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常规的
、

亲和层析方法分离纯化 H B sA g

传染病研究所 吕新法 张秀芝 蒋成沦
爷

指导者 何南祥

鉴于 目前对H B sA g的需求不断增加
,

而

用于纯化 H B s A g的方法多数沿用氯 化 艳等

比重带和蔗搪密度梯度超离心分离等经典方

法
,

由于该法设备昂贵
,

一般实验室无力购

置
。

为此
,

我们提出
“ 常规 的

、

亲 和 层析

分离纯化 H B s
A g法 ” 。

结果用该法 制 得的

H B , A g纯度与用经典方法制得的没 有 什么

两样
,

现报道如下
。

一
、

主要材料

P E G
, 4 , 0 0 0 ( M

、

W )
,

上海合 成洗

涤剂二厂
。

胃蛋白酶
,

杭州肉类联合加工厂产品
,

活力单位 2 7 , 0 0 0
。

D E A E D E l l ,

英国进口 分装
。

琼脂搪珠 4 B
,

P h a r m a c i a 。

抗
一

H B s , _

仁海生物制品研究 所
,

亲和

层析纯
。

嗅化氰
,

日本进口
。

碘化钠
,

国产
。

所用其他材料均属分析试剂级
。

二
、

方法与结果

本方法的工艺流程如图 1 所示
。

H B s A g阳性血清

令经稀释
,

加 P E G 到 5% ( W / V )
,

离心

澄清液

洛补加 P E G 到 2 0% ( W / V )
,

离心

溶解沉淀物
,

恢复到血清原体积
,

透析

} 用浓盐酸调 p H
,

加 N a C I
,

胃蛋 白酶
,

十于 3 7 oC 3 小时

调 p H
,

终止 胃蛋白酶作用

杏对 P B透析

上 D E A E纤维素柱层析

杏合并 H B s A g阳性管号

上抗
一

H B s固相抗体柱层 析
,

透 析
,

浓 缩得

较纯净的 H B s A g

图 1 H B s人g汗日性人血清分离纯化的流程图

补研究生

现对工艺流程的一些说明
:

1
.

P E G沉淀 ( ` ) 包括两个操作步骤
: ①

H B s A g阳性血清经 p H S
.

7 , 0
。

r M K
:

H P O `

液适当稀释
,

加入 P E G 使成 5 % ( W / V )

的浓度
,

这时纤维蛋白原和细胞碎片沉淀下

来并经低速离心去除
; ②再往澄清液里加入

P E G
,

使最终浓度达 到 20 % ( W / V )
,

这

时 H B s A g 和 竹球蛋白全部被 沉 下
,

而绝

大部分白蛋白却留在上清液中
,

从而达到粗

分离的 目的
。

沉淀物用 p H S
.

o的 o
.

I M 磷酸

钾缓冲液洗涤并用它作成悬液
,

使恢复到血

清的原体积
,

再对生理盐水透析 除 P E G
。

2
.

胃蛋白酶消化工艺 ( “ ) ,

包 括 胃蛋白

酶研磨和消化
、

失活三个主 要 步 骤
,

对 生

理盐水透析平衡后的 H B s A g 液
,

用浓盐 酸

把该液 p H调到 2
.

0以 下
,

并用 p H Z
.

O以 下的

盐水研磨冻干 的黄白色粉末至粘滞的稀糊状

( 用量为 l m l 血清原液 Z m g )
、

用同液作适

当稀释再研磨几下移入三角烧杯内
。

往 内加

固体 N a C I使成 O
。

45 M
。

放 37 ℃水浴消化 3

小时
。

时至
,

立刻用 1 N N a O H把 p H 调至

8
。

O终止 胃蛋白酶的作用
。

并对 0
.

O05 M磷酸

钠 ( p H S
.

0 ) 缓冲液透析多次至平衡
。
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3
.

D A E E纤维 素柱层 析
,

它是利用蛋

白质带电基团能与沉积成柱形的纤维素树脂

产生静电结合的能力
,

并借用缓冲液的不同

6
.

免 疫 山 羊
、

主 要 参 考 S e h u u r s 和

W ol t e r ` “ )方 法即肌肉内免疫共 4 次
,

各次

间隔 1 4天
,

第一针用 1 : 1 6 ( C E P ) o
.

l m l

离子强度或酸碱瓦
`

姊可粗崎专卿
方法

,

操作程序按先前方法进 行 ( 3》 。

收

“

抗

管液除作 U V
: 。 。 n m 定位外

、

并测定 H B
s A g

的滴度 ( C E P ) ( 见图 2 )
,

把 H B s A g 阳

性管号合并上亲和层析柱
。

凰鲜具几针抗原量力呀磷砂整全免疫过程
角全径葡扩每毫升径前为睛

l 铭套活 卡介
,

结果见附表
。

均苗

ù

的集

浦川二

.’\
几、

附表 本法提纯的 H sB A g

( 对流免疫 电泳滴度

免夜山羊 的结果

乙型肝炎杭休
、

:
.

:
非特异杭体

免疫次数 羊
:

羊
:

羊
一份

、

一
瑞一

~

川厂一金一一护。瑞
管叫

图 2 D E A E纤维素柱层析的结果和

H B s A g的分布状况

魂
.

亲和层析法已有专文阐述 《“
’ ) ,

此

处特别强调活化时要严格控制 p H 不能低于

1 1 ,

如 p H为 1 1
.

8 时则对结果并无影响
,

但

低于 1 0
.

5则可大大降低交联率
,

并明显缩短

S
e p h

a r o s e 4 B柱的使用寿命
。

5
.

聚丙烯酞胺凝胶电泳
,

基 子不 同 的

蛋白质分子量大小
、

构形和所带电荷均不相

同
,

故可人为地控制调节凝胶基质的孔径
、

缓冲液的类 sll
、

p H及电场电位 梯 度
,

使浓
缩

、

分子筛
、

电荷三效应达到最佳状态
,

从

而获得尽可能高的分辨率与敏油度
。

我们将
经亲和层析的样品作凝胶电泳

,

结果呈单一

的一条线带 ( 见图 3 )
。

: 时 /未测 卜 64/ 未测
> 1 : 盆2 8

/未测

`

未测 /

夕 1 :
时

未测

1: 12 8 / 1 : 8

未测

1: 12 8 / 1: 4

: 2 56 / (一 )公

.
羊

`
是以正常人血清作抗原而制得的抗正常人个血清

抗体
。

( 一 〕阴性

讨 论

图 3 聚丙场跳胺撅胶
,

电泳的结果
.

居中两

条是未分离前的H B , A`阳性血清
,

两

侧是分离屠的结果

近 年 来用 P E G浓 缩 H B
s A g

、

报 道 渐

多 ( , , ,

~ : ’ ) ,

它同A ld o s p e r s e
M L

一 1 4
、

壬

基苯乙烯化氧 ( N P E O N P
一 1 4 ) 同属 水溶

性非离子化高聚物之列
,

是一种新型的蛋白

质沉淀剂
。

由于它价廉易得
,

必要时易于精

制纯化 《` 2 ) ,

方法简单
、

操作温和
,

其产物

通过理化性状测定
,

证明能完好地保留原有

的天然构型
,

又容易从分离到的蛋白质 中移

去
,

因而在分离病毒
、

蛋白质和酶等方面已

得到广泛的应用
。

但其沉淀病毒
、

蛋白质 的

机理 目前尚不十分清楚
。

较多人 (` , )倾向于

P E G引起的蛋 白质沉淀是由于蛋 白质
.

分子

水合膜脱水所致
,

其时引起周围介质 的介电

常数的改变
,

而这一变化又招致了蛋白质分

子亲水基的位阻关系改变
。

这些发现与沉淀

现象是被高聚物所占据的溶液中把蛋白质排

除出来的假设完全一致
。

由此被排除的体积

应该是高聚物浓度的唯一函数
,

它与蛋白质

浓度或任何别的其它因素无关
,

这就是 当前
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被接受的排挤假说
。

由于高分 子 量 的 PG E

(例如
,

M
、

W 2 0 , 0 0 0在水中 ) 有 很 高 的粘

度
,

使离心和其它一些操作变得十分困难而

未被采用
。

由于本方法的分离原理与目前沿

用的方法有所不同
,

一

可为蛋白质纯化和蛋白

质鉴定提供另一种手段
。

同时大多数病毒 ( 除变性的病毒以外 )

都对蛋白分解酶和核酸酶有抵抗力
,

因此可

用其作进一步纯化用
。

其中以 胃蛋白酶纯化

H B s A g为最多 (“ ’ 吕 ’ 。 ” ` ’ ` “ )
。

所谓
" 胃蛋

白酶 ” ( ’ . )是指在酸性 p H 值 下 ( p H I一 5 )

具有活性的胃的蛋白酶类
,

它是由无活性酶

原
,

胃蛋白酶原部分解阮作用形成的
。

现有

证据表明在哺乳动物胃里
,

酶的主要成份是

胃蛋白酶 A
,

同时还伴有次要成份 胃蛋白酶

B ( P a r a p e p s i n l )
、

胃蛋白 酶 C ( P a r a -

p e p s i n 11 ) 和胃蛋白酶 D ( d e p h o s p h o p e -

sP i n)
,

由于胃蛋白酶的氨基酸组成以 酸性氨

基酸占绝对优势而碱性氨墓酸残基十分贫乏

而著称
,

从而它可在极低 p H值下发挥作用
。

而外层 包裹着脂蛋 白的 H B s A g对 胃 蛋 白酶

消化具有很强的抵抗力
。

在这种酸性很强的

环境中而其它蛋白质均失去了原来的紧凑状

态 ( 天然蛋白质都是高度卷曲的 )
,

其链条

也舒展开来
,

因此易被分解
,

从而清除了其

它的杂蛋白
。

猪 胃蛋白酶来源丰富
,

价格便

宜
,

故目前越来越多的人 ( ’ 7 )正用它来作为

一种纯化病毒的手段
。

本方法的另一优点是省掉 了土抗正常人

血浆固相柱的步骤
,

这样可减少由于进 口的

P h a r m a e i a 琼脂糖珠对 H B s A g 有 非 特 异

性吸附所致的损失
,

更重要的是 排 除 了 因

H B s A g 颗粒组成中整合有正常人的血 清 成

分
,

当其通过抗正常人血浆柱 时 将 H sB A g

作为同种异质抗原予以吸附的损耗
。

用本法

一个人份 ( 1 5 0一 1 8 o m l ) 的 H B s A g 阳性血

清 ( C E P滴度 1 : 3 2 ~ l : 6 4 ) 可 得 3 Om l

左右 ( ] : 3 2一 1 : 6 4 ) 的 纯 化 H B s A g ,

抗
一

H B s 固相抗体柱还可 反 复 使 用
,

所 得

H B
s A g 经免疫 电泳双扩散法和聚丙烯酞 胺

凝胶电泳均未查见杂组分
,

其抗原性和免疫

动物所产生的抗血清质量均与文献经典方法

制备的结果相似
,

所 以是一个值得推荐的方

法
。
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