛋白选择性高，非特异性吸附降低，因而表现

出较好的纯化效果。

以羧甲基天冬氨酸为配基制备的 $*+$,+-./+
01/234*.1 能牢固地结合金属离子从而有效防止了金

属离子的泄漏，将 $*+$,+-./+01/234*.1 用于纯化六

聚组氨酸融合蛋白 $%&’’%& 和 (/<& 的结果表明，该

介质可大规模纯化蛋白，通用性较好，对蛋白结合选

择性高，蛋白结合速度快、与现有商品化 >?+>@-+
-(34*.1 相比，具有可简单清洗、洗脱得到的蛋白纯

图 = 0%0+C-DE 对 $*+$,+-./+01/234*.1 和

>?+>@-+-(34*.1 纯化融合蛋白的结果比较

H?(I = 0%0+C-DE 3G37J.?. *; /4*K1?G. 3;K14 /L4?;?M3K?*G L.?G(
$*+$,+-./+01/234*.1 3G: >?+>@-+-(34*.1 .1/343K17J

&：/4*K1?G 634B14；!，A：17L3K1 ;4*6 >?+>@-+-(34*.1；<：.L/14G3K3GK
L.?G( >?+>@-+-(34*.1；’，=：17L3K1 ;4*6 $*+$,+-./+01/234*.1；N：

.L/14G3K3GK L.?G( $*+$,+-./+01/234*.1；O：M4L:1 7J.3K1I

度高等特点。
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