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柱层析法纯化人血纤维蛋白原及其药理功能研究 *
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摘要 目的：探讨层析法新工艺和原有的低温乙醇工艺制备纤维蛋白原在大鼠跟腱断裂模型中促恢复的效果差异。方法：构建大

鼠跟腱部位断裂模型，将其分为空白组（未剪跟腱）、模型组（跟腱断裂未给药）、实验组（自制纤维蛋白原 2 mg/mL）与对照组（市售

纤维蛋白原 2 mg/mL），观察各组大鼠在手术后三周跟腱部位的最大滑动距离、弹性模量和最大抗拉力差异。结果：采用冷沉淀溶

解、酸沉除杂、S/D灭活病毒、MacroCap Q柱层析、过滤等流程可从人血浆冷沉淀组分 I中成功分离纯度为 90.9%纤维蛋白原。试

验中构建的大鼠跟腱部位断裂模型无感染、且均存活至试验终止。生物力学结果显示，四组大鼠跟腱在最大滑行距离上无明显统

计学差异（P＞0.05）；在跟腱部位弹性模量及最大抗压力比较上，实验组及对照组均优于模型组，但与空白组仍有一定差距，且差

异均具有统计学意义（P＜0.05）。结论：采用柱层析法分离人纤维蛋白原，不仅能有效提高分离效率，减少蛋白损失，还可增强纤维

蛋白原在断裂跟腱中的促恢复效果。
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Studies on the Purification of Human Fibrinogen by Column Chromatography
and Its Pharmacological Function*

To investigate the difference between new technology of chromatography and old low temperature ethanol

method in the preparation of fibrinogen, which is used in rat model with partial rupture of the Achilles tendon. The rat model

with partial rupture of the Achilles tendon was constructed and divided into the blank group (the Achilles tendon wasn't cut), the model

group (the Achilles tendon was cut and wasn't administered), the experimental group (administered with 2 mg/mL self-made fibrinogen)

and the control group (administered with 2 mg/mL commercially available fibrinogen). Differences of before surgery and three weeks

after surgery were observed on maximum sliding distance of Achilles tendon, Achilles tendon elastic modulus and the greatest tensile

strength. Fibrinogen of 90.9% purity was successfully isolated from human plasma cryoprecipitate component I using

cryoprecipitation dissolving, acid precipitation purification, S/D inactivating virus, MacroCap Q column chromatography and filtration.

Biomechanical results showed that the four groups had no significant difference in the Achilles tendon maximum sliding distance (P＞

0.05), but in the Achilles tendon elastic modulus and maximum resistance to pressure, the experimental group and the control group were

better than the model group, and had a certain disparity with the blank group, the differences were statistically significant (P＜0.05).

Using column chromatography to separate human fibrinogen, not only can effectively improve the separation efficiency and

reduce the loss of protein, but also enhance the effect of fibrinogen in promoting recovery of the Achilles tendon rupture.
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前言

纤维蛋白原（Fibrinogen，Fib）又称凝血因子 I，主要由肝细

胞、巨核细胞合成分泌，并经凝血酶作用后参与凝血途径的最

终环节，是凝血途径中必不可少的底物[1]。研究证实，因 Fib不

足所引起的异常出血及手术患者术后注射 Fib均可获得令人

满意的止血效果[2]，同时，市售止血带上也常添加 Fib来增强产

品的止血效果[3]。此外，有文献还报道[4]，Fib还具有诱导平滑肌

细胞增殖及趋化作用来促进受损组织修复的能力。可见，Fib在

临床应用中发挥着重要作用。但是，Fib在血浆中含量较低，仅

2041· ·



现代生物医学进展 www.shengwuyixue.com Progress in Modern Biomedicine Vol.17 NO.11 APR.2017

为 2-4 g/L，按照以往低温乙醇工艺，大量纤维蛋白原随废料丢

弃，从而造成资源的严重浪费，而改进分离技术则能从根本上

解决以上问题。目前，杨笃才等[5]尝试在以往工艺中引入 EDTA

去除 Ca2+、甘氨酸沉淀去除多聚体等步程，该法有助于回收低

温乙醇废液中的 Fib，且保持 Fib具有较高的纯度及较短的复

溶时间。但是，低温乙醇技术耗时久、蛋白活性差的问题仍未得

到有效解决[6]。而国外采用层析技术，则只需适当的样前处理步

骤及离子交换层析即可获得高纯度的纤维蛋白原[7]，这不仅节

约了制备时间，也有助于提高 Fib产出率。而 Fib的大量制备，

不仅有利于临床应用的顺利开展，也可为进一步研究 Fib的生

物学功能提供基础。因此，本文通过层析技术快速获得高纯度

纤维蛋白原，并对 Fib在跟腱断裂组织中的促恢复效果做了初

步研究，以期望为更好的开发及利用 Fib提供实验基础。

1 实验材料及仪器

1.1 主要材料

人血组分 I（由深圳市卫武光明生物制品有限公司提供）；

纤维蛋白原对照品购自中国质量检定研究院 （批号：

140626-201310）；SPF级 SD大鼠，体重 200± 20 g，购自广东省

医学实验动物中心，许可证号：SCXK- (粤) 2013-0002；Macro-

Cap Q柱层析购自 GE公司，10%福尔马林购自西陇化工股份

有限公司；蛋白高分子量 marker购自生工生物工程（上海）股

份有限公司；纤维蛋白原含量检测试剂盒（批号：2400130）购自

长春汇力生物技术有限公司；硫酸铵等试剂购自广州鼎国生物

技术有限公司。

1.2 主要仪器

蛋白电泳仪、凝胶成像仪购自 BIO-RAD 公司，LEICA

ASP300S全密封式组织脱水机、LEICA EG 1150H组织包埋机

购自徕克医疗仪器有限公司；3220 Serise III力学测定仪购自

BOSE公司。

2 实验方法

2.1 纤维蛋白原制备

（1）溶解及酸沉：依据冷沉淀组分 I重量，加入 10倍体积

的磷酸盐缓冲液（40 mM PB, 15 mM Gly pH为 7.2），加入终浓

度 8 IU/mL 肝素钠，37 ℃水浴锅中融化 30 min，4 ℃，4000

rpm，10 min离心，收集上清液，加入 0.5 mol/L醋酸使 pH调至

6.9，并放于 4℃，4 h后，进行 4℃，4000 rpm，10 min离心，吸取

上清液。（2）病毒灭活：取上清液，每 50 mL，加入终浓度为 10

mg/mL Tween-80及 3 mg/mL TnBP，放于恒温磁力搅拌器上，

25℃，搅拌 6 h，置于 4℃备用。（3）Macrocap Q柱层析：以平衡

液（40 mmol/L PB, 15 mmol/L Gly pH为 6.9）平衡介质，将病毒

灭活后样品以流速 1.5 cm/min速度流经介质后，平衡液平衡

2-3个柱体积后，分别用洗脱液 1（平衡液 +0.05 mol/L NaCl

pH7.2）、洗脱液 2（平衡液 +0.15 mol/L NaCl pH7.2）和洗脱液 3

（平衡液 +1 mol/L NaCl pH7.2）以相同流速洗脱 1～2个柱体

积，并根据紫外吸收值收集每次洗脱蛋白，标记为 X1、X2和

X3。对其进行蛋白电泳验证，X2为纤维蛋白原。（4）浓度测定：

采用透射比浊法进行测定，大致步骤如下：将标准品及待测样

品按一定浓度梯度稀释后加入到含有亚硝酸盐及中心分散剂

中，在波长 630 nm下绘制标准曲线，并计算待测品种纤维蛋白

原含量。（5）分装：将确定浓度的纤维蛋白原经 0.22 滋m滤膜过
滤后，并以 2 mg/mL进行分装。

2.2 动物模型制备及给药

2.2.1 分组 将 22只 SD大鼠，分为 4组，其中空白组 4只

（切开皮肤后直接缝合），造模组 6只（仅实施手术未给药）、实验

组 6只（采用自制纤维蛋白原）、对照组 6只。（市售纤维蛋白原）。

2.2.2 大鼠跟腱断裂模型制备 对四组大鼠术前均断水、断食

一天。手术当天，按 0.1 mL/l00 g腹腔注射 3%戊巴比妥钠溶

液，待大鼠麻醉处理后，在无菌条件下，在其后肢双侧跟腱跟骨

止点处作 10 mm横向切口并显露跟腱，用剪刀剪约 1-2 mm缺

口（见图 1），术后直接以 5-0缝合线缝合伤口，不实施外固定，

笼中自由饲养。术后三日，每日给予手术大鼠两侧后肢各 20万

单位青霉素注射以防感染。

2.2.3 给药剂量、途径及周期 将自制纤维蛋白原及市售纤维

蛋白原用生理盐水均稀释至 2 mg/mL，并按照 500 滋L/次 /侧

注射剂量进行注射，同时，模型组及空白组注射生理盐水 500

滋L/次 /侧。四组大鼠每周一次，共给药三周。

2.2.4 取材 第一次给药后一周每组处死 2只大鼠，剩余大鼠

均在末次给药后一周全部处死。具体操作如下所示。

图 1 跟腱断裂造模

Fig.1 Achilles tendon rupture model

手术日 观察期 第一次给药 第二次给药 /处死 第三次给药 处死

0天 第 3天 第 4天 第 11天 第 18天 第 25天

2.2.5 观察指标 (1)一般情况检测：术后每周观察大鼠存活及

活动情况，并对其跟腱愈合程度、腱周组织水肿及粘连情况进

行比较。(2)生物力学检查：取刚处死大鼠的另一侧跟腱，用浸有

生理盐水的纱布包裹跟腱两侧以增大跟腱摩擦力（见图 2），随

即进行跟腱最大滑动距离（mm）、跟腱弹性模量（MPa）及最大

抗拉力(N)分析。
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2.3统计分析

采用 SPSS19.0统计分析软件，对所得计量数据以(x± s)表

示，并进行 t检验，对计数资料进行卡方检验。当 P<0.05时，组

间差异具有统计学意义。

3 实验结果

3.1 纤维蛋白原分离

研究显示，Macrocap Q柱对纤维蛋白原有较好的吸附能

力，且在平衡液 0.15 mol/L NaCl PH7.2洗脱条件下，目的蛋白

可大部分被洗脱。Fib最终纯度在 90%以上，回收率约 70%（见

表 1、图 3和图 4），电泳图中泳道 2及泳道 3分别为对照品及

层析法制备的纤维蛋白原。图 2 生物力学测试

Fig.2 Biomechanical Testing

表 1 纤维蛋白原纯化工艺表

Table 1 Purification process table of Fibrinogen

Purification Process Total protein（mg） Fibrinogen（mg） Purity（%） Purification factor Recovery rate（%）

I components dissolve 1000.0 162.8 16.2 1.00 100.0

Acid precipitation 489.0 148.2 30.3 1.86 91.0

S/D Inactivated 481.0 146.2 30.4 1.00 89.8

Macrocap Q Flowthrough 115.9 5.1 4.4 0.14 3.1

Macrocap Q Eluent 1 69.7 9.6 13.7 0.45 5.9

Macrocap Q Eluent 2 124.8 113.5 90.9 2.99 69.7

Macrocap Q Eluent 3 173.3 12.2 7.0 0.23 7.5

3.2 大鼠生理指标分析

各组大鼠术后切口愈合良好，无感染症状且均存活至试验

处死时。术后 1-3天进行跟腱断裂手术的大鼠精神较差，活动

量少，喜欢蜗居于角落，行走时存在跛行或后肢无力现象，术后

1周后，精神状态正常，可正常行走。

3.3 生物力学结果

结果显示，四组大鼠在最大滑动距离上差异无统计学差

异，但在跟腱弹性模量及最大抗拉力上，实验组大鼠恢复效果

略优于对照组（t 跟腱弹性模量 =5.464，P＜0.05；t 最大抗拉力 =5.234，P＜

0.05），且两者均优于模型组。见表 2。

4 讨论

层析技术的快速发展，不仅有效的提高了目前血液制品产

品的分离效率，也为分离微量蛋白提供了可能。然而，我国大部

分血液制品企业并未对目前低温乙醇法工艺进行替换，其主要

原因之一是低温乙醇法制备血液制品工艺相对稳定，且成本较

低，仅需要提供低温离心设备。但是随着国际血液制品巨头产

图 3 蛋白电泳图

Fig. 3 Protein electrophoresis

图 4蛋白层析图

Fig. 4 Protein chromatograms

Note: 1 Marker; 2 Fibrinogen Standard; 3 self-made fibrinogen finished
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Note: compared with the black group, * P＜0.05;** P＜0.01; compared with the model group, △ P＜0.05; △ △ P＜0.01.

品种类的更新和产品产量的显著增长压力，国内血液制品企业

也开始积极寻找新的分离方法。纤维蛋白原的分离是近年来研

究较多的蛋白之一，范彩彩[8]等对目前应用于分离纤维蛋白原

的经典冷沉淀法、反复冷沉淀法、冷乙醇法、硫酸铵沉淀法、

PEG沉淀法进行比较发现，反复冷沉淀具有更好的提纯效果及

分离效率。虽然该研究并未引入层析技术，但其在原有分离基

础上进行归纳分析，为寻找更合适纤维蛋白原分离技术提供思

路。此外，黄璠[9]等采用铝胶吸附、酸沉淀、离子交换层析、低温

乙醇沉淀流程最终获得纯度 91.5%Fib，远高于《中华人民共和

国药典》2010版第三部中的国家标准（≥ 70.0%），但是该法在

引入层析技术同时，仍需要以氢氧化铝凝胶作为样品吸附剂，

使得在后续流程中需要对氢氧化铝残留情况进行检测。喇文

军[10]等采用扩张床吸附层析，其以原料血浆为待分离样品，通

过一步结合，分步洗脱的方法，分离出多种活性蛋白。虽然该法

相对于以往分离单一活性蛋白具有明显优势，但我国目前血液

制品行业无法马上抛弃原有技术工艺及设备，因此该技术并不

适用于国内期望在原有工艺基础上开发新品种或提高原品种

分离效率的思路。因此，针对现有低温乙醇工艺技术中常见废

弃物组分 I，本文希望采用新型层析技术对废料起到回收再利

用的目的。

本研究中首先采用对组分 I进行溶解并加入肝素钠，其目

的是使 Fib在溶解及酸沉处理过程中不发生凝集反应。结果显

示，在进行上柱前，该方法明显有效保证了 Fib活性含量。此

外，本流程中采用了 Macrocap Q柱作为纤维蛋白原分离的主

要介质。该介质不仅能结合纤维蛋白原，同时对肝素钠、

Tween-80及 TnBP也有去除效果。而国外多采用大孔径的层析

介质，如 DEAE-650M，其可能原因是纤维蛋白原主要由 琢、茁、酌
分子组成，大孔径的离子层析介质更有利于纤维蛋白原结合到

离子介质上[11]，随后通过不同盐浓度进行洗脱，可使得纤维蛋

白原与其他杂蛋白有效分离。而本研究采用 Macrocap Q离子

介质最终回收 69.7%、纯度为 90.9%的 Fib。此外，目前尚未查

到有相关文献同时采用与本流程相同介质及流程的纯化工艺。

另外，大鼠跟腱部分断裂模型的治疗效果明显，也进一步

说明层析技术不仅在分离效率上优于低温乙醇技术，其蛋白在

促组织修复功能也具有一定优势。Linsley C[12]等研究发现，Fib

所形成的三维纤维蛋白有利于干细胞的增殖及分化，此外，肿

瘤患者血液中常常出现高表达纤维蛋白原，其可能原因是 Fib

具有促进新生血管生成，从而为肿瘤增殖提供充足营养[13,14]。研

究显示[15,16]，早期跟腱愈合主要以细胞数目增加及胶原蛋白纤

维任意排列为主，而晚期愈合则是以胶原纤维按机械应力方向

排列生长，从而逐渐恢复跟腱抗应力、抗张力等机械力学性能。

而本研究通过 Fib对大鼠跟腱断裂模型的治疗效果发现，跟腱

断裂处在受到高浓度的 Fib时，其恢复速度明显快于注射生理

盐水的模型组。而这与 Fib促新生血管生成[17]及趋化平滑肌细

胞及成纤维细胞具有一定相关性[18]。与此同时，我们还发现低

温乙醇法纯化的 Fib对组织的修复作用略弱于柱层析法纯化

的 Fib，可能是由于长时间的低温分离操作对凝血因子的部分

生物学功能造成影响[19]。

随着医学技术的快速发展，目前对纤维蛋白原的作用并不

仅仅作为纤维蛋白胶成分局限用于促凝血，而其形成的三维结

构，还可用于细胞生长及活性物质的载体等[20]。在我国处于血

浆投浆量无明显增长的情况下，通过新工艺、新技术分离纤维

蛋白原将对产品的生产和应用提供新的思路。而采用层析技术

结合低温乙醇法，不仅无需大量更新以往设备，又可将原有废

料变废为宝，应鼓励推广应用。
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