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乙型肝炎是由乙型肝炎病毒引起的，是全球最常见的传染病

之一。每年因乙肝病毒感染导致死亡的我国人数，约占全球HBV

感染相关死亡人数的 50%。目前防控乙型肝炎最重要、最经济的

策略，就是接种乙肝疫苗。目前，我国市场上的乙肝疫苗全部为

基因重组疫苗，该类疫苗的主要活性物质是重组乙肝表面抗原，

不断优化疫苗生产的纯化方法具有重要意义，而疏水层析是乙肝

表面抗原纯化常用的方法之一，本文工作主要是针对疏水层析工

艺优化。

疏水层析是一种较为常用的层析方法，是基于溶质、极性流

动相和非极性固定相表面间的疏水作用力，建立起来的层析技术。

疏水层析技术具有操作简便、蛋白质收率较高、蛋白质变性可能

小、选择性强等优点而得到了广泛的应用。本实验中使用 Butyl-

S Sepharose TM 6 Fast Flow 凝胶，它是基于硬性的、高度交联和多

孔性的琼脂糖颗粒，可以利用盐-水体系中蛋白质的疏水集团和

凝胶配基之间的疏水作用强弱不同，从而分离出杂蛋白。疏水层

析也常用于重组乙肝表面抗原纯化，而该抗原易受多种环境因素

影响，所以需要不断改进纯化工艺，在疏水层析中，盐浓度的影

响非常显著。疏水层析是根据“高盐吸附，低盐洗脱”的原理进

行的，当上样量与层析温度等条件保持不变时，去提高样品的离

子强度，即盐浓度，可使其与凝胶更多地结合，但是离子强度过

高将会导致杂蛋白过多挂柱。本研究主要从盐浓度入手，优化疏

水层析条件，从而提高纯化效率。

1　材料与方法

1.1 材料

1.1.1 仪器和试剂

AKTA 层析系统，XK26/20 层析柱（GE 公司），紫外可见分

光光度计 UV-1700（日本岛津），微量移液枪（Gilson 公司），pH

仪和分析天平（北京赛多利斯公司），Butyl-S-Sepharose 6FF 胶

（GE 公司），其他试剂均为国产分析纯试剂。

1.1.2 样品

基因重组汉逊酵母经培养基增殖，再经过甲醇诱导表达，破

碎细胞并收集细胞原液，经离心后除去细胞碎片，超滤换液后经

离心后得到粗纯样品。

1.1.3 层析缓冲液

⑴平衡液 A

①平衡液 A
1
：含 0.8mo/L 硫酸铵的 20mmol/L Na

2
HPO

4
-

NaH
2
PO

4
磷酸缓冲液中，pH7.0 ± 0.2。

②平衡液 A
2
：含 0.5mo/L 硫酸铵的 20mmol/L Na

2
HPO

4
-

NaH
2
PO

4
磷酸缓冲液中，pH7.0 ± 0.2。

③平衡液 A
3
：含 0.3mo/L 硫酸铵的 20mmol/L Na

2
HPO

4
-

NaH
2
PO

4
磷酸缓冲液中，pH7.0 ± 0.2。
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⑵洗脱液 B：20mmol/L Na
2
HPO

4
-NaH

2
PO

4
磷酸缓冲液

⑶ 2mol/L 硫酸铵溶液：含 2mo/L 硫酸铵的 20 mmol /L

Na
2
HPO

4
-NaH

2
PO

4
磷酸缓冲液中，pH7.0 ± 0.2。

1.2 方法

1.2.1 盐浓度初步筛选（线性洗脱）

疏水层析条件中盐浓度影响较大，本研究在硫酸铵浓度为

0.8 mol/L以下进行筛选，首先将样品通过加入浓硫酸铵溶液，将

样品调配成含0.8mol/L硫酸铵溶液，并将离心后得到的层析上样

液，使用平衡液A
1
对疏水层析柱进行线性洗脱（见图1），根据洗

脱 UV 值峰型分析，硫酸铵浓度在 0.5mol/L 以上，样品几乎完全

挂柱。硫酸铵浓度在 0.25-0.55mol/L 范围时，样品洗脱情况变化

不大,计划考察0.3 mol/L及0.5 mol/L两种不同硫酸铵浓度对抗原

纯化结果的影响。

图 1     线性洗脱

1.2.2 层析前样品处理

将粗纯样品加入不同比例的2mol/L硫酸铵溶液，使样品中硫

酸铵最终浓度分别为 0.3mol/L 和 0.5mol/L，经搅拌 20min 后，进

行 7000rpm，40min 离心收集上清，检测乙肝疫苗表面抗原含量

和蛋白质含量，计算回收率。

1.2.3 层析

使用 AKTA 层析系统，用 2-3 倍柱体积的 A 液，对疏水层析

柱（XK26/20，柱床体积：37ml，柱高：7cm）进行前平衡处理，

上样品 150ml,流速：2ml/min，用 A 液继续走 2-4 个柱体积，以

去除掉杂蛋白，最后以 3ml/min 的速度走 B 液，对疏水柱进行洗

脱，收集乙肝表面抗原，检测乙肝表面抗原含量和蛋白质含量，计

算比活、纯化倍数和回收率。

2　结果

疏水层析后经 A
280

紫外吸收检测出现 2 个峰。第 1 峰为流穿

峰，所含主要为非疏水性杂蛋白，第 2 峰为收集峰，主要是乙肝

表面抗原。疏水层析时硫酸铵浓度为 0.5mol/L 时，流穿峰较 0.

3mol/L 时低，但是抗原收集峰较高（见图 2 及图 3）。经检测，流

穿峰中的蛋白比活较低，说明两种浓度的硫酸铵溶液，均使绝大

部分抗原结合到疏水凝胶上。硫酸铵浓度为0.5mol/L 时，结合的
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抗原量较 0.3mol/L时更多，洗脱下来的蛋白比活较高，抗原收率

及纯化倍数也较高，说明选择硫酸铵浓度为 0.5mol/L，更适合表

面抗原的纯化，具体检测结果见表 1。

图2     0.3 mol/L硫酸铵溶液疏水层析图谱

图3     0.5 mol/L硫酸铵溶液疏水层析图谱

表 1     不同硫酸铵浓度时疏水层析检测结果
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名称
蛋白质含量

（μg/ml）

表面抗原含量

（μg/ml）
比活

体积

（ml）

纯化

倍数

抗原

收率

粗纯样品 1103.37 733.98 0.67 140 / /

0.3mol/L硫

酸铵上样液
778.98 560.5 0.72 150 1.08 81.82

0.5mol/L硫

酸铵上样液
683.3 550.28 0.81 150 1.21 80.33

0.3mol/L硫

酸铵流穿
269.15 15.98 0.06 350 / /

0.5mol/L硫

酸铵层析流穿
255.04 10.52 0.04 360 / /

0.3mol/L硫

酸铵洗脱
130.1 245.18 1.88 45 2.62 13.12

0.5mol/L硫

酸铵洗脱
317.05 689.47 2.17 43 2.7 35.92

3　讨论

蛋白质分子在 HIC凝胶上的分离，是基于凝胶疏水性、样品

性质和组成、暴露在表面的疏水性氨基酸残基的情况，以及缓冲

液中盐的浓度之间的相互作用。在抗原吸附于疏水凝胶过程中，

盐浓度的影响非常显著。盐浓度上升，蛋白质暴露出的疏水集团

面积增大，与凝胶结合的几率就大，但随着盐浓度的增高，疏水

性越强，会变的不宜洗脱。但是如果盐浓度太低，疏水性会变弱，

也不宜吸附于凝胶上。因此，采用疏水层析需要选择适宜的盐浓

度，来处理样品及作为层析平衡液使用。本实验采用的盐是硫酸

铵溶液，溶液中硫酸根离子不改变蛋白质分子构象，还有提高蛋

白质构象稳定性作用。综上所述，在本实验中，经过初步筛选，使

用含0.5mol/L硫酸铵的缓冲液，为疏水层析前样品所处的溶液环

境，并作为疏水层析的平衡液，所得的抗原收率及纯化倍数较高。
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