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摇 摇 摘要:摇 为探索纯化的重组猪抑制素蛋白质毒素残留情况以及重组猪抑制素蛋白质稳定性,本研究利用鲎试

剂、气相色谱和 SDS鄄PAGE 方法对重组猪抑制素蛋白质中的细菌内毒素、茁鄄巯基乙醇的残留量及其蛋白质在不同温

度、极端 pH 值和反复冻融条件下的稳定性进行检测。 结果显示,经过 3 次等电点沉淀洗涤后,重组猪抑制素蛋白

质中细菌内毒素和 茁鄄巯基乙醇的残留量大幅减少。 通过在不同温度下的处理发现,重组猪抑制素蛋白质在 4 益环

境下较稳定,可以长期保存;但在 37 益时,稳定性快速下降,随着温度上升而降解加速。 通过极端 pH 值和反复冻

融试验发现,重组猪抑制素蛋白质对极端 pH 值和反复冻融具有较好的耐受性。
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Determination of toxin residue in recombinant pig inhibin protein and its
physicochemical stability
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摇 摇 Abstract:摇 Tachypleus amebocyte lysate, gas chromatography and SDS鄄polyacrylamide gelelectrophoresis were em鄄
ployed for the determination of residue of bacterial endotoxin and 茁鄄mercaptoethanol in recombinant pig inhibin protein, and
the stability of protein affected by different temperatures, extreme pH and multigelation, respectively. Results showed that
bacterial endotoxin and 茁鄄mercaptoethanol residue in the protein were drastically decreased after isoelectric point precipitati鄄
on washing for three times. The recombinant pig inhibin protein was quite stable at 4 益 for long鄄term preservation, started
to degrade at 37 益 and accelerated degradation along with the rise of temperature. The protein possessed a good tolerance
to the extreme pH and multigelation.

Key words:摇 recombinant pig inhibin protein; endotoxin; 茁鄄mercaptoethanol; residue; physicochemical stability

摇 摇 原核表达的重组药物蛋白质中的有毒物质主要

是细菌内毒素(Endotoxin)及其加工过程中添加的

茁鄄巯基乙醇等辅助性有毒物质。 内毒素的主要成分

是脂多糖(Lipopolysaccharides,LPS) ,为革兰氏阴性

细菌细胞壁中的一种成分,在活菌状态不释放,只有

当细菌死亡溶解或人工方法破坏菌体后才释放出

来。 内毒素对宿主具有毒性,可引起全身性炎症反

应和多器官损伤,低剂量的内毒素同样可以导致机

体的损害[1鄄4]。 原核表达的重组蛋白质以无活性包

涵体的形式存在于菌体内,因此,在破碎细菌提取蛋

白质时,内毒素将污染所提取的重组蛋白质,并且可

能会残留于终产品中。 大肠杆菌所表达的无活性包

涵体蛋白质需经过复性才能恢复生物学功能[5鄄8],而
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在复性过程中常常需要添加 茁鄄巯基乙醇作为复性

辅助剂,以促进重组蛋白质的折叠,提高蛋白质溶解

度[9]。 然而 茁鄄巯基乙醇具有强烈的还原性,对动物

机体有毒性[10]。 总之,如果给动物注射残留有内毒

素和 茁鄄巯基乙醇的重组蛋白质产品势必会损伤动

物机体,从而影响到动物的健康和生产性能[10鄄12]。
重组蛋白质的理化稳定性对药物蛋白质的生产

和储存具有重要意义,涉及到重组蛋白质药物的生

产和储存条件以及从上市到临床使用的时间。 如果

因生产和储存条件改变导致重组蛋白质的稳定性下

降,不但造成生产和存储上的不便,而且还会缩短存

储时间,降低药效,提高生产和使用的成本[13]。 因

此,重组蛋白质的理化稳定性对生物制药,尤其是重

组蛋白质药物的制备及其临床应用具有重要意义。
目前,众多研究已经证明重组猪抑制素可以促进

动物的繁殖性能[14鄄18],在实际生产中具有广阔的应用

前景。 为获得大量的重组猪抑制素蛋白质,动物品种

改良与繁育重点实验室已成功实现了大肠杆菌高密

度发酵,并且已经获得了大量纯化的重组蛋白质。 但

对重组蛋白质中内毒素和 茁鄄巯基乙醇的残留量及其

理化稳定性尚不清楚,因此开展本研究,以期为重组

猪抑制素蛋白质的大规模推广试验奠定基础。

1摇 材料与方法

1. 1摇 材料

1. 1. 1摇 试剂摇 复性的重组猪抑制素蛋白质溶液(浓
度为 5 mg / ml)由动物品种改良与繁育重点实验室保

存,内毒素检测试剂盒(福州新北),茁鄄巯基乙醇标准

品(Sigma),甲醇(Merck),其他均为常规试剂。
1. 1. 2摇 仪器 摇 全波长酶标仪(Bio鄄Tek),高效气相

色谱,配 FID 检测器(安捷伦,7890A),气相色谱柱

DB鄄WAX (30 m伊0. 25 滋m伊0郾 32 滋m,安捷伦),凝胶

成像系统(Tanon1600,上海天能),其他仪器为常规

实验仪器。
1. 2摇 方法

1. 2. 1摇 重组猪抑制素蛋白质溶液的洗涤处理摇 洗

涤重组蛋白质,步骤如下:取 20 ml 复性的猪重组抑

制素蛋白质溶液,用无内毒素水配制的 NaOH 溶液

(2 mol / L)和无内毒素水配制稀 HCl (3% )调节 pH
至等电点(约 6郾 0),使蛋白质沉淀,经离心(8 000
r / min,10 min,4 益)收集沉淀,并用无内毒素 PBS
重悬沉淀后,用上述的 NaOH 溶液调 pH 至 9郾 0,然

后在涡旋仪上剧烈震荡,促进蛋白质溶解。 最后将

溶解的蛋白质调至中性(浓度仍调至 5郾 0 mg / ml)。
然后再重复上述过程 2 次。
1. 2. 2摇 重组猪抑制素蛋白质溶液中内毒素的残留

检测摇 内毒素检测参照中国药典所推荐的检测方

法[19],采用商品化鲎试剂检测试剂盒进行。 试验中

所用移液器的配套吸头和酶标板均需无内毒素污

染。 取内毒素标准品(冻干品)1 支,开启后按标示

量加入检查,用水溶解至所需浓度备用,用 0 EU / ml
和 0郾 5 EU / ml两点法做标准曲线。 溶解内毒素标准

品时应用漩涡混合器混合 10 min,每个试验均用同

一批号主试剂。 在方法 1. 2. 1 处理过程中,分别取

处理前样品和每次蛋白质重新溶解并调至中性时采

集样品。 正式实验前对样品进行稀释并测定内毒素

含量,最终使待检测样品中内毒素含量为 0 ~ 0郾 5
EU / ml,并记录此时的稀释倍数。 详细检测过程如

下:取无内毒素水(0 EU / ml)、0郾 5 EU / ml内毒素标

准品及处理好的蛋白质溶液样品各 50 滋l 于无内毒

素离心管中,分别加入溶解好的主试剂,密封稍震荡

后置于 37 益培养箱中孵育 30 min。 孵育结束后向

各管中按顺序加入偶氮化试剂亚碱酸钠溶液、氨基

磺酸铵溶液和萘基乙烯氨基盐酸溶液各 50 滋l,混匀

后取 200 滋l 于酶标板中在 545 nm 处测定吸光度,
将吸光度代入标准曲线,得到测定样品中的内毒素

含量,每个样品重复检测 3 次。 蛋白质溶液中实际

内毒素含量为检测到内毒素含量伊稀释倍数。
1. 2. 3摇 重组猪抑制素蛋白质中 茁鄄巯基乙醇的残留

检测摇 检测方法参照中国药典所收录的气相色谱

法,具体操作过程参照朱九群等[20] 建立的检测方法

进行。 标准品的制备及样品的处理:精密称取 茁鄄巯
基乙醇标准品 12 mg,加入含有 80 ml 甲醇的 100 ml
容量瓶中,并用甲醇定容至 100 ml 刻度,配制成 120
g / ml的标准品备用。 精密吸取原液、1 次洗涤、2 次

洗涤处理的样品 10 ml,调节 pH 值至等电点,12 000
r / min离心(4 益)10 min,尽可能弃去上清液后,加
入 10 ml 甲醇,密封摇匀后超声处理 5 min,然后

12 000 r / min离心(4 益)10 min 除去不溶颗粒,取上

清液用孔径为 0郾 45 滋m 的微孔滤膜过滤,滤液作为

待测样品备用。
色谱条件:采用程序升温方式,升温程序为:

60 益 ( 2 min ) 寅 80 益 ( 2 min, 升 温 速 率 为

20 益 / min)寅 100 益 ( 1 min, 升 温 速 率 为 40
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益 / min)寅230 益(2 min,60 益 / min),分流比为9 颐
1,平均线速度为 30 cm / s,进样量为 1 滋l。

标准曲线绘制样品测定:取 茁鄄巯基乙醇标准品 1
ml,用甲醇稀释成浓度分别为 74郾 11 滋g / ml、37郾 06
滋g / ml、18郾 53 滋g / ml、9郾 26 滋g / ml和 4郾 63 滋g / ml的溶

液。 设定全自动进样检测程序,各取 1 滋l 注入气相

色谱仪进行检测并记录色谱峰的面积。 根据检测到

的峰面积(纵坐标)和浓度(横坐标)进行线性回归,
计算回归方程。 同时检测待测样品,记录待测样品的

峰面积,每样品重复检测 6 次,以检测精密度,以峰面

积计算相对标准偏差。 将待测样品中的峰面积代入

标准曲线,换算出待测样品中 茁鄄巯基乙醇的残留量。
1. 2. 4摇 重组猪抑制素蛋白质的热稳定性检测摇 将

方法 1. 2. 1 中处理的重组猪抑制素蛋白质溶液过滤

除菌后放入无菌离心管中,分别在 4 益、37 益、45 益
和 65 益环境中放置,每天于超净台中取样 10 滋l,加
入 5伊Loading buffer 并且煮沸变性 10 min 后冻存备

用,试验结束后经过 SDS鄄PAGE 分析,检测蛋白质的

降解情况。
1. 2. 5 摇 重组猪抑制素蛋白质在极端 pH 环境下的

稳定性检测摇 用 2 mol / L的 NaOH 和 3%HCl 调节无

菌处理的重组猪抑制素蛋白质溶液的 pH 值分别至

12 和 2,然后放入 4 益冰箱中保存,每天取样 10 滋l,
处理方法同方法 1. 2. 4 所述,共保存 13 d。 最后将

所得蛋白质样品进行 SDS鄄PAGE 分析,检测蛋白质

的降解程度。
1. 2. 6摇 重组猪抑制素蛋白质的复冻融稳定性检测

摇 取同样过滤除菌的重组蛋白质溶液放入无菌离心

管中,置入-25 益冰箱冻存,每天冻融 1 次,并取样

处理方法同上。 共冻融 13 d。 将上述处理的蛋白质

样品进行 SDS鄄PAGE 分析,检测蛋白质的降解程度。

2摇 结 果

2. 1摇 重组猪抑制素蛋白质中内毒素的残留检测

按照试剂盒说明书做出标准曲线。 根据试验可

知,稀释1 000倍后,样品中内毒素的含量位于标准

曲线范围内。 通过对各个样品稀释 1 000 倍后对进

行检测,分别计算出原液、洗涤 1 次、洗涤 2 次和洗

涤 3 次的内毒素残留量(图 1)。 结果显示:蛋白质

原溶液中残留的内毒素含量为4 536. 6 EU / ml,但是

经过 3 次次洗涤后,重组蛋白质溶液中的内毒素残

留量已经大幅度降低,降低至 239郾 8 EU / ml。 表明,

所表达的重组蛋白质经过 3 次洗涤,可有效除去大

部分残留的内毒素。

图 1摇 重组蛋白质中内毒素残留

Fig. 1摇 Endotoxin residue in the recombinant protein

2. 2摇 重组猪抑制素蛋白质中 茁鄄巯基乙醇残留检测

摇 摇 检测的峰面积相对标准偏差均小于 3% ,结果

符合要求。 根据标准品检测所得的峰面积和浓度,
可得标准曲线的回归方程:Y = 1. 166 9 x -4. 233 3
(R2 =0. 998 4)。 将待测样品的峰面积代入标准曲

线,换算出 茁鄄巯基乙醇的残留量。 茁鄄巯基乙醇密度

为 1郾 114 g / ml,在蛋白质复性过程中添加量为 1%
(体积比),因此其质量浓度约为1. 14伊104 滋g / ml,经
过 1 次洗涤后降低为7. 484 2 滋g / ml,经过 2 次洗

涤,即可使重组猪抑制素蛋白质中 茁鄄巯基乙醇的残

留量低于检测下限(表 1)。

表 1摇 重组蛋白质中 茁鄄巯基乙醇残留

Table 1摇 茁鄄mercaptoethanol residue in the recombinant protein

样品编号
浓度

(滋g / ml) 峰面积
相对标准
偏差 (% )

保留时间
(min)

标准品 1 74. 114 8 83. 2 1. 51 9. 315

标准品 2 37. 057 4 36. 7 1. 76 9. 318

标准品 3 18. 528 7 17. 8 1. 96 9. 314

标准品 4 9. 264 3 7. 3 1. 68 9. 315

标准品 5 4. 632 2 1. 4 2. 22 9. 317

洗涤 1 次 7. 484 2 4. 5 2. 54 9. 319

洗涤 2 次 - - - -

洗涤 3 次 - - - -
-表示未检出。

2. 3摇 重组猪抑制素蛋白质的热稳定性、极端 pH 值

及冻融稳定性

摇 摇 将重组猪抑制素蛋白质分别放置于 4 益、37
益、45 益和 65 益条件下,考察重组猪抑制素蛋白质

的稳定性。 结果显示,置于 4 益下环境下的重组猪
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抑制素蛋白质稳定性较好,保存一年后几乎没有降

解(图 2A)。 而将重组猪抑制素蛋白质放在 37 益
下,放置第 2 d 重组猪抑制素蛋白质明显降解,第 4
d 重组猪抑制素蛋白质几乎全部降解(图 2B),说明

重组猪抑制素蛋白质在 37 益下不稳定。 45 益和 65
益下的重组猪抑制素蛋白质放置第 2 d 就几乎全部

降解(图 2C ~ 2D),表明重组猪抑制素蛋白质在温

度高于 37 益时,重组猪抑制素蛋白质极其不稳定。
在极端 pH 值条件下,重组猪抑制素蛋白质随着储

存时间延长,略微降解(图 3),相对于酸性环境,碱
性环境中的重组猪抑制素蛋白质稳定性较好。 而反

复冻融 13 次后,重组猪抑制素蛋白质没有明显变化

(图 4),说明重组猪抑制素蛋白质反复冻融耐受性

较好。

A:保存温度 4 益 ;B:保存温度 37 益 ;C:保存温度 45 益 ;D:保存温度 65 益 。 M:Marker;1:原液;2 ~ 14:保存 1 ~ 13 个月;2忆 ~ 5忆:保存 1 ~
4 d。

图 2摇 重组猪抑制素蛋白质的热稳定性

Fig. 2摇 Thermostability of recombinant pig inhibin protein

A:pH 值 12;B:pH 值 2。 M:Marker;1:原液;2 ~ 14:保存第 1 ~ 13 d。
图 3摇 重组猪抑制素蛋白质在极端 pH 值下的稳定性

Fig. 3摇 Stability of recombinant pig inhibin protein affected by extreme pH

M:Marker;1:原液;2 ~ 14:冻融 1 ~ 13 次。
图 4摇 反复冻融下的重组猪抑制素蛋白质的稳定性

Fig. 4摇 Stability of recombinant pig inhibin protein affected by
multigelation

3摇 讨 论

细菌内毒素是重组药物蛋白质中的重要污染物

之一,也是重组药物蛋白质质量控制过程中的重要

检测指标。 自 1968 年 Levin 等[21] 发现并建立鲎实

验方法以来,由于其具有灵敏度高,方法简便等特

点,逐渐得到临床和药检部门的重视,尤其是在临床

检验方面的应用更是飞速发展。 美国药典第 XXI
版首先将 60 多种抗生素的内毒素检查法由家兔法

改为细菌内毒素检查法;而中国在 1991 年也将细菌
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内毒素检查法收入卫生部部颁标准,并于 1995 年收

录于中国药典中[22]。 在重组蛋白质复性过程中添

加进去的 茁鄄巯基乙醇也是重组药物蛋白质中的重

要污染物,目前有报道的方法是用高效气相色谱进

行检测[20]。
作为重要污染物,残留于重组蛋白质中的内毒

素和 茁鄄巯基乙醇必须除去。 现阶段用于去除重组

蛋白质中的内毒素方法主要有超滤膜和荷电微孔滤

膜法[23鄄24]、石棉和活性炭吸附法、化学降解法[25]、相
分离法[26]、 离子交换色谱法[27] 及亲和色谱法

等[28鄄34],并在上述基础上开发了以下 2 种方法:淤
通过 C8 柱反相上样,变性洗脱蛋白质除去内毒素

并逐渐复性,于 通过联用离子交换层析,疏水层析

和凝胶过滤等多种层析方法[35]。 其中第 1 种方法

比较复杂,费时费力,而且蛋白质变性处理过程中对

后续功能试验有影响,第 2 种方法由于需要在无菌

低内毒素环境下进行,对试验条件较为苛刻,而且层

析柱的成本较高。 茁鄄巯基乙醇作为水溶性有机物,
目前的大多通过透析方式去除,然而对于工业化大

规模制备时,透析效率较低而限制了生产的扩大,基
于上述种种因素,我们发明了蛋白质等电点沉淀除

去内毒素、茁鄄巯基乙醇及其他杂质的方法,本方法简

单可靠,蛋白质回收率高,无需复杂实验设备和严苛

实验条件,无需蛋白质变性过程,而且除去内毒素和

茁鄄巯基乙醇的效果较好,可以在大规模工业化生产

中应用。
蛋白质的稳定性包括两方面内容:天然折叠结

构的稳定和生物学功能的稳定,前者描述的是蛋白

质的热力学性质,后者是蛋白质保持其酶活性的能

力。 蛋白质的稳定性主要是由蛋白质本身的结构特

点、氨基酸种类、排列序列、肽链的立体结构和周围

环境决定。 纯化后的蛋白质在保存过程中,会受到

温度、pH 值变化、盐浓度变化、反复冻融等外界因素

的影响,从而导致蛋白质的结构改变或降解。 其中

温度和反复冻融是影响蛋白质稳定性的 2 个重要因

素。 因此我们设计了不同温度和冻融次数对纯化后

蛋白质稳定性的影响。 试验结果表明,在 4 益条件

下,重组猪抑制素蛋白质较稳定,放置 1 年后蛋白质

未有明显降解,而在 37 益下,重组猪抑制素蛋白质

第 2 d 就明显降解。 在 45 益和 65 益条件下,第 2 d
重组猪抑制素蛋白质几乎全部降解。 说明重组抑制

素蛋白质对热的耐受性不高。 虽然重组抑制素对热

的耐受性较低,但是它对反复冻融的耐受性较好,连
续冻融数 13 次,没有明显的降解。 相对于其他类型

的重组蛋白质,重组猪抑制素蛋白质主要作为免疫

抗原使用,因此,不需要对其生物学活性座进行检

测,只需保证其一级结构完整即可在动物体内发挥

作用。
然而外界因素大多通过作用于内部因素而影响

蛋白质稳定性。 蛋白质高级结构由疏水、静电、氢
键、范德华力这些弱相互作用力及二硫键所维持,因
此影响蛋白质的稳定性因素由这些相互作用力所决

定。 首先,在维持蛋白质稳定性结构中,起突出作用

的是氢键。 它有利于维持蛋白质的二级结构。 氢键

主要包括多肽主链上的羰基氧与酰氨基之间形成的

氢键,侧链与侧链、侧链与介质水、主链肽基与侧链

或主链肽基与水之间形成的氢键。 蛋白质分子的稳

定性主要与氢键数目有关。 氢键主要是以焓的形式

来影响蛋白质的稳定性。 其次,疏水作用在维持蛋

白质三级结构方面起着非常重要的作用。 蛋白质折

叠的时候总是倾向于把疏水残基埋藏在分子内部,
这样使得蛋白质分子形成内部疏水、表面亲水的结

构,有利于蛋白质的稳定性。 而疏水作用主要是以

熵的形式来影响蛋白质的稳定性。
除此之外,还有一些因素如静电作用、二硫键、

范德华力等均对蛋白质稳定性有影响。 例如:重组

人 IFN琢2a 对溶液的 pH 值和温度非常敏感,随着

pH 值的降低和温度的升高,重组人 IFN琢2a 在溶液

中的高级结构逐渐降低[36],可能由于加热后,改变

蛋白质的各作用力的平衡,导致疏水基团暴露,并使

肽键水解成为多肽甚至单个氨基酸,造成蛋白质的

彻底降解,本研究同样发现,重组猪抑制素蛋白质对

温度的耐受性差,虽然在极端 pH 值中表现出较好

的稳定性,但在 pH 值为 2 的溶液中的稳定性明显

低于在 pH 值为 3 的环境。 同样,重组 GFP 也表现

出在酸性环境中活性降低,在中性溶液中可保持较

好的稳定性,而且可以耐受 80 益的高温[37],重组阮

蛋白质(PrP)却在 pH 值为 2 的环境中保持较好的

稳定性,随着 pH 值的升高逐渐降低[38],而重组朊

蛋白质在 170 益湿热环境下依然保持稳定[39]。
总之,影响蛋白质稳定的因素,除了周围环境条

件外,其一级结构至关重要。 因此,为提高蛋白质的

稳定性,还可以从其一级结构的氨基酸组成上进行

改进。 例如在工业上广泛应用的葡萄糖异构酶
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(GI),为提高其热稳定性,朱国萍等将其第 138 位

甘氨酸(Gly138)定点诱变为脯氨酸(Pro138),结果

突变型 GI 比野生型的热半衰期长一倍;最适反应温

度提高 10 ~ 12 益,且与酶比活变化趋势相似。 其原

因是脯氨酸替代 Gly138 后,可能由于引入了一个吡

咯环,该侧链刚好能够填充于 Gly138 附近的空洞,
使蛋白质空间结构更具刚性,从而提高了酶的热稳

定性[40]。 因此,在提高重组猪抑制素蛋白质的热稳

定性方面仍需深入研究。
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