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提 要 首次应用高压凝胶过滤色谱和中压阴离子交换色谱提纯胃蛋白酶原 得到抗原 和 一次提纯

仅需 ∀与以往文献报道的胃蛋白酶原纯化方法相比 具有简易 快速 高效的特点∀
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分类号

前言

正常人胃粘膜中的胃蛋白酶原有多种 包括

∗ ∀其中 分子量较大 ∗ 称为

∗ 为 ∀从胃粘膜中提取 制备

多克隆抗体 再经放射免疫分析测定病人血清中

的含量 可以诊断早期胃癌∀这种体外检

测方法比胃插管更能提供有效的信息 减少病人的

痛苦 具有临床价值 ∀能否得到高纯度的抗原 在

放射免疫分析中是极其关键的∀ 报道了

常压下用 等几个长柱子串联的分离方

法 等 也报道了用 等

柱子的提纯方法∀用文献的方法纯化一次均需几天

时间 步骤多 效率低∀本试验采用高压凝胶过滤色

谱 首先得到 及 和 的混合物 混合物经

中压阴离子交换色谱分离 一次提取仅需几十分钟∀

实验部分

仪器 型高效液相色谱仪

备有 自动进样器

二极管阵列检测器 中压液相色谱仪

备有 型自动收集器∀

试剂 磷酸氢二钠 磷酸二氢钠 乙酸 乙酸钠

盐酸 等试剂均为分析纯 水为超纯水∀试剂和

样品均用超纯水配制 Λ 过滤器过滤并脱气∀

样品 胃蛋白酶原粗制品由本所免疫室提供∀

结果与讨论

高压凝胶过滤色谱

根据胃蛋白酶原分子量的差异 选用凝胶过

滤色谱柱 Λ

≅ 分 子 量 范 围 ∗

分离胃蛋白酶原粗制品∀配制不同离子强

度的流动相进行试验 结果发现离子强度过高或过

低都会影响分离结果 本文选择流动相为

∀流速的试验范围为 ∗

在 时达到最佳分离效果 见图 ∀整个色

谱过程需 每次可分离蛋白浓度约 左右

的胃蛋白酶原粗制品 ∀

图 左 胃蛋白酶原粗制品在凝胶过滤柱上的色谱图

Φιγ Λ Χηρο ατογρα οφ χρυδε ε σινογεν

ον γελφιλτρατιον χολυ ν

进样 压力

检测 温度 ε ∀其余条件见正文∀

≅

ε

图 右 图 中的峰 在半峰高和峰顶处的光谱图

Φιγ Ρ Σ εχτρα οφ Νο εακ ιν Φιγ

ατ ηαλφ-ηειγητ ανδ το
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用二极管阵列检测器对图 的色谱峰进行纯

度分析∀峰 的最大吸收值为 经活性测定为

杂蛋白 峰 峰 为活性组分∀取半峰高处左右各 点

和峰顶点进行分析 峰 各点的最大吸收值都是

为纯组分 峰 在同样 点的最大吸收值有些

偏移 估计为 和 的混合组分 见图 ∀

收集图 中的峰 和峰 组分 分别进行电泳

试验 峰 显示出一条区带 分子量 为纯

峰 显示两条区带 分子量分别为 和 可

判断为 和 与前述用二极管阵列检测器分

析结果相同∀

中压阴离子交换色谱

因 分子量相差较小 因而从凝胶过

滤色谱柱上得到的是它们的混合组分∀根据其等电

点的差异 将收集的峰 经浓缩透析后上样至阴离子

交换色谱柱 ≅ 分离度的

控制主要通过调节流动相的 值和离子强度∀

值的选择 在蛋白活性的适用范围内

配制不同 值的缓冲液进行试验∀如图 所示 随

着 值的降低 分离度逐步提高∀选择 进行

分离纯化 结果较好∀

图 分离度 Ρ 与 Η 值的关系

Φιγ Ρ ελατιονσηι βετωεεν ρεσολυτιον Ρ

ανδ Η ϖαλυε

梯度程序的设计 在离子交换色谱中 梯度

洗脱主要通过盐浓度的程序变化来控制流动相的强

度∀设计不同盐浓度的梯度程序 缓冲液

乙酸 乙酸钠 缓冲液

∀经多次试验 发现当最后流动

相中盐浓度小于 时峰扩展较严重 经 峰

仍未被完全冲洗出∀本文选择 ∗ 缓

冲液线性梯度 在电导为 Λ 缓冲液 浓度为

时出第 个峰 在电导为 Λ 缓冲液 为

时出第 个峰∀ 和 分离较好 见图 ∀

图 混合组分在阴离子交换柱上的 ΜΠΛΧ图

Φιγ ΜΠΛΧ χηρο ατογρα οφ ιξεδ φραχτιον

ον ανιον εξχηανγε χολυ ν

进样 流速

检测 ε ∀其余条件见正文∀

ε

参 考 文 献

εταλ

Λιθυιδ Χηρο ατογρα ηιχ Σε αρατιον οφ Πε σινογενσ

Στατε Κ εψ Λαβορατορψ οφ Ν υχλεαρ Μεδ ιχινε ϑιανγ συ Ινστιτυτε οφ Ν υχλεαρ Μεδ ιχινε υξ ι

Αβστραχτ

Κεψ ωορδσ

色 谱 卷


