
·检验技术与方法·

双亲和柱分离纯化高纯度抗体Ｆａｂ酶切片段


戚大梁，王　强，易维京△

（中国人民解放军第八二医院一四九临床部，江苏连云港２２２０４２）

　　摘　要：目的　建立利用抗原亲和柱及蛋白 Ｇ亲和柱纯化抗体木瓜蛋白酶酶切产物中高纯度Ｆａｂ片段的方法。方法　以抗

体对应的抗原蛋白与ＮＨＳａｃｔｉｖａｔｅｄＳｅｐｈａｒｏｓｅ４ＦａｓｔＦｌｏｗ活化偶联填料偶联制备抗原免疫亲和层析柱，将抗体木瓜蛋白酶酶切

产物分别通过蛋白 Ｇ柱及抗原亲和柱制备抗体的Ｆａｂ片段。通过ＳＤＳＰＡＧＥ电泳、ＥＬＩＳＡ测定及临床类风湿因子阳性血清的

干扰实验鉴定其制备效果。结果　抗体木瓜蛋白酶酶切产物分别通过蛋白 Ｇ柱及抗原亲和柱后可以依次去除抗体Ｆｃ片段及未

切开的抗体、木瓜蛋白酶及失活的Ｆａｂ抗体片段，最终获得高纯度、高活性的Ｆａｂ抗体片段。ＳＤＳＰＡＧＥ电泳、ＥＬＩＳＡ测定抗体

Ｆｃ段被完全去除，双抗夹心ＥＬＩＳＡ检测能消除类风湿因子阳性血清导致的假阳性。结论　成功建立了双亲和柱分离纯化抗体

Ｆａｂ片段的方法，该方法适用于快速、高质量、大规模制备Ｆａｂ抗体片段。
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　　单克隆抗体技术是１９７５年英国科学家 Ｍｉｌｓｔｅｉｎ和Ｋｏｈｌｅｒ

所发明，目前广泛应用于临床治疗及诊断领域，是免疫学领域

的重大突破［１］。鼠源性单克隆抗体经常需要切除其Ｆｃ段以减

少免疫治疗过程中的人抗鼠反应（ＨＡＭＡ）及临床检测时导致

的假阳性干扰［２３］。木瓜蛋白酶能水解ＩｇＧ的部位是在铰链区

二硫键连接的２条重链的近 Ｎ端，裂解后可得到３个片段，２

个相同片段称为抗原结合片段（Ｆａｂ）及１个可结晶片段（Ｆｃ）。

抗体经木瓜蛋白酶酶切后需要分离Ｆａｂ片段及Ｆｃ片段，并除

去加入的木瓜蛋白酶才能使用。目前，常用的方法是通过蛋白

Ｇ／Ａ除掉Ｆｃ段后采用凝胶过滤的方式通过相对分子质量大

小进行分离，该方法比较费时，一次只能处理１～２ｍＬ样本，

不适于大规模制备［４］。也有报道通过蛋白Ａ和蛋白Ｇ不同亲

和部位不同进行快速亲和纯化分离，但该方法并不适用于不同

抗体亚类的鼠单克隆抗体［５］。本文介绍的通过抗原亲和柱及

蛋白Ｇ亲和柱纯化的方式建立的Ｆａｂ制备方案，不仅弥补以

上方案的缺点，同时具有去除非特异性抗体及失活抗体片段的

作用，极大的提高了Ｆａｂ抗体的质量，是一种较为完美的解决

方案。

１　材料与方法

１．１　材料　实验所使用的ＮＴｐｒｏＢＮＰ鼠单克隆抗体６Ｃ７和

３Ｂ７（亚类均为ＩｇＧ１）及所对应的ＮＴｐｒｏＢＮＰ重组蛋白均由第

三军医大学临床生化教研室提供，血清标本收集于本院检

验科。

１．２　试剂　蛋白 ＧＳｅｐｈａｒｏｓｅＦａｓｔＦｌｏｗ 及 ＮＨＳａｃｔｉｖａｔｅｄ

Ｓｅｐｈａｒｏｓｅ４ＦａｓｔＦｌｏｗ活化偶联填料购自Ａｍｅｒｓｈａｍ公司；生

物素化试剂购及 ＨＲＰ标记的亲和素购自Ｐｉｅｒｒｃｅ公司；ＨＲＰ

标记的山羊抗小鼠购自北京中杉金桥生物技术有限公司；小牛

血清为四季青公司产品；ＢＳＡ购自北京鼎国生物技术有限公

司；其他试剂均为分析纯，实验用水为去离子双蒸水。

１．３　方法
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１．３．１　抗原免疫亲和柱的制备　严格按照 ＮＨＳａｃｔｉｖａｔｅｄ

Ｓｅｐｈａｒｏｓｅ４ＦａｓｔＦｌｏｗ偶联填料说明书操作步骤进行：将２０

ｍｇ的ＮＴｐｒｏＢＮＰ重组蛋白完全溶于１０ｍＬ的偶联缓冲液

（０．２ｍｏｌ／ＬＮａＨＣＯ３，０．５ｍｏｌ／ＬＮａＣｌ，ｐＨ８．３）中。取５ｍＬ

的活化填料置于层析管中，用冰冷的１ｍｍｏｌ／Ｌ稀盐酸冲洗填

料去除保护溶剂，将溶好的蛋白液加入填料密封于４℃过夜。

次日，流出蛋白液并收集，交替使用缓冲 Ａ（０．５ｍｏｌ／Ｌ乙醇

胺，０．５ｍｏｌ／ＬＮａＣｌ，ｐＨ８．３）及缓冲Ｂ（０．１ｍｏｌ／Ｌ醋酸，０．５

ｍｏｌ／ＬＮａＣｌ，ｐＨ４．０）反复冲洗填料，至少５次，之后将填料保

存于ＰＢＳ中备用。测定偶联后的蛋白浓度及体积便可以测定

偶联效率。

１．２．２　抗体木瓜蛋白酶的酶切　抗体最佳酶切条件的摸索采

用《分子免疫学实验指南》提供的方法进行，获得最佳酶切条件

后即可进行大规模抗体酶切［４］。取２０ｍｇＮＴｐｒｏＢＮＰ６Ｃ７抗

体溶于１０ｍＬＰＢＳ中，加入１０ｍＬ含有０．１ｍｇ／ｍＬ木瓜蛋白

酶的缓冲液（０．０２ｍｏｌ／ＬＥＤＴＡ，０．０２ｍｏｌ／Ｌ半胱氨酸的ＰＢＳ

溶液，现配现用），置于３７℃的水浴箱中孵育２ｈ即可。

１．２．３　酶切产物的纯化分离　将抗体的木瓜蛋白酶酶切产物

用ＴｒｉｓＨＣｌ（１．０ｍｏｌ／Ｌ，ｐＨ８．０）调节ｐＨ到７．５～８．０，通过

蛋白Ｇ柱收集流出蛋白（蛋白Ｐ１），ＰＢＳ充分平衡层析柱后，用

ＨＣｌ甘氨酸（０．１ｍｏｌ／Ｌ，ｐＨ２．７）洗脱蛋白（蛋白Ｐ２），收集的

蛋白Ｐ１直接通过抗原亲和柱收集流出蛋白（蛋白Ｐ３），ＰＢＳ充

分平衡层析柱后，用 ＨＣｌ甘氨酸（０．１ｍｏｌ／Ｌ，ｐＨ２．７）洗脱蛋

白（蛋白Ｐ４），蛋白Ｐ４用ＴｒｉｓＨＣｌ（１ｍｏｌ／Ｌ，ｐＨ８．０）调节ｐＨ

到７．５～８．０，透析于ＰＢＳ中分装即可。

１．２．４　Ｆａｂ抗体片段的鉴定　Ｆａｂ抗体的鉴定包含两方面，

一是Ｆｃ段是否完全切除，二是制备的Ｆａｂ是否就有活性，均可

采用ＥＬＩＳＡ法进行测定。抗体Ｆｃ段测定方法：按５μｇ／ｍＬ包

被ＮＴｐｒｏＢＮＰ重组蛋白，用０．１％的ＰＢＳＴ溶液分别将未酶

切的全抗体及Ｆａｂ抗体稀释一系列不同的稀释度，加入包被板

在３７℃孵育１ｈ，洗板后与抗体稀释液稀释的 ＨＲＰ标记山羊

抗小鼠（Ｆｃ特异性）反应，洗板ＴＭＢ显色后测定ＯＤ４５０，评价测

定效果。抗体活性测定方法：将等量的未酶切全抗体及Ｆａｂ抗

体用生物素化试剂进行生物素化（参照说明书进行）。按５μｇ／

ｍＬ包被ＮＴｐｒｏＢＮＰ重组蛋白，用０．１％的ＰＢＳＴ溶液分别将

生物素化的全抗体及Ｆａｂ抗体稀释一系列不同的稀释度，加入

包被板在３７℃孵育１ｈ，洗板后与抗体稀释液稀释的 ＨＲＰ标

记亲和素反应，洗板ＴＭＢ显色后测定ＯＤ４５０，评价测定效果。

１．２．５　类风湿因子阳性血清的干扰实验　检测使用的血清均

经过ＲｏｃｈｅＥｌｅｃｓｙｓＥ１７０系统及专用试剂测定，以大于１２５

ｐｇ／ｍＬ判断为阳性。共测定阴性标本及阳性标本各２４份，另

外测定２４份类风湿阳性血清。建立６Ｃ７未酶切抗体和其Ｆａｂ

抗体与配对抗体３Ｂ７的双抗夹心ＥＬＩＳＡ法检测 ＮＴｐｒｏＢＮＰ

血清及重组校准品。按４μｇ／ｍＬ包被 ＮＴｐｒｏＢＮＰ６Ｃ７抗体

及对应抗体Ｆａｂ片段，用含１％的小牛血清ＰＢＳ液封闭后即可

使用。检测时每孔加入５０μＬ血清或校准品，再加入抗体稀释

液稀释的 ＨＲＰ标记的３Ｂ７抗体５０μＬ，震荡混匀后，３７℃孵

育１ｈ，洗板ＴＭＢ显色后测定ＯＤ４５０。

２　结　　果

２．１　抗原免疫亲和柱偶联效果　经Ｌｏｗｒｙ法测定收集的偶

联后液体中蛋白浓度为１０２μｇ／ｍＬ，总体积为１５．５ｍＬ，通过

偶联效率计算公式：偶联效率＝（蛋白总量－未偶联蛋白）÷蛋

白总量×１００％。计算获得偶联率为９２．１％，平均每毫升的偶

联填料中偶联蛋白３．６８ｍｇ。

２．２　酶切产物的纯化分离　酶切产物通过蛋白 Ｇ柱纯化后

收集流出蛋白Ｐ１及洗脱蛋白Ｐ２（图１ａ）。Ｐ１主要成分为Ｆａｂ

抗体、木瓜蛋白酶、失活的抗体及片段；Ｐ２的主要成分是切的

Ｆｃ片段及未切开的抗体。Ｐ１经过抗原亲和柱纯化后获得流

出蛋白Ｐ３及洗脱蛋白Ｐ４（图１ｂ）。Ｐ３成分为木瓜蛋白酶、失

活的抗体及片段；Ｐ４即为最终的Ｆａｂ抗体。将Ｐ４与完整ＩｇＧ

变性ＳＤＳＰＡＧＥ电泳鉴定：抗体轻链位置相同，抗体重链完全

切除Ｆｃ段相对分子质量由４０×１０３ 减少到２０×１０３（图２）。

　　ａ：蛋白 Ｇ纯化监测图；ｂ：抗原亲和柱纯化监测图。

图１　　抗体酶切纯化监测图

　　１、２：为完整ＩｇＧ抗体；３、４：Ｆａｂ抗体；Ｍ：蛋白相对分子质量标

记物。

图２　　Ｆａｂ抗体变性ＳＤＳＰＡＧＥ电泳鉴定结果

２．３　Ｆａｂ抗体片段的鉴定　间接ＥＬＩＳＡ检测抗体Ｆｃ片段显

示：完整ＩｇＧ分子显色（Ａ排）而Ｆａｂ抗体完全不显色（Ｂ排），

说明Ｆｃ特异性的 ＨＲＰ标记山羊抗小鼠不与Ｆａｂ结合，证明

Ｆａｂ抗体中Ｆｃ被完全切除。间接ＥＬＩＳＡ检测抗体免疫活性

显示：完整ＩｇＧ分子显色和Ｆａｂ抗体均显色，且显色效果一致，

证明Ｆａｂ抗体保持了较好的抗原结合活性。见附图１（见《国

际检验医学杂志网站主页“论文附件”》）。

２．４　类风湿因子阳性血清的干扰实验　三种不同检测方法在

检测ＮＴｐｒｏＢＮＰ阳性血清及阴性血清时结果一致，未出现漏

检及假阳性情况。但在２４例类风湿因子样本中，完整ＩｇＧ分

子６Ｃ７配对中出现１０例阳性结果，而在ＲｏｃｈｅＥ１７０验证仅有

２例为阳性，其余８份均为假阳性，６Ｃ７切除Ｆｃ段以后配对仅

检测出２例阳性，与ＲｏｃｈｅＥ１７０检测结果一致，因此切除Ｆｃ

段后能消除类风湿因子对检测的干扰。

３　讨　　论

在单抗使用中常需要其进行改造，最常见是切除Ｆｃ段以

减少治疗过程中导致的人抗鼠反应及诊断过程的假阳性问题。

Ｆａｂ及Ｆ（ａｂ）２是最常见的抗体片段，分别由木瓜蛋白酶及胃

蛋白酶酶切获得。虽然Ｆ（ａｂ）２保持ＩｇＧ二价结合优于Ｆａｂ抗
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体，但Ｆａｂ抗体Ｆｃ切除更完全、分子量更小易穿透等优点使其

在医学上使用更加广泛［６］。我国首个抗体药物即是由一株肝

癌单克隆抗体Ｆａｂ片段与碘１３１偶联的偶合物
［７］。

Ｆａｂ是由木瓜蛋白酶水解ＩｇＧ的铰链区二硫键连接的２

条重链的近Ｎ端获得，其酶切过程受缓冲环境、ｐＨ 及温度的

影响［８］，一般先通过小规模酶切摸索最佳的酶切条件。酶切条

件选择的一般条件是在相同酶切效果下最低的木瓜蛋白酶溶

度及最短的酶切时间，因为过度酶切会影响Ｆａｂ的产量及活

性。抗体经酶切后的Ｆａｂ分离一般均采用传统的蛋白Ｇ／Ａ亲

和层析及凝胶过滤或离子交换的方式，本文介绍的纯化方式与

之比较具有以下优势：（１）操作快速简单，凝胶过滤每次处理及

上样至少需要６ｈ以上，且需要专业的纯化设备。亲和层析纯

化每步完成仅需半小时，手工及仪器均可完成。（２）适合大规

模制备，凝胶过滤每次上样体积限制２～５ｍＬ，最大每次处理

数十毫克的抗体，本方法仅需扩大亲和柱体积，即可完成克级

抗体的处理。（３）Ｆａｂ抗体质量更高，双亲和层析法不仅可以

完全去除Ｆｃ片段及加入的木瓜蛋白酶，还能去除酶切失活的

Ｆａｂ抗体及腹水制备过程中混入的“杂抗体”，达到二次纯化效

果，这是其他纯化方式无法完成的。

ＮＨＳａｃｔｉｖａｔｅｄＳｅｐｈａｒｏｓｅ４ＦａｓｔＦｌｏｗ 活化偶联填料是

Ａｍｅｒｓｈａｍ公司的产品，是一种平均粒径９０μｍ的，含１６～２３

μｍｏｌＮＨＳ／ｍＬ活化基团的高效偶联填料，广泛应用于各类蛋

白质相互作用研究及蛋白纯化研究［９１０］。本研究选用该填料

是利用其以下优点：（１）高偶联率，制备的抗原亲和柱平均每毫

升的偶联填料中偶联蛋白３．６８ｍｇ，偶联率为９２．１％，５ｍＬ填

料理论结合对应抗体达１００ｍｇ，适合大规模制备。（２）高稳定

性，ＮＨＳａｃｔｉｖａｔｅｄＳｅｐｈａｒｏｓｅ偶联蛋白后非常稳定，偶联分子

不易脱落，即使在在苛刻洗脱条件下也能保持稳定，避免脱落

的偶联分子对制备的Ｆａｂ抗体的污染。此外，耐高压及易清洗

的特点利于填料的反复使用，适用于科研及生产。

本文成功建立了一种简单易行的抗体分离纯化抗体Ｆａｂ

片段的方法，该方法不仅操作简单，而且能提高纯化Ｆａｂ抗体

片段的纯度及亲和力，适用于科研或者生产中快速、高质量、大

规模制备Ｆａｂ抗体片段。
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