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氨基酸修饰大孔吸附树脂 !".!!% 对肿瘤坏死因子吸附性能的研究

魏佼 俞耀庭" 孔德领
（南开大学生物活性材料教育部重点实验室，天津 0%%%"!）

摘 要 应用医用吸附剂直接吸附血浆中的 1*5!是一种高效的分离方法。选用 3 种不同结构和性质的氨基酸修

饰大孔吸附树脂 *F.!!%，通过对 1*5!吸附量的测定，吸附动力学曲线和吸附等温线的描述等方法，研究了经修饰

后大孔吸附树脂对血浆中 1*5!的吸附性能，结果表明：!)半胱氨酸修饰的 *F.!!% 对 1*5!的吸附量高，静态吸附

!$%:;> 时达 "430G3%,H:I。$)其吸附动力学曲线表明，经半胱氨酸修饰后，相同时间内吸附量更高，且二者吸附量有

差别（A J %G%!）。0)由吸附等温线可见 *F.!!% 对血浆中 1*5!的吸附量随着溶液浓度的升高而升高，但其吸附率随

之呈降低趋势。经半胱氨酸修饰后，其吸附量随着 1*5!浓度的升高而升高，吸附率基本不变。
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肿瘤坏死因子!（1,:’M *2CM’N;N 56C=’M!）（1*5!）

是由人体内巨噬细胞和活化 1 细胞等产生的一种细

胞因子［!］，其作为一种炎症介质，对人体的作用具有

双重性：适量的 1*5!对机体呈现保护性反应。正

常情况下，血浆中有较低水平的 1*5!存在，这时维

持机体内环境的稳定及组织的更新、改建，都起着重

要的调节作用［$］。但另一方面，过量的 1*5!对机体

产生不利的作用：! ) 1*5!是内毒素血症和感染性休

克发病机理中主要的致病介质，它的释放早于其他

细胞因子，对革兰氏阴性菌诱发的内毒素休克起了

重要的内分泌调节作用［0］。1*5!可引起心血管功

能紊乱，心输出量降低，肝脏损害，甚至引起弥漫性

血管凝血，多器官功能衰竭等。$ )高浓度 1*5!与肿

瘤患者的食欲减退、进行型消瘦、氮平衡失调等恶液

质综合征的表现密切相关［#，/］。

目前认为，肿瘤坏死因子!及其它一系列炎症

介质共同介导了内毒素休克时的多器官疾病病生理

改变，且 1*5!在 其 发 病 过 程 中 所 起 的 主 导 作

用［4，"］。已有一些实验证据表明，具有中和作用的抗

1*5!单克隆抗体能够预防和治疗因 1*5!过量产生

而导致的炎症等疾病状态［3］。本文通过选择特定的

吸附剂直接吸附血浆中的 1*5!，使其浓度迅速降

低，设法阻断 1*5!在致病过程中的作用环节。而

早期降低 1*5!活性亦能减少其它细胞因子的释

放，这样既减少了 1*5!本身的直接作用；又减弱了

由其激活介质所产生的继发性效应，从而达到阻断或

减弱致病介质发挥作用的目的。本实验研究了 3 种

氨基酸修饰的 *F.!!% 对血浆中 1*5!的吸附性能，为

深入研究适用于全血灌流的高效 1*5!亲和吸附剂提

供了理论依据。

# 实验部分

# $# 试剂与仪器

*F.!!%（南开大学分子生物学研究所）；甘氨酸、

I.组氨酸（第二军医大学政翔化学试剂研究室）；I.
异亮氨酸（中国科学院上海生物化学研究所）；I.半
胱氨酸（上海草扬第二中学化工厂）；重组人肿瘤坏

死因子（北京邦定泰克生物技术公司（!%, O !>?））；

人新鲜冰冻血浆（天津市血液中心）；夹心法 9IPQL
检测 1*5!检测盒（北京邦定泰克生物技术公司）；

1*R.3$ 型恒温振荡器（上海跃进医疗器械一厂）；酶

标仪（#.84%）。

# $% 氨基酸修饰 !"&##’ 的制备

*F.!!% 树脂用 8/S乙醇充分浸泡后，蒸馏水反

复洗涤，去除杂质。尽量吸干水分，加入饱和浓度的

3 种氨基酸（T(-，T(,，U;N，1MD，AV2，I2,，P(2，W-N）溶

液，室温振荡吸附 $%V，以结合不同的氨基酸配体，

制得氨基酸系列吸附剂。再用蒸馏水反复洗去残留



氨基酸，然后用生理盐水平衡。

! "# 氨基酸修饰量的测定

取所制得的氨基酸系列吸附剂各 !"#，烘干水

分，加入 $%&’ 茚三酮(乙醇溶液 &"#，!$$)!&"*+，

&,$+" 可见分光光度计比色。

! "$ 静态吸附量和吸附率的测定

准确量取 !%$"# 生理盐水平衡的氨基酸修饰

-.(!!$ 树脂，尽量吸干水分，加入 /$$$01"# 浓度的

2-3!血浆，于 /,) 恒温振荡至吸附平衡，夹心法

4#567 检测吸附前后的 2-3!浓度［8］。按下式计算

树脂的吸附量和吸附率：

! 9
（"$ : ";）< #!

#=
$’ 9

（"$ : ";）

"$
< !$$’

式中：!(吸附量；"$ (起始浓度；"; 平衡浓度；#! (溶

液体积；#= (树脂体积；$’(吸附率

! "% 静态吸附动力学

量取 !"# 湿树脂，加入 /"# 的 2-3!（/$$$01"#）

血浆，于 /,)恒温振荡，分别于吸附 !&、/$、>$、!=$、

!?$、=@$"*+ 取样，夹心法 4#567 试剂盒检测体系的

2-3!浓度。

! "& 吸附等温线

配制 /$$$01"#，=&$$01"#，=$$$01"#，!&$$01"#，

!$$$01"# & 种浓度的 2-3!血浆，在 /,)进行吸附

实验，测定 2-3!的吸附量。

’ 结果与讨论

’ "! 不同氨基酸修饰对 ()*!!+ 吸附性能的影响

选用 ? 种不同结构和性质的氨基酸修饰 -.(
!!$ 树脂，经静态吸附实验，比较吸附量和吸附率的

大小（图 !）。? 种吸附剂均有不同的吸附功效（图

!）。经单因素方差分析，? 者吸附量有差别（A B
$%$!），其中以半胱氨酸修饰的 -.(!!$ 吸附量最高，

达 ,>?/%?$01"#，吸 附 率 为 ?&%/?’。氨 基 酸 的 性

质［!$］、固定量、对吸附性能的影响见表 !。

图 ! 氨基酸修饰 -.(!!$ 对肿瘤坏死因子的吸附作用

3*CD! 7EFGHIJ*G+ GK 2-3 LM N"*+G NO*E "GE*K*;E -.(!!$

表 ! 氨基酸的特性和固定量对吸附能力的影响
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YQM ,& SMEHGI S*Q*O IGQNH $ =& =%/& 8%,? : >%$> !@8%?> ,!?8%?@ ,8%?8
YQ0 !@, SMEHGI S*Q*O NO*E*O : $%?> =%! 8%@, @%$, /%$? !@8%&/ >,@/%>, ,@%8=
W*F !&& SMEHGI S*Q*O NQZNQ*+; [ @%!> !%? 8%// >%$@ ,%>@ !&!%,? &&=@%=& >!%/?
2HI =$@ SMEHGI SGL*O +G+(IGQNH $ !%!@ =%@> 8%@! : &%?? !&>%=! >$,$%@@ >,%@&
AS; !>& SMEHGI SGL*O +G+(IGQNH $ =%8> =%= 8%/! : &%,> !&@%?! >$?&%!$ >,%>!
#;0 !/! SMEHGI SGL*O +G+(IGQNH $ =%@/ =%// 8%,@ : >%$@ !&!%@8 >/?/%$/ ,$%8=
5Q; !/! SMEHGI SGL*O +G+(IGQNH $ @%!= =%/= 8%,> : >%$@ !&=%,, ,!@?%!> ,8%@=
TMF !=! SMEHGI S*Q*O IGQNH $ ;NFM !%8= !$%, ?%/, &%!& >=@%&@ ,>?/%?$ ?&%/?

经多因素相关分析，表明其吸附量的差异与

I.N(-W= 呈正相关，相关系数 $%?=&（% B $%$&），与氨

基酸其它特性及固定量无明显相关性（% \ $%$&）。

从解离公式可知［!!］，I.!
=（I.N(-W= ）表示 W[

/ -(TW=(
TVV: 和 W[

/ -(TW=(TVVW 的摩尔浓度相等，即［U: ］

9［U$］。如果利用 WN+E;HFG+(WNFF;QLNQOS 公式：IW 9

I. [ QC［质子受体］
［质子供体］

，以及 I.!
! 和 I.!

=，即可计算出在

IW9 ,%@ 条件下此 ? 种氨基酸的各种离子的比例。

此 ? 种氨基酸 W=-(TW=(TVV: 和 W[
/ -(TW=(TVV: 的

比例分别为 $%$$@!>8（YQM），$%$$?&!!（YQ0），$%$!!,@8
（W*F），$%$$8,,=（ 2HI），$%$!=/$/（ AS;），$%$$@&,!
（#;0），$%$$@/>&（5Q;），$%$$$&$!（TMF）。经相关分析，

此比例与吸附量呈负相关，相关系数为 : $%???（A B
$%$!）。由此可知，在体液 IW 值条件下，W=-(TW=(
TVV: 离子数相对越少，越有利于吸附。

’ "’ 静态吸附动力学

经静态吸附筛选，可见 TMF 修饰 -.(!!$ 吸附效

果最好，故进一步研究其吸附特性。半胱氨酸修饰

-.(!!$ 的静态吸附动力学曲线反映了 2-3!的吸附
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量随时间的变化关系（图 !）。

图 ! 吸附时间对吸附量的影响

"#$%! &’()$* +, (-+.)/ (01+23*0 4#/’ /#-*

从图中可见，经半胱氨酸修饰的 567889 与未修

饰 567889 大孔树脂相比，二者的吸附动力学曲线相

似。但经半胱氨酸修饰后，相同时间内吸附量更高，

其 静 态 吸 附 率 可 在 :9-#) 之 内 达 到 ;9<8=>
（:?8;<@A.B-C $*D），在 8!9-#) 时，已 达 到 EA<?E>
（ ;:E?<E9.B-C $*D ），在 !@9-#) 时 为 =!<!@>
（E?98<;8.B-C $*D）。而未经 &F1 修饰的 567889 吸附

量与 吸 附 率 分 别 为 A:<A=>（A9=?<9?.B-C $*D），

;:<A?>（:EEE<9!.B-C $*D），EE<@9>（;=A:<8!.B-C $*D）。

经单因素方差分析，二者吸附量有差别（ ! G
9<98）。吸附剂的化学组成及其表面性质对吸附作

用的影响很大。即使同一类吸附剂，当其比表面积、

孔结构、后处理条件不同时，吸附能力也可能有很大

差异。而且还要考虑到吸附剂表面基团与吸附质相

互作用的性质。567889 为非极性树脂，比表面积

@A9 H A99-! B$，平均孔径 8:9I。比较其吸附量和吸

附率的差异，可能与半胱氨酸的结构特征及 J5"!
的性质有关。半胱氨酸是含硫氨基酸，K 基中的巯

基（7LM）呈极性。文献报道，在体内 J5" 发挥生物

学效应必须先与靶细胞上的 J5" 受体相结合，二者

具有较高的亲和力，其亲和常数约为 ? N 89O =。然

而，J5" 受体的胞外结构区是由 @ 个富含半胱氨酸

的功能区组成［8!］，此功能区的结构为 &F17 N 7 N 7&F17
N 7 N 7&F1，说明半胱氨酸在 J5" 与其受体的结合中

可能发挥着重要作用。这表明，用半胱氨酸修饰

567889 树脂亦可提高其对血浆中 J5"!的吸附量。

! "# 吸附等温线

一系列浓度的 J5"!血浆，在 ?;P进行静态吸

附，以吸附量对溶液平衡浓度作图，得吸附等温线

（图 ?）。

图 ? 吸附等温线

"#$%? Q01+2R/#+) #1+/’*2-

由图 ?、@ 可见，567889 对血浆中 J5"!的吸附

量随着溶液浓度的升高而升高，但其吸附率随之呈

降低趋势。经半胱氨酸修饰后，其吸附量随着 J5"!
浓度的升高而升高，吸附率基本不变。

图 @ 浓度对吸附率的影响

"#$%@ &’()$* +, (01+2R/#+) R*2S*)/($* 4#/’ S+)S*)/2(/#+)

对于固7液吸附过程，由于真实液体体系的非理

想性，一直缺乏合理的模型描述平衡，对平衡模型的

研究主要是沿用气7固吸附过程的一些表达式。在

稀溶液吸附平衡的研究中，由于稀溶液相对更接近

理想状态，人们应用较多的平衡方程是 C()$-.#2 方

程，该 方 程 是 基 于 均 一 表 面 单 层 吸 附 这 一 假 设

的［8?］。其一般形式为：

"! T
"#$

%& U $ 或 "! T
"#%’$

8 U %’$
式中："# 为饱和吸附容量，%& 为吸附平衡的解

离常数，%’ 为结合常数。根据 V#D*1［8@］等的等温线

分类，二者的吸附等温线形态均呈“C”型，表示在溶

液中 J5"!比溶剂分子更易被吸附，即溶剂没有强

烈的竞争吸附能力。但经半胱氨酸修饰后，其起始

部分斜率大于 567889，表明溶剂分子对 J5"!的竞

@?@ 生 物 工 程 学 报 8; 卷



争吸附更小。当平衡浓度增大时，半胱氨酸修饰的

!"#$$% 吸附等温线有一较快的上升阶段，这可能是

由于被吸附的 &!’!分子对液相中的 &!’!吸引作

用，或吸附分子形成更紧密的排列也可能有多层吸

附的发生。

! 小 结

本文选用了 ( 种不同结构和性质的氨基酸修饰

大孔吸附树脂 !"#$$% 吸附血浆中的 &!’!，通过树

脂的筛选、静态吸附动力学曲线和吸附等温线的描

述，结果表明经半胱氨酸修饰后 !"#$$% 树脂对血浆

中的 &!’!具有良好的吸附能力。虽然，经 )*+ 修饰

后的 !"#$$% 不易再生，较难重复使用，但本实验所

得规律为深入研究 &!’!亲和吸附剂的配基，提供

了依据。且本文采用物理吸附方法进行修饰，操作

简便，条件温和，而且载体与配基之间不发生化学反

应，配基的结构和活性改变较小，有一定的理论研究

意义，为进一步研制新型的、高特异性和高吸附量的

&!’!吸附剂提供了理论依据。
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