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　　摘要：为提高蛋白质的稳定性，便于运输和延长储存时间，冷冻干燥是目前公认最可行的技术之一。通过对猪重
组抑制素蛋白冷冻干燥后的外观、色泽、复水性以及 ＳＤＳ－ＰＡＧＥ电泳检测，对２７种常用冻干保护性物质进行筛选。
结果表明，可溶淀粉和β－环糊精的保护效果较好，表现在外形饱满无坍缩、色泽细腻白亮、复溶后无沉淀、电泳检测
发现蛋白条带无降解。将筛选出的２个保护剂制备成冻干样品放置于３７℃烘箱中，进行加速稳定性试验。结果表
明，在３７℃放置４个月后，冻干蛋白样品保持形态色泽不变，复溶后无沉淀，蛋白无降解现象。
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　　抑制素是一种主要由雌性动物卵泡颗粒细胞和雄性动物
睾丸支持细胞分泌的糖蛋白激素［１］，主要通过负反馈作用抑

制垂体ＦＳＨ、ＬＨ的分泌［２］。通过主动或被动免疫抑制素，可

促进垂体ＦＳＨ、ＬＨ分泌，从而促进动物的繁殖活动［３－６］。因

此在实际生产中可以通过注射重组抑制素的方法，利用动物

的免疫机能，降低体内抑制素水平，提高动物生产力［７－８］。笔

者所在实验室在前期研究的基础上进行了重组猪抑制素蛋白

的大规模发酵制备研究，已经制备了大量纯度较高重组蛋白。

但是作为一种生物制品，应用于生产中尚存在溶液性蛋白稳

定性差、远距离运输和储存过程中受温度影响较大等缺

陷［９］，因此，常通过冷冻干燥的方法制成冻干品以避免［１０］。

冷冻干燥的基本原理是将蛋白溶液在低温下冻结，真空

条件下干燥而形成固体制剂。干燥过程又分为２步：移除结
晶水的初步干燥和移除结合水的二次干燥［１１］。然而冷冻干

燥操作本身也会影响蛋白质的稳定性，具体在于冷冻过程和

干燥过程。在冷冻过程中，主要是冰晶的形成、离子强度的增

加、ｐＨ值的改变和相分离等影响因素［１２］。而在干燥过程中，

尤其是在二次干燥即移除结合水的过程中，蛋白的水化膜被

破坏，导致蛋白质表面的氢键遭到破坏，引起蛋白质天然结构

发生改变，从而影响电荷分布，导致蛋白变性凝聚［９］。经过

冷冻后的蛋白质多出现溶解度差、生物活性下降甚至降解等

问题。因此，在冷冻干燥过程中常在蛋白质溶液中添加糖类、

氨基酸类、蛋白类和高分子化合物等保护剂，以减少或者阻止

冷冻和干燥过程中对蛋白质的损伤［１３］。

本研究着重对重组猪抑制素蛋白的冻干保护剂进行筛

选，以期筛选出１种或几种具有良好保护效果的保护剂，为实
际生产中的大规模推广应用奠定基础。

１　材料与方法

１．１　材料
１．１．１　试剂　纯化重组猪抑制素蛋白溶液（浓度５ｍｇ／ｍＬ）
由笔者所在实验室保存。其他所用试剂均为国产分析纯。

１．１．２　仪器　真空冷冻干燥机（ＬＧＪ－１２，北京松源华兴科
技发展有限公司）；垂直电泳系统（北京六一仪器厂）；凝胶成

像系统（Ｔａｎｏｎ１６００，上海天能科技有限公司）。
１．２　方法
１．２．１　样品的处理　将２７种待测冻干保护剂按３％（ｍ／Ｖ）
比例分别添加到重组猪抑制素蛋白溶液中，待保护剂完全溶

解后，用０．２２μｍ细菌滤器过滤除菌并分装至１．５ｍＬ的无菌
离心管内备用，每管１ｍＬ。
１．２．２　冻干处理　冻干过程中有常规工艺，流程如下：（１）
预冻。将分装好的样品，放入 －８０℃冰箱中预冻，使样品完
全结冰；同时，打开冷冻干燥机的压缩机，使冻干机的冷阱温

度降至－５０℃以下。（２）升华干燥。将预冻好的样品打开盖
子，迅速放入冻干机的搁板上并盖上真空罩，开启真空泵抽真

空，使真空度降至１Ｐａ，并保持１２ｈ；待样品完全干燥后，取出
样品盖上盖子，４℃保存备用。
１．３　冻干样品的检测
１．３．１　外观检查　应以白色疏松体、骨架成型好、无坍缩、外
形细致为好。

１．３．２　复水性检查　取１ｍＬ蒸馏水加入冻干样品中，应以
迅速溶解、无沉淀为好。

１．３．３　蛋白稳定性检查 取复水后的样品进行 ＳＤＳ－ＰＡＧＥ
检测，以无降解条带为好。

１．３．４　３７℃加速稳定性试验　通过外观、复水性和蛋白稳
定性检查后，筛选出较好的组放入３７℃培养箱中进行加速稳
定性试验，时间为４个月，每个月定期取样并重复上述检测。

２　结果与分析

２．１　外观及复水性检查
添加冻干保护剂的冻干制品均为白色疏松体，但大部分
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表现出坍缩、中空，样品呈丝状或絮状。而添加甘露醇、ＰＥＧ
系列、甘氨酸、磷酸氢二钠、Ｌ－半胱氨酸、可溶淀粉和 β－环
糊精组表现出细致粉状，不易松散，样品表面整齐、光滑、无肉

眼可见细孔。冻干样品加水后均能迅速溶解，但有少量沉淀，

仅添加可溶淀粉和β－环糊精组能彻底溶解。对照组则呈现
出微黄色絮状，加水后漂浮于液面之上，经超声波及加热助溶

后仍不溶解（表１）。上述结果说明可溶淀粉和β－环糊精对
重组猪抑制素蛋白的冷冻干燥具有较好的保护作用。

表１　不同冻干保护剂对重组猪抑制素的保护效果

编号 保护剂 冻干后形状 成型 颜色 复水性

１ 蔗糖 坍缩，丝状 粗糙 白色 瞬溶

２ 海藻糖 坍缩，絮状 粗糙 白色 瞬溶

３ 乳糖 坍缩，絮状 粗糙 白色 瞬溶

４ 葡糖糖 坍缩，絮状 粗糙 白色 瞬溶，有不溶物

５ 麦芽糖 坍缩，絮状 粗糙 白色 慢溶，有不溶物

６ 甘露醇 较好，絮状 细致 白色 瞬溶，有不溶物

７ 山梨醇 坍缩，絮状 粗糙 白色 瞬溶，有不溶物

８ 苯甲酸钠 坍缩，絮状 粗糙 白色 瞬溶，有不溶物

９ ＰＥＧ４０００ 较好，粉状 细致 白色 瞬溶，有不溶物

１０ ＰＥＧ６０００ 较好，粉状 细致 白色 瞬溶，有不溶物

１１ ＰＥＧ２００００ 较好，粉状 细致 白色 瞬溶，有不溶物

１２ 甘油 坍缩，絮状 粗糙 白色 瞬溶，有不溶物

１３ ＤＭＳＯ 坍缩，絮状 粗糙 白色 瞬溶，有不溶物

１４ Ｔｗｅｅｎ８０ 坍缩，絮状 粗糙 白色 瞬溶，有不溶物

１５ Ｔｗｅｅｎ２０ 坍缩，絮状 粗糙 白色 瞬溶，有不溶物

１６ 甘氨酸 较好，粉状 细致 白色 瞬溶，有不溶物

１７ 磷酸氢二钠 较好，粉状 细致 白色 瞬溶，有不溶物

１８ Ｌ－精氨酸 坍缩，絮状 粗糙 白色 瞬溶

１９ Ｌ－半胱氨酸 较好，絮状 细致 白色 瞬溶，有不溶物

２０ 可溶淀粉 很好，粉状 细致 白色 瞬溶

２１ β－环糊精 很好，粉状 细致 白色 瞬溶

２２ 棉籽糖 较好，丝状 粗糙 白色 瞬溶，有不溶物

２３ 磷酸甘油 坍缩，絮状 粗糙 白色 瞬溶

２４ 磷酸二氢钠 坍缩，絮状 粗糙 白色 瞬溶

２５ 碳酸氢钠 坍缩，絮状 粗糙 白色 瞬溶，有不溶物

２６ 柠檬酸三钠 坍缩，絮状 粗糙 白色 瞬溶，有不溶物

２７ ＰＶＰ 坍缩，絮状 粗糙 白色 瞬溶

２８ 无 坍缩，絮状 粗糙 微黄 不溶

２．２　蛋白稳定性检查
加水溶解后的样品进行 ＳＤＳ－ＰＡＧＥ检测，结果发现添

加冻干保护剂的试验组中蛋白条带无降解（图１）。

２．３　３７℃加速稳定性试验
将筛选出的可溶淀粉和 β－环糊精２组放入３７℃烘箱

进行处理。经检测发现，保存１～４个月冻干品的外观形态、
颜色、复水性以及蛋白的稳定性无明显变化（表２、图２）。

３　讨论

蛋白溶液类药物的运输和储存对外界环境（尤其是对温

表２　３７℃加速试验对冻干样品的影响

处理时间

（月）

结果

可溶淀粉 β－环糊精
１ 白色，骨架稳定，致

密，瞬溶

白色，骨架稳定，致密，

瞬溶

２ 白色，骨架稳定，致

密，瞬溶

白色，骨架稳定，致密，

瞬溶

３ 白色，骨架稳定，致

密，瞬溶

白色，骨架稳定，致密，

瞬溶

４ 白色，骨架稳定，致

密，瞬溶

白色，骨架稳定，致密，

瞬溶

度）的要求较苛刻，因此一般须在２～８℃环境下储运。而经
过干燥处理后，在保证蛋白质活性和复水性不变的前提下可

降低环境温度的影响，而且冻干后的蛋白质量较轻，可降低运

输成本。目前的干燥技术有喷雾干燥［１４－１５］、喷雾 －冷冻干
燥［１６－１８］、流化床干燥［１９］和冷冻干燥等几种，其中应用最广泛

的是冷冻干燥。冷冻干燥是通过抽真空而降低水的沸点，使样

品中的冰直接升华为水蒸气的方法。因为在样品冻结状态，且

在接近真空的条件下进行，所以冷冻干燥具有其他方法所不能

比拟的优势，例如：保证了蛋白质的生物活性、损失少、体积不

改变、冻干产品为多孔状、易溶、样品氧化少、干燥彻底等［１１，２０］。

据国家食品药品监督管理总局信息，目前我国已经批准上市的

冻干蛋白类药物产品有重组人粒细胞巨噬细胞集落刺激因子、

注射用重组人干扰素α２ｂ、鼠表皮生长因子、外用重组人表皮
生长因子、注射用重组链激酶、注射用重组人白介素－２、注射
用重组人生长激素、人凝血因子Ⅷ、人纤维蛋白原等。

在冷冻干燥过程中需要添加保护剂以尽可能维持蛋白的

生物学活性和溶解性。关于保护剂可保护冷冻干燥中蛋白质

稳定的机制，目前主要有２种观点：（１）具有黏性的保护剂包
围在蛋白质分子周围，组织蛋白质的伸展和沉淀，也称之为玻

璃态假说；（２）蛋白质分子中存在着大量氢键，结合水通过氢
键与蛋白质分子连接，当蛋白质在冷冻干燥过程中失去水分

后，保护剂能替代水分子，保持氢键的连接，使蛋白质分子不

直接暴露在外，也称之为水替代假说。目前大多数学者较认

可后者。因此一些容易生成氢键的多羟基化合物，如糖类、多

元醇、一些氨基酸、蛋白质［２１－２４］和盐类等成为冻干保护剂的

首选［２５－２６］。此外，冻干保护剂的选择还要力求成本低廉、无

污染以及配方简单。有研究发现，保护剂的分子量也会影响

到蛋白的冻干及冻干后蛋白稳定性，Ｔｏｎｎｉｓ等对分子量从
６ｋｕ到５４０ｋｕ的糖类进行研究，发现并非分子量越大的糖保
护效果越好，而是糖链较柔软易弯曲的糖类保护效果较

好［９］。通过对重组猪抑制素的冻干研究，筛选出的可溶淀粉

和β－环糊精具有较好的保护效果。这２种物质也常用作食
品和药品的辅料和增容剂，其具有较好保护效果可能与其空
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间位阻小，较容易随蛋白质的空间结构折叠而折叠有关。

ＮａＣｌ在冻干过程中也起重要作用，Ａｎｄｒｅａ等研究发现，无
ＮａＣｌ冻干样品表现出外形致密水晶状，冻干时间较长。当
ＮａＣｌ含量升高至０．３％时，冻干品呈现出光滑疏松的网状结
构，因此相对于无ＮａＣｌ样品，冻干速度更快［１３］。本研究将蛋

白质溶解于ＮａＣｌ浓度为０．９％的生理盐水中，冻干过程中的
表现与Ａｎｄｒｅａ等的结果一致。

我国大部分的地区夏季气温最高在３７℃，在冻干蛋白药
品运输储存时一般不高于此温度，因此选择３７℃作为加速稳
定试验的温度。通过试验发现，冻干品３７℃处理４个月不影
响外观及稳定性。董世娟等在重组猪 ＩＦＮα的冻干研究中发
现添加２％～５％的甘露醇作为保护剂具有较好的保护效果，
在４０℃加速稳定试验 ３个月后，冻干品稳定性无明显变
化［２７］。邹民吉等对重组 ＳＲＨ蛋白同样在３７℃进行加速稳
定试验，发现右旋糖苷４０、蔗糖和甘氨酸组成的保护剂具有
较好的保护效果［２８］。张雪梅等筛选出１５ｍｍｏｌ／Ｌ精氨酸 ＋
１０ｍｍｏｌ／Ｌ谷氨酸＋４％甘露醇＋１％蔗糖／海藻糖，然后放置
于４０℃处理１２个月不影响蛋白稳定性［２９］。说明添加保护

剂冻干后的蛋白在室温下稳定性很高，即便提高保存温度，药

品的稳定性也不受影响。

随着基因工程技术的进步，越来越多人类急需的蛋白质

药物开发出来。针对不同的蛋白需要量身定做高效的冻干保

护剂。尽管目前已经在该领域取得了令人欣喜的进步，但是

对于其保护机理仍未清晰。因此未来的主要研究方向将是攻

克保护机理，然后通过对蛋白质分子的氨基酸构成以及三维

空间结构的分析，对应性地设计一些高效冻干保护剂，进一步

提高冻干产品的品质。
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