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特异性肿瘤坏死因子-α免疫吸附柱的研制及其吸附率的实验研究

王　勤 ,吴雄飞 ,王军霞 ,刘　宏 ,李　敛 ,金锡御　　(第三军医大学附属西南医院全军泌尿专科中心肾科 , 重庆 400038)

　　提　要:目的　制备特异性肿瘤坏死因子-α免疫吸附柱 , 并测试其吸附性能。方法　采用自行设计定制的过滤柱 ,

其内装入以PSM 为载体 , 依次包被PLL及抗 rHTNF-αMcAb 而制备的免疫微球 , 制成特异性免疫吸附柱 ,观察吸附柱对 3 种

不同浓度的 2种 TNF-α溶液的吸附率以及柱效稳定性和重复使用情况。结果　该吸附柱的最大吸附量均达到 90%以上 ,

抗原含量与最大吸附量及最大吸附时间成反比。 pH值 3.0 的 PBS 可将 98.3%的 rhTNF-α自微球上洗脱 ,吸附柱缓冲后的

吸附率仍达 96%。结论　特异性 TNF-α免疫吸附柱对 TNF-α有极佳的吸附率 , 且柱效稳定 ,可以重复使用。
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Preparation of specific immune adsorption column for TNF-αand its adsorption rate
WANG Qin , WU Xiong-fei , WANG Jun-xia , LIU Hong , LI Lian , JIN Xi-yu (Division of Kidney Diseases , Center for Urology of
PLA , Southwest Hospital , Third Military Medical University , Chongqing 400038 , China)

　　Abstract:Objective　To prepare the specific immune absorption column for TNF-αand to test its absorptive

capability.Methods　Polystyrene microspheres(PSM)were coated with poly-L-lysine(PLL)and antirecombinant

human TNF-αmonoclonal antibody(rHTNF-αMcAb).This immune microspheres were used as carrier and loaded into

the self-made filter column.The adsorption rate of the column for TNF-αin two out of three kinds of solutions at dif-

ferent concentrations , the stability of column effect and the condition of repeated application were observed.Results

　The maximum adsorption volume of the column for TNF-αwas more than 90%for all kinds of solutions.The cont-

ent of antigen was in reverse ratio to the maximum adsorption volume and the time for maximum adsorption volume.

PBS with pH 3.0 could rinse down 98.3% rHTNF-αfrom the microspheres.The adsorption rate of the adsorption

column still reached 96%after buffering.Conclusion　The specific immune adsorption columnwith high adsorption

rate for TNF-αand stable efficiency can be used repeatedly.

　　Key words:tumor necrosis factor-alpha;immune microsphere;immunoadsorption

　　大量研究认为 ,肿瘤坏死因子-α(TNF-α)在全身炎

症反应综合征(Systemic inflammatory response syndrome ,

SIRS)及多器官功能障碍综合征(Multiple organ dysfunc-

tion syndrome , MODS)的发病中是一个关键的细胞因

子 ,是启动一系列病理生理反应的扳机 。清除过量产

生的 TNF-α,阻止有害细胞因子的产生 ,阻断 SIRS ,是

早期治疗MODS并改善MODS预后的关键。本研究应
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用自行设计的过滤柱 ,采用新颖的免疫微球制作技术 ,

成功地研制了一种新型特异性 TNF-α免疫吸附柱 ,并观

察该吸附柱对 3种不同浓度的 2种 TNF-α溶液的吸附

率以及柱效稳定性和重复使用情况。主要目的是探讨

一种特异性的吸附清除 TNF-α的新方法 ,为今后创造新

型救治MODS患者的有效措施提供理论及实验依据。

1　材料与方法

1.1　主要试剂和设备
1.1.1　主要试剂　　重组人肿瘤坏死因子-α(rHTNF-α)、抗重

组人肿瘤坏死因子-α单克隆抗体(Z20)由军科院沈倍奋院士惠

赠。聚苯乙烯微球(PSM , 天津南开和成科技公司), 多聚赖氨酸

(PLL ,武汉博士德生物公司)。

1.1.2　主要仪器设备　　UV-754 分光光度计(上海精密仪器

公司), 550-酶标仪(Bio-Rad , 美国), 倒置显微镜 、荧光显微镜
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(Olympus , 日本), TE-112 微量注射泵(Terumo , 日本)、XPS 仪

(Physics&Electon Co.美国)。

1.2　方法
1.2.1　过滤柱的制作 、处理及检测　　自行设计过滤柱(细长

管状玻璃制品 ,长 20 cm ,内径 0.4 cm ,容量 5 ml;筛板厚0.5 cm、

孔径 100μm ,耐强酸 、强碱及 100 ℃。下端设一转向开关 ,上端

具磨砂盖), 由重庆北碚玻璃制品厂制成产品;常规预处理后行

XPS 检测[ 1] , 二甲基二氯硅烷行硅烷化处理。 分别使生理盐

水 、血浆通过该柱 , 计算通透率;滤过液行光镜观察。

1.2.2　制备免疫微球　　先将清洗后的 PSM(每份 100 mg)包

被 PLL, 分别于 4 ℃、20 ℃及 37 ℃时 15 、30、60、120 min取样 , 分

光光度计测定PLL含量;以 3 种不同 pH 值的洗脱液行包被稳

定性测定;以Marshall法[ 2]用 FITC标记已包被 PSM 的PLL , 荧光

显微镜下观察。再用戊二醛两步法[ 3]行抗 rHTNF-αMcAb 包被

PLL , 同上法标记包被的抗体并观察。

1.2.3　特异性 TNF-α免疫吸附柱的制作及其性能检测　　将

免疫微球移入过滤柱中 , 制备吸附柱。工作状态性能检测:①

将硅胶管经微量注射泵连接吸附柱与输液瓶。 当生理盐水及

新鲜血浆通过吸附柱时 , 严密观察各处有无渗漏及进气;②将

吸附柱分别置于不同位置 ,观察微球悬浮状态。 抗体包被稳定

性检测:以 3 种洗脱液通过吸附柱 , 收集滤过液 ,分光光度计测

定;荧光显微镜下观察免疫微球表面荧光强度变化。

1.2.4　吸附率检测　　①使 3 种不同 rHTNF-α浓度的 PBS 及

血浆通过吸附柱 ,收集每分钟滤过液。 ELISA 法测定滤过前后

rHTNF-α浓度变化;②收集4 种不同 pH 值的PBS 滤过液中 rHT-

NF-α洗脱情况;同时取微量微球置荧光显微镜下观察;③将 0.1

mol L pH 8.5 的 CBS 100 ml以同样速率注入吸附柱 , 对免疫微

球进行缓冲。再次行滤过吸附及 ELISA 测定 , 观察免疫微球对

rHTNF-α的二次吸附率。

1.3　统计学分析
　　采用χ2 检验。

2　结果

2.1　XPS检测结果
　　在194.00～ 214.00 电子伏特(eV)的 Cl原子范围内 , 未见明

显强度峰;在 158.00 ～ 178.00 eV的 S 原子束缚范围内 , 峰值位

于 174.88 eV ,但强度仅达 1482 cps , 未及强度的 50%;在 394.00

～ 414.00 eV 的N 原子束缚范围内 , 也未见明显强度峰。对照

美国物理电子公司提供的参照表(PC Software reference table), 未

发现有氮(N)、氯(Cl)和硫(S)原子污染。硅烷化处理后的实验

中 ,过滤柱内未发现有血浆粘附。

　　过滤柱的观察显示 , PSM 呈规则正球形 , 表面光滑 , 无缺

损 ,直径大于筛板孔径;过滤柱对生理盐水的通透性为 20 ml 

min ,加入 PSM 后略有下降 , 为 16.8 ml min;对血浆的通透性为

17.5 ml min ,加入 PSM 后的通透性略降为 14.0 ml min。但均无

统计学差异(P>0.05)。收集的所有滤过液中均未显示有 PSM

漏出。

2.2　免疫微球检测结果
　　不同条件下PLL包被 PSM 后浓度下降结果见表1。从表中

看出 , pH 9.5 、20 ℃、60 ～ 120 min 3 者为 PLL包被 PSM 的最佳条

件。荧光显微镜下仅在 pH 9.5、20 ℃组中见到 PSM 表面有荧

光素反应 ,证实了确有 PLL包被在 PSM 表面。洗脱液检测结果

显示 ,洗脱前后 PLL含量无明显变化 , 说明 PLL在 PSM 表面包

被较为牢固。

表 1　包被 PSM后 PLL浓度下降百分率

Tab 1　Decrease of PLL concentration after being coated on PSM(%)

pH 9.5 pH 8.5 pH 7.4Time

(min) 4 ℃ 20 ℃ 37 ℃ 4 ℃ 20 ℃ 37 ℃ 4 ℃ 20 ℃ 37 ℃

15 7.19 39.89 35.26 8.38 19.97 30.08 0.02 0.03 0.00

30 12.54 65.17＊ 51.84＊ 9.71 32.19 42.15 0.01 0.01 0.00

60 27.61 96.82＊＊91.22＊＊14.55 79.36＊＊81.51＊＊ 0.01 0.01 0.01

120 25.83 99.33＊＊98.53＊＊21.69 91.84＊＊92.36＊＊ 0.01 0.01 0.01

＊:P<0.05, ＊＊:P<0.01 vs 15min

　　抗 rHTNF-αMcAb 包被 PLL后的含量下降百分比平均值分

别为63.55%、95.28%和 87.23%。提示在相同温度及包被时间

内 ,0.2%浓度的戊二醛溶液可以构成彼此之间的最佳交联。

FITC 标记观察也显示抗 rHTNF-αMcAb 明显包被在 PLL 之上。

洗脱实验结果显示 , 在洗脱液中无明显抗体含量增加;荧光显

微镜观察也未见免疫微球表面荧光强度有明显变化 , 说明用戊

二醛溶液进行的抗体对 PLL的包被结合牢固 ,达到了制作吸附

柱的要求。

2.3　特异性TNF-α免疫吸附柱的检测结果
　　结果显示 ,该柱的密封性能良好 , 液体进出通畅 , 开关应用

灵活自如 , 吸附柱倒置 180°时 , 微球悬浮最为充分且通透率无

变化。吸附柱对 3 种不同浓度的 2 种溶液中抗原的吸附结果

见表 2(TNFα-PBS:含抗原的 PBS;TNFα-plasm:含抗原的血浆)。

表 2　特异性 TNF-α免疫吸附性的吸附率

Tab 2　Adsorption rate of the specific TNF-αimmunoadsorptive column

TNFα-PBS TNFα-plasmConcentration

(μg ml) Maximum absorption
rate(%)

Time(min)
Maximum absorption

rate(%)
Time(min)

2 99.7 9 97.2 8

5 99.4 5 93.5 5

10 99.1 3 90.7 3

　　从表 2 中可以看出:①最大吸附率均达到 90%以上;②抗

原含量越高 ,最大吸附率就越低 , 达到最大吸附量时间就越短;

相反 ,抗原含量越低 , 最大吸附率就越高 , 达到最大吸附量时间

就越长 ,二者成反比;③吸附柱达最大吸附率时存在饱和现象。

　　4 种洗脱滤过液中的 rHTNF-α浓度分别为 0.90%、1.20%、

8.70%、98.30%。提示 pH 3.0 的洗脱液可以将大部分 TNF-α自

免疫微球上洗脱。对吸附柱进行缓冲后 , 再 1 次进行的吸附试

验结果表明 ,免疫微球仍具有较强的特异性吸附能力(吸附率

达 96%)。

3　讨论

　　本研究主要采用血液净化中连续性血浆滤过吸附
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(CPFA)的原理 ,将免疫微球装入一个既有良好通透性

能 ,又能有效阻止微球漏出 ,与血浆纤维蛋白原接触后

较少引起凝血机制紊乱 ,并且能够满足实验研究要求

的容器中 ,应用免疫学原理 ,有针对性地清除血浆中的

TNF-α。我们自行设计的过滤柱的生物相容性好 ,可以

阻挡微球的漏出 ,不同实验条件下的通透性良好。细

长管状可以保证液体里微球在其中的充分悬浮。

　　制备免疫微球的关键之处是确保包被后的抗体具

有稳定的功能活性 。聚苯乙烯(PS)表面带有-COOH

官能团 ,已被广泛地作为载体微球使用
[ 4]
。多聚赖氨

酸(PLL)是一种较大分子的 、表面带有多个正电荷的

多聚阳离子胺 ,具有极强的粘附性 ,近来正被日益广泛

地用于组织工程以及包括芯片技术在内的基因工程领

域
[ 5]
。PS与 PLL 二者正好是一对构建免疫微球的良

好材料 ,不仅可以进行静电结合以及共价结合 ,而且还

保留了多聚赖氨酸多余的带正电荷氨基的特点 ,便于

进行其后的抗体包被 。由于其后洗脱抗原要使用酸性

溶液 ,恐影响 PLL 的包被稳定性 ,故我们采用 3种不同

pH值的包被液(pH 9.5 、8.5 及 7.4),对包被条件及其

稳定性进行了探索 。结果显示:①包被条件以 20 ℃、

pH 9.5 、60 min为最佳;②不同酸度的洗脱液未能破坏

这种较为牢固的包被 。

　　如何有效地将抗体结合于已包被 PLL的微球上 ,

以往的做法有溴化氢法和碳二亚胺法。二者虽均为化

学键合方法 ,但因载体包被上PLL 后 ,表面的主要基团

为氨基 ,抗体的包被结合位点也是氨基 ,都不适应本研

究。须寻找一种既能实现氨基与氨基之间结合 、又不

引起抗体功能区 Fab段变化的交联剂。戊二醛由于带

有醛基 ,在两种物质的氨基之间搭桥 ,其醛基与氨基缩

合形成Schiff氏碱 ,从而将两物质紧密连在一起。本

研究中采用戊二醛两步法 ,经过对 3种不同浓度的戊

二醛溶液进行的包被试验 ,表明 0.2%浓度的戊二醛

溶液可以造成抗体蛋白质与 PLL 之间的最佳交联 ,

FITC标记检测证实抗 rHTNF-αMcAb 明显包被在 PLL

之上。经 pH 7.4 、6.0 、4.5 3种洗脱液作用 ,抗体未见

丢失 ,证明包被牢固 ,达到了实验目的。

　　我们的最终目的是要观察在血液净化条件下吸附

柱对 TNF-α的吸附效果 。研究结果表明 ,吸附柱的最

大通透性可达 900 ml h ,且密封性能完好。柱体倒置

180°时 ,微球悬浮状态最佳 ,可以保证微球在柱内有充

足的空间与含抗原的溶液发生抗原-抗体反应 ,获取最

佳吸附清除效果 。说明制备的特异性吸附柱基本达到

了在血液净化条件下的应用可行性 。近来 ,国内外许

多研究报道了清除血浆中大分子可溶性介质的连续性

血浆滤过吸附(CPFA)方式
[ 6]
。即把分离出来的血浆

经吸附后回输血循环 ,全血再经血液滤过或透析后回
输体内 。该模式既避免了血细胞与吸附剂直接接触 ,

克服了血液灌流(HP)的不足;无需补充大量血浆或白

蛋白 ,降低了治疗费用;而且还避免了血浆置换(PE)

时补充的新鲜血浆中所含补体对机体造成的不良反

应。综合文献[ 7 , 8]报道 , CPFA对 TNF-α的吸附能力

最高达67% 。但其本质是非特异性吸附 ,因此无法达

到更好的清除效果。本研究制备的吸附柱对抗原的吸

附率均达到 90%以上 ,说明该柱具有良好的特异性吸

附清除 TNF-α的效果 。研究还表明 ,抗原浓度与最大

吸附量及其时间成反比 ,说明在抗原含量较高时 ,应相

应延长吸附时间;该吸附柱存在饱和现象 ,提示如要继

续清除抗原 ,应及时恢复抗体的特异性结合能力。我

们采用将已结合的抗原洗脱后再对微球进行缓冲的办

法 ,仍可达到满意的再度吸附效果(最大吸附量达

96%)。这不但证实了柱效的稳定性 ,而且证明该吸附

柱可以重复使用 ,为将来的临床应用提供了宝贵的实

验依据。
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