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强阴离子交换色谱结合分子排阻色谱纯化血清中

免疫球蛋白和白蛋白

秦宗华，　陈　婷，　李任强＊
（暨南大学生物工程学系 广东省分子免疫与抗体工程重点实验室，广东 广州５１０６３２）

摘要：动物血清中免疫球蛋白和白蛋白的等电点分别约为７．８和４．８，根据它们等电点的较大差别，利用 Ｑ　Ｓｅｐｈａ－
ｒｏｓｅＴＭ－ＸＬ强阴离子交换色谱结合分子排阻色谱同时分离纯化这２种蛋白。以０．０２ｍｏｌ／Ｌ　ｐＨ　８．０的Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ缓
冲液平衡离子交换色谱柱并将已稀释１０倍的高免疫的兔血清上样，采用ｐＨ 分段洗脱。在ｐＨ　６．０时以０．３
ｍＬ／ｍｉｎ低流速洗脱得到高纯度的免疫球蛋白，继续在ｐＨ　４．０时洗脱，再辅以Ｓｅｐｈａｄｅｘ　Ｇ－７５分子排阻色谱可获
得纯度大于９５％的白蛋白。对纯化后的蛋白进行活性检测，证明所纯化的免疫球蛋白和白蛋白都保持正常的生物
活性。蛋白质含量测定说明免疫球蛋白的纯化回收率达到９５％以上，而白蛋白的纯化回收率大于９０％。该法简便
快速，可同时从动物血清中纯化出保持生物活性的免疫球蛋白和白蛋白，纯化效率高。
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色 谱 第３０卷

　　动物血液组成成分复杂，蛋白质种类众多。血
清白蛋白（ｓｅｒｕｍ　ａｌｂｕｍｉｎ，ＳＡ）和免疫球蛋白（ｉｍ－
ｍｕｎｏｇｌｏｂｕｌｉｎ，Ｉｇ）是血清中含量最多的２种蛋白，
在药用、生化检测、科学研究中地位十分重要［１，２］，
所以关于它们的分离纯化技术研究甚多。纯化ＳＡ
从以冷乙醇沉淀法为主发展到目前的色谱法，如离
子交换色谱、凝胶过滤色谱、亲和色谱等多种色谱分
离技术［３］，可以得到较好的纯化效果。同样的，对于

Ｉｇ的纯化技术也有较多，特别是Ａ蛋白亲和色谱法
是最常用的分离纯化Ｉｇ的方法之一［４－６］。Ａ蛋白
是金黄葡萄球菌细胞壁的一种蛋白成分，可以和Ｉｇ
的Ｆｃ片段结合，将 Ａ蛋白作为配基结合在介质上
可用于分离Ｉｇ。但这些方法一般是只针对一种蛋
白的纯化。如果以一个方法能同时从血清中分离纯
化ＳＡ和Ｉｇ，则效率会大大提高。考虑到Ｉｇ和ＳＡ
的等电点分别约为７．８和４．８［７］，差距较大，所以本
研究尝试用离子交换色谱结合分子排阻色谱从血清

中同时纯化这２种蛋白。

　　离子交换色谱是依赖不同蛋白吸附于离子交换
剂能力的不同［８］进行纯化的一种简单而又迅速的技

术，具有交换容量大、重复利用率高［９］等优点。Ｑ
ＳｅｐｈａｒｏｓｅＴＭ－ＸＬ树脂是一种高容量强阴离子吸附
剂，以琼脂糖凝胶Ｓｅｐｈａｒｏｓｅ　ＸＬ作为载体偶联葡聚
糖链，强阴离子基团以醚键牢固结合于葡聚糖链上。
根据ＳＡ和Ｉｇ等电点存在较大差异的特点和此树
脂的性质，本研究以上样液、洗脱液的ｐＨ为焦点探
索利用Ｑ　ＳｅｐｈａｒｏｓｅＴＭ－ＸＬ强阴离子交换色谱同时
分离纯化血清中ＳＡ和Ｉｇ的方法。

１　实验部分

１．１　材料与试剂

　　Ｑ　ＳｅｐｈａｒｏｓｅＴＭ－ＸＬ树脂（平均粒径９０μｍ）购
于ＧＥ　Ｈｅａｌｔｈｃａｒｅ　Ｂｉｏ－Ｓｃｉｅｎｃｅｓ　ＡＢ；用于免疫的新
西兰大白兔购自暨南大学实验动物中心；Ｓｅｐｈａｄｅｘ
Ｇ－７５、辣根过氧化物酶（ＨＲＰ）标记的山羊抗兔

ＩｇＧ、脱脂奶粉、完全弗氏佐剂、不完全弗氏佐剂均
购自Ｓｉｇｍａ公司；Ｂｉｃｉｎ　Ｃｈｏｎｉｎｉｃ　Ａｃｉｄ（ＢＣＡ）蛋白
浓度测定试剂盒、三羟甲基氨基甲烷（Ｔｒｉｓ）购自广
州健阳生物科技有限公司；猪瘟病毒为本实验室保
存；其他化学试剂均为分析纯或化学纯，购自广州化
学有限公司。

１．２　动物免疫与血清收集

　　动物免疫按常规方法［１０］进行。将猪瘟病毒与
完全弗氏佐剂等体积混合乳化，采用多点背部皮下
方式对体重约３ｋｇ的雌性新西兰大白兔（３００

μｇ／只）进行免疫。每隔１５ｄ后再将４５０μｇ猪瘟病
毒与不完全弗氏佐剂等体积混合乳化对大白兔加强

免疫，进行了３次加强免疫后从耳动脉取血。血样
于室温下放置３ｈ使血清析出，再以１　６００ｒ／ｍｉｎ离
心２０ｍｉｎ收集血清，采用间接酶联免疫吸附试验
（ＥＬＩＳＡ）检测动物体内产生的抗体滴度。最后一次
加强免疫后２周，从兔心脏取血，收集血清，于－８０
℃保存。

１．３　Ｑ　ＳｅｐｈａｒｏｓｅＴＭ－ＸＬ离子交换色谱柱的准备与
平衡

　　取出保存在体积分数为２０％的乙醇中的树脂，
先用去离子水充分浸泡洗涤多次，再以０．０２ｍｏｌ／Ｌ
ｐＨ　８．０的Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ平衡缓冲液洗涤浸泡，在真空
干燥器中干燥后装柱，规格为２０ｃｍ×１．５ｃｍ，以

０．５ｍＬ／ｍｉｎ的流速用平衡液（０．０２ｍｏｌ／Ｌ　ｐＨ　８．０
的Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ缓冲液）平衡色谱柱６ｈ以上。

１．４　上样、洗脱与样品电泳鉴定

　　将收集到的血清取０．８ｍＬ，用０．０２ｍｏｌ／Ｌ　ｐＨ
８．０的 Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ缓 冲 液 稀 释 至 ８ ｍＬ，以 ０．３
ｍＬ／ｍｉｎ流速上样至已平衡好的 Ｑ　ＳｅｐｈａｒｏｓｅＴＭ－
ＸＬ强阴离子交换色谱柱，用平衡缓冲液继续过柱，
收集在２８０ｎｍ波长处有吸收值（Ａ２８０）的洗出液，为
峰Ⅰ（穿透峰），即未被吸附的蛋白。当穿透峰的

Ａ２８０降至基线，采用分段洗脱方式，流速不变，用含

０．０５ｍｏｌ／Ｌ　ＮａＣｌ的０．０２ｍｏｌ／Ｌ　ｐＨ　６．０的 Ｔｒｉｓ－
ＨＣｌ缓冲液进行洗脱，收集洗脱峰，为峰Ⅱ；当Ａ２８０
又降至基线后，用含 ０．０５ ｍｏｌ／Ｌ　ＮａＣｌ的 ０．０２
ｍｏｌ／Ｌ　ｐＨ　４．０的乙酸－乙酸钠缓冲液进行洗脱并收
集洗脱峰，为峰Ⅲ。将各洗脱液用去离子水透析后，
真空冷冻干燥浓缩，进行电泳鉴定。根据电泳结果
将峰Ⅲ部分再通过规格为３０ｃｍ×１．５ｃｍ的Ｓｅｐｈ－
ａｄｅｘ　Ｇ－７５分子排阻色谱柱分离，上样和洗脱均采
用去离子水，收集最大峰。分别使用还原性十二烷
基硫酸钠－聚丙烯酰胺凝胶电泳（ＳＤＳ－ＰＡＧＥ）和非
还原性ＳＤＳ－ＰＡＧＥ进行电泳鉴定。还原性电泳分
离胶浓度为１２％，浓缩胶浓度为４％［１１］，而非还原性
电泳分离胶浓度为８％，浓缩胶浓度为３％。采用电
泳分析系统对电泳图像进行分析。以ＢＣＡ蛋白浓
度测定试剂盒测定各蛋白样品的浓度。

１．５　蛋白样品活性检测

１．５．１　白蛋白清除超氧自由基能力的测定

　　白蛋白具有清除超氧自由基的能力［１２，１３］。采
用改良后的邻苯三酚自氧化法［１４］测定白蛋白的清

除超氧自由基的能力。加０．０５ｍｏｌ／Ｌ　ｐＨ　８．２的

Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ缓冲液４．５ｍＬ于试管中，置于２５℃水浴

·２５８·
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中２０ｍｉｎ。依次加入不同体积的白蛋白溶液，同时
减少相应体积的缓冲液，再加入２５℃预热过的邻苯
三酚１０μＬ（对照管用１０ｍｍｏｌ／Ｌ　ＨＣｌ代替），迅速
摇匀倒入１ｃｍ厚的比色杯，在３２５ｎｍ处每隔３０ｓ
记录一次消光值，线性时间为４ｍｉｎ，根据邻苯三酚
的自氧化速率计算抑制率（ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ　ｒａｔｉｏ），以抑制
率的大小表示白蛋白的活性。

ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ　ｒａｔｉｏ＝
Ｆｏ－Ｆｓ
Ｆｏ

×１００％

公式中Ｆｏ为邻苯三酚的自氧化速率；Ｆｓ 为添加样
品（白蛋白）后的氧化速率。

１．５．２　间接ＥＬＩＳＡ方法检测Ｉｇ（抗体）的活性

　　首先通过棋盘法确定猪瘟病毒的最佳包被浓
度［１５］。将猪瘟病毒用０．０５ｍｏｌ／Ｌ，ｐＨ＝９．６的碳
酸盐缓冲液按最佳包被浓度包被酶标板，于４℃过
夜；每孔加入用ＰＢＳＴ（磷酸缓冲液和吐温－２０的混
合液）配制成的５０ｇ／Ｌ的脱脂奶粉封闭，３７℃孵育

１ｈ；不同稀释浓度的Ｉｇ为一抗，３７℃孵育１ｈ；辣根
过氧化物酶标记的羊抗兔Ｉｇ为二抗（１∶８　０００稀
释），于３７℃孵育０．５ｈ；加入３，３′，５，５′－四甲基替
联苯胺 （ＴＭＢ）显色液，避光显色 １５ ｍｉｎ；以 ２
ｍｏｌ／Ｌ　Ｈ２ＳＯ４ 终止反应，在４５０ｎｍ处检测其消光

图１　Ｑ　ＳｅｐｈａｒｏｓｅＴＭ－ＸＬ阴离子交换色谱分离
兔血清蛋白的色谱图

Ｆｉｇ．１　Ｅｌｕｔｉｏｎ　ｐｒｏｆｉｌｅ　ｏｆ　ｒａｂｂｉｔ　ｓｅｒｕｍ　ｐｒｏｔｅｉｎ　ｗｉｔｈ
Ｑ　ＳｅｐｈａｒｏｓｅＴＭ－ＸＬ　ａｎｉｏｎ　ｅｘｃｈａｎｇｅ　ｃｈｒｏｍａ－
ｔｏｇｒａｐｈｙ

　Ｅｑｕｉｌｉｂｒｉｕｍ　ｓｏｌｕｔｉｏｎ：ｐＨ　８．０，０．０２ｍｏｌ／Ｌ　Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ　ｂｕｆｆｅｒ；
ｅｌｕｅｎｔ　１（ｐｅａｋⅡ）：０．０２ｍｏｌ／Ｌ　ｐＨ　６．０Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ　ｂｕｆｆｅｒ　ｃｏｎｔａｉ－
ｎｉｎｇ　０．０５ｍｏｌ／Ｌ　ＮａＣｌ；ｅｌｕｅｎｔ　２（ｐｅａｋⅢ）：０．０２ｍｏｌ／Ｌ　ｐＨ　４．０
ＮａＡｃ－ＨＡｃ　ｂｕｆｆｅｒ　ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ　０．０５ ｍｏｌ／Ｌ　ＮａＣｌ；ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ：
ｒｏｏｍ　ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ．ＰｅａｋⅠ：ｐｅｎｅｔｒａｔｉｏｎ　ｐｅａｋ．

值（Ｏ．Ｄ．４５０）。

２　结果与讨论

２．１　离子交换色谱分离结果

　　图１为离子交换色谱分离血清蛋白的色谱图。
几乎没有穿透峰（峰Ⅰ），说明在ｐＨ　８．０时血清中

几乎所有蛋白都被离子交换色谱柱吸附。峰Ⅱ和峰

Ⅲ的蛋白成分如ＳＤＳ－ＰＡＧＥ图谱（见图２）所示，泳
道１为免疫血清，泳道２为峰Ⅱ的蛋白，而泳道３则
为峰Ⅲ的蛋白。

图２　蛋白样品的ＳＤＳ－ＰＡＧＥ图谱
Ｆｉｇ．２　Ａｎａｌｙｓｉｓ　ｏｆ　ＳＤＳ－ＰＡＧＥ　ｏｆ　ｐｒｏｔｅｉｎ　ｓａｍｐｌｅｓ

　ａ．ｎｏｎ－ｒｅｄｕｃｅｄ；ｂ．ｒｅｄｕｃｅｄ．
　Ｌａｎｅ　Ｍ：ｒｅｌａｔｉｖｅ　ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　ｍａｓｓ　ｍａｒｋｅｒ；ｌａｎｅ　１：ｒａｂｂｉｔ　ｓｅｒｕｍ
ａｆｔｅｒ　ｉｍｍｕｎｉｚａｔｉｏｎ；ｌａｎｅ　２：ｐｕｒｉｆｉｅｄ　Ｉｇ　ｆｒｏｍ　ｐｅａｋ Ⅱ；ｌａｎｅ　３：

ｐｒｏｔｅｉｎｓ　ｆｒｏｍ　ｐｅａｋⅢ；ｌａｎｅ　４：ｐｒｏｔｅｉｎ　ｐｕｒｉｆｉｅｄ　ｗｉｔｈ　Ｓｅｐｈａｄｅｘ　Ｇ－
７５ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　ｅｘｃｌｕｓｉｏｎ　ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ　ｆｒｏｍ　ｐｅａｋⅢ．

　　在非还原性ＳＤＳ－ＰＡＧＥ图谱（见图２ａ）中，峰Ⅱ
蛋白较纯，由电泳分析系统读出其相对分子质量为

１３０　０００～１６０　０００，与相对分子质量１５０　０００的Ｉｇ
相当；而在还原性ＳＤＳ－ＰＡＧＥ图谱（见图２ｂ）中，这
个蛋白变为二条带，相对分子质量分别约为５０　０００
和２５　０００，这与报道中Ｉｇ含一条重链、一条轻链的
相对分子质量相吻合［１６］。因此判断洗脱峰Ⅱ中主
要为Ｉｇ，并由电泳密度扫描显示其纯度达到９５％以
上。泳道３的峰Ⅲ蛋白在还原性ＳＤＳ－ＰＡＧＥ中，主
要是相对分子质量约为６３　０００的蛋白，但除了此蛋
白外还含有其他蛋白。此蛋白在非还原性ＳＤＳ－
ＰＡＧＥ中呈弥散状，相对分子质量在 ５０　０００到

６３　０００之间（泳道１：５０　０００～６１　０００；泳道３：５３　０００
～６３　０００；泳道４：５５　０００～６３　０００），平均约６０　０００，
比在还原性ＳＤＳ－ＰＡＧＥ中显示的相对分子质量要
小些，与前人研究结果［１７］吻合。根据此蛋白在血清
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蛋白中所占的比例及相对分子质量，判断此蛋白为

ＳＡ，即峰Ⅲ蛋白主要为ＳＡ，电泳扫描显示其纯度在

８５％以上。为了使ＳＡ更纯，将洗脱峰Ⅲ收集的蛋
白液进行Ｓｅｐｈａｄｅｘ　Ｇ－７５分子排阻色谱，得到的ＳＡ
经检测其纯度可提高到９５％以上（见图２ａ，泳道

４）。

２．２　纯化蛋白质的回收率

　　将收集的免疫血清电泳后（图２ａ，泳道１）进行
密度扫描分析（如图３），并根据图３给出的数据（由
该分析系统给出）得到血清中各蛋白的相对含量，结
果列于表１。结合各蛋白带在电泳图谱中的位置，
可知峰４和峰６分别代表Ｉｇ和ＳＡ，且Ｉｇ占蛋白总
量约１７．５８％，而ＳＡ占约７７．１８％。通过ＢＣＡ试剂
盒对纯化出的ＳＡ、Ｉｇ和蛋白总量等进行蛋白浓度
的测定计算，得出各蛋白质的回收率（列于表２）。

图３　血清样品中蛋白相对含量分析
Ｆｉｇ．３　Ａｎａｌｙｓｉｓ　ｏｆ　ｒｅｌａｔｉｖｅ　ｃｏｎｔｅｎｔｓ　ｏｆ　ｐｒｏｔｅｉｎｓ　ｉｎ　ｓｅｒｕｍ

表１　图３中各蛋白组分（不同峰）的百分含量
Ｔａｂｌｅ　１　Ｐｅｒｃｅｎｔａｇｅｓ　ｏｆ　ｐｒｏｔｅｉｎｓ（ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ　ｐｅａｋｓ）ｉｎ　Ｆｉｇ．３

Ｐｅａｋ　Ｎｏ． Ｉｎｔｅｇｒａｔｅｄ　ｏｐｔｉｃａｌ　ｄｅｎｓｉｔｙ（ＩＯＤ） Ｐｅｒｃｅｎｔａｇｅ／％
１　 ２５．７６　 １．５８
２　 ４．８７　 ０．３０
３　 １９．６３　 １．２０
４　 ２８６．６５　 １７．５８
５　 ３５．１４　 ２．１６
６　 １２５８．４１　 ７７．１８
Ｔｏｔａｌ　 １００

表２　纯化蛋白质的回收率
Ｔａｂｌｅ　２　Ｒｅｃｏｖｅｒｉｅｓ　ｏｆ　ｐｕｒｉｆｉｅｄ　ｐｒｏｔｅｉｎｓ

Ｓａｍｐｌｅ
Ｐｒｏｔｅｉｎ
ｃｏｎｔｅｎｔ／
ｍｇ

Ｐｅｒｃｅｎｔａｇｅ　ｉｎ
ｔｏｔａｌ　ｓｅｒｕｍ
ｐｒｏｔｅｉｎ／％

Ｒｅｃｏｖｅｒｙ／
％

Ｉｍｍｕｎｅ　ｓｅｒｕｍ　 ５５．０９６　 １００
Ｅｌｕｔｉｏｎ　ｐｅａｋⅡ （Ｉｇ） ９．２８１　 １６．８５　 ９５．８
Ｅｌｕｔｉｏｎ　ｐｅａｋⅢ （ｃｒｕｄｅ　ＳＡ） ４１．０３３　 ７４．４８
ＳＡ　ｏｂｔａｉｎｅｄ　ａｆｔｅｒ　Ｇ－７５　 ３８．６８２　 ７０．２１　 ９１．０

ｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ

２．３　纯化蛋白质的生物活性

　　对纯化得到的ＳＡ的清除超氧自由基能力的测
定结果以图４表示。随着ＳＡ量的增加，蛋白质对
邻苯三酚的抑制率呈线性增大，当加入体积为８０

μＬ时，抑制率达到３８％。这说明纯化得到的是ＳＡ
且生物活性正常。检测Ｉｇ活性的ＥＬＩＳＡ测定结果
如图 ５ 所示，随着Ｉｇ（抗体）稀释倍数的增加，

Ｏ．Ｄ．４５０逐渐降低，这表明随着抗体量的增大，抗体
与抗原结合的能力逐渐增强，从而验证了本色谱法
纯化得到的抗体具有正常的免疫活性。

图４　血清白蛋白清除超氧自由基的能力
Ｆｉｇ．４　Ｓｃａｖｅｎｇｉｎｇ　ｅｆｆｅｃｔ　ｏｆ　ｓｕｐｅｒｏｘｉｄｅ　ａｎｉｏｎ

ｂｙ　ｓｅｒｕｍ　ａｌｂｕｍｉｎ

图５　不同稀释率下Ｉｇ的活性（ｎ＝３）
Ｆｉｇ．５　Ａｃｔｉｖｉｔｉｅｓ　ｏｆ　ｔｈｅ　ｐｕｒｉｆｉｅｄ　Ｉｇ　ａｔ　ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ

ｄｉｌｕｔｉｏｎ　ｒａｔｉｏｓ（ｎ＝３）

２．４　讨论

　　由于ＳＡ和Ｉｇ的等电点差异较大，采用同一离
子交换色谱柱，通过调整洗脱液的ｐＨ 能很好地把
它们分离。样品上柱用稍高于Ｉｇ等电点的ｐＨ
８．０，可将ＳＡ和Ｉｇ吸附于色谱柱上，同时可把等电
点大于８．０的一些蛋白质去除，由实验结果看这一
部分蛋白质（穿透峰，峰Ⅰ）的含量很少。选择ｐＨ
６．０的洗脱液洗脱Ｉｇ的目的是把Ｉｇ与ＳＡ分离，结
果显示得到的Ｉｇ很纯且回收率也高，这不仅说明选
用ｐＨ　６．０正确，还说明Ｑ　ＳｅｐｈａｒｏｓｅＴＭ－ＸＬ离子交
换剂性质相当好，而低流速（０．３ｍＬ／ｍｉｎ）洗脱也有
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助于蛋白质的分离。最后用低于ＳＡ等电点的ｐＨ
４．０的洗脱液洗脱ＳＡ，所得蛋白质样品不纯，但由
于ＳＡ在血清中含量大，通过简单的分子排阻色谱
可以提高ＳＡ的纯度，也能达到满意的效果。从本
研究看，选用以强 Ｑ 阴离子基团为功能团的 Ｑ
ＳｅｐｈａｒｏｓｅＴＭ－ＸＬ离子交换剂和精心设定进行色谱
操作的ｐＨ值，以及使用较低的洗脱速度是实验获
得成功的原因。显然，本研究说明了利用Ｑ　Ｓｅｐｈａ－
ｒｏｓｅＴＭ－ＸＬ离子交换色谱结合分子排阻色谱可以同
时高效快速的纯化得到保持生物活性的ＳＡ和Ｉｇ。

３　结论

　　本实验根据动物血清中Ｉｇ与ＳＡ等电点的较
大差别，采用Ｑ　ＳｅｐｈａｒｏｓｅＴＭ－ＸＬ离子交换色谱结合

Ｓｅｐｈａｄｅｘ　Ｇ－７５分子排阻色谱，通过分段洗脱可同
时从动物血清中纯化得到保持生物活性的Ｉｇ和

ＳＡ，且２种蛋白质的纯化回收率都在９０％以上。本
实验操作便捷快速，离子交换色谱和分子排阻色谱
柱可反复使用，成本较低，具有很好的实用性。
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