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R S I T Y

用对比分离纯化法论证人血清

抗
一H eB Ig G的异质性

`

传染病研 完所 吕新法 章明太 王 可宁 胡中荣 金建华 赵忠 良

内容提要 本 文通过 高
、

低 两组不同的人杭
一

H B e 阳性血清用 多种分离 坛G 的

方法
,

进行 了时比分离纯化研 完
。

发现人杭
一

H B e I g G存在 着多种异质性表现
。

从

而提 出在单克隆杭
一

H B e 尚未普及前提 下应如何挑选人杭
一

H B
e 阳性血清以 及 提取

多克隆杭体的最佳方法
。

关 键 词 乙型肝炎抗体 /分离和提纯 , 免夜球蛋白 G 类 ,

免夜球蛋白同种异型

人血清抗
一

H B e
抢 G 常用纤维素层析法 抗

一

H B e
馆 G 的第一步预纯化

。

分离而得
〔 ” “ 1 ,

将其制成酶结合物 或 用作

E L IS A 的包被抗体
,

常导致
e系统检测结果

的波动
,

严重时甚至不 能获得实验结果
。

针对

上述问题
,

我们分别用 D E A E梯度洗脱法
、

Q A E S e p h a d e x A
一

50 柱层析法和硫酸按分

级沉淀结合纤维素层析梯级洗脱法等
,

对高
、

低滴度人抗
一
H B e 阳性血清作系统的对 比分

离纯化
,

并对人抗
一

H B e I g G 的异质性进行

了探讨
。

1 材料和方法

1
.

1 试剂 D E A E D E 2 2 ,

W h a t m a n ;

Q A E S e P h a d e x A
一
5 0

,
S e p h

a d e x G
一
5 0

,

P h a r m a e i a , 硫酸钱
、

乙二胺
、

醋酸
、

醋酸

按
、

磷酸二氢钠
、

磷酸氢二钠
、

磷酸二氢钾

以及磷酸氢二钾均为 A
.

R级的国产试剂
。

1
.

2 人抗
一
H B e阳性血清 低滴度 ( ID法《

l : 1 6 )计 4 批
,
8 6 0 10 1

、

8 6 0 6 2 3
、

8 7 0 3 2 2
、

山东 1 号 , 高滴度 ( ID法 > 一
3 2 ) 佗十 2批

,

8 7 0 9 1 4和 8 7 0 1 2 3
。

1
.

3 硫酸按盐析法 作高
、

低滴度人 血 清

.
本课题获省科委资助

1
.

4 D E A E柱层析 用以下两种方法
` 习 ’
洗

脱解离蛋白质
。

1
.

4
.

1 梯 度 洗 脱
: 采用 p H S

.

0
,

0
.

0 0 5~

o
.

3 o m o l 磷酸钾缓冲液
,

使加在柱上 ( 4 s x

2
.

c2 m ) 的人血清 Ig G 大部分不被吸附 而洗

脱 出来
,

达到分离的目的
。

1
.

4
.

2 梯级洗脱
:

又称分级 洗 脱
。

选用恒

定 p H
,

变更盐浓度的方 法
,

用 p H S
.

0
,

浓

度为 0
.

0 0 5
、

0
.

0 1
、

0
.

0 5
、

0
.

r 0
、

0
.

3 0 m o l

的磷酸钠或磷酸钾缓冲液
,

每个梯级 约 50 。

m l , 依次展层 24 h
,

进行部分收集
,

每 管经

A 2 8 o n m 定位
,

收集有关管号液浓缩后
,

分

别测定各峰段的 ID滴度
。

1
.

5 Q A E S e p h
a d e x A

一
5 0柱层析 Q A E

S e p h a d e x A
一 5 0为强碱性阴离子交换剂

〔 ` ’ ,

操作时需装一根对样品起平衡作用的辅助柱

( S e p il
a d e x

G
一

5 0 , 24 x 2
.

s e m )
,

与展层

用的 Q A E S e p h a d e x A
一 5 0 ( 4 0 x Z e m ) 柱

串联后
,

经 p H 7
.

O
,

o
.

l m ol 乙二胺醋酸缓冲

液平衡
,

立刻展层
,

收集第一峰即为 I g G
。

2 结 果

2
,

1 硫酸钱盐析 抗
一

H B e
滴度不 同的人血



1 5 7

清用 3 3 %饱和硫酸钱沉淀
,

发 现 I D 滴度簇

1 : 16 的人抗
一

H B e 阳性血清者
,

其抗
一
H B e

活性全部存在于上清中 , 而 > 1 : 32 者其活

性主要 ( 80 % ) 存在于沉淀物
}: ,

_

巨清中仅

占 2 0%
。

2
.

2 D E A E纤维素柱层析

2
.

2
.

1 梯度洗脱
:
低 滴 度 ( 8 6 0 1 0 1批 ) }

、

血清 n m l经 5 0%饱和硫酸按作 3 次沉淀
,

取

末次沉淀的溶解物
,

经 p H S
.

o
,

0
.

00 5m o l磷

酸钠缓冲液透析至平衡
,

上住后再经同液洗

涤
,
最后进行梯 度 0

.

0 0 5~ o
.

3 o m o l 洗脱
,

获得如图 1 的结果
。

清
,

再加饱和硫酸按达 50 %饱和
,

取沉淀溶

解后上柱
,

获图 3 的结果 , 其 33 %饱和的沉

淀用同一缓冲液 溶解
、

透析平衡
、

离心后
_

}几

柱
,

结果如图 4 所示
。

当用磷酸钾缓冲液代

A 28 0 n m 石寿东
;

0
.

0 05 0
_

Q l

(
「: 、 、 ) l )

n二 0 1 0 3

孟 占

A Ze o o m

3q 0 0 勺0

`营 )

图 2 86 01 01 批人血清经不同饱和硫酸钱 3 次分级

沉淀
.

末次沉淀溶解物平衡澄清后上往
,

用

梯级洗脱分离的结果

A Z亏o n m

0
.

0 0 5 D

{才 `

`汽截 : 愁叮m o l )

0 1 0 n 5 0 飞 心 3

( 管 )

洲 1 经 SD多饱和硫酸馁 3 次沉淀
,

取来次沉淀的

溶解物澄 清 后上 D E A E D E 22 柱 ( 4B 火

2
.

2 c m ) 用梯度洗脱分离的结果

2
。

a
.

2 梯级洗脱
: a .

取低滴度 ( 86 0 10 1 ) 血

清48 m l
,

经饱和硫酸按 50 %和 3 3%两次分级

沉淀
,

弃沉淀
,

取上清
,

再将饱和硫酸按加

至 5 0 ,`饱和
,

取沉淀
,

用 p壬诬7
.

4 , 0
.

0 1m o l

P B
,

0
.

2m o l N a C I才容解
,

透析平衡后离心上

柱
,

结果如图 2所示
、 b

,

当用新采的高 滴度

( 8 7 0马1 4 ) 人血清取代竹j
,

经 饱 和 硫 酸按

5 0%和 33 %两次分级处理
,

取 33 %饱和的上

。 3。 仁0 9 0 12 0

( 管 )

图 3 盯的 14 批人血清经油绍
.

3 3%饱和硫酸筱两

次分级沉淀
,

取上清
,

并追加饱和硫酸铁至
5口万饱和

,

取沉淀溶解物平衡澄清后上柱层

析
,

用梯级洗脱分离的结果
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替磷酸钠缓冲液时
,

发现洗脱人抗
一

H B e

坛G

有效的克分子盐浓度降低一档
。

用低滴度山

东 1 号血清亦获得同样结果
,

图形类同
,

但

多出一峰即第四峰
。

如将 梯 度洗 脱 的 抗
-

H B e I g G重新用梯级洗脱法予以纯化
,

结果

获得一个清晰的 4 峰图 ( 图 5 )
。

2
.

3 Q A E S e p h a d e x A
一
5 0 柱层析 使用

强碱性阴离子交换 剂 分 离人 血 清 抗
一

H B e

I g G时 (图 6 )
,

出现类似单 峰 的人抗
一
H B e

I g G
,

经与 H R P偶联后
,

制成的酶结合物经

过多次严格的考证均呈现一 片黄色
,

用此种

酶结合物再行分离纯化
,

未获成功
。

A Z日o
o m

人 2 8 0 0 m

3
.

00 0

3
。

0 0 0

2
。

0 0D

1
。

0 0 0

2
.

00幻

1
.

000

图 4 8T0 914批人抗
一

H B
e
血摘

,

经5 0万
、

3 3多饱
和硫酸钱两次分级沉淀

,

取沉淀溶解物透析

平衡澄清后上柱
,

用梯级洗脱分离的结果

磷酸娜 ( m o
l )

0
.

0 0 5 0
.

0 5 0 1 0
.

3

J 上0
.

0 1 上 二 上
A Zeo n m

0 3 0 ( 管 )

图 6 8 7 0 32 2批人抗
一

H B
e 阳性血清用 QA E S

e p il
a -

d
e x A

一
5 0往层析分离的结果

2
.

0 00

0 3 0 谷0 9 0

( 管 )

图 6 D E A E D b盆任层析经梯度洗脱分离的 I g G

再用梯级洗脱分离的结果

3 讨 论

3
.

1 抗
一

H B e 的异质性 本文运用多种方法

分离 I g G
,

包括
〔 “ ’
分离豚鼠的 7 S

r Z
、

7 S
r l球

蛋白和人血清血型抗体等特殊蛋白质的纤维

素层析梯级洗脱法
,

加硫酸铁分级预沉淀对

人血清抗
一

H B e I g G作了系统的对比分离 纯

化研究
。

发现 ID法滴度不同 (《 1 : 1 6和> 1

: 3 2 ) 的两组人抗
一

H B
e 阳性血清

,

低 滴度

者在饱和硫酸按达 33 %饱 和 时
,

抗
一

H B
e
活

性仍存留在上清内
,

而高滴度者 80 % 以上活

性物质却分布在沉淀物中 , 在纤维素梯级层

析中
,

前者具有宽阔的梯级跨度
,

从 0
.

01 ~

0
.

3 0m o l P B
,

有四个峰
, 2 8 0 n m / 2 6 0

n m 之

比分别为 1
.

5 2
、

一 7 5
、

1
.

2 5和 1
.

2 4
。

活性物



质所处盐浓度为 o
.

0 1 ml o, 后者只有一 个洗

脱盐浓度即 o
.

30 m ol
,

有一个主峰 ( 前 半峰

和后半峰 ) 和肩 峰
, 2 5 0 , l m / 2 6 o

n m 之比分

别为 1
.

9 7
、

1
.

1 2和 1
.

7 2 ,

相应的滴度为 1 :

6 4
、

1 : 1 2 8
、

1 : 3 2和 1 : 1 6
。

说明人抗
-

H B
e 阳性血清原滴度越低者

,

其抗体种类也

越复杂
。

当硫酸按预沉淀的饱和度仅用 50 %

沉淀一次
,

梯级洗脱剂由钠盐换成钾盐时
,

高
、

低两组血清变化之一是洗脱有效的盐浓

度各自降低一档 ; 其次
,

两者有着同一的跨

度
,

以 0
.

05 ~ 。
.

30 m ol 高滴度血清分成三个

孤峰
, 2 8 0 n m / 2 6 0

n m 之比分别为 2
.

0 4
、
1

.

5 5

和 1
.

3 8
,

ID 法滴度依 次 为 1 : 3 2
、

l : 2

和 O ; 低 滴度血清组可分成四个峰
,

其特定

比值为 1
.

5 9
、

1
.

5 1
、

2
.

2 5
、

1
.

4 0
,

经 E L I S A

测定各峰的抗
一
H B c和抗

一
H B c 活性

,

除第 3

峰抗
一

H B e 阴性外
,

其余均阳性
。

这种 仅因

抗
一

H B e的滴度高
、

低不同
,

出现两 种 截然

不同的盐析表现和分布规律
,

此等现象在其

他 抗体中确属罕见
。

与此同时
,

同是
e
抗 体

为何有的在很低盐浓度下
,

例如在 p H S
.

o ,

。
。

00 5 m ol P B透析中即被沉析
,

而有的在很

高盐浓度下不能洗脱 , 同是透析中沉淀物
,

为何高滴度者其生物活性很高
,

而低 滴度者

却测不出生物活性 ? 用相同的方法为何高滴

度血清有明显的
“
富集

”
现象

,

而低滴度者

则呈现
“
失踪

”
状态

。

这些现象可 能 与
e
抗

原自身的异 质 性 相 关
〔 6 J ,

也可能 与 日木

Y a m a d a
等

〔 2 〕
报道 的 事 实

,

即 人 血 清中

H B
e
A g八和 H B e A g / 2既可与瑰G 结合形成

免疫 复 合 物 ( M W 有 2 4 0 0 0 0
, 4 0 0 0 0 0 和

5 4 0 0 0 0 三种 )
,

也可 以 游 离 形 式 ( 即 单

体 M W 3 O 0 0 0和三聚体M W 9 0 0 0 0 ) 存在
。

由此而激发诱生出相应的多种抗体
。

这些理

化性质不完全相同而同时出现的抗体是构成

抗
一

H B e Ig G异质性的主要因 素
。

如果人血

清免疫球蛋 白原有轻微的异 质 性
〔 7 ’ ,

则人

血清中抗
一

H B e
是典型的异质性代 表

。

这些

特性在分离高度纯化的人血清 抗
一

H B e I g G

时必须予以高度重视
。

·

1 5 9
。

3
.

2 抗
一

H B e Ig G 分离纯化 根据以 往 用

D E A E纤维素纯化抗
一

H B c I g G 的经验
,

通常

较低盐浓度时即可将其有效成 份予以 洗脱
。

但低滴度抗
一
H B 。阳性人血清兼有杭

一

H B c 和

抗 H B S 〔 3 ’ 。 ’ ,

用 Q A E S e p h a d e x A
一

5 0分

离或 D E A E 梯度洗脱未必奏效
,

因 此 等方

法可将二种或三种不 同质的 I g G 洗 脱 在 一

起
,

正如图 1
、

图 5 所示
,

`

已与酶交联后出

现本底深
,

非特异性反应等 异 常现 象
。

因

此
,

尽管用强碱性阴离子交换 剂 Q A E S e -

p h a d e x A
一
5。能分离到不含微量 清 蛋 白的

I g G 〔 ` ’ ,

但分离人血清抗
一
H B e I g G非为最

理想 的一种离子交换 剂
,

此 有 待 进 一步探

索
。

3
.

3 在 D E A E 纤维素柱层析中
,

洗脱缓 冲

液由磷酸钠改成磷酸钾时
,

其有效洗脱盐浓

度从 o
.

10 m ol 降到 o
.

05 m ol
。

这是 由于 活化

后的 D E A E纤维素以 N a +

型存在 ( 在生理
_

L:

钠与钾离子对原生质具有对抗作用 )
,

因此磷

酸钾降低 了钠型纤维素对蛋 白质阴离子基团

的吸附力
,

从而提前洗脱下来
。

本文洗脱人

抗
一
H B e I g G 的盐浓度比 Y a m a d a

等
〔 2 二
要高

5 一 30 倍
。

用术方法分离的抗
一
H B e I g G用作

包被时
,

经与酶结合物
“
配对

”

预试验证 明
,

仅需 1
.

7林g /m l 已能 使 阳 性 标 卞显 色
,

达

6
.

8件g /m l 时颜色加深
,

而 阴性标 本 无色
。

用本法抽提纯化的 8 7 0 9 1 4 批抗
一

H B e I g G先

后巳制成 10 多批次酶结合物
,

其有效工作浓

度均较高
,

一般可达 1 : 4 00 ~ 1 : 8 00
,

若

能以相应的单克隆抗体作包被
,

则显 色效果

更佳
。

鉴于
e
系统在乙型 肝 炎冷 断

、

H B V

复制
、

传染性强弱和预后判断等方而均具有

重要意义
,

因此研究一种分辨力高
、

重复性

好的分离高纯度的抗
一

H B e 工g G 方法是当前

急需解决的 课题
,

本文所介 绍方法具有上述

优点
。

值得推广应用
。
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类脂 A部分结构时革兰氏阴性菌脂多糖诱生

白细胞介素 1 的抑制作用

( 王 明海
,

等
.

中华微生物和 兔疫学杂志 19 9山 10( 5 ) : 3 0 7 )

本文是对革兰氏阴性菌沙门氏菌脂多糖
、

化学合成的大肠杆菌型类脂 A
,

以及类 脂 A部

分结构如 406 成份和脂 X诱导人单核细胞产生白细胞介素 1 ( I L
一
1 ) 的功能的研究报道

。

类脂

A 部分结构对脂多糖或类脂 A 的协同刺激实验表明
,

无活性的 40 6成份和类脂 X具有抑制脂多

糖或类脂 A介导的 I L
一

释放功能
。

其抑制效应与类脂 A部分结构的剂量明显相关
。

时相 效 应

和胞浆内 I L
一 1日合成的研究表明

,

类脂 A部分结构介导的抑制作用涉及细胞浆内 I L
一 1蛋自分

子的合成过程
。

上述结果提示
,

作为脂多糖和类脂 A生物活性的拮抗剂
,

类脂 A 部分结构对

调 节革兰氏阴性菌感染中脂多糖介导的免疫反应具有重要的意义
。


