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生物亲和整体色谱柱制备技术与药物分析应用进展

孙卓然１，２，顾妍秋３，贾丹１，柴逸峰１，陈啸飞１
（１．海军军医大学药学院，上海 ２００４３３；２．中国人民解放军联勤保障部队第

九六医院药剂科，浙江 宁波３１５１００；３．上海交通大学医学院附属第九人民医院药剂科，上海２０１９９９）

摘要：生物亲和整体色谱是结合生物学、材料学及分析化学最新进展发展而来的色谱技术。该技术以生物亲和为基本原理，

应用整体材料制备固定相，能够模拟生物体内微观分子间相互作用以筛选纯化活性物质。这项技术可以特异性地为不同目

标活性物质定制分析方法，目前已经广泛应用于药物、化学和生物学相关的多个研究领域。本研究聚焦整体色谱柱的制备方

法，系统综述了色谱柱基质选择以及生物大分子共价结合、生物标签等靶标固定方法策略，并总结了生物亲和整体色谱柱在

活性蛋白制备、药物／生物分析中的相关应用和发展方向。
关键词：生物亲和色谱；整体柱；固定相制备；分离纯化；药物分析
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　　亲和色谱法是分离分析复杂样品中特定活性化合物或生
物分子相互作用的常用方法［１２］，通过在体外实现受体与配体

的相互作用，亲和色谱具有特异性和高选择性识别活性分子

的能力，常用于分离小分子化合物［３５］、蛋白质［６８］和抗

体［９１１］，成为分析化学、药物分析等多个领域的重要研究策略。

与其他体外蛋白互作实验相比，将靶蛋白键合在固定相

上可以显著减少蛋白质需求量。但是，传统亲和色谱柱的制

备由于其体积和孔径大，可能需要多达几十毫克的靶蛋白，且

获得毫克级别的正确折叠并有稳定活性的蛋白质难度较大。

研究者们为减少靶蛋白的使用量尝试缩小色谱柱直径，但内

径小的毛细管柱填充对技术要求高。整体柱可将功能单体原

位聚合，得到的连续多孔高聚物固体材料，从而产生具有高渗

透性的毛细管色谱柱。在整体基质合成后，再通过流动蛋白

质溶液进行接枝固定［９１２］。对用于蛋白质纯化的制备性亲和

色谱而言，琼脂糖树脂和磁珠是蛋白质体外结合实验中常用

的基质。但琼脂糖树脂纯化蛋白质的过程繁琐且耗时，需要

手动重复离心和洗涤；磁珠的金属氧化物材料的固有性质导

致非特异性吸附，降低了纯化效率。整体色谱基质具有克服
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以上两种基质缺点的能力，其刚性多孔表面积较大，可以提供

更高的结合能力，允许配体轻松地接近靶蛋白［６］。

本研究系统综述了生物亲和整体柱的制备方法，包括基

质的选择和靶标固定的策略，生物亲和整体色谱柱在分离纯

化和药物分析领域的应用，并对生物亲和整体柱未来的发展

进行了展望。

１　生物亲和整体柱的制备方法
１１　整体基质选择

整体柱的基质作为液相色谱的固定相，需提供良好的传

质基础和活性分子负载能力，能够实现对生物活性大分子的

亲和固定能力，目前常用的基质有二氧化硅、有机聚合物、凝

胶等。

１１１　二氧化硅整体柱　二氧化硅是一种传统的色谱基质
材料，也被用作整体柱的基质。这种整体柱将颗粒二氧化硅

载体的表面特性与整体柱的传质特性结合起来，表现出很高

的柱效率，创造了生物分子可接近表面积，实现了高液体渗

透性和高靶标负载能力。但是二氧化硅整体材料在形成过

程中很容易收缩，导致其难以直接在柱内原位合成，且其发

挥功能需要用缩水甘油氧基丙基三甲氧基硅烷（ＧＰＴＭＳ）进
行硅烷化，该步骤使得二氧化硅整体柱在与受体相互作用时

表现出高水平的非特异性，这可能与新引入的缩水甘油基丙

基亲水性较差有关［１２］。溶胶凝胶法是制备二氧化硅整体柱
的常用方法，例如将甘油硅烷溶液与含有生物分子、聚乙二

醇６００（ＰＥＧ６００）、３氨丙基三乙氧基硅烷（ＡＰＴＥＳ）的磷酸盐
缓冲溶液等体积混合并注入活化的熔融玻璃毛细管中反应，

可制得具有良好的生物相容性的整体柱［１３］。

１１２　有机整体柱　有机整体柱通过功能单体聚合形成，
是常见的生物相容性固定相方案。在其制备过程中一般会

加入交联剂和致孔剂，得到有较好色谱效率的疏松多孔结

构，见图１。在有机整体柱中发挥亲和活性的关键因素是功
能单体，甲基丙烯酸缩水甘油酯（ＧＭＡ）是最常见的有机功
能单体之一，它可以通过光化学诱导聚合，过程简单快速，并

在表面留下可直接功能化的环氧基。因为其他传统的基质

过高的受体密度可能导致空间位阻效应增加，ＧＭＡ整体柱
受体密度的减少并没有导致其结合能力的降低［９］。相比于

二氧化硅材料，ＧＭＡ虽然可加载的活性蛋白较少，但是提高
了在与配体相互作用时的特异性。以ＧＭＡ为功能单体的生
物相容性聚合物整料易于制造，具有优异的形态、良好的机

械性能、丰富的化学性质以及可忽略的蛋白质非特异性吸

附［１２，１４］。甲基丙烯酸酯等材料也可以作为整体柱的功能单

体，已成为成熟商品在市场上出售。这种整体柱被称为“对

流相互作用介质”（ＣＩＭ），用于分离、纯化或清除样品中的生
物大分子［７，１５１６］。ＣＩＭ柱具有开放通道的紧凑载体，使流动
相能够不间断地流过色谱单元，受体和配体之间的相互作

用仅发生在整料内空间的表面，从而排除了扩散过程，与填

充色谱柱相比获得了更窄的峰宽且缩短了几个数量级的相

互作用时间［８］，因其与流速无关的结合能力，更加适合用于

高通量筛选与纯化［１０］。根据实现功能的不同或分析效果

的要求，还有大量其他单体可供选择。例如为了使整体柱

表面聚合反应性Ｎ羟基琥珀酰亚胺基团，可以使用４戊烯
酸琥珀酰亚胺酯（ＰＡＳ）为功能单体［６］；或为提高基质亲水

性而使用甲基丙烯酸２羟乙酯（ＨＥＭＡ）［６］及 Ｎ，Ｎ二甲基
Ｎ丙烯酰氧基Ｎ（３磺丙基）甜菜碱［１７］；或模拟生物膜的

各种磷脂环境而采用 ＭＤＰＣ８０ＰＳ２０等
［１８］。使用不同交联剂

会改变色谱整体柱固定相的亲水性和选择性［１９］，改变其与

功能单体的使用比例，也会造成色谱填料渗透性和特异性

的变化［２０］。乙二醇二甲基丙烯酸酯（ＥＧＤＭＡ或 ＥＤＭＡ）是
最常见的交联剂之一，可以与不同的功能单体聚合为整体

柱［２１］。Ｚｈｕ等［２２］以１十二烷基２（１１甲基丙烯酰胺十二
烷基）ｓｎ甘油３磷酸乙醇胺为功能单体，ＥＤＭＡ为交联剂，
制备了新型磷脂功能化整体柱，用以模仿细胞膜环境并探

究药物与细胞膜间的相互作用。常见的整体柱扫描电子显

微镜成像见图１。

图１　不同放大倍数下聚三磷酸腺苷－甲基丙烯酸缩水甘油
酯－乙二醇二甲基丙烯酸酯（ＡＴＰｃｏＧＭＡｃｏＥＤＭＡ）聚合
物整体柱的扫描电子显微镜成像［２３］

１１３　冷冻凝胶和凝胶整体柱　在使用有机功能单体的情
况下，多孔结构也可以通过冷冻凝胶或凝胶的方法获得。冷

冻凝胶是低温凝胶化（ｃｒｙｏｇｅｌａｔｉｏｎ）的技术产物，是一种孔隙
率可控的大孔聚合物网络。其制备过程是以水为溶剂，冷冻

后形成冰晶以产生孔隙，最终形成高度连续的多孔结构。由

于大孔的存在，冷冻凝胶柱有良好的流通性和传质效

率［２４２５］。目前已有不少研究报道，使用可以聚合的单体物

质，如乙烯醇、ＨＥＭＡ、Ｎ，Ｎ’亚甲基双丙烯酰胺（ＭＢＡ）、丙烯
酰胺（ＡＡｍ）、烯丙基缩水甘油醚（ＡＧＥ）、聚乙二醇二丙烯酸
酯（ＰＥＧＤＡ）等，合成了以聚乙烯醇（ＰＶＡ）、ＡＡＭＡＧＥ、
ＨＥＭＡＭＢＡ或 ＨＥＭＡＰＥＧＤＡ等为基质的冷冻凝胶［２４，２６］。

同时，由高内相乳液制备的材料也受到越来越多的关注。其

制备原理是利用高内相乳液这种高度黏稠的糊状乳液，通过

聚合其连续相并去除占体积比超过７４％的内部分散相液体
而产生的称为 ｐｏｌｙＨＩＰＥ的高度多孔材料［２７］。由水包油

（Ｏ／Ｗ）ＨＩＰＥｓ的亲水单体直接制备的水凝胶适用于生物工
程，特别是酶固定，组织工程和生物大分子纯化。这归因于

它们高度互连的多孔结构和诸如羟基，羧基和氨基等的亲水

基团。水凝胶固有的亲水性赋予了它们良好的生物相容性，

高度渗透性的结构特点使得其在高流速下也能保持较低的
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柱压，适合于高通量亲和反应［２８２９］。应用此种技术，Ｇｕ
等［２９］以ＨＥＭＡ、ＭＢＡ、丙烯酸为功能单体，制备了一种表面
带有亚氨基的大孔水凝胶，在功能化修饰后用于肝素的固

定。Ｓｔａｎｔｉ̌ｃ等［３０］以 ＧＭＡ为功能单体，乙二醇二甲基丙烯酸
酯为交联剂制备了ｐｏｌｙＨＩＰＥ凝胶整体柱并成功在整料表面
固定了凝集素。Ｄｕ等［３１］也用此法制作了固定凝集素的大

孔整体柱，他们选择纤维素作为整体基质并用乙二醇二缩水

甘油醚交联以提高力学稳定性。

１１４　混合型整体柱　为了结合二氧化硅优秀的柱效率和
功能单体亲和的特异性，可以将前述方法混合使用。有报道

在旋转柱中原位聚合整体材料，如Ｏｔａ等［１１］在用３甲基丙烯
酰氧基丙基三甲氧基硅烷活化的二氧化硅整体材料表面上

聚合ＨＥＭＡ和ＧＭＡ，制备了 ＰｒｏｔｅｉｎＡ包被的纯化柱。这里
把ＧＭＡ用作固定ＰｒｏｔｅｉｎＡ的功能单体，用ＨＥＭＡ来减少非
特异性吸附。

１２　靶标固定策略
为了使整体基质获得生物学亲和力并发挥其分析或制

备生物活性物质的功能，选择合适的基质十分重要，因其表

面可以直接带有方便活性受体锚定的结合基团。不过有时

还需要对整体基质表面进行聚合后修饰［３２］，而后通过新修

饰的功能基团来实现生物目标的固定。

１２１　官能团共价固定　通过在整体基质的表面修饰出能
够与目标活性物质上特定基团共价结合的官能团来实现整

料的功能化是一种常见的策略，见图２。

Ａ－环氧胺法；Ｂ－席夫碱法；Ｃ－乙二胺－戊二醛法；Ｄ－溴化氰法；Ｅ－ＤＳＣ／ＣＤＩ法；Ｆ－酰肼法；Ｇ－ＥＤＣ／ＮＨＳ法；ＥＤＡ－乙二胺；ＤＣＳ－Ｎ，Ｎ二琥珀酰亚胺基碳酸

酯；ＣＤＩ－羰基二咪唑；ＡＡＤＨ－己二酸二酰肼；ＰＤＡ－聚多巴胺；ＰＥＩ－聚乙烯亚胺；ＥＤＣ－１（３二甲基氨基丙基）３乙基碳二亚胺；ＮＨＳ－Ｎ羟基琥珀酰亚胺基团。

图２　生物亲和整体色谱柱基质制备中靶标共价固定策略与机制示意图

　　最常用的策略是通过蛋白质赖氨酸侧链的伯胺基的反
应将蛋白质直接共价偶联到环氧基上。通过蛋白质在表面

上的快速吸附，然后在环氧基质和生物分子的胺基残基之

间缓慢形成共价键［１０，１２］，这种方法也能在疏水的条件下固

定核酸［３３］。表面有环氧基的整体基质也可以直接使用

Ｈ２ＳＯ４进行开环水解生成二醇官能团，再用 ＮａＩＯ４将其氧化
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获得醛基，可与受体上的胺基反应生成共价固定的肽

键［１２，３０］。此种方法被称为席夫碱法，在与环氧法相同的反

应时间下，嫁接密度提高了１５～４倍。但是这种接枝方法
不太适用于脆性蛋白，因在耗时的接枝步骤中蛋白质可能

会变性［１２］。同样是生成醛基，为了减小空间位阻对于大型

靶标分子固定过程的影响，通常需要考虑引入间隔臂，使靶

标与固定相表面产生一定距离。例如先将固定相表面的环

氧基用乙二胺（ＥＤＡ）进行处理得到胺基改性的整
料［１０，２５２６，３４］，然后再用戊二醛将其表面醛基功能化［１０，２５２６］。

除了ＥＤＡ外，聚乙烯亚胺（ＰＥＩ）也可作为间隔臂和氨基供
体［３５］。用ＥＤＡ将环氧基开环后，也可使用 Ｎ，Ｎ′二琥珀酰
亚胺基碳酸酯（ＤＳＣ）将基质表面修饰为Ｎ羟基琥珀酰亚胺
基团（ＮＨＳ）。ＮＨＳ本身是一种交联剂，通过与生物分子表
面的胺基形成酰胺键而固定后者［１１］。羰基二咪唑（ＣＤＩ）也
可通过ＮＨＳ固定，市售的 ＣＩＭ整体柱表面即带有这种基
团［８，１０，１５］。ＣＤＩ基团可以与生物分子的伯胺基共价结合，反
应需要进行２８ｈ，但反应完成后不需要特别处理剩余未反
应的咪唑基团，因为其会快速自灭［１０］。溴化氰（ＣＮＢｒ）也
是功能化整体基质的试剂之一。可以用 ＣＮＢｒ处理表面有
羟基的整体基质，生成的异脲键来固定带有胺基的亲和受

体，如ＰｒｏｔｅｉｎＡ等［２６］。酰肼法也是常见的固定方法［７，１６］：

使用己二酸二酰肼开环环氧基并将酰肼基团修饰在基质表

面，之后可与含有醛基的亲和受体（如被氧化成醛基的抗体

Ｆｃ区上的碳水化合物区域）反应，形成腙键。由于这种固
定方式锚定了糖蛋白（抗体）位于抗体 Ｆｃ区的碳水化合物
链，故确保了抗体活性位点（Ｆａｂ）朝向流动相的方向，使抗
原结合位点获得了良好的空间可及性［１６］。对于含有羧基

的生物大分子，可以使用１（３二甲基氨基丙基）３乙基碳
二亚胺（ＥＤＣ）和 ＮＨＳ两种物质配合固定。ＥＤＣ／ＮＨＳ需要
作用于表面带有胺基的整体柱材料，活化受体的羧基并与

　　　　

整体柱表面的胺基形成酰胺键。Ｇｕ等［２９］已使用此方法成

功将肝素结合在固定相上。

１２２　亲和标签固定　金属离子亲和色谱（ＩＭＡＣ）是一种
成熟的色谱方法。该方法将金属离子用螯合剂修饰在整料

表面，这些金属离子会与蛋白质或肽中特定的氨基酸序列

发生配位结合，原理见图３Ａ。这种方法为了固定的特异性
和方向性，常常需要在受体上的特定位置表达出专门用于

固定的标签氨基酸序列。一般使用螯合剂如氨基丁基硝基

三乙酸等以及金属离子供体如 ＮｉＳＯ４·６Ｈ２Ｏ等将 Ｎｉ
２＋修

饰在整体柱表面，并用其固定带有组氨酸（Ｈｉｓ）标签的目
标［６，９，１４］。也有通过亚氨基二乙酸（ＩＤＡ）和 ＣｕＳＯ４溶液将

Ｃｕ２＋固定在整体基质上的，使其具有与刀豆蛋白 Ａ可逆螯
合的能力［３１］。

生物特异性固定是一种间接的亲和标签固定方法，它

需要整体基质先固定一种生物活性物质作为黏合剂，让亲

和目标通过生物特异性识别与固定相表面结合，原理见图

３Ｂ。链霉亲和素是一种常见的间接黏合剂。它可利用高度
特异性和极强的亲和力将带有生物素标签的生物分子固定

在色谱基质上。它比共价结合法提供了更多的活性位点，

并且允许靶向较低亲和力的目标；可以在使用前几分钟内

加载目标蛋白，反应迅速，从而解决了稳定性的问题，蛋白

质的活性率超过８０％；接枝步骤可以通过紫外线实时监测
固定过程，从而减少了蛋白质的浪费。链霉亲和素生物素
接枝方法是普适的，可以应用于任何带有生物素标签的目

标［１２，３６］。蛋白质 Ａ也可作为间接黏合剂，常用于捕获各
种抗体［２６，３７］。如Ｉｎｇａｖｌｅ等［２６］在 ４种不同的冷冻凝胶表
面修饰上ＰｒｏｔｅｉｎＡ，辅以二甲基吡咪酯为交联剂固定非糖
基化植物源性人单克隆抗体（ＰＡＮＧ）和糖基化人单克隆
抗体，使亲和整体柱获得捕获炭疽毒素保护性抗原（ＰＡ）
的能力。

Ａ－金属离子亲和法；Ｂ－生物标签法。

图３　生物亲和整体色谱柱基质制备中使用亲和标签法固定靶标的策略与机制示意图
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１２３　其他制备策略　分子印迹技术是一种利用分子模板
的存在聚合功能单体和交联剂，使得移除模板后的聚合物留

下了在形状、大小和化学功能上与模板分子互补印迹腔，可

以选择性地固定目标受体［３８３９］。通过 ｐＨ响应等设计修饰，
可实现定向可逆的固定。通过表面引发的原子转移自由基

聚合技术将带有辣根过氧化物酶（ＨＲＰ）印迹腔的４乙烯基
苯基硼酸修饰在 ＧＭＡｃｏＥＤＭＡ的整体基质上，Ｌｕｏ等［３４］以

此制备了可以通过ｐＨ改变以吸附或解吸附而获得再生能力
的生物亲和整体柱。

为了提高色谱柱的生物利用效率等方面的考虑，在选

择固定策略的时候会额外进行一些优化设计。为了增加官

能团密度，可以将聚多巴胺（ＰＤＡ）和 ＰＥＩ涂布在基质表面。
Ｇｕ等［２９］应用了这种方法修饰的水凝胶整料实现了更高的

肝素化效率。为了保证跨膜蛋白质在固定之中及之后仍能

保持正确折叠、构象稳定，需要为其提供类似天然的环境。

纳米盘就是一种被膜支架蛋白（ＭＳＰ）包围的自组装可溶性
盘状磷脂双层，它可以为跨膜蛋白提供模拟的细胞膜环境。

Ｌｅｃａｓ等将Ｇ蛋白偶联受体（ＧＰＣＲｓ）家族的 ＡＡ２ＡＲ蛋白嵌
入带有生物素标签的纳米盘，并固定在链霉亲和素包被的

整体柱上。纳米盘的存在使得 ＡＡ２ＡＲ本身并没有被束缚
在固定相上，而是通过生物素化的 ＭＳＰ实现了均匀定向的

固定，由于有纳米盘充当间隔臂，确保了蛋白质的结合口袋

对小分子完全可及［４０］。为了保证生物大分子的结合部位

在基质表面正确暴露，需要考虑结合的方向性。可以通过

基因编辑技术对靶标蛋白进行重组修饰，以添加充当间隔

物和允许定向固定的接头。Ｓｔａｎｔｉ̌ｃ等［３０］通过在固定位置

引入间隔臂重组了凝集素，并证明了此方法对于凝集素

捕获糖蛋白的效率有促进作用。为了一些特定的功能，

可以对整体柱更有针对性地修饰。例如进行活性物质的

手性分离，可以用氧化石墨烯（ＧＯ）与其他间隔臂一起对
整体柱进行修饰。用这种方法成功使固定了人血白蛋白

（ＨＳＡ）的整体柱获得了手性分离的能力。同时，实验证
明这种修饰方法也可以用来增加固定了胃蛋白酶的整体

柱的酶活性［３５］。

２　亲和整体色谱在生物和药学领域的相关应用
亲和整体色谱技术近年来发展迅速，不但有实验室自制

整体柱的成熟方案，也有商品化的成熟产品。如ＢＩＡＳｅｐａｒａ
ｔｉｏｎｓ公司开发的制备用层析整体柱ＣＩＭｍｕｌｔｕｓ系列和分
析用层析整体柱ＣＩＭａｃＴＭ系列等，在大生物分子纯化、生物
分子的ＨＰＬＣ法检测和定量等有很多应用。本文总结亲和
整体色谱技术代表性的应用见表１。

表１　生物亲和整体色谱柱代表性应用

应用方向　　　 固定相基质　　 固定靶标　 固定方法　　　 文献

毒素检测 有机聚合物 抗体 环氧基氨基法 ［３］

手性分离 有机聚合物 氨基酸 巯基烯点击反应 ［４］

毒素检测 有机聚合物 寡核苷酸 巯基烯点击反应 ［５］

蛋白质鉴定 有机聚合物 蛋白质 亲和标签法 ［６］

蛋白质耗竭 有机聚合物 抗体 酰肼法 ［７］

蛋白质纯化 有机聚合物 蛋白质 ＣＤＩ法 ［８］

抗体纯化 有机聚合物 肽 亲和标签法 ［９，１４］

抗体纯化 有机聚合物 氨基酸 ＣＤＩ法 ［１０］

抗体纯化 混合型基质 蛋白质 ＮＨＳ法 ［１１］

药物筛选 二氧化硅、有机聚合物 蛋白质 环氧基氨基法、席夫碱法、生物素标签法 ［１２］

药物靶标结合作用研究 二氧化硅 蛋白质 溶胶凝胶法 ［１３］

免疫亲和实验 有机聚合物 蛋白质、抗体 ＣＤＩ法 ［１５］

蛋白质检测 有机聚合物 抗体 酰肼法 ［１６］

蛋白质纯化 冷冻凝胶 碳水化合物 乙二胺戊二醛法 ［２５］

毒素检测 冷冻凝胶 蛋白质 溴化氰法 ［２６］

病毒纯化 凝胶 肝素 ＥＤＣ／ＮＨＳ法 ［２９］

蛋白质检测 凝胶 蛋白质 亲和标签法 ［３０３１］

蛋白质消化 有机聚合物 蛋白质 ＮＨＳ法 ［３２］

核酸纯化 有机聚合物 氨基酸 环氧基氨基法 ［３３］

生物传感器 有机聚合物 蛋白质 分子印迹 ［３４］

手性分离 二氧化硅 蛋白质 ＥＤＣ／ＮＨＳ法 ［３５］

药物筛选 有机聚合物 蛋白质 亲和标签法 ［３６，４０］

核酸纯化 大孔树脂 氨基酸 环氧基氨基法 ［４１］

蛋白质筛选 冷冻凝胶 药物 戊二醛法 ［４２］

药物筛选 有机聚合物 蛋白质 环氧基氨基法 ［４３，４５］

药物筛选 有机聚合物 细胞膜 席夫碱法 ［４４］

药物筛选 有机聚合物 药物 分子印迹 ［４６］
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２１　分离纯化应用
生物亲和色谱法可以应用于生物工程的多个领域，可以

用来分离纯化蛋白质、病毒、抗体、核酸等生物活性物质。

凝集素是一类对碳水化合物结合具有高度特异性的蛋

白质，可用于选择性分离和分析具有聚糖结构的糖蛋白。通

过在ｐｏｌｙＨＩＰＥ整体柱上固定凝集素，成功捕获了 Ｆｃ融合糖
蛋白，并完成了结合、解离循环。这项技术可以用于生物过

程的在线监测，可以在生产过程中实时检查和控制蛋白质的

糖基化水平［３０］。凝集素也可被固定在冷冻凝胶等其他整料

表面，用以分离纯化 ＨＲＰ或血清中的糖蛋白等［２４，３１３２］。另

一方面，也可以利用这种特异性的生物反应在冷冻凝胶整料

表面固定碳水化合物来分离纯化凝集素［２５］。肝素可以选择

性识别肠道病毒７１（ＥＶ７１），通过将使用ＰＤＡ和 ＰＥＩ改性的
大孔水凝胶整体柱高密度肝素化，高效吸附了 ＥＶ７１。该方
法被证明适用于纯化ＥＶ７１用以生产蛋白质和疫苗以及进行
基因治疗研究［２９］。在单克隆抗体的生产中，需要快速定量，

分离和纯化构建的细胞系中抗体的方法，以及在短时间内分

析大量样品的系统。基于ＰｒｏｔｅｉｎＡ包被的有机／无机混合型
整料而开发的一种整体旋转纯化柱，因其高回收率，适用于

小溶液体积和低浓度ＩｇＧ的分析，为中国仓鼠卵巢细胞培养
基中ＩｇＧ的提取和测定提供了快速有效的工具［１１］。将蛋白

Ａ、Ｇ和Ｌ固定在 ＣＤＩ修饰的 ＣＩＭ柱上，可以快速同时亲和
纯化α（Ａ），γ（Ｇ）和 μ（Ｍ）免疫球蛋白，用于人血清的高通
量筛选［８］。使用同样的方式固定 Ｌ组氨酸也可以达到类似
甚至更优的高通量纯化抗体效果［１０］。仿生小肽３，５二叔丁
基４羟基苯甲酸ＡｒｇＡｒｇＧｌｙ固定化的金属亲和整体色谱能
够特异性地识别单克隆抗体，并表现出了很好的稳定性，具

有在抗体纯化中长期使用的潜力［９］。环肽功能化的整体材

料可以抵抗蛋白水解酶的影响，是下游生物加工中抗体纯化

的潜在候选材料［１４］。在基因工程方面，将赖氨酸或其脱羧产

物尸胺直接固定在整体柱表面，可以用来纯化超螺旋微环状

ＤＮＡ［３３］；用固定化精氨酸的大孔树脂整体柱纯化超螺旋 ｐ５３
编码质粒，其动态结合能力超过同类商品化树脂５０％［４１］。

２２　药物分析应用
色谱法是经典的化学分析方法，在化学领域广泛应用。

采用新开发的色谱填料，使得色谱柱获得了更高的柱效和生

物亲和特性，这类新型色谱方法能够在最前沿的学科交叉的

领域有着更加广阔的应用前景，用以分析诸如以下几种生物

医药分析领域的研究对象。

Ｈｏｎｇ等［３５］开发了一种 ＧＯ修饰的整体柱，在固定了
ＨＳＡ后对 （±）色氨酸等９对外消旋体进行了对映体分离，
与之前的技术相比缩短了分析时间并减少了试剂消耗。亲

和纯化质谱方法可以用来研究药物及蛋白质之间瞬时、动态

的相互作用。Ｈｕ等［１３］使用固定化胰蛋白酶甘油硅烷整体

柱与ＦＡＣ，结合探究了苦参碱、氧化苦参碱、大豆苷和染料木
苷与胰蛋白酶的天然结合特性。Ｌｉｕ等［６］开发了一种固定了

ＦＹＣＯ１蛋白的旋转纯化整体柱，在离心机中快速地分离出与
靶标相互作物的物质，洗脱液用于无标记定量蛋白质组学分

析，鉴定了９６种蛋白质并探究了与 ＦＹＣＯ１蛋白的 ＧＯＬＤ结
构域的相互作用。Ｙｕ等［４２］采用冷冻凝胶法制备整体柱并

通过戊二醛法固定抗癌药物阿霉素，从噬菌体展示人肝脏

ｃＤＮＡ文库中筛选该药的靶蛋白，选择性地富集了甲基 ＣｐＧ
结合蛋白２（ＭｅＣＰ２），并证明了两者间的相互作用。

装载了链霉亲和素的生物亲和整体色谱可以固定生物

素化的纳米盘，并在其中重构膜蛋白，从而为膜蛋白上基于

片段的药物设计提供支持。使用区带亲和色谱分析法与质

谱联用，可以在每次约３０ｍｉｎ的分析中筛选约１０～２０种化
合物，每天从片段文库中筛选约５００～１０００种化合物［１２］。

在基于结构的片段筛选中，可以用竞争实验来区分特异性和

非特异性配体／受体结合、评估亲和力以及确定结合位点。
Ｌｅｃａｓ等［４０］运用了他们开发的ＡＡ２ＡＲ纳米盘亲和整体色谱，
通过前沿亲和色谱法（ＦＡＣ）观察到了茶碱和 ＡＡ２ＡＲ纳米盘
之间对应于蛋白质结构口袋中的特定相互作用。生物亲和

整体色谱同样也是药物评价和筛选的有效方法。Ｌｉｎ等［４３］

应用整体柱材料制作酶反应器，联用离线液质系统从中药黄

芩提取物中筛选出３种胰蛋白酶抑制剂。Ｚｈａｎｇ等［４４］将白

细胞的细胞膜包被到整体柱上，对黄芪中的成分进行亲和垂

钓，发现了３种潜在的抗炎活性物质。Ｗａｎｇ等［４５］将含有环

氧基的整体柱基质作为载体固定乙酰胆碱酯酶（ＡＣｈＥ），建
立了一种在线比较配体垂钓平台，用以从延胡索提取物中筛

选ＡＣｈＥ抑制剂，鉴定出８个具有 ＡＣｈＥ亲和力的化合物。
Ｌｉ等［４６］采用分子印迹技术制备整体柱吸附放线菌素 Ｄ
（ＡｃｔＤ）及其类似物，从内生放线菌 ＫＬＢＭＰ２５４１中新鉴定
出一种具有比ＡｃｔＤ更好的抗肿瘤活性的类似物。
２３　发展前景

亲和色谱整体柱是一种高效的药物／生物分析技术，整
合了整体柱和生物色谱的各自优势，目前已经形成了多种成

熟的技术体系。然而，目前该技术仍有改进的需求。如被固

定的亲和受体特异性的问题可能导致非特异性的化合物被

捕获，广泛存在的非特异性相互作用也是假阳性产生的主要

原因，需要对照试验加以排除。例如链霉亲和素会结合腺

苷，对结合ＧＰＣＲｓ的ＦＡＣ实验产生影响，需要做额外的实验
进行区分［４０］。由于细胞裂解物等样品成分复杂，很难避免

假阳性［６，４０］。近年来基于片段的药物设计兴起，要求色谱扩

大亲和力检测范围以鉴定亲和力更低的配体。目前已有通

过增加介质密度来提高保留性能的尝试。如利用链霉亲和

素具有４个活性位点的特点，反复进行固定操作，得到了３
层固定生物素化配体的整体柱，增加了柱上固定的活性蛋白

质的量，接枝密度增加１倍的同时保留性能加倍并扩大亲和
力范围［３６］。目前亲和受体一般通过共价结合的方式固定在

整体柱表面，这种方式赋予其优异的结构稳定性。但这种固

定是不可逆的，在亲和受体因重复使用后失活后，昂贵的色

谱载体就只能被废弃。Ｄｕ等［３１］探索了可逆的固定化方式，

对于降低生物亲和整体柱的制备使用成本有积极意义。此

外，合成生物学技术在生物色谱中也得到了拓展性应用，本

课题组在二氧化硅固定相上原位合成了膜蛋白 ＰＤＧＦＲβ用
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于靶向药物筛选［４７］。通过将人工合成的靶标定向地结合在

固定相上，这种技术可以成为新的筛选平台以研发小分子、

多肽或蛋白质靶向药物［４８］。

综上所述，亲和整体色谱的固定相制备策略向特异性更

高、亲和力更强、制备更简便的方向发展。靶蛋白等生物大

分子的固定策略将与合成生物学等学科紧密交叉，实现原位

高活性合成、朝向精准控制、活性位点特异性暴露以及固定

蛋白的回收与再生。简便、快速、高效、精准是生物亲和整体

柱色谱技术的发展方向，将成为生物大分子的分离纯化、靶

向药物筛选和亲和力检测的有力工具。
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