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摘要 目的:建立聚乙二醇化天花粉蛋白纯度的检测方法。方法:使用分子筛色谱法和反相高效液相色谱法测定了聚乙二

醇天花粉蛋白。结果:聚乙二醇天花粉蛋白纯度分别为 100%和 98. 14%。结论:高效液相色谱法简单易行、准确、灵敏度高,适用

于聚乙二醇化天花粉蛋白纯度检测。
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ABSTRACT Objective: To establish the method for the purity determination of protein PEG- TCS. Methods: SEC- HPLC and RP-

HPLC methods are used to the determination of protein PEG- TCS. Results: The purity of SEC- HPLC and RP- HPLC are 100% and 98.

41% . Conclusion: It shows HPLC methods are sensitive, accurate, simple and good enough for the purity analysis of protein PEG- TCS.
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前言

聚乙二醇 ( polyethylene glycol, PEG ) 修饰, 或称 PEG 化

( PEGlation)是二十世纪 70 年代后期逐渐发展起来的一项热门

技术,目前已应用于多种蛋白药物的修饰[ 1- 2] , 宋礼华等[ 3]利

用PEG修饰技术与现代生物提取技术相结合, 对传统中药天

花粉蛋白(Trichosanthin, TCS)进行二次开发,通过定点修饰, 使

PEG20000与 TCS分子 N 端氨基酸的天冬氨酸氨基交联,首次

研制出聚乙二醇化天花粉蛋白( PEG- TCS)。本文利用高效液

相色谱法[3] (High performance Liquid chromatography)来测定修饰

后产物聚乙二醇化天花粉蛋白的纯度。

高效液相法是一种高效、快速、高灵敏度和自动化程度高

的新型分析技术, 按照溶质分子在流动相中的体积大小进行

分离的是体积排阻色谱( SEC- HPLC)又称分子筛色谱; 基于溶

质、极性流动相和非极性固定相表面间的疏水效应建立的色

谱法是反相色谱( RP- HPLC)。高效液相法现已成为生化、医

学、药物临床、化学化工、食品卫生、环保检测、商检和法检等

领域最常用的分离分析手段
[ 4]
。

1 材料与方法

1. 1 仪器

岛津LC- 10ATvp 高效液相色谱仪 ,岛津 SPD- 10A vp 紫

外检测器,浙大智达色谱工作站、真空泵

1. 2 试剂

乙腈(色谱纯, TEMEDIA Company, Inc) 磷酸氢二钠、磷酸

二氢钠、硫酸钠均为分析纯(上海化学试剂公司)、注射用水由

安徽安科生物工程(集团)股份有限公司自制。

1. 3 色谱条件

SEC- HPLC: 经反复试验[ 5- 6]确定了色谱条件为:色谱柱:

TSK- G3000SW( 7. 5mm 300mm) ; 流动相: 0. 1 mol L- 1Na2SO4

- 0. 025 mol L- 1PB; 用 0. 22um 微孔滤膜滤过; 流速: 0. 6ml/

min; 检测波长: 222nm;柱温: 25 ;进样量: 20ug。

RP- HPLC: 色谱柱: C4( 4. 6mm 250mm)流动相: A: 0. 1%

磷酸溶液; B: 0. 1%磷酸的乙腈溶液, 用 0. 22um 微孔滤膜滤

过;线性梯度洗脱, 5% ~ 75% B( 30min) ; 流速 0. 8ml/ min; 检测

波长: 222nm;柱温: 25 ;进样量 : 20ug。

2 实验结果与分析

2. 1 SEC- HPLC色谱条件下, PEG- TCS 的纯度为 100% (见

表 1及图 1、图 2)。其中 22min 左右峰为样品缓冲液氯化钠溶

剂中的峰。

2. 2 RP- HPLC 的色谱条件下, PEG- TCS 纯度为 98. 14% (见

图 3和表 2) , 图 3为样品色谱图。样品的理论塔板数、分离度

均达到纯度分析要求, 样品能够实现良好分离。
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图 1 样品缓冲液色谱图

Fig 1 SEC- HPLC chromatograms of sample buffer solut ion

图 2 PEG- TCS的 SEC- HPLC色谱图

Fig 2 SEC- HPLC chromatograms of PEG- TCS

表 1 PEG- TCS的 SEC- HPLC色谱图结果

Table 1 SEC- HPLC chromatograms results of PEG- TCS

保留时间( /min) 峰高( /mv) 峰面积( / mv. s- 1) 面积含量( % )

12. 423 13377. 119 613630. 438 100%

图 3 PEG- TCS的 RP- HPLC色谱图

Fig 3 RP- HPLC chromatograms of PEG- TCS

(其中 10min以前的峰是样品缓冲液的非保留组分)

表 2 PEG- TCS的 RP- HPLC色谱结果

Table 2 RP- HPLC chromatograms results of PEG- TCS

峰号
保留时间

( /min)

峰高

( /mv)

峰面积

( / mv. s- 1)
塔板数 分离度

面积含量

( % )

1 21. 448 221 25762 391 - - 0. 64

2 22. 757 60243 3939441 5169 0. 8 98. 14

3 25. 5352 589 49000 6300 2. 0 1. 22

3 讨论

TCS 具有多种生物学及药学功能,传统临床应用于引产及

宫外孕,葡萄胎绒癌的治疗, 同时在治疗肿瘤与艾滋病方面也

有潜在的应用价值[ 7]。但是,作为一类外源蛋白, 注射时容易

引起体内的免疫反应,且 TCS体内半衰期较短,限制了它在临

床上广泛应用。TCS 与 PEG连接不仅能降低药物的免疫原性

和毒性,而且延长在血浆中的半衰期。关于游离 TCS 与修饰

后 PEG- TCS在 HPLC 检测中的分离度情况等另文进行了分

析与验证(待发表)。

TCS 疏水性较强, PEG 修饰以后更稳定, 故在 RP- HPLC

流动相中选择了添加磷酸离子对试剂, 增加蛋白的亲水性, 降

低在色谱柱上的保留时间; 乙腈 UV 吸收大于水的吸收, 在梯

度洗脱中基线严重漂移, 实验中发现适当降低有机相中磷酸

的浓度可消除基线漂移。

PEG- TCS 经紫外扫描在 222nm 和 280nm 处有最大吸收

峰, 222nm 处的吸光度比 280nm 处吸光度高约 2 个数量级, 故

用 222nm 作为波长可以提高检测灵敏度。

4 结论

本文所建立的检测 PEG- TCS 纯度的高效液相法灵敏度

高、重现性好、简单易行, 可以有效地控制聚乙二醇化天花粉

蛋白的质量,也为其他类聚乙二醇修饰化蛋白质药物进行检

测提供了依据。由实验结果可以看出 RP- HPLC 的灵敏度比

SEC- HPLC 高,更适用于精确的纯度分析。
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