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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o得到抗原 �� 和 �� o一次提纯

仅需xs°¬±∀与以往文献报道的胃蛋白酶原纯化方法相比o具有简易�快速�高效的特点∀
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�� 前言

正常人胃粘膜中的胃蛋白酶原有多种o包括

�ªt∗ �ªz∀其中 �ªt分子量较大o�ªu∗ �ªx称为 �� o

�ªy∗ �ªz为 �� ∀从胃粘膜中提取 �� ��� o制备

多克隆抗体o再经放射免疫分析测定病人血清中

�� ��� 的含量o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o减少病人的

痛苦o具有临床价值�tou�∀能否得到高纯度的抗原o在

放射免疫分析中是极其关键的∀� «¬·̈¦µ²¶¶
�v�报道了

常压下用 �¬² �¨̄ � 等几个长柱子串联的分离方

法�v�~�¤ª̈ ¼¤°¤等�w�也报道了用 � ³̈«¤§̈ » � tss等

柱子的提纯方法∀用文献的方法纯化一次均需几天

时间o步骤多�效率低∀本试验采用高压凝胶过滤色

谱o首先得到 �ªt及 �� 和 �� 的混合物o混合物经

中压阴离子交换色谱分离o一次提取仅需几十分钟∀

�� 实验部分

仪器 � �¬² � ¤§ xsss� 型高效液相色谱仪

k� ��� lo备有 � ¶tss� 自动进样器o�¬² �¬° ±̈¶¬²±

二极管阵列检测器~�¬² � ¤§中压液相色谱仪

k� ��� lo备有 �¬² � ¤§utu{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�� µ¬¶等试剂均为分析纯o水为超纯水∀试剂和

样品均用超纯水配制�s wxΛ° 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

ktl根据胃蛋白酶原分子量的差异o选用凝胶过

滤色谱柱 �¬² �¬̄ ��� tuxktu x±° otvΛ°oyss°°

≅ ut x°° ¬q §qo ¶¬̄¬¦¤o 分 子 量 范 围 x sss ∗

tss sssl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o结果发现离子强度过高或过

低都会影响分离结果o本文选择流动相为s sx° ²̄

� �¤u� �� w s sx° ²̄ � �¤� u�� w s sx° ²̄ �

�¤u�� wo ³� y {∀流速的试验范围为u∗ y°� °¬±o

在v u°� °¬±时达到最佳分离效果k见图tl∀整个色

谱过程需xs°¬±o每次可分离蛋白浓度约txª �左右

的胃蛋白酶原粗制品t°�∀

图�k左l� 胃蛋白酶原粗制品在凝胶过滤柱上的色谱图

Φιγq�kΛl� ΧηροP ατογραP οφ χρυδε SεSσινογεν

ον γελφιλτρατιον χολυP ν

进样}t s°�o压力}t tz|®�¤o

检测}� � u{s±° os x� � ��o温度}uxε ∀其余条件见正文∀

¦²̄ °̧ ±}�¬² �¬̄ ��� tuxoyss°° ≅ ut x°° ¬q§q~ ¬±­̈¦

·¬²±} tq s°�~ ³µ̈¶¶̧ µ̈} t tz|®�¤~ ¨̄¸̈ ±·}°¬»·̧µ̈ ²© sq

sx° ²̄ ��¤u� �� wosqsx° ²̄ ��¤� u�� w ¤±§ sqsx° ²̄ �

�¤u�� wo ³� yq{~ vqu°� °¬±~ uxε ~ §̈ ·̈¦·²µ} � � u{so

sqx� � ��q

图�k右l� 图�中的峰�在半峰高和峰顶处的光谱图

Φιγq�kΡ l� ΣSεχτρα οφ Νοq� Sεακ ιν Φιγq�

ατ ηαλφ-ηειγητ ανδ τοS

第tx卷第v期 色� � � � � 谱 � ²̄ qtx �²qv

t||z年x月 � � ����� �� � � ���� � � � � � � � � � �� � �� � � ¤¼� t||z

Ξ 本工作是江苏省自然科学基金项目� � 胃癌相关性研究的一部分
� � � 本文收稿日期}t||x tu tto修回日期}t||y sv uw



� � kul用二极管阵列检测器对图t的色谱峰进行纯

度分析∀峰t的最大吸收值为uxw±° o经活性测定为

杂蛋白o峰u�峰v为活性组分∀取半峰高处左右各t点

和峰顶点进行分析o峰u各点的最大吸收值都是

uz|±° o为纯组分~峰v在同样v点的最大吸收值有些

偏移o估计为 �� 和 �� 的混合组分k见图ul∀

kvl收集图t中的峰u和峰v组分o分别进行电泳

试验o峰u显示出一条区带o分子量yz ssso为纯 �ªt~

峰v显示两条区带o分子量分别为wv sss和v{ ssso可

判断为 �� 和 �� o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o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o将收集的峰v经浓缩透析后上样至阴离子

交换色谱柱 �¬² �¦¤̄¨� ukz°° ≅ xu°° lo分离度的

控制主要通过调节流动相的 ³� 值和离子强度∀

� � � � ³� 值的选择 � 在蛋白活性的适用范围内o

配制不同 ³� 值的缓冲液进行试验∀如图v所示o随

着 ³� 值的降低o分离度逐步提高∀选择 ³� x x进行

分离纯化o结果较好∀

图� � 分离度 Ρ 与 SΗ 值的关系

Φιγq� � Ρ ελατιονσηιS βετωεεν ρεσολυτιονkΡ l

ανδ SΗ ϖαλυε

� � �� 梯度程序的设计� 在离子交换色谱中o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o缓冲液 � }s t

° ²̄ �乙酸 乙酸钠o³� x x~缓冲液 �}� n s x

° ²̄ ��¤� ō ³� x x∀经多次试验o发现当最后流动

相中盐浓度小于{sh 时峰扩展较严重o经vs°¬±o峰

仍未被完全冲洗出∀本文选择vs°¬± s∗ tssh � 缓

冲液线性梯度o在电导为vsyΛ��缓冲液 � 浓度为

xxh 时出第 t个峰~在电导为 wsuΛ��缓冲液 � 为

{uh 时出第u个峰∀�� 和 �� 分离较好k见图wl∀

图� � 混合组分在阴离子交换柱上的 ΜΠΛΧ图

Φιγq�� ΜΠΛΧ χηροP ατογραP οφ P ιξεδ φραχτιον

ον ανιον εξχηανγε χολυP ν

进样}t s°�o流速}t s°� °¬±o

u{s±° 检测os x� � ��ouxε ∀其余条件见正文∀

¬±­̈¦·¬²±} tq s°�o ©̄²º µ¤·̈} tq s°� °¬±o §̈ ·̈¦·²µ}� �

u{sosqx� � ��ouxε q ¥̧ ©©̈ µ� }sqt° ²̄ �¤¦̈·¬¦¤¦¬§¶²§¬

°̧ ¤¦̈·¤·̈o ³� xqx~ ¥̧ ©©̈ µ�}� n sqx° ²̄ ��¤� ō ³� xq

x~ ¬̄± ¤̈µªµ¤§¬̈±·}s tssh � ¬± vs°¬±q

tq�� ouq�� q
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