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摘要：以Ni Sepharose Fast Flow为层析介质,分别采用了咪唑洗脱和降低pH洗脱方式对重组类人胶原蛋白进行纯化,分别收集洗脱部分，SDS-PAGE 检测蛋白纯度。结果表明以含20 mM sodium phosphate，0.5 M NaCl（pH 4）的洗脱缓冲液进行降低PH洗脱方法所得蛋白纯度和收率最好，所得蛋白纯度达99%以上，收率为76%。纯化的重组类人胶原蛋白为电泳纯，分子量为97 kb。
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Abstract: In this paper, the recombinant human -like collagen (HLC) was purified by Ni(II)-based immobilized metal ion affinity chromatography with Ni Sepharose Fast Flow as the affinity medium. The column which had absorbed the recombinant HLC was eluted by lower pH elution and imidazole gradient elution respectively. Various fractions of elute were collected, then identified for protein purity by SDS-PAGE. The results show that the purity and the recovery of the recombinant HLC is the best by the lower PH elution with the buffer (20 mM sodium phosphate, 0.5 M NaCl, pH 4).The purity was more than 99%, and the recovery was 76%. The obtained recombinant HLC, with a relative molecular weight of 97 kD, was electrophoretically pure.
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0 引言
金属螯合亲和层析，又称固定化金属离子亲和层析(Immobilized Metal Ion Affinity Chromatography，IMAC)，是近20年发展起来的一项新型分离技术。最早由Porath等人[1,2]提出。该方法是基于固定在基质上的过渡态金属离子和蛋白质表面的组氨酸、半胱氨酸、色氨酸等残基的专一性亲和作用来实现对蛋白质的分离纯化。该分离技术由于具有简便、快速、比较专一和高效等特点，已逐渐应用于生命科学的各个领域，尤其是对于在基因重组过程中加人聚组氨酸六肽作为亲和标识物的基因重组融合蛋白的纯化中应用非常广泛[3]。

重组类人胶原蛋白是用基因工程技术将人源性胶原的mRNA经逆转录成cDNA，酶切并修饰后进行特定序列重复，并对其水溶性、免疫排异性、稳定性、成胶性和吸收性等特性进行了改进并在人源性胶原蛋白的羧基端加了6个组氨酸，之后重组并转化于大肠杆菌BL21内高密度发酵所得[4~8]。本文研究了不同了流动相对目的蛋白的吸附作用影响，和不同洗脱方式对蛋白纯度和收率的影响，最终确定了最优纯化工艺条件。
1 材料与方法

1.1 实验材料

基因工程菌E.coli BL21(卡那抗性,温度诱导)，质粒pNWCP由本实验室构建并保存。该工程菌经高密度发酵后4℃，9000 r/min离心10 min收集菌体。

1.2 仪器试剂

Ni SepharoseTM 6 Fast Flow购自GE公司；丙烯酰胺、甲叉双丙烯酰胺、SDS和Tris购自华美公司；其他试剂均为分析纯。

ÄKTA Purifier层析仪（美国GE Healthcare公司）；酶标仪Power Wave XS2（美国GENE Company Limited）；超声破碎仪（JY98-Ⅲ宁波新芝仪器研究所）；电泳仪（Mini-protein Ⅱ美国BioRad）、亲和层析柱（1.2 cm×12 cm华美公司）。

1.3 样品准备

以质液比1:6将收集的菌体与水混合均匀，使用超声破碎仪超声破碎5分钟。破碎液于4℃，9000 r/min离心十分钟收集上清液。向上清液中缓慢加入饱和度12%的NaCl充分溶解，再调样品溶液pH至2.75，离心收集上清液。用超滤系统截留相对分子质量为30 kb的超滤膜包对收集的上清液进行脱盐、浓缩。然后冻干保存。

1.4 金属螯合亲和层析

1.4.1 金属螯合层析柱的制备和再生

固定金属离子：用Ni SepharoseTM 6 Fast Flow装柱，柱床体积为1.6 cm×6 cm。用5倍柱床体积的蒸馏水流洗后，用5倍柱体积的0.l mol/L NiSO4溶液过柱，然后十倍柱体积的蒸馏水洗去游离的金属离子。

再生：用强螯合剂（50 mM EDTA，0.5 M NaCl）淋洗柱子再生。

1.4.2 样品蛋白上样与洗脱

用5倍柱体积的平衡缓冲液平衡柱子。以1 mL/min 的流速上样，上样浓度为5 mg/mL，上样量为5 mL上样。分别用Eluting Buffer A [20 mM sodium phosphate，0.5 M NaCl（pH 4）]、Eluting Buffer B[20 mM NaAc-HAc，0.5 M NaCl（pH 4）]、Eluting Buffer C [100 mM Tris-HCl，0.5 M NaCl (pH 4)]进行pH洗脱。分别用20 mM sodium phosphate，0.5 M NaCl（pH 7.4）的咪唑浓度为80、100、120、150、200 mM咪唑进行洗脱，分别收集洗脱部分，用双缩脲法测定总蛋白含量，并进行SDS-PAGE分析。

1.5 鉴定方法

纯度测定采用7.5%SDS-PAGE的Laemmli法[9]。总蛋白浓度测定采用双缩脲法，以牛血清白蛋白为基准。经凝胶扫描系统测定融合蛋白占总蛋白的比例，按下式计算融合蛋白的含量。

融合蛋白含量（mg /L）= 总蛋白含量（mg/L）× 融合蛋白占总蛋白的比例（%）[10]。

2 结果

2.1 降低pH洗脱亲和层析结果

对金属螯合亲和层析介质上结合的带有his-tag标签的蛋白常用低pH值（pH 4~5）或含咪唑竞争剂的溶液进行洗脱。本研究对不同缓冲体系作为洗脱剂，使用降低pH值进行洗脱. 
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图1  磷酸盐缓冲体系

Fig.1  The elution curve of IMAC by PBS buffer system
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图2  醋酸钠缓冲体系
Fig.2  The elution curve of IMAC by NaAc-HAc buffer system
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图3  Tris-HCl缓冲体系

Fig.3  The elution curve of IMAC by Tris-HCl buffer system
如图1,2,3是所得的洗脱曲线，如图看出磷酸盐缓冲体系洗脱体积最小，Tris-HCl缓冲体系所需体积最大。对于峰面积是Tris-HCl缓冲体系最大，醋酸钠缓冲体系次之，磷酸盐缓冲体系最小。
2.2 咪唑竞争洗脱亲和层析结果

竞争性物质一般是指含有N原子等电子给予体的小分子物质，它的加入可以改变蛋白质与金属离子之间的亲和作用。这类物质有咪唑、组氨酸等。本文选用咪唑为竞争性物质，通过改变洗脱液中咪唑的浓度来研究竞争性物质浓度对分离结果的影响。洗脱结果如图4,5。
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图4  洗脱液体积V-咪唑浓度曲线

Fig.4  Effect of imidazole concentration on eluted volume

[image: image6.emf]100 150 200 250

0.2

0.4

0.6

0.8

1.0

1.2

1.4

V(mL)

C(mmol/L)


图5  不同咪唑浓度与洗脱液中重组类人胶原蛋白在225 nm吸光度的关系

Fig.5  The relation of different imidazole concentration and the absorbance of Recombinant Human -like Collagen protein in different elution at 225 nm

如图4可见，当咪唑浓度越高，所用洗脱液体积越小。在图5可看出，随咪唑浓度的升高，洗脱得到的重组类人胶原蛋白增多，当咪唑浓度大于200 mmol/L时，蛋白含量基本恒定，所以目的蛋白几乎全部洗脱下来。所以咪唑浓度为200 mmol/L 时，洗脱条件最优。

2.3 纯化结果

对各种洗脱液洗脱部分进行SDS-聚丙烯酰胺凝胶电泳，结果如图6。并进行回收率计算，结果如表1所示。从表1的数据可见，由PBS缓冲液进行洗脱所得的重组类人胶原蛋白的纯度和回收率最高。纯度达99%以上，收率76%。由图6的SDS-PAGE分析，PBS缓冲液洗脱部分条带单一，杂带最少，重组类人胶原蛋白的分子量为90 kD。

表 1 不同缓冲体系洗脱结果

	
	总蛋白含量(mg/mL)
	类人胶原蛋白比例(%)
	类人胶原蛋白含量(mg/mL)
	回收率(%)

	上样样品
	28.98
	24.3
	7.04
	

	PBS体系
	5.39
	99.3
	5.35
	76.0

	醋酸钠体系
	4.57
	96.7
	4.42
	62.8

	Tris-HCl体系
	3.13
	93.1
	2.91
	41.3

	200 mmol/L咪唑
	5.54
	92.2
	5.11
	72.6


Tab.1 The effect of different eluting buffer


[image: image7.emf]
图6  SDS-PAGE电泳分析结果
M: 分子质量标准,1: Tris-HCl洗脱组分,2: NaAc-HAc洗脱组分,

3: 200 mmol/L咪唑洗脱组分,4: PBS洗脱组分,5: 上样样品.

Fig.6  The analysis results of SDS-PAGE electrophoresis 
3 结论

在固定金属离子亲和层析中，用不同洗脱方法洗脱重组类人胶原蛋白的结果总结可得，利用降低pH洗脱法所得蛋白纯度和收率最佳，纯度可达99%以上，所用洗脱体积也更小。因为根据价键理论，蛋白质与金属的螯合是通过蛋白质表面的组氨酸等氨基酸上的给电子原子(如N原子等)的孤对电子与金属离子上的空杂化轨道结合形成的。而氢离子也可以提供空轨道，因此会与金属离子同时竞争蛋白质表面上的孤对电子。pH值越低，即氢离子浓度越高，它的这种竞争就越强烈,蛋白质也就更容易被洗脱下来[11]。

在进行咪唑梯度洗脱时，发现因为咪唑的紫外特征吸收峰与目的蛋白重组类人胶原蛋白的特种吸收峰相似，所以在洗脱收集时，造成收集峰干扰，不能更准确的收集洗脱部分；而且所收集的洗脱部分进行SDS-PAGE分析后发现有较多的杂蛋白条带出现。使用降低pH洗脱法时，经SDS-PAGE分析后的条带单一，而且溶液配制比较容易，成本低，相对收率也高，对于以后的工艺扩大更容易。
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