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脱磷脂牛血红蛋白的制备

赵东旭" 韦新桂 谷振宇 张贵锋 苏志国
（中国科学院过程工程研究所，生化工程国家重点实验室，北京 !%%%"%）

摘 要 研究了一种新的脱磷脂血红蛋白制备方法。在 $D、#DE<F4%%% 或 $D、#DE<F!%%%% 作共溶剂的情况下，

利用疏水相互作用色谱基本上完全除去了新鲜牛血红细胞裂解液中的磷脂类成分，其中以 #DE<F4%%% 为共溶剂

时，血红蛋白的回收率最高，达 "#*%D，在血红蛋白存在下所用的苯基琼脂糖36G 型疏水介质的吸附容量为 "6*6 0H
磷脂I0J 介质。经过疏水作用色谱后，血红蛋白的 E#% 是 55"6K4E:，L=)) 系数是 $*#4，较好地保存了血红蛋白的生物

活性。对疏水作用色谱的脱磷脂机理以及 E<F 的保护机制进行了讨论。
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以血红蛋白（L-0(H)(1=O，L1）为基质的人血液

代用品的研究一直是血液代用品研究方面的重点和

难点，但是残留在血红蛋白制备物中的脂类与输注

后的血凝现象有关［!，$］，因此去除血红蛋白溶液中的

脂类对于以血红蛋白为基质的人血液代用品的研究

具有重要作用。血红蛋白溶液中的磷脂类组分主要

来自于红细胞破裂过程中的膜碎片即基质组分，磷

脂的释放是不可避免的。为了除去血红蛋白溶液中

的膜基质成分，研究人员曾采用了膜过滤技术、阴离

子交换层析等方法［5 P 6］，但这些方法有不足之处，如

用膜脱磷脂会导致磷脂在膜孔内的吸附，造成膜污

染，流速急剧下降；阴离子交换树脂受 .L 影响很大

且对磷脂的交换量较低。本文探索用疏水相互作用

色谱（LB@2(.?(1=C QO/-2:C/=(O R?2(0:/(H2:.?B，LQR）方

法脱除磷脂。由于磷脂具有很长的疏水尾部结构，

因而可以与疏水作用色谱介质表面的疏水基团发生

很强的相互作用而被吸附，从而达到分离目的。但

疏水作用色谱又容易造成蛋白的失活，为此我们尝

试了用聚乙二醇（E()B-/?B)-O- H)BC()，E<F）作为流动

相组分以保护血红蛋白的活性。E<F 是一种具有广

泛用途的非离子线型高聚物，在蛋白质工程领域、生

物活性成分的分离纯化领域经常用到 E<F［8 P !$］。在

利用疏水作用色谱对血红蛋白进行纯化的过程中，

考察 E<F 的保护作用同样具有重要的理论价值和

实践意义。

! 材料与方法

!"! 新鲜牛血处理及血红蛋白溶液的制备

含有抗凝剂（% * 5D枸橼酸钠）的新鲜牛血取回

后，用 $%%%H S 5%0=O 离心去除血浆，并在同样的离

心条件下依次用 ! * 6D+:R) 溶液和 % * &D+:R) 溶液

各洗涤 $ 次，即可得到不含血浆蛋白的堆积红细胞。

取一定体积的红细胞，用 4 倍体积的 !%00()IJ 磷酸

盐缓冲液（.L8*4）悬浮，4T，摇床振荡 !?，此时血红

细胞快速吸水膨胀破裂，血红蛋白泄露到溶液中，然

后于 5%%%%H S 5%0=O 离心以去除大的基质碎片，上

清液部分即是含有游离磷脂分子的血红蛋白溶液，

该溶液中的磷脂要用下述疏水作用色谱方法除去。

! #$ 疏水作用色谱用于血红蛋白溶液的脱磷脂研

究

将苯基琼脂糖36G 型疏水作用色谱介质用一定

分子量和一定浓度的 E<F 溶液（即平衡液）充分洗



涤后装柱，层析柱为 !"## $ !%&##，实际装填高度

为 !’& ( !)&##，装柱后用 ’ 个柱体积的平衡液淋洗

层析柱。平衡液和淋洗液均是含有一定浓度 *+,
的 !&##-./0 磷酸缓冲液（1234 5）。调节样品中的

*+, 浓度与平衡液中的 *+, 浓度相等后即可上样，

上样后用平衡液淋洗层析柱，以洗去未被吸附的血

红蛋白，收集洗脱峰连同上样液一并测定蛋白含量、

磷脂 含 量 和 血 红 蛋 白 的 生 物 活 性。淋 洗 速 度：

&6%’#0/#78，室温操作。

! "# 疏水作用色谱介质对磷脂最大吸附量的测定

根据 ! 4 ’ 的结果选择合适的 *+, 型号和浓度

进行实验。层析柱平衡后，根据 ! 4 ’ 所述方法进行

自动进样，对流出液进行分步收集并逐管检测其中

的有机磷含量和蛋白浓度。

色谱柱：!!## $ %&##，实际装填高度为 )’##
（实际柱体积为 ) 4&#0），进样及淋洗速度：& 4 %3%#0/
#78或 & 4 !9#0/#0 介质/#78。上样总体积为 "&#0
或 ’&#0/#0 介质。

! "$ 凝胶过滤分析

用 :;<=>? 紫外检测系统和控制系统进行凝胶

过滤分析，凝胶柱为 @A1=>B=C ’&& 预装柱。待分析

样品在进样前最好用 & 4 ’’!# 滤膜过滤，淋洗液为

含 & 4!% #-./0 的 !& ##-./0 磷酸盐缓冲液（用前需经

脱气和过滤处理）。

! "% 血红蛋白制备物的生物活性（&%’）测定

参考 D>A8- 等（!9E!）［!)］介绍的方法。按 2+F
GHIJGFKLK0MN+O JP@ 的要求将样品、缓冲液和消

泡剂等混合，调节温度为 )3Q，打开 H’ 阀使 H’ 饱

和。开启 L’ 阀（此时 H’ 阀关闭）后即可测定样品的

*%&。

! "( 蛋白浓度的测定)考马斯亮蓝法

按 D>;BR->B（!93"）［!5］介绍的方法测定总蛋白的

含量。

! "* 磷脂含量的测定

详 见 @<>-8S ;8B T-UV 的“ 生 物 化 学 实 验 手

册”［!%］。本文采用间接的方法测定血红蛋白制备物

中的磷脂含量。通过消化处理将溶液中的有机磷脂

转化成无机磷，然后借助磷钼酸法测定磷含量，从而

相对地表示出磷脂量。

+ 结 果

+ "! 红细胞洗涤次数对洗涤效果的影响

血液由血浆和血细胞组成，血液成分非常复杂，

为有利于下一步纯化，应尽量将红细胞外的杂蛋白

除去。W-U7X 等［!"］发现利用 ! 4 "Y的 L;P. 溶液洗涤

红细胞可以有效除去免疫球蛋白，所以首先利用

!6"Y的 L;P. 溶液洗涤 ’ 次，然后利用与血液渗透

压相同的 & 49Y的 L;P. 溶液多次洗涤除去红细胞外

的杂蛋白。

如图 ! 所示，随洗涤次数增加，上清液中蛋白质

含量逐渐减少，直至检测不到蛋白成分。对新鲜牛

血的多次处理结果表明，该洗涤步骤可以有效地除

去血浆成分。在第 )、5 次洗涤时，取样后考马斯亮

蓝法检测，未检测到蛋白，说明完全除去了血浆蛋

白，达到预期的洗涤目的。

图 ! 红细胞清洗次数对洗涤效果的影响

Z7S4! +RR=U< -R [;?V78S <7#=? -8 U-8<=8< -R
1>-<=78 78 ?A1=>8;<;8<

L-4!;8B ’ [;?V=B [7<V ! 4"YL;P.，L-4) ;8B

5 [;?V=B [7<V & 49YL;P.

+ "+ 疏水作用色谱的脱磷脂效果

为了迅速和彻底地除去血红蛋白溶液中的磷脂

类杂质，本文利用疏水作用色谱技术并采用透过式

层析的方法对此进行了探讨。但前期实验表明，在

利用该技术对血红蛋白进行脱脂处理时，即使在不

利于疏水作用的环境即低盐浓度（!&##-./0 磷酸缓

冲液）时，血红蛋白与色谱介质的结合力也很强，难

以洗脱，血红蛋白的回收率仅在 ’&Y左右。当采用

不同分子量和不同浓度的 *+, 作共溶剂后，基本上

解决了上述问题。所用的 *+, 有 *+,!&&&、*+,5&&&
和 *+,!&&&&，每一种 *+, 均选用 ) 个浓度即 ’Y、

%Y和 !&Y。结果表明，采用 *+,!&&& 作为共溶剂

也不 能 提 高 血 红 蛋 白 的 回 收 率，高 浓 度 !&Y
*+,5&&& 和 !&Y *+,!&&&& 作为共溶剂的效果也很

差，只有在 ’Y、%Y*+,5&&& 以及 ’Y、%Y*+,!&&&&
作为共溶剂才能提高血红蛋白的回收率，并且在 5
种情况下，均取得较好的脱磷脂效果（表 !）。其中，

在 %Y*+,5&&& 作共溶剂时血红蛋白的回收率最高，

达 E%Y（表 !），其层析图见图 ’。图 ’ 同时也表明在
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!"和 #"$%&’((( 以及 !"和 #"$%&)(((( 作为共

溶剂时，尽管血红蛋白的出峰时间和洗脱下来的血

红蛋白量不同，但均可得到较宽的单一洗脱峰。实

际上，该洗脱峰并非含有单一的血红蛋白组分，而是

含有极其微量的其它蛋白，这一点可以从样品的凝

胶过滤图谱显示出来（图 *），其进一步的纯化过程

还有待深入。

表 ! 疏水层析中不同浓度 "#$%&&& 和 "#$!&&&& 对脱磷脂

效果和血红蛋白回收率的影响

’()*+ ! #,,+-./ 0, .1+ -02-+2.3(.402 0, "#$%&&& (25 "#$!&&&&
02 6) 3+-07+38 (25 *4945 -02.+2. (,.+3 6:;

!"$%&’((( #"$%&’((( !"$%&)(((( #"$%&)((((

+,-./,01 .2 $0.3,45 6 " 7789 :#8( 7)8: #*8!

;.53,53 .2 <4=4> 45 =,?@ A! A! A! A!

! ;?5’3 B, >,3,-3,> C43D =0,E,53 F,3D.>

图 ! 不同浓度 $%&’((( 或 $%&)(((( 存在时

血红蛋白的疏水层析图谱

G4H8! ;I0/,E .2 D,F.H<.B45 45 JK; ,<I3,>
C43D $%&’((( .0 $%&)((((

图 * 血红细胞溶胀液（L）和 #"$%&’((( 洗脱样（M）的凝胶过滤图谱

G4H8* $?33,05 .2 H,< 24<30?34.5 .2 D,F.<1?3,（L）?5> ,<I34.5（M）20.F JK; C43D #"$%&’((( ?E -.E.</,53

从图 ! 还可以看出，在 $%& 浓度为 !"时，血红蛋白

的出峰时间均迟于 $%& 浓度为 #"时的情况（表 !），

且在相同的浓度下，分子量高时，血红蛋白的出峰时

间较短。

表 < 疏水层析中不同浓度 "#$%&&& 和 "#$!&&&& 对

血红蛋白出峰时间的影响

’()*+ < #,,+-./ 0, "#$%&&& 03 "#$!&&&& 02

3+.+2.402 .4=+ 0, 6) 42 6:;

!"$%&’((( #"$%&’((( !"$%&)(((( #"$%&)((((

+,3,534.5 34F, .2 JB6F45 N* 7! 7# #:

< >? 疏水层析介质的最大磷脂吸附量的确定

根据上述实验确定的最佳的疏水条件，即采用

#"$%&’((( 作共溶剂测定了疏水介质对脂类的最

大吸附量，对流出液进行分步收集并逐管检测其中

的有机磷含量和蛋白浓度。美国药典规定，血红蛋

白中磷脂含量应少于 *(!H6H JB。根据计算，磷脂的

平均分子量约为 ::(，疏水层析之前的磷脂浓度为

)(: 8*FH 磷脂6H JB，即磷脂浓度高于规定浓度 *7((
倍。经过疏水层析后，血红蛋白溶液中的磷脂类组

分基本上全部被介质吸附，吸附量为 :7 8 7 FH 磷脂6
FO 介质。

图 ’ 疏水层析中介质对磷脂最大吸附量的测定

G4H8’ P,3,0F45?34.5 F?Q4FIF <4=4> ?BE.0B,> B1
D1>0.=D.B4- F,>4IF
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! "# 血红蛋白的生物活性

血红蛋白的生物活性主要指血红蛋白的氧亲和

力和 !"## 系数，氧亲和力常用血红蛋白中氧达到半

饱和程度所需的氧分压表示，记作 $%&。直接裂解

的红细胞的 $%& 值略高于血红细胞 的 $%&［’( )
*++,+’’（+-++,&）$.］，为 ’/ 0 *1 ) *++,+’’（+/*/,-）$.

（图 %），所有的样品均表现出典型的 2 型曲线。血

红蛋白的 !"## 系数反映了血红蛋白分子内亚基之间

在氧合和脱氧过程中的协同性。经过疏水层析后，

血 红 蛋 白 制 备 物 的 $%& 降 到 ’% 0 1 ) *++,+’’
（++(3,1）$.，而 !"## 系数则从 + 0 &’ 降低到 ’ 0 %1（图

1）。

图 % 血红细胞和疏水层析后血红蛋白的氧解离曲线

4"50% 6’ 789:;<.=";> ;? @;<">9 89A @#;;A B9## .>A C9D;5#;@"> ?8;D !EF

$ 讨 论

$GH 分子属于具有疏水性和亲水性的兼性分

子，其疏水性强弱与分子的大小呈正相关性。有关

$GH 在层析过程中的作用已有一些报道，主要是在

凝 胶 排 阻 层 析、亲 和 层 析 和 离 子 交 换 层 析 方

面［*- I ’&］，$GH 增加了蛋白质的分配系数。到目前为

止，尚未看到有关在疏水作用色谱中加入 $GH 才能

提高蛋白回收率的报道。本文用共溶剂理论对此结

果进行分析。从宏观上看，在溶液中加入 $GH 后，

溶液的极性降低，疏水性增加，蛋白质所处的液相性

质和层析介质的固相性质相近，蛋白质与介质的疏

水作用减弱；而无 $GH 时，介质对蛋白的吸附极强，

一旦结合很难洗脱。从微观来看，在溶液中加入

$GH 后，促使了在蛋白分子周围形成稳定的水化层，

而且 $GH 本身也有一定的空间障碍，从而减弱了介

质表面的疏水基团对蛋白质疏水微区或基团的吸

附，提高了蛋白的回收率。当然也不能排除 $GH 与

介质的疏水位点结合或在其周围聚集，从而减弱对

蛋白质吸附的可能。分子量较低时，疏水性较弱，所

提供的疏水环较差，对血红蛋白分子所起的屏蔽作

用稍差，利于血红蛋白与层析介质的结合，因此血红

蛋白的出峰时间较长；同样，$GH 浓度较低时所提供

的疏水环境也较弱，血红蛋白的出峰时间也有所延

迟（表 ’）。

经过疏水层析后，血红蛋白的 $%& 和 !"## 系数

略微下降表明制备物对氧的亲和力有所升高，亚基

之间的协同性有所降低，推测与 $GH 所提供的疏水

环境有关。当 $GH 的疏水性增强到一定程度时，就

有可能促使 $GH 与蛋白的疏水部分结合，引起血红

蛋白四聚体构象的变化甚至解离成二聚体，降低了

血红蛋白分子协同效应（!"## 系数降低），$%& 也降

低，这种情况可能与 $GH 对牛碳酸酐酶复性时所起

的作用类似［’’ I ’+］。

本文采用透过式色谱技术大大缩短了纯化血红

蛋白的时间，由于相对于血红蛋白来说，磷脂的含量

还是很少的，也就大量地节约了色谱介质。

# 结 论

从上面的结果分析中，可以得出如下结论：

*）在以苯基琼脂糖为疏水介质的疏水层析过程

中，采用 ’J、%J$GH1&&& 和 ’J、%J$GH*&&&& 作共

溶剂，可 以 提 高 血 红 蛋 白 的 回 收 率，其 中 以 %J
$GH1&&& 最好，可达 (%J，且在 1 种情况下均可除去

血红蛋白溶液中的磷脂成分；

’）疏水层析对血红蛋白的载氧活性有轻微影

响。
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