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免疫亲和色谱在蛋白质分离纯化中的应用 

中图分类号 R392—33 
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抗原及其抗体间的相互作用具有高度特异 

性。长期 来．人们利用这一性质进行抗原的鉴 

定、定量检测或分离纯化。免疫亲和色谱 (im． 

munoaffinity chromatograph3,．IAC)就是建立 

在免疫学反应(抗原一抗体相互作用)基础上，纯化 

蛋白质(抗原)的一种特殊方法 l。 

IAC的分辨率非常高．因为只有具有能被偶 

联抗体识别的抗原决定簇的蛋白质分子将保留 

于柱中。这点大大地不同于 些基于基团分离的 

亲和色谱方法(如：纯化球蛋白的凝集素柱或纯化 

丝氨酸蛋白水解酶的苯甲脒柱)。IAC可 一步获 

得高纯度的蛋白质，并且具有从很稀的溶液中浓 

缩蛋白质的能力。 

Tozer等人在1962年首先将多克隆抗体偶 

于色谱基质分离纯化抗原121 Kohler和MilstonI 

成功地创建了单克隆抗体(monoclonal anti． 

body，McAb)技术，才促使IAC在蛋白质纯化方面 

大量应用。在7O年代后期．IAC的成功不仅在于单 

抗的使用．也包括易衍生化的、硬性大孔径琼脂糖 

基质的使用。最先应用偶联单抗免疫亲和色谱纯 

化的蛋白质是干扰素一 干扰素一 的纯化证 

男．1967—12出生．讲师、博士 

明了IAC的两大优点，即：具有纯化蛋白质原液中 

极低含量抗原的能力和获得高纯度的终产品。 

l 抗体 

单克隆抗体的选择是决定免疫亲和色谱纯化 

方案成功或失败的首要因素 一般认为亲和常数 

在1O M数量级或更低的单抗可能是最适合的⋯， 

因为它们与抗原相互作用的亲和势足以在清洗 

杂蛋白时保留抗原，但又相当微弱，可在相对温和 

的条件下洗脱抗原。 

单抗用作IAC的配体时．必须在偶联反应中 

及在抗原洗脱的条件下保持其生物学活性。长 

期以来．人们多凭经验选择化合物将单抗固定于 

基质上，然后研究它是否仍然能够结合抗原，如果 

保持抗原结合能力，再摸索抗原洗脱条件。虽然这 

样做是有效的，但浪费时间和材料。Hornsey等人 

最先寻求建立一种理性方法．他们确定了一组潜 

在的洗脱剂．并检测抗原是否能经受它们的处理。 

Bonde等人采用一种简单、快速的ELISA方法 

，测定单抗在一系列洗脱试剂中是否保持其生物 

学活性。将上述两种方法结合起来．有可能合理地 
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选择用作IAC配体的单抗 

至今为止。主要因单抗的成本较高．导致1AC 

吸附剂的价格较贵．从而限制了IAC的应用。噬菌 

体抗体谱克隆(repertoire cloning)技术 的出现 

有可能显著改善这种状况。Berry等人将特异识 

别溶菌酶的Fv片段偶联于基质上．一步纯化了血 

清样品中的溶菌酶 ，并且比使用完整的单抗更有 

效。用酶学方法处理单抗后获得的Fv片段也得到 

相似的结果[91。此外．也可将与单抗超变区一段序 

列一致的合成肽作为IAC的配体 。 

目前．抗体工程整个领域以及抗体Fv或Fab 

片段在细菌中表达的研究非常活跃．人们将有能 

力相对价廉地生产大量的抗原结合分子，从而降 

低1AC吸附剂的价格。 

2 ~(matrices) 

近年来．商品化的色谱基质越来越多，但选择 

适当基质的标准未变 理想的基质应该具备：(1)硬 

度较好．能承受柱中高流速引起的压力：(2)亲水性， 

疏水程度增加会诱发非特异结合：(3)大孔径．表面 

积／体积之比大．且孔径要足够大以便于蛋白质大 

分子的扩散：(4)颗粒大小一致；(5)易于衍生化；(6) 

稳定性好，能够承受极端的pH值和高浓度的离液 

序列高的(chaotropic)试剂：(7)无毒：(8)非特异性 

吸附低。 

早期，人们曾使用纤维状纤维素作为IAc的 

基质口 ．但因其较差的流动性质未被继续使用。最 

常用的基质是以交联方式存在的珠状琼脂糖．虽 

然聚丙烯酰胺珠在早期的亲和色谱中被广泛使 

用．但其机械稳定性差．导致流速很低。介于以上两 

种基质之间的是葡聚糖或琼脂糖与丙烯酰胺的 

共聚物 合成基质(如：Trisacryl，Azlactone等)因 

为它们能够有效地抵抗生物降解和具有多种活 

化化合物．在免疫亲和色谱 中得到越来越多的应 

用。 

3 基质活化和偶联(activation and 

coupling) 

大部份基质在偶联抗体之前．均需要进行化 

学活化。活化基质通常经过与抗体表面赖氢酸残 

基的一NH：反应将抗体偶联．偶联反应也可通过 

与抗体表面的一OH、一COOH或 一SH进行。 

在小配体的亲和色谱中间 隔譬(spacer arm) 

常插在基质和配体之间．以尽量减少空间位阻对 

蛋白质与其配体相互作用的影响“}。在1AC中，配 

体本身就是蛋白质大分子，因此，空间位阻将不会 

阻碍抗体与抗原的相互作用。最常使用的基质活 

化方法是溴化氢法，用溴化氢活化多糖类基质具 

有简单、效果好的特点。许多活化好的、稳定的基 

质已商品化。在仅仅需要少量基质时可以购买。如 

果有装备良好的化学实验室而基质的需要量大， 

自己进行活化更为经济。表1中列出了一些常用的 

活化化合物。 

表1 基质活化，lf用的化台物 

随着新合成基质的不断出现，以及为了尽量 

避免传统方法括化凝胶存在的渗漏问题。人们不 

断探求能够产生稳定的基质一单抗结合键的新偶 

联 技术。其 中包括 ：1．FM P(2一fluoro一1 
— — methyl——pyridinium toluene——4——sulfonate) 

法㈣ FMP括化任何有一OH的基质，然后与配体 

上的一个一NH 或一SH偶联 此反应过程易经反 

应溶液酌颜色进行监测：2．NCC(norbornene car- 

bonochlo—ridate)法 。NCC的使用范围较广．可 

活 化 纤 维 紊 、S ePh a ro s e、SPh e ro n、 

Trisacryl~TS'K Toyopearl等基质 使用分光光 

度法( 一270nm)可监测配体(McAb)与NCC括化 

基质的偶联反应。3．TD0(4．6一diphenylthieno[3，4 
一 d1—1，3一dioxol一2一one一6，5一dioxide)法 丝l。是 
一

种活化异丁酸酯聚合物的新方法．反应在中性 
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pH条件下可很快完成，适合于偶联pH稳定范围窄 

的单抗， 

在免疫亲和色谱中。存在IAC吸附荆结合抗 

原效率差的问题。造成的原因可能有：(1)抗体的不 

正确定位 单抗与基质偶联时。抗原结台位点被 

占，(2)单抗与基质多点结合．改变了抗原结合位点 

并使其失去活性 (3)在基质替代水平较高时，单抗 

分子相互之间挨得较近，在空间上阻碍了抗原接 

近其结合位点。人们提出了单克隆抗体定向偶联 

的概念 以便解决上述问题。第一种定向偶联的 

方法就是将蛋白A(protein A)固定在基质上、然 

后单抗再与 之相连，蛋 白A只与IgG的Fc区相 结 

合．从而使 参与相互 作用的抗原结 台位点游 

离。Lobb等人应用此方法纯化了重组内皮性白细 

胞粘附分子11 。蛋白G与蛋白A类似，也能与IgG 

的Fc区紧密结合，与蛋白A相比．其能结合的IgG种 

类更多，如：兔IgG2a、IgG2b，A．IgG3等。 

其它的定向偶联方法包括在单抗与基质偶联 

之前，用某些方式改造单抗。第一种，也是最常用的 

方案是将单抗Fc区的碳水化合物中的一OH在温 

和条件下用偏高碘酸钠氧化，或末端半乳糖残基 

与半乳糖氧化酶反应，而形成醛基与含酰肼的基 

质偶联 。第二种方案是使单抗或单抗片段生成 

自由的巯基。单抗或F(ab’)2片段用 巯基乙醇 

还原．在它们的绞链(hinge)区生成一SH，然后可 

以与含碘乙酰基团的基质反应，形成稳定的硫醚 

键而被偶联于基质上 。 

4 渗~(Leakage) 

所有的IAC柱均会程度不同地渗漏一定量的 

抗体或抗体片段。渗漏是IAC吸附剂结合抗原能 

力下降的一个原因，此外，单抗因洗脱剂引起变性 

而失去活性时．将使IAC吸附剂无法再结合抗原。 

当IAC吸附剂容量显著下降时．要判断究竟主要 

是由上述两种情况中的哪种情况引起。Antonsen 

等人 使用一系列洗脱剂f如：gly—HC1缓冲液pH 

2 5、KSCN、DMSO或乙二醇等1处理一组抗BSA 

单抗(IgGD．它们结合活性丧失的范围为O一75％。 

同时．用 sI标记的单抗进行的实验表明，一星期后 

渗漏的损失为3．6％ 。因此，他们认为在保持吸附 

438 

剂容量方面，单抗的选择是最重要的，结合容量的 

显著下降主要是单抗失去活性而不是渗祸引起 

的。然而．当在纯化产品中能检测到渗漏的抗体时， 

可能会对任何用于治疗的产品造成污染。 

人们对偶联抗体脱落和基质的稳定性进行了 

大量研究，Pharmacia公 司对Superdex Sepharose 

~Saperose等基质稳定性的研究表明，在免疫亲和 

色谱中、不可能发生基质的降解。Koelsch等人研 

究了偶联于聚甲基丙烯酸酯上肽的渗漏 ，结果 

显示 发生断裂 的键是 肽 一基质连 接键 附近的肽 

键．且仅仅只有一一小部分肽在发生渗漏后，其柱上 

保留物仍具有高稳定性．这表明不同的偶 联条件 

对肽稳定性的影响有差异。Leckband和Langer 

研究了被偶联肝索酶的稳定性．指出主要的渗祸 

源是与基质非共价结合的分子．它们可以在柱子 

使用前经彻底清洗而去除。 

检测单抗的渗漏主要采用以下两种方法。第 
一 种方法是用nsI标记单抗，使用小型柱．检测吸附 

剂的放射活性渗漏。其缺点是不能对实际应用柱 

进行检测．而且会由于单抗的放射性损伤引起较 

明显的渗漏。检测单抗渗漏较好的方法是使用 

ELISA技术 ．直接测定 柱流出液中单抗 的含 

量 Beer等人 建立了两种ELISA法用于检测单 

抗和单抗Fc、Fab片段的渗漏．基质一单抗结合键 

的溶剂分解作用和基质的降解等原因均可能造 

成单抗的渗漏，单抗因蛋白水解作用使柱流出液 

中存在单抗片段。E LJSA法的灵敏度也比放射标 

记法高，能够测定Pg级的单抗。关于偶联单抗渗漏 

的研究是综合性的．包括选择不同的单抗、基质和 

偶联化合物进行实验。除基质和偶联化合物之外， 

单抗本身的性质也会影响其渗漏量 

长期以来，人们就认识到IAC中偶联抗体渗 

漏的问题。Kowal和Parsons使用戊二醛变联已 

被偶联的抗体．从而提高了它们的稳定性mt，虽然 

这样能有效地减少渗漏．但也会降低IAC吸附剂 

的抗原结合容量。为了防止因去垢剂或Chaotro~ 

pestl起的单抗轻链裂解而造成的渗漏发生．可还 

原链间二硫键．将形成的一SH与双马来酰亚胺共 

价连接 “。这种方法处理后的单抗在剧烈洗脱条 

件f如6M尿素)下比未处理的单抗要稳定得多。 

I 

t 
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难以归纳出 种能确保单抗或单抗片段渗漏 

最小的方法，然而，可采取许多预防措施尽量减少 

渗埽。L C吸附剂合成后．应对其进行彻底清洗，然 

后在使用之前．按纯化步骤预处理。单抗偶联于基 

质上的量应保持在与能接受的抗原结合容量一 

致的最小量。Beer等人以交联的琼脂糖为基质，得 

到偶联化台物连接单抗和基质的稳定顺序如下： 

N一羟基琥 珀酰亚胺 >CNBr>l_1、 羰基二咪唑 

>三氟己磺酰氯 >酰肼 。 

表2 IAC纯化的部分蛋白质 

5 IAC纯化产品 

免疫亲和色谱纯化的产品范围很广。人们使 

用IAC制备了大量具有潜在治疗价值的蛋白质． 

~]：Monoclate(IAC制备的人第Ⅷ因子)和Mono． 

nine(IAC制备的人第Ⅸ因子)．因为它们在商业上 

的重要性，获取其具体纯化情况非常困难。IAC还 

被应用于 一些蛋白质(如：组织纤维酶原激活蛋白 

和腓肠碱性磷酸酶)的大规模纯化。表2列出了部 

分最近用IAC纯化的蛋白质。 

即使在最好的操作方案中，IAC吸附剂仍渗 

漏微量的单抗．增加一步凝胶过滤能减少产品中 

IgG的含量。现在对治疗产品中含有微量(ng／mg) 

IgG可能造成的后果没有明确的结论，因为 一方 

面，在肿瘤的诊断或治疗时注射了数克小鼠IgG的 

病人，即使其体内产生了抗鼠IgG抗体．但并没有 

出现免疫副反应。另一方面，Bove发现用Monoc． 

1ate 治疗的一个病人在首次用药后出现过敏性 

反 应 ．虽然绝大多数用Monoclate(含<50ng 

IgG／100u)治疗的病人投有副反应发生和产生任 

何亚类的抗鼠IgG抗体。 

6 结束语 

免疫亲和色谱在实验室被广泛用于蛋白质的 

分离纯化．目前IAC在治疗产品大规模生产上的 

应用受到价格、配体的渗漏和IAC吸附剂抗原结 

合容量低等问题的限制 单抗问世后、不少生物技 

术公司在研制适宜于培养杂交瘤细胞的生物反 

应器及其培养基，比较成熟的有气升式或深层发 

酵罐、中空纤维培养罐和牛淋巴液体外循环培养 

法等 【 这些太规模生产单抗技术的建立和不断 

完善将降低IAC吸附剂的价格。随着新的合成基 

质和偶联化合物的出现以及对IAC研究的深人． 

必将使免疫亲和色谱在工业性生产纯化蛋白质 

的应用逐渐得到发展。 

免疫亲和色谱是最具选择性、简单、快速和有 

效的蛋白质纯化方法之一．单抗能够区分非常相 

似的抗原和克服其他方法不能解决的分离难题。 

现在．IAC是较成熟的、其局限可被接受的技术。 

今后．它仍将是在纯化有单克隆抗体的蛋白质时 

优先选择的方法。 
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长骨干骺端生长板发育的调控 

儿科学院儿保科 王松艳 练述 黎海芪 杨锡强 审校 

长骨的生长主要经过软骨内成骨．长骨干骺 

端生长板的发育过程即软骨内成骨过程．生长板 

软骨的排列、增殖、分化、生化合成紊乱及矿化过 

程异常均要引起长骨生长发育障碍．现已知多种 

细胞生长因子和激素对软骨内成骨过程起作用， 

调控生长板的发育、矿化过程。本文主要阐述长骨 

干骺端生长板发育中多种细胞生长因子、激素对 

该过程的调控作用。 

1 软骨内成骨过程 

长骨的胚基最初由间叶细胞聚集，形成软骨 

雏形。在长骨骨干中段周 绕软骨雏形，骨外膜新骨 

女 1964—06出生．讲师 

形成骨领而被吸收，两靖发生骺软骨(干骺靖生长 

板软骨)。在骺软骨，软骨细胞排列成柱，软骨细胞 

不断分裂增殖．由骨端朝向骨干依次出现静止区、 

增殖区、肥爽区、钙化区和成骨区。随软骨细胞肥 

大周 围基质钙盐沉着。软骨细胞退化死亡，钙化软 

骨基质被由骨髓腔来的血管及结缔组织侵人．破 

坏形成纵行隧道。成骨细胞在残留的钙化软骨基 

质表面生成骨组织，形成骨小梁。随着骨干两端软 

骨细胞继续生长．初级骨化中心的成骨过程也从 

骨干中部逐渐向两端推移．骨的长度逐渐增加 骨 

的塑建过程中．骨长度不断增加的同时骨髓腔也 

不断增宽．骨干增粗。 

2 生长板结构 
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