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生物技术与方法                                                               

金属螯合亲和层析法纯化抗乙肝核心抗原单克隆抗体 
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摘  要: 采用金属螯合亲和层析法, 纯化了小鼠腹水来源的抗乙肝核心抗原单克隆抗体, 对上样缓冲液的 pH 和离子强

度、洗脱液种类和洗脱方式进行优化。结果表明, 采用降低 pH 分步洗脱时, 最佳上样缓冲液为 pH 8.0, 20 mmol/L PB + 

0.5 mol/L NaCl, 抗体在 pH 5.0 被洗脱下来, 抗体回收率 80%, 纯度 85%。采用咪唑浓度梯度洗脱时, 最佳的上样缓冲液

为 pH 8.0, 20 mmol/L PB + 5 mmol/L 咪唑, 抗体纯度大于 95%, 回收率 65%; 在上样缓冲液中不添加 NaCl 而添加少量

的咪唑, 更有利于抗体分离。以上洗脱方式都能较好地保持 mAb 的生物学活性, 为该抗体的应用提供了必要的实验基础。 
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Purification of anti-HBcAg monoclonal antibodies using 
immobilized metal ion affinity chromatography 
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Abstract: Anti-HBcAg monoclonal antibodies from mouse ascites were purified by using immobilized metal ion affinity 
chromatography. We optimized the conditions of sample loading and elution. The results showed that when the pH stepwise elution 
was used, the best solution for sample loading was 20 mmol/L phosphate buffer containing 0.5 mol/L sodium chloride at pH 8.0 and 
the mAb was eluted at pH 5.0. The purity of obtained mAb was more than 85% and recovery reached 80%. When the adsorbed 
proteins were eluted by using gradient elution of an imidazole, the best solution for loading condition was 20 mmol/L phosphate 
buffer containing 5 mmol/L imidazole at pH 8.0. The purity and recovery of antibody were up to 95%. 

Keywords: immobilized metal ion affinity chromatography, monoclonal antibody, Hepatitis B core antigen, mouse ascites 

固相化金属螯合亲和层析法(IMAC)是近年来

发展起来的一项新型分离技术, 其利用蛋白质表面

的一些氨基酸例如组氨酸、色氨酸、赖氨酸等能与

过渡金属离子(Cu2+、Ni2+、Co2+等)发生特殊的相互

作用的原理, 从而对蛋白质加以分离[1]。由于它具有

配基简单、吸附量大、分离条件温和、通用性强等

特点, 逐渐成为分离纯化蛋白质等生物工程产品最

有效的技术之一[2-3]。但由于其对抗体结合的特异性
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不强, 目前很少有应用金属螯合亲和层析法纯化小

鼠腹水中 mAb的报道[4]。本研究利用本实验室研制

的含有抗乙肝核心抗原单克隆抗体小鼠腹水, 采用

固定化金属螯合亲和层析对单克隆抗体进行纯化 , 

并优化了各步实验条件, 建立了具有抗体纯度高、

生物学活性好、易于放大的抗乙肝核心抗原的单克

隆抗体的纯化方法, 为该抗体的进一步应用提供了

必要的实验基础。 

1  材料和方法 

1.1  材料 
1.1.1  含抗乙肝核心抗原单克隆抗体的小鼠腹水 

由本实验室制备。 

1.1.2  His Trap HP金属螯合预装柱(镍柱) 

柱体积(5 mL), 层析柱尺寸(25 mm×16 mm I.D.), 

平均粒径(34 μm), 配基密度(15 μmol Ni2+/mL介质, 

介质为 6%高度交联琼脂糖), pH耐受范围(3~12), 推

荐流速(5.0 mL/min), 最大流速(20 mL/min), 购自

GE Healthcare公司(美国)。 

1.1.3  试剂 

十二烷基硫酸钠(SDS)、过硫酸铵(AP)、三羟甲

基氨基甲烷(Tris)、丙烯酰胺、二硫苏糖醇(DTT)、

四甲基乙二胺(TEMED)均购自 Bio-Rad 公司(美国); 

考马斯亮蓝 G250: 购自 GE healthcare 公司(美国); 

低分子量蛋白质标准(Protein Marker)购自上海生工

生物工程技术服务有限公司; 其他化学试剂均为国

产分析纯试剂; 所用纯水由 Q-plus 超纯水机制备

(Millipore, USA)。 

1.1.4  仪器 

ÄKTA purifier蛋白纯化仪(检测波长为 280 nm, 

GE Healthcare公司); JM-250电泳仪(Bio-Rad公司)、

Gel Doc 1000 凝胶成像系统(Bio-Rad 公司); WFI 

UV-2000型紫外可见光分光光度计(广州北锐精密仪

器有限公司 )、DELTA 320 pH 计 (Mettler 公司 ); 

RT-6000酶标仪(Rayto公司); 0.22 μm孔径的圆盘滤

器、截留相对分子质量为 10 000 MWCO 的超滤管

(Millipore 公司); 日立 CR22G 型低温冷冻离心机

(Hitachi公司)。 

1.2  方法 
1.2.1  溶液 pH对抗体吸附的影响 

取适量腹水, 经预处理(10 000 r/min离心 15 min, 

取上清, 经过 0.22 μm微孔滤膜过滤)后, 分别以 pH

值为 7.5、8.0、8.5的 20 mmol/L PB + 0.5 mol/L NaCl

缓冲液为上样缓冲液, 用 His Trap HP金属螯合柱进

行纯化, 上样流速为 5.0 mL/min, 采用 20 mmol/L 

NaAC-HAC + 0.5 mol/L NaCl(pH 6.0、5.5、5.0、4.5、

4.0)分步洗脱, 流速为 5.0 mL/min。收集洗脱峰, 超

滤管脱盐浓缩。 

1.2.2  溶液中 NaCl浓度对抗体吸附的影响 

取适量腹水, 经预处理后分别以 0 mol/L、0.5 mol/L、

1.0 mol/L、1.5 mol/L、2.0 mol/L NaCl + pH 8.0, 20 mmol/L 

PB缓冲液为上样缓冲液, 用 His Trap HP金属螯合

柱进行纯化, 上样流速 5.0 mL/min, 采用 20 mmol/L 

NaAC-HAC + 0.5 mol/L NaCl(pH 6.0、5.5、5.0、4.5、

4.0)分步洗脱, 流速 5.0 mL/min。收集洗脱峰, 超滤

管脱盐浓缩。 

1.2.3  洗脱液种类和洗脱方式对抗体洗脱的影响 

取适量腹水, 经预处理后, 1)以 pH 8.0, 20 mmol/L 

PB + 0.5 mol/L NaCl缓冲液为上样缓冲液, 采用 pH 

6.0、5.5、5.0、4.5、4.0分步洗脱; 2)以 pH 8.0, 20 mmol/L 

PB + 0.5 mol/L NaCl +5 mmol/L咪唑为上样缓冲液, 

采用 5~500 mmol/L咪唑浓度梯度洗脱; 3)以 pH 8.0, 

20 mmol/L PB+5 mmol/L咪唑为上样缓冲液, 采用

5~500 mmol/L 咪唑浓度梯度洗脱。以上均采用 His 

Trap HP金属螯合柱进行纯化, 上样及洗脱流速均为

5.0 mL/min, 洗脱后收集洗脱峰, 超滤管脱盐浓缩。 

1.2.4  SDS-PAGE法鉴定单抗纯度 

分离胶浓度12%, 浓缩胶浓度4%, 样品用10 mol/L

二硫苏糖醇进行还原, 电泳后以考马斯亮蓝R250染

色, 乙醇乙酸脱色, 直至背景脱净为止。然后经凝胶

成像仪扫描并分析, 根据 IgG 区带占全部区带面积

的百分比来鉴定纯度[5]。 

1.2.5  蛋白浓度的测定 

采用考马斯亮蓝法对蛋白质浓度进行定量[6]。 

1.2.6  抗体活性的测定 

用间接 ELISA 法测定纯化前后单抗的免疫活

性。检测抗原包被酶标板 , 根据不同纯化方法按
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IgG 回收率将腹水稀释成不同浓度, 使纯化后腹水

中 IgG浓度与纯化前相同。同时设 SP2/0细胞诱生

的阴性腹水为对照, 比较不同纯化方法获得抗体的

效价[7]。 

2  结果 

2.1  溶液 pH 对抗体吸附的影响 
分别在 pH 7.5、8.0、8.5 (20 mmol/L PB + 0.5 mol/L 

NaCl)条件下上样, 20 mmol/L NaAC-HAC + 0.5 mol/L 

NaCl(pH 6.0、5.5、5.0、4.5、4.0)分步洗脱。结果表

明: 在 pH 7.5、8.0、8.5条件下, 单克隆抗体均基本

保留在层析介质上, 穿透峰中没有出现抗体带(图 2), 

但不同 pH 对腹水中白蛋白吸附影响明显, 随着 pH

的升高, 白蛋白的吸附量明显增加。图 1 显示了上

样缓冲液为 pH 8.0时的层析图, 图 2显示了不同 pH

对抗体吸附的影响, 从图 3 中可看出, 当上样缓冲

液 pH 值为 8.0 时, 回收率和纯度较高, 因此应用金

属螯合亲和层析分离 mAb 时, 上样缓冲液 pH 值为

8.0较好。 

2.2  溶液中 NaCl 浓度对抗体吸附的影响 
分别在 0、0.5、1.0、1.5、2.0 mol/L NaCl(pH 8.0, 

20 mmol/L PB 缓冲液 )条件下上样 , 20 mmol/L 

NaAC-HAC + 0.5 mol/L NaCl (pH 6.0、5.5、5.0、4.5、 

 

图 1  上样缓冲液含 0.5 mol/L NaCl, pH 为 8.0 时的层析

图 
Fig. 1  Chromatogram of mAb by using HisTrap HP (pH 8.0, 
0.5 mol/L NaCl). 1: pass-through peak; 2: elution peak of 
impurities at pH 6.0; 3: elution peak of impurities at pH 5.5; 4: 
elution peak of mAb at pH 5.0. 

 

图 2  不同 pH 和 NaCl 浓度上样穿透峰的电泳图 
Fig. 2  SDS-PAGE analysis of mAb purified by using His Trap 
HP under different sample pH and NaCl concentration. 1: 
protein marker; 2: pass-through peak at pH 7.5; 3: pass-through 
peak at pH 8.0; 4: pass-through peak at pH 8.5; 5: pass-through 
peak at 0 mol/L NaCl; 6: pass-through peak at 0.5 mol/L NaCl; 
7: pass-through peak at 1.0 mol/L NaCl; 8: pass-through peak at 
1.5 mol/L NaCl; 9: pass-through peak at 2.0 mol/L NaCl. 

 

图 3  溶液 pH 对抗体吸附的影响 
Fig. 3 Effect of different loading pH on the antibody absorption. 
 

 
4.0)分步洗脱。结果表明: 在 0、0.5、1.0、1.5、2.0 mol/L 

NaCl 条件下, 穿透峰中没有出现抗体带, 说明单克

隆抗体均能与层析介质结合。但不同 NaCl浓度对腹

水中杂蛋白的吸附有一定影响, 特别对白蛋白的影

响最大。随着 NaCl浓度的增加, 白蛋白在层析介质

上的吸附越多, 穿透越少(图 2)。但随着 NaCl 浓度

的不断升高, 白蛋白吸附的增加, 在 pH 6.0 洗脱时

随着大量白蛋白的洗脱, 会有微量抗体夹带着被洗

脱下来, 从而影响抗体回收率。图 1 显示了上样缓

冲液中 NaCl浓度为 0.5 mol/L时 mAb在金属螯合亲

和柱上层析图, 图 4 显示了上样缓冲液中不同 NaCl

浓度对 mAb回收率和纯度的影响, 从图 4可以看出

当上样缓冲液中 NaCl浓度为 0.5 mol/L时, mAb的
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回收率和纯度较高, 因此本实验认为 0.5 mol/L NaCl

为最佳上样离子强度。 

2.3  洗脱液种类和洗脱方式对抗体洗脱的影响 
2.3.1  降低 pH的洗脱方式 

在上述优化上样条件( pH 8.0, 20 mmol/L PB + 

0.5 mol/L NaCl)下上样, 采用 20 mmol/L NaAC-HAC 

+ 0.5 mol/L NaCl(pH 6.0、5.5、5.0、4.5、4.0)的分步

洗脱。结果表明: 采用 pH分步洗脱时, 则可将单克

隆抗体与杂蛋白较好地分离, 杂蛋白在 pH 5.5和 pH 

6.0的时候被洗脱下来, 而抗体则在 pH 5.0被洗脱下

来(图 5), 洗脱峰为单一峰, 而且峰形较好, 洗脱较

完全, 纯度也较高(图 6)。 
 

 

图 4  溶液中 NaCl 浓度对抗体吸附的影响 
Fig. 4  Effect of different NaCl concentration on the antibody 
absorption. 
 

 

图 5  pH 分步洗脱时的层析图 
Fig. 5  Chromatogram of mAb by using His Trap HP and pH 
stepwise elution. 1: pass-through peak; 2: elution peak of 
impurities at pH 6.0; 3: elution peak of impurities at pH 5.5; 4: 
elution peak of mAb at pH 5.0. 

2.3.2  加入竞争性物质(咪唑)的洗脱方式 

以 pH 8.0, 20 mmol/L PB + 0.5 mol/L NaCl +5 mmol/L

咪唑为上样缓冲液, 采用 5~500 mmol/L咪唑浓度梯

度洗脱, 结果表明: 单克隆抗体与杂蛋白能够被较

好的分离, 抗体纯度可达 80%, 回收率达 75%。层析

结果如图 7, 电泳结果见图 8。 
 

 

图 6  pH 分步洗脱时收集各峰的电泳图 
Fig. 6  SDS-PAGE analysis of mAb purified by using His Trap 
HP and pH stepwise elution. 1: protein marker; 2: pass-through 
peak at pH 8.0; 3: elution peak two at pH 6.0; 4: elution peak 
three at pH 5.5; 5: elution peak four containing mAb at pH 5.0. 

 

图 7  5~500 mmol/L 咪唑浓度梯度洗脱时的层析图(洗脱

液中含 0.5 mol/L NaCl) 
Fig. 7 Chromatogram of mAb by using His Trap HP and 
imidazole concentration gradient elution of 5–500 mmol/L 
containing 0.5 mol/L NaCl. 1: pass-through peak by using 
imidazole concentration of 5 mmol/L; 2: elution peak by using 
imidazole concentration gradient elution of 5–500 mmol/L. 
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图 8  5~500 mmol/L 咪唑浓度梯度洗脱时收集峰的电泳

图 (洗脱液中含 0.5 mol/L NaCl) 
Fig. 8  SDS-PAGE analysis of mAb purified by using His Trap HP 
and imidazole concentration gradient elution of 5–500 mmol/L 
containing 0.5 mol/L NaCl. 1: protein marker; 2: pass-through 
peak by using imidazole concentration of 5 mmol/L; 3: elution 
peak by using imidazole concentration gradient elution of 
5–500 mmol/L. 
 

以 pH 8.0, 20 mmol/L PB+5 mmol/L咪唑为上样

缓冲液, 采用 5~500 mmol/L咪唑浓度梯度洗脱。结

果表明: 穿透峰中抗体量比 pH 8.0, 20 mmol/L PB + 

0.5 mol/L NaCl+5 mmol/L咪唑有所增加, 但洗脱后

抗体纯度高, 可达 95%, 但回收率只有 65%。层析结

果如图 9, 电泳结果见图 10。 

 
图 9  5–500 mmol/L 咪唑浓度梯度洗脱时的层析图(洗脱

液中不含 NaCl) 
Fig. 9  Chromatogram of mAb by using His Trap HP and 
imidazole concentration gradient elution of 5–500 mmol/L. 1: 
pass-through peak by using imidazole concentration of       
5 mmol/L; 2–4: elution peak by using imidazole concentration 
gradient elution of 5–500 mmol/L. 

 

图 10  5~500 mmol/L 咪唑浓度梯度洗脱时收集峰的电泳

图(洗脱液不含 NaCl) 
Fig. 10  SDS-PAGE analysis of mAb purified by using His 
Trap HP and imidazole concentration gradient elution of  
5–500 mmol/L. 1: protein marker; 2: pass-through peak by 
using imidazole concentration of 5 mmol/L; 3: elution peak 2 of 
Fig. 9; 4: elution peak 3 of Fig. 10; 5: elution peak 4 of Fig. 9. 
 

3  讨论 

目前纯化 mAb的方法很多, 如离子交换[8] 、疏

水层析[9]及亲和层析[10]等, 这些方法各有其优缺点, 

固相化金属螯合亲和层析法(IMAC)是近年来发展

起来的一项新型分离技术, 具有配基简单、不易泄

漏、吸附量大、分离条件温和及通用性强等优点, 已

成为分离纯化蛋白质等生物工程产品最有效的技术

之一[11-12] 。特别是在纯化 mAb的过程中, 由于洗脱

条件的温和, 可较好地保持 mAb 的生物学活性, 因

而越来越受到人们的重视。 

在 IMAC 法中, 影响蛋白质与金属离子螯合力

大小的因素主要有两方面: 1)蛋白质表面可结合位

点的多少, 如分子表面上组氨酸、色氨酸等可结合

基团的含量。2)这些可结合位点的空间分布是否有

利于与金属位点的结合[13]。因为蛋白质是大分子物

质, 与金属离子相比它的分子体积要大得多, 因此

蛋白质吸附时, 一个蛋白质分子并不是仅结合一个

金属离子, 而是可以结合几个金属位点。正因为如

此, 蛋白质的空间结构也成为其吸附过程中一个非

常重要的因素[14]。本实验中纯化的目标抗体即抗乙

肝核心抗原单克隆抗体的分子量大约为 150 kD, 其

中重链分子量约为 50 kD, 轻链分子量约为 25 kD。
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腹水中最主要的杂蛋白包括白蛋白和转铁蛋白, 其

分子量分别为 69 kD和 80 kD。本实验发现随着上样

缓冲液 pH 和离子强度的升高, 蛋白质的总的吸附

量增加, 其中白蛋白吸附量增加最为明显。可能随

着 pH 和离子强度的增加, 对白蛋白氨基酸残基空

间结构影响更大, 可结合位点暴露更多, 从而导致

它更容易被吸附。在降低 pH的分步洗脱过程中, pH 

6.0洗脱下来的主要是白蛋白, pH 5.5洗脱下来的主

要是转铁蛋白, 抗体在 pH 5.0被洗脱下来。这可能

与不同蛋白上与金属离子结合的氨基酸的含量有关

系, 白蛋白可能由于可结合的氨基酸含量少, 所以

结合力弱, 在洗脱时在较高的 pH下被洗脱下来, 转

铁蛋白可能可结合的氨基酸含量比白蛋白多一些 , 

结合力强一些, 所以洗脱所需 pH低一些, 而抗体可

能可结合的氨基酸含量较多, 所以结合力强, 洗脱

所需的 pH更低。但随着 pH和离子强度的升高, 白

蛋白吸附的增加, 在 pH 6.0洗脱时随着大量白蛋白

的洗脱, 会有微量抗体夹带着被洗脱下来, 从而影

响抗体回收率。从纯度和回收率综合考虑, 实验选

择 pH 8.0, 20 mmol/L PB + 0.5 mol/L NaCl为最佳上

样条件。 

根据价键理论, 蛋白质与金属的螯合是通过蛋

白质表面氨基酸上的给电子原子(如 N 原子等)的孤

对电子与金属离子上的空杂化轨道结合形成的。由

于 H+也可提供空杂化轨道 , 因此 , 可与金属离子

同时竞争蛋白质表面上的孤对电子 , 即采用降低

pH 值进行洗脱时 , 目的蛋白质即可较容易地洗脱

下来 [15-16]。而竞争性物质(含有 N 原子等电子给予

体的小分子物质咪唑), 由于可改变蛋白质与金属离

子之间的亲和力, 也可将蛋白质洗脱下来。本实验

探讨了 pH(6.0、5.5、5.0、4.5、4.0)分步洗脱、咪唑

浓度梯度洗脱等对 mAb纯化的影响。结果显示, 在

上述洗脱条件下, mAb 均可被洗脱下来, 而其中以

pH 分步洗脱时 , 目的 mAb 的回收率最高 , 可达

80%, 纯度达 85%。在实验中也尝试了采用连续 pH

梯度(pH 8.0~4.0)洗脱的方式 , 但不能把抗体和其

他蛋白分离开。采用 pH 8.0, 20 mmol/L PB + 0.5 

mol/L NaCl+ 5 mmol/L 咪唑为上样缓冲液 , 以

5~500 mmol/L咪唑浓度梯度洗脱时, mAb纯度 80%, 

回收率 75%。当以 pH 8.0, 20 mmol/L PB+5 mmol/L

咪唑为上样缓冲液, 采用 5~500 mmol/L咪唑浓度梯

度洗脱时的抗体纯度最高, 可达 95%, 但上样时有

少量抗体穿透, 回收率降低为 65%。实验也尝试了

在上样缓冲液中不添加咪唑, 但加 0.5 mol/L NaCl, 

以 0~500 mmol/L咪唑浓度梯度洗脱, 结果发现mAb

也不能与其他蛋白分离开。所以, 在上样缓冲液中

添加少量的咪唑更有利于抗体分离。以上洗脱方式

都能较好地保持 mAb的生物学活性。 

综上所述 , 固相化金属螯合亲和层析法

(IMAC)能有效地分离纯化单克隆抗体 , 分离纯化

时 , 采用降低 pH 分步洗脱时 , 最佳上样缓冲液为

pH 8.0, 20 mmol/L PB + 0.5 mol/L NaCl, 抗体在 pH 

5.0被洗脱下来, 抗体回收率 80%, 纯度 85%。采用

咪唑浓度梯度洗脱时, 最佳的上样缓冲液为 pH 8.0, 

20 mmol/L PB + 5 mmol/L咪唑, 抗体纯度大于 95%, 

回收率 65%, 在上样缓冲液中不添加 NaCl而添加少

量的咪唑, 更有利于抗体分离。 
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