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用 2
一

亚胺生物素
一

HA
一

琼脂糖凝胶 4B 亲和层析

纯化抗生物素蛋白

刘奉亭 陈鸿书 (生化教研室 )

根据抗生物素蛋白和生物素之间的高度

的亲和力发展起来的 AB C( vt Ai谧 n一

B呈t Oi n-

E那了m
e Co m pe l)x 技术已在免疫检测及核

酸杂交方面得到了广泛的应用 (1) ()z
,

建立一

种快速提取高纯度抗生物素蛋 白的方法
,

是

促进该项技术发展的重要环节
。

抗生物素蛋白的纯化通常采用授甲基纤

维素离子交换层析 ()S 或固定化生物素亲和层

析 (’) 的方法
。

前法不仅产率低
,

纯度也很难

保证 , 后法虽可制得较纯的抗生物素蛋白
,

但由于A vi d i n
一

iB ot in 的高度亲和力
,

需 要

极端的条件 ( 6m ol /L盐酸肌
, p H I

.

5) 才能

将其洗脱下来
,

不仅成本高
,

而且还需要进

行蛋白复性等工作
,

操作较为复杂
。

本文利用生物素的衍生物 2
一

亚 胺 生物

素
,

在不导致蛋白变性的条件下
,

亲和层析

提取抗生素蛋白
,

与上述两法相 比
,

操作更

简单
,

产品纯度更高
。

材 料 和 方 法

一
、

2
一

亚胺生物素
一 A H

一

琼脂糖凝胶 4 B 柱的制

备

1 ,
6
一

己二胺
一

琼脂糖凝胶 4 B 的 制备 参 照

C u a t r e c a : a s侈哟方法
。

取 ,
, 。 一

已二展二琼脂糖凝胶 4 B 浆 14 耐 (干

重约 : ` ) ,

加入滋魂如亚胺生物素 ( 自制 )
,

用 1 % H B r调PH .4 8
,

搅拌使 2
一

亚胺生物素溶解
,

然后边搅拌边缓缓加入。 `
“ 9 1

一

环己基
一
3
一

( 2
一

吗

琳代乙基 ) 碳二亚胺对甲苯磺酸盐 ( lF
u k a)

,

反

应 14 小时以上
,

反应过程中不断加入 1 % H B r维持

pH 4
.
8 ,

最后在 2号多孔玻璃漏斗上依次用 1 也 ol / L

N a C I和重燕水洗涤并装柱
。

二
、

杭生物素蛋白的分离提纯

1
.

硫酸铰分步沉淀法粗提
:

把白壳鸡蛋清按

多
, 1 (蛋清

:

水
,

v/ v) 稀释
,

加入硫酸胺使达到

70 %饱和度
,

搅拌两小时后
,

于 4 ℃
,

8 0 00 x g 离

心 20 分
。

弃 去沉淀
,

上清液加人硫酸铁至 10Q 邪

饱和度
,

搅拌过夜
,

90 。。 x g离心 30 分钟 ( 4℃ )
,

将沉淀溶于适量的重蒸水
,

于 4 ℃对重蒸水透析
,

然后用 i m o l / L N a O H调 PH l l ,

加入N a C I 至浓度

为 1血 o1 / L
,

滤去不溶组分
,

4 ℃保存
。

2
.

2
一

亚胺生物素
一
人H

一

琼脂糖凝胶 4 B柱亲

和层析纯化
:

将抗生物素蛋白粗提液加到预先用 50

m m o l / L N a : C O s ( p H i i
,

含 i位 0 1/ L N a C I ) 平

衡的 2 一

亚胺生物素
一

A H
一

琼脂糖凝胶 4 B柱上
,

用

平衡缓冲液洗脱 ( 10 毫升 /时 ) 至 282 ” 2n 的光吸收

回到基线
。

然后用 50 nI m ol / L乙酸钱缓冲 液 ( p H

4
. 。 ,

含.0 5m ol / L N a C )I 洗脱
,

收集 洗 脱峰组

分
,

4 ℃对水透析
。

洗脱峰的蛋白质含量用紫外吸收法测定
。

三
、

抗生物素蛋 白活性的侧 定佃

将抗生物素蛋白溶液适当稀释后
,

以重蒸水为

空白
,

于分光光度计上用已知浓度的生物素溶液滴

定
,

直到 2 32n m的光吸收不再增加为止
,

根据用去

生物素的量计算抗生物素蛋白的活性
。

四
、

杭生物素蛋白的生物素
一

辣根过氧化物醉

显 色

将硝酸纤维素滤膜置于 P B S 溶液 (P ho s Ph at e

b u f f e r e d s a l i n e ,
p H 7

.

连) 中浸泡 5 0 分钟
,

取出

后用滤纸吸干
,

点样
,

65 七烘烤 5 分
,

用 PB S T 溶

液 (含。 。
0 2% N a N : 、

0
.

3% T w e e n ZO的 PB S溶液 )

洗涤 15 分
,

置 生物素
一

辣根过氧化物酶溶液 ( 15

协g / m l
,

p H 7
。

5
,

木室自制 ) 中2 5℃ 浸饱工5分
,

于

37 ℃用 PB S溶液洗涤一次
,

P B S
一

丁溶液洗涤二次
,

置显色液 (含 3 , 3
一

联苯胺。 。

6也 g /也 1
,

过氧化氢。
.

45

随 /川
,

p H 7
.

4) 中于 20 ℃显色 20 分
,

重蒸水洗涤
,

五
、

聚丙烯跳胺凝胶电泳分析杭生物素蛋 白的

纯度

采用垂直平板型不连续聚丙烯酞胺凝胶电泳
,

凝胶溶液的配制见表 1 ,

凝胶板尺寸为 7
.

8 x 10 火

。 .

2c m ,

样品中含10 %的甘油
,

电极缓冲液为 p
一

丙
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氨酸
一

乙酸缓冲液

泳时间
: 4 小时

,

(P H 4
.

5)
,

电流
:

20 m A
,

电 酸
一

乙醇
一

水溶液 (8
, 2 5 :

67
,

v/ v) 脱色
。

。
.

2%考马氏亮蓝 R
一

25 。染色
,

乙

表 2 凝 胶 溶 液 的 制 备

m
一a

、 .,.、、!z

分离胶 (1 0 % )

3 0 % (W / V )丙烯酞胺
0

.

5 9石(W / V ) N
,

N毛
一

甲双
丙烯酞胺

3M 乙酸甲 ( p H 4
.

3 )

N
,

N , N毛
,

N毛
一

四甲基乙二胺

10 % 过硫酸按

水

浓缩胶 ( 3 % )

30 % (W / V ) 丙烯酞胺
0

.

8 % (W /V ) N , N二
一

甲双
丙烯酞胺

0
.

5M 乙酸钾 ( pH 6
.

8 )

N , N
,

N七, N乙
一

四甲 性乙二胺

10 % 过硫酸钱

水

1

卜0
.

5m l

j

1
.

8 7 m l

2 0件1

3 0 0卜1

8 m l

o
。
6 2 5 m l

5卜l

1 0 0林l

3
.

s m l

结 果

一
、

亲和层析结果和柱性能侧 定

用 3
一

亚胺生物素
一

A H
一

琼脂糖凝胶 4 B 柱分离

抗生物素蛋白的图谱见图 1
,

用 50 m m ol / L N a : C O 。

( p H 1 1
,

含 l m o l / L N a C I ) 溶液洗脱时
,

无论洗

脱多长时间都不会洗下抗生物素蛋白峰
,

更换 50

m m ol / L乙酸钱溶液 (P H 4
. 。 ,

含。 .

s m ol / L N a C )I

后
,

抗生物素蛋白峰很快就被洗脱下来
。

与文献报道值山接近
。

将纯化的抗生物素蛋白溶液

按 1 / 5 逐级稀释点到硝酸纤维素滤膜上
,

用生素物

标记的辣根过氧化物酶显色
,

可见很高 的 灵 敏度

(图 2 )
。

图 1 用2
一

亚胺生物素
一
A H

一

琼脂糖凝胶 dB柱

亲和纯化抗生物素蛋白
。

柱尺寸
: 1 x s o m

,

流速
: l o m l / 11

通过紫外吸收法测得 2 一

亚胺生物素
一

A H
一

琼脂

塘凝胶 4B 柱对抗生物素蛋白的结合能力 为 。 .

70 9 /

m l凝胶
,

抗生物素蛋白洗脱液中的蛋白浓度为。 .

53

m g / m l
,

产率为25 m g / L蛋清
。

与梭甲基纤维素离

子交换层析方法即 (浓度。 .

07 8 m g / m l
,

产率 7m g / L

蛋清 ) 相比
,

洗脱液中抗生物素蛋白浓度提高 6 倍

以上
,

产率提高约3
.

5倍
。

二
、

杭生物素蛋白峰的分析鉴 定

1
.

活性测定
:
根据结合生物素后 2 3 2 n m 光密

度的增加测得抗生物素蛋白的活性为 1和 in st / m g
,

图 2 在硝酸纤维素滤膜上用生物素
一

辣根过氧

化物酶显色抗生物素蛋白
。

点样量
: i 。件g

到 0
.

o 2 5 6 n g ( i / 5逐级稀释 )

2
.

纯度鉴定
:

按上法制备的及商品的抗生物

素蛋白的聚丙烯酞胺凝胶电泳结果如图 3 所示
,

按

上法纯化的抗生物素蛋白只呈现一条带
,

而国内外

品至少有两条带
,

表明本产品的纯度高于国内外同

产类产品
。

讨 论

G er
e n( “ 〕 的研究表明

,

非质子化的 2
一

亚

胺生物素与生物素具有相似的功能
,

能与抗

生物素蛋白牢固结合
,

随着 p H 的降低
, 2

-

亚胺生物素对抗生物素蛋白的胺亲和力迅速

降低
。

利用这一性质
,

使用不同 p H 的洗脱

液
,

就可对抗生物素蛋自进行亲和层析分离
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图 3 不同来源抗生物素蛋白的聚丙烯酞

胺凝胶电泳
。 a 、

用 2
一

亚胺生物素
-

A H
一

琼脂糖凝胶 4B柱纯化的抗生

物素蛋白 , b
、

海军医学研究所的

产品 , e 、

西德 B o e h r i n g M a n n il e i n

的产品

使用 2
一

亚胺生物素制作的亲和层析柱
,

则可克服上述缺点
,

只需使用不 同 p H 的洗

脱液
,

就可在蛋 白不变性的前提下亲和纯化

抗生物素蛋 自
,

不仅成本低
,

操作简单
,

而

且纯度高于国内外同类产品 ( 图 3 )
。

与拨
}户基纤维素离子交换层析 s() 相比

, 2 一

亚胺生

物素亲和层析方法的产率提高 3
.

5倍
,

洗脱液

中抗生物素蛋 白的浓度提高 6 倍多
,

减少了

进一步浓缩干燥的工作量
。

另外
,

在使用生物素
一

抗生物素蛋 白系

统进行研究工作的时候
,

有时要使用抗生物

素蛋 白的复合物
,

如铁蛋 白扼合的抗生物素

蛋 白等 ( ” 。

若使使用 固定化的生物素柱来纯

化这些扼合物
,

极端的洗脱条件 (6 nr ol /L盐

酸肌
,

p H I
.

5) 很有可能使之受到破坏
,

而

使用 2 一

亚胺生物素
一

A H
一

琼脂糖凝胶 4 B柱
,

则有可能把它们以活性的形式分离出来
。

参 考 文 献

提纯
。

由于抗生物素蛋白在很宽的 p H
’

范围

内是稳定的 .()
,

所以用耐法提纯抗生物素蛋

白时
,

不会引起该蛋白变性失活
。

用固定化生物素柱虽然也能较好地分离

提纯抗生物素蛋 白
,

但由于A v id i n
一
B iot in 的

高度亲和力
,

只有使用 6m ol /L盐酸肌 (P H

1
.

5 ) 才能把抗生物素蛋白洗脱下来
,

洗脱

后还要立即加入 10 倍的缓冲液或透析使抗生

物素蛋白复性 (’)
,

不仅操作麻烦
,

而且大量

消耗盐酸肌
,

成本较高
。
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