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技术与方法

一种安全高效的血红蛋白纯化方法!

臧家涛!刘建仓!徐!竞!李东红!刘良明!!

"第三军医大学野战外科研究所!重庆!60006/#

摘要!目的!建立一种适用于大量制备的"安全#高效的血红蛋白纯化方法$ 方法! 将压积红细胞

装入透析袋"以含有还原剂的>?$@缓冲液透析破碎"破碎的上清经两级硫酸铵沉淀后透析至上样

缓冲体系"离心后取上清即得血红蛋白提取液%红细胞提取液通过阴离子交换柱层析进一步分

离"计算回收率$ 纯化产物浓缩后以 ABA7CDEF及GCH"鉴定纯度"进行紫外7可见光谱扫描并以

D'H800 血气分析仪分析血气指标"以鲎试剂测定内毒素含量"以磷测定法测定脂质含量$ 结果!

血红蛋白提取液中脂质去除率 48I"容易通过 0J69

"

:滤膜%经阴离子交换层析纯化的血红蛋白

经 ABA7CDEF&银染法'及K'分析没有杂蛋白条带"GCH"分析纯度 L44I#总回收率 L89I%内

毒素含量M/ FN"高铁血红蛋白含量M9I$ 结论! 该血红蛋白纯化方法安全高效#成本低廉#易

于放大生产"具有较好的应用前景$

关键词!血红蛋白!阴离子交换层析!硫酸铵沉淀!纯化

中图分类号!O912% O424J68% P246722

!!由于以人红细胞为载体的传统输血方法本身存在

的交叉感染'输血反应及红细胞存储期短等问题!以无

基质血红蛋白为载体的新型携氧材料的开发!几十年

来一直是众多医学'科研工作者研究的主要内容之一(

在这个领域!发达国家处于领先的位置!有多个公司的

产品进入 QQQ期临床( 已有的以无基质血红蛋白

"#*:(-,(R$%!GR#为载体的携氧材料!包括分子内交联

血红蛋白)1*

'脂质体修饰的血红蛋白)/*

'聚乙二醇

"CFE#修饰的血红蛋白)2*

'聚合物包裹的血红蛋白)6*

以及基因工程重组表达的血红蛋白)9*等( 除了基因工

程重组表达血红蛋白以外!大部分血红蛋白都来源于

动物!包括牛'猪'人等( 利用这些动物源血红蛋白!首

先需要将血红蛋白从红细胞中分离纯化出来( 已有的

血红蛋白纯化方法包括超滤法)3*

'加热法)5*

'萃取

法)8*

'柱层析法)4*

( 加热法'萃取法对血红蛋白的空间

构象产生的影响不可避免!且萃取法引入的有机溶剂

也是一种潜在的危险因素+超滤法便于进行密闭的流

水线生产!为国外制药公司所广泛采用!但超滤膜需要

经常更换!成本高昂!势必限制血红蛋白携氧产品的推

广应用+柱层析法成本低'重复性好!对血红蛋白的空

间结构没有影响!安全高效!是最有前景的血红蛋白纯

化方法(

目前文献报道的血红蛋白纯化方法多采用阴离子

交换柱层析法!将压积红细胞低渗破碎并高速离心取

上清!再通过阴离子交换柱纯化( 本实验室在采用上

述方法小规模纯化血红蛋白时并未发现问题!但在放

大生产时发现两个比较严重的问题( 首先!红细胞膜

脂质含量很高!通过离心红细胞破碎液的方式难以去

除脂质( 脂质与阴离子交换填料结合紧密!降低了柱

效!因此通常每上样等柱床体积量的压积红细胞必须

执行一次柱清洁程序( 柱清洁程序耗费大量乙醇和冰

醋酸!不但提高了成本!而且延长了生产周期( 其次!

红细胞破碎液难以直接通过 0J69

"

:滤膜!频繁的滤膜

更换过程增加了高铁血红蛋白 " :*)#*:(-,(R$%!

:*)GR#的含量( 本研究拟解决上述问题!建立一种安

全高效的血红蛋白纯化方法(
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!"材料与方法

!#!"主要试剂与仪器

猪红细胞!从农户饲养家猪采集+硫酸铵!重庆博

艺化学试剂有限公司+低温高速离心机!U(;&% VP/2$+

截留分子质量 9 W16XB&透析袋!重庆万利实验器材有

限公司+ 蛋白质分子质量标准!Y*?:*%)&@公司+O

A*Z#&?(@*Y&@)Y,([填料!EF公司+超滤杯!截留分子质

量 20XB&超滤膜!上海摩速科学技术有限公司+猪血红

蛋白标准品!A$-:&公司+兔抗猪血红蛋白多克隆抗体

A"7//518!A&%)&"?;\公司+200A'7"2 反相柱"6J3

!

/90

::#!1/00 高效液相色谱仪!D-$,*%)公司+D'H800 血气

分析仪!雷度公司+鲎试剂!厦门市鲎试剂厂(

!#$"实验方法

1J/J1!硫酸铵分级沉淀血红蛋白!将猪压积红细胞

100:,转入透析袋! 放入装有 10::(,]H>?$@'0J19I抗

坏血酸 "!"##!ZG8J0 缓冲液的 1H标本皿中! 6^透

析 2#!1# 换液 1 次( 将破碎的红细胞转入 90:,离心

管!边加边搅拌加入研磨的硫酸铵粉末!使其终饱和度

达到 0^时饱和度为 /0I!6^ 10 000$ 离心 10:$%+将

上层漂浮物移去!然后将中间层蛋白液转移到新的

90:,离心管( 向新离心管中的蛋白液加入硫酸铵粉末

使其终饱和度达到 0^时饱和度 63I!6^ 6 000$ 离心

10:$%+将上层液体弃去!以 '$%_$%-';`̀*?"脱氧的

/9::(,]H>?$@! 10::(,]HT&",! ZG8J9#洗涤沉淀 / 次

后重悬沉淀( 将硫酸铵沉淀的血红蛋白液转入透析袋!

以'$%_$%-';`̀*?为透析液于 6^进行透析!每 1# 换液

一次!共 2 次( 将透析后的血红蛋白溶液按体积比 1a/

以'$%_$%-';`̀*?稀释!6^ 1/ 000-离心 10:$%( 将离

心上清以 0J69

"

:滤膜过滤后!进行阴离子交换层析(

1J/J/!阴离子交换柱层析法纯化血红蛋白!以去离

子 __G

/

b冲洗柱床体积为 90::c/00::"% c&#的 O

@&Z#&?(@*Y&@)Y,([层析纯化柱 9 倍柱床体积!以 / 倍

柱床体积的'$%_$%-';`̀*?平衡柱后将以步骤 1J/J1 制

备的血红蛋白提取液调节 ZG至 8J9 后上样!上样完成

后以'$%_$%-';`̀*?再平衡 / 倍柱床体积!最后以脱氧

的 /9::(,]H>?$@'80::(,]HT&"," ZG8J9#洗脱血红

蛋白!流速皆为 10:,]:$%( 纯化产物以氩气加压的超

滤杯"超滤膜截留分子质量 20XB&#超滤浓缩(

1J/J2!纯化血红蛋白的鉴定!血红蛋白纯度以十二

烷基磺酸钠7聚丙烯酰铵凝胶电泳 "@(_$;: _(_*+.,

@;,̀&)*Z(,.&+?.,&:$_*-*,*,*+)?(Z#*?*@$@! ABA7CDEF#以

及搭载 200A'7"2 反相柱的D-$,*%)1/00 高效液相色谱

"#$-# Z*?̀(?:&%+*,$d;$_ +#?(:&)(-?&Z#.! GCH"# 进行分

析+血红蛋白氧合状态通过紫外7可见光谱扫描'

D'H800 血气分析仪进行分析!主要考察 :*)GR 含量+

通过免疫印迹法"K*@)*?% R,()! K'# 进行定性分析+通

过鲎试剂测定内毒素含量!定磷法测定脂质含量(

!#%"数据处理

数据为多次测定后采用
!

e'表示!本方法与一般

方法在除去脂质效果方面的比较采用单因素方差分析

与(检验(

$"结"果

$#!"硫酸铵分级沉淀血红蛋白

以 ABA7CDEF分析沉淀前后蛋白质溶液蛋白质组

成的变化!结果见图 1( 以氰化亚铁试剂盒测定硫酸铵

分级沉淀前后血红蛋白浓度!计算硫酸铵分级沉淀法

的血红蛋白回收率+以中国药典纪录的定磷法测定脂

质含量!各项参数见表 1( 结果表明!经过硫酸铵分级

沉淀的血红蛋白溶液!杂蛋白得到有效的去除!从而简

化阴离子交换层析步骤的操作( 脂质得到有效的去

除!避免了频繁的清洗阴离子交换填料的过程!节约了

时间!同时降低了成本( 另外!经过硫酸铵分级沉淀以

后的蛋白质溶液易于通过 0J69

"

:滤膜!有效的避免了

由于频繁更换滤膜引起:*)GR含量升高的现象(

图 !"&'&()*+,分析硫酸铵分级

沉淀前后蛋白质组成变化

-./#!"&'&()*+,0123456708197/47:.;1<50=>5

:16701=;?=6510=997;.392346=51@01>.@.5=5.7;

V$A)&%_&?_ :(,*+;,*[*$-#)Z?()*$%+ "$G*:(-,(R$% *f)?&+)R*̀(?*

Z?*+$Z$)&)$(%+ B$G*:(-,(R$% *f)?&+)&̀)*?Z?*+$Z$)&)$(%
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表 !"血红蛋白硫酸铵分级沉淀各项参数表

A=:41!")=0=915102670=997;.39

2346=51@01>.@.5=5.7;768197/47:.;

项目 常规方法& 本方法

血红蛋白回收率 L40I L89I

脂质含量 100I

M/I

R

通过 0J69

"

:滤膜 困难 容易

!!&="(%g*%)$(%&,:*)#(_$ Z&+X*_ ?*_ R,((_ +*,,@[*?*,.@*_ R.

_$,;)$%-[$)# __G

/

b! &%_ )#*@;Z*?%&)&%)[&@?*:(g*_ $%)(%*[);R*@

(̀?̀;?)#*?Z;?$̀$+&)$(% &̀)*?#$-# h@Z**_ +*%)?$̀;-&)$(%+R=H$Z$_ Z?()*$%@

[*?**̀̀*+)$g*,.?*:(g*_ $% #*:(-,(R$% *f)?&+)@(R)&$%*_ R.&::(%$;:

@;,̀&)*Z?*+$Z$)&)$(% +(:Z&?*_ [$)# +(%g*%)$(%&,:*)#(_! )M0J01=

$#$"阴离子交换柱层析纯化血红蛋白

经过硫酸铵分级沉淀处理的血红蛋白溶液!以阴

离子交换柱层析纯化!产物纯度以 ABA7CDEF"银染法#

及GCH"鉴定( ABA7CDEF结果显示)图 /"&#*!通过

本方法纯化的血红蛋白纯度较高!优于 A$-:&标准品

"纯度L48I#+纯化血红蛋白与标准品在约 2/XB&处

皆有蛋白质条带! 进行 K'分析以鉴定该蛋白质成分

)图 /"R#*!结果显示分子质量约为 13XB&和 2/XB&的

蛋白质条带都是血红蛋白!目前推测分子质量约为

2/XB&的蛋白质条带由血红蛋白
#

'

$

亚基自身交联形

成!是否如此还需要进一步验证(

图 $"&'&()*+,及BC分析阴离子

交换柱层析纯化血红蛋白的纯度

-./#$")30.5D 765818197/47:.;@30.6.1?:D =;.7;

1<>8=;/1>8079757/0=@8D :D &'&()*+,=;?BC

"&# ABA7CDEF?*@;,)R.@$,g*?@)&$%+ V$ A)&%_&?_ :(,*+;,*[*$-#)

Z?()*$%+ 1$C(?+$%*#*:(-,(R$% @)&%_&?_ ?̀(: A$-:&+ /$G*:(-,(R$%

Z;?$̀$*_ R.&%$(% *f+#&%-*+#?(:&)(-?&Z#.! " R# K*@)*?% R,()(̀?

#*:(-,(R$% Z;?$̀$*_ R.&%$(% *f+#&%-*+#?(:&)(-?&Z#.! R()# )#*13XB&

&%_ 2/XB&Z?()*$% R(;%_ [$)# )#*&%)$7#*:(-,(R$% Q-E@Z*+$̀$+&,,.

GCH"分析结果见图 2!经过硫酸铵沉淀制备的血

红蛋白提取液中 GR 的纯度已经接近 A$-:&公司的标

准品)图 2"&#'"R#*!杂峰少而且拖尾峰不明显!显示

不但纯度提高!而且血红蛋白一级结构未受到破坏!但

血红蛋白异构体去除还不完全)图 2"+#'"_#*+经过阴

离子柱层析纯化后血红蛋白质含量为 44J8I!血红蛋

白异构体也基本去除)图 2"*#'" #̀*!达到进行下一步

实验的要求( 紫外光谱扫描结果见图 6!光谱图像显示

纯化产物中大部分 GR 处于氧合状态!且在 960%:及

940%:处吸收峰明显!提示携氧功能正常+另外经血气

分析仪测试!纯化GR中:*)GR含量M9I!显示纯化过

程中GR得到保护免于受到氧化破坏(

阴离子交换层析纯化的血红蛋白的各项参数见表

/!均符合中国药典关于生物制品的要求(

表 $"阴离子交换层析纯化的猪血红蛋白参数表

A=:41$")=0=91510276@30.6.1?@70>.;18197/47:.;

:D =;.7;1<>8=;/1>8079=57/0=@8D

项目!!!! 参数

血红蛋白浓度 3" e0J1#I

血红蛋白纯度 L44I

血红蛋白回收率 40" e9#I

高铁血红蛋白含量 M9I

氧合血红蛋白含量 L49I

内毒素含量 M/FN]:,

磷脂含量 M2J2%:]:,

ZG 5J2 e0J1

%"讨论

以无基质血红蛋白为基础的新型携氧材料!经过几

十年来众多研究者的不懈努力!已经趋于成熟( 在南非

等某些地区!已经有一些医院与医药公司合作开展临床

应用)10*

( 尽管无基质血红蛋白携氧载体进入全面应用

仍需进一步研究与完善!但其光明前景值得人们期待(

在无基质血红蛋白携氧材料的开发与应用等各个方面!

国外都处于遥遥领先的位置( 为了便于进行规模化'标

准化生产!国外公司多采用密闭流水线!以超滤膜结合各

级过滤滤芯生产无基质血红蛋白)11*

( 由于红细胞膜脂

质含量非常高!在进行过滤'超滤的过程中滤膜极易堵

塞!需要对各级滤芯进行频繁的清洗!超滤膜也需要经常

更换( 因此这种生产方法成本极高!对大规模应用造成

困难( 对于国内!情况更是如此!因为超滤膜及各种滤芯

严重依赖进口( 因此!一种低成本的'便于进行标准化的

无基质血红蛋白制备方法!具有重要意义(

15
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图 %"E)FG分析纯化血红蛋白纯度

-./#%")30.5D =;=4D2.201234576@30.6.1?8197/47:.;:D E)FG

"&#!"R# A$-:&Z(?+$%*#*:(-,(R$% @)&%_&?_ " %(:$%&,Z;?$).L48I# ! "+#!" _# ;%Z;?$̀$*_ Z(?+$%*#*:(-,(R$%! "*#! " #̀ Z;?$̀$*_

#*:(-,(R$%="&#!"+# &%_ "*# [*?*@Z*+)?;: ?̀(:SKB_*)*+)(?! &%_ "R#! "_# &%_ " #̀ [*?*̀?(: ,̀;(?*@+*%+*_*)*+)(?=A&:Z,*@[*?*

&%&,.\*_ R.)#*D-$,*%)1/00 GCH"@.@)*:[$)# &i(?R&f200Ff)*%_7"18 +(,;:% "6J3

!

/90::# &)/9^ &%_ &-;&?_ +(,;:% [&@;@*_(

A&:Z,*@(̀9 ",*&+# [*?*$%j*+)*_ R.)#*&;)(7@&:Z,*?&%_ @$-%&,@[*?*:(%$)(?*_ R.)#*SKB"/96%:# &%_ )#*YHB"Fkl/90%:! FV

l260%:# _*)*+)(?=D+*)(%$)?$,*+(%)&$%$%-0J1I >YD"&# &%_ __G

/

b+(%)&$%$%-0J1I &+*)(%$)?$,*"R# [*?*;@*_ &@)#*:(R$,*Z#&@*

(̀,,([$%-)#*-?&_$*%)&@60I 9:$%! 60I W6/I 9:$%! 6/I 9:$%! 6/I W69I 9:$%! 69I 9:$%! 69I W30I 9:$% &%_ 30I W80I

9:$% &))#*̀,([?&)*(̀1:,]:$%=Q% )#*&+$_$+:(R$,*Z#&@*#*:(-,(R$% _$@@(+$&)*_ $%)()Z*&X $$$$% "&#!"+#!"*# &%_ Z*&X $$$% "R#!

"_#!" #̀*!

$

"Z*&X $$% &,,@Z*+)?;:@# @;R;%$)@&%_ )#*#*:*)Z*&X $$$% "&#!"+#!"*#*=>#*?*[&@&%()#*?Z*&X )$g$% "&#!"+#!"*#

&%_ $$$$% "R#!"_#!" #̀* [#$+# [&@̀(;%_ )(R*&#*:(-,(R$% $@(̀(?:+(??*@Z(%_$%-)()#*2/XB&@)?&Z $% ABA7CDEF
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/011!21"11# 臧家涛 等$ 一种安全高效的血红蛋白纯化方法

图 H"猪E:标准品及纯化样品的紫外(可见光扫描光谱

-./#H"IJ(J.22@1>5039276@70>.;18197/47:.;25=;?=0?=;?@30.6.1?8197/47:.;

"&#NS7S$@@Z*+)?;:(̀Z(?+$%*#*:(-,(R$% @)&%_&?_ "A$-:&#!"R#NS7S$@@Z*+)?;:(̀Z;?$̀$*_ Z(?+$%*#*:(-,(R$%=D,,

@&:Z,*@[*?*_$,;)*_ R./9::(,]H>?$@ZG5J6 &%_ )#*% @+&%%$%-[&@Z*?̀(?:*_ $% )#*?&%-*(̀/00 W300%:[$)# )#*

$%)*?g&,(̀ /%:! " +# NS7S$@@Z*+)?;: (̀ #*:(-,(R$% ?*Z(?)*_ R.()#*??*@*&?+#*?@=

$

!777&%_7=7=?*Z?*@*%)*_

(f.#*:(-,(R$%! _*(f.#*:(-,(R$% &%_ +&?R(%:(%(f.̀*??(;@#*:(-,(R$% ?*@Z*+)$g*,.

!!脂质由于其特殊的结构!通过常规的离心方式难

以去除( 使用有机溶剂萃取的方法可以去除脂质!但

有机溶剂的引入有可能造成血红蛋白的变性!尤其是

残留的有机溶剂对生物体的伤害以及对离子交换填料

的损伤( 如果要通过离心的方式去除脂质及磷脂!必

须改变红细胞破碎液的密度!从而使血红蛋白与脂质

在离心过程中处于不同的位置( 硫酸铵沉淀法是常用

的蛋白质粗分离方法!但在研究初期我们用这种方法

去除脂质的效果并不理想!后来发现原因在于红细胞

破碎的方式( 目前报道的红细胞破碎采用的方法是将

压积红细胞以蒸馏水稀释!造成低渗环境( 但在此过

程中蛋白质浓度降低!其密度不足以使脂质与血红蛋

白处于离心管中的不同位置( 我们研究的解决方法是

将压积红细胞装入透析袋中!以含有抗坏血酸的 >?$@

盐酸缓冲液透析破碎!然后加入硫酸铵进行分级沉淀(

结果证明此方法不但有效地去除了脂质!控制了高铁

血红蛋白的含量!而且由于红细胞破碎液体积减小!耗

费的硫酸铵量控制在最小!进一步控制了成本(

本研究解决了阴离子交换柱层析法纯化血红蛋白的

其中两个重要问题!没有引入有害成分!且产物纯度'血

红蛋白回收率都比较高!是一种安全高效的血红蛋白纯

化方法( 但阴离子交换柱层析法进行血红蛋白纯化也有

一些需要解决的问题!比如不易进行密闭的流水线生产!

产品质量稳定性比超滤法低等!这都是进一步研究方向(
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