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静脉注射丙种球蛋白的溶液性质

及 稳 定 性
.

研 究
`

梁国眉 冯榕荫 梁雪薇

(测试中心 )

摘 要

采用小角激光光散射法 ( L A L L S )结合粘度测定
,

分别对在不同 p H 和离子强 度下的人

血免疫丙种球蛋白( I g G )溶液性质进行了研究
.

结果表明
,

I g G在溶液中存在着不同的结 构

层次
,

包括单体
、

二聚体
、

聚集体
、

聚集堆积至沉淀析出
.

水溶性高分子聚乙烯基毗咯烷酮

( P V P )的加入有利于保护丙球单体的稳定
,

起着防止其自身聚集的作用
.

关键词 小角激光光散射
,

静脉注射免疫丙球蛋白
,

聚乙烯基毗咯烷酮
,

聚集体

正常人血中含有的免疫丙球蛋白 ( I g G )几乎是血液中一切有效抗体的 总 汇
.

在 I g G

分离和储存过程中
,

部份血清蛋 白质会发生分子 间吸附
,

生成聚集体
.

使用这些 I g G制

剂用于静脉注射时
,

抢G 的聚集体会导致人体内抗补体活性而引起某些不良反 应
,

严重

者甚至会出现过敏性休克
。

所以
,

排除 I g G中的聚集体便成为制备静脉注射地G 的 必要

条件
` ” .

目前对从人血中分离制备静注 I g G制剂的研究工作渐多
〔 ” 3 , .

本文用小角激光

光散射法 ( L A L L )S 和粘度法对不同 p H值和盐浓度下及加入聚 乙烯基毗咯烷 酮 ( P V P )

的 I g G溶液性质进行了研究
,

并对 I g G单体在溶液中的稳定机理进行 了探讨
。

1 实验部份

1
。

1 试样

人血朋 注 I g G
,

广州中心血站提供
,

其浓度用凯氏定氮法和酚试剂法测定“ ’ .

PV P
,

万二为8
.

8 x 10 名
( L A L L S测定 )

,

日本生产
。

1
.

2 溶液折光指数随浓度变化率 ( dll / d
。
)及特性粘度〔帕的测定

配制 I g G 浓度依次递减的各组稀溶液
,

稀释剂分别为不 同p H和 N a C I浓度及 磷 酸盐

缓冲液的水溶液
,

并加入 P V P进行比较
。

使用关国 L D C / M il ot
n R o y公司的示差 折 光

仪 K M X 一 16 和乌氏粘度计分别测定 各种艳G 溶液的 d叮 dc 和〔们
.

本文 1 9 90年 9 月 6 日收到
*广州市科委重点研究资助项目 , 黄颖障曾参加蛋白质浓度测定工作
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1
.

3 静态光散射的测 t

I g G溶液的配制如前
.

根据 Ray lei g h t一 De
by e
理论

,

使用美国 L D C / M i l t o n R o y公

司的 K M X 一 6小角激光光散射仪
,

测定 Ig G在不同盐 溶液中的表观重均分子量 (刃w , a p p )

和反映溶液中各种分子间相互作用的第二维利系数 (月
:
)
〔 5’ 、

计算公 式如下
:

、 .户
.

、 ,声产
1上9自了.、

`了.、H C

盈了
=

1
.

o J 。

呱
宁 乙
伪七

其中
,

月。为溶质的剩余瑞利因子
,

H为体系的光学常数
.

4兀 2 ” 0 2

久
4

N
f

,

山L、
,

f l 士只9塑
\ d c / \ 2

2 结果与讨论

2
.

1 I g G的等电点及其水溶液性质

当蛋 白质处在等电点时
,

有最小的溶解度
,

这时总的自由电荷为零
.

每一种血浆蛋

白质均有其等电点
,

I g G 的等电点是 p H为 5
.

8~ 7
。
3 〔 “ ’ 。

由于 I g G单体分子链具有大量的极性基团
,

大分子之间存在着较强的氢键相互作用
,

因此溶液中存在着不稳定因素
.

实验表明
,

溶液的 p H值对 I g G在溶液中的构型和状态有

很大影响
.

p H在 5
.

4 ~ 8
.

1范围
,

Ig G 水溶液呈现白色浑浊
,

显示出单体分子 间的高度聚

集堆积
,

表明 Ig G不 溶于中性无盐的水溶液中
; 当 p H < 5 时

,

溶液澄清透明
,

但实验所

测馆G 的刀口值变化起伏很大
,

无法稳定
,

因此也不能按 ( 1 )式获得此时 Ig G的 分 子量
.

由于厢。测定值直接依赖于散射大分子的分子量
、

分子链尺寸和形态
〔 6 ’ ,

所 以 可 以认为

p H < 5 的 I g G 水溶液即使澄清透明
,

其单体也是不稳定的
,

存在着分子间的瞬时缔合与

离解或单体分子链的扩展与收缩 ; 但在同样的 I g G溶液中
,

加入微量的 P V P
,

厢。测定值

即显得十分稳定
,

如表 1 所示
,

初步表明 P V P的存在对 I g G单体起到较好的稳定 作用
。

表 l 光散封法 测定工g G溶液的左。值 ( p H < 5 )

T a b
.

2 R o v a l u e : o f I m m u n o ` l o b u l i n G : o l u t i o n , d e t e r m i n e d b y L A L L s ( p H < 。 )

一

液

一
溶一

I g G / H Z
O

〔 I g G〕 ( g / m l )

3
。

72 4 x 1 0
一 3

5
。

69 3 x 10
一 3

9
。
8 3 x 1 0

一 3

1
。

2 93 x 10
一 2

左e X 10 , ( e m
一 ’

)

5
。

2 38
,

6
。

7 8 1 , 8
。
3 1 4

,

9
。

97 6

2
。

3 4 8
,

2
。
8 6 9 一 3

。

2 5 3 ,
3

。
8 4 1

5
。
8 11

,

6
。
4 35

,
7

。
6 2 2 , 8

。

3 7 3

8
。

69 1
,

10
。

5 1
,

12
。

1
,

1 2
。

54

I g G
一

P V P / H
20 5

。

1 1 x 10
一 `

2
。

0 87
,

2
。

0 9 1
一

2
.

10 8

( 〔 P V P 〕 = 2
.

4 9 x i o
一 s )

2
,

2 I g G盐溶液的性质 及单体稳定性的探讨
.

友 2 列出了在静态光散射实验中
,

盐浓度及 P V P对 Ig G 的溶液性质和单体稳定性的
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影响
。

抢 G单体的一级结构分另11由两对相同的多肤链组成
,

其分子量为 1
.

5 x 10
5 〔 ? , .

I g G

在磷酸盐缓冲溶液中澄清透明
,

表明盐的加入能增加 I g G 的水溶性
, 光散射测量结 果

,

刀 , ,

aP p为 ( 3
.

20 一 3
.

40 ) x 10
, ,

表明在强离子强度下
,

I g G发生缔合
,

形成二聚体和多

分子聚集体
,

导致重均分子量明显增大 ; 同时
,

A :

为负值
,

表明溶液中I g G处于 不稳定

的缔合状态
.

表 2 离子强度和 P V P对 I g G溶液静态光散射参数的影响

T a b
.

2 E f f e e t o o f i o n s t r e n g t h a n d P V P o n s t a t i e 119五t : e a t t e r i n g P a r a m e t e r s

溶 液
溶解度
试验 ( 25℃ )

哆ofd,
“ 、

刃砂
’
厂

,

人
“

叫
, , 、

Lm j l g ) 气g / m o l ) 气c m
一。

nI o l / g
一
少

I g G / N a C I a q
。

〔N a C I〕二

0
.

02 m o l / L

〔N a C I〕 =

o
。
i s m o l / L

微白色
浑浊

澄清透明 1
.

3 3 54 0
。

1 9 6 2
。

0 0

1
。

9 9

0 1 8 1

0 1 7

I g G / N a

〔 N a ZH P O ` +

H P O P O
+ N a

+ N a
凡
C l

N a

” 0
。
l m

H Z )
0 1 / 澄清透明 1

.

3 3 68 0
。
1 73 3

。

2 0
一 0

。

84 5

〔N a C I〕 =

0
.

l m ol / L
3

。

40 一 1
。

7 1

:02
036611么上I g G

一

P V P /
N a C I a q

.

〔N a C I〕 =

0
.

1 5m o l / L
澄清透明 1

.

33 4 1 0
.

2 5 0 1
.
6 2

1
。

75

1
。

7 1

1
。

65

1
。

7 4

N
a C I的加入同样能增加飞G的水溶性

,

当 N
a C I浓度为0

.

02 m ol / L 时
,

溶液呈微 白

色浑浊
,

但其浑浊程度较中性的无盐水溶液小
.

I g G在生理盐水溶液 (〔N a
CI 〕 = 。

.

1 5 m ol

/ L )中溶液澄清透明
,

刃 w , a p p为 2
.

0 x 10
“ ,

A
Z

为正值
,

表明 I g G 在生理盐水中比较稳

定
,

这为使用生理盐水作为静脉注射用 I g G 的主要稀释保存液提供了实验依据
。

测得的

刀 , , a

PP 较单体分子量大
,

可以认为这是由于在血浆分离提取 I g G 的过程中
,

产生部分

I g G二聚体和多聚体所致
.

这一实验结果与肌注 Ig G /生理盐水溶液不能用于静脉注射的

事实是一致的
。

由于 I g G仍有一定的缔合体存在
,

所以月
:
仍是一个接近零的正数

。

上述左e测定的实验巳表明
,

少量 P V P的加入能稳定 I g G 单体分子
.

进一步的实验表

明
,

在加入 P V P的 Ig G /生理盐水稀溶液里
,

A
Z

为明显增大的正数
,

表明 坛G单体在溶液

中呈稳定状态
,

不再发生分子间的缔合聚集作用
。

实验测得 I g G的刃 w , 。 。 。
几 乎 与 单体

分子量相同
,

明显低于在生理盐水下测得的分子量
.

这一实验事实说明少量 P V P能有效

地抑制 Ig G聚集体的生成
,

而且能把原来在 Ig G提取分离过程中巳形成的 Ig G :聚集体重新

解离为单体
。

实验中P V P的加入量仅为 I g G浓度的 4 ~ 5 肠
,

其散射光强均为 Ig G 散射

光强的 1 肠
,

在这样的条件下
,

P V P 的散射光强可作为溶剂背景的散 射光强处理
,

而

不影响 I g G 分子量的测定结果〔 吕 , .
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2
.

3 P V P对 I g G 溶准粘度行为的影晌

坛G 溶液粘度测量结果表明
,

当〔N a
cl 〕为 o

.

04 m o
l/ L

,

坛G浓度低于 1肠时
,

溶液粘

度随浓度的降低而迅速增大
,

显示出聚电解质效应
,

见图 1
.

当加入 P V P后
,

其粘度行

为的聚电解质效应明显减少
,

如图 2所示
.

说明了由于 P V P的亲水和疏水特性
,

使之能

通过静电作用保护和屏蔽了 I g G分子链上的带电基团
,

抑制了这些基团的离解而使聚电

解质效应明显减弱
。

由于 P V P刘 I g G分子的亲和性
,

因而削弱了 I g G 自身分子的 亲和缔

合及聚集作用
,

达到使 I g G单体稳定的 目的
.

这与 L A L L S实验中
,

P V P的加入使 I g G水

溶液 ( p H < 5 )的厢。值稳定 , 并使 I g G在生理盐水溶液中的万
w , a

PP 与其单体分子 量几乎

相同
,

A :

为明显增大的正数这些实验事实是一致的
。

还
7

· “

护
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e 、 ,挤 ( g加 i )

0
。

,

c 、 : 沪 饱 /二 1 )

图 1 I g G / N a C l a q
。

的 ll s p /C
,

I n 冲r

/ C 与 I g G

浓度 ( C )的关系 ( 〔N a C I〕 二 o
,

o 4m o l / L )

F i g
.

z T五e r e l a
t i o n : h i p s b e t w e e n 刀s p / C

a n d I n刀r

/ C a n d I g G e o n e e n t r a t i o n

1
.

: s p / C 一 c l : G ,

2
.

I n 刀 r
/ C ~ C r g G

·

图 2

F 19

I g G
一

P V P / N
a C I a q

.

的 专 s p / C
,

In 刀
r

/ C

与 I g G浓度( C )的关系
〔N a C I〕二 0

.

0理m o l / L
,

〔P V P〕 = 2
.

s x z o
一 59 / m l

T h e r e l a t i o n s h i P s b e t w e e n 刀s p / C
a n d I n 刀r

/ C a n d I g G e e n e e n t r a t i o n

i n t h e P r e s e n e e o f P V P

1
.

, s p / C一 C r o G , 2
·

I n 刀r

/ C一 C Jg G

3 结 论

用 L A I
浮

L S法对月。
、

万 w , a p p及刀
:

的测定结果表明
,

采用低温 C o h n
氏乙醇法 或利凡

诺法从人血浆中分离提取的 I g G含有自身分子的聚集体
;
溶液的 p H值

,

盐浓度均会影响

I g G的水溶性和缔合聚集能力 ; P V P的加入能提高 I g G在溶液中单体的稳定 性
,

有 利于

抑制抢G 分子的 自身凝聚
,

甚至能使在提取分离过程 中已形成的二聚体或多聚体 重新解

离为单体
。

感谢项目协作单位广州市中心血站提供 I g G样品和血清白蛋 白样品
,
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