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·论  著·

金黄色葡萄球菌蛋白A（Staphylococcal protein A，

SPA）是连接在金黄色葡萄球菌（Staphylococcus aureus）

壁上的一种蛋白[1-2] ，简称蛋白A。通过溶葡球酶的消化作

用可初步分离出此蛋白[1]，进一步纯化还需多步操作。通

过基因重组技术也可获得此目的蛋白。

蛋白A具有与人和许多动物如豚鼠、猪、小鼠、猴等

IgG结合的能力，因此，将IgG或IgG的Fc段偶联到琼脂糖

凝胶上可用于分离此蛋白；也可用于纯化易与之结合的

IgG[3-5]。蛋白A通过疏水作用结合IgG的Fc段，这种结合不

会影响被纯化抗体的活性。结合后的蛋白A-IgG可在高盐或

低pH等条件下解离，以用于抗体分离纯化及免疫学检测。

1  材料与方法

1.1  材料与仪器

重组蛋白A（本实验室生产）；S e p h a r o s e  4 F F

（Bes ta rose，博格隆）；含有免疫抗体 IgG的兔血清

（本实验室保存）；环氧氯丙烷（ECH）、二甲基亚砜

（DMSO）、硼氢化钠（NaBH4），其余试剂均为国产分

析纯。

UV-2100紫外可见分光光度计（尤尼柯）；JA1003电

子精密天平（上海精科），Avanti J-25高速冷冻离心机（美

国贝克曼库尔特），ECP3000电泳仪（北京六一）。

1.2  环氧氯丙烷法活化琼脂糖凝胶

取保存于20 %乙醇水溶液中的Sepharose 4FF介质5 mL

（沉降体积）用蒸馏水反复洗涤，除去乙醇后置入G3烧结

玻璃漏斗真空抽干5 min。

取抽滤后的介质依次用20 %，50 %和70 % (v/v) DMSO

水溶液清洗，每次清洗后真空抽滤至干。向处理后的介质

中依次加入70 % (v/v) DMSO，ECH（终浓度15 %，v/v），

0.8 mol/L NaOH和NaBH4水溶液（2 mg/mL），置40 ℃恒温

空气浴摇床上振荡反应2 h（170 r/min）[6]。反应结束后用

大量去离子水冲洗直至清洗液中无环氧基检出。清洗液中

环氧基采用硫代硫酸盐测定。以酚酞为指示剂，如清洗液
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变红表明有氢氧根离子生成，清洗液中存在游离的环氧基

（清洗液用大量去离子水清洗后，若含有游离环氧基，能

与硫代硫酸钠发生反应产生氢氧根离子，见本文1.3的反应

式），需要再加去离子水冲洗至溶液不变色。

1.3   环氧基修饰密度的定量分析

琼脂糖介质上的环氧基修饰密度用硫代硫酸钠滴定

法测定[7]。经去离子水清洗后的活化Sepharose 4FF介质置

入G3漏斗中真空抽干5 min，随后称取0.5 g置入磨口锥形

瓶，并加入约3 mL 1.3 mol/L硫代硫酸钠和酚酞指示剂1~2

滴，锥形瓶封口后于室温下振荡反应30 min。环氧基能与

Na2S2O3发生如下反应：

反应后的溶液用0.1 mol/L 盐酸标准溶液滴定直至溶液

由红色变为无色。根据消耗的盐酸标准溶液的体积由下式

计算环氧基修饰密度： 

式中S 为环氧基修饰密度(mol/mL)，MHCl 为HCl 浓度

(mol/L)，V0、V1 为滴定前后HCl 体积(mL)，ρ为Sepharose 

4FF介质密度(1.02 g/mL)，W为Sepharose 4FF介质的质量（g）。

定义活化度为每1 mL活化凝胶Sepharose 4FF中含有的环

氧基l μmol为一个活化度，也称作环氧基修饰密度（μmol/mL）。

对照实验中，保存于20 %乙醇水溶液中的Sepharose 

4FF介质经去离子水清洗滤干后直接在水溶液中活化。

1.4   蛋白A与活化胶的偶联

以pH 7.5的硼酸-硼砂为缓冲液，加入SPA 25（20 mg）

纯样品和活化后的琼脂糖凝胶Sepharose 4FF 1 g，30 ℃反

应16 h，抽干反应液，洗涤2次后再次真空抽干。用15 mL 0.2 

mol/L乙醇胺屏蔽未反应的环氧端基，于室温下反应5 h。反

应结束后，用去离子水清洗，然后用0.1 mol/L含NaCl的磷

酸缓冲液（pH 7.4）和5倍体积去离子水冲洗并抽干，保存

于4℃，20 %乙醇溶液中。

1.5   抗体纯化

1.5.1  缓冲液的配制  平衡缓冲液：pH 7.4，20 mmol/L磷

酸盐缓冲液（PBS，分别含0.15、0.25、0.3、0.75 mol/L 

NaCl）。洗脱缓冲液：pH 2.8，0.1 mol/L甘氨酸缓冲液。

中和缓冲液：pH 9.0，1 mol/L Tris-HCl缓冲液。

一些纯化载量较少的抗体可适当提高需平衡缓冲液中

的盐浓度（可达3 mol/L）和pH值（可达pH 8.2），以提高

抗体和介质的吸附力。但是，有时高pH会增加杂蛋白吸

附，使用时应根据实际情况调节。 

以上缓冲液使用前均需经0.45 μm滤膜过滤。 

1.5.2   纯化方法  （a）装柱：偶联了重组蛋白A的Sepharose 

4FF填料装柱后，用洗脱缓冲液洗3~5个柱床体积洗掉乙醇

和杂质，用平衡缓冲液流洗5~10个柱床体积平衡柱。（b）

上样：将含免疫抗体IgG的兔血清样品上柱，均匀上样，可

将流出液反复上样，以更好地结合IgG（样品先用平衡缓冲

液稀释5~10倍，以保证样品液的pH和平衡缓冲液接近）。

（c）洗涤：用平衡缓冲液再洗5~10个柱床体积，直至基线

趋于平缓。（d）洗脱：分别以相对快速和慢速加入洗脱缓

冲液，pH降至约3.0，IgG从填料上洗脱下来，立即用上述

中和缓冲液中和洗脱液至pH为中性，防止洗脱缓冲液的酸

性环境引起抗体失活。

2  结果与讨论

2.1  琼脂糖凝胶活化条件的优化

根据相关的文献报道，选择对琼脂糖凝胶Sepharose 

4FF活化影响较大的因素：ECH浓度、NaOH用量、活化

时间及反应温度4个因素进行正交试验以确定琼脂糖凝胶

Sepharose 4FF活化的最佳条件。采用正交表L9(3
4)设计方

案，正交试验因素水平表见表1，琼脂糖活化的影响因素直

观图见图1。（“1.3”中“活化度”等同于环氧基修饰密

度） 
表1  Sepharose 4FF活化条件的正交试验因素水平表

ECH浓度
/%（v/v）

NaOH用量
/mL

活化时间
/h

反应温度
/°C

环氧基修饰密
度/μmol·mL-1

1 10 0.5 1.5 40 5
2 10 1 2 35 6.6
3 10 1.5 2.5 30 9
4 15 0.5 2 30 4
5 15 1 2.5 40 11
6 15 1.5 1.5 35 6.6
7 20 0.5 2.5 35 3
8 20 1 1.5 30 10
9 20 1.5 2 40 11

极差R 1.133 5.200 0.467 3.600 —

图1  琼脂糖Sepharose 4FF活化条件的影响因素直观图

A：ECH浓度（%，v/v），B：NaOH用量（mL/g凝胶），C：活化

时间（h），D：反应温度（℃）

由表1中的级差值可见，NaOH用量对Sepharose 4FF活

化后环氧基修饰密度影响最大，其次是反应温度，ECH浓

度和活化时间。

由图1可见，最佳水平组合为A3B2C3D1，即ECH浓度

20 %（v/v），NaOH用量1 mL/g凝胶，活化时间2.5 h，反

应温度40 ℃时，琼脂糖凝胶Sepharose 4FF的活化效果较好。

2.2  活化胶偶联基团条件

以巯基乙醇为被偶联对象，考察活化后的Sepharose 
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4FF偶联巯基（-SH）的条件。

取ECH活化的凝胶Sepharose 4FF 0.5 g（湿重），置入

10 mL 0.1 mol/L不同pH的磷酸钾缓冲液，分别再加入200 

μL巯基乙醇，于25°C，150 r/min反应16 h。反应结束后，

用大量去离子水清洗偶联后的Sepharose 4FF并抽干，称重

后测环氧基修饰密度，结果见表2。 
表2  Sepharose 4FF偶联巯基乙醇的pH条件

实验 偶联前pH 偶联后pH 环氧基修饰密度/μmol·mL-1

① 6.4 6.0 0
② 7.0 6.5 0
③ 7.5 7.0 0
④ 8.0 7.5 0

实验过程中分别以水和乙醇为对照，结果未检测

到-OH与活化Sepharose 4FF偶联。由表2可见，-SH在pH 

6.4~8.0条件下均可偶联到活化Sepharose 4FF上。

2.3   抗体纯化

2.3.1  平衡缓冲液中NaCl浓度对兔血清中IgG纯化效果的影

响  将1 mL偶联了重组蛋白A的Sepharose 4FF装柱，改变平

衡缓冲液中NaCl浓度，上样后分别测定洗脱液在280 nm的

吸光度，结果见图2。 
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图2  平衡缓冲液中盐浓度对偶联重组蛋白A的Sepharose 
4FF亲和柱纯化兔血清中IgG的影响

图3  流速对偶联重组蛋白A的Sepharose 4FF亲和柱纯化兔

血清中IgG的影响

由图2可见，平衡液中含0.15 mol/L NaCl时流出曲线无

拖尾，而平衡液中含0.3 mol/L NaCl时吸附样品较多，即流

失样品较少。。

2.3.2   洗脱流速对兔血清中IgG纯化效果的影响 将1 mL偶联

重组蛋白A的Sepharose 4FF装柱，考察不同洗脱流速对抗

体纯化的影响见图3。由图3可见，在流速相对较慢的情况

下，抗体结合较多，利于IgG纯化和收集。
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3  结论

本实验室以ECH活化凝胶Sepharose 4FF，通过正交

试验确定最佳活化条件为ECH浓度20% (v/v)，NaOH用量1 

mL，活化时间2.5 h，反应温度40 ℃。在上述条件下，以重

组蛋白A作配基偶联活化的Sepharose 4FF，该凝胶能用于

纯化兔免疫蛋白IgG，且发现当NaCl浓度为0.3 mol/L时效果

较好，为规模化开发打下了基础。
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