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静脉注射免疫丙种球蛋白

柱层析分离的研究
`

冯格荫 梁国眉 林燕宜 林木良

(中山大学测试 中心 )

盗

捅 要 用凝胶渗透潜色法 (P GC )检测了柱层析分离纯化后所得的免疫内种球蛋 白 (I gG)

组分
.

结果表明
,

使用 D E A E阴离子交换纤维素
一

葡聚搪凝胶 A
一

50 柱层析法能从人血浆蛋白

中分离出不含聚集体的纯 Ig G单体
.

对肌注 Ig G制剂使用葡聚糖凝胶S e p ha c r y l s
一

20 0凝胶过

滤法能除去艳 G中的聚集体
,

但却不能分离出存在于其中的小量血清白蛋白
;
但使用 D E A E

阴离子交换纤维素柱层析法效果却恰好相反
.

关健词 凝胶渗透色谱法
,

血浆蛋白柱层析分离
,

阴离子交换纤维素
,

葡聚糖 凝 胶
,

静 脉

注射免疫丙种球蛋白

采用低温 C
o h n 氏乙醇法或利凡诺法从人血浆中分离提取的免疫丙种球蛋白 ( Ig G )

含有引起人休产生过敏性休克的抗补体活性的 I g G聚集体 〔` ’ 〕
.

本文着重研究不含聚集

体的 l g G的分离提纯方法
.

这对进一步研制适合于静脉注射用 Ig G制剂是很有意义的
.

忿

争

l 实验部分

1
。

1 试荆和仪 .

利凡诺法提取的肌注 I g G
、

人血浆均 由广州市中心血站提供
.

D E A E阴离子交换纤

维素是由W h at m a n 公司生产
,

D E A E 阴离子交换纤维 素
一

葡 聚 糖 凝 胶 A
一

50 由 瑞 典

P h a r m a e i a 公司生产
,

S e p h a e r y 1 S
一
2 0 0葡聚搪凝胶由美国 S i g m a

化学公司生产
.

其他

均为 A
o

R试剂
.

紫外连续检测
:
国产 X Z

一
8 5

一
1 型核酸蛋白紫外连续检测仪 ; 紫外检测

:

关国 B e c k m a n

公司的D U一 S B紫外
一

可
.

见分光光度计 , G P C实验
:

日本W at e r s公司 20 8型凝胶渗透色

谱仪
。

1
.

2 血清受白的柱层析分离

人血浆解冻并过滤去脂类和纤维蛋白凝块后
,

滤液经超速离心除去不溶物质得下层

黄色血清液
.

使用 A
一

50 色谱柱
,

起始缓冲液用。
.

O l m ol / L磷酸盐 ( P )B
,

梯 度洗脱液为

o
。
o l m o l / L P B和 o

.

o zm o l / L P B及 o
.

3m o l / L P B各 3 5 o m l
,

柱体积 4 6 x 价1
.

6 c m ,

装柱

本文 1 9 92年 6 月 1 日收到
· 广州市科委重点研究项目资助

,

梁雪薇曾参加部分研究工作
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高度 3 5 c m
·

血倩 1 m l用起始缓冲液透析过夜
,

然后上柱并进 行洗脱
,

洗脱速度 o
.

s m l/ m i n
,

采用

紫外连续检测并连续收集所分离的各蛋白组份
。

1
.

3 O E A E阴离子交换纤维素进一步分离纯化肌注 tg G

使用 D E A E柱层析法
,

起始缓冲液用。
。

05 m ol / L三经甲基氨基甲烷 ( T
r is ) H CI ( p H

= s )
,

混合梯度洗脱液为 1 5 o m l起始缓冲液和 z s o m l起始缓 2中液 + 3 0 0m m o
1N a C I , 分离

柱为 2 1 x 价z
.

6 e m ,

使 用 15 9 D E A E
,

分 离 肌 注 Ig G ( 1 0肠 ) 2
.

5~ Z m l
,

洗 脱 速 度

1
.

3m l/ m i n
.

洗脱后所收集的全部试管样品均用 U V检测
,

波 长为 2 10 o m 和 2 8 o n m , 并 把 经 U V

检测后所确定的 2 个分离蛋白组份分别集中起来
.

1
。

4 使用翻票报胶 S e P h a c r y l S
一 2 0 0进一步分离纯化 19 G

对肌注 I g G作进一步的 S
一
200 凝胶过滤

,

用。
。

05 m ol / L N a CI 溶液作洗 脱 液
,

速 率

为 2 00 m l/ m in , 用 2 8。 。 m波长的紫外连续检测 ;弃去 Ig G峰前部分受聚集体污染的部分
,

而仅收集洗脱出 Ig G峰的中
、

后部分为纯 Ig G组分
多 调节 p H至 7 ,

并用生理盐水保存
.

1
.

5 G P C实脸

用 G P C色谱仪
,

分别对上述不同柱层析方法收集出的各蛋白组份进行 G P C检 测
,

以确定蛋白种类及 I g G中是否含有聚集体 〔么〕
.

2 结果与讨论

2
.

1 人血清蛋白在 A
一

的的柱层析分离

使用 A
一

50 色谱柱从人血清蛋白中分离收集到 5 个蛋白组分的G P C谱如图 1 所示
.

经 G P C鉴定
,

最先洗脱出来的第 1 和第 2 种蛋自组份为 I g G
,

如图中 1
、

2 的
a
峰 所

示
.

G P C校正曲线获得其分子量约为 1
.

5 x l 。
“ , 若与利凡诺 法提取的 Ig G的 G P C 谱 图

比较
,

它没有 Ig G峰左侧的聚集体肩峰 〔“ 〕
.

这些结果都表明 A
一

50 柱层析分离 法 可 直接

从人血清蛋白中提取出不含聚集体的 I g G
.

这一结果与 F ir e s o r
等使用离子交换色 谱 法

从人血浆蛋白生产坛G和白蛋白所得的结果一致 〔 . 〕
.

奋

洛

盖久罗夸
V . 一

-

一
. 叫 . ,

图 i 人血浆蛋白经 D E A E A一50 色谱柱分离后收集的

6 种不同蛋白组份的G P C 谱图 ( 样品层析分离前

先经超速离心和脱盐处理 )

F 19
.

2 G P C s p e e t r a o f f i v o d i f f e r e n t p r o t e i n f r a e t i o n s

e o l l e e t e d f r o m D E A E S e P h a d e x A
一

5 0 e o l u m n

( S a m P l e w a s e e n t r i g a l i Z e d a n d d e s a l t e d

b e f o r e b e i n g 。 h r o m a t o g r a P五e d )

…
…

已习吞贾JZ,

接着洗脱出来的第 3 种蛋白组份主要是血清白蛋白
,

如图中曲线 3 的夕峰所示
,

相

应分子 量范围为6
.

6 X l护~ 6
.

9 x 1 0’
.

同时仍混有少量第 1
、

第 2 种未洗脱完 全 的 不

含聚集体的 I ` G组份
.

爹
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产

最后洗脱出来的第 4
、

第 5 咀份主要是一些分子量 较 小 (M为 5 x 1a0 ~ 6 x l护 )

的残留血浆蛋白质分子
,

如图中曲线 4
、

5 的丫峰示 ; 同时还含有很小量的未洗脱完全

的 I g G (
a
峰 )

,

但与第 1
、

2
、

3 种组份 里的 I g G不同
,

随着洗脱缓冲液梯度洗脱的离子

强度的增加
,

这些 I g G 已产生部分缔合而形成自身聚集体 (
a 尹
峰 )

,

当 I g G大量存在时
,

它则 以肩峰的形式出现
,

其相应分子量范围是 2
.

5 X 10
”

~ 5
.

5 x 10
。 ,

表明强离 子 强 度

可使 Ig G单体发生缔合
.

2
.

2 肌注 lg G制荆的进一步柱层析分离

2
.

2
.

1 D E A E 阴 离子 交换 纤维素的柱层析分离 图 2 是肌注 I g G样品经 D E A E柱层析分

离后的全部洗脱液的U V 检测结果
.

按此结果可收集到 2 个不同的 蛋自组份
.

经 G P C进

一步定性检测
,

第
,

一组份主要是I g G (
a
峰 )

,

第二组份主要是血清白蛋白 (夕峰 )
,

其 G P C

谱如图 3 所示
.

从第一组份 I g G的G P C谱仍含有的聚集体的肩峰
,

(即
a 产
峰

,

M为2
.

5 x 1 0
“

~ 5
.

0 x 1 0
5

)
.

这一事实表明使用 D E A E层析法只能使在肌注 I g G样品中的不同蛋 白 组

份根据泳动速度的差异在不同离子强度缓冲液的洗脱下
,

依次分离出来
,

达到进一步纯

化 I g G组份的目的 ; 而在肌注 Ig G中存在的自身聚集体 〔” 2〕 ,

依然不能用 D E A E 层沂分

离出来
.

这是由于 D E A E 是阴离子交换纤维素
,

不是分子筛色谱
,

所分离的 组份 不 是

按分子流体体积来分离
,

而是技蛋白质种类而分离
,

所以能分离出存在于馆G 中的血清

白蛋白
,

但并未能除去坛G 中的聚集体
.

2
。
0

门
。

,

1
。

O D2 8 0

2
.

O D Z , o

)

o
·
’

日 泛
O于` 山~ 节七

U , U 飞0 0

叮 e
(姐 )

弓匕一 !
1 5 0 2 0 0

O
曰J

仍叫山

奋 图 2 肌注址 G的 D E A E柱层析洗脱液的紫

外光谱图

F i g
.

2 U V s P e e t r a o f t il e e l u t e d s o l u
-

t i o n s f r o m t h e D E A E a n i o n

Ig G 五a 。 ` e r e e l l u l o s e e o l u m n f o r

e x e f o r i n t r a口认 s e u l a r i n j e e t i o n

图 3

F 19
.

3

两种蛋白组份的 G P C谱图

T h e G P C s P e e t r a o f t h e t w o

P r o t e i n f r a e t i o n s e o l l e e t e d

a e e o r d i n g t h e r e s u l t s s ho w n

i n F i g
.

2

潇

2
.

2
.

2 肌注 Ig G制 齐l的 S
一
2 0 0凝胶过滤分 离 肌注 I; G制剂使用 S e p h a e r y l S

一
20 0 葡 聚

糖凝胶作进一步分离后的 G P C谱图如图 4 中曲线 2 所示
.

与未经 S
一 2 00 过滤的肌注 I g G

谱比较 ( 图 4 曲线 1 )
,

它已不含I g G聚集体的肩峰
.

表明 S
一
2 00 凝胶过滤法能 除 去肌

注坛G中所含的聚集体
.

因为凝胶过滤法是按照分子的流体体积进行分离的
,

当 I g G被

洗脱时
,

其聚集体部份由于分子量较大
,

先被洗脱出来
.

在监测凝胶过滤全过程的 U v

谱中
,

可弃去受聚集体污染的那部分 Ig G
,

而收集出不含聚集体的 Ig G 组份
.

最 后经 G PC

检测
,

确实达到除去其自身聚集体的 目的
.

这一结果与D e j a n o v
等使用 S

一

2。。 凝胶过滤

法进一步纯化 Ig G 而获得可用于静脉注射 I g G的结果 是一致的 〔` 〕
.

但 S
一

2 00 凝胶过滤法
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却不能分离存在于肌注 I g G中的白蛋白
,

原因是它们的分子量较接近
,

且 白蛋白相对含

量较少
,

其分子量对应的最大出峰时间已包含在 Ig G峰的整个对称的出峰时间 内
.

为了

避免 Ig G聚集体的污染
,

所接收的 I g G是最好应在洗脱峰的中
、

后部份
,

因此 白蛋白更是

包含在内
,

所以 S
一
2。。凝胶过滤未能进一步分离 Ig G中的白蛋白

,
但在 D E A E层析 法 中

却能满意地获得它们的进一步分离
.

这是两种不同的柱层 析法对肌注 I g G进一步 分离纯

化所获得的不同结果
,

也是不同载体的不同分离原理所致
.

图 4

F i g
.

市售肌注 Ig G制剂 ( 1 )和经S
一

20 。凝咬过滤后 ( 2 )的 G P C

谱图

4 C o m P a r i s o n o f t h e

b y g e l f i l t r a t i o n

T h e G P C s P e e t r a o f

O n

m o n o nr e r e o n e e n t r a t i o n o f Ig G

S oP h a e r y l S
一
2 0 0

a e o m m e r e i a l I g G f o r i n t r a nt 住 s -

e u l a r i n j e e t i o n b e f o r e ( 1 ) a n d a f t e r ( 2 ) b e i n 互 t r o a t e l

b y g e l f i l t r a t i o n o n S e P h a e r y l S
一

20 0

感谢项目协作单位广州市中心血站提供人血浆蛋白样品和肌注工g G样品
. 奋
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Ab s t r a e t I m 皿 u n o g l o b住 l i n G ( Ig G ) f r a e t i o n s s叩 a r a t e d a n d p u r i f i e d w i t h e o l u m n

e h r o也 a t o g r a p h i e s w e r e d e t e e t e d b y g e l p e r m e a t i o n e h r o m a t o g r a p h v
.

T h o r e s u l t :

s h o w t五a t t h e P u r e Ig G u n e o n t a m i n a t e d b y a g g r e g a t e d I g G ( A G G ) 1 5 o b t a i n e d

f r o血 h u nZ a n b l o o d P l a s m a b y D E A E S e P五a d e x A一 50 a n i o n e x e h a n g e r e e l l u l o s e

e o l u m n e 五r o也 a t o g r a P h y
。

T h e A G G e a n b e r e m o v e d a n d t h e h u m a n s e r u m a lb u m i n

e a n n o t b e s e P a r a t e d f r o 皿 I g G s o l u t i o n u s e d f o r i n t r a m u s e u l a r i n j e e t io n b了 g e l

f i l t r a t io n o n S e p h a e r y l S一 2 00 , w h e r e a s t h e s e r e s u l t s a r e e x a e t l了 e o n t a r y by u s i n g

t h e D E A E a n i o n e x e h a g e r e e l l u l o s e e o l u m n .

一 In s t r协m e n t a t i o n A n a l了5 15 a n d R e s e a r e h C e n t e r ,

z h o n g s h a n U n i v e r s i t了 爹
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筒 讯
·

英国科学文摘 ( S A )收录我校自然科学学报

岌

考

据中国科技信息研究所 1 9 9 2 年 12 月发表的 《 1 9 91 中国科技论文统计与分析 》 ( 年

度研究报告 )
,

英国科学文摘 ( S A )收录我国期刊 67 种
,

中山大学学报 ( 自然科学版 )

名列其中
。

英国科学文摘收录的我国科技期刊名称如下
:

i 声学学报 23 电子科学学刊 朽 仪器仪表学报

2 天文学报 24 华中理工大学学报 弱 半导体学报

3 天体物理学报 25 分子科学 ( 国际版 ) 47 空间科学学报

4 自动化学报 26 东南大学学报 48 中国物理快报

5 电子学报 27 上海交通大学学报 49 科学通报

e 地球物理学报 28 哈尔滨工业大学学报 50 中国物理

7 数学学报 29 同济大学学报 51 理论物理通讯

8 应用数学学报 30 清华大学学报 52 核化学与放射化学

9 力学学报 31 厦门大学学报 53 高能物理与核物理

10 固体力学学报 32 浙江大学学报 54 通信学报

n 金属学报 3 3 计算数学 (英文版 ) 55 计算数学

12 气象学报 34 小型微型计算机系统 56 计算机科学与技术

13 物理学报 35 核聚变与等离子体物理 57 固体电子学研究与进展

1` 低温物理学报 36 核技术 58 情报科学技术

( A e t a P h了s i e a T e m p e r ,

3 7 海洋与湖沼 5。 中国电机工程学报
a t u r a e H e m i l i: S i n i e a ) 35 中国生物医学工程学报 5 0 中国科学 A 辑

15 北京大学学报 (自然科学版 ) 39 计算机学报 61 大气科学

16 中山大学学报 (自然科学版 ) 40 红外研究 62 地震与地质

17 地震学报 41 中国激光 63 真空科学与技术

18 电子技术应用 42 低温物理学报 64 物理

1 9 夭文学进展 ( C h i n e s e J o u r n a l o f L o , 6 5 发光学报

2 0 电力系统自动化 T e 二 p e r a t u r e P h y s i e s ) 6 6 中国激光

21 大连理工大学学报 4 3 中国机械工程学报 67 核科学与工程

22 电工技术杂志 4性 中国核物理杂志

英国科学文摘 1 9 9 1年收录我 国刊物 67 种
,

比 1 9 9。年增收 4 种
,

它们是
:

发光学报
,

中国激光
,
核科学与工程

,

中国物理
,

寸
( 张 文 )


