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(57)摘要

本发明提供一种人免疫球蛋白G的提纯方

法，其是采用疏水性环状肽配基进行纯化，所述

疏水性环状肽配基通过计算机模拟仿生设计得

到，该仿生设计方法以SpA与hIgG‑Fc片段上的

CH3结合区域上的氨基酸序列Ser383‑Asn389为

模拟体系，通过LeDock分子对接和FlexX分子对

接、Amber分子动力学模拟筛选确定可与hIgG有

特异性结合作用的疏水性环状肽配基，采用所述

环状肽配基色谱介质从人血清样品中对hIgG进

行纯化研究，可获得高达96%的纯度和92%的回收

率。
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1.一种人免疫球蛋白G的提纯方法，其特征在于：采用疏水性环状肽配基进行纯化，所

述疏水性环状肽配基通过计算机模拟仿生设计方法得到，所述仿生设计方法包括如下步

骤：

（1）构建模拟体系：选取PBD数据库ID为1FC2的蛋白A（SpA）‑人IgG（hIgG）复合物的晶体

构象，提取SpA与人IgG‑Fc片段上的CH3结合区域，该结合区域的氨基酸序列为Ser383‑

Asn389（SNGQPEN），选取该结合区域的三维坐标作为模拟体系的坐标信息；

（2）获取仿生多肽库：用NAMD软件计算Ser383‑Asn389序列中各残基之间的距离，以Cys

为连接残基，在Cys周围插入5至7个氨基酸残基X，组成环状多肽链‑[XXX‑C‑XXXX]‑、‑[XX‑

C‑XXXX]‑、‑[XX‑C‑XXXXX]‑、‑[XXX‑C‑XXX]‑、‑[XX‑C‑XXX]‑，采用AutoDock分子对接程序进

行氨基酸定位，筛选确定氨基酸残基X的种类，X代表除Cys以外的19中常见氨基酸残基，调

用GROMOS程序获取包含环状6肽、环状7肽和环状8肽序列的仿生多肽库；

（3）多肽库的初筛：利用LeDock分子对接软件将多肽库中的多肽序列与人IgG‑Fc片段

进行半柔性分子对接；

（4）多肽库的复筛：利用FlexX软件将步骤（3）初筛得到的多肽序列与Fc片段再次进行

半柔性分子对接；

（5）分子动力学模拟筛选：利用Amber软件包对步骤（4）得到的多肽系列进行分子动力

学模拟，排除不能与Fc片段稳定结合的多肽序列；

（6）将步骤（5）得到的多肽序列装柱，进行亲和色谱纯化人IgG研究，计算纯化人IgG的

纯度和回收率，确定能够与人IgG进行稳定疏水性结合的有效亲和肽配基；

步骤（3）中根据对接打分分数，挑选结合自由能低于‑6.0kcal/mol的多肽分子进行下

一轮的筛选；

步骤（4）中依据打分分数选取结合自由能低于‑7.0kcal/mol的多肽分子进行下一轮的

筛选；

步骤（6）中确定的有效亲和肽配基序列为‑[HWG‑C‑AKTE]‑、‑[YF‑C‑WRHE]‑、‑[WV‑C‑

LHHYF]‑、‑[PYF‑C‑TIE]‑、‑[FY‑C‑DEHL]‑。
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一种人免疫球蛋白G的提纯方法

技术领域

[0001] 本发明涉及人免疫球蛋白G的提纯技术领域，采用计算机模拟技术仿生设计人IgG

的亲和肽配基库，然后利用亲和色谱试验验证肽分子对人IgG的纯化效果，属于生物仿生设

计中的计算机模拟和下游蛋白分离纯化技术领域。

背景技术

[0002] 当前抗体被广泛地应用于医学诊断和疾病治疗中，2006年FDA批准的20余种抗体

类药物全球销售额超过170亿美元，其中  IgG是血清中主要的抗体成分，约占血清Ig的75%，

也是需求量最大的一类抗体。抗体药物制备通常采用沉淀、离子交换色谱、疏水性相互作用

色谱、亲和色谱等方法完成，其过程成本约占生产成本的30％～40％。金黄色葡萄球菌蛋白

A(SpA)、蛋白G和蛋白L作为亲和配基已广泛用于制备高纯度抗体，这类配基特异性高，然而

过高的亲和力需要较苛刻的洗脱条件，容易导致目标蛋白变性和配基脱落，吸附容量较低，

此外这类配基的制备也比较困难，价格昂贵，蛋白经固定化后一般会失去部分活性，以上使

得蛋白类配基的应用受到限制。

[0003] 多肽作为亲和配基具有较多优越性，但自然界中与目标蛋白有亲和力的多肽数量

十分有限，如何选择合适的多肽序列作为亲和配基，以及如何提高多肽的亲和力和选择性

的问题是影响多肽亲和色谱应用的关键。现有的筛选和设计方法主要分为实验筛选和理性

设计，实验筛选是基于组合库技术进行高通量实验筛选，理性设计主要是基于目标蛋白或

已有配基的结构和性质设计新配基。

[0004] 天津大学孙彦教授课题组采用6个SpA关键残基：F132、Y133、H137、E143、R146和

K154构建模拟体系，利用分子对接和分子动力学模拟进行多肽库的筛选，可获得人IgG纯度

在88%以上、回收率在65%以上的线性八肽分子FYWHCLDE、FYTHCAKE等，虽然其纯化效果也较

好，但是离商业化应用还有较长的路程，其是基于蛋白A与IgG之间的疏水作用模型进行模

拟，但获得的多肽序列却是基于静电作用与hIgG进行结合，本领域公知静电作用不是特异

性吸附作用，易吸附其它生物质分子，获得的蛋白纯度不高，很难商业化利用。

发明内容

[0005] 本发明基于蛋白A与hIgG‑Fc片段上的CH3结合区域（hIgG‑Fc‑CH3），选取结合区域

中的氨基酸序列Ser383‑Asn389（SNGQPEN）作为模拟对象，利用其三维结构信息，构建以Cys 

作为连接残基的环状肽库，接着采用半柔性分子对接程序LeDock和FlexX将多肽库中的多

肽分子依次与hIgG‑Fc片段进行分子对接（两次半柔性分子对接），根据打分分数选取结合

自由能较高的多肽分子，然后利用Amber软件程序将初筛得到的多肽系列与Fc片段之间进

行分子动力学模拟，排除不能与Fc片段稳定结合的多肽序列，以上属于本发明的计算机模

拟设计部分，然后进行实验验证部分，即通过亲和色谱试验验证模拟得到的多肽序列与

hIgG之间的实际结合情况以及纯化效果，确定能够实际与hIgG特异性结合的亲和环状肽配

基。
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[0006] 本发明具体技术方案为一种人免疫球蛋白G的提纯方法，该方法是采用疏水性环

状肽配基进行纯化，所述疏水性环状肽配基是通过计算机模拟仿生设计得到，所述仿生设

计方法包括如下步骤：

[0007] （1）构建模拟体系：选取PBD数据库ID为1FC2的蛋白A（SpA）‑人IgG（hIgG1）复合物

的晶体构象，提取SpA与hIgG‑Fc片段上的CH3结合区域，该结合区域的氨基酸序列为

Ser383‑Asn389（SNGQPEN），选取该结合区域的三维坐标作为模拟体系的坐标信息；

[0008] （2）获取仿生多肽库：用NAMD软件计算Ser383‑Asn389序列中各残基之间的距离，

以Cys为连接残基，在Cys周围插入5至7个氨基酸残基X，组成环状多钛链‑[XXX‑C‑XXXX]‑、‑

[XX‑C‑XXXX]‑、‑[XX‑C‑XXXXX]‑、‑[XXX‑C‑XXX]‑、‑[XX‑C‑XXX]‑，采用AutoDock分子对接程

序进行氨基酸定位，筛选确定氨基酸残基X的种类，X代表除Cys以外的19中常见氨基酸残

基，调用GROMOS程序获取可与hIgG‑Fc稳定结合的、包含环状6肽、环状7肽和环状8肽序列的

仿生多肽库；

[0009] （3）多肽库的初筛：利用LeDock分子对接软件将多肽库中的多肽序列与hIgG‑Fc片

段进行半柔性分子对接；

[0010] （4）多肽库的复筛：利用FlexX软件将步骤（3）初筛得到的多肽序列与Fc片段再次

进行半柔性分子对接；

[0011] （5）分子动力学模拟筛选：利用Amber软件包对步骤（4）得到的多肽序列进行分子

动力学模拟，排除不能与Fc片段稳定结合的多肽序列；

[0012] （6）将步骤（5）得到的多肽序列装柱，进行亲和色谱纯化hIgG研究，计算纯化hIgG

的纯度和回收率，确定能够与hIgG进行稳定疏水性结合的有效亲和肽配基。

[0013] 步骤（2）总共获得包含4256条多肽库序列的肽库，步骤（3）中根据对接打分分数，

挑选亲和结合力低于‑6.0kcal/mol的多肽分子（共1135条）进行下一轮的筛选；步骤（4）中

依据打分分数选取亲和结合力低于‑7 .0kcal/mol的多肽分子（共157条）进行下一轮的筛

选，通过MD模拟筛选出可与hIgG‑Fc有稳定运行轨迹的10条多肽序列，通过亲和色谱试验，

最终筛选出能够与hIgG特异性结合的有效亲和肽配基：序列为‑[HWG‑C‑AKTE]‑（简称

pep1）、‑[FY‑C‑WRHE]‑ （简称pep2）、‑[WV‑C‑LHHYF]‑ （简称pep3）、‑[PYF‑C‑TIE]‑ （简称

pep4）、‑[FY‑C‑DEHL]‑ （简称pep5）。

[0014] 以上5个亲和肽配基其简化的结构式如下：

[0015]

[0016] Cys残基的选取是为了便于将多肽序列固定到色谱介质（Thiopropyl  Sepharose 

6B）上，肽配基的结构式当中，实心球代表色谱介质，实心球与Cys之间的键代表二硫键。将

多肽连接到Thiopropyl  Sepharose  6B介质上后，即可将色谱介质装柱，进行亲和色谱纯化

实验。
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[0017] 本发明与天津大学孙彦教授课题组采用的设计方法和结果有如下不同之处：

[0018] 1）首先，本发明的模拟体系不同，本发明选取的是蛋白A与hIgG‑Fc片段上的CH3结

合区域中的Ser383‑Asn389（SNGQPEN）三维序列，而不是以SpA上的6个关键残基（F132，

Y133，H137，E143，R146和K154）作为模拟对象，也就是说，对接采用的模板蛋白三维结构是

根本不同的。

[0019] 2）本发明采用的分子对接软件不同，LeDock分子对接软件特别适合蛋白配体体系

的对接，运用charmm力场，可除去蛋白中的离子、金属、水分子等，且LeDock在对接构象得分

上的情况要优于AutoDock  Vina，将配体的优化构象作为分子对接的输入，根据得分最高的

构象的结构，LeDock的表现（57.4%）要优于AutoDock  Vina（49.0%），也就是说，LeDock更适

合hIgG与肽配基体系的对接，其采样算法能更好的对数据库中的配体进行性能评估，采样

算法和评分函数是对接软件最关键的计算模块，对对接结果的准确性有决定性影响。

[0020] 3）本发明多肽库复筛采用的FlexX为半柔性对接软件，采用FlexX进行对接的过程

中肽配基构象可在一定范围内变化，但构象的变化调整受到一定程度的限制，如某些非关

键的键长、键角等，hIgG‑Fc片段的构象则是固定的，FlexX对接方法兼顾计算效率和精度，

而Flexpepdock为柔性对接，其在对接过程中，配基和模板蛋白的构象均可变化，柔性对接

虽能精准确定分子间的识别情况，但模板蛋白和配基构象的变化导致其计算量非常大，速

度较慢，效率低，且如何能准确模拟大分子蛋白的构象变化也是目前对接软件普遍面临的

难点，且孙教授课题组已公开发表：SpA‑IgG结合主要由疏水作用和氢键主导，多肽是根据

SpA‑IgG复合物设计的，但该课题组得到的多肽与IgG结合以静电作用和氢键为主，为何与

蛋白  A在结合机理方面差异巨大，分析原因在于Flexpepdock对接软件的局限性，已有报导

证明分子对接往往会低估多肽和目标蛋白之间的疏水作用，例如，芳香基团之间的pi‑pi相

互作用，使用Flexpepdock软件进行计算时，默认为0。因此基于对接效率和精度的双重考

虑，本发明采用FlexX半柔性对接软件而非Flexpepdock全柔性对接，FlexX采用经验打分函

数，综合考虑疏水相互作用、静电作用和氢键，残基之间的成对偏好性、几何互补性。

[0021] 4）本发明进行分子动力学（MD）模拟采用的程序是AMBER而非GROMOS，MD模拟能在

原子水平上模拟分子之间的作用机理，通过MD模拟蛋白‑配基体系的运行轨迹可以获得模

拟体系的多种性质，如分子构象、能量、动力学性质以及蛋白‑配基之间的相互作用能等，本

发明采用AMBER模拟方法是基于其处理环肽的方法较GROMOS更简便、精确，环肽的模拟与直

链肽的区别在于，环肽收尾相接，在读入AMBER或GROMOS时需做处理，否则会被当做N段和C

端残基自动进行处理，AMBER处理的方式是将多肽的pdb  文件中两端氨基酸当成普通的处

于中端的氨基酸残基来处理，主要使环中每个氨基酸都没有特殊性，GROMOS对端基氨基酸

的处理方式则是与在力场中定义处理氨基和羧基的方式相同，环肽残基容易被当做N段和C

端残基，需要进行额外的加氢处理，过程复杂，精度也有限。

[0022] 5）本发明制备得到的是环状肽配基，相比于线性肽分子，柔性低，导致了其在与目

标蛋白结合时熵损失较少，可获得较高的结合亲和性，较低的柔性还导致可锁定靶标分子

的特异性构象，与线性肽相比，增加了结合特异性。

[0023] 6）本发明获得的环肽配基与hIgG之间的亲和作用以疏水性相互作用为主，其次是

静电作用和氢键。本发明是基于蛋白A与IgG之间的疏水作用模型进行模拟，相应的也获得

了以疏水性作用为主导的亲和肽配基，进一步验证了分子模拟设计的有效性，孙教授课题
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组基于蛋白A模型获得的线性多肽序列是基于静电作用与hIgG进行结合，然而本领域公知

静电作用不是特异性吸附作用，易吸附其它生物质分子，如血清中的白蛋白，获得的hIgG纯

度很难达到商业化利用。

附图说明

[0024] 图1是pep1介质对hIgG的亲和色谱吸附实验图，实验条件为：吸附采用缓冲液

（20mmol/L  PBS，pH7.4），洗脱采用2%的醋酸水溶液；

[0025] 图2是pep2介质对hIgG的亲和色谱吸附实验图，实验条件为：吸附采用缓冲液

（20mmol/L  PBS，pH7.4），洗脱采用2%的醋酸水溶液；

[0026] 图3是pep3介质对hIgG的亲和色谱吸附实验图，实验条件为：吸附采用缓冲液

（20mmol/L  PBS，pH7.4），洗脱采用2%的醋酸水溶液；

[0027] 图4是pep4介质对hIgG的亲和色谱吸附实验图，实验条件为：吸附采用缓冲液

（20mmol/L  PBS，pH7.4），洗脱采用2%的醋酸水溶液；

[0028] 图5是pep5介质对hIgG的亲和色谱吸附实验图，实验条件为：吸附采用缓冲液

（20mmol/L  PBS，pH7.4），洗脱采用2%的醋酸水溶液；

[0029] 图6是pep6介质对hIgG的亲和色谱吸附实验图，实验条件为：吸附采用缓冲液

（20mmol/L  PBS，pH7.4），洗脱采用2%的醋酸水溶液；

[0030] 图7是pep1介质对hIgG的亲和色谱吸附实验图，实验条件为：吸附采用缓冲液

（20mmol/L  PBS，pH7.4），洗脱依次采用0.5mol/LNaCl水溶液  和2%的醋酸水溶液；

[0031] 图8是pep1亲和色谱介质从人血清中对hIgG的亲和色谱纯化实验图；

[0032] 图9是pep1亲和色谱介质从人血清中对hIgG进行纯化的凝胶电泳图。

具体实施方式

[0033] 下面结合附图对本发明作进一步详细地描述，以下实施例是用于解释、而不以任

何方式限制本发明。

[0034] 实施例1  构建模拟体系

[0035] 选取PBD数据库ID为1FC2的SpA‑hIgG1复合物的晶体构象，提取SpA与hIgG‑Fc片段

上的CH3结合区域，该结合区域的氨基酸序列为Ser383‑Asn389（SNGQPEN），选取该结合区域

的每个氨基酸残基的三维坐标作为模拟体系的坐标信息。

[0036] 实施例2 获取仿生多肽库

[0037] 用NAMD软件计算Ser383‑Asn389序列中各残基之间的距离，以Cys为连接残基，在

Cys周围插入5至7个氨基酸残基X，组成环状多钛链‑[XXX‑C‑XXXX]‑、‑[XX‑C‑XXXX]‑、‑[XX‑

C‑XXXXX]‑、‑[XXX‑C‑XXX]‑、‑[XX‑C‑XXX]‑，采用AutoDock分子对接程序进行氨基酸定位，

确定出与Ser383‑Asn389坐标体系作用相匹配且结合位置最佳的氨基酸残基X的种类，X代

表除Cys以外的19种常见氨基酸残基，调用GROMOS程序获取可与hIgG‑Fc稳定结合的、首尾

相接的环状6肽、环状7肽和环状8肽序列的仿生多肽库，该多肽库共包含4256条序列。

[0038] 实施例3  多肽库的初筛

[0039] 采用LeDock分子对接软件将多肽库中的多肽分子依次与hIgG‑Fc三维结构进行分

子对接，对接结果显示绝大部分多肽都能与Fc片段结合，且结合亲和力分布在‑3 .5—‑
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7 .6kcal/mol之间，综合考虑亲和力的大小以及筛选效率，最终选取结合亲和力低于‑

6.0kcal/mol（亲和力绝对值大于6.0kcal/mol）的多肽分子（共1135条）进行下一轮的筛选。

[0040] 实施例4  多肽库的复筛

[0041] 利用FlexX软件将步骤（3）初筛得到的1135条多肽序列分别再次与hIgG‑Fc进行半

柔性分子对接，对接结果显示所有多肽都能与Fc片段结合，结合亲和力分布在‑5 .8—‑

8.5kcal/mol之间，最终选取结合亲和力低于‑7.0kcal/mol（亲和力绝对值大于7.0kcal/

mol）的多肽分子（共157条）进行下一轮的筛选。本次对接利用FlexX再次对配基与蛋白之间

的结合构象和亲和力进行了筛选，排除掉LeDock分子对接显示的假阳亲和配基，准确度进

一步增强。

[0042] 实施例5 分子动力学模拟筛选

[0043] 分子对接是对多肽与蛋白之间的静态结合构象进行模拟，为了进一步验证pep‑

hIgG之间的亲和结合力，还要考虑多肽与蛋白之间的动态结合行为，因此需要采用分子动

力学模拟研究两者之间的结合动态信息。利用Amber软件包程序对步骤（4）得到的157条多

肽序列进行分子动力学模拟，Amber运行的动力学过程分为三步：能量最小化、体系平衡和

实际动力学模拟。其中能量最小化分为两步，第一步是mini1：限制蛋白，溶剂部分能量最小

化，第二步mini2：放松蛋白，整个体系能量最小化；体系平衡也分为两个步骤：第一步，系统

在约束蛋白下升温，给系统加热，从0K到300K，运行20ps动力学，第二步体系升压，为了平衡

体系，运行100ps的恒温恒压动力学计算；第三步，实际模拟，获取轨迹，运行10ns的分子动

力学模拟。在模拟过程中发现，部分多肽分子在与Fc片段的接触过程中（10ns），会逐渐发生

脱离，也就是说这些多肽分子不能与Fc片段产生稳定的结合作用，最终筛选出可与hIgG‑Fc

有稳定运行轨迹的10条多肽序列：‑[HWG‑C‑AKTE]‑(pep1)、‑[FY‑C‑WRHE]‑(pep2)、‑[WV‑C‑

LHHYF]‑(pep3)、‑[PYF‑C‑TIE]‑(pep4)、‑[FY‑C‑DEHL]‑(pep5)、‑[MEY‑C‑KAGE]‑(pep6)、‑

[VY‑C‑LEIT]‑(pep7)、‑[FD‑C‑TPHRA]‑  (pep8)、‑[PHR‑C‑GAV]‑  (pep9)  、‑[FW‑C‑STPR]‑

(pep10)。对照试验采用pep6肽配基。

[0044] 试验部分

[0045] 主要原料和设备：多肽分子，吉尔生化（上海）有限公司，固相合成法合成；

Thiopropyl  Sepharose  6B介质，GE  healthcare；将环肽分子交联到Thiopropyl 

Sepharose  6B介质上制得多肽配基介质（密度：10μmol/g）；hIgG，Sigma公司；人血清，北京

鼎国生物技术有限责任公司；AKTA  Purifier  10  色谱仪，GE  healthcare；Tricorn型色谱

柱，HR5/5，GE  healthcare。

[0046] 实施例6

[0047] 将肽配基介质（pep1‑  Sepharose、pep2‑  Sepharose、pep3‑  Sepharose、pep4‑ 

Sepharose、pep5‑  Sepharose、pep6‑  Sepharose）装入色谱柱，上样前，采用吸附缓冲液

（20mmol/L  PBS，pH7.4）进行充分平衡，UV基线达到稳定后，将100μL溶解在吸附缓冲液中的

hIgG（1.0mg/mL）以50μL/min的流速脉冲注入柱子中，蛋白进样后，将吸附缓冲液连续注入

柱子中，冲洗未吸附的蛋白，然后将吸附的蛋白用2%的醋酸水溶液以0.8  mL/min的流速进

行洗脱，洗出液用UV‑900检测器在280nm下检测其吸收值。pep1‑Sepharose另外测试了用

0.5mol/LNaCl进行洗脱的色谱实验。色谱试验结果见图1‑图7。

[0048] 由色谱图可以看出，图1‑图5流出组分中只有微量蛋白流出，说明hIgG在pH7.4的
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吸附条件下可全部结合到pep1至pep5亲和介质，结合蛋白能用2%的醋酸水溶液洗出，图7表

明NaCl溶液无法洗脱吸附的蛋白，这说明肽配基与hIgG之间的结合以疏水作用为主导，与

蛋白A‑hIgG的结合机理相同，这也直接证明了本发明分子模拟设计亲和肽配基的准确性。

图6中大量蛋白在进样之后直接流出，洗脱组分中也只有少量蛋白，说明pep6不能与hIgG有

效结合，不能作为hIgG的亲和肽配基。

[0049] 实施例7 静态吸附等温线测定

[0050] 将抽干湿介质（pep‑  Sepharose  6B介质）用缓冲液进行充分预平衡，称取10mg抽

干介质与1.0mLhIgG溶液（吸附缓冲液溶解，0.1‑5mg/mL）混合，150rpm反应5h，将吸附体系

进行2000rpm离心分离6min后，收取上清，用分光光度计测量上清液在280nm下的吸光值从

而确定蛋白浓度（c），蛋白吸附密度（q）通过质量平衡计算，应用Langmuir模型q=qmc/(Kd+c)

描述吸附等温线，其中q m是吸附容量（mg‑蛋白/g‑抽干湿介质），Kd是表观解离常数。测定结

果见表1。

[0051] 表1

[0052]

[0053] 由表1可以看出，pep6介质对hIgG的吸附容量很低，仅为3.8  mg/g，也再次证明了

其不是hIgG的有效亲和肽配基，这与实施例5中亲和色谱试验结果相呼应。

[0054] pep1至pep5亲和介质的吸附容量是91.1‑136.4  mg/g，pep4的吸附容量（91.1  mg/

g）高于  FYCHWALE和FYCHTIDE，其余亲和肽配基对hIgG的吸附容量高于孙教授课题组获得

的最优肽配基FYWHCLDE（100.5  mg/g），吸附容量越大，表示配基对蛋白的吸附能力越强。Kd

表示解离常数，Kd越小，表示肽配基与蛋白之间的亲和性越高，可以看到pep1和pep2的亲和

性最高，优于FYWHCLDE  ，pep3‑pep5的亲和性优于FYCHWALE和FYCHTIDE。综合以上数据，可

以看出pep1至pep5亲和肽配基对hIgG的结合亲和性整体上是优于孙教授课题组的三个线

性八肽配基的。

[0055] 实施例8 人血清中hIgG的亲和色谱纯化

[0056] 根据实施例6‑7试验结果确定最优亲和肽配基pep1，采用装有1mL  pep1亲和色谱

介质的HR5/5色谱柱对血清中的人IgG进行纯化，用吸附缓冲液（20mmol/L  PBS，pH7.4）作为
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上样缓冲液并对血清样品进行稀释（稀释10倍），稀释后的血清在上样前进行膜过滤除去不

溶物，用上样缓冲液对柱子进行充分平衡直至UV基线走平，然后将500μL的人血清稀释液

（总蛋白浓度为8.86mg/mL）以0.5mL/min的流速进样，之后用上样缓冲液冲洗柱子，然后用

2%的醋酸水溶液洗脱吸附的蛋白，收集流出组分（FT‑1、FT‑2）和洗脱组分（E‑1、E‑2），进行

SDS‑PAGE凝胶电泳，用Micro‑BCA  kit检测蛋白回收率，应用Gel‑Pro  Analyzer软件分析蛋

白纯度。试验结果见图8、图9。

[0057] 由电泳图中可以看出，流出组分中包含大量的人血清白蛋白，只有微量人IgG和少

量其它杂质，hIgG能用醋酸水溶液（2%）完全洗脱，将洗脱组分E‑1和E‑2混合，计算hIgG的纯

度（96%）和回收率（92%），高于FYWHCLDE亲和介质从人血清中纯化hIgG的纯度（90%）和回收

率（87%）。

[0058] 综上，本发明试验表征结果显示，从吸附容量、结合亲和性以及结合纯度和回收率

等方面，本发明设计的环肽配基对人IgG的提纯效果，整体上优于FYWHCLDE、FYCHWALE、

FYCHTIDE肽配基介质。

[0059] 也就是说，与孙教授课题组提出的理性设计方法相比，本发明分子模拟设计多肽

配基采用的模拟体系、分子对接软件、分子动力学模拟程序、模拟参数与该课题组均不同，

筛选出的肽配基形状、与hIgG之间的作用（表观上为吸附和洗脱采用的缓冲液不同）、对

hIgG的结合力和亲和性均不同。因此，两者没有可比性，且综合本发明环肽配基的纯化效

果，在整体上也要优于该课题组得到的配基。
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图1

图2
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图3

图4
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图5

图6
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图7

图8
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图9
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