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采用非亲和纯化方法从人血清中制备获得高纯度转铁蛋白"
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$!并用此为免疫抗原免疫

新西兰大白兔!验证
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蛋白的免疫原性%方法
"

首先采用两步硫酸铵沉淀法从血清中粗纯
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蛋白!再用

两步阴离子交换层析柱进行纯化!最终得到
6$b

%结果
"

6$b

蛋白的聚丙烯酰胺凝胶电泳法"
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$纯

度与外购纯品相当!且高效液相色谱"
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$纯度达到
*3+>?

!纯化回收率为
7>+3?

%对于同一批
6$b

样品!

6$b

检测试剂盒"免疫法$测得的活性浓度与紫外分光光度计法测得的蛋白浓度比值"
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$约为
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!说明制备

的
6$b

与免疫检测试剂盒中的
6$b

抗体具有良好的抗原反应性%最后用纯化样品免疫新西兰大白兔!经过
.

次免疫后的抗血清效价滴度达到
&h&)>---

!说明制备的
6$b

具有良好的免疫原性%结论
"

制备的高纯度

6$b

具有良好的抗原反应性及免疫原性!可用于动物免疫以制备抗
6$b

抗体!为配制
6$b

检测试剂"免疫法$

提供良好的原料基础%
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转铁蛋白'

6$b

*是一种肝脏合成的单链糖基化

蛋白-电泳分类为
&

C

球蛋白-由
373

个氨基酸残基组

成-相对分子质量约为
7*_&-

4

(
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,近年来的研究表

明-人体血清
6$b

水平的变化对许多疾病具有鉴别

诊断价值-如肝肾疾病.全身感染.糖尿病.癌症.创伤

等(

4C,

)

,因此建立灵敏.特异.准确.简便的人血清

6$b

水平测定方法对进一步探讨
6$b

的功能及其在

临床诊断中的应用具有重要意义,目前临床上检测

人血清
6$b

水平灵敏可靠.简便易行的方法-主要有

酶联免疫吸附法'

ZXV81

*和免疫比浊法'

6VV1

*等免

疫检测方法(

3C7

)

,用于配制免疫诊断试剂的抗体原料

主要是采用抗原免疫动物产生相应抗体的方式制备
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获得,因此-从人血清中分离纯化得到天然的
6$b

是制备
6$b

抗体的首要关键步骤,本文主要研究了

用非亲和柱方法从人血清中分离纯化
6$b

的工艺流

程-并验证了
6$b

纯化成品的抗原反应性及免疫原

性-为制备合格的
6$b

抗原抗体原料提供了优良工

艺基础,
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材料与方法
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人血清'经灭活处理*来源于本地医院体
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公
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酶标
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公司+
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显色液

购自英创生物公司+新西兰大白兔'
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浙江省动物实验中心+福氏完全佐剂和福氏不完全佐

剂购自美国
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蛋白质快速纯化仪!
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乳化器!上海沐轩+
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沉淀法粗制人血清
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"

取适

量经灭活处理(加入
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的磷酸酯'

60̀ (
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的

曲拉 通
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)的 人 血 清-搅 拌 条 件 下 缓 慢 添 加

'
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固体粉末-至 '
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.

*
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8#
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饱和度为

.-?

,离 心 后 保 留 上 清 液-再 向 上 清 液 中 添 加

'
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.
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固体粉末至终饱和度为
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,离心后保

留沉淀-用
d1%C091%

缓冲液'

&-KKDG

"
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-

J

dc
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*按
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'

S

"

N

*固液比例复融沉淀-然后将沉淀

复融液透析于
d1%C091%

缓冲液 '

&- KKDG

"

X

-

J

dc,+,

*中-期间更换
4

)

,

次透析液,

B+D+C

"

两步
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强离子柱纯化精制血清
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"

在
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系统上预先用
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缓冲液'
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*平衡
\8

J

H9=DB<d(

预装柱-将

透析完全的沉淀复融液离心取上清液-并用
-+.,

$

K

膜过滤后上样-收集洗脱液-再依次用
J

d

分别为

.+,

.

.+-

的
d1%C091%

缓冲液进行洗脱-收集各步

洗脱样液-待进行聚丙烯酰凝胶电泳'

8/8C(15Z

*分

析,最后用
)KDG

"

X09%G

洗涤
\

离子柱,

将收集的第
&

步离子柱样液透析于
(̀

缓冲液

'

)-KKDG

"
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J

dc7+.

*中-期间更换
4
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,

次透析液,

透析完全的样液经
-+.,

$

K

膜过滤后-再次上样至
\

8

J

H9=DB< d(

预 装 柱 (预 先 用
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缓 冲 液 '
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*平衡)-上样完毕后-依次用含
7,

.
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缓冲液'
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"

X
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J
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*进行梯度洗脱-并收集各步洗脱液-待进行

聚丙烯酰胺凝胶电泳'

8/8C(15Z

*分析,最后用
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离子柱,
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!将纯化

流程中各步骤的
6$b

样品与对照的
6$b

纯品'

8A

;

C

K9C1GL=AQH

*同时进行
8/8C(15Z

分析-对比判定制

备的
6$b

蛋白纯度+'

)

*高效液相色谱'

d(X%

*法!在

1

;

AG<:E&)3-

型
d(X%

色谱系统上-以
&+-KX

"

KA:

流速的
(̀

缓冲液'

&,-KKDG

"

X

-

J

dc7+)

*平衡
1

;

AC

G<:E ÀD8Z%C4

凝胶色谱柱-将纯化的
6$b

样品与对

照
6$b

纯品'

8A

;

K9C1GL=AQH

*用
-+))

$

K

膜过滤后-

采用自动进样泵分别上样
)-

$

X

样液于色谱柱-待运

行完毕后-对色谱图中各峰进行面积积分-将
6$b

蛋

白的响应峰面积与色谱图中所有峰面积的百分比定

义为
d(X%

纯度,

B+D+E

"

6$b

浓度测定及抗原反应性验证
"

'

&

*

6$b

检测试剂盒'免疫比浊法*测定!通过测定样品'抗原*

和试剂'抗体*反应过程的吸光度变化值-参照试剂盒

校准曲线计算出
6$b

'活性*浓度,将
6$b

制品依次

进行
-+>

.

-+3

.

-+.

.

-+)

倍梯度稀释-在试剂盒的检测

线性范围内分别测定各稀释点的对应浓度-以稀释梯

度与测定浓度为变量采用最小二乘法拟合直线-拟合

的线性程度反映
6$b

抗原与
6$b

抗体'

6$b

检测试

剂盒中的主要组分*的反应性+'

)

*紫外分光光度计法

测定!适当稀释
6$b

蛋白样品-采用紫外分光光度计

分别测定样品的
4N

)>-

与
4N

)3-

值-按
]9=FP=

;

C

%H=ABE9A:

法公式(

>

)计算得到
6$b

样品的蛋白浓度,

6$b

样品用检测试剂盒'免疫法*测得的活性浓度与

紫外分光光度计法测得的蛋白浓度的比值'

$Q

*表示

能与
6$b

抗体良好反应的活性
6$b

量占总的
6$b

量的比例,

B+D+F

"

6$b

的免疫原性验证
"

取适量
6$b

抗原与

等量完全福氏佐剂混合并充分乳化-对新西兰大白兔

进行皮下多点注射免疫,

4

周后将抗原与不完全佐剂

等量混合乳化后进行第
&

次加强免疫-每隔
)

周再进

行
)

次加强免疫后取血-分离得到
6$b

抗血清-采用

间接
ZXV81

法对
6$b

抗血清效价进行评价,间接

ZXV81

法的具体操作步骤如下!'

&

*包被抗原-将适量

6$b

抗原包被在
*3

孔板上-

47^

温育反应
&H

+'

)

*

无关蛋白封闭-每孔加入
)--

$

X,?

脱脂奶粉-

47^

封闭
&H

+'

4

*加一抗-将兔抗血清按一定比例梯度稀

释-纵向加入
*3

孔板中'每份样本对应板上一列-并

用
(̀ 8

缓冲液和阴性兔血清替代抗血清样本分别作

为空白和阴性对照组*-

47^

反应
&H

+'

.

*加二抗-将

适量
d$(

酶标记的羊抗兔
V

;

5

抗体加入
*3

孔板中-

47^

反应
&H

+'

,

*

6Ỳ

显色-加
6Ỳ

试剂避光反应

4KA:

-加入适量
)KDG

"

Xd

)

8#

.

终止反应-酶标仪读

数'波长
.,-:K

*-测定每孔
4N

值-分析结果,以上
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每步骤间均用洗涤缓冲液'

)-KKDG

"

X(̀ 8

-

J

dc

7+.

-

-+-,? 6S<<:C)-

*洗涤酶标板,根据
ZXV81

的

数据结果-首先计算阴性对照组的
4N

平均值

'

4N平均*及标准差'

*N

*-再按公式计算实验组内发生

抗原抗体阳性反应的临界
4N

值'

4N临界 c4N平均 j

4_*N

*-其对应的兔抗血清的稀释比例-即表示抗血

清的效价滴度(

*

)

,

C

"

结
""

果

C+B

"

'

0d

.

*

)

8#

.

沉淀法粗纯
6$b

"

本实验血清样

本中蛋白种类复杂-首先考虑采用两步'

0d

.

*

)

8#

.

沉淀法对目的蛋白进行粗纯化-第
&

步利用
.-?

饱和

度的'

0d

.

*

)

8#

.

沉淀血清-将其中大部分的免疫球

蛋白等大分子蛋白沉淀去除-由图
&

中可见-泳道
)

上方的大分子杂蛋白较泳道
&

明显减少-且目的蛋白

仍保留在沉淀上清液中,继续往上清液中添加

'

0d

.

*

)

8#

.

至终饱和度为
7-?

-此时目的蛋白发生

盐析沉降-复融沉淀并透析至
d1%C091%

缓冲液中-

由图
&

泳道
4

可见-经过第
)

步'

0d

.

*

)

8#

.

沉淀-目

的蛋白得到进一步纯化并得以浓缩-但样液中仍存在

大量以人血清蛋白'

d81

*为主的杂蛋白-需进一步精

细纯化,

C+C

"

\

强 阴 离 子 柱 精 纯
6$b

"

人 血 清 经 过

'

0d

.

*

)

8#

.

沉淀粗纯后-样液中除保留了
6$b

目的

蛋白外-仍存在大量以
d81

为主的杂蛋白-人
6$b

与
d81

的等电点
J

V

分别为
,+*

和
.+7

-在
J

dc,+,

的
d1%C091%

缓冲体系下-

6$b

表面带正电荷-而

d81

蛋白带负电荷-将样液上样于强阴离子柱后-

6$b

不与离子填料发生吸附结合从而被洗脱-而

d81

和其他带负电荷的杂蛋白则吸附在离子填料

上-从而实现
6$b

与杂蛋白的分离,从图
&

的泳道

.

.

,

.

3

及图
)

可见-目的蛋白
6$b

主要在
\

柱洗脱

液中且纯度较高-而
d81

和其他杂蛋白主要集中在

J

d

为
.+,

和
.+-

的洗脱液中-因此经过第
&

次
\

柱

纯化后-

6$b

蛋白纯度得到大大提高-但因在洗脱液

中获得
6$b

蛋白的浓度往往较低-因此为了浓缩和

进一步提纯
6$b

-后续进行第
)

步离子柱纯化,

""

将第
&

步离子柱纯化的洗脱液透析至
)-

KKDG

"

X

-

J

dc7+.

缓冲体系中-再次上样于
\

阴离

子柱-此时
6$b

蛋白因带负电荷与离子填料发生吸

附结合-依次用含
7,

.

&,-

.

,--KKDG

"

X09%G

的
J

dc

7+.

缓冲液进行洗脱-每步均出现洗脱峰'如图
4

*-经

8/8C(15Z

分析-

6$b

主要集中在
7,KKDG

"

X09%G

洗脱液中且纯度较高'如图
&

泳道
7

*-与
6$b

纯品

'

8A

;

K9C1GL=AQH

*比较-两者纯度相当,另外-将纯化

得到 的
6$b

与
6$b

纯品 '

8A

;

K9C1GL=AQH

*进 行

d(X%

纯度分析'如图
.

*-通过积分峰面积算得两者

的
d(X%

纯度分别为
*>+3?

.

**+4?

,

综上结果可见-经过两步'

0d

.

*

)

8#

.

沉淀粗纯

和两步
\

离子柱精纯后-制得
6$b

的纯度与对照纯

品相当-达到
*,?

以上-且根据每步操作单元的
6$b

收率-最后算得
6$b

的总回收率为
7>+3?

,

""

注!

Y

为蛋白
Y9=U<=

+

&

为人血清+

)

为
.-?

饱和度'

0d

.

*

)

8#

.

沉

淀上清+

4

为第
&

步离子柱前液+

.

为第
&

步离子柱洗脱液+

,

为第
&

步

离子柱
J

d.+,

洗脱液+

3

为第
&

步离子柱
J

dc.+-

洗脱液+

7

为第
)

步

离子柱
7,KKDG

"

X09%G

洗脱液+

>

为
6$b

纯品对照

图
&

""

转铁蛋白纯化流程各样品的
8/8C(15Z

电泳

图
)

""

第
&

步
\

离子柱纯化谱图

图
4

""

第二步
\

离子柱纯化谱图

图
.

""

自制
6$b

与
6$b

对照纯品的
d(X%

谱图

#

&>7
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C+D

"

6$b

蛋白免疫反应性
"

将三批次
6$b

制品依

次进行
-+>

.

-+3

.

-+.

.

-+)

倍梯度稀释-分别测定各稀

释点的对应浓度-以稀释梯度与测定浓度为变量采用

最小二乘法拟合直线'如图
,

所示*-

4

组拟合直线的

线性程度良好'

A

) 均大于
-+**,

*-说明纯化的
6$b

与

检测试剂盒中
6$b

抗体反应良好-即
6$b

具有较好

的抗原反应性,另外-采用检测试剂盒'免疫法*测得

的
6$b

样品活性浓度与紫外分光光度计法测得的蛋

白浓度的比值'

$Q

*均在
-+*,

左右'如表
&

中所示*-

即
6$b

总蛋白中能与
6$b

抗体反应的
6$b

抗原量

占比达
*,?

以上-说明纯化制得的
6$b

保持了良好

的生物活性-也由此可见-本文采用的
6$b

纯化制备

工艺条件温和-能够很好地保持天然蛋白生物活性,

表
&

""

6$b

蛋白抗原反应性验证#

K

;

%

KX

$

方法 样品一 样品二 样品三

试剂盒
-+> &+)3, &+,), &+&,,

-+3 -+**, &+&>- -+>7-

-+. -+3,, -+>-- -+,>,

-+) -+4)- -+4&- -+)7,

平均浓度
&+,>- &+*&- &+..-

分光光度法 平均浓度
&+3.- )+--- &+,4-

$Q -+*3. -+*,4 -+*..

""

注!每组样品测浓度均做两个平行+

$Qc

试剂盒测得浓度"分光光

度计测得浓度

图
,

""

6$b

检测试剂盒检测蛋白浓度的梯度线性

C+E

"

6$b

免疫原性
"

以纯化制得的人
6$b

为抗原-

对新西兰大白兔进行皮下多点注射免疫,共进行
.

次免疫后取血-分离得到兔抗血清-采用间接
ZXV81

法检测
6$b

抗血清效价-根据阴性对照组平均
4N

值及其标准差'

*N

*-算得抗原抗体阳性反应临界
4N

值为
-+&337

-当测得
4N

$

-+&337

时表明此时抗原

抗体发生了有效'阳性*反应-由此判断
>-?

的兔抗血

清效价滴度达到
&h&)>---

'如表
)

所示*-说明本文

制备的
6$b

对兔免疫具有良好的免疫原性,在此基

础上-后续将从高效价兔抗血清中纯化得到
6$b

抗

体-为后期用于
6$b

免疫检测试剂的配制提供良好

的抗体原料基础,

表
)

""

不同稀释梯度
6$b

免疫兔抗血清效价滴度

样本
&h&--- &h)--- &h.--- &h>--- &h&3--- &h4)--- &h3.--- &h&)>---

空白对照
-+-3&3 -+-,3) -+-,44 -+-,)& -+-,&, -+-,,, -+-,4* -+-,3.

阴性对照
-+&&)& -+&-)& -+-*,3 -+-**& -+&.)* -+&)4> -+&4&7 -+&))3

兔编号

"

&

号
&+4-&4 &+&7*4 &+&7.- -+*.), -+33>> -+3-,> -+.-&, -+)434

"

)

号
&+4,>* &+)**4 &+)&.- &+-.*3 -+7*3* -+3&47 -+.&&> -+)4.3

"

4

号
&+4&3* &+)>-4 &+&&&- -+*7&- -+3.&, -+3)>- -+4)74 -+)-,4

"

.

号
&+.73& &+43,& &+)7>* &+->&. -+7,73 -+3,43 -+..4& -+)33-

"

,

号
&+)..& &+&77* &+-,). -+>47. -+,3,> -+47., -+)&*- -+&4.*

""

注!空白和阴性对照组分别用
(̀ 8

缓冲液和阴性兔血清替代兔抗血清样本

D

"

讨
""

论

""

6$b

在人血液中浓度相对较高-为
)+-

)

4+-

;

"

X

-但血清中水平较高的清蛋白与血红素结合蛋白的

相对分子质量及等电点等一些理化性质与
6$b

比较

接近-很难将目的蛋白与杂蛋白分开,相关研究报道

9MMAC

;

<G G̀P<

或者金属螯合亲和柱对清蛋白或者
6$b

具有强亲和力-一步即可除去绝大部分的清蛋白得到

高纯度的
6$b

成品(

&-C&)

)

,但亲和柱存在介质成本

高.配基易脱落等弊端-限制了其大规模应用-其他一

些方法如乙醇沉淀法.'

0d

.

*

)

8#

.

沉淀法.离子交换

层析等也常被用于
6$b

的分离纯化(

&4C&,

)

-但往往制

备的蛋白纯度达不到实验要求,本文首先采用两步

'

0d

.

*

)

8#

.

沉淀法从人血清中粗纯
6$b

-根据蛋白

质盐析沉淀原理-因相对分子质量大小.亲疏水性等

理化性质的差异致使不同种类的蛋白质在不同饱和

度的'

0d

.

*

)

8#

.

溶液中发生盐析沉淀的程度不同-

蛋白质相对分子质量越大往往发生沉降所需要的

'

0d

.

*

)

8#

.

饱 和 度 越 低-选 择 不 同 饱 和 度 的

'

0d

.

*

)

8#

.

进行梯度沉淀可实现
6$b

的初步纯化,

再用两步阴离子交换层析柱进行精细纯化-在离子缓

冲体系的
J

d

下-不同蛋白质因
J

V

差异致使蛋白表面

带有不同电荷数-从而与离子交换填料的吸附结合能

力存在差异-经过
6$b

蛋白与杂蛋白在两步阴离子

介质上的吸附情况差异-很好地实现了目的蛋白的分

离纯化-制得
6$b

的
8/8C(15Z

纯度与外购纯品纯

度相当-且
d(X%

纯度达到
*3+>?

-纯化回收率为

7>+3?

,相比较于文献报道中常用的
9MMAC

;

<G G̀P<

或

者金属螯合亲和柱纯化
6$b

-本文所用工艺流程不仅

#

)>7

#
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能纯化制得高性能
6$b

-更体现出成本低.操作简单.

易于放大等优势,另外-利用
6$b

检测试剂盒'免疫

法*测得的
6$b

浓度与分光光度法测得的蛋白浓度

比值'

$Q

*约为
-+*,

-说明纯化得到的
6$b

与免疫检

测试剂盒中的
6$b

抗体具有良好的抗原反应性,最

后-用纯化样品免疫新西兰大白兔-经过
.

次免疫后

的兔抗血清效价滴度达
&h&)>---

-说明制备的
6$b

具有良好的免疫原性,综上可见-利用本文纯化工艺

流程制备的
6$b

纯度高.回收率高-且具有良好的抗

原反应性及免疫原性-可放大工艺规模制备
6$b

用

于动物免疫以获得相应的抗
6$b

抗体-为配制灵敏

度高.特异性好的
6$b

检测试剂'免疫法*提供良好

的原料基础,
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