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摘 要 以甲基丙烯酸缩水甘油酯$纤维素复合膜为基质，分别以蛋白)（*+,-./0)）、人免疫

球蛋白1（2341）、三嗪染料（5/678+,069:.;’1)）、亚胺二乙酸$铜离子为配基，用不同方法制

备了适合于分析及小量制备的高效亲和膜色谱介质，并对高效亲和柱的基本性能及其应用于

各种相应蛋白的定量测定情况进行了考察。利用这种方法可以针对不同的目标蛋白及所存

在的环境采用不同的配基，对各种蛋白的定量测定及小量制备可达到较为满意的结果。
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近年来，随着生命科学、生物技术、药学以及医疗技术的日益发展，对活性生物大分子

的分析、分离和纯化的要求也越来越高。在一个生物工艺流程中，对各种组分快速的在线

分析往往是必需的。亲和色谱是吸附色谱的一种，是基于优异生物特异性作用基础上的

分离方法。理论上所有的生物大分子均可利用亲和色谱得到分离和纯化。由于亲和色谱

的特异性很高，因而非常适合于复杂的生物大分子体系中某种物质的分离和分析。但是

经典的亲和色谱由于其基质的限制，柱效较低，在流速为!>&?9／?/0时，峰宽常常达到

@?/0以上［!］，因而很难用于生物大分子的分析。美国博大*.+A.B-/C.6/,ADA-.?公司于

!""@年推出的*.+E:A/,0色谱基质是一种较为理想的色谱基质［@］，我们曾采用以*.+E:$
A/,0为基质的灌流亲和色谱分析分离单克隆抗体［’，F］。流速为!>=?9／?/0时，峰宽只有

&>’?/0。但这种基质非常昂贵，一根@&??G&>@??（3>H>）的色谱分析柱价格在!&&&美

元以上。我们研制了一种适合于亲和分析的膜亲和基质，并与高效液相色谱仪配套使用，

利用=种不同的配基对它进行了系统的研究。流速为!>&?9／?/0时，峰宽可以达到

&>F?/0，一次分析只需=?/0。快速分析中一次只需’&A，使得对时间要求严格的在线分析

成为可能。我们还对亲和柱用于蛋白质的小量制备进行了考察。

! 材料和方法

!"! 仪器和试剂

I7-.+A=!&高压液相色谱泵，J*@&&紫外检测器，IHK$"#色谱工作站（国家色谱研究

分析中心）；蛋白)样品由美国5LMN公司惠赠，人免疫球蛋白1标样（军事医学科学
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院），过氧化氢酶（东风生物技术公司）、亚胺二乙酸（美国!"#$%公司），三嗪染料汽巴蓝

（&"’%()*+’,-./012）（北京华美公司），羊抗人免疫球蛋白1（34#1，卫生部上海生物制

品研究所），人血浆（大连妇产科医院）；所用的水为5",,"67水；其它试剂均为分析纯的化

学试剂。

!"# 甲基丙烯酸缩水甘油酯（152）复合纤维素膜的制备

制备复合膜的过程如图8：首先采用甲基丙烯酸环氧丙酯进行自聚反应制得聚合物，

再与纤维素进行接枝反应，制得纤维素复合膜［9］。然后再根据配基的不同采用不同的合

成方法。

图8 1526纤维素复合膜合成图

/"#:8 &;.$"(%,<=)-(=-).*>1526$*?">".?
(.,,-,*<.

!"$ 金属螯合铜离子高效亲合膜色谱介质

的合成

!"$"! 纤维素复合膜开环反应：开环反应

物为亚胺二乙酸（4@2），反应A!9;反应后，

用大量去离子水冲洗至中性，然后用乙醇或

丙酮浸泡，洗去纤维表面的残余物，再用去

离子水冲洗。

!"$"# 铜离子的固载：加入8B!AB（!／

"）的硫酸铜溶液（C3DEF），反应8!A;，用

大量去离子水洗至无铜离子。用原子吸收光

谱法测得介质中铜离子的含量为AG"$*,／#。

!"% 三嗪染料汽巴蓝为配基的高效亲和膜色谱介质的合成

!"%"! 纤维素复合膜酸解开环：将FE9!8EF$*,／H盐酸溶液加入复合膜基质中，使得

复合膜中的环氧基团酸解成两个邻羟基。反应后用大量的蒸馏水冲洗至中性。

!"%"# 汽巴蓝的固载：将三嗪染料溶液通过上述膜色谱柱，反应完后，用蒸馏水及乙醇

溶液将亲和介质洗净。所固载的亲和配基含量为0!9$#／#介质。

!"& 蛋白2、人免疫球蛋白1为配基的高效亲和膜色谱介质的合成

!"&"! 纤维素复合膜开环反应：与三嗪染料高效亲和膜色谱柱介质的制备相同。

!"&"# 蛋白配基的固载：首先将酸解开环的复合膜上的邻羟基用高碘酸钠溶液氧化成

醛基。反应后用大量蒸馏水将膜冲洗干净。将配基溶液通过柱子进行共价键合，反应完

后，用蒸馏水将亲和介质洗净。所固载的亲和配基的含量为I!8F$#／#介质。

!"’ 含己二胺间隔臂的蛋白2高效亲和膜色谱介质的合成

!"’"! 复合膜开环反应：开环反应物为己二胺，反应8!0;。停止反应后，用大量去离

子水冲洗至中性，然后用乙醇或丙酮浸泡，洗去纤维表面的残余物，再用去离子水冲洗。

!"’"# 蛋白2的固载：将过量的戊二醛溶液通过己二胺膜色谱柱；然后将蛋白2溶液

通过膜色谱柱，同时加入腈基硼氢化钠。固载亲和配基的含量为I!8F$#／#介质。

!"( 色谱条件

蛋白2柱和34#1柱：上样液为9F$$*,／H磷酸缓冲液含FE89$*,／HJ%&,（C3KEF），

洗脱液为FEA$*,／H甘氨酸6盐酸缓冲液（C3LAE0）［M］；亚胺二乙酸6铜离子柱：上样液为

AF$$*,／H磷酸缓冲液含8$*,／HJ%&,；洗脱液为上样液含9F$$*,／H咪唑［K］；三嗪染料
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柱上样液为!"##$%／&’()*+,-%（.,/01"），洗脱液为上样液含!#$%／&23-%［4］。灵敏度

为"156789。上样后，先用上样液冲洗:#);，然后改用洗脱液冲洗:#);。

!"# 蛋白6高效亲和膜色谱制备柱对,<=>的吸附量及非特异性吸附的测定

蛋白6高效亲和膜色谱柱的非特异性吸附用亲和膜对?96的吸附来衡量。将过量

,<=>或?96样品循环上样!"#);，然后用洗脱液将膜色谱柱吸附的,<=>或?96洗脱

下来，收集洗脱液，用紫外分光光度计检测,<=>的含量。

!"$ 分析型高效亲和膜色谱柱的非特异性吸附的测定

称量?96样品，用上样液配制成5#=／#%的溶液，在上述色谱条件下，上样:"!%。

!"!% 人血浆中&’()的定量测定

!"!%"! 定量标准曲线的测定：于实验前准确称量冻干标准品，用上样液配制成!1:5、

:15"、@105、51""、!"1""、:"1""#=／#%的标准样溶液，准确吸取:"!%进样，以峰面积对进

样量进行线性拟合得出定量标准曲线。

!"!%"* ,<=>的定量测定：将冰冻保存的人血浆用@0A的水浴融化，用上样液稀释!"
倍。将稀释!"倍的人血浆上样:"!%，根据所得峰面积进行标准曲线定量。

!"!%"+ ,<=>的快速定量测定：将流速提高到@1"#%／#);并相应改变冲洗梯度，分别

将标准,<=>的溶液和稀释!"倍的人血浆上样:"!%，并进行单点定量。

* 结果和讨论

*"! 柱压与流速的关系

高效液相膜色谱柱中柱压与流速的关系如图:。由图中可见，流速在"1"""15#%／

#);的范围内，柱压为"；在"15"@1"#%／#);的范围内，柱压的变化基本是一条直线，而

不是像琼脂糖基质那样有一个压力的突升。

图: 蛋白6高效亲和膜柱上柱压与流速的关系

8)=B: -$%C#;.(D**C(DE*BF%$G(3HD$;.($HD);6
I$%C#;
-$%C#;：:"##JK##<1L1

图@ 蛋白6高效亲和膜分析柱对?96的
非特异性吸附

8)=B@ 2$;+*.DI)F)I3M*$(.H)$;$F?96
（!）-N($#3H$=(3#$F?96；（:）?3*D%);D；（@）-N($+
#3H$=(3#$F（!）+（:）；8%$G+(3HD!1"#%／#);；#/
:4";#

*"* 高效亲和膜分析柱的非特异性吸附

图@为蛋白6色谱柱上?96上样的谱图、基线及去除冲洗液影响的谱图。由图中可

见，上样的?96在高效亲和膜分析柱上没有保留，高效亲和膜的非特异性吸附很低，基本
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检测不出来。

!"# 蛋白$高效亲和膜色谱柱定量测定及制备人血浆中%&’(
!"#") 定量测定!"#$的线性关系：标准样溶液进样%&!’所得的谱图如图(（)）。由图

(可见，高效亲和膜色谱柱的柱效很高，在流速为*+&,’／,-.时，半峰宽只有&+%,-.。所

得定量标准曲线的线性相关系数为&+///。

!"#"! 人血浆中!"#$的定量测定：将稀释*&倍的人血浆上样%&!’所得的谱图如图(

图( 人!"#$样品（)）和人血浆（0）上样所得的谱图

1-#2( 3456,786#57,69!"#$（)）7.:*&;96’::-’<8=:4<,7.>’7?,7（0）

1’6@;578=*+&,’／,-.；"A%B&.,；*+",><5-8C；%+!"#$

图D 人血浆中!"#$的快速分析

1-#2D 3456,786#57,9654-#4;E=’6F-8C7.7’C;
?-?69!"#$-.4<,7.>’7?,7
1’6@;578=2G+&,’／,-.；"A%B&.,

*+",><5-8C；%+!"#$

（0），其中第一个峰为样品中不与蛋白)发生特

异性作用的部分，第二个峰是样品中活性!"#$
组分。由血浆上样谱图中!"#$谱峰的峰面积

和定 量 标 准 曲 线 可 得 所 取 血 浆 样 品 中 活 性

!"#$的含量为H+B,#／,’。

!"#"# 人血浆中!"#$的快速定量测定：图D
为快速分析中稀释*&倍的人血浆上样%&!’所

得的 谱 图。由 图 中 可 见，快 速 分 析 一 次 只 需

&+D,-.，使得在线分析成为可能。经单点定量

可得所取人血浆中!"#$的含量为/+(,#／,’。

由于冲洗液中所用的盐对紫外吸收有一定的影

响，使得单点定量的误差较大，最好采用定量标

准曲线定量。

!"#"* 蛋白)高效亲和膜色谱柱制备纯化!"#$：蛋白)高效亲和膜色谱柱除可用于

!"#$的定量测定外，还可用于!"#$的小量制备及纯化。间隔臂己二胺虽增大了亲和膜

的非特异性吸附，但同时也大大增加了亲和膜的亲和容量。这是由于间隔臂分子与其它

蛋白分子之间存在着非特异性的疏水力和电荷力的作用，同时又使得蛋白)与目标分子

发生亲和作用的空间阻碍大大减小。含间隔臂己二胺的蛋白)高效亲和膜色谱柱用于

从人血浆中提取制备小量!"#$，一次可制备*+%,#，它对0I)的最大非特异性吸附为

&+&%G,#；不含间隔臂的蛋白)高效亲和膜色谱柱用于从人血浆中提取制备小量!"#$，

一次可制备&+*/,#，它对0I)的非特异性吸附基本检测不出来。
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图! "#$%高效亲和膜色谱柱上定量测定羊抗

"#$%抗体的定量标准曲线

&’$(! )*+’,-*.’/012-34/5$/*.*0.’6"#$%

!"# $%&’高效亲和膜色谱柱上羊抗$%&’
抗体的定量测定

定量标准曲线如图!，曲线方程为!7
!8!9:;<=8:9:;>"，线 性 相 关 系 数 为

;8??@。根据定量标定曲线可对样品中的羊

抗"#$%抗体进行定量测定。

!"( 几种不同配基用于不同蛋白的定量

情况

复合膜色谱基质在固载上不同配基后

可用于各种不同蛋白的定量测定及制备。

表:总结了几种配基对相应蛋白的定量情

况及应用范围。由表中可见，几种蛋白的定

量标准曲线的线性相关系数均在;8??@以上。

表) 几种配基对相应蛋白的定量情况及应用范围

*+,-.) /.0.1234+03545607.8150.34542.2,1+4.95:-:24;307<366.1.40-3&+4<=

A’$*0B C-/.4’0 )*+’,-*.’/012-344D2*.’/0 # EFF+G’0$-*0$4

C-/.4’0E "#$% !7H8;9:;I<I8>9:;>" ;8???
#$%J，K/0/1+/0*+*0B

F/+G1+/0*+*0.’,/B’4J
"#$% %/*.*0.’6

"#$%
!7!8!9:;<=8:9:;>" ;8??? ⋯

#LE6)2I< )*.*+*J4 !7>8>9:;I<=8;9:;>" ;8??@
)*.*+*J4，’0.4-54-/0，

"ME⋯

)’,*1-/0

N+24&=%E

"#$%
!7I8!9:;I<=8;9:;>" ;8??@ "ME，’0.4-54-/0

表! 方法的重复性

*+,-.! >.815<:93,3-30?56@.075<5-&?

A’$*0B M*KF+4 O’K4J P(M(L／Q

#LE6)2I<
"#$% H ;8!@

)*.*+*J4 H :8@;

C-/.4’0E
"#$% H :8H;

"2K*0F+*JK* = =8:;

"#$% %/*.*0.’6"#$% H =8I;

)’,*1-/0,+24&=%E "#$% H ;8HI

!"A 方法的重复性

在不同配基的柱子上，用不同

的标样及人血浆样品进行了方法重

复性的考察，所得的数据如表I，由

表中可见，标样H次进样、人血浆样

品=次进样的相对标准偏差均在

=8IQ以下。

综上所述，所制备的复合膜介

质具有非特异性吸附低、机械性能

好、耐压高等优点，与液相色谱仪配

套使用，可应用于各种相应蛋白的定量测定及小量制备。将各种被测蛋白的峰面积对进

样量进行线性拟合，所得的线性相关系数均在;8??I以上；重复进样所得的相对标准偏差

均在H8;Q以下（标样07H，实际样品07=）。当流速为:8;K+／K’0时，一次分析所需的

时间为HK’0；快速分析中只需=;J。含间隔臂己二胺的蛋白E高效亲和膜色谱柱用于从

人血浆中提取制备小量"#$%，一次最多可制备:8IK$，它对NME的最大非特异性吸附为
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!"!#$%&；不含间隔臂的蛋白’高效亲和膜色谱柱用于从人血浆中制备小量()&*，一次

最多可制备!"+,%&；它对-.’的非特异性吸附基本检测不出来。我们所建立的这种蛋

白快速分析及小量制备的方法非特异性吸附小，精确度高，重复性好，柱效高，分析速度

快；针对不同的目标蛋白，可以选择不同的配基及分离条件，是一种适合于多种蛋白的快

速分析及小量制备的方法，在生物工程、生物化学、药学等方面有着广阔的应用前景。
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