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尖吻蝮蛇凝血酶分离纯化新工艺研究

邓　沁，吴　忠，彭　维，王永刚，苏薇薇
（中山大学生命科学学院∥广东省中药上市后质量与
药效再评价工程技术研究中心，广东 广州５１０２７５）

摘　要：尖吻蝮蛇凝血酶是从尖吻蝮蛇蛇毒中分离纯化得到的一种类凝血酶，属于止血一类新药。建立了尖吻
蝮蛇凝血酶分离纯化新工艺，采用切向流过滤技术，用两步离子交换层析分离得到高纯度的尖吻蝮蛇凝血酶，

再采用两步凝胶排阻层析去除热原和脱盐。该工艺具有简便高效的特点，适合大规模工业化生产。
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　　尖吻蝮蛇凝血酶 （ＨａｅｍｏｃｏａｇｕｌａｓｅＡｃｕｔｕｓ，简
写为Ｈａｌａｓｅ）是从尖吻蝮蛇蛇毒中分离纯化的一种
类凝血酶，它通过水解纤维蛋白的 Ａα链，使纤维
蛋白原原降解为纤维蛋白单体，从而发挥凝血作

用。研究表明尖吻蝮蛇凝血酶具有较强的止血作

用，且无毒［１－４］。本团队建立了一种尖吻蝮蛇凝血

酶分离纯化新工艺，采用切向流过滤技术，用两步

离子交换层析分离得到高纯度的尖吻蝮蛇凝血酶，

再采用两步凝胶排阻层析去除热原和脱盐；具有简便

高效的特点，适合大规模工业化生产，现报道如下。

１　材　料
１１　实验仪器

蛋白分离纯化仪：ＧＥＨｅａｌｔｈｃａｒｅＬｉｆｅＳｃｉｅｎｃｅｓ

公司 （ＧＥＨｅａｌｔｈｃａｒｅ），型号：ＡＫＴＡｐｒｉｍｅｐｌｕｓ；
层析柱：ＧＥＨｅａｌｔｈｃａｒｅ，型号：ＸＫ５０／３０、ＸＫ５０／
６０；膜过滤分离系统：ＧＥ Ｈｅａｌｔｈｃａｒｅ，型号：
ＱｕｉｘＳｔａｎｄａｎｄＢｅｎｃｈｔｏｐＳｙｓｔｅｍ；微滤柱：ＧＥＨｅａｌｔｈ
ｃａｒｅ，型号：ＣＦＰ－４－Ｅ－４ＭＡ（４２０ｃｍ２，０４５
μｍ）；超滤柱：ＧＥＨｅａｌｔｈｃａｒｅ，型号：ＵＦＰ－１０－
Ｅ－４ＭＡ（４２０ｃｍ２，１０ＮＭＷＣ）；层析柜：上海青
浦沪西仪器厂，ＣＸＧ－１；便携式 ｐＨ计：ＯＨＡＵＳ
公司，型号：ＳＴＡＲＥＲ３０００；高效液相色谱仪：Ｄｉ
ｏｎｅｘ公司，型号：ＵｌｔｉＭａｔｅ３０００；色谱柱：广州菲
罗门科学仪器有限公司，型号：ＢｉｏＳｅｐ－ＳＥＣ－Ｓ
２０００（７８ｍｍ×３００ｍｍ，５μｍ）；飞行时间质谱：
ＢｒｕｋｅｒＤａｌｔｏｎｉｃｓ公司，型号：ＵｌｔｒａｆｌｅｘＴＯＦ／ＴＯＦ
ＩＩＩ；电泳仪：ＢｉｏＲａｄ公司，型号：Ｍｉｎｉ－ｐｒｏｔｅｎ

 收稿日期：２０１６－０３－３０
基金项目：国家 “重大新药创制”科技重大专项 （２０１１ＺＸ０９１０１－００２－０２）；广东省重大科技专项 （２０１１Ａ０８０５０１００４）
作者简介：邓沁 （１９８８年生），女；研究方向：现代生物医药工程；通讯作者：苏薇薇；Ｅｍａｉｌ：ｌｓｓｓｗｗ＠１２６ｃｏｍ
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Ⅲ；凝胶扫描仪：ＢｉｏＲａｄ公司，型号：ＧＳ－８００；
摇床：海门其林贝尔公司，型号：ＢＥＴＳ－Ｍ１脱色
微型圆周摇床；超净工作台：上海锦屏仪表有限公

司，型号：ＳＷ－Ｇ６；电子天平：美国 Ｇ＆Ｇ公司，
Ｇ＆ＧＥＬＥＣＴＲＯＮＩＣＳＣＡＬＥ（５００ｇ，ｄ＝０１ｇ）；磁
力搅拌器：德国ＩＫＡ公司，型号：ＲＣＴｂａｓｉｃ；超声
仪：昆山市超声仪器有限公司，型号：ＫＱ－
５００ＤＥ；水浴锅：上海跃进医疗器械厂，型号：
ＨＨ·Ｂ１１·４２０。
１２　实验试剂

尖吻蝮蛇蛇毒：江西五步蛇生物科技有限公

司，批号：２０１３０６；阴离子交换层析填料：ＤＥＡＥ
ＳｅｐｈａｒｏｓｅＴＭＦａｓｔＦｌｏｗ，批号：１０１４３９５４；分子筛凝
胶层析填料：ＳｕｐｅｒｄｅｘＴＭ ７５ｐｒｅｐｇｒａｄｅ，批号：
１０１５２１５５；分子筛凝胶层析填料：ＳｅｐｈａｄｅｘＴＭ Ｇ－
２５，批号：１００３４１１６；磷酸氢二钠，广州化学试剂
厂，批号：２０１４０４０７－１；磷酸二氢钠，天津市福
晨化学试剂厂，批号：２０１４０１０７；氯化钠，国药集
团化学试剂有限公司，批号：２０１４０８１８；氢氧化
钠，广州化学试剂厂，批号：２０１３０８０５－１；水为
超纯水。磷酸氢二钾，广东光华化学试剂厂，批

号：２０１３１１２０；磷酸二氢钾，广东光华化学试剂
厂，批号：２０１３１１１０；甲醇 （色谱纯），Ｈｏｎｅｙ
ｗｅｌｌ，批号：０９ＺＧ１Ｈ。Ｌｏｗｒｙ法蛋白定量试剂盒，
上海贝博生物科技有限公司，批号：２０１０１２。
Ｐｉｅｒｃｅ非预染蛋白 Ｍａｒｋｅｒ，ＴｈｅｒｍｏＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃ，批
号：００１３２０５３；ｗ＝１２％ ＳＤＳ－ＰＡＧＥ预制胶，文
渊阁生物科技 （上海）有限公司；５×ＳＤＳ－ＰＡＧＥ
上样缓冲液，ＧｅｎＳｔａｒ，批号：Ｅ１５３－０；５×电泳
液，碧云天生物技术研究所，批号：Ｐ００１４Ｂ；ｗ＝
０１％考马斯亮蓝 Ｒ２５０，Ａｍｒｅｓｃｏ，批号：０４７２；
乙醇，广州化学试剂厂，批号：２０１４０１０５－１；冰
醋酸 （分 析 纯），广 州 化 学 试 剂 厂，批 号：

２０１２１１０５－２。病毒灭活冰冻血浆，肇庆市中心血
站；尿素，广州化学试剂厂，批号：２００２０１０３－２。

２　方　法
２１　分离纯化

取尖吻蝮蛇蛇毒粉末７５ｇ，至于４℃层析柜
中，用００１ｍｏｌ／Ｌ磷酸盐缓冲液 （ｐＨ６８）约７５
ｍＬ搅拌溶解２ｈ，待蛇毒完全溶解后，用上述磷酸
盐缓冲液稀释至２００ｍＬ；用孔径为０４５μｍ的微
滤柱微滤，收集滤液并加入上述磷酸盐缓冲液稀释

至３００ｍＬ；再用孔径为１０ＮＭＷＣ的超滤柱超滤，
收集滤液 （Ｉ），备用。

用００１ｍｏｌ／Ｌ磷酸盐缓冲液 （ｐＨ６８）先平
衡 ＤＥＡＥＳｅｐｈａｒｏｓｅＴＭ ＦａｓｔＦｌｏｗ层析柱，取滤液
（Ｉ）上层析柱 （１０ｍＬ／ｍｉｎ）；待滤液全部倒入后，
即用上述磷酸盐缓冲液冲洗层析柱 （３５ｍＬ／ｍｉｎ），
直至紫外检测器无峰信号检出 （２８０ｎｍ）；然后用
含００５ｍｏｌ／ＬＮａＣｌ的 ００１ｍｏｌ／Ｌ磷酸盐缓冲液
（ｐＨ６８）冲洗层析柱 （１０ｍＬ／ｍｉｎ），监测紫外吸
收峰信号，收集紫外吸收峰处滤液；用 ＨＰＬＣ、
ＳＤＳ－ＰＡＧＥ电泳和促人血浆凝固活性检测方法监
测其是否为目标组分；对目标组分用孔径为 １０
ＮＭＷＣ的超滤柱进行超滤浓缩，收集滤液 （ＩＩ），
备用。

用００１ｍｏｌ／Ｌ磷酸盐缓冲液 （ｐＨ７５）先平
衡 ＤＥＡＥＳｅｐｈａｒｏｓｅＴＭ ＦａｓｔＦｌｏｗ层析柱，取滤液
（ＩＩ）上层析柱 （１０ｍＬ／ｍｉｎ）；待滤液全部倒入
后，即用磷酸盐缓冲液冲洗层析柱 （３５ｍＬ／ｍｉｎ），
直至紫外检测器无峰信号检出 （２８０ｎｍ）；然后分
别用含 ００３ｍｏｌ／ＬＮａＣｌ和 ０１ｍｏｌ／ＬＮａＣｌ的
００１ｍｏｌ／Ｌ磷酸盐缓冲液 （ｐＨ７５）冲洗层析柱
（２０ｍＬ／ｍｉｎ），监测紫外吸收峰信号，收集紫外吸
收峰处滤液；用ＨＰＬＣ、ＳＤＳ－ＰＡＧＥ电泳和促人血
浆凝固活性检测方法监测其是否为目标组分；对目

标组分用孔径为 １０ＮＭＷＣ的超滤柱进行超滤浓
缩，收集滤液 （ＩＩＩ），备用。

用００１ｍｏｌ／Ｌ磷酸盐缓冲液 （ｐＨ７５）先平
衡ＳｕｐｅｒｄｅｘＴＭ７５ｐｒｅｐｇｒａｄｅ层析柱，取滤液 （ＩＩＩ）
上层析柱 （２０ｍＬ／ｍｉｎ）；待滤液全部倒入后，用
磷酸盐缓冲液冲洗层析柱 （２０ｍＬ／ｍｉｎ），监测紫
外吸收峰信号 （２８０ｎｍ），收集紫外吸收峰处滤液
（ＩＶ），备用；用 ＨＰＬＣ、ＳＤＳ－ＰＡＧＥ电泳和促人
血浆凝固活性检测方法监测其是否为目标组分。

用超纯水先平衡ＳｅｐｈａｄｅｘＴＭＧ２５层析柱，取滤
液 （ＩＶ）上层析柱 （２０ｍＬ／ｍｉｎ）；待滤液全部倒
入后，即用注射用水洗脱目标物冲洗层析柱

（２０ｍＬ／ｍｉｎ），监测紫外吸收峰信号 （２８０ｎｍ），
收集紫外吸收峰处滤液 （Ｖ）；用 ＨＰＬＣ、ＳＤＳ－
ＰＡＧＥ电泳和促人血浆凝固活性检测方法监测其是
否为目标组分。

２２　ＨＰＬＣ纯度检测
取分离纯化所得的尖吻蝮蛇凝血酶溶液，按照

高效液相色谱法 （《中国药典》２０１５年版 （四部）

通则０５１２）测定［５］。色谱条件与系统适应性：Ｂｉｏ
Ｓｅｐ－ＳＥＣ－Ｓ２０００色谱柱；以ｐＨ６８的００１ｍｏｌ／
Ｌ磷酸盐缓冲液为流动相，检测波长为２８０ｎｍ，流
速为１ｍＬ／ｍｉｎ，理论塔板数不得少于２０００；按面

２６１
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积归一化法计算尖吻蝮蛇凝血酶相对百分含量。

２３　ＳＤＳ－ＰＡＧＥ电泳检测
取分离纯化所得的尖吻蝮蛇凝血酶溶液，参考

ＡｍｅｒｓｈａｍＰｈａｒｍａｃｉａ公司的蛋白电泳技术手册［６］，

采用聚丙烯酰胺凝胶电泳法 （ＳＤＳ－ＰＡＧＥ）对尖
吻蝮蛇凝血酶进行电泳分析。

２４　精确相对分子质量测定
取分离纯化所得的尖吻蝮蛇凝血酶溶液，采用

基质辅助激光解析串联飞行时间质谱法 （ＭＡＬＤＩ
－ＴＯＦ－ＭＳ）测定精确相对分子质量［７］。

２５　酶比活性测定
人血浆凝固时间法：量取人血浆０２ｍＬ至于

试管中，在３７℃水浴中保温约２ｍｉｎ；加入分离纯
化所得的尖吻蝮蛇凝血酶溶液０２ｍＬ后，立即摇
匀计时，人血浆溶液应在 （６０±２０）ｓ内振摇后出
现凝结；再加入 １ｍＬ５ｍｏｌ／Ｌ尿素溶液后振摇，
凝块溶解，溶液变清。采用Ｌｏｗｒｙ法［８］测定分离纯

化所得的尖吻蝮蛇凝血酶的蛋白质含量，计算在

３７℃条件下，使标准人血浆在 （６０±２０）ｓ内振摇
后出现絮状物的尖吻蝮蛇凝血酶量。

３　结果与讨论
３１　分离纯化

本研究建立了一种尖吻蝮蛇凝血酶分离纯化新

工艺，分离纯化过程见图１。
结果显示，经过微滤和超滤后，尖吻蝮蛇蛇毒

中的大量杂质即被除去；初步除杂后的蛇毒溶液随

后通过两次 ＤＥＡＥＳｅｐｈａｒｏｓｅＴＭ ＦａｓｔＦｌｏｗ阴离子交
换层析，可分离得到纯度较高的尖吻蝮蛇凝血酶；

再通过 ＳｕｐｅｒｄｅｘＴＭ７５ｐｒｅｐｇｒａｄｅ和 ＳｅｐｈａｄｅｘＴＭ Ｇ－
２５两步凝胶排阻层析，制备出高纯度的尖吻蝮蛇
凝血酶。

３２　纯度测定
分离纯化所得的尖吻蝮蛇凝血酶的高效液相色

谱呈单一对称峰，记录色谱图见图２，按面积归一
化法计算其纯度达９９６９％，如表１所示。

图１　尖吻蝮蛇凝血酶纯化过程中收集的组分紫外峰信号
Ｆｉｇ１　ＵＶＳｉｇｎａｌｓｄｕｒｉｎｇＳｅｐａｒａｔｉｏｎａｎｄＰｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆＨａｌａｓｅ

Ａ：过ＤＥＡＥＳｅｐｈａｒｏｓｅＴＭ ＦａｓｔＦｌｏｗ柱 （ｐＨ６８）；Ｂ：过

ＤＥＡＥＳｅｐｈａｒｏｓｅＴＭＦａｓｔＦｌｏｗ柱 （ｐＨ７５）；Ｃ：过 Ｓｕｐｅｒ

ｄｅｘＴＭ７５ｐｒｅｐｇｒａｄｅ柱；Ｄ：过ＳｅｐｈａｄｅｘＴＭＧ－２５柱

图２　尖吻蝮蛇凝血酶的ＨＰＬＣ图谱
Ｆｉｇ２　ＨＰＬＣｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｏｆＨａｌａｓｅ

３３　ＳＤＳ－ＰＡＧＥ电泳检测
纯化所得的尖吻蝮蛇凝血酶经 ＳＤＳ－ＰＡＧＥ电

泳检测，结果如图３，呈现两条清晰条带。

表１　尖吻蝮蛇凝血酶的ＨＰＬＣ谱图相对峰面积
Ｔａｂｌｅ１　ＲｅｌａｔｉｖｅｐｅａｋａｒｅａｏｆＨａｌａｓｅＨＰＬＣｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍ

序号
保留时间／
ｍｉｎ

峰面积／
（ｍＡＵ·ｍｉｎ）

相对

峰面积／％
峰宽／
ｍｉｎ

峰高／
ｍＡＵ

分离度 不对称度 塔板数

１ ８９０７ ８５７３２ ９９６９ ０３８ ２８３３０７ ６８２ １５２ ８８７７
２ １１３００ ０２６５ ０３１ ０３１ ０９８０ ｎａ ４０４ １９２５６
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图３　尖吻蝮蛇凝血酶ＳＤＳ－ＰＡＧＥ电泳图
Ｆｉｇ３　ＳＤＳ－ＰＡＧＥａｎａｌｙｓｉｓｏｆＨａｌａｓｅ

Ｍ：蛋白质相对分子质量标准；１：用于第一次 ＤＥＡＥ

ＳｅｐｈａｒｏｓｅＴＭＦａｓｔＦｌｏｗ柱层析的滤液 （Ｉ）；２：分离纯化所
得的最终滤液 （Ｖ）

３４　精确相对分子质量测定
ＭＡＬＤＩ－ＴＯＦ－ＭＳ相对分子质量测定结果如

图４所示，ｍ／ｚ＝２９２４５０２０质谱峰为尖吻蝮蛇凝
血酶的质子化分子离子峰 ［Ｍ＋Ｈ］＋；ｍ／ｚ＝５８
５０６１３１是尖吻蝮蛇凝血酶的二聚体离子峰 ［２Ｍ
＋Ｈ］＋。尖吻蝮蛇凝血酶的精确相对分子质量为
２９２４５０２０。

图４　尖吻蝮蛇凝血酶ＭＡＬＤＩ－ＴＯＦ－ＭＳ图谱
Ｆｉｇ４　 ＭＡＬＤＩ－ＴＯＦ－ＭＳａｎａｌｙｓｉｓｏｆＨａｌａｓｅ

３５　比活性测定
最终分离纯化所得的尖吻蝮蛇凝血酶的比活为

１８５１９Ｕ／ｍｇ。
３６　讨论

本文探讨的一种尖吻蝮蛇凝血酶分离纯化新工

艺，以微滤与超滤代替传统的离心与透析实现蛇毒

粗蛋白的快速除杂，随后两步阴离子交换层析的洗

脱步骤简单，可稳定重复，最后通过两步凝胶过滤

分子筛层析先除热源后脱盐，有效分离出具有较强

凝血活性的尖吻蝮蛇凝血酶。分离纯化过程以

ＨＰＬＣ、ＳＤＳ－ＰＡＧＥ电泳和促人血浆凝固活性检测
作为制备工艺的监测手段。该工艺操作简单高效，

适合大规模工业化生产。
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