
#药物分析与检验#

重组人粒细胞集落刺激因子的高效液相色谱分析

钟  英k杭州 vtsst{ 杭州九源基因工程有限公司l

摘要  目的 }测定重组人粒细胞集落刺激因子kµ«�2≤≥ƒl的蛋白浓度 !分子量及纯度 ∀方法 }反相高效液相色谱

k� °2�°�≤l法及高效体积排阻色谱法k≥∞≤l ∀结果 }蛋白浓度测定方法可靠 o平均回收率为 tss qtz h oΡΣ∆ �

s q{ h ∀重现性好 o日内 ΡΣ∆ � s qz h o日间 ΡΣ∆ � t qt h o且与福林2酚法k�²ºµ¼法l测得结果无显著差异 ∀样品无

需处理 o可直接上样 o同时可得到样品的纯度数据 ∀ ≥∞≤ 法测得分子量与理论值相符合 o且方法重现性好 o日内

ΡΣ∆为 s qz h o日间 ΡΣ∆ 为 t q| h o在测定分子量的同时可得到 µ«�2≤≥ƒ 纯度数据 ∀结论 }适用于基因工程产品纯

化各阶段以及制剂蛋白浓度 !分子量 !纯度的测定 ∀
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  重组人粒细胞集落刺激因子 kµ«�2≤≥ƒl是应用

⁄�� 重组技术生产的一种造血生长因子 o它作用于骨

髓中性粒细胞系造血前体细胞 o促进其增殖 !分化 o促

进中性粒细胞的成熟和释放 ∀临床上主要应用于肿瘤

化疗引起的中性粒细胞减少症 o用于外周干细胞动员 o

与抗生素合用预防或治疗感染等 ∀

µ«�2≤≥ƒ 作为基因工程药物 o在分离纯化过程中 o

蛋白质的定量测定对纯化的进行必不可少 o同时在产

品的质量控制中 o蛋白质浓度也是一个极重要的指

标≈t  ∀蛋白质浓度的测定有多种方法 o常用的方法有

克氏定氮法 !×≤� 比浊法 !双缩脲法 !福林2酚k�²ºµ¼l

法 !考马斯亮兰法k�µ¤§©²µ§法l !紫外吸收法等等 ∀但

以上方法有种种局限性≈u  o例如克氏定氮法方法过于

繁琐 o双缩脲法不够灵敏 o有近 uss 种化合物影响

�²ºµ¼法测定的结果 o�µ¤§©²µ§法在比色过程中易出现

沉淀等等 o因此以上方法均不适用于纯化过程中间体

及成品中有干扰物存在时 µ«�2≤≥ƒ 蛋白的定量分析 ∀

我们通过实验选择反相高效液相色谱法k� °2�°�≤ 法l

作为测定有干扰因素存在时的蛋白定量 o获得满意结

果 ∀

同时µ«�2≤≥ƒ 其分子量大小以及纯度均是一个重

要指标 ∀蛋白质分子量大小的测定有多种方法 o常用

的有十二烷基硫酸钠2聚丙烯酰胺凝胶电泳 k≥⁄≥2

°��∞l法 o聚丙烯酰胺梯度电泳 o高效体积排阻色谱法

k≥∞≤ 法l≈v  o比较先进的方法有质谱法≈w  ∀ ≥⁄≥2°��∞

法耗时长 o且一块板上最多同时可分析 { 个样品 ∀质

谱法需要昂贵的设备 o不易普及 ∀而高效体积排阻色

谱法是根据溶质分子大小而分离的一种液相色谱技

术 o大分子优于小分子被洗脱出来 o根据已知分子量的

标准蛋白的洗脱体积可以建立测定蛋白质分子量的标

准曲线 o从标准曲线上计算出样品分子量 ∀方法简便 !

快捷 o一次可分析多个样品 ∀我们通过实验选择高效
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体积排阻色谱法测定µ«�2≤≥ƒ 分子量及纯度 o获得满意

结果 ∀

1  材料和仪器

1 q1  仪器

� ¦̈®°¤±公司高效液相色谱仪 o包括 tux型泵 oty{

型二极管阵列紫外检测器 o≥¼¶·̈° �²̄§数据处理软件 ∀

色谱柱为 �¬²2¶¬̄ uxskz q{°° ≅ vss°° o�¬²2� ¤§公司l o

∂¼§¤¦≤wktxs°° ≅ w qy°°l ∀

1 q2  试剂

三氟醋酸k� µ̈¦®公司l ~乙腈k上海脑海生物科技

公司 o�°�≤ 级l ~⁄≤ °µ²·̈¬± �¶¶¤¼ �¬·k�¬²2� ¤§公司l ~

磷酸二氢钠 o磷酸氢二钠 o氯化钠均为国产分析纯 ~牛

血清白蛋白k�¬²2� ¤§公司l ~分子量标准品k�¬²2� ¤§公

司l ∀

1 q2  样品

来自杭州九源基因工程有限公司 ∀

2  方法和结果

2 q1  µ«�2≤≥ƒ 蛋白浓度测定

2 q1 q1  � °2�°�≤ 分析条件  考察了色谱柱的种类 !流

动相的配比 !流速 !分析时间等等条件 o最后确定分析

条件如下 }色谱柱为 ∂¼§¤¦≤wktxs°° ≅ w qy°°l o流动

相 � 为 s qt h三氟醋酸kºr√l o流动相 �为乙腈2水k|sΒ

tsl o内含 s qt h三氟醋酸kºr√l o流速为 t qs°̄ r°¬± o检

测波长为 utx±° o梯度洗脱程序见表 t ∀

表 1  梯度洗脱程序

时间r°¬± 流动相 �r h 流动相 �r h

s zx ux

vs us {s

vu zx ux

2 q1 q2  �²ºµ¼法分析条件  按照 �¬²2� ¤§公司提供的

/ ⁄≤ °µ²·̈¬± �¶¶¤¼ �±¶·µ∏¦·¬²± �¤±∏¤̄0操作 o每个样品做

v个重复 ∀

2 q1 q3  对照品的制备  九源公司生产的µ«�2≤≥ƒ 选择

� °2�°�≤ 纯度 o凝胶过滤色谱纯度 o毛细管电泳纯度 o

≥⁄≥2°��∞纯度均大于 || q| h的一批 o以 �²ºµ¼法重复

测定 v次 o计算平均浓度 o再用 us h 甘露醇 ots°°²̄ r�

的醋酸缓冲液精确稀释调整为 }t°ªr°̄ µ«�2≤≥ƒ ox h甘

露醇 ots°°²̄ r�醋酸缓冲液 o即为蛋白浓度测定的对照

品 ∀

2 q1 q4  � °2�°�≤ 法标准曲线制备  分别吸取对照品

ts ous oux ovs和 vxΛ̄ 进样 o记录峰面积 o以峰面积k Ψl

对蛋白量kΛªl( Ξ)作标准曲线 ,得回归方程 : Ψ � v .zwuv

n us .xuvz Ξ , ρ� s q|||w ∀蛋白浓度的计算公式如下 }

蛋白浓度kΛªrΛ̄ l �
蛋白总量kΛªl
进样量kΛ̄ l

2 q1 q5  回收率实验  在对照品中加入 t°ªr°̄ 的牛血

清白蛋白 o精确吸取上述对照品 tx和 uuΛ̄ 进样 o按 � °2

�°�≤法分析条件重复进样 v 次 o记录 µ«�2≤≥ƒ 峰面

积 o按上述回归方程计算 µ«�2≤≥ƒ 蛋白浓度 o由此算出

平均回收率为 tss qtz h oΡΣ∆ � s q{ h ∀

2 q1 q6  精密度实验  µ«�2≤≥ƒ 中间体按 � °2�°�≤ 法

分析条件同一天内重复测定 v 次 o计算日内 ΡΣ∆ 为

s qz h o连续 x§重复测定 o计算日间 ΡΣ∆ 为 t qt h ∀

2 q1 q7  � °2�°�≤ 法蛋白浓度测定与�²ºµ¼法蛋白浓度

测定结果比较  { 批 µ«�2≤≥ƒ 原料药样品分别用 � °2

�°�≤ 法及 �²ºµ¼法测定蛋白浓度kΛªrΛ̄ l o结果见表 u ∀

表 2  u种蛋白浓度测定方法结果

样  品
�²ºµ¼法测得

蛋白浓度

� °2°�≤ 法测得

蛋白浓度
两浓度的差值

原料药 t    t q{z    t qzz    s qt

原料药 u t qw{ t qvw s qtw

原料药 v s qyz s qz{ p s qtt

原料药 w u qv| u qv| s

原料药 x s q|sz s q{uz s qs{

原料药 y t qy| t qyu s qsz

原料药 z t qxu t qwu s qt

原料药 { s q|t t qst p s qt

  经 τ检验 u种测定方法得到的蛋白浓度无显著差

异( Π� s .sx) ∀

2 q2  分子量测定

2 q2 q1  色谱条件的选择  考察了缓冲液种类 !离子强

度 !³� 值等因素 o最终选定的色谱条件为 }色谱柱采用

�¬²2¶¬̄ uxskz q{°° ≅ vss°°l o流动相为 s qsx°²̄ r�磷

酸缓冲液 k³� y q{l os qtx°²̄ r�氯化钠 o流速为 t qs

°̄ r°¬± o检测波长为 u{s±° ∀

2 q2 q2  标准曲线制备  选择分子量范围在 tx q{�⁄¤p

t qz�⁄¤的牛 Χ2球蛋白 o牛血清白蛋白 o鸡卵清蛋白 o马

肌红蛋白等标准蛋白制作标准曲线 o以甲状腺球蛋白

的洗脱体积作为外水体积k∂ sl o维生素 �tu的洗脱体积

作为内水体积k∂¬l o计算各标准蛋白的分配系数k�§l ∀

�§�
∂¨p ∂ s

∂¬
 其中 ∂¨为标准蛋白洗脱体积

以标准蛋白分子量的对数对 �§作直线回归 o回归

方程为 ª̄� • � x q|{t p w qxzzv�§oρ � s q|||w o线性良

好 ∀

2 q2 q3  样品测定  y批µ«�2≤≥ƒ 原料药在上述色谱条

件下分析 o根据标准曲线和各样品的洗脱体积 o计算分

子量 o结果见表 v ∀测得样品平均分子量为 t{xss h ?
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x h道尔顿 o与理论值相一致 o且与 ≥⁄≥2°��∞法测得分

子量无显著差异 ∀

表 3  样品分子量数据

样  品
洗脱体

积r°̄
�§

≥∞≤ 法测得

分子量r� •

≥⁄≥2°��∞法测

得分子量r� •

相对百分

含量r h

原料药 t tt q{zt s qvzzu tz|yy tzz{v || qs{u

原料药 u tt q{yv s qvzyy t{s{s t{t|z |{ qtzv

原料药 v tt q{s{ s qvzux t{{z{ t|sxx |{ qsyv

原料药 w tt q{x| s qvzyv t{tvz t{t|z || qtvt

原料药 x tt q{vv s qvzww t{xsw t{w{| || quv{

原料药 y tt q{vt s qvzwu t{xwv t{ywy |{ qwwz

2 q2 q4  方法重现性  原料药 t在同一天内重复测定 v

次 o计算日内 ΡΣ∆为 s qz h ∀原料药 t连续 v§内重复

测定 o计算日间 ΡΣ∆ 为 t q| h o重现性好 ∀

2 q3  纯度测定

2 q3 q1  � °2�°�≤ 法纯度测定  � °2�°�≤ 法是基于溶

质 !极性流动相和固定相表面非极性基团之间疏水相

互作用建立的一种色谱分离模式 ∀不同蛋白质其表面

疏水基团数量 !种类及分布不同 o因而与固定相表面的

非极性基团之间的疏水相互作用就会不同 o从而实现

分离 ∀在上述色谱条件下 o分析µ«�2≤≥ƒ 复性液及疏水

柱收集峰 o按疏水性的均一程度证明其纯度 ∀复性液

样品中目标峰峰面积占总积分面积的 z| qysu h o因此

纯度为 z| qysu h o疏水收集峰中目标峰峰面积占总积

分面积的 {y q{sw h o因此纯度为 {y q{sw h k见图 tl ∀

图 1  µ«�2≤≥ƒ � °2�°�≤ 法纯度测定图谱

� p复性液 ~� p疏水收集峰

2 q3 q2  ≥∞≤ 法纯度测定  µ«�2≤≥ƒ 纯化中间体样 ≤ !

⁄ !∞在上述色谱条件下分析 o记录出峰时间 !峰面积 o

以标准曲线计算分子量 o并以面积归一化法计算相对

百分含量作为µ«�2≤≥ƒ 纯度的大小 o结果见表 w o图 u ∀

由表 w及图 u可见 oµ«�2≤≥ƒ 纯化中间体样品成分

较复杂 o存在聚体及小分子杂质 ∀而由表 v可见 oµ«�2

≤≥ƒ原料药纯度均大于 |{ h o样品中只存在微量小分

子杂质 ∀

3  讨  论

µ«�2≤≥ƒ 在纯化过程中带入的尿素 !Β2巯基乙醇等

表 4  µ«�2≤≥ƒ 纯化中间体分子量 !相对百分含量

样  品 洗脱体积r°̄ 分子量r� • 相对百分含量r h

≤   ts q{z    vz|y|    s qvxx

tt q{u t{zss v{ qzy|

tv qvsy x{uv ys q{zy

⁄ y qwt| � usssss u qzsu

tt q{xz t{tzx vw qzsw

tv qvs| x{tt yu qx|x

∞ tt qsx{ vwsuz s qxuw

tt q{x t{uzt zv qs|y

tv qvsu x{wt uv qv{s

图 2  µ«�2≤≥ƒ 纯化中间体 ≥∞≤ 图

试剂 oµ«�2≤≥ƒ 制剂中加入的甘露醇 o·º¨̈ ±2{s 等赋形

剂等均会对 �²ºµ¼法蛋浓度测定的结果产生偏差 o无法

作为复性过程 o纯化过程及制剂的蛋白质定量 o而 � °2

�°�≤ 法灵敏度高 o重现性好 o样品不需处理 o同时可做

µ«�2≤≥ƒ 的蛋白纯度分析 ∀以外标法制作标准曲线 o通

过与样品在相同条件下层析比较 o计算蛋白浓度 o作为

纯化过程及制剂的定量方法 ∀

高效体积排阻色谱法的分离机理是分子筛效应 o

通过分子量的计算能分离样品中的单体和寡聚体 o因

此本方法也可作为 µ«�2≤≥ƒ 纯度测定的方法 ∀方法简

便 !快捷 o一次可同时分析多个样品 o重现性好 ∀
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