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摘 要 制备单修饰的 EMOK蛋白偶联物，对获得重复性好的修饰产品，减少后续分离步骤具有重要的意义。用 *K羟基琥珀酰
亚胺活化法对单甲氧基聚乙二醇（-EMO，分子量 !$$$$）进行活化，红外光谱分析，并考察了其水解动力学性质。对重组人粒
细胞集落刺激因子（/>OKIUX）进行化学修饰，通过正交试验结合 USUKE7OM电泳检测建立了单条 EMO链修饰 />OKIUX的条件，
单修饰 EMOK/>OKIUX的收率为 Y$Z。离子交换层析对修饰产物进行分离纯化，高效凝胶过滤色谱（UMIKDEPI）检测纯度达到
YLZ。
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粒细胞集落刺激因子（O/AB5(’169, I’(’B6
U92-5(A92B: XA19’/，OKIUX）是刺激骨髓细胞集落形成
的集落刺激因子之一，能够特异性地刺激和调节粒

细胞系统的增殖、分化、存活和活化，主要用于治疗

各种原因引起的中性粒细胞减少症［"］。但是 OKIUX
的临床应用存在体内半衰期短，易被酶水解和肾脏

清除，需要多次注射的问题，这不仅给患者带来了很

大的不便，而且重复注射也会引起一些不良反应。

聚乙二醇修饰（EMO -’32C21A92’B）是用聚乙二醇
衍生物修饰剂共价修饰蛋白质或多肽等生物分子的

过程［!］。聚乙二醇（EMO）具有良好的生物相容性、
无毒性和无抗原性等优点，修饰后的蛋白和多肽类

药物的药代动力学和药效学性质能够得到改善。这

主要是因为 EMO对蛋白质进行修饰之后，EMO在其
表面具有遮蔽作用，不易被蛋白酶降解，阻止抗体接

近，降低免疫原性，稳定性提高，并且蛋白质被修饰



后分子量大大提高，不易被肾小球过滤，因此经修饰

的蛋白质循环半衰期均有不同程度的提高等［!］。目

前，"#$修饰技术多被用于长效药物的开发。%&&%
年美国 ’() 批准了 )*+,- 公司的 .,/01231!上市销
售，主要用于治疗中性粒细胞减少症。

)*+,-公司的产品是利用末端带醛基的 "#$修
饰剂，实现了单修饰的 "#$4$456’。其特点是 "#$
与 $456’以 54.键相连，在体内不会发生水解。然
而，"#$分子链会在一定程度上遮盖 $456’的活性
部位，使修饰产物的活性降低。理想的修饰剂是不

仅能增长产物的分子量，而且能在体内逐步释放出

蛋白药物，使药物恢复其活性。本文用 .4羟基琥珀
酰亚胺活化法合成 .764"#$修饰剂，.764"#$的特
点是能与 89$456’的赖氨酸氨基形成尿烷键，尿烷
键能在体内缓慢水解，使 89$456’ 恢复其活性［:］。
但是，.764"#$的活性高，选择性差，很难获得单修
饰的修饰产物，而单修饰产物与多修饰产物相比能

够更好地保持其天然活性，且单修饰产物均一有利

于分离纯化、易于大规模制备时的质量控制和保证

批次稳定性。因此为了得到单修饰的 89$456’，本
文采用两个策略：!采用分子量较高的 "#$%&&&&来
增加立体障碍，从而抑制多修饰产物的产生；"在修
饰反应上进行控制，而目前对于分子量为 ;<=&& 的
89$456’来说这方面的研究工作还较少。首先通过
水解动力学考察修饰剂的性质，进一步设计正交试

验，对 89$456’进行化学修饰，结合 6(64")$#电泳
检测建立 .764*"#$%&&&&单修饰 89$456’的最佳条
件，对修饰产物采用离子交换层析进行分离，将修饰

的和未修饰的 89$456’分开，高效凝胶过滤色谱检
测单修饰产物纯度达到 <>?，为进一步考察其药代
动力学和药效学奠定基础。

! 材料和方法

!"! 材料
!"!"! 原料：单甲氧基聚乙二醇 *"#$（ 69,18
@13,8），重组人粒细胞集落刺激因子（89$456’）（北
医联合生物工程公司）。

!"!"# 主要试剂：.4羟基琥珀酰亚胺（.76，)0A8BC9
59,*B,），三光气，’D0B- 酚，牛血清白蛋白（E6)，
6F$G)），丙 烯 酰 胺（ 6F$G)），甲 叉 丙 烯 酰 胺
（6F$G)），标准蛋白（中科院上海生化研究所），其
余试剂均为国产分析纯或生化纯试剂。

!"!"$ 主要仪器：HIJ) ,KL0D8,8 ;&&液相色谱系统
（$# 7,1039C18, EBD2CB,-C,2），6"46,L918D2, ’123 ’0DM色

谱柱（$# 7,1039C18, EBD2CB,-C,2），电泳仪 GB-B L8D3,B-
FF（EBD4N1A），凝胶扫描系统 O/1-3B3P Q-,（EBD4N1A），分
光光度计 R038D2L,C%&&&（$# 7,1039C18, EBD2CB,-C,2），
<=孔细胞培养板（5D2318），试验用水均采用 NBD2 超
纯水系统处理。

!"# 方法
!"#"! *"#$的活化：以分子量为 %&&&& 的单甲氧
基聚乙二醇（*"#$%&&&&）为原料，按照文献报道的
方法［S］加以适当改进，合成修饰剂 .764*"#$%&&&&，
真空干燥 %:9后称重计算回收率。红外光谱对修饰
剂进行分析鉴定。测定 .764*"#$的活化度，参照
GB8D-与 @B0C9,0于 ;<T%年报道的方法［=］，在弱碱性
（&U;*D0VW 氨水）室温条件下，分光光度计测定
%=&-*发光基团的特征吸收值。
!"#"# 修饰剂的性质考察：为了合理地设计修饰反
应的条件，水解动力学实验考察不同 L7值对 .764
*"#$%&&&&活性的影响，通过修饰剂的水解速度确
定反应时间。室温下，取 L7值为 TU&、<U&和 ;&U&，
离子强度为 &U;*D0VW 的缓冲液各 !*W，分别加入
S*+的 .764*"#$%&&&&，振荡溶解后立即放入分光
光度计中，紫外 %=&-*波长测其水解动力学。
!"#"$ 重组人粒细胞集落刺激因子（89$456’）的修
饰反应：在 :X下用动态透析的方法，将 89$456’置
换到不同 L7值的缓冲液中，以保证其生物学活性。
WDM8P法测定蛋白浓度，将蛋白稀释到实验所需的各
个浓度，按摩尔配比（"#$：蛋白质）加入修饰剂，混
合均匀，按正交试验设计的温度进行反应，反应时间

为 %9。
!"#"% 蛋白浓度的测定：按“生物制品化学及其它
检定方法”中微量法（WDM8P）［>］的要求测定蛋白质浓
度。

!"#"& 修饰产物的分离纯化：采用 HIJ) L/8BYB,8 ;&
高效液相色谱系统，离子交换色谱分离 "#$修饰的
89$456’与未修饰的 89$456’。6" 6,L918D2, ’123 ’0DM
阳离子交换介质色谱柱（;U=C* Z ;TC*），流动相是
;&**D0VW L7:U&的醋酸盐（缓冲液 )），上样前先将
色谱柱用 S倍于柱体积的缓冲液 )平衡，上样后收
集流穿峰，然后用含有 ;*D0VW .150 的缓冲液 E 洗
脱，收集洗脱峰。流速是 ;*WV*B-，检测波长 %T&-*，
所有操作均在室温下进行。将收集的样品用 6(64
")$#电泳和高效凝胶过滤色谱检测。
!"#"’ 6(64")$# 电泳检测：按 W1,**0B［T］方法进
行，浓缩胶为 S?，分离胶为 ;S?，银染［<］。
!"#"( 高效凝胶过滤色谱检测：高效凝胶过滤色谱
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（!"#$%&’#）色谱条件：!()*+,*-./01 %234564凝胶色
谱柱，洗脱缓冲液为 47489:;5’ 的磷酸盐缓冲液中
加入 4739:;5’ 硫酸钠，流速 47<9’59=>，上样量
344!’，检测波长为 8?4>9。色谱柱先用缓冲液充分
平衡后再上样。

!"#"$ 体外生物活性的测定：采用 /..方法［34］稍
加修改，在 @A孔细胞培养板中接种一定浓度的细胞
悬浮液（14!’5孔）；将 +BC$#!D 标准品和修饰 +BC$
#!D样品系列稀释，各 14!’加入 @A孔培养板中，设

阳性对照、阴性对照（不含 +BC$#!D）和空白对照（只
含培养液），60E，1F #G8 培养 6A H <?B，加 /.. 溶
解液 344!’5孔，次日测定各孔 !1045A64值。

# 结果

#"! %&’()*+,#----的合成
聚乙二醇末端的羟基是反应的基团，但是它并

不活泼，只有对其活化才能够和蛋白偶联。9&"C
活化的反应过程如下：

9&"CI #;6 #G#GG##; !6 9&"C—G#G##;6

9&"C G#G##;6 I
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将合成的 J%!$9&"C84444用乙酸乙酯重结晶三
次，真空干燥 8<B，称重计算收率为 @4F。为了考察
修饰剂活化的程度，在修饰反应中准确地计算加入的

量，测定 J%!$9&"C84444的活化度为 @AF。通过红
外光谱图（图 3）可以看出，活化之后的 J%!$
9&"C84444 与 9&"C84444 相比，有如下特征峰：
3?34K9L3、30@4K9L3（琥珀酰亚胺），30<8K9L3（羧基）。

图 3 9&"C84444与 J%!$9&"C84444
的红外光谱图

D=MN 3 O>P+Q+*, R)*KS+(9 :P 9&"C84444
Q>, J%!$9&"C84444

水解动力学考察 J%!$9&"C的性质，碱性

越强水解速度越快，在接近两个小时的时候水解接

近完全。因此在对 +BC$#!D进行修饰反应的时候，
为了提高有效偶联，避免高 )%值时水解副反应发
生，正交试验选取 )%值为 A74、074和 ?74的缓冲体
系，反应 8B，使修饰剂与蛋白反应完全。
#"# 修饰反应正交试验结果
修饰反应是 J%!$9&"C84444与 +BC$#!D的氨基

进行的酰基化反应，反应方程式如下：

9&"C G #%8 #GG J%! I &+:S*=> J% !8

9&"C G #%8 #GJ% &+:S*=>

修饰反应一般总是尽可能在蛋白稳定的条件下

进行，反应的最终结果要得到蛋白和修饰剂的高结

合率，以及蛋白活性的高回收率。蛋白质与修饰剂

作用所要求的反应条件，除允许修饰过程能够顺利

进行外，还必须满足如下要求：一是不引起蛋白质的

不可逆变性，二是有利于选择性地修饰蛋白质。)%
值、蛋白浓度、修饰剂与蛋白的配比、反应温度、反应

介质和离子强度等都要控制在一定的范围。因此本

实验采用 ’@（6<）正交表（表 3），通过四因素三水平
正交试验法确定 +BC$#!D偶联一条 &"C链的最佳修
饰条件。

表 ! 因素水平表
./012 ! 3/4567 /89 12:21 5/012

’*T*;
DQKS:+ U

)%
V

.*9)*+QS(+*5E
#

#:>K*>S+QS=:>5（9M59’）
W

/:;Q+ +QS=:（&"C：+BC$#!D）

3 A74（4739:;5’ &V!） < 478 1 X3
8 074（4739:;5’ &V!） 81 47< 34 X3
6 ?74（4739:;5’ Y:+QS*） 60 47A 84 X3

将正交试验的样品进行 !W!$&UC"电泳检测和 高效凝胶过滤层析检测，以蛋白的单修饰和高转化
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率为依据，根据正交实验数据处理方法，能够得出修

饰剂与蛋白的配比对反应的影响最大，!"值其次，
温度和蛋白浓度影响较小，且随着蛋白浓度、配比、

温度和 !"值的增加，蛋白的转化率会有所提高，但
是也容易得到多条 #$%链修饰的蛋白。因此，为了
控制反应得到单修饰和高转化率的蛋白，确定出

&"’()#$%*++++ 单修饰 ,-%(.’/ 最佳反应条件为：
在 !"值为 01+、离子强度 +12)3456的磷酸盐缓冲体
系中，选择蛋白浓度为 +17)85)6，加入修饰剂 &"’(
)#$%*++++与蛋白的配比为 9 :2，7;反应 *-（表 *）。

表 ! "#$%&’()!****单修饰 +,)%-$.最佳条件
/0123 ! /,3 4567&7839 +30:674; :4;97674;< 4=

"#$%&’()!**** &497=739 +,)%-$.
#$% !" <=)!=,>?@,=

5;
.3AB=A?,>?C3A
5（)85)6）

D34>, ,>?C3
（#$%：,-%(.’/）

&"’()#$%*++++ 01+ 7 +17 9 :2

!>? 离子交换分离修饰产物
,-%(.’/的等电点在 7 E 9之间，经 #$%修饰后

等电点会有所下降，因此分离修饰产物采用穿透式

阳离子交换层析的方法，首先让 #$%修饰的蛋白随
穿透峰穿出，未修饰的蛋白吸附在介质上，再通过高

盐缓冲液洗脱增强离子强度，使出未修饰的蛋白洗

脱下来。图 *所示为 &"’()#$%*++++修饰 ,-%(.’/
的分离纯化图谱。此模式时间短、通透量高、稳定易

于放大，单修饰的和未修饰的 ,-%(.’/能够达到基
线分离，因此还可以回收未修饰的蛋白重复使用。

图 * 离子交换分离 #$%修饰 ,-%(.’/产物图谱
/C8F * G3A =HB->A8= B-,3)>?38,>!-I J=!>,>?C3A 3K

#$%I4>?=L ,-%(.’/
>：J=!>,>?=L &"’()#$%*++++(,-%(.’/；M：@A)3LCKC=L ,-%(.’/F

!>@ $A$%’B)(电泳
按照正交试验确定的最佳单修饰条件 &"’(

)#$%*++++修饰 ,-%(.’/和离子交换分离修饰产物
收集到的峰做 ’N’(#O%$ 电泳检测结果如图 P 所
示：

第 *道是 &"’()#$%*++++修饰的 ,-%(.’/即分
离前样品，在 Q+RN 附近的蛋白带为单修饰的 ,-%(
.’/，由于 #$% 的水力学半径大，其表观分子量较
大，移动速度不均匀，因此 #$%修饰后的 ,-%(.’/出
现在比实际分子量大的位置。第 7道是离子交换收
集的流穿峰 >，第 9道是洗脱峰 M，可以看出离子交
换能够将修饰和未修饰的 ,-%(.’/完全分开。

图 P #$%修饰 ,-%(.’/离子交换分离前后
’N’(#O%$电泳图

/C8F P ’N’(#O%$ !,3KC4= 3K #$%I4>?=L ,-%(.’/
M=K3,= >AL >K?=, J=!>,>?C3A @JCA8 >B?C3A >AC3A

=HB->A8= B-,3)>?38,>!-I
2：A>?CS= ,-%(.’/；*：)3A3(&"’()#$%*++++(,-%(.’/；P：J?>AL>,L

)>,R=,；7：J=!>,>?=L &"’()#$%*++++(,-%(.’/；9：@A)3LCKC=L ,-%(.’/F

!>C 高效凝胶过滤检测
图 7 为 ,-%(.’/原蛋白的高效凝胶色谱，与其

对照，图 9在体积 T)6处显示的色谱峰为连接一个
#$%链的 ,-%(.’/，2P)6的峰为未修饰的 ,-%(.’/，
通过计算峰面积比可以得出，离子交换分离 &"’(
)#$%*++++修饰 ,-%(.’/ 所得到的样品，单修饰的
高效纯度可达到 U0V。

图 7 ,-%(.’/的高效凝胶过滤色谱图
/C8F 7 "C8- !=,K3,)>AB= 4CW@CL B-,3)>?38,>!-I 3K ,-%(.’/
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图 ! 离子交换分离 "#$%&’()*++++修饰 ,-)%.$/
收集的 ’0峰的高效凝胶过滤色谱图

/123 ! #12- 45,67,&89:5 ;1<=1> :-,7&8?72,84-@ 76 A548,8?5>
,-)%.$/ &7>1615> B1?- "#$%&’()*++++ =A192 179

5C:-8925 :-,7&8?72,84-@

!"# 体外活性的结果
采用 DEE方法分别测定偶联产物的体外活性为

!FGH I 0+J =K&2，原蛋白的活性为LF!M I 0+G =K&2。修
饰后的蛋白尽管体外活性下降，其体内疗效却有显著

提高。这是因为一方面，修饰后的蛋白进入人体后，

随着水解被修饰蛋白的活性得到恢复；另一方面，修

饰产物的稳定性较未修饰之前有所提高，体内循环半

衰期大大高于天然蛋白，延长药用蛋白的作用时间，

增加生物利用率，因此修饰后蛋白的体内活性不会受

到影响反而会有所提高［00］。

$ 讨论
本研究通过 "%羟基琥珀酰亚胺活化法将

&’()*++++活化，收率 M+N，活化度 MLN。修饰剂
水解动力学的考察有助于设计修饰反应的时间和

4#值。
不同 ’()修饰度的 ,-)%.$/之间，除了分子量

和表面电荷的细小差别之外，其它的理化性质非常

接近，因此从修饰反应上控制修饰产物的单一性，解

决了分离纯化的难题；而且单修饰的 ,-)%.$/还能
够较多修饰的更好保持天然活性。正交试验建立

"#$%&’()*++++单修饰 ,-)%.$/ 的最佳条件：蛋白
浓度 +FO&2K&P，修饰剂与蛋白配比 ! Q 0，在 4# 为
GF+、+F0&7;KP的磷酸盐缓冲体系中，OR反应 *-。单

修饰的 ’()%,-)%.$/的收率达到 M+N。
对修饰产物的分离，运用穿透式阳离子交换层

析，将修饰和未修饰的 ,-)%.$/分开，产物经高效凝
胶过滤色谱检测纯度达到 MGN，未修饰的蛋白还可
以循环利用。此分离模式稳定便于放大制备，同时

也为进一步的药代动力学和药效学试验奠定了

基础。
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