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摘 要! 近几十年来# 亲和层析技术发展十分迅速# 广泛应用于生物分子 $如结合蛋白!酶!抑制剂!抗原!抗体!
激素!激素受体!糖蛋白!核酸及多糖类等 %及组织"如细胞!细胞器!病毒等#的分离和纯化# 是蛋白质组学研究
中重要的技术之一 $ 介绍了亲和层析的基本类型及配体合成的研究进展# 概述了亲和层析技术在蛋白质组学
以及在其他方面的应用和发展动态 $

关键词! 亲和层析" 基本原理" 类型" 应用
中图分类号! %&’( 文献标识码! ) 文章编号! ’**+,+&-+ $.**/ %*’,**’.,*/

亲和层析 $2??373@> :<A612@6BA2C<> %是利用偶
联亲和配体的亲和吸附介质为固定相亲和吸附目

标产物# 使目标产物得到分离纯化的液相层析法9
近几十年来# 亲和层析技术发展十分迅速# 并在生
物技术产品D 生物分子及组织的分离和纯化领域

取得令人瞩目的成就 9 现已广泛用于分离纯化蛋
白质D肽D酶及其底物和抑制剂D抗体及抗原D核酸
及其特异性作用物D激素及受体D细胞及细胞表面
物等等 && ’9 基于此 # 本文针对亲和层析的基本类
型# 配体的选择和亲和层析在生物学特别是蛋白
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质组学中的应用等方面作一介绍 "

! 亲和层析的类型

亲和层析柱中被固定的配体是决定亲和层析

成功的关键因素 " 根据配体与生物大分子之间相
互作用体系不同! 可以把亲和层析分为以下 # 种
类型 "$ #"
!" ! 生物亲和层析#$%&’(
生物亲和层析是利用自然界中存在的生物特

异性相互作用物质对的亲和层析 " 通常具有高的
选择性 " 典型的物质对有酶 %底物& 酶 %抑制剂&
激素 %受体等 "
!" ) 免疫亲和层析#*%&’(
利用抗原抗体中的一方为配体! 亲和吸附另

一方的分离系统! 称免疫亲和层析 "’ #"免疫亲和层
析应用相当广泛" 许多典型的亲和层析纯化蛋白
质的过程已经使用了单克隆抗体作为亲和配体 "
目前! 利用抗体 % 抗原模式! 有可能得到每一种目
标蛋白的单抗!然后以单抗为配基!通过亲和层析
技术分离纯化目标蛋白质 " 此种方法的纯化倍数
活性回收率非常高 " 蛋白 ( 和蛋白 ) 作为抗体
结合蛋白已被应用于免疫亲和层析技术! 是分析
人类免疫球蛋白! 特别是 *+)% 类抗体的很好的免
疫亲和层析的配体 "# #"用免疫层析柱进行各种类型
的免疫检测被称为免疫检测法! 特别适用于检测
含量低微的样品 "# #"免疫检测法利用被标记的抗体
或模拟分析物来进行间接的被分析物的分析 " 常
用标记如酶标记&荧光标记&化学荧光等 "
!" + 金属离子亲和层析,*-%’.
金属离子亲和层析是利用金属离子的络合物

或形成螯合物的能力吸附蛋白质的分离系统 " 目
的蛋白质表面暴露的供电子氨基酸残基! 如组氨
酸的咪唑基!半胱氨酸的巯基和色氨酸的吲哚基!
十分有利于蛋白质与固定化金属离子结合! 这是
*,(-用于蛋白质分离纯化的根据 ".! / #" 金属离子
如锌和铜! 已发现能很好地与组氨酸的咪唑基及
半胱氨酸的巯基结合 " 含有不同数量的这些基团
的蛋白质可以通过金属离子亲和层析得到分离 "
!" / 拟生物亲和层析,$012023405 %&’(
拟生物亲和层析是利用部分分子相互作用!

模拟生物分子结构或某特定部位 " 以人工合成的
配基为固定相吸附目的蛋白质的亲和层析! 如以
染料亲和层析01(2-3和氨基酸4包括多肽亲和层
析4((5(3 "6 #" 染料配基! 例如三嗪4789:;9<=3或三

苯甲烷化合物 "> #! 能通过共价键牢固地结合到亲
和载体上 " 染料配体与很多蛋白以及酶的活性位
点相互作用!以模仿这些生物分子的底物&辅助因
子或结合剂的形式进行 "

) 亲和层析配体的设计以及应用组合方
法筛选配体

亲和层析是一种非常有效的大规模纯化生物

技术产品的分级分离技术并已广泛应用于蛋白质

组学和其他领域的研究 " 尽管其具有很大潜力!
但针对每个目标是否能得到适当的配体! 亲和层
析方法的利用是受到限制的 " 近年来发展的利用
分子模型对配体进行设计和组合化学相结合已经

成为一种为特定生物技术需求产生新颖而特异性

强的配体的创新方法 "
)" ! 亲和层析配体的设计
依据蛋白结构设计配体$ 理性设计配体的策

略包括从合适的数据库获取关于目标蛋白结构信

息并确定蛋白上可能的结合位点 " 目标位点可能
是一活性位点& 裸露于溶剂的区域或是参与同一
中性互补配体相结合的部位 "? #" 依据蛋白结构设
计配体要考虑两个重要因素$第一%正确地预计被
设计的配体构像的能力&第二%正确预计配体的亲
和力的能力 "?% !@ #" 一些成功地利用蛋白设计配体
的方法已报道 "!! A !’ #" 例如% 针对 5%乳酸脱氢酶而
设计的蒽醌模仿生物的染料 %配体 "!$ #"
依据蛋白功能设计配体$当目标蛋白的三维结

构未知的时候% 可依据蛋白的功能对配体进行设
计%并依赖于考虑配体一定的结构特征"归纳如下$

!3符合一定要求的分子的形状 " 例如% 线形
带负电荷的分子肝磷脂对于纯化 1B(% 结合酶是
一种常规方法 "!# #% 另外纯化核苷酸结合酶的配体
三嗪染料 -9C:D8E< FGH= ’)( "!. #具备能与一些酶

的核苷酸结合位点形成合适的相互作用所需的几

何结构以及离子和疏水性的基团 "!. #"
$3配体具特异功能团 " 例如苯甲脒作为胰蛋

白酶类蛋白酶的配体% 羟氨基酸作为与金属结合
的蛋白的配体 "!/% !6 #"

’3两个或数个已知的底物&抑制剂&效应体或
辅助因子这样的结构模体的结合体衍生的结构模

型 " 例如酮 % 羧基仿生物嵌合染料 % 配体被设计
作为纯化识别4酮3羧基的酶的配体 "!! #"
)" ) 组合方法筛选配体
应用组合化学的方法建立多肽文库% 然后利
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用多肽文库来筛选与目的蛋白特异性结合的多肽

配基 $ 这一观点的提出大大促进了亲和层析筛选
及合成配基技术的发展 $ 过去的十几年中已出现
了允许产生多达 %"%& 种不同的蛋白! 肽链或核酸
文库的方法 $ 这样的大文库使选择高亲和性和特
异性的分子成为可能 $ 在寻找配体时可应用两个
策略 $ 首先! 筛选能与各种类型大文库中的生物
分子相结合的目标物! 然后引进一个设计的方法
来缩小被引导的文库的大小规模 $ 这个被采纳的
方法主要取决于一开始时我们有什么信息! 如果
有被分析物的结构的信息!设计配体就有可能"然
而如果没有这样的信息!组合方法来筛选配体可能
是唯一的途径$从第一代文库获得的结合分子能被
用做母体支架产生另外的新文库!从这种新的文库
中可筛选出更高活性的结合物配体 #%’ $$已有报道从
(多)肽!多核苷酸以及替代的三嗪类化合物文库中
筛选亲和配体的组合方法的应用 #%’ * !% $$
!" !" # 合成的肽文库
合成的肽文库是随机肽分子的集合体! 包含

给定肽链长度所有可能的顺序 #!!! !+ $$ 用固相肽合
成方法化学合成肽分子 $ 合成好的肽可从可溶性
的肽文库断裂开或者保留在一个小珠一种结构的

肽文库的树脂上 $ 一个基本的体外筛选组合化学
文库方法是让文库中的混合物流经一待测定蛋白

已被固定在其表面的通路 $ 具备与固定在表面的
蛋白分子有亲和性的配体是那些在它们通道上受

到阻力的肽! 它们通常是亲和层析配体很好的候
选物 $ 用这样的方法!具备 ,-.-.-/-0-.顺序的肽
配体已被合成并用于人类纤维蛋白原的纯化 #%1 $$
!" !" ! 噬菌体展示$%&’() *+,%-’./
噬菌体展示已经迅速成熟并演变成为亲和层

析发现高亲和性配体的工具 $ 这一技术是在一称
为生物淘洗的筛选过程中依据利用噬菌体展示文

库来快速鉴定高选择性的配体 $ 以噬菌体展示得
出的肽用亲和方法选择可用两种方式进行 $ 文库
可直接用被固定的目标培养或者在被固定到固体

支撑物以前用目标预培养 $ 如同亲和层析一样!
相互作用的肽或蛋白特异地或非特异地洗脱出 $
这些相互作用的噬菌体可用细菌感染来放大以增

加它们的拷贝数 $ 这个筛选 2放大过程可多次重
复以获得较高亲和性的噬菌体展示肽 $ 期望的顺
序可通过对被分离出的噬菌体 345 顺序测序获
得 $ 噬菌体展示文库已经成功应用于抗原决定基
定位! 发展疫苗 #!6 $! 鉴定蛋白激酶底物! 具生物活

性的肽以及非肽配体的肽模拟 #!& $! 并且很适合作
为色谱分析的亲和配体来源 #!# $$ 蛋白 5 的免疫球
蛋白结合的结构域已被展示在噬菌体的表面! 使
筛选具改进的特异性或温和的洗脱条件的蛋白 5
变异体亲和层析条件成为可能 #!7! !’ $$ 89:;<=等人
描述了利用展示在细丝状噬菌体 >%+表面的7氨
基酸肽文库作为根毛霉脂肪酶? @A<BCDEFCG D<HAH<
I<J9:H)可能的亲和配体来源 #%’ $$
!" !" 0 核糖体展示和 12324 进行的亲和选择
核糖体展示特别适合于扫描和筛选折叠的蛋

白! 原理总结如下% 首先一 345 文库被转录成
D@45! 该 D@45 在体外被翻译! 由于缺乏一休止
符! 阻止了 D@45和肽从核糖体中释放出来! 在
适当的条件下形成一稳定的三元体复合物 $ 该复
合物然后暴露于固定在一表面的目标分子 $ 如果
肽与目标以充分的亲和力相结合! 复合物就保留
了! 低亲和性的肽被洗脱掉 $ 粘附着的核糖体三
元复合物可被 K3L5 解离 ! D@45 再反转录成
F345 并可由 0M@ 扩增强度 $ 指数浓缩法系统发
展配体NOK.KP)被广泛应用于筛选核酸配体 $ 体
外筛选已被用来针对目标确定核酸配体! 这些目
标覆盖广泛的体积大小! 并包含简单离子! 肽链!
蛋白!细胞器官!病毒!甚至整个细胞 #!1 $$
合成的化学配体在蛋白层析中的作用在过去

的几十年的应用中已经非常实在 $ 离子交换! 疏
水性的和金属螯合的吸附剂一起构成一种固定在

基质骨架上的确定的Q 超级稳定和没有毒性的人
工合成功能体!并与蛋白表面带电荷Q非极性或金
属结合的群体发生亲和作用 $ 例如! 组合化学技
术正开始对发现和设计新的融合肽金属配体发生

较大影响 #+"! +% $$
!5 0 从头设计配体
由于能将 P射线晶体学! 4>@ 或同源结构的

知识与限定的或组合化学合成以及先进的计算机

技术相结合!合理设计亲和配体变得更切实可行!
有效!符合逻辑且更快$这种方法依赖于利用目标
蛋白的结构信息有目的地集中引导配体的合成并

使合成的努力限定朝向已经过实验评价能结合到

被检测目标或预计能结合到目标的方向 #%"! +! * +6 $$
该方法包括以下的步骤% 选择目标蛋白上合适的
位点!设计与该位点的三维结构相配伍的配体!合
成一个结构上相关联的固相的组合配体文库! 并
针对目标蛋白扫描这个文库 #++ $$
针对 RS8 的非肽仿生物配体已经建立! 它是

!"
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依据蛋白 " 的 # 结构域和 $%& 的 ’( 片段组成的
复合物的 ) 射线晶体学结构 !*+ "获得的 , 利用计
算机协助的分子模型 # 一系列围绕蛋白 " 双肽
-./0123456011的仿生物分子被设计出7 其中一个
这样的配体能与人类 $%& 结合# 该配体在三嗪环
上带有13 氨基苯酚和+3 氨基 383 萘酚部分 , 当这
个仿生物配体被固定到琼脂糖上被成功地用于纯

化人类血浆的 $%&, 为重组胰岛素前体 9$1 !11 "以

及重组人类凝固因子 :$$; !1< "等而设计的仿生物

学配体的类似方法也已建立 ,

! 亲和层析的应用

!" # 亲和层析在蛋白质组学中的应用
蛋白质组学最常用的实验技术是用于分离蛋

白的双相电泳 =23>?@ 和用于鉴定被分离蛋白的
质谱 =9AB 技术 7 然而亲和层析也是起很大作用
的分离方法 7 蛋白被 23>? 分离之前#亲和层析主
要被用作选择性地预先浓缩和预处理样品 7 其应
用包括去除一种或一类会干扰 23>? 的分辨率的
蛋白# 一个典型的例子是血清及脑脊髓液样品的
白蛋白和免疫球蛋白 $%& 的去除# 是通过吸附在
亲和树脂上的方法 !1<# 1C "进行的# 这样可显著提高
23>?胶上蛋白斑点的分辨率 7 另外# 亲和层析可
浓缩低丰度的蛋白# 这样它们就可在 23>? 胶上
被看到 !1D "$ 还可将所有蛋白分类成两组或几组以
便进一步分析 !1E "7
很多情况下对那些还没有进行 23>? 分离的

样品进行质谱测定% 测定前可借助亲和层析进行
分离而减轻样品的复杂程度 7 对非 23>? 基础上
的研究# 亲和层析能被用在蛋白水解消化之前或
之后的蛋白以及肽链的分离 7 例如凝集素亲和层
析已被用来在蛋白水解消化之后分离提取一类特

异的糖蛋白# 并浓缩糖肽 !1F "7 这种方法对研究转
录后修饰蛋白特别有用 7 亲和层析也被用来研究
转录后修饰的位点 7 亲和层析分析糖蛋白是利用
目标聚糖甚至在蛋白质水解以后都能被凝集素识

别而进行的 7 利用抗体和某些 $9"G 的亲和层析
可用来分离并浓缩糖肽 7
对于细胞是怎样作为系统而运行的理解取决

于测定细胞蛋白 3 蛋白间相互作用的复杂网络 7
蛋白复合物的亲和纯化后进行蛋白质谱鉴定已作

为产生蛋白 3 蛋白间相互作用图谱和复合物在细
胞中位置图谱的有力工具 7 所有鉴定蛋白复合物
的亲和纯化方法都是利用给蛋白加标签进行的# 在

遗传水平上或是在从细胞中提取蛋白的水平上 !+H "7
蛋白亲和层析方法可能比酵母双杂交方法更优越#
因为它产生较少的假阳性结果并且是更适用于高

通量=高数量被检测的样品B的操作 !+! "7 亲和层析
能纯化细胞中形成复合物的蛋白# 目标蛋白能与
那些相关联的蛋白一起从例如细胞溶解产物中被

纯化 7 重组 >I"技术用例如 &A4J抗原决定基或
4"-这样的肽链片段标记物来给K诱饵L蛋白标上
标签 7 一种大规模的方法可用这些商品肽段标记
所有诱饵蛋白 7 利用 4"- 的方法经过 $%& 小珠和
钙调蛋白小珠两个相连续的亲和步骤来纯化含有

4"-标记蛋白的蛋白复合物 !+2 "7
尽管 23>? 与 9A M9A 并联的方法已经能对

双向电泳胶中的蛋白进行相对定量# 但利用稳定
同位素标记而使蛋白质组学的定量分析更能够实

现 !+1 ", 一类小分子试剂# 同位素编码的亲和标记
物已被用来进行蛋白质组学的定量分析 !++ ", 一种
方法是借助 9"N>$34O’ 质谱仪和 $G"4 标记物
试剂对复杂的蛋白混合物进行分析 !+< "7
!" $ 分离纯化目的蛋白%定量测定
近年来# 高速发展的生物制药工业已广泛应

用亲和层析技术作为其重要的分离纯化和定量测

定用于临床药物的工具 7 亲和层析最常用于靶标
蛋白尤其是疫苗的分离纯化上 7 特别在融合蛋白
的分离纯化上# 亲和层析更是起到举足轻重的作
用# 因为融合蛋白具有特异性结合能力 7 亲和层
析在基因工程亚单位疫苗的分离纯化中应用相当

广泛# 其中# 以对分别带有 PQRSB C 和 &A4 亲和标
记的融合蛋白的抗原 IR2 T 3I"4 和 &A4 亲和层析
应用相当广泛 !+C# +D ", 金属螯和层析与免疫亲和层
析也得到一定的应用 ,
近年来# 将亲和层析原理用于定量分析主要

与免疫技术相结合#对抗原和抗体进行微量分析#
并发展出了放射免疫U 酶标免疫及荧光抗体等技
术 7 另外# 亲和层析技术被广泛应用于与生物大
分子与其特异性作用物的结合常数的测定以及复

合物的定量分析 !+ "7 亲和层析技术在临床上已有
了较多的应用# 例如对糖基化蛋白的定量分析技
术 7 另外# 固定有抗人类转铁蛋白的免疫亲和层
析柱被应用于对稀释的血清转铁蛋白异构体的纯

化和鉴定 !+ "7
!" ! 生物分子间相互作用的鉴定
亲和层析也被用来研究生物系统中生物分子

间发生的相互作用 !+ "7 该领域已被用来检验各种
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生物系统! 包括凝集素 $%&’() *糖! 酶 *抑制剂! 蛋
白 *蛋白!以及 +,- *蛋白间的相互作用 . 临床上
主要将该技术用于研究药物或激素与血清蛋白间

的结合 . 两种层析方法可用来研究生物间相互作
用 "/ # . 一种是 01)2$ 洗脱研究 ! 另一种是前沿
341)’2$ 分析研究 .
!" # 亲和层析与其他分析技术相结合
近年来的另一发展趋势是寻求更加优化的系

统设计和安排形式!从而获得快速5优良的选择性
以及很大数量被检测的样品 . 亲和层析与其他分
析技术串联结合即可很好地达到这一目的 . 目前
已经有很多成功运用亲和层析 6-789 :;<= -78
:>?@8=-78 :>?@8:;<=-78 :8A6毛细管电泳9等
串联结合的应用 . 这种结合因其不可替代的优
点!仍将继续发展 .

# 结语

在发现和生产治疗疾病的蛋白方面的挑战已

经使人们有必要重新考虑设计和进行纯化的过

程! 这种选择主要是由方法的引进速度! 有效性!
稳定性和经济承受能力决定的 . 传统的纯化规程
正被高度选择性和成熟的以亲和层析为基础的策

略所代替 . 这种技术对于纯化提供一种理性的设
计并刺激和探索选择性纯化目标蛋白的分子识别

的自然生物过程 . 亲和层析可能是现行仅有的着
重于高通量和扩大规模蛋白质组学关键问题的分

离技术 . 主要的问题是设计新的技术来确定与假
设目标相结合的高选择性的亲和配体 . 利用理性
和组合的方法设计具高选择性和稳定性的配体对

于亲和层析未来的应用会有巨大的影响 .
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