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一、抗体的种类和特性





rProteinA Sepharose纯化条件

抗体类型 作用强弱 抗体类型 作用强弱

人抗体IgG1，IgG2 ++++ 大鼠IgG3 +
人抗体IgG3，IgG4 + 马抗体 ++
小鼠IgG1 + 猴抗体 ++++ 
小鼠IgG2a ++++ 猪抗体 ++++ 
小鼠IgG2b +++ 狗抗体 ++ 
小鼠IgG3 ++ 牛抗体 ++ 
兔抗体 ++++ 山羊抗体 +



吸附和洗脱条件

抗体种类 作用强弱 吸附pH 洗脱pH

人IgG1 ++++ 6.0-7.0 3.5-4.5

人IgG2 ++++ 6.0-70 3.5-4.5

人IgG3 + 8.0-9.0 ≤7.0

人IgG4 + 7.0-8.0 3.0-6.0

小鼠IgG1 + 8.0-9.0 4.5-6.0

小鼠IgG2a ++++ 7.0-8.0 3.5-5.5

小鼠IgG2b +++ ≈7.0 3.0-4.0

大鼠IgG3 + ≈7.0 3.5-5.5
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蓝色琼脂糖凝胶FF纯化腹水中抗体

样品：腹水1.5ml，蛋白量4.6mg
填料： Blue sepharose FF，1ml
BufferA：50mM KH2PO4, pH7.0
BufferB：50mM KH2PO4, 1.5M KCl，
pH7.0
结果：穿透6.2ml,蛋白量2.4mg
洗脱3.7ml,蛋白量1.9mg

重组蛋白A琼脂糖凝胶FF纯化腹水中抗体

样品：同上，上样2ml,蛋白量4.6mg
填料：rProtein A sepharose 1ml
BufferA:20mM PBS，pH7.4
BufferB:0.1M 柠檬酸，pH4.0
结果：穿透8.5ml,蛋白量3.9mg
洗脱4ml,蛋白量0.6mg

二、抗体分离纯化的方法

1.亲和色谱纯化抗体

SDS-PAGE图

1.marker 2. 腹水上样
3.腹水blue柱穿透
4. 腹水blue柱洗脱
5.腹水PrA柱穿透
6. 腹水PrA柱洗脱



2.亲和纯化血浆中的抗体

蓝色琼脂糖凝胶FF纯化SDS-PAGE图

1.marker  2. 血浆上样 3.blue柱穿透
4. blue柱洗脱

重组蛋白A琼脂糖凝胶FF 柱纯化的SDS-PAGE图

1.marker  2. 血浆上样 3.和5.穿透
4.和.6 洗脱



3.疏水色谱纯化细胞培养样品中的抗体
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苯基琼脂糖凝胶FF纯化抗体

填料： Phenyl sepharose FF 5ml
Buffer A:50mM PBS，0.6M 硫酸铵，pH7.0
Buffer B: 50mM PBS，pH7.0
结果：洗脱蛋白量4.5mg/ml×20ml=90mg 

苯基琼脂糖凝胶FF纯化SDS-PAGE图

1.marker  2. 培养液上清 3.苯基柱穿透 4.和5 .苯
基柱洗脱



4.疏水色谱纯化蛋黄中的抗体
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吡啶琼脂糖凝胶分离抗体

填料：吡啶琼脂糖凝胶 FF  20ml
Buffer A: 20mM PBS,0.8M Na2SO4,pH7.5
Buffer B: 20mM PBS, pH7.5
Buffer C: 20mM PBS, pH7.5,30%异丙醇

吡啶琼脂糖纯化SDS-PAGE图

1.marker  2. 粗提物 3.吡啶柱穿透 4.和
5 .吡啶柱洗脱



5.其他纯化抗体的方法

1.离子交换法

2.类似亲和法

3.金属螯合色谱法

4.辛酸沉淀法

5.羟基磷灰石法

6.免疫亲和法



三、各种纯化的方法对比

方法名称 优点 缺点
蛋白A和蛋白G 特异性好，快捷，方便。 有失活可能，价格高，不适合所

有抗体。时间长，载量小。

疏水色谱法 适用范围广，成本低，配合硫酸铵
沉淀效果更好，载量高。

去杂质法 回收率高，活性好，时间短。 最好配合沉淀的方法。

类似亲和法 成本低，效果好，载量高 价格还是比较贵

沉淀法 简单，低成本 时间长，纯度低，回收率低

离子交换法 简单，低成本 效果一般，麻烦，纯度不高

羟基磷灰石法 成本低，效果好，能分离各种亚型



亲和适合IgG纯化，效果不错，疏水和去杂质的方
法成本低，价格便宜，效率高，载量大是很适合的
纯化抗体的方法，而操作简单，具体使用什么方法
完全取决于对抗体的种类，纯度要求，自己已有条
件等因素。
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