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临 床 研 究

疏水色谱分离在重组人血白蛋白分离纯化中的应用研究
赵洪志

（通化安睿特生物制药股份有限公司　吉林　通化　134000）

【摘　要】本文研究当中，采用 Phenyl Sepharose 6FF（HS）的实现对介质的分离主要是利用他的疏水作用，而后分离纯
rHSA 中间体最终得出结论，实现对重组人血蛋白（rHSA）在进行纯化时去除降解物。通过对工艺和试验条件的优化控制，以 0.1mol/
L NaCl+50 mmol/L PB 作为缓冲液，确保溶液的 pH 值为 6.0，在这个状态下，蛋白收率以及去除降解物的程度均能够达到最佳效果。
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随着科技发展，所应用到的人血蛋白（HSA）不断被没有动

物成分的原材料代替，这些原材料的供应不会受到限制，且可

以大批量生产，因此 rHSA 成为了 HSA 的首选替代品。利用表

达系统的发酵生产技术，实现对毕赤酵母的发酵，这种方式具

有较高的稳定性，是生产 rHSA 的首选物质。

1 rHSA 的基础纯化过程

对 rHSA 进行纯化的过程主要分为以下几个步骤：1）当毕

赤酵母发酵后，通过离心分离实现对发酵液的分离；2）加热

灭活蛋白酶；3）阳离子色谱分离；4）对洗脱峰进行疏水色谱

分离，收集流穿峰；5）流穿峰经过阴离子交换色谱进行分离，

浓缩蛋白浓度后进行配液。

2 HIC 的特点

HIC 是在 1973 年由 Hjerten 所提出的，移交对疏水基团的

疏水力实现色谱分离。这种技术主要是通过样品组分分子与介

质的疏水基团之间的作用力实现分离，具有以下几个特点：1）

色谱条件温和，这样可以保证生大分子的活性不会丧失，且具

有较高的回收率；2）流动相选用盐的水溶液，降低昂贵材料

的使用，充分发挥成本的优势；3）在高盐浓度上下样的操作

过程中，可以不经过处理而直接进行下一步上样操作；4）介

质相对稳定，且流动相为盐水体系不会产生对环境的污染。

因为 HIC 所具有的优点相对较多，且被广泛利用对生物大

分子的分离纯化过程中，例如对蛋白质的纯化，所以也逐渐形

成了以此为基础的分离纯化技术。

3 具体分析

通过实验，对优化 HS 疏水作用色谱的工艺进行有效的控

制，主要通过对降解物含量（%）、蛋白回收率（%）的检验，

多选用的方法为 SDS-PAGE 还原电泳和考马斯亮蓝法。选用 pH

值为 6.0、6.5 和 7.0 的缓冲液 a（0.1 mol/L NaCl+50 mmol/L 

PB）、缓冲液 b（0.15 mol/L NaCl+50 mmol/L PB）进行试验。

设定纯化水流速为 157 mL/min，rHSA 中间体和再生液流速为

50mL/min。在层析平衡后取 250mL rHSA 中间体上样，通入缓

冲液后实现对流穿峰的收集。后通过一倍半柱体积的纯化水和

配比为 1mol/L NaOH+30% 异丙醇的再生液进行再生处理。最后

通入纯化水洗涤层析柱至中性。分别考察两种缓冲液和上样 pH

值不同时，去除降解物的效果最终得出结论。

图（1）电泳图谱

3.1 降解物去除效果的分析

还原电泳还可以在进行对样品除去降解物时进行应用，

电泳结构如下图（1）所示。泳道 1 为 rHSA 的中间体样品，

泳道二至四为缓冲液 a 的分离样品，五至七为缓冲液 b 的分

离样品，8为标记。上述所有的缓冲液pH值依次分别为6.0、

6.5 和 7.0。

如下表（1）所示，在缓冲液b当中所收集到的实验样品中，

降解物含量比低于缓冲液 a当中所收集到的降解物含量比。即，

pH 值与降解物的增加呈正相关。

结果 泳道 1 泳道 2 泳道 3 泳道 4 泳道 5 泳道 6 泳道 7
rHSA/% 69.98 98.40 97.99 97.49 97.98 98.01 97.69

降解带 /% 30.42 0.39 0.71 0.87 0.39 0.71 0.79

表（1）电泳图谱分析

当 pH 值为 6.0 时，通过对 2 种缓冲液样品的对比实验，测

量其降解物含量多少，确保其满足实验要求。电导率、蛋白疏

水性与缓冲液浓度的增加呈正相关。即当 1rHSA 的疏水性发生

变化，如疏水性增强，则电导升高。因此表明其疏水性影响着

rHSA 流穿。

3.2 蛋白回收率的分析

结果 泳道 1 泳道 2 泳道 3 泳道 4 泳道 5 泳道 6
rHSA 中间体蛋白总量 /g 30 30 30 30 30 30

疏水分离后样品蛋白总量 /g 21.69 21.53 21.74 21.01 21.19 21.28
收率 /% 72.29 72.30 72.61 70.09 70.92 71.01

表（2）蛋白回收率

通过对样品中的蛋白含量进行检测，并计算蛋白回收率具

体数据如上表（2）所示。使用缓冲液 a 与使用缓冲液 b 的蛋

白回收率进行对比，缓冲液 a1 蛋白回收率更高。并对 rHSA 的

流穿有所影响。

4 结束语

综上所述，由于 rHSA 和蛋白降解物由于表面疏水性有所

不同，因此可以选用 HIC 的方式来进行对 rHSA 的中间净化，

色谱基质的疏水基团能够实现与降解物之间的相互作用，从而

实现对降解物的去除。通过使用被控制 pH 值为 6.0 的缓冲液

（NaCl+PB），同时能够让降解物效果发挥到最佳水平，以及

让蛋白收率达到峰值水平，为通过对 HIC 的使用，促进 rHSA

的分离纯化中的应用带来了新思路和措施。
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