
生命的化学, 2025, 45(4): 734-740 www.life.ac.cn doi: 10.13488/j.smhx.20250012

人血浆脂蛋白(a)的分离纯化

贺佳佳1，苏　燕1，丁海麦1，王雪妍1，王安杰1，韩润林2*，刘　治1*
(1包头医学院生物化学与分子生物学教研室，包头 014040；2内蒙古农业大学兽医学院，呼和浩特 010010)

摘要：血浆脂蛋白(a)[lipoprotein(a)，Lp(a)]的制备是其功能研究的重要基础。高效的分离纯化方法对

于Lp(a)的实验室研究及临床检测至关重要。本文在以往研究的基础上，将不连续密度梯度超速离心技

术与阴离子交换层析技术相结合，建立了一种实验室可行的、快速、简便、稳定的Lp(a)分离纯化方

法。结果表明，该方法分离纯化得到的Lp(a)纯度较高、组分完整、提取效率稳定，可以为Lp(a)相关

的科学研究提供可靠的实验材料。
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Isolation and purification of human plasma lipoprotein(a)
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Abstract: The preparation of plasma lipoprotein(a) [Lp(a)] is an important foundation for its functional
research, and efficient separation and purification methods are crucial for laboratory studies and clinical testing
of Lp(a). Based on previous research, this paper combined discontinuous density gradient ultracentrifugation
with anion exchange chromatography to establish a fast, simple, and stable method for the separation and
purification of Lp(a) that was feasible in the laboratory. The results showed that Lp(a) obtained by this method
had high purity, complete components, and stable extraction efficiency, providing reliable experimental
materials for Lp(a)-related scientific research.
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脂蛋白(a)[lipoprotein(a)，Lp(a)]是一种独特的

血浆脂蛋白，由挪威遗传学家Berg[1]在检测人低密

度脂蛋白胆固醇抗原变异时意外发现。近年来，

Lp(a)在病理生理方面的作用被不断揭示，目前认

为是最易致动脉粥样硬化的血浆脂蛋白之一[2]。尽

管如此，仍有许多关于Lp(a)的问题亟待解决，包

括Lp(a)的代谢、生理功能、临床实验室测量及其

在疾病中的作用等[3]。想要实现对这些问题的深入

探究，最首要、也是最基础的环节就是人血浆中

Lp(a)的分离纯化。对Lp(a)分离和鉴定的尝试已有

近60年，但始终存在纯度低、产量少、操作复杂

的局限，很难从血浆中制 备出高产量的纯Lp(a)[4]。
这一过程的难点主要源于Lp(a)独特的结构特征。

众所周知，Lp(a)由载脂蛋白(a)[apolipoprotein(a)，
Apo(a)]和载脂蛋白B-100(apolipoprotein B-100，
ApoB-100)组成[5,6]。其中，Apo(a)的kringle结构域
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和蛋白酶结构域与纤溶酶原(plasminogen，Plg)高
度同源，使得Lp(a)分离过程中极易混杂Plg，并且

还导致了Lp(a)与多种血浆成分和细胞外基质成分

(如纤维蛋白原、纤维蛋白等)的潜在结合，增加了

Lp(a)的纯化难度[7]。此外，Apo(a)在不同人群中表

现出高度的多态性，使不同血浆来源的Lp(a)分子

广泛分布于1.027 g/mL~1.1 g/mL的密度范围，容易

混杂多种其他类型脂蛋白，特别是与Lp(a)所在密

度区间存在高度重叠的低密度脂蛋白(low density
lipoprotein，LDL)[8,9]。另外，由于LDL的主要载脂

蛋白是ApoB-100，其结构与Lp(a)存在高度相似，

LDL混杂是Lp(a)纯化中的又一难点问题。为了进

一步开展Lp(a)相关研究，本研究采用密度梯度超

速离心结合阴离子交换层析的方法，建立了一种

相对快速简便且可重复的实验室纯化人血浆Lp(a)
的方法，可为后续Lp(a)相关研究的继续深入提供

高质量的实验材料与可靠的技术支撑。

1 材料与方法

1.1 材料与仪器

溴化钾(KBr)购自上海麦克林生化科技有限公

司。羊抗人Ap o ( a )和Ap oB多克隆抗体购自

Fitzgerald公司。辣根过氧化物酶(horseradish
peroxidase，HRP)标记驴抗羊IgG和鼠抗人Plg单克

隆抗体购自R&D Systems公司。HRP标记羊抗鼠

IgG购自北京博奥森生物技术有限公司。考马斯亮

蓝染液购自北京聚合美生物科技有限公司。BCA
蛋白定量试剂盒购自江苏康为世纪生物科技有限

公司。内毒素含量检测试剂盒购自Pierce公司。

HiTrap Q FF层析柱购自GE Healthcare公司。多功

能酶标仪和超速离心机(水平转子TH-641)购自赛默

飞世尔科技有限公司。核酸纯化分析系统购自上

海嘉鹏科技有限公司。凝胶图像分析系统购自

Syngene公司。本研究已通过包头医学院伦理委员

会批准(编号：2023年第20号)，所用血浆样品均采集

自健康志愿者，且所有志愿者均已签署知情同意书。

1.2 方法

1.2.1 超速离心分离Lp(a)
无菌采集健康人血50 mL于负压采血管 (含

EDTA-K2)中，4 000 r/min离心10 min，得血浆

25 mL。用固体KBr调节血浆密度至1.21 g/mL(加入

1 mmol/L EDTA作为抗氧化剂)，每管4 mL铺于超

速 离 心 管 底 。 用 饱 和 K B r 溶 液 分 别 配 制

1.1 g/mL、1.063 g/mL、1.006 g/mL的密度液(含
1 mmol/L EDTA)，依次按3 mL、3 mL、1 mL铺至

超速离心管，以40 000 r/min，10 ℃超速离心

3 h，分别收集1.21 g/mL、1.1 g/mL、1.063 g/mL、
1.006 g/mL的密度液。

1.2.2 不同密度液层Lp(a)富集情况检测

通过酶联免疫吸附实验 ( e n z ym e - l i n k e d
immunosorbent assay，ELISA)及Western blot检测不

同密度液层中Lp(a)的富集情况。将收集的不同密

度液层以1∶10、1∶50、1∶100稀释后包被酶

标板，室温孵育90 min， 用1% BSA(TBST配制)
室温封闭90 min，一抗羊抗人Apo(a)多克隆抗体

1∶4 000稀释后室温孵育90 min，二抗驴抗羊IgG-
HRP 1∶1 000稀释后室温孵育90 min。经显色反应

后检测不同密度液中Lp(a)的富集情况。

将Lp(a)主要富集的密度液层蛋白制样。电泳

(详见1.2.4内容)完毕后，400 mA恒流湿转2.5 h转至

NC膜上，用5%脱脂奶粉(TBST稀释)室温封闭

90 min。清洗后分别加一抗羊抗人Apo(a)及ApoB
多克隆抗体(1∶20 000)，室温孵育90 min，洗涤。

二抗驴抗羊IgG-HRP(1∶5 000)，室温孵育90 min，
洗涤。加入适量发光试剂，凝胶成像系统拍照。

1.2.3 阴离子交换层析纯化Lp(a)
收集Lp(a)主要富集的密度液层，并将其装入

透析袋中，用含150 mmol/L NaCl、20 mmol/L Tris-
HCl、1 mmol/L EDTA(pH7.4)的平衡液于4℃透析

24 h，期间更换平衡液3次。随后，通过阴离子交

换层析进行纯化。HiTrap Q FF层析柱经重生及平

衡，至D280 nm达基线后，将透析24 h的蛋白溶液用

0.22 μm的滤器过滤后上样，流速1 mL/min。待上样

完毕后，用平衡液洗脱未结合的杂蛋白。待D280 nm

降至基线后，依次用200 mmol/L、300 mmol/L的
NaCl(Tris-HCl作为缓冲液，含1 mmol/L EDTA，
pH7.4)进行梯度洗脱。各洗脱组分经0.22 μm的滤

器过滤后，在超净台内分装保存于4℃。

1.2.4 SDS-PAGE和Western blot鉴定Lp(a)
使用4%的浓缩胶和6%的分离胶进行电泳实

验，将纯化后的样品制样，电压初设为100 V，待

样品条带进入分离胶后，设为120 V恒压电泳。电
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泳结束后用考马斯亮蓝染色和脱色，使用凝胶成

像系统拍照。对纯化后的样品进行Western blot检
测，方法基本同1.2.2。
1.2.5 Lp(a)浓度测定

参照BCA试剂盒说明书测定纯化后Lp(a)和LDL
的蛋白质含量。以0、62.5 μg/mL、125 μg/mL、
250 μg/mL、500 μg/mL和1 000 μg/mL的浓度，对

试剂盒提供的牛血清白蛋白(BSA)标准品进行稀

释，并绘制BCA蛋白浓度标准曲线，根据标准曲

线方程计算样品中的蛋白质浓度。

1.2.6 Lp(a)内毒素含量测定

按内毒素含量检测试剂盒说明书检测纯化后

Lp(a)的内毒素含量。

1.2.7 Lp(a)中Plg含量的测定

采用ELISA测定Lp(a)中Plg的含量。采用不同

浓度的Lp(a)及Plg包被酶标板，以LDL作为阴性对

照，PBS作为空白对照，室温孵育90 min，用1%
BSA(TBST配制)室温封闭90 min，一抗鼠抗人Plg
单克隆抗体1∶2 000稀释后室温孵育90 min， 二抗

羊抗鼠IgG-HRP 1∶4 000稀释后室温孵育90 min。
经显色反应后检测Lp(a)中Plg的含量。

1.2.8 统计学方法

使用GraphPad Prism 9.3软件进行统计学分析。

对ELISA实验结果采用双因素方差分析(Two-way
ANOVA)。统计结果表示为均数±标准差(x̄±s)，以

P<0.05为差异具有统计学意义。

2 结果

2.1 密度梯度超速离心分离人血浆中不同脂蛋白

密度梯度超速离心前后结果见图1。超速离心

后，血浆蛋白依密度分布在不同的密度液层中，中

间透明层和浅黄色层均为1.063 g/mL的密度液层。

2.2 超速离心后Lp(a)富集情况检测

如图2A所示，各密度液层与羊抗人Apo(a)抗
体均有不同程度的结合。其中，不同稀释倍数的

1.063 g/mL密度液层与羊抗人Apo(a)抗体均结合较好，

显著高于其他组别，结果具有统计学差异(P<0.001)。
进一步使用Western blot对该密度液层所含蛋白质

进行检测，结果如图2B所示。稀释后的1.063 g/mL
密度液及其原样在大于250 kDa处均可见特异性的

Apo(a)；LDL及1.063 g/mL原样均可见特异性的

ApoB-100，说明通过超速离心富集于1.063 g/mL密
度液层的Lp(a)组分完整。

2.3 HiTrap Q FF阴离子交换层析纯化Lp(a)
根据以上结果可知， L p ( a )主要富集于

1.063 g/mL密度液层，由于该区域亦为LDL所在的

主要密度层，需采用阴离子交换层析进一步纯化，

通过改变洗脱液的盐浓度，分离样品中的Lp(a)与
LDL。将收集到的该层密度液于4℃透析24 h， 随

后进行阴离子交换层析纯化。图3为HiTrap Q FF阴
离子交换层析图谱。第Ⅰ峰为透析后蛋白质样品

上样产生；第Ⅱ峰为200 mmol/L NaCl的洗脱液洗

脱产生；第Ⅲ峰为300 mmol/L NaCl的洗脱液洗脱

产生；并进一步对第Ⅱ峰与第Ⅲ峰进行成分、纯

度及蛋白质含量鉴定。

2.4 纯化产物纯度分析

根据SDS -PAGE结果可知 (图 4 )，离心后

1.006 g/mL、1.100 g/mL、1.210 g/mL层在大于250
kDa的区域几乎没有条带，表明血浆内Lp(a)回收完

全。另一方面，200 mmol/L和300 mmol/L NaCl所
洗脱的样品在大于250 kDa区域得到目的条带且在

其他区域几乎无杂带，表明纯化后的Lp(a)及LDL
样品的纯度较高。

2.5 纯化产物完整性分析

对HiTrap Q FF阴离子交换层析纯化后的洗脱

样品进行Western blot分析，分别采用羊抗人Apo(a)
和ApoB多克隆抗体检测。结果如图5所示，流穿液

样品中未见特异性的Apo(a)，表明Lp(a)与HiTrap Q
FF强阴离子交换层析柱结合能力较好。另外，Lp

A：超速离心前；B： 超速离心后

图1 人血浆密度梯度超速离心前后对比图
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(a)样品能够特异性检测到Apo(a)和ApoB-100蛋白

组分，表明Lp(a)组分完整。

2.6 蛋白质含量的测定

使用BCA蛋白定量法对纯化产物Lp(a)的浓度

进行检测，蛋白质浓度标准曲线如图6所示，测得

Lp(a)溶液的蛋白浓度如表1所示。实验经过多次重

复，且各次实验所得Lp(a)总量基本一致。

2.7 蛋白质溶液内毒素含量的测定

使用内毒素检测鲎试剂盒对Lp(a)溶液中的内毒素

含量进行测定，标准曲线检测范围为0.1~1 EU/mL
(图7)，所测溶液内毒素含量低于0.1 EU/mL。
2.8 纯化产物中Plg含量分析

采用ELISA检测Lp(a)溶液中的Plg含量，并以LDL
作为阴性对照。结果如图8所示，不同浓度的Plg均
能够与鼠抗人Plg结合，并且具有浓度依赖性；而随

着Lp(a)、LDL包被浓度的增加，两种蛋白质与鼠抗

A：ELISA检测超速离心后各密度液层Lp(a)富集情况；B：(a)：羊抗人Apo(a)抗体特异性检测结果；(b)：羊抗人ApoB抗体特异性检测结果；

M：标准分子质量蛋白Marker；1：10倍稀释1.063 g/mL；2、4：1.063 g/mL原样；3：购自Alfa Aesar公司的人血浆LDL。***P<0.001，与

1.063 g/mL密度液层比较

图2 超速离心后Lp(a)富集情况检测

图3 Hitrap Q FF阴离子交换层析图谱

M：标准分子质量蛋白Marker；1：300 mmol/L NaCl洗脱液洗脱；

2：200 mmol/L NaCl洗脱液洗脱；3：流穿液；4：淋洗液；5：超速

离心后1.006 g/mL处密度液层蛋白；6：超速离心后1.100 g/mL处密

度液层蛋白；7：超速离心后1.210 g/mL处密度液层蛋白

图4 SDS-PAGE检测超速离心及层析后
的蛋白质样品
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人Plg均无结合，结果具有统计学差异(P<0.001)，说

明使用本方法分离纯化的Lp(a)中无Plg残留。

3 讨论

Lp(a)在大多数种族中均呈低水平偏态分布，

从血浆中获得足够的样品具有一定难度，因此以

往研究中通常采用多种来源的血浆进行Lp(a)的分

离纯化[10]。密度梯度超速离心是Lp(a)分离中使用

最为广泛的一种技术，通常用于不同来源血浆样

品中Lp(a)的初步富集。由于混合血浆样本中大小

不一的Lp(a)通常呈现出不同的水合密度，而部分

单一个体也存在质量差异显著的多种Lp(a)，以往

研究通常会采用长时间、多次的密度梯度超速离

心来富集不同密度区域的Lp ( a ) [ 4 , 1 1 ]。例如，

Siddiqui等[12]采用总时长为13 h的超速离心方案；

Schnitzler等[13]通过19 h的密度梯度超速离心对Lp
(a)进行分离；Mueller等[14]在分离Lp(a)时，使用了

2次24 h的超速离心；而Reblin等[15]则进行了3次
24 h甚至更长时间的超速离心。虽然增加离心次数

可以提高分离效果，但也增加了操作的复杂性和

样本的损耗与氧化 [16]。另外，由于Lp(a)与LDL
(1.019 g/mL~1.063 g/mL)的密度区间部分重叠，单

纯依靠密度梯度超速离心法得到的密度层不仅富

集了Lp(a)，还混杂有大量的LDL。因此，在获得

富集Lp(a)的密度层后，通常需要结合其他方法进

(a)：羊抗人Apo(a)抗体特异性检测结果；(b)：羊抗人ApoB抗体特异

性检测结果；M：标准分子质量蛋白Marker；1：300 mmol/L NaCl
洗脱液洗脱产生；2：200 mmol/L NaCl洗脱液洗脱产生；3：流穿液

图5 纯化产物的Western blot分析

图6 BCA蛋白浓度标准曲线

表 1 纯化Lp(a)的总量

纯化次
数(次)

血浆体积
(mL)

纯化Lp(a)
浓度(μg/mL) 体积(mL) 总量(mg)

1 25 265.0 4.5 1.193
2 25 446.3 2.5 1.116
3 25 552.2 2.0 1.104
4 25 448.7 3.0 1.346
5 25 527.5 2.0 1.055
6 50 471.8 4.5 2.123

图7 内毒素含量标准曲线

Lp(a)溶液中Plg含量的检测情况：***P<0.001，与Plg组比较

图8 ELISA检测Lp(a)中的Plg含量
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一步纯化。赖氨酸-琼脂糖亲和层析是早期纯化Lp
(a)的常用方法之一，许多研究者利用Apo(a)中
KIV10结构域的强赖氨酸结合特性，通过密度梯度

超速离心和赖氨酸-琼脂糖亲和层析以实现Lp(a)的
纯化[17-19]。但是，由于Apo(a)与Plg高度同源，二

者的kringle结构域中均含有赖氨酸结合位点，导致

此法在使用赖氨酸类似物进行洗脱时，洗脱液中

常混有大量Plg，从而影响Lp(a)的纯度[20,21]。另一

种常用亲和层析方法——肝素琼脂糖法纯化Lp(a)
也存在此局限[22]。林春榕等[23]采用2次超速离心结

合Sepharose 6B凝胶过滤层析法制备Lp(a)，由于Lp
(a)颗粒大小与LDL相似，层析过程需采用分段式收

集，且对于收集技巧要求极高，需要特别仔细才能

将二者分离。此外，有研究者基于电洗脱技术从天

然聚丙烯酰氨凝胶电泳中分离纯化Lp(a)，但该方

法操作步骤繁琐且样本损失风险大[24]。Diffenderfer
等[25]利用抗体结合的磁珠进行免疫沉淀直接从全血

浆中纯化Lp(a)，但耗费成本较高。高玉敏等[26]运

用LDL吸附亲和层析代替超速离心，后续结合凝胶

过滤层析、离子交换层析进行Lp(a)的批量分离纯

化，可获得高纯度的Lp(a)，但步骤繁琐，损耗较

大。由于目前尚缺乏标准化的Lp(a)参考物，且Lp
(a)检测方法、来源人群各不相同，导致无法对纯

化前的Lp(a)含量进行准确定量，因此无法在蛋白

质回收率、纯度等方面对上述纯化方法进行科学

比较。

本研究成功建立了一种简便快速分离血浆中

Lp(a)的方法，通过单次密度梯度超速离心结合阴

离子交换层析，即可得到纯度较高的Lp(a)。研究

首先采用KBr密度梯度超速离心法，将采集的受

试者空腹血浆通过单次超速离心分为1.006 g/mL、
1.100 g/mL、1.063 g/mL及1.210 g/mL四个密度层。

经ELISA及Western blot检测发现，1.063 g/mL密度

层为Lp(a)主要的富集区域，因此选取该密度层进

一步纯化。阴离子交换色谱法分离不同脂蛋白的

研究显示，LDL在低盐浓度下优先洗脱，而Lp(a)
需在高盐浓度下才能洗脱，表明Lp(a)比LDL与阴

离子交换柱的结合能力更强[27]。另有研究进一步

证实，阴离子交换层析能够有效分离LDL与Lp(a)，
并且所得Lp(a)样品中仅有约2%的LDL残留[28]。鉴

于上述研究结果，后续纯化采用了HiTrap Q FF阴

离子交换层析，使用不同浓度的NaCl对LDL及Lp
(a)进行洗脱。纯化后，经SDS-PAGE及Western blot
鉴定发现，Lp(a)样品仅在大于250 kDa的区域有两

条明显蛋白质条带，且分别能够被羊抗人Apo(a)多
克隆抗体、羊抗人ApoB-100多克隆抗体所识别，

说明所得Lp(a)成分单一且组分完整。此外，使用

ELISA对Lp(a)纯化中常见的杂质成分Plg进行检测，

发现纯化后的Lp(a)中无Plg成分残留。经检测，使

用本法纯化的Lp(a)内毒素含量可基本稳定在0.1
EU/mL以内，所得样品在仅添加有1 mmol/L EDTA
的PBS溶液中可于4℃稳定保存4周。

本研究在早期Lp(a)分离纯化方法的基础上进

行了优化，提供了一种更为高效的Lp(a)纯化策略，

在48 h内即可完成Lp(a)分离纯化的关键步骤，不

仅极大地缩短了处理时间，还具备步骤简便、所

得Lp(a)纯度高、损耗相对较小且重复性好的优点。

同时，此方法所得Lp(a)溶液内毒素含量低，且在短

期使用过程中，除EDTA外无需添加任何常用防腐剂

(如丁基羟基甲苯、苯甲基磺酰氟、硫柳汞等)，能

够满足实验室研究的需要。本研究也为与Lp(a)有关

的疾病研究和药物开发提供了可靠的实验基础。但

是，本纯化方法目前仍存在一些局限。(1)纯形式的

Lp(a)属于低温可沉淀蛋白，易自发沉淀，而提高温

度则可能造成一定的蛋白质降解，因此，常见于低

温透析等步骤中的Lp(a)聚集是本法产生损耗的主要

因素[29]；(2)鉴于实验步骤包含超速离心环节，故本

法对实验环境及设备要求较高。综上所述，本研究

成功建立了一种高效、稳定的血浆Lp(a)分离纯化方

法，可为Lp(a)相关研究提供可靠的实验材料。
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