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聚乙二醇修饰羊生长激素的初步研究
聂 磊 麦荫乔
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提 要 使用非抗原性聚乙二醇 (P E G ) 修饰羊生长激素 ( vo ine g or w ht h or om ne
, 。 G H )

,

分别获

得氨基修饰率为 35 %和 86 % 的 P E G 一。 G H
。

氨基修饰率为 35 %的 P E G
一。 G H 仍保留了与天 然 。 G H 抗

血清的反应性
,

但修饰率为 86 % 的 P E G 一 。 G H 则丧失了
。

荧光光谱分析表明
,

与天 然 。 G H 比 较
,

修

饰率为 35 % 的 P E G
一。 G H 仅其荧光强度有所减弱

,

光谱图并未改变
,

但 修 饰 率 为 86 % 的 P E G
一 O G H

则发生 了明显的图谱变化
。

体内结合试验表明
,

两种修饰 o G H 与肝受体结合之能力均有明显降低
。
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近年来
,

使用水溶性非抗原性大分子物质

作为修饰剂来改造生物大分子的性质已成为酶

或蛋白质工程之最为活跃的研究领域之一
。

这

类常用的修饰剂有聚 乙二醉 ( P E G )
,

甲基纤

维素
、

右旋糖醉和肝素等
。

迄今为止
,

利用这

类修饰剂修饰和改造了尿激酶
、

天 门冬 酞 胺

酶
、

弹性蛋白酶
、

链激酶等
。

修饰的结果使得

这些酶的抗原性和免疫原性减弱
,

但仍然保留

大部分生物活性
,

而且使其半衰期延长
,

抗酶

解能力和耐热性增强
。

最近
,

对激素分子的改

造方面 的 研 究 也取得了可喜 的 进 展
。

李逢

春
〔` 〕
等使用右旋糖配对胰岛素进行 了 共 价 修

饰
。

结果表明
,

修饰胰岛素较天然胰岛素之降

血糖活性明显提高
,

并增强 了热稳定性和抗酶

解能力
。

生长激素 ( G H ) 为大分子蛋白质 激素
,

分子 量 约 为 21 一 22 k D a ,

远高于胰岛素
。

目

前 G H 基因工程取得了突破性进展
,

使 G H能

广泛应用于农业生产和临床治疗成为可能
。

但

是
,

由于 G H 本身的抗原性
,

连续注入机体可

产生特异性抗体而使之失效
。

在以 往 的 报 道

中
,

G H 的 化学修饰均采用小分子物质作为修

饰剂
。

据悉尚未有使用大分子修饰剂进行修饰

以求解除其抗原性的研究报道
。

为此
,

作者选用

了线形无抗原性
、

无电荷的 P E G 分子作为修饰

剂来修饰羊垂体生长激 素 ( 。 G H ) 的 游离 氨

基
,

以期解除其抗原性
,

减弱免疫原性而最大

限度地保留生物活性
。

这仅是个初步实验
。

材 料 与 方 法

O G H 的制备 按 R e i c h e r t 〔” 的方法进行
。

纯度鉴定
:

①聚丙烯酸胺凝胶电泳 ( T = 7
.

5 % )

为 3 条带
,

与以 往 报 道 的 结 果 一 致
〔 3

、 ②
H p L C ( T S K G一 3 0 0 0 S W

e o l u m n , L K B )分析表

明
,

产品纯度大于 94 % ; ③体重法检 定其生物活

性为 0
.

9 U / m g
。

P E G 的活化 采用三聚氯氰 法
。

活化 的

过程大致如下
:

取单甲基聚乙二醇 ( M W 5
.

0 00
,

日本进口分装 ) 5 9 ,

无水N a Z C O 3 2
.

59
,

三聚

氯氰 ( 四平化工厂生产 ) 91 m g ,

无水苯 20 m l ,

棍合
。

再加入分子筛 3 A 1
.

5 9 ,

于 80 ℃条件下

激烈搅拌
,

回流 44 小时
。

反应完毕经 G
Z

漏斗

抽滤以除去反应液中杂物
,

再用石油醚抽攀活

化竺p E G ( p E G
Z

) 2 一 3 次
,

干燥后密封保存
。
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。 G H 游 离 氨 基 的 修 饰
。 G H 溶 于

0
.

50 m lo / L p H 1 0
.

0的硼酸 /氢 氧化钠缓冲液

中
,

按 托 G扩游 离 氨 基 = 3 :
1 和 :6 1 加 入

P E G
Z ,

于 37 ℃ 水浴中振荡反 应 30 分 钟
。

然

后
,

加入 10 倍于反应液体积的预冷磷酸缓冲液

( 。
.

1 m ol / L , p H 7
.

o ) 以 终止反应
。

经超滤

去除未反应的 P E G
Z

和盐分后
,

冻干备用
。

蛋 白质浓度的测定 用考马斯亮蓝法
〔 ` , 。

以电泳纯牛血清白蛋 白为标准
。

游离氨基的测定 采 用 三 硝 基 苯 磺 酸

( T N B S ) 法
。

。 G H 抗血清的制备 选用新西兰大 白 兔

( 雄性
,

体重为 2
.

5 ~ 3
.

O k g )
,

首 次于脚掌

注射 1 m g O G H 加完全福氏佐剂
。

两周后
,

于

背部皮下多点注射 o
.

s m g o G H 加不完全福氏

佐剂
。

再过两 周 后
,

取 2
.

0 m g o G H 溶 于 生

理盐水
,

分两次隔周皮下 注 射
。

最 后
,

用 含

0
.

2 m g O G H 生理盐水耳静脉强化注射 1 次
,

1 周后颈动脉切开取血
。

制得的抗血清效价大

于 1 , 32
。

抗原性测定 用 1 %离子琼脂 双 向扩 散

法
。

, ’ 5
1一 o G H 的制备 参照 R o t h 〔 5’

方法
,

略

加修改
。

取 2 ” , C IN a l ` 2 5

( 北 京 原子能研究所

提供 ) 加入尖底小塑料离 心 管 内
,

加 入 5 时

0
.

1 m o l / L N a o H
, 5件1 0

.

2 m o l / L N a H
: p o ` ,

棍匀
。

然后
,

力! I入 1 0 件g o G H 和 3 0 0 林g 氯胺 T

( 反应总体积应小于 2 5 衅 )
。

振荡反应 1
.

5 分

钟后加入适量 N a Z S Z O 6

和 K l 以 终 止 反 应
。

` ’ 5 1一 。 G H 的 分 离使用预先用 1 %牛血清白蛋

白一
磷酸盐缓冲 液 ( o

.

03 m ol / L , p H 7
.

4 ) 平

衡好的 s e p h a d ex G 一 5 0 柱层析
。

收集
` ’ 5

1一 o G H

单体峰用于实验
,

其比放射性约为 41 林ic 加 g
。

体内特 异 性 结 合 实 验 参 照 T ur y n 和

D e l l a e h a 〔` ’
所述方法进行

。

w i s t a r 雌性 大 鼠

随机分组
,

每只动物经股静脉准确 注 射 30 n g

, ” I 一 o G H
,

竞争 组 加 竞 争 物 o G H 或 P E G -

。 G H
。

注射后 20 分钟眼球摘除取血
,

分别从 4

个肝叶切取肝片
,

总重量约 为 。
.

3 9
。

测定每克

血清布!肝片的 cP m 位
,

以肝和血 清 的 cP nI 比
咤
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值 ( L / S ) 表示肝对
。 G H 特异结合率

。

荧光光谱分析 样品溶于磷酸缓冲液
,

蛋

白质浓度为 0
.

01 一 o
.

02 m g / m l
,

使用日 立 gF
3 0 0 0

。

荧光光度计测定其荧光光谱和荧光强度
。

激发光波长为 2 8 6 n m
。

结果与讨论

游离氮基 的修饰率与抗原性 根据业已确

定的 。 G H一 级结构
,

该分子含有 11 个赖氨酸游

离氨基
,

另加 N 一
末端的 a 一氨基即 总 共 有 12

个
。

P E G
Z

为一种线性游离氨基修饰 剂
,

通 常

只 与 a 一氨基和赖氨酸的
。 一
氨基反应

。

在 本 实

验室条件下
, 。 G H 游 离 氨 基的修饰率分别为

3 5 %和 8 6 % ( 表 1 )
。

表 1 O G H游离氨丛的修饰率与抗原性变化

游离氨
基总数

修饰率
( % )

与抗血清
反应 份

天然 o G H

修饰 。 G H

1 2

( P E G Z
/ N H z )

6 : 1 1
。

7 8 6 一

签 、 、

深沉淀线 , 十 浅沉淀线 , 一无沉淀线

当使用离子琼脂双向扩散法检测修饰前后

的抗原抗体反应时
,

结果发现
,

修饰率为 35 %的

P E
--G

o G H 与天然 。 G H 免疫兔产生的抗血清仍

出现了沉淀线
,

提示这一修饰程度并未 将 。 G H

与抗体结合的抗原决定簇完全 掩 埋 起 来
;
但

是
,

修饰率为 86 %的 P E G一 。 G H 则 完 全不出

现沉淀线
,

表明此时已将针对天 然 。 G H 抗 体

的抗原决定簇完全掩盖起来了
,

使之抗原性消

失
。

荧光光谱 如图 1所 示
,

比较 天 然 。 G H

与 P E G 一 。 G H 之荧光图谱 ( 修饰 。 G H 图 谱经

放大处理 )
,

我们发现修饰率为 35 % 的 P E G -

O G H 与天然 。 G H 基本一致
,

而修饰率为 86 %

的 PE G一 。 G H 则发生了显著变化
。

这种变化表

明分子构象发生了改变
。

虽然修 饰 率 为 35 %
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图 1 夭然和修饰 。 G H 的业 龙光谱

— 天 然 。 G H ; … …修饰率为 3 5% 的 P E G
-

o G H ,
·

一 修饰率为 8 6 %的 P E G
一 o G H

侧孽架粼

一图 2 天然与修饰 。 G H荧光强度的比较

—
天然 。 G H

, … … 修饰率为 35 %的 P E G
-

o G H , -

一 P E G Z

的 P E乐
。 G H 之荧光图谱未发现明显改变

,

但

其荧光强度明显减弱
,

约为天然 。 G H 的 7 2
.

4 %

( 图 2 )
。

这就提示
,

某些赖氨酸残基的修饰

尽管未改变整个分子的构象
,

但至少改变了酪

氨酸等荧光基团的微环境
。

另 外
, P E G

:

分子

的包埋作用也可能会使荧光基团的荧光强度减

弱
。

体内结合实验 为了检测
。 G H 修 饰后的

生物活性
,

我们采 用 T u r y n 和 D e l l a c h a 〔 6 ’
所

述方法进行了体内大鼠肝受体特异结合试验
,

结果见表 2
。

显然
.

片夭然 o G H 比较
,

P E G 一。 G H竞争与

受体结合之能力大减
。

但这种结合能力降低程

度与 游离氮墓修饰程度并非平行关系
,

从表 2

中我们可 以 发 理
,

修 饰 率 为 3 5 % 和 86 %的

P E G一。 G H 其结合能力约相当于 天 然 。 G H 的

1 / 3 ,

亦 即只保留原有生物活性 的 3 0 %左右
。

在牛和马 G H 游离氨基修饰研究中也发现了这

种活力降低与氨基修饰度不相平行的现象
〔 ” 。

N o w i c k 和 S a n t o m e 〔。’
报道使用 T N B S 选择地

修饰牛 G H 第 69 位赖氨酸的
。 一
氮基

,

便可使

激素分子与细胞受体结合能力 和生 长活性显著

降低
,

故这个赖氨酸可能位于结合部位附近
。

由于牛和羊 G H 在一级结构上仅相差一个氨基

酸残基
,

在空间结构上几乎 完 全 一 致 91[
,

据

此
,

对上述现象就有了一个可能的解释
: 。 G H

的 n 个 赖 氨酸残基中有几个为激素分子所必

需 ( 其中包括 6 9位赖氨酸 )
,

其余为非必需
。

而己知 69 位赖氮酸极易被修饰
,

因此
,

它在较

低修饰率时就已被 P E G
Z

修饰
,

这样
,

修饰后

的 。 G H 生 物活性便显著下降
。

非必需赖氨酸

残基因其修饰多寡与活性无关
,

所 以就出现了

生物活性降低程度与游离氨基修饰率不相平行

的现象
。

M a r t a l 〔’ 。 ,
指出

, G H 分 子 中的赖氨

酸残基在进化中相当保守
,

其正电荷与受体结

合密切相关
,

因此
,

当使用 P E G修饰赖氮酸残

基时
,

既解除了它 ( 们 ) 的正电荷
,

同时也产

生了空间位阻
,

使之与受体结合困难
,

即活力
一

!; 降
。

综上所述
,

我们可以得出如下推论
:

在本

实验条件下
,

游离氨基修饰率 分 别 为 35 %和

86 %的 P E G 一。 G H 均 使激 素分子与其受体结

合部位的必需或相邻的某个 ( 几个 ) 赖氨酸残

推发生了反应
,

从而使其活性降低
;
非必需赖

氨酸残基修饰的多寡并不影响生 物 活 性
。

然

而
,

激素分子的抗原性是随修饰率的增大而减

弱甚至消失
。

本实验的结果证 实
,

与 。 G H 结

合部位密切相关的 赖 氨 酸 残 基 属 于 “
敏 感

型 ” ,

易与 P E G
Z

发生反应
。

这就为 G H 游离

氨基的选择性修饰研究提供了有用的信息
,

即
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表 2沐内肝 。 G H受体竞争结合试验
, . . . ` . . , 叫护口卜 , , 口 . . . 护 , . , , . . . , , 月反 , ,一

一
~ , . 叫 . , , 尸 .

一 , . , . . , ” , . 户. 曰砚 , 十内户, 气 ~ , , 州侧州r , . . 口 . 砚 .

一
一

-

一
-- -

一— —一一
叫

一一
侧

批别 注 射 物 竞争物剂量 (卜g) 大鼠数
e p m L / S

1
。

8 3 士 0
。

0 5

1
。

1 8 士 0
。
通8

1
。

7 9 土 0
。

0 8谷

1
。

3 7 士 0
。

1 6

工勺一a民」,土111了

I么6 1一 o G H

12 5
1
一 o G H + o G H

1 2` I
一o G H + P E G

一 o G H

( 3 5 % ) A

勺Jz匀八UlìJ

,
Jl上片了

1 2吐一 o G H

1 2 ` I
一 o G H + o G H

1 2 6
1
一 o G H 告 P E G 一 o G H

( 8 6 % ) △

1
。

3 3 士 0
。

2 3

0
。

9 7 士 0
。

1 8

0
。

8 5 士 0
。 〔 7

1
。

0 6 士 0
。

0 6 关关

0
。

8 8 士 0
。

0 7

注
:

与未加竞争物组比较
,

使用 忿检验
:
勺 = 0

。
8 6 9

,
P > 。

.

20 ; 苦吮 = 2
.

3 1
,
P ) 。 .

0 5 ; `括号内百分数为氨基修饰率

在修饰之前先将这些敏感型必需氨 基保 护 起

来
,

修饰之后使之重新游离
,

这样既可消除抗

原性又可最大限度地保留生物活性
。

奋 考 文 献

1
.

李逢春
,

等
。

右旋糖酥对胰岛素共价修饰的

研究
.

吉林大学 自然科学学 报 1 , 86 ; 1 (1 }

: 1 0 9

2
。

R e le h e r t L E
.

P u r i f主ca tl o n o f a n te ir or P i tu -

i t a r y h o r m o n e s
.

M e t h o d s E n z y m o l 1 9 7 5 ;

3 7 : 3 7 6

3
.

G r a f L
, e t a l

.

A e t io n o f t h r o m b i n o n o v -

纽e ,

b o v i n e a n d h u m a n P i t u i t a r y g r o w t h

h o r m o n e s
.

E u r J B io e h e m 1 9 7 6 , 6 4 ( 2 ) :

3 3 3

4
.

B r a d f c r d M M
.

A r a P i d a n d s e n s i t iv e m e
-

t h o d f o r t h e q u a n t i t a t沁 n o f m ic r o g r a m q u -

a n t i t i e , o f P r o t e i n u t il 住如 9 t h e P r in e i P l e o f

P r o t e in
一

Cy e b ih d i n g
.

A n a l B io e h e m 1 9 7 6 ;

7 2 ( 1一 2 ) : 2 4 8

5
.

R o t h J
.

M e t h o d s f o r a ss e ss 玩 g i m m u n o l o g ie

a n d b io l o g i e P r o P e r t i e s o f io d in a t e d Pe P ti d e

h o r m o n e s
.

M e t h o d s E n z y m o l 1 9 7 5 ; 3 7
: 2 2 3

6
.

T u r y n D
,

D e l l a e h a J M
.

IS p e e i f ic b i n d如 g

o f fo d i n a t e d s r o w t h ho r m o n e t o r a t l iv e r

i n v iv o
.

E n d o e r in o lo s y 1 9 7 8 ; 1 0 3 ( 4 ) : 1 1 9 0

7
。

P a l a d in A C
, e t a l

.

S t r uc t u r e 一a e t i v i t y r e l a -

t加 n s h i P s o f g r o w t h h o r m o n e s
.

I n : G r o w t h

h o r m o n e a n d o t h e r b fo l o 8 le a ll y a e t i v e Pe P
·

t i d e s
.

P e e i le A
,

M il e r E E
. e d s

.

A m s t e r d a m :

E x e e P t a M e d i e a ,
1 9 8 0 : 3了

8
。

N o w ie k i C
,
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,
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N i e L e i M a i Y i n q ia o 份

( D e P a r t m e n t of B IO c h , m i s t r y )
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a n g S h u q i C h e n g Y u h u a

( L a b o r a t o r y o f E n z y m e E n g i n e r r i n g
,

J i l i n U n i v e r s i t y )

I , o l y e t h y l e n e s l y e o l ( p E G )
, a n o n 一 a n t i g e n i c Po l y m e r ,

h a s b e e n u s ed t o m o d i f y o v i n e

s r o w t h h o r m o n e (o G H )
,

a n d t w o m o d i f i e d o G H
,

w h o s e f r e e a m i n o g r o u p s h a v e b e e n m o d
-

i f i e d b y 3 5 % a n d 8 6 % r e s P e c t i v e l y We r e p r o d u c e d u n d e r t h e c h o s e n c o n d i t i o n
,

T h e 3 5 %

m o d i r i e d P E G 一o G H r e a e t e d s l ig h t l y w i t h a n t ib o d i e s r a i s e d a g a i n s t n a t i v e o G H
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b u t t h e

5 6多石m o d i f ie d p o r t i o n e o u l d n o t
,

i e i t s a n t i g e n i c i t y w a s l o s t
.

F l u o r e s c e n t s p e e t r u m a n a l y s i s

。 h o w e d t h e s P e c t r a l P a t t e r n o f t h e 3 5 % m o d i f i e d P E G 一 o G H
, a s e o m P a r e d w i t h n a t i v e

o G H
,

d i d n o t e h a n g e e x e e P t f o r a s l i g h t d e e r e a s e d f l u o r e s e e n t i n t e n s i t y ; t h e s P e e t r a l P a t t e r n

o f t h e 8 6 % m o d i f ied o n e e h a n g e d a g r e a t d e a l
.

R a t h e p a t o e y t e s b i n d i n g a s s a y i n v i v o

s h ow
ed b o t h m od i f i e d o G H d e e r e a s e e o n s i d e r a b l y t h e i r o r is i n a l b i n d i n g e a P a e i t y t o t h e h e

-

P a t o c y t e s
.

K e y w o r d s o v i n e g r o w t h ho r m o en ; m o d i f i e a t io n w i t h P o l y e t h y l e n e g l y e o l : a n t i
-

g e n i e i t y a n d b i o a e t i v i t y ; f l u o r e s C a n t s Pe c t r u m ; b idn i n g a s s a y i n v i v o

朴 B e t h u n e U n iv e r s i t y o f M e d ic a l S e i e n e e s

帕 M 挤 M叭 , M的 的W
、 阴枷

冲

琳节叼 耐价叭
,
人协

、 州、、, 州叭钩 叭协曰 、协
、

玻 璃 体 视 网 膜 显 微 手 术在 复 杂性

视网膜脱离治疗中的应用研究

课题负贵 高汝龙 ( 中心 眼科 )

作者采用70 年代末
、

80 年代初在国 外兴起的现代玻璃体
、

视网膜显微手术方法
,

治疗以前认为是不治之症的

复杂视 网膜脱离
,

取得一定成果
。

本研究所进行的玻璃体视 网膜显微手术不仅是玻璃体切除
,

还包括视网膜剥

离
、

眼内排液
、

气 /液交换
、

油 /液交换
、

眼内填充等眼内操作
,

它克服了以前外填压术以外路进行的盲目性
,

而且使以前手术无法进行的操作成为可能
。

表明封闭裂孔不再是治疗视 网膜脱离的唯一原则
,

而松解玻璃体牵

引
,
减少眼内液流的影响及利用脉络膜

、

色素
一

上皮抽吸力
,

可能是治疗视 网膜脱离的新原则
。

通过数百例病人

的实践
,

手术成功率为 6 2
·

9 %
,

接近国外学者报告的 3 3一 7 5 % 的成功率
,

使该研究在玻璃体视网膜显微手术这

一领域在国内处于领先地位
、

接近国际水平
。

研究成果己通过鉴定
。

本成果对我国今后推广视 网膜玻璃体手术

有指导作用
。

( 科 学 )


