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聚乙二醇定点修饰重组人粒细胞集落刺激因子突变体的研究
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摘 要 研究了重组人粒细胞集落刺激因子突变体（20@WPK,Q）的聚乙二醇化修饰、分离纯化和活性鉴定。通过对人重组粒细

胞集落刺激因子（2@WPK,Q）第 L，"，=，#，L% 位氨基酸进行突变，并在 K 末端加了一个半胱氨酸，获得了体外活性为原型 2@WPK,Q
L#$^以上的重组人粒细胞集落刺激因子突变体（20@WPK,Q）。然后用分子量为 !$D_ 的甲氧聚乙二醇马来酸酐（0JSWP?9)）修

饰 20@WPK,Q，反应混合物经离子交换和凝胶过滤柱纯化，得到纯化的聚乙二醇重组人粒细胞集落刺激因子突变体（JSWP20@WP
K,Q）。,_,PJ>WS 电泳分析表明纯化后的 JSWP20@WPK,Q 的纯度大于 &#^，体外活性分析表明 JSWP20@WPK,Q 活性优于目前临

床使用的聚乙二醇重组人粒细胞集落刺激因子（JSWP2@WPK,Q，+-;)9B/93#），药代动力学研究表明 JSWP20@WPK,Q 体内半衰期约

为 L=@，比修饰前延长了 % 倍。
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重组人粒细胞集落刺激因子（2-4(015:9:/ @;09:
E29:;)(4</- 4()(:< B/50;)9/5:E F94/(2，2@WPK,Q）分子量为

L&D_，可诱导造血干细胞的增值和分化，导致血液

中的中性粒细胞数增加；另外还能刺激成熟中性粒

细胞 数 从 骨 髓 中 释 出 并 激 活 中 性 粒 细 胞 的 功

能［L，!］。因此自 L&&L 年起 2@WPK,Q 已经广泛用于治

疗癌症化疗导致的骨髓抑制，可以显著改善化疗所

引起的中性粒细胞减少症的严重性和持续时间［"］。



但是作为重组蛋白药物，!"#$%&’ 血清半衰期短，只

有 ( ) *"，每个化疗周期需要每天注射 + ) ( 次，持续

注射 , ) -.［*］。通过对其 / 端进行聚乙二醇（01#）

修饰，增大了 !"#$%&’ 蛋白的分子量，可以显著提高

其在体内的半衰期，每个化疗周期只需注射给药一

次。现有临床应用的 01#$!"#$%&’ 产品是利用活化

的 (234 01# 丙醛试剂对 !"#$%&’ 中 / 端的!$氨基

进行修饰［,］。然而，这种修饰方式对 !"#$%&’ 来说

并非最优，因为 !"#$%&’ 结构中 / 端与其受体结合

有关。因此，用现有方法进行 01# 修饰以后，!"#$
%&’的生物学活性都会下降，根据不同修饰位点和

修饰数目，其体外活性可能下降几倍到几十倍。而

且，!"#$%&’ 结构中存在多个!$氨基，因此所获得最

终产物可能是不同修饰位点的混合物，还可能有多

位点修饰产物。这些对于 01#$!"#$%&’ 的临床应用

都是不利的。因此，制备一种活性更高更均一的

01# 化 !"#$%&’ 产物，具有很重要的临床和经济意

义。我们构建了一种 !"#$%&’ 突变体（ !56789:;<;=
8>=<;= ">8<; ?!<;>@76A=5 67@7;A B=:8>@<=:;? C<6=7! !8"#$
%&’），该突变体突变了 !"#$%&’ / 端 的 , 个 氨 基

酸［D］以提高生物学活性，并在其 % 末端引入一个游

离的半胱氨酸（%AB）以提供一个 01# 修饰位点，然

后用巯基反应试剂 01#$EFG 对 %AB 进行定点修饰，

获得了结构均一且活性更高的长效 01#$!8"#$%&’。

! 材料和方法

!"! 材料

!"!"! 主要试剂：H#1E$I 克隆载体、H1IJ(< 表达

载体、4/F 聚合酶、柱式质粒小提试剂盒、胶回收试

剂盒及 K$?<@（购自上海生工生物工程技术服务有限

公司），大肠杆菌 4L,!、MG(+、#$%&’ 基因（本实验室

保存）。I* 4/F 连接酶及 N0I#（#:967 MOG 公司）；

01#$EFG (2222（/53=<!），!"#$#&’ 活性标准品（中国

药品生物制品检定所），重组人粒细胞集落刺激因子

（!"#$%&’）（杭州九源基因工程有限公司），01#$!"#$
%&’（/5>@<B=<O!）（F8?5;，P&F），’7@:; 酚（&:?8<），牛血

清白蛋白（M&F，&:?8<），丙烯酰胺（&:?8<），甲叉丙烯

酰 胺（&:?8<），L>8<; #$%&’ 1GN&F 试 剂 盒（OQ4
&AB=58B），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：0%O 仪（01），R4& 电泳扫描分析

系统（F85!B"<8 0"<!8<6:<）；STIF 5UH@7!5! +22 液相

色谱系统（#1 L5<@="6<!5 M:7B6:5;65B），O57>!65 & 色谱

柱（#1 L5<@="6<!5 M:7B6:5;65B），电泳仪 E:;: H!7=5:; "
（ M:7$O<. ），凝 胶 扫 描 系 统 R4& N8<?5 BAB=58

（0"<!8<6:<），F?:@5;= ++22 L0G%，E7.5@ DJ2 酶 标 仪

（M:7$O<.），%*（+,288 V *WD88）柱（RA.<6）。

!"# 方法

!"#"! !8"#$%&’ 的 构 建：!8"#$%&’ 是 把 !"#$%&’
第 +、J、*、,、+- 位氨基酸分别突变为 F@<、I"!、IA!、
F!? 和 &5!［D］，并且在 % 末端额外引入了一个半胱氨

酸（%AB）。为了得到 !8"#$%&’ 的基因，以本实验室

保存的 !"#$%&’ 基因为模板 0%O 获得。设计引物如

下：上 游 引 物 ,X$F%IF#%%FIFI##%F%%FF%FIF%
%#I#%%F#%I%%%I#%%%%F#F#%II%I#%I%FF#I%%
IIF#F#%FF#I#F##$JX；下 游 引 物 ,X$FFF##F
I%%IIFF%F###%I###%FF##$JX（上海生工生物工

程技术服务有限公司合成），用常规 0%O 方法进行

目的 基 因 的 扩 增。0%O 产 物 经 回 收、纯 化，装 到

H#1E$I 载体，转化 4L,!感受态细胞，经蓝白斑筛

选，将阳性克隆送测序检测。将测序正确的克隆基

因用 !"##和 $%&L#从 H#1E$I 上切割回收，然后

装到经同样酶切处理的 H1IJ(< 上，I* 4/F 连接酶，

+(W,Y连接过夜，转化 MG(+ 感受态细胞，挑选单菌

落，用柱式质粒小提试剂盒小提质粒，然后用 !"##
和 $%&L#酶切鉴定。构建成功的菌株参考文献

［D］进行表达和纯化，并且在蛋白复性的条件上做了

适当的改进，简述如下：!8"#$%&’ 的包含体溶解于

(228G 增 溶 液 中（ Z87@[G 尿 素、+2887@[G 4II、

(,887@[G 半胱氨酸，(2887@[G I!:B$L%@，HL ZW2），室

温搅拌 J28:; 后用复性缓冲液（+, \甘油，*2$87@[G
硫酸 铜，*2887@[G 磷 酸 钠 缓 冲 液，HLZW2）稀 释 到

+2228G，*Y 搅拌复性 *Z"。然后用稀盐酸调节 HL
到 *W2，经 O5B7>!65 & 离子交换柱层析，以 2 ) 2W,
87@[G /<%@（含 (2887@[G /<F6，HL*W2）梯度洗脱，目

标峰在 2WJ87@[G /<%@ 时被洗脱。

! $ # $ # !8"#$%&’ 的 01# 修 饰 和 纯 化：,8G +W2
8?[8G !8"#$%&’（含 +22887@[G M:6:;5，HL ZW,），加入

, 倍摩尔比的 01#$EFG(2222，在室温下搅拌反应 (*"，

并用 O0$L0G% 对修饰过程进行监控。修饰反应结

束后用水稀释到蛋白浓度为 2W+8?[8G，稀盐酸调

HL 至 *W2，经 O5B7>!65 & 离子交换柱层析，以 2 )
2W,87@[G /<%@（含 (2887@[G /<F6，HL*W2）梯度洗脱，

修饰的 01#$!8"#$%&’ 在 2W+87@[G /<%@ 时被洗脱，

目标峰再经 &5H"<.5U #(, 脱盐层析。

!"% 分析和鉴定

!"%"! &4&$0F#1 电泳检测：按 G<588@: 方法［-］进

行，浓缩胶为 ,\，分离胶为 +,\，考马斯亮蓝 O(,2
染色。

!"%"# 蛋白浓度的测定：按《中国药典》(22, 版“生

2(] ’()*#+# ,-./*%0 -1 $)-2#3(*-0-45 生物工程学报 (22-，R7@W(J，/7W,



物制品化学及其他检定方法”中微量 !"#$% 法的要

求测定蛋白质浓度。

!"#"# &’()’!* 法检测：采用 +%,-. */（01233 4
/5633）柱，流动相 7 为 2508三氟乙酸（! 9"），流动

相 : 为乙腈 ;水 ;三氟乙酸（<2 ; <5< ; 250）溶液，流速

为 25=3!93>?，梯度为 @23>? 内流动相 : 由 A18增至

=28，检测波长为 A=2?3。

!"#"$ 高效凝胶过滤色谱检测：采用 BCDE$,EF A22
)&02 G@2 凝胶色谱柱，流动相为 252A3"H G ! 的磷酸

盐缓冲液中，2503"I G ! 硫酸钠，流速 25/3! G 3>?，检

测波长为 A=2?3。

!"#"% 质谱分析：用 7CJ"KHEF L7!MI(NOK(LB 质谱

测定 $3PQ(*BK 和 ’RQ($3PQ(*BK 的分子量。

!"#"& 体外生物学活性的测定：采用 Q(*BK 依赖细

胞株 SKB62 测定活性［=］。具体步骤为：在 <6 孔细

胞培养板中接种一定浓度的 SKB62 细胞悬液（12

!!9孔），将 $PQ(*BK 标准品和修饰 $PQ(*BK 样品系列

稀释，各 12!! 加入培养板相应孔中。设阳性对照、

阴性对照（不含 $PQ(*BK）和空白对照（只含培养液）

，@TU，18 *OA 培 养 @6 V /=P，加 LNN 溶 解 液

022!!9孔，次日测定各孔 #1T2 9#6@2值。

!"#"’ 小鼠体内半衰期测定：0= V AAW 雄性 B’K 级

I*& 小鼠，分两组，每组 @< 只。皮下给药，给药剂量

为 03W9XW。$PQ(*BK 组按 2，252=@，25A1，251，0，A，/，

=，0A，A/P 间隔处死 @ 只采血；’RQ($3PQ(*BK 组按

2，251，A，/，=，0A，A/，/=，TA，<6，0A2，0//，06=P 间隔处

死 @ 只采血。血样离心 @23>? 后分离血清，Y A2U
保存 待 测。用 )C3-? Q(*BK MC"BEJ 试 剂 盒（&ZM
B%[JE3[）R!IB7 法检测 $PQ(*BK 和 ’RQ($3PQ(*BK 的

浓度。数据用 L>.$"*-H O$>W>? 软件分析并用 @’=T 软

件进行曲线拟合并计算主要药代动力学参数。

( 结果

("! )*+,-./0 的构建和表达纯化

按文献资料［6］。为提高 PQ(*BK 生物活性，将

其第 0，@，/，1，0T 位氨基酸分别变为 7H-，NP$，N%$，
7$W，和 BE$，为了方便对其定点 ’RQ 修饰，在 * 末端

引入了一个 *%[（图 0）。构建的 DRN@A- 表达质粒经

$%&"9’())"酶切分析（图 A），双酶切得到了大小

约为 15/X\ 和 1/2\D（$3PQ(*BK(*%[ 基因）的条带（泳

道 A），与理论值大小相符，重组质粒并经 MS7 测序

验证（资料未显），转化筛选后在大肠杆菌 :!A0（MR@）

获得了高效表达（图 @，泳道 @）。将表达产物经改进

的方法进行复性，再经过 &E["C[E B 离子交换进行纯

化，纯化后的 $3PQ(*BK 可达到 <18以上的纯度（图

@，泳道 /）。最终制备获得的 $3PQ(*BK 生物活性比

$PQ(*BK 提高了 128（图 /）。

图 0 $3PQ(*BK 的 .MS7 和氨基酸序列示意图，加外方框

的表示突变（S 端）和引入（* 末端）的氨基酸

K>W] 0 .MS7 -?, D$"JE>? [E^CE?.E "_ $3PQ(*BK

图 A $3PQ(*BK 基因鉴定的琼脂糖电泳图

K>W] A I,E?J>_>.-J>"? "_ JPE WE?E "_ $3PQ(*BK
,EJE.JE, \% -W-$"[E WEH EHE.J$"DP"$E[>[

0：JPE ‘E.J"$ DRN@A- #-[ ,>WE[JE, \% ’())"；A：JPE $E."3\>?-?J
EFD$E[[>"? DH-[3>, DRN@A-($3PQ(*BK #-[ ,>WE[JE, \% $%&"9’())"；

@：MS7 3-$XE$，#MS7（*+,&" a -./,$）]

图 @ $3PQ(*BK 表达和纯化的 BMB(’7QR 电泳图

K>W] @ RFD$E[[>"? -?, DC$>_>.-J>"? "_ $3PQ(*BK
,EJE.JE, \% BMB(’7QR

0，1：3-$XE$；A，@：EFD$E[[>"? "_ $3PQ(*BK(*%[ #>JP"CJ
-?, #>JP I’NQ(>?,C.>?W；/：EHCE?J _$"3 &E["C$.E B]

("( )*+,-./0 的 12, 修饰与纯化

将纯化的 $3PQ(*BK，采用 ’RQ(L7!A2222 在其

羧基末端 *%[ 进行定点修饰，其 修饰过程如图 1 所

示，’RQ 修饰后的 ’RQ($3PQ(*BK，由于疏水性发生

变化，可与未修饰的 $3PQ(*BK 相分离，经 &E["C.E B
离子交换层析分离（图 6），’RQ($3PQ(*BK 在低盐浓

度下被洗脱（’E-X 7），$3PQ(*BK 在高盐下被洗脱

（DE-X :），最终可获得纯度 b <18的 ’RQ(&3PQ(*BK
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图 ! "#$%&’( 和 ")#$%&’( 的生物学活性相对值

(*+, ! -#. "./01*2. 3*4/4+*50/ 051*2*16
47 "#$%&’( 089 ")#$%&’(

图 : ;<%=<>& 监测 ")#$%&’( 修饰过程

(*+, : <.+6/01*8+ 47 ")#$%&’( )48*14".9 36 ;<%=<>&
?：")#$%&’(；@：080/6A.9 01 B!# 071." C.+6/01*48,

图 D ;.E4F"5. ’ 分离纯化 <G$%")#$%&’( 色谱图

(*+, D &#"4)014+"0C# 47 <G$%")#$%&’( 48 ;.E4F"5. ’

（图 H）。<G$%")#$%&’( 分子量以 ’I’%<?$G 分析，

约为 !JKI（图 H，泳道 !），以 L?>IM%-N(%L’ 质谱测

定，")#$%&’( 修饰前分子量为 OP QJO（图 P0），修饰

后 <G$%")#$%&’( 为 !J HO:（图 P3），与理论预测值

基本相一致。

!"# $%&’()*&’+,- 的生物学活性

经生物学活性测定显示（表 O）修饰前的 ")#$%
&’( 为 ORBS T OJP MUV)+，而修饰后的 <G$%")#$%&’(
为 ORB: T OJP MUV)+，未见经 <G$ 修饰后对活性产生

影响，而 W 端 <G$ 修 饰 的 阳 性 对 照 <G$%"#$%&’(

图 H ")#$%&’( <G$ 修饰和纯化过程中

的非还原 ’I’%<?$G 电泳图

(*+, H <.+6/01*48 47 ")#$%&’( 089 CF"*7*501*48 47
<G$%")#$%&’( 9.1.51.9 36 848%".9F5.9 ’I’%<?$G
O，D：)0"K."；B：CF"*7*.9 ")#$%&’(；S：)*X1F". 47 C.+6/01*48

".051*48；!：<.0K ? O 47 ;.E4F"5. ’；:：<.0K @ 47 ;.E4F"5. ’,

图 P L?>IM%-N(%L’ 质谱测定 ")#$%&’( 和

<G$%")#$%&’( 的分子量

(*+, P ?80/6E*E 47 ")#$%&’( 089 <G$%")#$%&’( 36
L?>IM%-N(%L’

? *E ")#$%&’(，@ *E <G$%")#$%&’(,

（W.F/0E10）生物活性为 JR:P T OJP V)+，表明 & 末端定

点修饰较 W 端优越，它不影响生物活性。

对于 <G$%")#$%&’( 在体内半衰期，经小鼠对其

与 ")#$%&’( 进行了血药浓度%时间曲线对比测定

（图 Q），药代动力学主要参数列于表 B，可见 <G$%
")#$%&’( 在血清中滞留时间长达 OJJ# 以上，半衰

期 !OVB为 O!RD#，较 "#$%&’( 延长了 H 倍，而血清清除

率 &> 降低了 OP 倍。
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表 ! "#$ 修饰前后 %&’$()*+ 的体外生物学活性比较

,-./0 ! !" #$%&’ .12-3415146 27 27 %&’$()*+()68
.072%0 -9: -740% ;0<6/-4129

!"#$%&%$ ’%()$*%+%*,
-（ . /01 23-45）

6#7)*%+# ’%()$*%+%*,
-8

94:;<=!> /?@A /00
BC;<94:;<=!> /?@D /0@

BC;<9:;<=!>（（E#F7)G*)6!） 0?D1 HI

表 = 小鼠皮下给药后 %’$()*+ 和

"#$(%&’$()*+ 的药代参数

,-./0 = >0-9 ;’-%&-32?190413 ;-%-&040% 5-/@08 -740%
819</0(:280 8@.3@4-902@8 -:&19184%-4129 27 %’$()*+

-9: "#$(%&’$()*+ 19 &130

B)9)4#*#9
J)7F#

9:;<=!> BC;<94:;<=!>

K)5 *%4#-: 0?0AD L 0?00D /?HDI L 0?0@I
!/-@ -: @?/HA L 0?0@D /H?DI1 L 0?AMN
!"#)O -: /?A11 L 0?@AD @0?AHN L 0?1NH

"4)P -（Q5-4K） /1DH?M@A L @DA?/@D @1A@?/MN L AMN?@D0
R3=-（Q5·:-4K） 111/?1I0 L D@H?DI /ANI/@?@AM L @DMI@?ADH

（=K->）-（K-:·O5） 0?//A L 0?0@A 0?00M L 0?00/
（J->）-（K-O5） 0?AHN L 0?0AD 0?/D@ L 0?0@D

!/-@ S *#94%Q)7 :)7&<7%&#；!"#)O S *%4# (& 4)P%4F4 $(Q$#Q*9)*%(Q；"4)P

S 4)P%4F4 $(Q$#Q*9)*%(Q；R3= S )9#) FQT#9 *:# $F9+#；=K-> S $7#)9)Q$#
(+#9 ’%()+)%7)’%7%*,；J-> S +(7F4# (& T%G*9%’F*%(Q FG%Q5 *:# *#94%Q)7 ":)G#U

图 N 小鼠皮下给药后 9:;<=!> 和 BC;<94:;<=!>
的血药浓度<时间图

>%5U N =(Q$#Q*9)*%(Q<*%4# $F9+# (& BC;<9:;<=!>
)QT 9:;<=!> )&*#9 != %Q 4%$#

A 讨论

已经证明用 BC; 进行蛋白质修饰是延长蛋白

药物体内半衰期的一个有效的方法，目前已有多种

产品应用于临床［N］。但是，现有的修饰技术一般都

是修饰在 K,G 和 E 端氨基酸的<EV@ 位点上，由于大

部分蛋白药物都存在数个 K,G，修饰产物往往是不

均一的，而且这些 K,G 往往位于活性位点或者受体

结合部位，经 BC; 修饰后都将产生生物学活性的下

降，而且修饰产物往往是不均一的，因此修饰后蛋白

虽然增加了半衰期，但由于活性下降，因此往往需要

增大使用剂量，而且不均一的反应产物，不仅增加了

分离纯化的处理难度，也难以获得均一制品。

鉴于 9:;<=!> 的 E 端是其受体结合部位，与其

生物学活性密切相关。因此在其 E 端进行 BC; 修

饰，必然会降低其生物学活性。目前常规应用的 E
末端 BC; 修饰，经修饰后它的生物学活性仅保留了

M08左右［D］。为了获得高活性的 BC; 修饰的 9:;<
=!>，我们参考文献，在 ;<=!> 的 E 端编码氨基酸进

行了突变，以提高生物学活性，并在其 = 末端引入

一个游离的半胱氨酸（=,G）用于 BC; 定点修饰。通

过以上改造，我们成功获得了高活性的 BC;<94:;<
=!>制品。我们的研究表明通过采取活性更高的

9:;<=!> 蛋白，并在 = 末端进行定点 BC; 修饰，可以

避免上述弊端。经过改构的 94:;<=!>，由于只存在

= 末端 =,G 一个 BC;<WRK 结合位点，因此反应产物

均是 / X/ 定点修饰的产物，避免了反应位点不一和

多位点修饰的产生；此外，由于 BC; 是结合在 94:;<
=!> 活性区以外的 = 末端，因此修饰后的蛋白活性

基本未受影响。经体外活性分析表明，我们所制备

的 BC;<94:;<=!>，活性比现在用于临床的 BC;<9:;<
=!>（E#F7)G*)（9））体外活性要高 / 倍，经小鼠的药代

动力学研究表明 BC;<94:;<=!> 的半衰期延长了近

I 倍，血清廓清率下降了 /1 倍，表明我们为制 备

BC;<94:;<=!> 的设计、构建和工艺是成功的，为制

备长效的 9:;<=!> 奠定了重要基础。
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