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摘 要 用凝胶渗透色谱法研究了聚乙烯基毗咯烷酮 (P V P)
、

血清白蛋白和医用明胶等稳

定剂对免疫丙种球蛋白( Ig G )的作用和效果
,

结合准弹性激光光散射法研究了它们对 I g G分

子平移扩散系数和流体力学尺寸的影响
.

结果表明
,

P V P和血清白蛋白对 I g G 单体起着 屏

蔽稳定作用而防止其自身凝聚
,

但并不与 I g G形成复合物
,

因而不会改变 I g G单体的分子 结

构与构型
.

关键词 凝胶渗透色谱法
,

准弹性激光光散射
,

静脉注射免疫丙球蛋白
,

聚乙烯基毗咯烷 酮
,

血清白蛋白

静脉注射用免疫丙球蛋白 ( I g G )必须排除引起人体产生过敏性休克的抗补体活 性的

I g G 聚集体
〔 ’ 〕 .

为此
,

除着力研究不含聚集体的 I g G分离提取方法外
,

还必需建 立 Ig G

中聚集体的定性和定量检测方法
。

本文用凝胶渗透色谱法 ( G P C )
,

对用利凡诺 法 从 人

血 中提取的肌注 I g G样品
,

和分别加入聚乙烯基毗咯烷酮 ( P v P )
、

血清白蛋白
、

医用明

胶等的 I g G样品进行了研究
,

检测 I g G 的聚集体及其含量变化 , 结合准弹性激光光 散射

法 ( Q E L L )S 研究这些合成高分子和生物大分子的加入对 Ig G平移扩散系数 ( D
T
)和流体

力学尺寸 ( R
H
)变化的影响

。

1 实验部份

1
.

1 试剂 利凡诺法提取的人血 I g G
、

血清白蛋白由广州市中心血站提供
.

P v P
,

刃
w
为

8
。
8 x 10 ` ,

日本生产
.

医用明胶及某些 S H试剂
,

如琉基乙醇和谷胧昔肤等均为分 析 纯

试剂
。

2
.

2 G P C实验 仪器为日本W
a t e r s

公司的 2 0 8型 L C / G P C色谱仪
,

色谱柱 是W
a t e r s

公

司的 P r o t e i n P a r k 3 0 0 SW
,

分子量范围为 10 0 0 0~ 4 0 0 0 0 0 , 采用波长为 2 1o n m的 紫 外

检测器 , 用细胞色素 C ( M
= 1

.

17 x l了 )
、

牛血清白蛋白 (M = 6
.

8 X l o弓 )和 卵 清 白 蛋 白

( M 二 4
。
5 x 10 `

)等标样进行色谱柱校正
,

洗提液为 o
.

s m ol / L的生理盐水
.

通过 标 样 的

分子量和保留时间关系获得校正曲线
.

然后分别对 I g G和添加不同稳定剂的 I g G 样品溶

液进行检测
,

从凝胶色谱图定性分析 工g G聚集体的存在
,

并用矩形法和分峰法对聚集体

含量作定量计算
。

i
.

s Q E L L S实验 使用美国 L D C / M i l t o n R o y公司的 K M X 一 6 / D C小角 激 光光散射

本文 1 99 0年 1 0月 8 日收到

广州市科委重点研究资助项目
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仪结合美国L a n gle Fo rd公司的 1 0 9 6相关仪作准弹性激光光散射或称动态光 散 射 或 光

子相关光 i普的测量
.

测定各种 I gG 样品溶液散射光强度的时间自相关数
,

并应用累积分

析程序拟合按单指数方式衰减的散射光场的时间自相关函数
,

获得溶液中 I g G 的 D
: ,

通

过D
T

对浓度 ( c )依赖性的测量
,

获得无限稀溶液的 D 早
〔 ’ , “ , :

D
: = D男( I

J
一

K买 )

通过 S ot k e s 一 E ns et in 方程
,

获得溶液中散射大分子 I g G 的 R H〔 “ 〕 :

R 二 = 二 ;

叭
6· : ”

今
式中

,

T为绝对温度 ( K )
,

尤
。

为波尔兹曼常数
, K 。 = 1

.

3 8 x l o 一 ’ ` g
· e m ,

/
s ,

K
·

2
。

1

结果与讨论

I g G聚集体 的表征及对其 离解
、

缔合性能的探讨 表 1 列出了 G P C的 实 验数 据
。

表 I G P C 法 测 定 I g G 的 聚 集 体 含 量

T a b
.

1 A g g r a g a t i o n e o n t e n t s i n I m皿 u n o g l o b u l i n G d e t e r m i n e d b y g e l

p e r m e a t i o n e h r o m a t o g r a p h y

样品溶液 I g G聚集体含量 (% )

瞬汁 口 夕 矢个
l下 目 目 卜 月 iq

、

, ~ ~ ~
. ,. . .̀ .

G P C参数

M
n x 1 0

一 4

M w x 10
一 4
分散性 ( D ) 矩形法** 分峰法**

*

I g G ( 1 ) / o
.

1 5m o l / L

N a C I a q
8

。

2 0 1 1
.

8 0 3
。

84 5
。
8 2

ō

U性月沪冲一口nJI

;
上n曰

:
11no1111

C : g G 、 l , = 吐
.

2 只 1 0
一 4

g / m l
8

。
0 2

1 4 4

1 6 5 3
。

7 9

:
ù

U六UP V P
,
0

.

0 5 4

P V P
,
0

.

3 2

P V P
,
0

.

4 9

谷脆普肚
,
0

.

6C 6

硫基 乙醇
,
0

.

0 5 6

1 0
。

0 2

1 0
。

1 0

1 0
。

2 8

1 0
.

3 6

1 2
。

1 2
.

1 3 0

1 2 0

0
。

1 1 9

3
。

4 0

3
。
2 0

2
。
6 3

2
。
5 0

2
。

8 0

3
。
7 3

4
.

3 1

2
。
6 5

1
。

8 1

4
。

7 6

6
。
4 0

I g G ( 2 ) / 0
.

1 5m o l / L
N

a C I a q
。 9

。

0 5 1 2
。

0 3 0
。

1 3 3 2
。

7 4 4
。
7 3

C 工g G ( 2 ) = 4
.

2 x i o
一 `

g / m l 人血白蛋白
, 。

.

23 9
.

27

人血白蛋白
,
0

.

3 5 9
.

4 5

人血白蛋 白
,
0

.

3 5 9
.

0 1

医用明胶
,

0
.

0 5 7 9
,

7 4

医用明胶
,

0
.

39 9
.

72

1 2
,
5 9 2

.

9 7 4
。
9 4

1 2
。

吐0

1 1
.

7 0

1 3
。
2 0

1 3
。
3 4

0
。

1 3 6

0
.

1 3 1

0
。
1 3 0

0
。

1 3 6

0
。
1 3 7

2
。

4 7

2
。
3 3

3
。

6 2

3
。

8 5

2
。

8 9

2
。

9 9

5
.

7 6

5
。
4 6

I g G ( 3 ) / o
.

i s m o l / I
J

N a C I a q
.

C x g。 ( 3 ) = 4
.

2 x 1 0
一 4

g / m l

9
。

8 0 1 3
。
4 0 0

。

1 3 7 3
。
8 3 5

。
4 6

人血白蛋白
,
0

.

。防 9
.

66 1 3
。
1 5 0

。
1 3 6 3

。

6 4 5
、
1 0

诱w : 1 g G 中添加物所占重要份数 ,

二 G P C谱图中瑰 G聚集体肩峰下切片的矩 形 面积
之和占整体峰切片的矩形面积之和的百分数 ,

…
按高斯分布原则从 G P C谱 图中分

别描出 I g G聚集体及 I g G 的峰面积
,

用称重法求出聚集体峰面积所 占的百分数
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图 1是几种 Ig G溶液的 G P C谱图
。

图 1 几 种 Ig G 溶 液 的 G P C谱 图
F ig

。
1 C o m p a r

i
s o n o f s ev e r a l s o l u t i o n s o f

I m m u n og lo b u l in G b y g e l P e r m e a t i o n

e h r o m a t og r a P h y

1
.

Ig G ( 1 )
一

P v P / o
.

i s m o l / L N a C I a q
. ,

协w , v , 二 0
.

3 2

2
。

Ig G ( i ) / o
.

i s m o l / L N a C I a q
.

3
。

Ig G ( 2 )
一

医用明胶 / o
.

i s m o l / L N a C I a q
. ,

价! 医用明胶 二 。 .

39

结果都表明
,

用利凡诺法从人血中提取的 I g G 均含有其自身的聚集体
,

如 G P C谱图中的

肩峰所示
。

从 G P C校正曲线获得这些聚集体的相应分子量范围为 2
.

5 x 10
5

~ 5
.

5 x l 。
” ,

包括二聚体和多聚体
,

其含量在 5 ~ 8 肠左右 ( 分峰法 )
.

据报道
〔 ’ 〕 C o h n氏乙醇法提

取的肌注 I g G
,

其聚集体含量更多
,

甚至高达 20 肠
.

加入不同重量份数的 P V P
,

使原来坛G聚集体的含量 从 5
.

82 肠分 别 降 至 4
.

31 务
,

2
.

65 外和 1
.

81 肠 ( 按分峰法计算 )
。

这与静态光散射的实验结果
〔 ` 〕
是 一 致 的

,
Ig G 在

生理盐水中测得刃。为 2
.

0 x 10
. ,

而加入 10 肠以下的 P V P
,

测得刀二为 1
.

70 x 10
” ,

更 接

近于工g G单体的分子量 (M 二 1
.

5 x l护 )
.

可见
,

这种无毒的水溶性高分子能抑 制 I g G 聚

集体的形成
,

同时具有使已缔合的 I g G聚集体重新离解为单体的能力
。

实验表明
,

血清白蛋白对 I g G单体也有一定的稳定作用
,

但能力比 P V P弱 , 医用明

胶的加入能进一步加强 I g G的自身缔合聚集能力 , 其他的一些小分子蛋白质稳定剂如 谷

胧昔肤
、

硫基乙醇等作用不明显
。

P V P及血清白蛋白对 I g G单体的稳定作用是有实用意义的
,

选择万 , 大约为 2 5。。的

P v P便能保证它完全排出体外
〔 “ 〕 .

据报道 P v P在性能与行为上具有许多与蛋白质 相似

的性质
,

特别是血清白蛋白
.

这些类似的性质
,

使 P V P一直是用于人造血浆的使 用
〔 ” , 7 〕 。

2
.

2 I g G 溶液的动态性质 表 2 列出了用准弹性激光光散射技术测定 I g G单体在溶 液中

的平移扩散系数和流体力学尺寸
.

实验结果表明
,

在 I g G 的生理盐水溶液中不论是否加入 P V P或血清白蛋白
,

所测得

I g G的 R H
均为 1 20 士 3人左右

,

分子的尺寸并没有发生变化 , 而单独测血清白蛋白 和 P V P

分子的尸
二则大得多

,

卫 。为 s
.

s x l o `
和 4

.

S X z o `
的 P V P其 R 。分别是 2 1 3入和 1 4 1入

,
而 血

清白蛋白的 R H
为 25 2人

.

因此
,

从 R H测定的研究结果来看
,

可以认为 P V P和白蛋白分子

均不会与 I g G 的单体分子相结合而形成复合物
,

因而它们的加入不会破 坏 I g G 的单体分

子结构与构象
,

所 以不会影响 I g G抗体的生物活性
.

这一实验事实与坛G抗体分子仅 与

能和它产生特异反应的相应抗原相结合而生成抗原抗体复合物的这一特性是一致的
〔吕〕 .

结合上文 〔 ` 〕
对刃 w

、

〔们的测定及本文 G P C的研究均表明
,

P V P和白蛋白能通过 大

分子链的静 电范德华力及链结构的亲水疏水特性产生对 I g G单体分子的亲和性
,

从而削

弱了 I g G自身分子的亲和缔合及聚集作用
.

因此在肌注 I g G中加入 P V P或 白蛋白能在一
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表2 准弹性激光光散射法测 定I gG 溶液的动 态性质

T
a b

.

2 C ha a r e tr e
i

a z t ion ofd yna
m iepr op or t i

e ;f o :Im 叮 un o gl ob ul in G

s ol u t in s obq ya us i
一ela s t i

ela s er l ig h tsa e t ter
in g

样 品 溶 液 功,
平移扩散系数 ( D司

。
m

Z
/ s )

流体力学尺寸 ( R动

I g G ( z ) / o
.

1 5 m o l / L N a C I

Ig G ( 2 ) / o
.

z s m o l / L N a C I

I g G ( 3 ) / o
.

1 5m o l / L N a C I

I g G ( z ) / 0
.

z s m o l / L N a C I

0

0

0

P V P
,
0

.

0 5 )

P V P
,
0

.

3 2

P V P
,
0

。
4 9

3
.

5 5 X 1 0
一 7

3
。
6 0 x 1 0

一 7

3
.

5 1 X 1 0
一 7

3
.

7 2 x 1 0
一 7

3
。

5 7 X 1 0
一 7

3
.

6 6 x 1 0
一 7

1 2 3
.

0 士 0
。
4 4%

1 2 0
。
5 土 0

.

6 0 %

1 2 4
.

6 士 0
。
5 0%

1 2 2
.

4 土 0
。
6 0 ;石

1 1 9
。
4 士 0

。
5 6 %

1 1 7
.

5 土 0
.

8 5 %

.q.q.q.qaaaa

P V P / C
ZH SO H

( M w “ 5
.

8 X 1 0 诗 )

P V P / C
: H , O H

( M w = 4
.

5 x 2 0 4

)

血清白蛋白 / H
ZO

8迷又 1 0
一 7 2 1 3

.

0士 0
.

5 0%

2
。

8 1 x 1 0
一 7 1 4 1

.

3 士 1
.

7%

1
。
7 3 x 1 0

一 7 2 5 2
.

5 士 0
.

5 0%

Ig G ( 3 ) / o
.

1 5 m o l / L N a C I a q
.

血清白蛋白
,
0

.

3 5 3
.

5 3 x z o
一 , 1 2 4

.

5 士 0
.

5 0%

定程度上减少工g G的聚集体
,

这样在静脉注射过程中
,

便能有效地减少由于 坛G聚集体

中单体 F C段构象沟改变而导致人体抗补体活性的过敏反应发生
.

这对 l g G用 于静 脉注

射的进一步研究和探索是有一定实际意义的
.

感谢项目协作单位广州市中心血站提供gI G 样品和血清白蛋白样品
.
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