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间臂和丁基密度对疏水层析分离纯化重组乙肝病毒表面抗原的影响
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摘 要 以国产高交联度的快流速琼脂糖为基质，合成了针对纯化中国仓鼠卵巢细胞表达乙肝病毒表面抗原（JGYHGV@8D）的

不同间臂（"J、=J 和 <$J）和不同配基密度的丁基疏水介质。配基密度的增加和间臂 J 链的延长都会增加介质的疏水性，从而

影响其对 JGYHGV@8D 的分离效果。采用正交实验考察了配基密度、盐浓度、9G 值三个影响因素对不同间臂疏水介质性能的

影响。以分离 JGY 表达的乙肝病毒表面抗原（JGYHGV@8D）的收率和纯化倍数为主要指标。根据正交试验结果，分离效果最

佳的介质间臂为 =J、配基密度为 !!!4’(]4S。该介质在硫酸铵浓度 ^_、9G%‘$ 条件下，JGYHGV@8D 的收率可以接近 <$$_，纯

化倍数达到 7$。
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疏水相互作用层析技术适用范围广，洗脱条件

温和，已成为蛋白质分离纯化中非常重要的一种手

段。但是蛋白质可能在疏水层析过程中发生聚集或

变构，比如!!乳球蛋白在疏水层析过程中会出现多

个洗脱峰，这些峰中存在!!乳球蛋白的聚集体［"］。

另外，由多个亚基组成的多聚亚基蛋白在疏水层析

过程也 可 能 发 生 亚 基 解 聚。比 如 肿 瘤 坏 死 因 子

（#$%）在疏水层析过程中会出现包括 #$% 亚基的多

个洗脱峰［&］。介质的配基密度对蛋白质的层析行为

影响非常大。’()*+ 等人发现不同配基密度的丁基

疏水介质对蛋白质的最大吸附容量和亲和性都存在

明显的不同［,］。-’.!’/012 是一种复杂的多聚亚基

蛋白 质，它 由 "33 多 个 亚 基 组 成，分 子 量 超 过 &
33345［6］，而且分子中含有糖链和脂类［7］。分离纯化

过程中，如果使用疏水性较强的介质，介质表面对

-’.!’/012 颗粒的吸附非常强，这可能会破坏蛋白

质的结构，或者产生不可逆吸附，影响抗原的生物活

性和回收率。因此，选择表面吸附能力适中的疏水

层析介质对 -’.!’/012 的纯化非常重要。

本文研究可应用于 -’.!’/012 分离纯化的疏水

层析介质，前期的研究表明了 -’.!’/012 纯化工艺

主要由疏水层析、离子交换、凝胶过滤等层析工艺组

合而成。其中疏水层析作为初步纯化步骤可除去

879 以上的杂蛋白质、889 以上的糖类和脂类、889
以上的 5$1 以及色素等杂质［: ; "3］，是整个纯化工艺

中的关键步骤。目前用于纯化 -’.!’/012 的商品化

疏水层析介质 /<=>?!@ @(AB)*C0( %% 为 DE ’()?=BF)*(
公司产品，其价格昂贵。而且疏水层析作为第一步的

初分离步骤，疏水介质 /<=>?!@ @(AB)*C0( %% 受原料的

污染比较严重，所以使用周期有限。自主开发分离性

能优越、成本低的疏水介质可以降低 -’.!’/012 的

生产成本，解决目前国内医药企业中制备乙肝疫苗所

用介质长期依赖进口的问题，这对于我国（乙肝病毒

携带者数量高达 "G7 亿）乙肝疫苗的生产非常重要。

王妍等人［""］曾开发合成了间臂为 ,- 的国产疏水介

质（进 口 疏 水 介 质 /<=>?!@ @(AB)*C0( %% 的 间 臂 为

"3-），应用效果良好，但该种介质选用进口高交联度

快流速琼脂糖为基质，成本较高。本实验室以国产高

交联度快流速琼脂糖为基质，以丁基为疏水配基，开

发了间臂为 ,- 的疏水介质［"&］，并成功应用于 -’.!
’/012 的分离纯化。本研究主要探索自主合成的间

臂为 ,-、H- 和 "3- 的不同配基的丁基疏水介质对乙

肝表面抗原的分离特性。

本 文 首 先 考 察 了 配 基 密 度 和 间 臂 对 -’.!
’/012 层析行为的影响，然后采用正交实验优化介

质的间臂和配基密度，以及分离体系的 A’ 值和盐

浓度，从中筛选出了分离性能更好的疏水层析介质。

! 材料与方法

!"! 材料

!"!"! 细胞培养上清（--@）：由华北制药集团提供。

!"!"# 疏水层析介质：作为疏水介质基质的高交

联度快流速琼脂糖（IJ#，:9 琼脂糖）由中国科学院

过程工程研究所生化工程技术中心合成；商品化丁

基琼 脂 糖 疏 水 介 质 /<=>?!@!@(AB)*C0( %%（间 臂 为

"3-）购自 DE ’()?=BF)*( 公司（美国）。

!"!"$ 试剂：牛血清白蛋白（/CKL+( @(*<M 1?N<ML+，

/@1）购自 OCFB( 公司（德国）；作为标准品的纯度大

于 8H9的 -’.!’/012 由华北制药集团提供；’/012
活性测定的立可读 EPQ@1 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 RL??L I!A?<0 超纯水机制备（RL??LAC*(，美国）。

!"!"% 仪 器：蠕 动 泵：SEOQ @#1P#Q- STRS S!"
（SB)*M)FL)，瑞典）；紫外检测仪：@L+2?( S)=B RC+L=C*
TU!"（SB)*M)FL)，瑞 典）；检 测 器 与 12L?(+= Q+=(*V)F(
87333E（12L?(+=，美国）连接，由计算机记录数据；/LC!
O)W 酶 标 仪 773 和 电 泳 仪 RL+L!SO.#EQ$（" 购 自

/LC!O)W 公司（美国）；8: 孔酶标板由 -C0=)* 公司提

供；层析柱均购自上海锦华层析设备厂。

!"# 方法

!"#"! /<=>?!@ IJ# 介质的合成：按照 R)L00C+ 的合

成路线［",］，以国产的快流速琼脂糖（IJ#）为基质，经

活化、交联、收获三个步骤，合成 ,-、H-、"3- 间臂的

丁基琼脂糖疏水介质 /<=>?!@ IJ#。对于间臂为 ,-
的介质，配基密度控制在 &7 X 67#MC?YMP；对于 H- 的

介质，配基密度控制在 ", X &7#MC?YMP；对于 "3- 的

介质，配基密度控制在 ", X 63#MC?YMP。（对反应后

的溶液进行测定，里面没有残余的丁硫醇。对洗胶

的溶液进行测定，其中也不含硫醇，可以认为硫醇全

部结合在介质上。这里介质的丁基配基密度以反应

时丁硫醇的加入量来表示）。

!"#"# 层 析 方 法：合 成 的 介 质 充 分 清 洗 后 装 柱

（73MM Z "3MM Q[ 5[，/U \ 6MP），用 3G7MC?YP $).’
清洗 7 个柱床体积（N(W KC?<M(，/U）后，连接到常压

层析系统。对于 -’.!’/012 的层析实验，按实验所

需的盐浓度和 A’ 值配制相应的缓冲液 1（&3MMC?YP
S/，含一定浓度的硫酸铵）和 /（&3MMC?YP S/，不含

硫酸铵）。先用 "3 个柱床体积的缓冲液 1 平衡层析

柱，然后将 ’/012 溶液的 A’ 和电导率调到与缓冲

液 1 一致。进料量为 "3#2 -’.!’/012 每毫升介

质，进料后用缓冲液 1 再淋洗两个柱体积，得到穿

透峰 %*)F=LC+ 1（S3）。然后用缓冲液 / 进行洗脱，收
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集得到洗脱峰 !"#$%&’( )（*+）。流速为 ,-./01/&(，

紫外检测波长为 2.,(/。

对于细胞培养液上清分离的实验按与正交试验

计划表中相应实验序号所对应的盐浓度和 34 值配

制相应的缓冲液 5（2,//’610 *)，含一定浓度的硫

酸铵）和 )（2,//’610 *)，不含硫酸铵）。用 +, 个柱

床体积的缓冲液 5 平衡层析柱。2,/0 的 778 中加

入硫酸铵粉末至终电导与缓冲液 5 的电导一致，用

+/’610 9#:4 溶液调 34 与缓冲液 5 的相等，,-;<!/
微滤膜过滤后进料。用缓冲液 5 洗脱杂质至基线，

收集穿透峰 !"#$%&’( 5（*,）；用缓冲液 ) 洗脱至基

线，收 集 洗 脱 峰（目 的 峰）!"#$%&’( )（*+），最 后 用

=,>异丙醇进行介质再生，流速均为 ,-./01/&(。紫

外检测波长 2.,(/。

对各个峰进行的活性和蛋白含量进行测定。实

验结果为三次层析的平均值。

!"#"$ 酶联免疫吸附法（?0@85）检测 4)A5B 活性：

4)A5B 活性通过 ?0@85 试剂盒进行检测，按照试剂

盒说明书的操作步骤进行，利用纯品 4)A5B 做标准

曲线求得待测样品中的 4)A5B 含量。

!"#"% 蛋 白 质 浓 度 检 测：总 蛋 白 质 浓 度 参 照

)"#CD’"C 法测定［+;］，根据标准品 )85 的标准曲线求

得样品中总蛋白质含量。

!"#"& 凝胶过滤高效液相分析：液相系统为 5B&6E(%
++,,（5B&6E(%，美国），紫外检测器波长 2.,(/。多角

度激光散射检测器为 F5G9 ?:8（G#HH%，美国），所

用激 光 波 长 为 IJ,(/。 色 谱 柱 为 K8L M<,,,*G
（=,,//（N-< //，@ O FO）（K’A’P##A，日本），保护柱为

K8L M*G BQ#"C$’6Q/( （ N<// （ N-<//， @ O FO）
（K’A’P##A，日本）。流动相为 +,,//’610 *)8，34I-.，

流速为 ,-</01/&(，上样量为 +,,!0。

!"#"’ 圆二色光谱（7F）分析：圆二色光谱仪为

R#A$’S.+,（R#A$’，日本）。检测波长为 2,, T 2I,(/，分

辨率为 +(/。用与待测样品中溶液相同的体系作为

空白，7F 谱图为三次测量结果的平均值。

!"#"( 评价指标：主要考察纯化前后 4)A5B 的活

性收率和纯化倍数。其中，活性收率为纯化后与纯

化前 4)A5B（?0@85 测定）之比；蛋白质残余率为纯

化后总蛋白质占纯化前总蛋白质量（)"#CD’"C 测定）

的百分比；纯化倍数为纯化前后样品的比活之比，用

活性回收率与蛋白残余率之比来计算。

# 结果与讨论

#"! 介质疏水性对 )*+,*-./0 层析行为的影响

疏水层析介质由亲水性固定相基质通过一定长

度的间臂偶联短链的烷基、苯基等弱疏水性配基所

构成。配基以及间臂对介质的疏水性都有影响。这

里我们考察了介质的配基和间臂对 74:S4)A5B 层

析行为的影响。

#"!"! 配基密度对 74:S4)A5B 收率的影响：此实验

以纯化后的 74:S4)A5B 为研究对象，考察了 74:S
4)A5B在间臂为 .7 的不同配基密度（+=、+.、22 和

2<!/’61/0）的介质上吸附和解吸过程的失活现象。

在盐浓度 J-,>，34 值为 N-, 条件下进料，进料 ;/0
4)A5B溶液（+,!B1/0），然后用上述溶液淋洗一个柱

体积（;/0），再用 2,//’610 *)（34 U N-,）洗脱吸附的

蛋白。进料后开始收集，收集 +,/0 作为穿透峰（*,），

按紫外信号收集洗脱峰（*+）。层析图谱如图 + 所示，

穿透和洗脱下来的蛋白质分析结果见表 +。

图 + 74:S4)A5B 在国产疏水介质上的层析谱图

!&BO + *"’D&6E ’D 4@7 V&%P )Q%H6S8 WXK D’"
3Q"&D&EC 74:S4)A5B

通过 表 中 数 据 可 以 看 出，当 进 料 量 为 +,!B
74:S4)A5B 每毫升介质时，较低配基密度（+=!/’61
/0）的介质对 "4)A5B 吸附能力低，有大约 +<> 的

4)A5B 流穿，而当配基密度为 +.!/’61/0 时 4)A5B
的回收率最高，达到 .I-=>，随着配基密度逐渐增

加，*+ 峰的 4)A5B 活性回收率逐渐下降。除了配基

密度为 +=!/’61/0 有部分穿透之外，74:S4)A5B 在

其余的介质都没有穿透，而且穿透峰的收率与主要

活性 峰 收 率 的 总 和 也 低 于 +,,>。这 说 明 74:S
4)A5B 的活性损失不仅仅是由于穿透造成的，部分

生物活性的损失可能是由于蛋白质在介质表面吸附

和解吸造成蛋白质变构和解聚。对 4)A5B 在超滤

和离 子 交 换 过 程 中 的 研 究 发 现，在 超 滤 过 程 中

4)A5B 容易发生聚集［+<］。

表 ! 配基密度对 )*+,*-./0 纯品收率的影响

12345 ! 165 577589 :7 4;02<= =5<.;9> 9: 965 ?58:@5?>
:7 AB?;7;5= )*+,*-./0

0&B#(C CE(A&%H
1（!/’61/0）

4)A5B "E$’YE"H
*+1>

!6’VS%P"’QBP 4)A5B
&( *,1>

+= I+-+ Z 2-I +<-+ Z +-I
+. .I-= Z +-= 9F
22 IJ-+ Z =-. 9F
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由此我们分析 !"#$% 在层析后活性损失的原

因可能是 !"#$% 在层析过程中的构象变化、聚集、

解聚或者在介质上的不可逆吸附。为了分析 !"#$%
在层析过程中活性损失的原因，对从不同介质上得

到的活性峰进行了检测构象变化的圆二色分析，检

测 !"#$% 分子量和 !"#$% 聚集体和解聚的分子体

积排阻高效液相联用多角度激光（!&’()*+$,,’）结

果见图 - 和图 .。

图 - 不同配基密度介质洗脱下来的 !"#$% 的圆二色谱图

/0%1 - )0234562 7038290#: #;<3=24: 9> !"#$% <54=<7
>29: 67#92?<@= A0=8 70>><2<@= 50%6@7 7<@#0=B

C8< 50%6@7 7<@#0=0<# 9> 67#92?<@= D =9 E A<2< D.、DF、-- 6@7 -G!:95H:,
2<#;<3=0I<5B1

图 - 的结果表明，!"#$% 在进料前和经过疏水

层析后，其二级结构没有明显变化，疫苗的活性损失

不是由 !"#$% 在层析过程中的变构造成的。进一

步用 !&’()*+$,, 分析经过疏水层析后的样品（见

图 .），左图为 +$,,’ 信号，右图为 JK 信号。由于

+$,,’ 信号对于大分子非常敏感，适于对聚集体的

分布检测，文献［DG］中用 +$,,’ 检测出了汉逊酵母

表达的 !"#$% 中的聚集体，而 JK 信号则可以检测

出解聚后的蛋白质亚基。图 . 的结果表明，层析之

后，+$,,’ 信号中对应于 D-:0@ 的大分子聚集体的

信号基本不变，说明在此过程中 !"#$% 没有聚集。

而紫外 JK 信号的监测表明，对应于停留时间为

--:0@ 的 !"#$% 解聚亚基在层析前后信号也基本不

变，这说明层析之后的 !"#$% 也没有解聚。所以造

成疫苗活性损失的原因很可能是 !"#$% 在疏水介

质上的不可逆吸附。

!"#"! 间臂对 )!L*!"#$% 收率的影响：这里对配

基密度为 D.!:95H:, 间臂分别为 F) 和 DM) 的介质，

以及配基密度为 EM!:95H:, 间臂分别为 .) 和 DM)
的介质进行了间臂影响的考察。在 ;! 值为 NOM，盐

浓度为 FOMP条件下进行疏水层析，实验结果见表 -。

通过表中的数据可以看出，对于配基密度为

D.!:95H:, 的介质，间臂由 F) 增加到 DM) 时，)!L*
!"#$% 的收率提高了 DMP；但是，对于配基密度为

EM!:95H:, 的介质，间臂由 .) 增加到 DM) 时，!"#$%

图 . 从不同配基密度介质洗脱下来的 !"#$% 的

!&’()*+$,,’ 图谱

/0%1 . ’()*!&,) ;29>05< 9> )!L*!"#$% <754=<7 >29:
67#92?<@= A0=8 70>><2<@= 50%6@7 7<@#0=B

,<>=：+$,,’ #0%@65；Q0%8=：JK #0%@65 1 )9@70=09@#：C’R SGMMM &T
（DM!:，.MM::U NOG:: V1 W1）A0=8 C’R S&T S46273954:@（NG::
U NOG::，V 1 W1）；<54=<7 ?B &"’（MOD:95H, &" 677<7 A0=8 MOD:95H,
X6-’LE，;! YOF）6= 299: =<:;<26=42<（-M Z -G[）A0=8 MOG:,H:0@
>59A 26=<；DMM!, 9> 0@\<3=09@ I954:<1

表 ! 间臂对 $%&’%()*+ 纯品收率的影响

,-./0 ! ,10 022034 52 )6-307 -78 45 7035907: 52
6;7<2<0= $%&’%()*+

,0%6@7 7<@#0=B
H（!:95H:,）

$2:
!"#$% 2<39I<2B

9> &DHP
!"#$% 2<39I<2B

9> &-HP
D. F) YDOD ] -OY DGOD ] DOY
D. DM) NDOY ] -ON XW
EM .) NDO- ] DOY XW
EM DM) .YOE ] DOY XW

XW：X9 7<=<3=6?5<1

的收率下降 .MP。所以间臂和配基密度的匹配对

介质的分离性能非常重要。目前对于此方面的研究

较少，可以将间臂当成整个疏水配基的一部分，这样

在配基密度相同的条件下，间臂越长，则介质的疏水

性越强。当配基密度较低时（D.!:95H:,），间臂长度

的增加会导致介质的疏水性增强，这会减少 !"#$%
的穿透，!"#$% 的收率由 YDP增加到 NDP。但是，

当配基密度较高时（EM!:95H:,），长间臂和高配基密

度导致疏水性过强，造成疫苗在介质上的不可逆吸

附，从而导致其活性由 NDP下降到 .YP。表 - 的结

果也表明，低配基密度和长间臂的匹配，以及高配基

G^Y李瑞红等：间臂和丁基密度对疏水层析分离纯化重组乙肝病毒表面抗原的影响



密度和短间臂的匹配能获得最好的分离效果。

通过以上实验可以看出，用 !"#$% 进行实验，

可以清楚地考察介质间臂和配基对 !"#$% 活性影

响的规律。但要找出对 &&’ 具有最佳分离效果的

介质，必须用 &&’ 对介质的配基和间臂以及具体的

分离操作条件进行优化实验。

!"! 采用正交试验对不同间臂和配基密度的介质

分离性能的考察

影响疏水层析过程的参数非常多，包括介质类

型、(! 值、盐浓度、蛋白质浓度等等，这些参数之间

的作用也非常复杂。对疏水层析过程影响最大的实

验条件包括介质类型，(! 值和盐浓度。介质是纯化

过程的核心，介质的性能对于分离的效果起到决定

性的作用；(! 值影响蛋白质的带电性和构象，从而

影响蛋白质与疏水配基的相互作用；盐浓度则可以

从蛋白质构象以及溶液体系中水的活度两个方面来

影响蛋白质与介质之间的相互作用。下面的实验对

这些条件进行系统的考察。

正交试验具有数据分布均匀，实验量相对较少

的特点，而且其实验结果容易分析，所以我们采用这

种试验设计方案对试验条件进行考察。在对不同间

臂的疏水介质进行考察前，首先通过单因素实验初

步确定操作条件的范围。

!"!"# (! 值和盐浓度范围的初步确定：(! 值对蛋

白质的性质有很大影响，在层析过程中是一个非常

重要的参数。这里从 (!)*+ 考察到 (!,*+，层析图

谱见图 -，实验结果见表 .。

结果表明随着 (! 值的升高，!"#$% 的活性收率

先升后降，在 (! /*+ 时活性收率最高，达到 ,,*01。

我们对穿透峰 23456789 $（见图 -）进行了分析，结果

显示在 (!/*+ 的条件下，穿透峰中的活性最少。这

可能是因为 (! 值对 &!:;!"#$% 的构象或带电性质

影响较大，使蛋白质在 (! /*+ 条件下与介质的疏水

相互作用最强。而纯化倍数随着 (! 值的增加逐渐

降低，当 (! 值达到 /*<、,*+ 时，纯化倍数保持在 ./
左右不再变化。根据以上实验结果，确定正交试验

的 (! 值范围为 )*< = ,*+。

表 $ %& 值对层析过程影响

’()*+ $ ’,+ +--+./ 0- %& 1(*2+
(! !"#$% 3>58?>3@A1 BC37D7546789 D45683
)*+ <<*- E .*F <. E .
)*< )G*) E -*G -/ E <
/*+ ,,*0 E )*/ ., E .
/*< )-*, E G*. .) E F
,*+ )/*- E )*< ./ E <
H7%49I I>9#76@：0<!J8KAJH， #(45>3 43J：,&， 4JJ897CJ #CKD46>

5895>96346789：,1 L

图 - 国产疏水介质层析谱图

27%L - B38D7K> 8D !M& N76O "C6@K;’ PQR

下面在 (! /*+ 条件下对硫酸铵浓度进行考察，

结果见表 -。由表中的数据可以看出，随着硫酸铵

的浓度从 /1增加到 GG1，&!:;!"#$% 的活性收率

从 <)*+1 逐渐增加到 G++1。当硫酸铵浓度达到

F1时，收率达到 F0*.1。

表 3 硫酸铵浓度对层析过程影响

’()*+ 3 ’,+ +--+./ 0- (4405624 72*-(/+ .05.+5/8(/605
5895>96346789A1 !"#$% 3>58?>3@A1 BC37D7546789 D45683

/ <)*+ E 0*- <0 E F
, )F*) E 0*, -, E G+
F F0*. E /*0 0- E -
G+ ,,*G E ,*) GF E 0
GG G++ E -*, G0 E 0

H7%49I I>9#76@：0<!J8KAJH，#(45>3 43J：,&，(!/L+ L

但是当硫酸铵浓度的进一步增加至 GG1时，纯

化倍数由 0- 迅速下降到 G0。这可能是由于随着硫

酸铵浓度的增加，&!:;!"#$% 以及杂蛋白与介质之

间的疏水相互作用都增强。由此，确定正交试验的

盐浓度范围为 /1 = G+1。

!"!"! 正交试验考察间臂为 .& 的 "C6@K;’ PQR 疏

水介质的分离性能：根据以上实验确定的 (! 值和

盐浓度范围，对间臂为 .& 的 "C6@K;’ PQR 疏水介质

进行了 . 因素 - 水平的正交实验（因素 $ 配基密度

的 - 个水平为：0<、.<、-+、-<；因素 " 盐浓度的 - 个

水平为：/*+1、,*+1、F*+1、G+*+1；因素 & (! 值的

- 个 水 平 为：)*<、/*+、/*<、,*+），采 用 正 交 表 HS G)

（-<）进行实验，实验结果以及数据分析见表 < 和图

<。

图 < 的对比结果表明对于间臂为 .& 的 "C6@K;’
PQR 疏水介质，随着配基密度的增加，&!:;!"#$% 的

活性收率增加，但纯化倍数下降，原因主要是 !"#$%
在介质上的不可逆吸附。随着硫酸铵浓度的增加，

&!:;!"#$% 收率明显增加，但是超过 ,*+1以上，目的

蛋白质的活性收率略有下降。这可能是硫酸铵浓度

过高造成目的蛋白质在介质上的不可逆吸附所致。

活性收率在不同 (! 值下变化不大，但是 (! 值对纯

化倍数的影响非常明显，在 (! /*+ 达到最大的纯化

)F) !"#$%&% ’()*$+, (- .#(/%0"$(,(12 生物工程学报 0++/，T8K*0.，U8*-



倍数。通过表中数据可以得出对于间臂为 !" 的介

质，当配基密度为 #$!%&’(%)，盐浓度为 *+，,- 值为

./$ 时，-0123 的回收率达到 .4/*+，纯化倍数为 5#。

表 ! 间臂为 "# 的丁基疏水介质正交试验结果

$%&’( ! )*+,-.-/%’ (01(*23(/+ *(45’+4 -6 +,( &5+7’89
3(:2% ;2+, 41%(* %*3 -6 "#

67,89:%8;<
=>%?89

@AB<&9 C9A38<

2（):3A;D
D8;1:<E）

(（!%&’(%)）

0（A%%&;:>%
1>’FA<8

B&;B8;<9A<:&;）

(+

"
(,-

-0123
AB<:G:<E
98B&G89E
(+

H>9:F:BA<:&;
FAB<&9

5
I
!
#
J
K
.
*
4
5$
55
5I
5!
5#
5J
5K

IJ
IJ
IJ
IJ
!J
!J
!J
!J
#$
#$
#$
#$
#J
#J
#J
#J

./$
*/$
4/$
5$/$
./$
*/$
4/$
5$/$
./$
*/$
4/$
5$/$
./$
*/$
4/$
5$/$

K/J
./$
./J
*/$
./$
K/J
*/$
./$
./J
*/$
K/J
./$
*/$
./J
./$
K/J

!4/K L $/K
K5/J L #/*
K#/K L 5/!
J4/5 L $/.
I./! L #/K
*5/! L J/J
K*/I L 5/I
KJ/J L ./#
J*/$ L 4/J
K$/. L J/*
.I/$ L */!
.4/* L ./5
JK/$ L ./I
../$ L #/!
.I/# L #/$
KJ/K L #/#

!* L I
## L K
5K L 5
4 L $
!. L 5$
I. L I
5! L 5
55 L I
IK L .
5J L I
5K L !
5# L I
5J L I
5I L 5
5$ L 5
55 L 5

M81>’<1 A;A’E1:1

N8A; &F
-0123
98B&G89E
NA7

D:FF898;B8

" !

# !

$ !

% !

"!

JK/I
K$/K
K./K
K./*

55/J

#J/I
.$/5
K4/!
K./J

I#/4

K#/K
K$/I
KK/!
K5/$

K/$

N8A; &F
,>9:F:BA<:&;

FAB<&9

NA7
D:FF898;B8

" !

# !

$ !

% !

"!

I./5
II/$
5./J
5I/5

5J/$

I4/5
I#/K
5!/*
55/I

5*/$

II/*
IK/I
5K/#
5!/5

5!/5

<=<=" 正交实验考察间臂为 *" 的 0><E’OP QRC 疏

水介质的分离性能：对间臂为 *" 的 0><E’OP QRC 疏

水介质进行 ! 因素 # 水平的正交实验（因素 2 配基

密度的 # 个水平为：5!、5*、II、IJ；因素 0 盐浓度的 #
个水平为：K/$+、./$+、*/$+、4/$+；因素 " ,- 值

的 # 个 水 平 为：K/J、./$、./J、*/$），采 用 正 交 表

)S5K（#J）进行实验，正交实验结果以及数据分析见表

K 和图 K。

通过图 K 可以看出对于间臂为 *" 的 0><E’OP
QRC 疏水介质，当其配基密度为 II!%&’(%) 时，"-TO
-0123 的活性收率达到最大值 5$$+。当配基密度

增加到 IJ!%&’(%) 时，活性收率反而下降。这是因

为随着配基密度增加，介质对 -0123 的不可逆吸附

图 J 正交试验结果分析

@:3U J 2;A’E1:1 &F <V8 T9<V&3&;A’ 87,89:%8;< 981>’<1
2：’:3A;D D8;1:<E，!%&’(%)；0：A%%&;:>% 1>’FA<8 B&;B8;<9A<:&;，+；

"：,-

也在增强。随着硫酸铵浓度的增加，"-TO-0123 活

性收率逐渐增加，纯化倍数逐渐下降。,- 值对于活

性收率和纯化倍数的影响都不太明显。通过表中数

据可以得出，对于间臂为 "* 的丁基疏水介质，当配

基密度为 II!%&’(%)，盐浓度为 4+，,- 值为 ./$ 时，

-0123 的回收率大于 4*+，纯化倍数大于 K$，分离

效果明显优于间臂为 !" 的介质。

<=<=> 正交实验考察间臂为 5$" 的 0><E’OP QRC 疏

水介质的分离性能：对间臂为 5$" 的 0><E’OP QRC 疏

水介质进行了 ! 因素 # 水平的正交实验（因素 2 配

基密度的 # 个水平为：5!、5J、I$、#$；因素 0 盐浓度

的 # 个水平为：./$+、*/$+、4/$+、5$/$+；因素 "
,- 值的 # 个水平为：K/J、./$、./J、*/$），采用正交表

)S5K（#J）进行实验，正交实验结果以及数据分析见

表 . 和图 .。

通过图 . 可以看出对于间臂为 5$" 的 0><E’OP
QRC 疏水介质，当其配基密度由 5!!%&’(%) 增加到

I$!%&’(%) 时，"-TO-0123 的活性回收率达到 4$+，

同样继续增大配基密度至 #$!%&’(%) 时，活性收率

下降。当硫酸铵浓度超过 4+，"-TO-0123 活性收

率略有下降，这可能是目的蛋白质在高盐溶液中在

介质 上 的 不 可 逆 吸 附 所 致。当 ,- 值 为 K/J 时，

"-TO-0123 的活性收率和纯化倍数达到最佳值。

对于间臂为 5$" 的介质，当配基密度为 I$!%&’(%)，

盐浓度为 4+，,- 值为 K/J 时，-0123 的回收率约为

4$+，纯化倍数约为 JK，此结果优于间臂为 !" 的介

质而稍逊于间臂为 *" 的介质。

进一步对比目前广泛使用的商用 0><E’OP @@ 介

.4K李瑞红等：间臂和丁基密度对疏水层析分离纯化重组乙肝病毒表面抗原的影响



表 ! 间臂为 "# 的丁基疏水介质正交试验结果

$%&’( ! )*+,-.-/%’ (01(*23(/+ *(45’+4 -6 +,( &5+7’89
3(:2% ;2+, 41%<(* %*3 -6 "#

!"#$%&’$()
*+’,$%

-./)0% 1.%2$)

3（4&2.(5
5$(6&)7）

8（!’098’4）

:（.’’0(&+’
6+9;.)$

/0(/$()%.)&0(）

8<

=
8#>

>:632
./)&?&)7
%$/0?$%7
8<

@+%&;&/.)&0(
;./)0%

A
B
C
D
E
F
G
H
I
AJ
AA
AB
AC
AD
AE
AF

AC
AC
AC
AC
AH
AH
AH
AH
BB
BB
BB
BB
BE
BE
BE
BE

FKJ
GKJ
HKJ
IKJ
FKJ
GKJ
HKJ
IKJ
FKJ
GKJ
HKJ
IKJ
FKJ
GKJ
HKJ
IKJ

FKE
GKJ
GKE
HKJ
GKJ
FKE
HKJ
GKJ
GKE
HKJ
FKE
GKJ
HKJ
GKE
GKJ
FKE

AKD L JKG
DKF L AKC
BFKI L EKH
DDKE L AKE
ABKD L JKF
BEKH L CKJ
ECKB L AKI
EIKG L GKH
CDKF L BKA
EHKE L IKB
HBKJ L IKA
AJJ L H

BDKI L IKH
EDKA L BKC
FDKA L DKA
FJKF L DKG

D L C
G L B
DJ L AJ
CC L A
AJJ L I
IF L G
EF L B
GJ L C
AJG L F
HD L I
IH L E
FC L H
DG L AJ
DH L F
CC L E
BE L B

M$6+9)6 .(.976&6

N$.( 0;
>:632
./)&?$&)7
%$/0?$%7
N."

5&;;$%$(/$

" !

# !

$ !

% !

"!

BEKH
EJKD
ICKI
FGKI

FHKA

BDKD
DGKG
GEKD
IJKE

FFKA

EFKF
FBKF
EHKD
FJKD

FKJ

N$.( 0;
#+%&;&/.)&0(

;./)0%

N."
5&;;$%$(/$

" !

# !

$ !

% !

"!

BHKC
AJGKC
AAGKE
EJKH

HIKB

HEKG
GHKD
GFKC
FCKE

BBKB

GDKC
FGKG
HHKG
GCKB

BKA

图 F 正交试验结果分析

-&2O F 3(.976&6 0; )P$ Q%)P020(.9 $"#$%&’$() %$6+9)6
3：9&2.(5 5$(6&)7，!’098’4；:：.’’0(&+’ 6+9;.)$ /0(/$()%.)&0(，<；=：#>O

图 G 正交试验结果分析

-&2O G 3(.976&6 0; )P$ 0%)P020(.9 $"#$%&’$() %$6+9)6
3：9&2.(5 5$(6&)7，!’098’4；:：.’’0(&+’ 6+9;.)$ /0(/$()%.)&0(，<；

=：#>O

质（间臂 AJ=，配基密度约 AF!’098’4）和自制丁基疏

水介质（间臂为 H=，配基密度为 BB!’098’4）的分离

性能。按照文献［E］中报道的分离条件，商用 :+)79RS
-- 介质采用的层析条件为缓冲液 3 为 BJ’’0984
@:，#>GKJ，H< 硫酸铵；缓冲液 : 为 BJ’’0984 @:，

#>GKJ；自制介质的层析条件为硫酸铵浓度提高到

I<，其它条件都与用商用介质时的条件相同，两种

介质用于分离 ==S，商用介质的 =>QR>:632 的收率

为 IE<，纯 化 倍 数 为 DB。而 自 制 介 质 的 收 率 为

AJJ<，纯化倍数为 FC。这说明我们开发的介质在

分离性能上要优于进口介质。

综上所述，在配基密度相近时，间臂为 H= 的介

质纯化效果最好，但间臂对于目的蛋白质的分离效

果的作用机理原因有待进一步探索。

= 结论

疏水介质的间臂和配基密度对于 =>QR>:632
的活性收率影响较大。不同间臂的介质，具有与之

最佳匹配的配基密度，这是因为间臂的延长会增加

介质的疏水性。配基密度过低会造成 >:632 的穿

透，使其收率下降，而配基密度过高又会引起 >:632
在介质上的不可逆吸附，也会导致收率下降。#> 值

对活性收率的影响不大，对纯化倍数有一定影响。

盐浓度对活性收率和纯化倍数的影响都较大，一般

随着盐浓度的增加，活性收率增加，纯化倍数下降。

采用正交试验筛选出的最佳介质其间臂为 H=，

配基密度为 BB!’098’4。当操作条件为 #> 值 GKJ，

盐浓度 I<，此介质分离 ==S 的 >:632 活性收率可
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表 ! 间臂为 "#$ 的丁基疏水介质正交试验结果

%&’() ! *+,-./.0&( )12)+34)0, +)56(,5 .7 ,-) ’6,8(9:
4);3& <3,- 52&=)+ &+4 .7 "# $

!"#$%&’$()
*+’,$%

-./)0% 1%.2$)

3（4&2.(5
5$(6&)7）

8（!’098’4）

:（.’’0(&+’
6+9;.)$

/0(/$()%.)&0(）

8<

=（#>）

>:632
./)&?&)7
%$/0?$%7
8<

@+%&;&/.)&0(
;./)0%

A
B
C
D
E
F
G
H
I
AJ
AA
AB
AC
AD
AE
AF

AC
AC
AC
AC
AE
AE
AE
AE
BJ
BJ
BJ
BJ
DJ
DJ
DJ
DJ

GKJ
HKJ
IKJ
AJKJ
GKJ
HKJ
IKJ
AJKJ
GKJ
HKJ
IKJ
AJKJ
GKJ
HKJ
IKJ
AJKJ

GKJ
FKE
HKJ
GKJ
GKE
HKJ
FKE
GKJ
HKJ
GKE
GKJ
FKE
FKE
GKJ
GKE
HKJ

CDKJ L CKG
ECKD L CKE
FDKG L BKC
IJKB L FKH
CHKH L DKI
EEKI L IKH
HEKF L IKI
GJKB L HKC
HIKJ L IKG
HBKF L EKA
GAKA L IKI
HIKE L DKI
DCKI L EKJ
FBKH L DKD
FAKC L HKJ
BAKF L CKC

ED L D
HI L I
BG L A
CI L I
DJ L E
BB L E
BI L E
AF L B
EB L H
BC L D
AE L B
AH L D
AG L C
AF L C
AJ L B
B L J

M$6+9)6 .(.976&6

N$.( 0;
>:632
./)&?$&)7
%$/0?$%7

N."
5&;;$%$(/$

" !

# !

$ !

% !

"!

FJKF
FBKF
HCKJ
DGKD

CEKG

EAKD
FCKG
GJKG
FGKH

AIKB

FHKA
EIKE
FHKB
EGKH

AJKD

N$.( 0;
#+%&;&/.)&0(

;./)0%

N."
5&;;$%$(/$

" !

# !

$ !

% !

"!

EAKI
BGKA
BGKJ
AAKB

DJKG

DJKH
CGKF
BJKJ
AHKH

BAKI

CHKC
BEKB
BHKJ
BEKG

ACKJ

以达到 AJJ<，纯化倍数接近 FJ。用此疏水介质，可

有效地对 =>OP>:632 的培养液上清进行纯化，纯化

效果优于间臂为 C= 和 AJ= 的自制疏水介质以及进

口商用介质。
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