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羧基磁珠吸附乙型肝炎病毒表面抗原的性能研究

林梅双，吴晓蔓△（广州医科大学附属第二医院，广州　５１０２６０）

　　【摘要】　目的　研究羧基磁珠吸附乙型肝炎病毒表面抗原（ＨＢｓＡｇ）的性能，为磁珠在蛋白质分离纯化中的应

用打下基础。方法　检测羧基磁珠吸附 ＨＢｓＡｇ前后的蛋白量，判断磁珠用量、ＨＢｓＡｇ浓度、吸附温度、吸附时间对

磁珠吸附 ＨＢｓＡｇ的影响。使用１０ｍｍｏｌ／ＬＮａＯＨ洗脱 ＨＢｓＡｇ，测定洗脱后 ＨＢｓＡｇ的洗脱率和生物活性保留率。

结果　羧基磁珠吸附 ＨＢｓＡｇ的性能与磁珠用量、ＨＢｓＡｇ浓度、吸附温度和吸附时间有密切关系。磁珠吸附浓度为

５２４．２４μｇ／ｍＬ的血源性 ＨＢｓＡｇ纯品后，１０ｍｍｏｌ／ＬＮａＯＨ溶液洗脱 ＨＢｓＡｇ的洗脱率是７１．０２％，活性保留率为

８８．１５％。结论　带有羧基的磁珠可以吸附 ＨＢｓＡｇ，有望用于 ＨＢｓＡｇ的分离回收，为磁珠在蛋白质分离纯化中的

应用打下基础。
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犇犗犐：１０．３９６９／犼．犻狊狊狀．１６７２９４５５．２０１３．２２．０１９ 文献标志码：Ａ 文章编号：１６７２９４５５（２０１３）２２２９７８０２

犚犲狊犲犪狉犮犺狅犳犮犪狉犫狅狓狔犾犿犪犵狀犲狋犻犮犫犲犪犱狊犪犱狊狅狉狆狋犻狅狀狆犲狉犳狅狉犿犪狀犮犲狅犳犎犅狊犃犵

　犔犐犖 犕犲犻狊犺狌犪狀犵，犠犝 犡犻犪狅犿犪狀△（犜犺犲

犛犲犮狅狀犱犃犳犳犻犾犻犪狋犲犱犎狅狊狆犻狋犪犾狅犳犌狌犪狀犵狕犺狅狌犕犲犱犻犮犪犾犝狀犻狏犲狉狊犻狋狔，犌狌犪狀犵狕犺狅狌，犌狌犪狀犵犱狅狀犵５１０２６０，犆犺犻狀犪）

【犃犫狊狋狉犪犮狋】　犗犫犼犲犮狋犻狏犲　Ｔｏｌａｙｔｈｅｆｏｕｎｄａｔｉｏｎｆｏｒｔｈｅａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎｏｆｍａｇｎｅｔｉｃｂｅａｄｓｉｎｐｒｏｔｅｉｎｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎｂｙｒｅ

ｓｅａｒｃｈｉｎｇｃａｒｂｏｘｙｌｍａｇｎｅｔｉｃｂｅａｄｓａｄｓｏｒｐｔｉｏｎｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅｏｆＨＢｓＡｇ．犕犲狋犺狅犱狊　Ｔｈｅａｍｏｕｎｔｏｆｍａｇｎｅｔｉｃｂｅａｄｓ，ＨＢ

ｓＡｇｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ，ａｄｓｏｒｐｔｉｏｎｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅａｎｄｔｈｅｉｎｆｌｕｅｎｃｅｏｆａｄｓｏｒｐｔｉｏｎｔｉｍｅｂｙｄｅｔｅｃｔｉｎｇｔｈｅｐｒｏｔｅｉｎａｍｏｕｎｔｂｅ

ｆｏｒｅａｎｄａｆｔｅｒａｄｓｏｒｐｔｉｏｎｗｅｒｅｄｅｔｅｃｔｅｄ．犚犲狊狌犾狋狊　ＡｄｓｏｒｐｔｉｏｎＨＢｓＡｇｃａｐａｃｉｔｙｏｆｍａｇｎｅｔｉｃｂｅａｄｓｗａｓａｆｆｅｃｔｅｄｂｙａ

ｍｏｕｎｔｏｆｍａｇｎｅｔｉｃｂｅａｄｓ，ＨＢｓＡｇｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ，ａｄｓｏｒｐｔｉｏｎｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅａｎｄａｄｓｏｒｐｔｉｏｎｔｉｍｅ．Ａｆｔｅｒｍａｇｎｅｔｉｃｂｅａｄｓ

ａｄｓｏｒｐｔｉｏｎｏｆＨＢｓＡｇｗｈｏｓｅｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｗａｓ５２４．２４μｇ／ｍＬ，ｔｈｅａｄｓｏｒｂｅｄＨＢｓＡｇｃｏｕｌｄｂｅｅｌｕｔｅｄｂｙ１０ｍｍｏｌ／Ｌ

ＮａＯＨ，ｔｈｅｅｌｕｔｉｏｎｒａｔｅｗａｓ７１．０２％，ａｎｄｔｈｅｒｅｔａｉｎｅｄｂｉｏｌｏｇｉｃａｌａｃｔｉｖｉｔｙｗａｓ８８．１５％．犆狅狀犮犾狌狊犻狅狀　Ｍａｇｎｅｔｉｃｂｅａｄｓ

ｗｉｔｈｃａｒｂｏｘｙｌｃａｎａｄｓｏｒｐｔｉｏｎＨＢｓＡｇ，ｗｈｉｃｈｉｓｅｘｐｅｃｔｅｄｔｏｂｅｕｓｅｄｆｏｒｔｈｅｓｅｐａｒａｔｉｏｎａｎｄｒｅｃｏｖｅｒｙｏｆＨＢｓＡｇ．Ｉｔｈａｓ

ｌａｙｔｈｅｆｏｕｎｄａｔｉｏｎｆｏｒｔｈｅａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎｏｆｍａｇｎｅｔｉｃｂｅａｄｓｉｎｐｒｏｔｅｉｎｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ

【犓犲狔狑狅狉犱狊】　ｍａｇｎｅｔｉｃｂｅａｄｓ；　ＨＢｓＡｇ；　ａｄｓｏｒｐｔｉｏｎ

　　磁珠被广泛应用于蛋白质的分离提纯、细胞分离、酶的固

定、免疫分析等多个领域［１４］。以磁珠为固相介质对蛋白质进

行提纯是一项新兴的蛋白质分离技术，与传统分离方法比较，

蛋白质的磁分离技术具有快速、高纯、高收率等优点［５］。羧基

磁珠是表面带有羧基功能团的磁珠，其吸附蛋白是基于磁珠表

面的阴离子交换基团ＣＯＯＨ 与表面带正电的蛋白之间的作

用［６］。乙型肝炎病毒表面抗原（ＨＢｓＡｇ）分子量大，其结构变

化对活性影响较大，结构和活性表征相对容易研究且手段

多［７］，所以本文选择 ＨＢｓＡｇ作模型蛋白质。研究使用市场上

广泛生产的表面带有羧基的聚合物磁珠吸附 ＨＢｓＡｇ的性能，

为磁珠在蛋白质分离纯化中的应用打下基础。

１　材料与方法

１．１　标本来源　血源性 ＨＢｓＡｇ纯品由上海叶民生物技术有

限公司提供。

１．２　仪器与试剂　羧基磁珠与磁分离架分别由上海奥润微纳

新材料科技有限公司和无锡中德伯尔生物技术有限公司提供，

ＨＢｓＡｇ酶联免疫吸附试验（ＥＬＩＳＡ）试剂盒和ＢＣＡ蛋白质定

量试剂由沈阳惠明生物工程有限公司和天根生化科技有限公

司提供，瑞士ＴＥＣＡＮ酶标仪ＩｎｆｉｎｉｔｅＭ２００，以上试剂均在有

效期内使用，严格按说明书操作。

１．３　方法

１．３．１　影响磁珠吸附 ＨＢｓＡｇ的因素　取１ｍＬ血源性 ＨＢ

ｓＡｇ纯品，加入２００μＬ５ｍｇ／ｍＬ的磁珠和１８μＬ１ｍｍｏｌ／Ｌ氯

化锌，混匀后，在３７℃温箱中放置５ｍｉｎ，通过磁场分离磁珠，

吸出液体为吸附后溶液。改变磁珠用量、ＨＢｓＡｇ原始浓度、吸

附温度、吸附时间。ＢＣＡ 法测定吸附前、吸附后 ＨＢｓＡｇ的蛋

白含量，计算吸附量。判断影响磁珠吸附 ＨＢｓＡｇ的因素。

１．３．２　ＨＢｓＡｇ的洗脱　取某一浓度的血源性 ＨＢｓＡｇ纯品，

按上述方法进行磁珠吸附后，用１０ｍｍｏｌ／Ｌ磷酸盐缓冲液

（ＰＢＳ），ｐＨ５．０３次清洗磁珠，加入２５０μＬ１０ｍｍｏｌ／Ｌ的

ＮａＯＨ溶液，洗脱１ｍｉｎ后，通过磁场分离磁珠，吸出液体为洗

脱液。ＢＣＡ法测定吸附前、吸附后和洗脱液的 ＨＢｓＡｇ蛋白含

量，计算洗脱率。将洗脱液稀释１０万倍后，ＥＬＩＳＡ测定洗脱

液的稀释液和不同浓度（２、５、１０、１５、２０、２５、３０ｎｇ／ｍＬ）ＨＢｓＡｇ

标准品溶液 ＨＢｓＡｇ的吸光度（Ａ）。通过标准品浓度－Ａ值标

准曲线，计算洗脱液 ＨＢｓＡｇ的生物活性浓度占ＢＣＡ法检测

的洗脱液 ＨＢｓＡｇ浓度的百分比，即为洗脱液中 ＨＢｓＡｇ的生

物活性保留率。

１．３．３　判断吸附量与洗脱率　按以下公式计算：

Ｑ＝（Ｃ０Ｖ０－Ｃ１Ｖ１）／ｍ

洗脱率（％）＝Ｃ２Ｖ２／（Ｃ０Ｖ０－Ｃ１Ｖ１）×１００％

式中：Ｑ为吸附量（μｇ／ｍｇ）；ｍ为磁珠的质量（ｍｇ）；Ｃ０、

Ｃ１、Ｃ２ 分别为吸附前、吸附后和洗脱液的 ＨＢｓＡｇ浓度（μｇ／

ｍＬ）；Ｖ０、Ｖ１、Ｖ２ 分别为吸附前、吸附后和洗脱液的体积（ｍＬ）。

２　结　　果

２．１　磁珠用量　随着磁珠用量的增加，吸附的总蛋白逐渐增
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多，但单位磁珠的吸附量却减少。见图１、２。

图１　磁珠用量对吸附 ＨＢｓＡｇ总量的影响

图２　磁珠用量对 ＨＢｓＡｇ吸附率的影响

２．２　ＨＢｓＡｇ浓度　磁珠吸附 ＨＢｓＡｇ的量随 ＨＢｓＡｇ初始浓

度的增加而增多，在较低浓度范围（小于２００μｇ／ｍＬ）时，吸附

量随 ＨＢｓＡｇ浓度的增加而增多趋势比较明显；而在较高的浓

度范围（大于２００μｇ／ｍＬ），趋势变缓。见图３。

图３　ＨＢｓＡｇ浓度对 ＨＢｓＡｇ吸附率的影响

图４　温度对吸附 ＨＢｓＡｇ的影响

２．３　温度　随着温度增高，磁珠吸附 ＨＢｓＡｇ的能力也增强。

见图４。

２．４　吸附时间　磁珠吸附在５ｍｉｎ时达到峰值，但随着时间

延长能力有所降低，大约在３０ｍｉｎ时进入平台期。见图５。

２．５　ＨＢｓＡｇ的洗脱　磁珠吸附浓度为５２４．２４μｇ／ｍＬ的血源

性 ＨＢｓＡｇ纯品后，使用１０ｍｍｏｌ／ＬＮａＯＨ溶液洗脱 ＨＢｓＡｇ，

洗脱率是７１．０２％，活性保留率为８８．１５％。

图５　吸附时间对吸附 ＨＢｓＡｇ的影响

３　讨　　论

相对传统分离方法，蛋白质的磁分离技术有更多的优势。

而表面带有ＣＯＯＨ功能基团在蛋白质分离提纯中比较常用。

本研究通过磁珠用量、ＨＢｓＡｇ浓度、温度、吸附时间各方

面来探讨市场上广泛生产的带有羧基的聚合物磁珠吸附 ＨＢ

ｓＡｇ的性能。结果显示：（１）随着磁珠用量的增加，吸附 ＨＢ

ｓＡｇ的总蛋白量逐渐增多，但单位磁珠的吸附量却减少。磁珠

用量的增加使有限空间内磁珠的总表面积增大，从而促进了吸

附反应进行，但同时也大大降低了单个磁珠与 ＨＢｓＡｇ碰撞的

机会，导致单个磁珠吸附 ＨＢｓＡｇ的量降低。（２）磁珠吸附

ＨＢｓＡｇ的量随 ＨＢｓＡｇ初始浓度的增加而增多，在较低浓度范

围时，吸附量随 ＨＢｓＡｇ浓度的增加而增多趋势比较明显；而

在较高的浓度范围，吸附量随 ＨＢｓＡｇ初始浓度的增加而增多

的趋势变缓。随着 ＨＢｓＡｇ浓度的增加，磁珠表面所吸附的

ＨＢｓＡｇ分子也逐渐增加，直至达到饱和状态，此时虽然再增加

ＨＢｓＡｇ的初始浓度，但受磁珠表面积的限制，ＨＢｓＡｇ的吸附

量也不会发生太大的变化。（３）随着温度增高，磁珠吸附 ＨＢ

ｓＡｇ的能力也增强。可能是温度会影响 ＨＢｓＡｇ分子的布朗运

动，导致 ＨＢｓＡｇ与磁珠碰撞吸附行为的变化，低温（４℃）时，

ＨＢｓＡｇ吸附率略低，随温度升高，ＨＢｓＡｇ吸附率逐渐增大。

也可能是在ｐＨ接近中性的溶液中，磁珠吸附 ＨＢｓＡｇ的主要

驱动力是疏水作用，通常情况下，在一定温度范围内疏水作用

力会随温度升高而增强，导致磁珠吸附 ＨＢｓＡｇ增强。（４）磁

珠吸附在５ｍｉｎ时达到峰值，但随着时间延长能力有所降低，

大约在３０ｍｉｎ时进入平台期。可见磁珠在较短时间内吸附

ＨＢｓＡｇ达到饱和，但是随着时间延长又慢慢解离，直到进入平

衡状态。以上实验结果表明羧基磁珠能够吸附 ＨＢｓＡｇ，但不

稳定，易受磁珠用量、ＨＢｓＡｇ浓度、温度、吸附时间等多因素影

响，在实验过程中要严格控制实验条件。

使用１０ｍｍｏｌ／ＬＮａＯＨ 溶液洗脱 ＨＢｓＡｇ的洗脱率是

７１．０２％，活性保留率为８８．１５％。在一定ｐＨ条件下，羧基磁

珠带负电会与带正电的基团在二价离子的作用下，发生共价结

合，改变ｐＨ值会使结合上去的物质释放下来，因此被吸附在

磁珠上的 ＨＢｓＡｇ可以通过 ＮａＯＨ溶液洗脱下来。实验证实

磁珠吸附上的ＨＢｓＡｇ不但可以洗脱下来，而（下转第２９８１页）
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表１　两组患者治疗前后空腹血糖、总胆固醇以及三酰甘油变化情况比较（狓±狊，ｍｍｏｌ／Ｌ）

组别 狀

空腹血糖

治疗前 治疗后

总胆固醇

治疗前 治疗后

三酰甘油

治疗前 治疗后

对照组 ４５ ８．５±１．１ ８．４±１．０ ５．１±１．１ ５．０±１．２ １．３±０．７ １．３±０．６

治疗组 ４５ ８．４±１．２ ７．０±０．８ ５．０±１．２ ４．７±０．９ １．３±０．６ １．１±０．５

　　注：与对照组治疗后比较，犘＜０．０５。

２．２　观察组和治疗组患者疗效比较，见表２。

表２　两组患者疗效比较［狀（％）］

组别 狀 理想 良好 差 总有效率

对照组 ４５ １８（４０．０） １０（２２．２） １７（３７．８） ２８（６２．２）

治疗组 ４５ ３２（７１．１） ８（１７．８） ５（１１．１） ４０（８８．９）

　　注：与对照组比较，犘＜０．０５。

２．３　观察组和治疗组治疗不良反应情况比较　两组患者的不

良反应主要包括：胃肠道反应、踝部水肿、头痛和颜面潮红等。

其中对照组的不良反应例数为７例，占１５．６％，治疗组不良反

应例数为８例，占１７．８％。两组患者的不良反应发生率比较

差异无统计学意义（犘＞０．０５）。

３　讨　　论

随着人们生活水平的提高，高血压和糖尿病的发病率均迅

速增长，而糖尿病、高血压已成为导致终末期肾衰的主因。目

前，市场上降血压药物种类很多，降压效果也不错，但是许多降

压药不利于糖尿病的治疗。替米沙坦是一种新型的特异性的

血管紧张素Ⅱ受体拮抗剂。替米沙坦与 ＡＴⅠ受体亚型有很

高的亲和性，而阻断血管紧张素Ⅱ作用位点，从而降低醛固酮

水平，抑制ＡＴⅡ引起的血压升高
［７］。相关研究也表明，替米

沙坦在口服３个月后，可降低糖尿病合并高血压患者的空腹血

糖、胰岛素抵抗指数、糖化血红蛋白［８］。

综上所述，替米沙坦治疗糖尿病合并高血压可以明显改善

患者的空腹血糖、总胆固醇以及三酰甘油指标，改善患者临床

症状，治疗效果显著，不良反应少，值得临床上推广应用。
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且洗脱下来的 ＨＢｓＡｇ仍具有较好的抗原活性。在实验中发

现，如果没有加入二价离子磁珠是无法吸附蛋白质的。至于为

何要加入二价离子，有学者认为磁珠与二价金属溶液充分接触

后，形成表面螯合二价离子的磁性金属亲和载体，可选择性吸

附含组氨酸残基的蛋白质［８］。本次研究运用市场上广泛生产

的带有羧基的磁珠吸附血源性纯 ＨＢｓＡｇ，探讨磁珠吸附 ＨＢ

ｓＡｇ的性能，确定磁珠吸附蛋白质的机制，为磁珠吸附其他蛋

白质奠定基础。
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