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从猪血中分离纯化高纯度的猪血红蛋白
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摘要：为了从猪血中分离纯化高纯度的猪血红蛋白，建立了通过超滤、5*4*)6782"9%17 :"1; :&%< 离子交换色谱和
6782"=7> ?))$ 凝胶排阻色谱三步法制备高纯度猪血红蛋白的方法，并通过十二烷基磺酸钠 )聚丙烯酰胺凝胶电泳
（656)@4?*）、高效凝胶排阻色谱和反相高效液相色谱方法，对纯化后的猪血红蛋白进行了鉴定。经三步分离纯
化后，猪血红蛋白的纯度大于 --A，含量为 *. &!# B C D。
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+ + 血红蛋白（27+%B&%-,.，G-）是存在于动物血红
细胞中具有生物传氧功能的重要蛋白质。多年来，

以血红蛋白为基础的血液代用品研究一直是国内外

医学界研究的重点。该代用品较好地解决了输血血

源短缺及血源污染等问题，某些产品目前已经完成

或部分完成了临床实验，取得了突破性的进展［* / &］。

因此对原料血红蛋白的要求也将越来越高，需要探

索更为有效的血红蛋白纯化方法。

+ + 目前血红蛋白分离纯化的方法很多，如离心透
析吸附等。近年来，国内亦见到少量血红蛋白分离

纯化方法的报道。樊晶等［’］应用萃取)超滤两步法
从过期人血中提纯人血红蛋白；李军等［$］从新鲜猪

血中通过微滤和弱阴离子交换色谱法提纯猪血红蛋

白；李涛等［%］使用热敏法纯化人脐带血血红蛋白；

路秀玲等［)］利用膨胀床吸附纯化牛血红蛋白。研

究表明，G- 类血液替代品的副作用，如肾毒性及某
些细胞因子的诱导产生、血栓的形成等［#］，皆与 G-
溶液中所含细胞膜碎片或 G- 以外的杂蛋白等有
关。因此，快速、有效、大量地制备高纯度血红蛋白

至关重要。

+ + 本实验从新鲜猪血中提取的猪血红蛋白是用于
制备一种血液代用品———戊二醛聚合血红蛋白，因

而要求猪血红蛋白需具超高纯度。上述已报道的分

离工艺要么纯度达不到要求，要么活性损失比较大，

很难满足用作血液代用品基质的血红蛋白的要求。

为了得到高纯度且活性损失小的猪血红蛋白，经过
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比较和筛选多种分离纯化方案，本文建立了一种采

用超滤、!"#"$%&’()*+,& -),. -/+0 离子交换色谱
和 %&’()1&2 3$#$ 凝胶排阻色谱三步法从新鲜猪血
中分离纯化高纯度猪血红蛋白的工艺方法。

!" 实验部分

! ! !" 材料
! ! ! ! !" 色谱介质和试剂
! ! 色 谱 介 质 !"#"$%&’()*+,& -),. -/+0 和
%&’()1&2 3$#$ 均购自瑞典 #4&*,()4 5()*4)67)
87+.&6( #8 公司；高效凝胶排阻色谱柱 9%:$3";
3%&&&%<=;（"&& 44 ’ #( ) 44）和反相高效液相
色谱柱 %(74$’)6> ?5$@!%（*$& 44 ’ %( + 44）均
购自岛津公司。低相对分子质量标准蛋白质购自上

海生工生物工程公司；猪血红蛋白对照品及猪血红

蛋白粗品均由陕西北美基因股份有限公司提供；其

余试剂均为分析纯。

! ! ! ! #" 仪器及设备
! ! 美国 87+$A)1 公司的 87+$;+B76 ;5 型梯度常
压液相色谱仪，日本岛津公司的 ;C$*&# 型梯度高
压液相色谱仪，北京瑞利分析仪器公司的 D?$,*&&
型紫外$可见分光光度计；87+$A)1 公司的 E7F7G
5A@9"#H!型垂直板电泳仪；法国 ?I;8"A ;@DA$
E#9 公司的凝胶成像系统。
! ! #" 猪血红蛋白的分离纯化
! ! # ! !" 超滤
! ! 将样品用 &( - "4 滤膜过滤，滤液置于 % J冰
箱内保存。

! ! # ! #" 阴离子交换色谱分离
! ! 阴离子交换色谱所用固定相为 !"#"$%&’()$
*+,& -),. -/+0，柱规格为 "( $ 64 ’ -& 64。洗脱液
# 液为 $& 44+/ K ; 9*7,$LC/ 缓冲液（’L )( $），8 液
为 $& 44+/ K ; 9*7,$LC/ 缓冲液 . &( $ 4+/ K ; H)C/
（’L )( $）；梯度洗脱程序为 & / $& 47F，*&&M# 液；
$& / -%& 47F，从 *&&M # 液线性变化到 *&&M 8 液。
-%& / "&& 47F，*&&M8 液；洗脱流速为 +( * 4; K 47F。
紫外检测波长为 -)& F4。样品为“*( -( *”节中所得
滤液。

! ! # ! $" 凝胶排阻色谱分离
! ! 凝胶排阻色谱所用的固定相为 %&’()1&2 3$
#$，柱规格为 "( $ 64 ’ *$& 64，洗 脱 液 为 -&
44+/ K ;磷酸盐缓冲液（ ’L #( $），流 速 为 -( %
4; K 47F，紫外检测波长为 -)& F4。样品为阴离子
交换色谱分离所得的含猪血红蛋白的收集液。

! ! $" 猪血红蛋白纯度的检测
! ! 应用十二烷基磺酸钠$聚丙烯酰胺凝胶电泳

（%!%$5#3"）、高效凝胶排阻色谱和反相高效液相
色谱对分离纯化的猪血红蛋白进行纯度测定。

! ! 电泳分离胶的浓度（以体积分数表示）为 *-M，
浓缩胶的浓度（以体积分数表示）为 $M，以考马斯
亮蓝 A$-$& 染色。
! ! 高效凝胶排阻色谱：采用“ *( *( *”节所述
9%:$3"; 3%&&&%<=; 凝胶色谱柱，流动相为 -&
44+/ K ; 磷酸盐缓冲液 $&( - 4+/ K ; H)C/（’L #( $），
流速为 *( & 4; K 47F，检测波长为 -)& F4，进样量
-& ";。
! ! 反相高效液相色谱：采用“*( *( *”节所述 %(74$
’)6> ?5$@!% 反相色谱柱；流动相 # 液为含 &( *M
三氟乙酸的水溶液，8 液为含 &( *M 三氟乙酸的乙
腈溶液，梯度洗脱程序为 & / "& 47F，*&&M# 液线性
变化到 *&&M8 液；"& / %& 47F，*&&M8 液；流动相流
速为 * 4; K 47F，紫外检测波长为 -)& F4，进样量为
*&& ";。
! ! %" 猪血红蛋白浓度的测定
! ! 采用 L7CH 法［,］进行测定。

#" 结果与讨论

#!!" "#$#%&’()*+,-’ .*-/ .0,1阴离子交换色谱
! ! 经过超滤的猪血红蛋白在 !"#"$%&’()*+,&
-),. -/+0 阴离子交换色谱柱上的分离图谱见图 *。

图 !" 经膜过滤的猪血红蛋白在 "#$#%&’()*+,-’ .*-/
.0,1 阴离子交换色谱柱上的色谱分离图

.23! !" 4)+,5*/,3+*5 ,6 5’57+*8 620/+*/’9 (,+:28’ )’5,%
30,728 ,8 * "#$#%&’()*+,-’ .*-/ .0,1 :,0;58

" " C+/N4F ,7O&："( $ 64 ’ -& 64G 8NPP&* #：$& 44+/ K ; 9*7,$
LC/（ ’L )( $）；QNPP&* 8：$& 44+/ K ; 9*7,$LC/ . &( $ 4+/ K ;
H)C/（’L )( $）；&/N.7+F B*)17&F. ’*+B*)4：& 0 $& 47F，*&&M
QNPP&* #；$& 0 -%& 47F，QNPP&* 8 7F6*&),&1 /7F&)*/R P*+4 & .+
*&&M；-%& 0 "&& 47F，*&&M QNPP&* 8；P/+0 *).&：+( * 4; K 47FG
%)4’/&：)Q+N. + 4; 4&4Q*)F P7/.*).&1 ’+*67F& (&4+B/+Q7FG
;&P. !$)27,：D? )Q,+*Q)F6& ). -)& F4；*7B(. !$)27,：6+F1N6.7S$
7.R +P &/N.7+F ,+/N.7+FG

! ! 由图 * 可以看出，猪血红蛋白经 !"#"$%&’()$
*+,& -),. -/+0 柱分离后得到 % 个洗脱峰：峰#（-$
/ "$ 47F）、峰!（%& / $- 47F）、峰$（*-& / *)&

·$)"·
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!"#）和峰!（!#! $ !%& !"#）。收集各洗脱峰，用紫
外$可见分光光度计在 ’(& #! 下分别对各峰进行检
测，其中峰"、#、!组分在 ’(& #! 下均没有特征
吸收，为杂蛋白组峰；峰$为目的蛋白峰。收集图 (
中的峰$流出液，通过 %&%$’()*、高效凝胶排阻色
谱和高效反相液相色谱方法，鉴定其纯度分别为

))* ’+，))* ++，)%* &+。为了达到下一步聚合的要
求，还需要在 %,-./0,1 )$#& 柱上进行进一步的分
离和纯化。

! ! !" "#$%&’#( )*#$ 凝胶排阻柱色谱
, , 收集 &*(*$%,-./234, 5/46 5738 柱分离得到
的含有猪血红蛋白的组分（峰$）后，上样至 %,-./$
0,1 )$#& 柱，采用等度洗脱，分离图谱见图 !。由图
! 可见，经 &*(*$%,-./234, 5/46 5738 柱分离后，
含猪血红蛋白的组分（峰$）在 %,-./0,1 )$#& 凝
胶排阻柱上得到一个峰（峰%），其保留时间为 +%-
$ "-- !"#。

图 !" 图 % 中峰!组分在 "#$%&’#( )*#$ 凝胶
色谱柱上的色谱分离图

+,-! !" .%/01&20-/&1 03 2%# 3/&42,05 03 $#&6 !
,5 +,-! % 05 & "#$%&’#( )*#$ 407815

" " 937:!# 4";,：+* & <! . (&- <!；,7:6"3# =:>>,2：!- !!37 ? @
-.34-./6, 437:6"3#（-A #* &）；>738 2/6,：!* ’ !@ ? !"#；4/!-7,：
/=3:6 "& !@ 437:6"3# >2/<6"3# <377,<6,0 >23! &*(* %,-./234,
5/46 5738 <37:!#B @,>6 !$/1"4：CD /=432=/#<, /6 !%- #!；2"E.6
!$/1"4：<3#0:<6"F"6G 3> ,7:6"3# 437:6"3#B

! ! &" 猪血红蛋白的回收率
, , 表 ( 给出了猪血红蛋白粗品在三步分离纯化的
各阶段的回收率。

表 %" 三步分离纯化各阶段的猪血红蛋白的回收率
9&:7# %" ;0/4,5# %#10-70:,5 /#40<#/,#= ,5 872/&*

3,72/&2,05，>?@?*"#$%&/0=# +&=2 +70A
&5’ "#$%&’#( )*#$ 407815

H,6.30
!（’236,"#）?
（ E ? @）

"（’236,"#）?
!E

I,<3F,2G ?
+

C762/>"762/6"3# (-- "-- )- B -
&*(*$%,-./234, & B %)# &&+ B % %+ B !
5/46 5738
%,-./0,1 )$#& ( B +!% ’)" B ! #’ B &

! ! ’" 猪血红蛋白的纯度分析
, , 对图 ! 中峰%的流出液进一步进行纯度分析。
! ! ’ ! %" (!+ %&% 聚丙烯酰胺凝胶电泳
, , 将经过超滤、&*(*$%,-./234, 5/46 5738 弱阴
离子交换色谱柱和 %,-./0,1 )$#& 凝胶色谱柱三步
分离纯化所得到的蛋白样品（即图 ! 中的峰%）进
行 %&%$’()* 分析，电泳图谱见图 +。%&%$’()*
中 A= 的迁移仅与其相对分子质量有关，在经过三
步纯化后，电泳只显示一条蛋白质条带，说明该血红

蛋白的相对分子质量均一，为典型的血红蛋白 %&%$
’()* 图像。经过凝胶扫描分析，该猪血红蛋白的
电泳纯度达 ))* )+。

图 &" 图 ! 中峰"的 ">"*;@)? 分析
+,-! &" ">"*;@)? &5&7B=,= 03 2%# 3/&42,05

03 $#&6 " ,5 +,-! !
" " ( B -236,"# !/2J,24（ # 2 >23! 63- 63 =3663!：)# ’--，

"" !--，’+ ---，+( ---，!- (--， /#0 (’ ’--， 2,4-,<6"F,7G）；
!，+，’ B -,/J % "# 5"EB ! B

! ! ’ ! !" 高效凝胶排阻色谱
, , 采用 K%L$)*@ )’---%MN@ 凝胶柱对所分离
提取的猪血红蛋白（即图 ! 中的峰%）进行分析，其
分析图谱见图 ’，测定其纯度约为 ))* )+。

图 ’" 猪血红蛋白在 9"C*)?D )’((("EFD
凝胶柱上的分离图谱

+,-! ’" .%/01&20-/&1 03 2%# $0/4,5# %#10-70:,5
05 & 9"C*)?D )’((("EFD 407815

" " 937:!# 4";,： +-- !! . #* % !!； ,7:6"3# =:>>,2： !-
!!37 ? @ -.34-./6, 437:6"3#（ -A #* &） <3#6/"#"#E -* ! !37 ? @
O/97；>738 2/6,：(* - !@ ? !"#；CD 0,6,<6"3# /6 !%- #!B %/!$
-7,：!- &@ 437:6"3# >2/<6"3# <377,<6,0 >23! / %,-./0,1 )$#&
<37:!#B

·"%+·
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! ! " ! #$ 高效反相液相色谱
! ! 采用 !"#$%& 柱对所分离提取的猪血红蛋白
（即图 # 中的峰!）进行分析，其分析图谱见图 $。
用 !"#$%& 柱测定其纯度约为 %%& ’’。

图 %$ 猪血红蛋白在 "#$%&’ 反相色谱柱上的分离图谱
()*! %$ +,-./01.*-0/ .2 1,3 4.-5)63 ,3/.*7.8)6

.6 0 "#$%&’ 5.79/6
$ $ ()*+,- ./01：’$( ,, ) *& + ,,；2+3314 5：6#$#(& ’’

（ 7 8 7）94/3*+)4):;19/; :;/<；2+3314 =：:;19)-/94/*1#(& ’’ （ 7 8 7）
94/3*+)4):;19/; :;/<； 1*+9/)- >4:</1-9 ?4)>4:,：( , "( ,/-，
2+3314 = /-;41:.1< */-1:4*@ 34), ( 9) ’((’；"( , *( ,/-，’((’
2+3314 =；3*)A 4:91：’ ,B 8 ,/-；C! <191;9/)- :9 #-( -,D &:,#
?*1：’(( "B .)*+9/)- 34:;9/)- ;)**1;91< 34), : &1?E:<1F G#.$
;)*+,-D

! ! 由此可见，用上述方法分离纯化所得到的猪血
红蛋白的纯度可以满足应用要求。

#$ 结论

! ! 在采用超滤、%H5H#&1?E:4).1 I:.9 I*)A 弱阴
离子交换色谱柱和 &1?E:<1F G#.$ 凝胶色谱柱对猪
血红蛋白进行分离纯化的过程中，膜分离是大量制

备高纯度血红蛋白的重要步骤，具有无污染、操

作方便、节省原材料、条件温和、蛋白变性少且回收

率高的优点［’(］。进而采用 %H5H#&1?E:4).1 I:.9
I*)A 阴离子交换柱色谱分析，与以往采用的阳离子
和强阴离子交换柱相比较，该阴离子交换柱可以更

好地保持蛋白质的活性，同时分离速度快、吸附容量

大，也便于放大到生产规模。实验结果表明通过上

述方法所得到的猪血红蛋白具有很高的纯度，而且

工艺简单，处理量大，是一种理想的猪血红蛋白分离

和纯化的方法。目前我们正对此工艺进行工业化规

模放大研究。
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