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摘  要: 抗凝血酶Ⅲ (AT Ⅲ)是人体内最重要的抗凝血物质，利用转基因技术生产重组人抗凝血酶Ⅲ (rhAT 
Ⅲ)受到了越来越多的关注，如何有效地将 rhAT Ⅲ从转基因羊奶中分离纯化出来是实现其产业化的关键所在。

本研究建立了基于等电点沉淀和肝素亲和层析的纯化工艺，实现了 rhAT Ⅲ的高效、快速纯化。先用等电点沉

淀法，快速去除了占总蛋白 50%左右的酪蛋白；然后用肝素亲和层析纯化 rhAT Ⅲ，并系统考察了 pH 值和温

度对 rhAT Ⅲ稳定性的影响，以及 pH 值和操作条件 (洗脱梯度、流速和上样量) 对 rhAT Ⅲ分离效果的影响。

在优化的条件下，rhAT Ⅲ纯度达到 99%以上，蛋白收率达到 90%，活性收率约为 50%。所建立的纯化工艺简

单、快速，rhAT Ⅲ收率高，为今后工艺放大提供了重要的依据和参考。 
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Abstract:  Antithrombin III (AT Ⅲ) is the most important anti-clotting substance. Recombinant human antithrombin Ⅲ 
(rhAT Ⅲ) expressed in transgenic goat milk attracts more and more attention. Develop an effective purification route for rhAT Ⅲ 
is vital to its industrial production. An efficient purification method was developed for the rapid purification of rhAT Ⅲ by 
isoelectric precipitation and heparin affinity chromatography. First, casein was effectively removed by isoelectric precipitation. 
rhAT Ⅲ was further purified by heparin affinity chromatography. In the process of heparin affinity chromatography, the effects 
of pH and temperature on the stability of rhAT Ⅲ were studied, and the effects of operating conditions, elution gradient, flow 
rate and sample loaded, on the purification efficiency were also studied. Under the optimized conditions, the protein recovery of 
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rhAT Ⅲ was about 90% with purity over 99%, while its activity recovery was about 50%. Such a purification process is very 
simple and effective, and it would provide a valuable reference for the further scaling-up of industrial production. 

Keywords:  mammary gland bioreactor, reconstruction human antithrombin Ⅲ, heparin affinity chromatography, purification 

抗凝血酶Ⅲ (Antithrombin Ⅲ，AT Ⅲ) 是血浆中

最重要的一个抗凝血酶因子[1]，在维持血液的凝血与

抗凝血平衡中起重要作用 [2] 。AT Ⅲ的分子量为 

58−64 kDa，等电点为5.1。目前，AT Ⅲ有3种来源，

从血浆中纯化[3]、用基因工程细胞生产[4]和用乳腺生

物反应器生产[5-6]。乳腺生物反应器能够生产出具有

正确氨基酸序列的人源蛋白质，能进行翻译后修饰，

蛋白具有生物活性，且表达量高，很容易通过增加饲

养动物的规模来获得大量的重组蛋白[7-8]。因此，利用

乳腺生物反应器生产rhAT Ⅲ具有广阔的应用前景。 

青岛森淼实业有限公司开展了利用崂山奶山羊

乳腺生物反应器制备药用蛋白的研究工作，建立了乳

腺生物反应器的开发平台[9-10]，其中利用乳腺生物反

应器生产rhAT Ⅲ已经达到大规模生产的要求，在此

基础上开发一条高效的分离纯化工艺将有助于推进

其产业化进程。已有的从转基因羊奶中提取rhAT Ⅲ

的纯化工艺主要包含切向流过滤、肝素亲和层析、超

滤、阴离子交换层析、疏水层析和超滤，总蛋白收率

为53%[5]。该工艺由六步组成，操作过于繁琐、纯化

周期长，不利于产品的快速、规模化制备和成本控制。 

羊奶中的蛋白主要为酪蛋白，含量超过 70%，

本研究首先通过筛选有效的预处理方法，去除羊

奶中的大部分酪蛋白，再通过肝素亲和层析将

rhAT Ⅲ与其他蛋白分开，快速有效地将 rhAT Ⅲ提

取出来，减少操作步骤，提高收率，为今后的规

模化制备提供参考与依据。 

1  材料与方法 

1.1  药品、试剂材料与仪器 
转基因羊奶 (青岛森淼实业有限公司)；血浆

抗凝血酶Ⅲ标准品 (Chromogenix，ITA)；Heparin 

QZT 6FF 亲和介质 (国家生化工程技术研究中心，

北京)、DEAE Sepharose FF 阴离子交换介质和

Phenyl Sepharose FF 疏水介质 (GE，USA)；其他

试剂均为分析纯。 

离心机 H-2050R (湘仪集团)；层析系统 ÄKTA 

purifier (GE ， USA) ； 电 泳 仪 Mini-Protein Ⅲ     

(Bio-Rad，USA)；分光光度计 Ultrospec 2100-pro 

(GE，USA)；450 型酶联免疫检测仪 (Bio-Rad，USA)。 

1.2  方法 
1.2.1  转基因羊奶预处理 

取出适量保存在20 ℃的转基因羊奶，4 ℃融

化后离心 (10 000×g，4 ℃，30 min)，去除沉淀和

漂浮的奶脂，留上清液备用。 

等电点沉淀法：往上清液中加入等体积去离

子水，然后用 1 mol/L 盐酸调 pH 至 4.6。静置沉

淀 1 h 后离心 (10 000×g，4 ℃，30 min)，上清用

0.45 μm 的滤膜过滤，调 pH 备用。 

乙二胺四乙酸 (EDTA) 沉淀法、钙离子 (Ca2+) 沉

淀法和锌离子 (Zn2＋) 沉淀法：分别往上清液中加入等

体积 20 mmol/L EDTA、40 mmol/L CaCl2 和 40 mmol/L 

ZnCl2 溶液，静置沉淀 1 h 后离心 (10 000×g，4 ℃，   

30 min)，上清用 0.45 μm 的滤膜过滤，调 pH 备用。 

1.2.2  溶液条件对 rhAT Ⅲ稳定性的影响 

分别考察rhAT Ⅲ在不同pH (4.6、6.2、7.2、8.2

和9.2) 和温度 (4 ℃和25 ℃) 下的活性变化情况。 

1.2.3  rhAT Ⅲ分离纯化 

1) 不同层析模式纯化效果考察 

DEAE阴离子交换层析：DEAE阴离子交换柱 

(6.37 cm × 1.0 cm I.D., CV = 5.0 mL) 用平衡缓冲液

Buffer A (20 mmol/L PB, pH 7.2) 平衡后进料 10 mL

上清液，继续用缓冲液A淋洗至基线，再采用线性梯

度  (0−100% 缓冲液  B (20 mmol/L PB+1 mol/L 

NaCl, pH 7.2), 60 min) 洗脱。 

Phenyl 疏水层析：Phenyl 疏水柱 (6.37 cm × 

1.0 cm I.D., CV = 5.0 mL) 用平衡缓冲液 Buffer C 

(20 mmol/L PB+1.5 mol/L (NH4)2SO4, pH 7.2) 平

衡后进料 10 mL 上清液，继续用缓冲液 C 淋洗至

基 线 ， 再 采 用 线 性 梯 度  (0−100% 缓 冲 液 D     

(20 mmol/L PB, pH 7.2), 60 min) 进行洗脱。 

Heparin 亲和层析：Heparin 亲和柱 (6.37 cm ×   

1.0 cm I.D., CV = 5.0 mL) 用 平 衡 缓 冲 液 E      
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(50 mmol/L Tris, pH 7.2) 平衡后进料 10 mL 上清液，

继续用缓冲液 E 淋洗至基线，再采用线性梯度 

(0–100%缓冲液 F (50 mmol/L Tris+ 0.5 mol/L NaCl, 

pH 7.2), 60 min) 进行洗脱。 

2) 亲和层析方法优化 

在 Heparin 亲和层析过程中，分别考察了洗脱

梯度 (线性梯度和阶跃梯度)、pH (6.2−8.2)、流速 

(0.5−2.0 mL/min) 和上样量 (1−4 mL 料液/mL 肝

素亲和介质) 对亲和层析效果的影响。 

1.3  分析方法 
1.3.1  蛋白浓度检测 

采用Bradford法进行蛋白浓度测定[11]。 

rhAT Ⅲ浓度检测：采用文献报道的方法进行

反相色谱分析[9]，根据rhAT Ⅲ浓度和峰高的标准

曲线计算各样品中的rhAT Ⅲ浓度。 

1.3.2  rhAT Ⅲ活性检测 

采用龚道元等[12]报道的多肽底物发色法测定

rhAT Ⅲ的生物活性。 

1.3.3  电泳检测 

参考Laemmli法进行SDS-PAGE电泳[13]，采用

银染法进行染色[14]。 

2  结果与讨论 

2.1  原料预处理 
酪蛋白等电点为 4.6，可利用等电点沉淀法将其沉

淀出来。此外，酪蛋白在羊奶中通过磷酸钙形成稳定

胶束存在，而 EDTA 能够螯合磷酸钙，Ca2＋、Zn2＋也

能替代磷酸钙，造成酪蛋白胶束的解聚，从而沉淀出

来。4 种沉淀方法的效果如表 1 所示，其中等电点沉

淀和 Zn2＋沉淀两种方法对 rhAT Ⅲ的含量和活性均无

太大影响，但是 Zn2+沉淀效果并不明显，只有离心后

才能出现澄清的上清液。等电点沉淀后，分层明显，

上清中总蛋白量减少 50%左右，在不影响 rhAT Ⅲ活性

收率的情况下，有效去除羊奶中的酪蛋白。 

表 1  酪蛋白沉淀方法筛选结果 
Table 1  Results of casein precipitation methods 

Precipitation methods pI EDTA Ca2+ Zn2+

Protein recovery in 
supernatant (%) 

48.9 No precipitation 40.7 67.4

Activity recovery in 
supernatant (%) 

99.3 Undetected 30.3 98.5

2.2  溶液条件对 rhAT Ⅲ稳定性的影响 
在层析中，如何保持rhAT Ⅲ的活性是首要解决

的问题。pH、温度和时间对rhAT Ⅲ活性保持的影响

如图1所示。由图1可知，pH对其稳定性影响显著，

pH 7.2的条件对原料的保存最有利，即使长时间放置 

(24 h)，rhAT Ⅲ活性损失相对最小。此外，低温 (4 ℃) 

比室温 (25 ℃) 更有利于样品中rhAT III的活性保

持。因此，利用等电点沉淀法去除酪蛋白后要尽快

把样品pH调至中性，放置于4 ℃冰箱中，并尽可能

快速地进行后续的纯化实验，以保证活性收率。 

2.3  层析模式对 rhAT Ⅲ纯化的影响 
离子交换层析和疏水层析具有载量高、介质成

本低的优势，而肝素亲和层析具有特异性高、分离

纯化效果好的特点，上述3种层析方法都已用于转基

因羊奶中rhAT Ⅲ的分离纯化[4]。为了简化rhAT Ⅲ的

分离纯化步骤，本文对3种层析模式 (采用线性梯度

洗脱) 进行比较，从中筛选出最有效的层析模式。 

在离子交换和疏水层析中，除穿透峰 (P0) 外，

都只有1个洗脱峰 (P1, 图略)；而在肝素亲和层析

中，大量杂蛋白直接穿透 (P0)，洗脱时出现两个明

显的洗脱峰 (P1, P2)，并且有较好的分离度 (图略)。

对层析所得的样品进行电泳分析 (图2)，离子交换层

析和疏水层析并不能很好地将rhAT Ⅲ和其他杂蛋

白分开，而肝素亲和层析的洗脱峰P1 (Lane 3) 的条

带与文献[13]报道的rhAT Ⅲ的分子量60 kDa相符，

为目标蛋白rhAT Ⅲ，纯度达到85%以上，进一步优

化洗脱梯度有望达到更好的分离纯化效果。 
 

  

 

图 1  pH 对 rhAT Ⅲ稳定性的影响 

Fig. 1  Effect of pH on rhAT Ⅲ stability. 
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2.4  溶液条件及洗脱条件对肝素亲和层析纯

化效果的影响 

2.4.1  洗脱梯度的影响 

在线性梯度洗脱的基础上，分别考察不同阶

跃 梯 度  (1 ： 0−20%−30%−50%−60%−100% ；     

2：0−50%−100%) 的洗脱效果。采用阶跃梯度 1，

各洗脱梯度下均有洗脱峰，但电泳分析结果表明，

20%、30%和 50%洗脱梯度对应的洗脱峰无明显区别 

(图略)，均为高纯度的 rhAT Ⅲ，所以没必要把洗脱

梯度分得过于精细；直接用 0−50%−100%的洗脱梯

度可以得到两个洗脱峰 (图 3)，其中 50%梯度对应

的洗脱峰 P1 纯度达到电泳纯 (图 4，泳道 5)，该方

法操作简单，短时间内即可得到高纯度的 rhAT Ⅲ。 

 
图 2  不同层析模式所得样品的 SDS-PAGE 电泳图 

Fig. 2  SDS-PAGE analysis of rhAT Ⅲ eluted from different 
chromatography patterns. 1: marker; 2–4: P0, P1 and P2 of heparin 
affinity chromatography; 5: P1 of DEAE anion chromatography; 6: 
P1 of phenyl hydrophobic interaction chromatography. 

 
图 3  肝素亲和层析谱图 
Fig. 3  Chromatogram of heparin affinity chromatography. 

 
图 4  亲和层析样品的 SDS-PAGE 电泳图 

Fig. 4  SDS-PAGE analysis of rhAT Ⅲ eluted from 
heparin affinity chromatography. 1: marker; 2: goat milk; 
3: supernatant of pH 7.2; 4: P0; 5: P1; 6: P2. 

2.4.2  pH 的影响 

考察不同 pH 值 (pH 6.2、7.2、8.2) 对 rhAT Ⅲ

分离纯化的影响 (采用 0−50%−100%洗脱梯度洗脱)。

当 pH 为 6.2 时，目标洗脱峰 P1 最大，但其杂质含量

也最高；当 pH 为 7.2 和 8.2 时，所得样品的纯度最

高，无明显杂质。不同 pH 条件下目标组分 (P1 峰) 中

rhAT Ⅲ的活性收率分别为 20.6% (pH 6.2)、49.7%  

(pH 7.2)、13.9% (pH 8.2)，说明 pH 不仅影响溶液中

rhAT Ⅲ的活性保持 (图 1)，还对层析过程中 rhAT Ⅲ

的活性收率具有显著影响。综合考虑活性收率和纯

度，pH 7.2 的条件最有利于 rhAT Ⅲ的分离纯化。 

2.4.3  流速的影响 

不同流速 (0.5、1.0、1.5、2.0 mL/min) 对层析效

果的影响 (pH 7.2，采用 0−50%−100%的梯度洗脱) 如

表 2 所示。流速太低 (0.5 mL/ min) 时，蛋白在柱上停

留时间过长，活性收率低；流速太高 (2.0 mL/min) 时，

不利于蛋白的有效吸附，活性收率较低；1.0−1.5 mL/min

的流速有利于提高蛋白的活性收率。综合考虑蛋白收

率和活性收率，选择 1.0 mL/min 的操作流速。 

2.4.4  上样量的影响 
从表 3 可以看出，1 和 2 mL 料液/mL 介质的上

样量的效果基本相当；随着上样量的进一步增加，

rhAT Ⅲ的蛋白收率和活性收率都有下降趋势，这主

要是因为上样量过高，超过了介质载量，造成部分

目标蛋白穿透。综合考虑处理速度、蛋白收率和活

性收率，选择 2 mL 料液/mL 介质的上样量。 

2.4.5  层析过程 (吸附-解吸) 对蛋白活性的影响 
将 50%梯度洗脱所得的 P1 峰用平衡缓冲液透

析后再次进行 Heparin 亲和层析。结果表明 rhAT Ⅲ

的蛋白收率达到 95%以上，但活性收率只有 68%，

存在明显的活性损失现象。荧光光谱分析结果表明，

rhAT Ⅲ再次进行肝素亲和层析后，其最大吸收波长

从原来的 338.6 nm 降低到 334.2 nm，发生了蓝移。

由此可见，层析过程中的吸附-解吸过程是造成 

rhAT Ⅲ结构变化和活性收率低的主要原因。 

表 2  不同流速条件的 rhAT Ⅲ收率 
Table 2  Recovery of rhAT Ⅲ with different flow rate 

Flow rate (mL/min) Protein recovery (%) Activity yield (%)
0.5 90.3 32.6 
1.0 88.3 47.8 
1.5 85.3 46.2 
2.0 82.3 42.3 
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表 3  不同上样量的 rhAT Ⅲ收率 
Table 3  Recovery of rhAT Ⅲ with different sample loaded 

Sample loaded 
(mL/mL media) 

Protein recovery (%) Activity yield (%)

1.0 99.5 48.2 
2.0 94.3 49.5 
3.0 70.1 36.0 
4.0 63.6 31.4 

2.5  rhAT Ⅲ结构分析 
所纯化的 rhAT Ⅲ经胰蛋白酶和 DTT 降解后，

通过液质联用分析其氨基酸序列，结果表明 rhAT Ⅲ

的氨基酸覆盖率达到 82.6% (与血浆来源的 AT Ⅲ相

比)；二硫键定位结果表明 rhAT Ⅲ中存在 3 个二硫

键 位 置 ， 分 别 是 Cys21-Cys95 、 Cys8-Cys128 、

Cys247-Cys430，与血浆来源的 AT Ⅲ一致；糖基化

位点分析结果表明 rhAT Ⅲ中存在 4 个糖基化位点，

分别为 Asn96、Asn135、Asn155 和 Asn192，与血浆

来源的 AT Ⅲ一致[15-16]。上述分析结果表明所纯化的

rhAT Ⅲ的结构与血浆来源的 AT Ⅲ一致，结构正确。 

3  结论 
本研究开发了一条基于等电点沉淀和肝素亲和层

析纯化 rhAT Ⅲ的工艺，重点考察了溶液条件和操作条

件对 rhAT Ⅲ蛋白收率和活性收率的影响，优化了亲和

层析的操作条件 (pH 7.2、洗脱梯度为 0−50%−100% 

Buffer F、流速1.0 mL/min、上样量2 mL料液/mL Heparin

介质)，实现了 rhAT Ⅲ的高效纯化，纯度达到 99%以上，

蛋白收率为 90%，活性收率约为 50%。与离子交换和

疏水层析相比，肝素亲和层析具有特异性强、分辨率高、

产品回收率高的特点。经过液质联用、圆二色光谱、荧

光光谱分析，所纯化的 rhAT Ⅲ与血浆来源 AT Ⅲ结构

一致[16]。该工艺简化了 rhAT Ⅲ分离纯化的操作步骤，

有利于工艺的进一步放大和产品的规模化制备。 
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