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摘
!

要
!

用复乳溶剂挥发法制备了葡激酶突变体%

b>,C

!

DXC

&的
JYX:

微球!并用傅里叶变换红外光谱法

%

aBHC

&定量研究了
JYX:

微球内
DXC

的二级结构#将可增强分辨率的傅里叶去卷积技术与高斯曲线拟合

技术共同用于对微球内
DXC

酰胺
)

带的定量分析!发现
DXC

酰胺
)

带共包含
.

个红外吸收峰!并对各组

份进行了归属#此外!还对微球内
DXC

结构稳定性相关的
*"!>

和
*",/2M

F*吸收峰进行了讨论#
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红外光谱是最早用于研究蛋白质二级结构的手段之一!

酰胺
)

带和酰胺
'

带包含多种二级结构信息#

P

6

&14

和
0=5;

等人将傅里叶变换红外光谱法%

aBHC

&和计算机辅助程序相

结合!得到了蛋白质二级结构的定量信息'

*->

(

#最近几年!有

人成功地将
aBHC

用于研究微球内蛋白的二级结构!这种方

法可以使得在不破坏微球结构的情况下!了解微球内蛋白的

结构状态!正在得到日益广泛的关注'

A-"

(

#但是!现在用
aB-

HC

研究的包封蛋白非常有限!只有牛血清白蛋白"生长因子

和溶菌酶等几种蛋白得到了系统研究#

葡激酶突变体
DXC

是本实验室在基因工程葡激酶研究

的基础上!构建的具有低免疫原性"兼具溶栓和抗血小板聚

集的新型突变体!是很有前景的预防和治疗血栓性疾病的药

物'

#

(

#在此基础上!我们使用生物可降解的聚乳酸
F

羟基乙

酸%

JYX:

&为包封材料!制备了
DXC

的缓释微球!希望为临

床提供更为方便的给药方式#本文用
aBHC

定量研究了

JYX:

微球内
DXC

的二级结构信息!并对包封后
DXC

的二

级结构的变化进行了分析#

*

!

实验部分

%$%

!

试剂和仪器

DXC

由本实验室制备'

#

(

!

#,k!,JYX:

相对分子量为

$

*>///

!购自成都航利精细化学品有限公司!聚乙烯醇

%

J$:

&为
:&94;2L

产品!分子量为
>////

$

#////

#其余的化

学试剂都是分析纯#

<W.!-

'

型超声波细胞粉碎机为宁波新芝生物科技股份

有限公司生产$

BL14M%(;2%&13:]7374>"/

傅里叶红外光谱

仪为美国热电尼高力%

BL14M%(;2%&13

&产品#

%$7

!

微球的制备

将
/'!,MY

浓度为
A/M

U

-

MY

F*的
DXC

溶液%含
!m

J$:

的
/'/!M%&

-

Y

F*磷酸盐缓冲液!

)

T#'A

&乳化于
!',

MYJYX:

的二氯甲烷溶液中!超声功率为
+/`

!超声时间

为
>/5

!得到
`

,

@

乳液#将该乳状液用微量取样器注入到

#,MY

含
!mJ$:

和
!',m

氯化钠的
/'/!M%&

-

Y

F*磷酸盐

缓冲液%

)

T#'A

&中!以
"//4

-

M;8

F*搅拌
*M;8

制得
`

,

@

,

`

乳液!将此乳液倾入
!!,MY/'/!M%&

-

Y

F*磷酸盐缓冲

液中!室温下
>//4

-

M;8

F*搅拌
"L

!挥发有机溶剂!离心收

集微球!双蒸水洗涤三次!冷冻干燥!低温保藏#当内水相

中不含
DXC

时!所制备的微球为空微球#

%$>

!

变性
9?8

样品制备

将
/'!,MY

浓度为
A/M

U

-

MY

F*的
DXC

溶液%

/'/!

M%&

-

Y

F*磷酸盐缓冲液!

)

T#'A

&乳化于
!',MY

二氯甲烷

中!超声功率为
+/`

!超声时间为
>/5

!得到
DXC

沉淀#用

/'/!M%&

-

Y

F*磷酸盐缓冲液洗涤二次!冷冻干燥!低温保

藏#



%$@

!

WM?<

微球内
9?8

的状态研究

一定量的干燥微球溶于二氯甲烷中!离心除去溶有

JYX:

的有机相#将沉淀溶解在
/'/!MY

)

T#'A

的磷酸缓冲

液中!离心分离出上清和沉淀!沉淀用
"M%&

-

Y

F*的尿素溶

解#用
P479E%49

试剂盒测定沉淀和上清中的
DXC

的含量!

同时!用酪蛋白凝胶板溶圈法测定上清中
DXC

的纤溶活性#

上清和沉淀的
DXC

总量用于计算包封率!即实际包封的蛋

白总量与蛋白给与量比率#

%$6

!

傅里叶变换红外光谱及数据处理

!M

U

样品与
!//M

U

bP4

混合均匀!压片#红外光谱是

在
(;2%&13:]7374>"/

型傅里叶变换红外光谱仪上测定的!

采用
I7a

!

窗片!扫描次数)

*!/

次!分辨率)

!2M

F*

#对光

谱进行水汽和二氧化碳校正!扫描范围
"//

$

A///2M

F*

#从

包封
DXC

的微球中扣除空
JYX:

微球的吸收是用
@M;8;2

!'*

程序完成的#扣除的标准是在
*+//

$

!,//2M

F*范围内

红外光谱为一条直线#

利用仪器自备软件
@M;8;2!'*

得到二级导数谱和去卷

积谱!去卷积参数控制半峰宽%

à TN

&为
!#

!增强因子

%

G8L7821M183E723%4

&为
!'A

!得到的去卷积谱!进行
**

点平

滑#在二级导数谱指导下!利用
N;24%5%E3@4;

U

;8

数学软件对

酰胺
)

带去卷积谱图进行高斯曲线拟合!拟合过程中进行了

基线校正#

%$E

!

9?8

的纤溶活性测定

DXC

的纤溶活性采用酪蛋白凝胶板溶圈法测定'

#

(

!凝

胶含
>m

脱脂奶粉!

*m

琼脂粉!

/'/!m (7(

>

和
,

*

U

-

MY

F*纤溶酶原#凝胶经打孔后!在各孔加标准系列或样品!

>#[

湿盒保湿过夜!所形成的溶圈直径用于计算纤溶活性#

!

!

结果与讨论

7$%

!

冻干葡激酶的
!O:8

分析

冻干的
DXCaBHC

谱图及其酰胺
)

带去卷积谱的高斯

曲线拟合分别见图
*

和图
!

#参考葡激酶和链激酶
aBHC

文

献结果!我们对所得谱带进行了归属%见表
*

&#

D%48V14

U

14

等研究了葡激酶和几个葡激酶突变体水溶液的红外光谱'

+

(

!

谱峰位置与我们所得谱峰位置大致相同#

*"*A2M

F*是氨基

酸侧链振动吸收峰!

*"!A

和
*">A2M

F*是
,

-

折叠吸收峰!

*""!

!

*"#/

和
*"+!2M

F*组分主要是转角%

B=48

&的吸收!

可能也有少量的
,

-

折叠的贡献#

*",/2M

F*组分一般将其归

于
%

-

螺旋!但是!我们在变性
DXCaBHC

谱图上观察到这个

峰所占的比例明显增加%见图
>

和表
*

&!因而!将其归属为

%

-

螺旋和无规卷曲的组合峰#

*"A!2M

F*是难以归属的一个

峰!

a7V;78

等在研究链激酶时!将
*"A/2M

F*吸收峰归属为

>

*/

-

螺旋"转角和开环结构%

@

)

18&%%

)

&

'

.

(

!

D%48V14

U

14

等对

葡激酶中的这个峰也未能给出明确的归属'

+

(

!因而我们将其

归为.未知/#

!!

与
D%48V14

U

14

等报道的溶液中葡激酶及其突变体谱图

相比!固态
DXC

谱图明显在
*"!A

!

*""!

和
*".A2M

F*多出

三个峰!

*"!A

!

*".A2M

F*组分是
,

-

折叠的吸收峰!

*""!

2M

F*组分是转角%

B=48

&的吸收#在脱水状态下!蛋白的
,

-

折

叠成分增加是常见到的现象#

:89411]7

等观察到
)

型氯霉素

乙酰转移酶处于冻干状态的蛋白的
HC

谱图与溶液谱图相差

很大!尤其在
*"A/

$

*"!/2M

F*

,

-

折叠吸收范围内谱图差别

!"

#

$%

!

!O:83

4

)',.C*/01

5

/

4

("1"V)-9?8

!"

#

$7

!

9)'/2D/1C,)-+*"-)

"

G+2-+2-?+C33"+2'C.D)A0",,"2

#

%

,()"2-"D"-C+1?+C33"+2G+2-3+.)3(/J2+33

5

**),."A

'+1

4

)3L3C2-).2)+,(,():83

4

)',.+

&

/01

5

/

4

("1"V)-

9?8Qd/,),(+,3

4

)',.++.)3(/J2/2+.)1+,"D)3'+1)

+2-2/,+2+G3/1C,)3'+1)Q

!"

#

$>

!

9)'/2D/1C,)-+*"-)

"

G+2-+2-?+C33"+2'C.D)A0",,"2

#

%

,()"2-"D"-C+1?+C33"+2G+2-3+.)3(/J2+33

5

**),."A

'+1

4

)3L3C2-).2)+,(,():83

4

)',.+

&

/09?8

4

.)'"

4

"A

+,)3+,,()J+,).

,

*),(

5

1)2)'(1/."-)"2,).0+')Qd/,)

,(+,3

4

)',.++.)3(/J2/2+.)1+,"D)3'+1)+2-2/,+2+GA

3/1C,)3'+1)Q
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非常大'

*/

(

#他们认为这可能是由于在冻干蛋白中!氨基酸残

基被迫相互作用!而这种相互作用在溶液中是熵禁止的#当

脱水的蛋白重新进入溶液中后!这种构象变化又得到了恢

复!也就是说这种变化是可逆的#因而!我们认为
*"!A

!

*".A2M

F*组分是固态
DXC

分子间相互作用导致
,

-

折叠结

构增加的结果!它们的产生并不表示蛋白的不可逆失活#

O+G1)%

!

:20.+.)-G+2-

4

/3","/2/09?8+2-G+2-+33"

#

2*)2,3

07M

)

&1

P789

)

%5;3;%8

,

2M

F*

P789

7417

,

m

:55;

U

8M183

Y

6

%

)

L;&;K19

)

%\14 *"*A 0;91-2L7;8];V473;%85

*"!A *',

,

-5L113

*">A *+'+

,

-5L113

*"A! !#'* _8Z8%\8

*",/ *+'A

%

-L1&;i

!

;441

U

=&74

*""! **'> B=48

*"#/ #'+ B=48

*"+! +'# B=48

*".A A'#

,

-5L113

H8JYX:M;24%5

)

L1415 *"*A 0;91-2L7;8];V473;%85

*"!> "'+

,

-5L113

*">> *+'/

,

-5L113

*"A> *A'! _8Z8%\8

*",* *.',

%

-L1&;i

!

;441

U

=&74

*""! *,', B=48

*"#* #'+ B=48

*"+! .'A B=48

*".A ,'+

,

-5L113

D1873=419

)

%\914 *"*> 0;91-2L7;8];V473;%85

*"!" *A'/

,

-5L113

*">" !!'. F

*",/ !+'/ F

*""" *#'+ F

*"+! *!'" F

*"., A'" F

7$7

!

微球内
9?8

的
!O:8

分析

所制备的包含
DXC

的
JYX:

微球平均粒径为
+"'*

*

M

!

包封率为
+,',mn>'Am

!包封率比较高!适于进行
aBHC

分

析#

J$:

是制备
DXC

微球的蛋白稳定剂!它的加入可以提

高包封过程中
DXC

的稳定性#

J$:

与包封蛋白的基质材料

JYX:

在酰胺
)

带%

*"//

$

*#//2M

F*

&范围内没有强红外吸

收!但是!

J$:

在
*#>+2M

F*和
JYX:

在
*#,.2M

F*有强吸

!"

#

$@

!

!O:83

4

)',.C*/0WF<"2,()%6==A7==='*

a%

.)

#

"/2

收峰%见图
A

和图
,

&!它们的峰尾会影响对酰胺
)

带的定量

分析#因此!测定
JYX:

微球内
DXC

红外光谱时!应该扣除

J$:

和
JYX:

的影响#扣除
J$:

和
JYX:

吸收后的
DXC

的
aBHC

谱图及其酰胺
)

带去卷积谱的高斯曲线拟合分别见

图
"

和图
#

#

!"

#

$6

!

!O:83

4

)',.C*/0WM?<"2

,()%6==A7==='*

a%

.)

#

"/2

!"

#

$E

!

!O:83

4

)',.C*/0)2'+

4

3C1+,)-9?8

J",("2*"'./3

4

().)3

!"

#

$H

!

9)'/2D/1C,)-+*"-)

"

G+2-+2-,()".?+C33"+2'C.D)A

0",,"2

#

%

,()"2-"D"-C+1?+C33"+2G+2-3+.)3(/J2+3

3

5

**),."'+1

4

)3L3C2-).2)+,(,():83

4

)',.+

&

/09?8

J",("2 WM?< *"'./3

4

().)3Qd/,),(+,3

4

)',.++.)

3(/J2/2+.)1+,"D)3'+1)+2-2/,+2+G3/1C,)3'+1)Q
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!!

比较冻干
DXC

和微球内的
DXC

的酰胺
)

带可以发现!

DXC

经过包封以后!条带的位置基本相同!但强度发生了变

化#我们发现微球内的
DXC

在
*"!>2M

F*的吸收强度明显

增加!而变性蛋白分子间以
,

-

折叠非共价键相互作用!会在

*"!"2M

F*附近产生特征吸收峰'

**

(

#那么!微球内的
DXC

在
*"!>2M

F*的吸收强度增加是否由
DXC

变性引起的呢0

分析微球中
DXC

状态表明!有
."m

的
DXC

是可溶的!其比

活性与未包封的
DXC

相同!说明有
."m

的
DXC

构象处于天

然状态!只有
Am

的
DXC

是不可溶的#而包封的
DXC

产生

的这个峰相对强度较高!占总面积的
"'+m

!完全变性的

DXC

仅占总面积的
*Am

%见表
*

&#所以!不可能将
*"!>

2M

F*峰的吸收强度增加完全归属于
Am

变性
DXC

$我们推测

吸收导致增加的原因主要是受到微扰的蛋白正常二级结构成

分#

J141K

等研究
JYX:

微球中的溶菌酶结构时!发现包封

时变性的溶菌酶在
*"!#2M

F*产生了一个很强的吸收峰!这

个峰太强不能将其完全归属为分子间相互作用的
,

-

折叠结

构!且这个峰类似于规则的反平行
,

-

折叠结构'

*!

(

#

J141K

等

推测
*"!#2M

F*组分可能来源于结构受到微扰的溶菌酶的
,

结构#因此!我们认为受到微扰的蛋白正常二级结构才是

*"!>2M

F*组分增加的主要来源#包封
DXC

的
*",/2M

F*成

分比未包封时也稍有增加!说明包封后有部分蛋白发生了去

折叠#一般将
%

-

螺旋结构含量用于衡量微球内蛋白结构的完

整性'

A-"

(

!但是我们发现在
DXC

中无规卷曲结构与
%

-

螺旋结

构发生了红外吸收重叠!且在变性
DXC

中
*",/2M

F*吸收

峰变得很强!是否还能用这个组分定量微球内
DXC

结构的

完整性还须进一步探讨#

>

!

结
!

论

!!

傅里叶变换红外光谱法%

aBHC

&可以成功用于
JYX:

微

球内
DXC

的二级结构研究#使用可增强分辨率的傅里叶去

卷积技术及高斯曲线拟合技术得到了微球内
DXC

酰胺
)

带

中包含的二级结构定量信息!在酰胺
)

带中共发现了
.

个红

外吸收峰!并将各组分进行了归属#微球内
DXC

在
*"!>

2M

F*吸收峰可能部分来源于变性
DXC

!而大部分是来源于

DXC

中受到微扰的二级结构#在
DXC

中
%

F

螺旋和无规卷

曲的吸收峰均在
*",/2M

F*

!是否还能用这个组分定量微球

内
DXC

结构的完整性还须进一步探讨#

致谢!感谢珀金埃尔默仪器%上海&有限公司高级技术专

员孙明先生在数据处理上所给予的帮助#
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