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概述

层析工艺应用于不同血浆蛋白的纯化

白蛋白

免疫球蛋白

凝血因子

纤维蛋白胶

纤维结合蛋白

凝血酶

抗凝血酶Ⅲ

内容
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概述

血液制品主要指以健康人血液为原料采用生物学工艺或分离纯化技术制备的生物活性

制剂。

血液制品的制备方法有Cohn氏低温乙醇沉淀法离心法及压滤法层析法等。其中，应用

最多的是40年代发展起来的Cohn法以及改良法。随着生物技术的发展以及市场对产品多元

化及产品质量要求的不断提高，其它的分离手段如层析方法，逐渐在纯化工艺中得到了广

泛应用。

血液中主要蛋白及临床功能如下：





白蛋白的纯化

血浆白蛋白的分离与应用，始于上世纪40年代，由cohn等人所建立的低温乙醇沉

淀法。低温乙醇沉淀法是基于血浆蛋白组分在乙醇溶液中溶解度的差异而实现分离的。

该方法作为一项经典分离技术，虽然有较大的局限性，但其程序简单、溶剂价廉，适

于工业生产，并能有效保持蛋白的活性，所以曾几经改进，仍被广泛应用。

名称 分子量(KD) 等电点 正常含量(mg/dl)
4.6白蛋白（Albumin） 66 3500～5500



白蛋白纯化工艺（国内企业）

血浆
PH：7.0~7.2，乙醇加至8%
温度：-1.5℃~-2.0℃。离心

组分Ⅰ上清液 组分Ⅰ沉淀
PH：6.9~7.0，乙醇加至25%
温度：-4℃~-5℃。离心

组分Ⅱ+Ⅲ上清夜 组分Ⅱ+Ⅲ沉淀

（制备静丙）PH：6.0，乙醇加至40%
温度：-4℃~-5℃。离心

组分Ⅳ上清液 组分Ⅳ沉淀

PH：4.5，补加醋酸溶液，乙醇至40%
温度：-7℃~-9℃，离心

组分Ⅴ沉淀 组分Ⅴ上清液
注射用水溶解，PH：4.5。乙醇加至12%，温度：-2℃~-
3℃，过滤。

澄清过滤，超滤浓缩
纯化液

白蛋白原液
调整蛋白质20%，调整钠离子为150mmol/L，调整辛酸钠浓度为0.165 mmol/g
蛋白，PH：6.4~7.4

半成品
巴氏灭活；除菌分装；30℃孵放14天；一次灯检。

全检；二次灯检。

白蛋白成品

澄清过滤

滤液



白蛋白纯化工艺（马其顿）

人血浆 SephadexG-25C脱盐 优球蛋白沉淀

DEAE Sepharose FF CM Sepharose FF 55-57℃热处理

sephacryl S-200 60℃ 10小时 白蛋白

用此法生产的白蛋白纯度超过98%， 而且没有多聚体，二聚体≤1.5%，前激肽释放酶原

激活剂（PKA）低于10IU/ml（过高引起降压反应），铝离子含量也少于20μg/L，内毒素

<1IU/ml ， 完全符合FDA 和EU（欧洲药典）的要求。

注：优球蛋白是含有纤维蛋白原、纤溶酶原及其激活因子的复合物，它在低盐条件或酸性环境中可

沉淀。



白蛋白纯化工艺（澳大利亚CSL）

澳大利亚国民血清实验室CSL从1995年六月开始建成投产了世界上最大的层析法白蛋白

生产线，该生产线的年处理量为500吨血浆。

他们采用Cohn 法与层析法结合的工艺将FII+III上清脱盐沉淀优球蛋白后通过DEAE 

Sepharose FF、CM Sepharose FF 两步离子交换凝胶，一步Sephacryl S-200 High 

Resolution 凝胶过滤层析得到白蛋白制品。

从CSL的生产部经理Edward M. Smith先生在1999年第一届国际血液制品生物技术会议

上发表的论文可知，他们采用这种工艺四年来共投1400 吨血浆，没有一批污染热源和PKA

超标，主要得利于层析工艺生产的自动化控制减少了Cohn 法中的手工操作而来而且他们

还将层析工艺十分成功地运用于全低温乙醇法中因为热源PKA 以及小白点数超标的不合格

制品的回收。

他们的其它经验如下：



1 层析凝胶的使用寿命超过5年

2 因为层析技术的运用降低了最终产品的生产成本

3 建立一个层析工厂的资金花费与低温乙醇法厂相当但运行成本比低温乙醇法厂低

4 白蛋白的入库收率为24~26 g/L

5 研究表明扩大产生规模可以在不影响现有生产的情况下进行，只要加大层析柱的直径或

增加柱子的数目即可，而不必象Cohn 法车间需要对现有生产有太多次的中断才能完成

改造，层析技术是一种模块化的应用方法。

6 经验证明，增加新的制品生产线只需要在白蛋白工艺主线的分支上加入其它的层析柱即

可，CSL的IVIG层析生产线的增加就是一个完美的例子。这就更加坚定了CSL 的管理层

在未来使用层析技术生产其它血液制品的信心。在文章中他们还总结了层析法白蛋白

工艺的优势高纯度99.5% 低Al3 浓度10ppm 很低的热源及PKA 值工艺改进的可控性及

可预见性是未来技术发展的纽带。



分离程序 （作者）

人血浆
低温离心去冷沉淀

上清液组分
DEAE Bio-Sep FF柱Ⅰ

去杂蛋白及凝血因子

含白蛋白
和免疫球
蛋白组分

DEAE Bio-Sep FF柱Ⅱ

去杂蛋白及免疫球蛋白

含白蛋白组分

CM Bio-Sep FF柱Ⅲ

去杂蛋白组分

白蛋白

Bio-Sep 6FF

微量杂质

高纯白蛋白



分离色谱图

图1.低温离心后人血浆在DEAE Bio-Sep 
FF柱Ⅰ上的分离
平衡液: 0.02mol/L 醋酸缓冲液 (pH 6.0)
1.组分1-1：含白蛋白和免疫球蛋白等
2.组分1-2：杂蛋白（0.02mol/L 醋酸缓
冲液+0.1mol/l Nacl ，pH 6.0）
3.组分1-3：含一些凝血因子等蛋白
（0.02mol/L 醋酸缓冲液+0.3mol/l 
Nacl ，pH 6.0）

图2.组分Ⅰ-1在DEAE Bio-Sep FF柱Ⅱ上的分
离

平衡液: 0.02mol/L 醋酸缓冲液 (pH 5.2)
峰Ⅱ-1： 含免疫球蛋白等
峰Ⅱ-2：含白蛋白（0.025mol/L 醋酸缓冲

液 ，pH 4.5）
峰Ⅱ-3：杂蛋白（ 0.15mol/L醋酸缓冲液，

pH 4.0 ）



图3.组分Ⅱ-2在CM Bio-Sep FF柱Ⅲ上的分离
平衡液: 0.025mol/L醋酸缓冲液 pH 4.5
1.组分Ⅲ-1：白蛋白 （ 0.11mol/L 醋酸缓冲液， pH 5.5）
2.组分Ⅲ-2：杂蛋白（ 0.4mol/L 醋酸缓冲液，pH 8.0）

图4.  一些样品的SDS-聚丙烯酰胺凝胶电泳
1.人血浆，2.组分Ⅰ-1 ，3.组分Ⅱ-1， 4.组分Ⅱ-2 ，
5.组分Ⅲ-1（白蛋白），6.高纯白蛋白，7.商品白蛋白

图5.组分Ⅲ-1中白蛋白的HPLC分析



用分析型高效液相层析（HPLC）法测定组分Ⅲ—1样品中白蛋

白的含量（见上图），结果经过三步层析分离所制备的产品，其

白蛋白与白蛋白二聚体的含量为98.44%。已达到乃至超过市售商

品白蛋白纯度。

对经过四次层析后所得到组分Ⅳ进行分析该样品的纯度已接

近100%。

用考马斯亮兰染料结合法测定蛋白浓度，经计算蛋白的回收

率为91.4%。

http://image.baidu.com/i?ct=503316480&z=0&tn=baiduimagedetail&word=%D1%AA%BD%AC&in=22776&cl=2&cm=1&sc=0&lm=-1&pn=98&rn=1&di=134770612&ln=2000


免疫球蛋白的纯化

蛋白名称 分子量(KD) 正常含量(mg/dl) 等电点

1250

210

150

3

0.03

IgM 970

IgD 172~200

IgE 188~191

IgG 150

IgA 160
PH6.85～7.5

免疫球蛋白至少有五种（见下图）。这类蛋白构成了机体防御感染的体液

免疫系统，和细胞免疫系统一起，对机体抵抗外来病原物的侵袭，发挥极端重

要的作用。

正常免疫球蛋白又称丙种球蛋白，也称为多价免疫球蛋白，仅供肌肉注

射，若静脉注射会引起不良反应。改进工艺后消除补体活性制备成静脉丙球。



IVIG纯化工艺（国内企业）
血 浆

PH：7.0~7.2。乙醇加至8%
温度：-1.5℃~-2.0℃。离心

组分Ⅰ上清液 组分Ⅰ沉淀
PH：6.9~7.0。乙醇加至25%
温度：-4℃~-5℃。离心

组分Ⅱ+Ⅲ沉淀 组分Ⅱ+Ⅲ上清液

（制备白蛋白）
溶解并稀释

组分Ⅱ+Ⅲ溶解液
PH：5.5。乙醇加至20%
温度：-5℃~-5.5℃。离心

组分Ⅲ上清液 组分Ⅲ沉淀
PH：7.0。乙醇加至25%（﹤-15℃，50%乙醇）
温度：-6.5℃~-7.5℃。

组分Ⅱ沉淀
组分Ⅱ上清液（废弃）

溶解。PH：6.5。深层过滤。

离子交换层析纯化

超滤浓缩

纯化液

中间品

调pH，IgG含量。麦芽糖，23~25℃。
恒温低pH孵放21天。除病毒膜。

半成品

除菌分装。一次灯检。
全检。二次灯检。

静丙成品



IVIG纯化工艺（国际上，马其顿）

人血浆 SephadexG-25C脱盐 优球蛋白沉淀

DEAE Sepharose FF Q Sepharose FF

S/D处理 IVIG

用此法生产的IgG 成品的纯度大于99%， 而且只有<1% 的多聚体，PKA 低于10IU/ml ，精

氨酸特异性的蛋白酶活性低于1.5IU/L ，比市场上其它品牌的IgG 质量更优。精氨酸特异性

的蛋白酶是造成IVIG 长期放置特别是孵放后IgG水解产生裂解片段影响制品稳定性的主要原

因液剂IVIG尤其如此加入层析方法可以很好的解决这个问题同时还能降低IgA 的含量。

CM Sepharose FF

CM Sepharose FF



IVIG纯化工艺（Bayer corporation, USA）

拜耳公司是美国IgG 产量第一的血液制品生产企

业。他们通过研究开发了一种基于层析技术的IVIG 

生产工艺，工艺流程如右图：

FII+III 沉淀溶解后，使用辛酸的病毒灭活方

法，深层过滤，通过两个串联的离子交换柱吸附杂蛋

白：第一个柱子是强阴离子交换的Sepharose FF 凝

胶，用以吸附所有可检测到的白蛋白大多数的IgA 及

一些IgM ；第二个柱子是一种弱阴离子交换的

Sepharose FF 凝胶用来吸附剩余的IgM 和其它污染

物，过柱后的IgG 溶液经过脱盐浓缩、配制、除菌分

装等步骤，得到IVIG制品。



采用以上工艺的好处：

1.在原来低温乙醇工艺的基础上提高了50%的收率。

2.可以用Cohn法FII+III 为原料；

3.可以容易地整合进病毒灭活的方法；

4.能够放大到每批200Kg



免疫球蛋白纯化工艺（作者，仅供参考！）

人血浆
低温离心去冷沉淀

上清液组分
DEAE Bio-Sep FF柱Ⅰ

去杂蛋白及凝血因子

含白蛋白
和免疫球
蛋白组分

DEAE Bio-Sep FF柱Ⅱ

去杂蛋白及白蛋白

含免疫球蛋白组分

去杂蛋白组分

CM Bio-Sep FF柱

滤过液

微量杂质
免疫球蛋白

DEAE Bio-Sep FF柱Ⅲ



分离图谱及结果



凝血因子的纯化

正常血液凝固是一系列血浆凝血因子相继激活，最后形成纤维蛋白凝
块的过程。（以瀑布学说为基础的内、外源及共同途径凝血机理）





血友病的治疗经历过长期甚至充满磨难的过程。早期通过输新鲜全血或血浆治疗，但

因受到输入量的限制疗效并不理想。60年代中期Pool等报道了血浆冷沉淀富含因子Ⅷ活

性，揭开了凝血因子替代疗法的新纪元。

1967年，Hershgold首先分离出因子Ⅷ。后经研究，因子Ⅷ分子既有促凝分子Ⅷ：C，

可纠正甲型血友病的凝血异常，也有相关抗原ⅧR:Ag，可纠正血管性假性血友病的出血

时间。现已知甲型血友病人缺乏的Ⅷ：C与血管性假性血友病（von Willebrand’s disease, 

vWD）病人所缺乏的ⅧR:Ag（vWF）是两种不同的蛋白质，他们共同组成了因子Ⅷ复

合物。

因子Ⅷ复合物



凝血因子Ⅷ的纯化

血友病甲或所谓“经典”血友病是一种Ｘ染色体连锁的出血性疾病，其特点是凝

血因子Ⅷ(FⅧ)的缺乏。其分子病理是由于因子Ⅷ基因的缺陷。由于传统的FⅧ制剂纯度

不够高,且含有大量杂蛋白及存在病毒污染的可能,使许多病人产生病毒感染及引起发热、

溶血与免疫异常等副反应。因此,自上世纪80年代开始研究重点是如何提高FⅧ的纯度及

开发各种灭活病毒的方法。层析法的使用使FⅧ的质量得到大大提高。

名称 分子量(KD) 等电点 正常含量(mg/dl)

FⅧ 约2000 0.1～1



高纯FVIII的纯化（丹麦）

丹麦的Hema Sure Denmark A/S 工厂自1993年以来

采用全层析工艺生产高纯FVIII 商品名Nordiate方法如

下：

新鲜冰冻血浆融化后通过Sepharose 4 FF凝胶过

滤柱，得到初纯的FVIII，此步骤可以获得60％～70％

纯的FVIII，回收比传统的冷沉淀法高40％～50％的收

率．通过QSepharose FF去除混入的IgG 和Albumin后，

接着进行S/D法灭活脂包膜病毒，用SP Sepharose FF 

去除残留S/D及进一步纯化，经过脱盐、超滤浓缩和冻

干后，80℃ 72小时灭活病毒，得到制品。整个工艺可

以得到200IU FVIII/L血浆的高收率和比活为300IU 

FVIII/mg蛋白的高纯FVIII。



高纯FVIII的纯化（瑞典）



vWF的纯化（法国里尔 T.Burnouf）



凝血酶原复合物的纯化

人凝血酶原复合物( Prothrombin Complex Concent rate , PCC) 是一种供静脉

输注,促进血液凝固的止血制剂,含有凝血因子II(凝血酶原) 、凝血因子VII (稳定因

子) 、凝血因子IX(抗乙型血友病因子) 和凝血因子X(自身凝血酶III) 。这是一组依

赖维生素K 在肝脏合成的凝血因子,因而也称为“维生素K依赖因子”。PCC 属糖蛋白,

分子中均含有特殊的氨基酸残基———γ羧基谷氨酸( Gla) , Gla 是可以与钙离子结

合的氨基酸,它的存在使依赖维生素K凝血因子具有与金属离子结合的性质。依赖维生

素K凝血因子与钙离子结合后发生构象改变,从而显露出与磷脂膜结合的特征,并进而参

与血液凝固过程。依赖维生素K 凝血因子都是丝氨酸蛋白酶(原) ,它们的催化区在结

构和氨基酸顺序上与糜蛋白和胰蛋白酶同源。



PCC（凝血酶原复合物）主要用于治疗乙型血友病、肝脏疾病等。在国内，由于肝炎发

病率很高，因而大量应用在临床肝脏出血的病人，随着医生的认同，PCC的使用量正在逐年

增加。在高纯FIX的工艺流程中去除亲和层析步骤，即是很好的PCC生产工艺，生产中的关

键是防止凝血酶的激活。



PCC分离工艺

最早pcc的纯化多用无机盐吸附，如上世纪五六十年代采用磷酸钙、氢氧化铝吸附。

自七十年代开始采用层析技术，如DEAE-cellulose、DEAE-Sephadex A50等阴离子交

换剂的使用，可使PCC中FⅨ含量达到23～29IU/ml，特异活性一般在0.7～1.0 

IU/mg，相当于从血浆中纯化了50～100倍。该类工艺较多，现仅以美国红十字血液研

究实验室Wickerhauser M. 1972年发表的工艺为例说明。





高纯FIX分离工艺(法国)

缺乏FIX 的乙型血友病病人需长期输注凝血酶原复合

物作治疗，但是该复合物中的一些致血栓性物质可能引起

广泛性静脉血栓，因此，不含其他凝血因子如FII、FVII

和FX的高纯度FIX成品需求尤为逼切。层析技术使生产高

纯度FIX的浓缩产品变为可行。

1989年，法国里尔输血中心（CRTS，Lille France）

的Burnouf及Michalsk等介绍了一种已在大规模生产中应

用的包括病毒灭活工艺在内的三步层析法（如右图），平

均可从1 L血浆中提得320±28IU的FⅨ，平均特异活性达

119±10 IU/mg，FⅨ：Ag约占蛋白总量的75%，提纯度相

当于血浆的7000倍，并在法国获准生产。

层析工艺工艺的加入，一方面缩短了生产过程，提高

了产品的纯度、活性；另一方面和灭活工艺结合，有效去

除了病毒。



高纯FIX分离工艺(澳大利亚CSL公司)



实际生产流程如左图，FⅨ从粗PCC中纯化而来。纳米

膜过滤实际包含两个过程，分别是35nm和15nm过滤.

产品在保证比活的情况下总回收率可达80~90%。

该文章结果表明，强阴离子交换剂对病毒无吸附，而

弱阴离子交换剂DEAE有2log的保留，说明病毒的色谱保留

很复杂，不仅仅受电荷、等电点及颗粒大小的影响。



高纯FIX分离工艺(作者)

人体血浆
低温离心去冷沉淀

上 清 液 组 分

DEAE Bio-Sep FF 柱Ⅰ

去白蛋白及免疫球蛋白等

凝血酶原复合物（PCC）组分

去杂蛋白等

DEAE Bio-Sep FF柱Ⅱ

含凝血因子组分

肝素 Bio-Sep FF柱Ⅲ

去杂蛋白组分

凝血因子Ⅸ（FⅨ）



纯化结果

图1.第1步层析：低温离心后人血
浆在DEAE Bio-Sep FF柱Ⅰ上的分
离

组分1-1：含白蛋白和免疫球蛋白

等；组分1-2：杂蛋白；组分1-3：

凝血酶原复合物（PCC）

图2.第2步层析：组分Ⅰ-3在DEAE 

Bio-Sep FF柱Ⅱ上的分离

组分Ⅱ-1，杂蛋白；组分Ⅱ-2，杂蛋

白；组分Ⅱ-3，含凝血因子组分（主

要含凝血因子Ⅱ、Ⅸ、Ⅹ等）；



图3. 第3步层析： 组分Ⅱ-2在肝素

Bio-Sep FF柱Ⅲ上的分离

组分Ⅲ-1，杂蛋白（含Ⅱ因子）；组

分Ⅲ-2，杂蛋白（含Ⅹ因子）；组分

Ⅲ-3、Ⅲ-4、Ⅲ-5均含有凝血因子Ⅸ

Specific activity（IU/mg） Purification multiple

Plasm
aFractionⅠ-3

FractionⅡ-3

FractionⅢ-3

FractionⅢ-4

FractionⅢ-5

0.02
61.26

10.3
499.4
019.8
0

2.63

1

48
101

398

3823

761

结论：

经过一步阴离子交换层析，所得含凝血因子组分的凝血酶原复合物(简称PCC)，其FⅨ的比

活（1.26 IU/mg）已经超过我国2005版药典中对凝血酶原复合物（PCC）中Ⅸ因子含量不

低于0.3 IU/mg蛋白的要求，经过三步层析分离，所得到目标产品FⅨ组分的比活值（99.4 

IU/mg），已超过欧洲药典中关于高纯度FⅨ制剂比活值不低于50 IU/mg的标准。从目标纯

度的电泳分析结果中，也同样说明本实验已达到预期的纯化目的。



从层析过程的洗脱曲线和相应洗脱组分的定性检测结果看出，在第一、二步层析中，

目标蛋白FⅨ都分别地集中在组分Ⅰ-3和Ⅱ-3中，没有发现流失现象，而且组分谱图显

示出有较高的分离度。这无疑为进一步的分离纯化提供了甚为有利的条件。在弱阴离子

交换层析中，如图1，2所示那样，人血浆中凝血系统的诸蛋白都基本上在最后被洗脱

出，所以利用此方法从血浆中分离含有凝血因子Ⅱ、Ⅶ、Ⅸ、Ⅹ的PCC制剂，是完全可

行的。从第三步肝素亲和层析的结果来看，虽然由于一些组分的含量低而谱图峰形较

小，但仍然是清晰可辨，从制备技术上仍可有效的分段收集其洗脱组分。本实验在分离

纯化FⅨ的同时，也对其他凝血因子进行了跟踪检测，发现这些蛋白在层析过程中均有

不同程度的富集，例如凝血因子Ⅱ和Ⅹ分别在组分Ⅲ-1和Ⅲ-2中的比活都很高，显然此

类结果也为其它凝血因子的分离纯化提供了参考依据。

FⅨ在血浆中属于微量组分，欲获得高纯度的产品，无疑是很困难的。从现有文献的报

道情况来看，无论采用那种纯化制备方法（包括不同分离模式组合的全层析方法），目

标蛋白的回收率均不太高，本次实验也同样存在此类问题。另外，本实验主要侧重于分

离方法的建立与考察，在分离过程中并未加入病毒灭活步骤。所以在分离过程中如何提

高目标蛋白的回收率，如何有效地实施病毒灭活，尚待进一步研究。



纤维蛋白胶

纤维蛋白胶（Fibrin Glue）简称FG或（Fibrin Sealant）简称FS，是以纤维

蛋白原及凝血酶为主要原料的医用粘合胶。现在广泛应用于外科各领域，如止血、

实质性脏器的粘合、吻合口瘘的防治等均显示其良好的性能。主要成分为纤维蛋白

原、凝血酶、Ca2+,此外还有因子ⅩⅢ、纤维连接蛋白及少量Ⅱ、Ⅴ、Ⅸ等其它凝

血因子。



名称 分子量(KD) 等电点 正常含量(mg/dl)
纤维蛋白原（Fg） 330~340 5.5 200～450
人凝血酶原（FⅡ） 72 4.2 5～10

文献中数据
出入较大，
仅供参考。

5.0~5.5

备注

牛凝血酶 70~72

http://www.luoxiao.net/wlkt/Article/lx/wlkt/kx/kjzg/yybj/sourcecontent/3-25.htm


纤维蛋白原的纯化

纤维蛋白原(Fib) 是血浆中含量最高的一种凝血蛋白,由肝细胞和巨核细胞合成,是急

性蛋白之一,同时也是血浆中最早分离出来的一种可溶性糖蛋白。

商品Biocol制剂的制备工艺如下：

全血浆于37℃融化，以预冷的10%乙醇作6小时以上沉淀处理，离心分得Fg浓缩物。

该浓缩物再溶于中性pH Tris/枸橼酸盐/赖氨酸缓冲液，并用有机溶剂/表面活性剂（S/D）

作病毒灭活处理，然后在4 ℃再用预冷乙醇作10~12小时的第二次10%乙醇沉淀。这次处

理可提高Fg纯度及除去S/D。产生的沉淀再溶于中性pH Tris/NaCL缓冲液中，并用超滤

浓缩法调节蛋白浓度，然后除菌过滤、分装冻干。



凝血酶的纯化

凝血酶(Thombin）是在血液凝固系统中起重要作有的丝氨酸蛋白水解酶，是凝血酶

原经凝血酶原激活物激活而成，具有较高的专一性，是近年来国内开发的一种新型速

效局部止血药。

制备凝血酶的原料多为牛、猪和人的血浆。另外，还有从鸵鸟和鲑鱼的血液分离凝

血酶的报道。凝血酶分离纯化过程包括血浆的预处理、凝血酶原的提取、凝血酶原的

激活和粗凝血酶的获得及凝血酶的纯化。

目前凝血酶原的制备方法主要有柠檬酸钡吸附法、氢氧化镁吸附法和等电点沉淀法3

种。凝血酶原激活后得到的粗酶液中含有其他的一些凝血因子，因此需要进一步的纯

化。目前纯化凝血酶主要采用离子交换层析，凝胶层析和亲和层析。



离子交换：

前面提到凝血酶的等电点在5．0～5．5。在pH>5．5的条件下，凝血酶分子带负

电，因此可用阴离子交换剂对其进行纯化，但文献多见使用葡聚糖及纤维素介质，如

下：

辛春艳等利用DEAE一52离子交换层析纯化、等电点沉淀法制备的粗凝血酶，所得凝

血酶的比活为64．31NIHU／mg， 得率为2058NIHU／L。许长法等利用DEAE一纤维素柱

和磷酸纤维素柱分离纯化粗凝血酶液。粗酶液先用DEAE一纤维素柱分离，再用磷酸纤

维素柱纯化，再经SephadexG一100凝胶过滤，得到凝血酶电泳纯，比活力为1610NIHU

／mg，酶活力回收率为48．1％。肖丽霞等用DEAE纤维素(DE32)柱层析和SephadexG一

100分子筛层析从猪血浆中纯化得到猪凝血酶，酶比活力为2000U／mg，纯化倍数为

100，酶活力回收为56％。

亲和层析：

凝血酶与低分子量肝素之间有特异性的作用。利用它们之间的特异性亲和作用，

可以将低分子量肝素固定载体上，对凝血酶进行亲和层析纯化。据现有的报道，该法

用于凝血酶分离纯化，使用的亲和载体有壳聚糖、琼脂糖4B、Sepharose CL一6B；



王海亭等利用Sepharose CL一6B

作为亲和载体，溴化氰活化后结肝

素制得亲和层析介质，对猪凝血酶

粗酶进行纯化。使其比活提高了

32．5倍，回收率为50．6％（色谱

图如下）。

肖丽霞等作了壳聚糖和琼脂糖4B

两种不同的亲和吸附剂地猪凝血

酶分离纯化效果的比较（结果如

右）。



纤维结合蛋白（Fibronectin,Fn）

Fn 是存在于细胞表面和血浆中的高分子

糖蛋白。血浆Fn是二聚体，两个亚基在C末端

附近通过半胱氨酸残基籍二硫键相连。细胞

性Fn以二聚体或多聚体形式存在于许多细胞

表面。Fn在治疗疱疹性角膜炎所致的角膜溃

疡疱疹及外伤性角膜糜烂糖尿病、患者晶状

体摘除后角膜上皮损伤等角膜病有显著疗效。

经研究，Fn分子有和明胶、肝素、纤维蛋

白 结合的区域，采用Gelatin Sepharose

Heparin Sepharose 亲和层析法可以从血浆

或冷沉淀中提取纯化Fn，当然还需要加入病

毒灭活步骤。



抗凝血酶III (AT-III)

肝素是一种带负电荷的多聚物,是AT-Ⅲ的辅因子,又是许多凝血因子的抑制剂,因此通过静

电和亲和相互作用可分离血浆中的很多因子。

第一个用亲和层析技术从血浆中分离成功的蛋白是AT-Ⅲ。AT-Ⅲ最初主要是通过氢氧化铝

或磷酸钙等的吸附来制备,不仅费时费力,收率低,且只得到半纯品(Abildgaard,1968)。1974

年,Miller.Andersson等首次以heparin-Sepharose 4B亲和层析纯化了AT-Ⅲ,为以后的大规模

制备奠定了基础。之后的分离都是以肝素亲和层析为核心,辅以其他蛋白纯化技术,得到纯度、

活性均较高的AT-Ⅲ制品。

AT-III被用于治疗先天性或后天性AT-III 缺乏症患者，目前普遍采用Heparin Sepharose

FF从CohnIV沉淀或去除FIX、FVIII的血浆中提取的方法工艺如下：

名称 分子量(KD) 等电点 正常含量(mg/dl)

AT-III 56 30



抗凝血酶III纯化工艺



抗凝血酶III纯化工艺(瑞典) 



层析在血浆蛋白分离中的应用（T.Burnouf）

从上面的实例中可以看出，层析技术可在多数蛋白的分离纯化中得到

应用，有些甚至起到别的方法无法替代的作用。
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