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技术与方法                                                               

干扰素α-2b 的聚乙二醇修饰 
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摘  要: 采用分子量为 20 kD 的单甲氧基聚乙二醇丙醛(mPEG-ALD)修饰重组人干扰素α-2b(IFN α-2b), 建立了修饰反

应及分离纯化工艺。考察了修饰反应各因素对单修饰转化率以及单修饰产物体外活性的影响, 获得了优化的修饰反应条

件, 即在 pH 6.5, 20 mmol/L 的磷酸氢二钠-柠檬酸缓冲溶液中, 干扰素α-2b 的浓度为 4 mg/mL, PEG 与 IFN α-2b 的摩尔

比为 8:1, 4oC 时反应 20 h; 在优化的反应条件下, 单修饰 PEG-IFN α-2b 的转化率达到 55%。并且, 采用离子交换层析对

修饰产物进行分离纯化, 单修饰产品纯度达到 97%, 体外活性保留达到未修饰干扰素α-2b 的 13.4%, 其在 SD 大鼠体内

的循环半衰期得到了较大的延长, 且具有较好的水溶液稳定性。 
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Interferon α-2b Modified with Polyethylene Glycol 
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Abstract: In order to obtain a more stable PEGylated interferon α-2b, and prolong its half life, interferon α-2b(IFN α-2b) was 
modified with monomethoxy polyethylene glycol propionaldehyde (mPEG-ALD) 20000. It was found that the optimized reaction 
condition for the maximum bioactivity and highest PEGylation degree of the mono PEGylated interferon α-2b was as follows: in  
20 mmol/L, pH 6.5, citric acid and sodium dihydrogen phosphate buffer, the concentration of IFN α-2b was 4 mg/mL, and the molar 
ratio of PEG/IFN α-2b was 8:1, and the reaction time was 20 h at 4oC. Under the optimized reaction condition, the mono PEGylation 
degree reached to 55%. Ion exchange chromatography was used to separate and purify mono PEGylated interferon α-2b from the 
reaction mixture. The purity of mono PEGylated interferon α-2b was higher than 97% characterized by HPLC. The bioactivity of the 
mono PEGylated interferon α-2b was 13.4% of the native IFN α-2b, while its half life in SD rat is much longer than the native IFN 
α-2b. The mono PEGylated interferon α-2b is also stable in aqueous. 

Keywords: interferonα-2b, PEG-ALD, chemical modification, PEGylation 

干扰素α-2b(Interferon α-2b)是干扰素的一种 , 

是机体感染病毒时, 白细胞通过抗病毒应答反应而

产生的一种低分子量的糖蛋白。具有抗病毒、抗肿

瘤、免疫调节等生物学活性[1]。干扰素α-2b 主要用
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于治疗肝炎 , 在临床应用中 , 存在体内循环半衰期

短 , 具有免疫原性和抗原性 , 易被循环系统清除 , 

需要多次给药等问题, 给患者的日常生活带来很大

的不便。聚乙二醇(Polyethylene Glycol, PEG)化学修

饰能够有效延长药物半衰期, 是解决上述问题的一

种重要的有效途径[2]。 

自上个世纪 80 年代以来, PEG 修饰技术在长效

药物的制备研究中已经取得了很大的进展, 成为近

年来医药领域研究的热点之一。目前, 已经上市的

聚乙二醇药物包括聚乙二醇修饰的酰苷脱氨酶

(PEG-ADA)[3]、天冬酰胺酶 (PEG-L-asparaginase)[4], 

以及重组人粒细胞集落刺激因子(Pegfilgrastim)等蛋

白质药物[5]。 

对于干扰素α-2b 的聚乙二醇修饰研究, 已经取

得了很大成果和进展。目前上市的产品有美国先灵

葆雅公司生产的佩乐能(Pegintron), 为 12 kD 线形单

甲氧基聚乙二醇琥珀酰亚胺碳酸酯(NHS-mPEG)修

饰的干扰素α-2b[6], 其体外活性保留为未修饰蛋白

的 28%, 半衰期为未修饰蛋白的 10 倍, 偏短, 在注

射药物后第 5 天几乎检测不到干扰素α-2b 的体内活

性, 难以满足每周注射 1 次的要求; 此外, 该产品主

要采用 PEG修饰在干扰素α-2b的组氨酸位点上得到, 

而组氨酸咪唑基的氨基与 NHS-PEG 所形成的脲烷

键在溶液中不稳定, 因此其只能做成粉针制剂保存, 

这不仅增加了成本, 而且给药物的使用带来了不便。 

影响修饰产物循环半衰期和体外生物学活性的

主要因素之一是 PEG 修饰剂的分子量。在一定范围

内, PEG 修饰剂的分子量越大, 修饰产物的循环半

衰期越长。随着 PEG 化学的发展, 高分子量(>12 kD), 
能与蛋白质形成稳定化学键的第二代 PEG 修饰剂的

制备已经成为可能。其中, 单甲氧基聚乙二醇丙醛

(mPEG-ALD)与蛋白质反应所形成的碳氮单键具有

较好的水解稳定性。因此 , 有必要采用这种新型

PEG 修饰剂对干扰素α-2b 进行修饰, 从而得到稳定

性好、半衰期更长的修饰产物。 

另一方面 , 在聚乙二醇修饰化学中 , 修饰的位

点主要集中在蛋白的 Lys、Cys 以及蛋白末端的一些

氨基酸。对于干扰素α-2b 来说, 其可修饰的位点较

多 , 单修饰产物通常也是修饰于不同位点的混合

物。但是不同的修饰位点其体内外活性也有所不同, 

因此通过修饰反应条件的控制实现修饰产物活性的

控制也是聚乙二醇化学修饰中非常重要的一面。 

针对以上问题, 本研究采用分子量更大、反应

条 件 温 和 的 20 kD 单 甲 氧 基 聚 乙 二 醇 丙 醛

(mPEG-ALD)修饰剂对干扰素α-2b 进行了修饰, 并

通过控制反应条件, 期望获得半衰期更长、更稳定, 

且体外活性保留较高的 PEG 化干扰素α-2b 产物。作

为研究的第一步, 以高单修饰产物活性保留和高修

饰转化率为目标, 对修饰反应各影响因素分别进行

了考察 , 优化出最佳修饰条件 , 并采用离子交换层

析对修饰产物进行分离纯化, 得到了纯度高于 97%

的单修饰产物。且对该单修饰产物进行了纯度、体

外活性、循环半衰期等性质检测, 为进一步考察其

药代动力学和药效学性质奠定了基础。 

1  材料和方法 

1.1  材料 
原 料 : 单 甲 氧 基 聚 乙 二 醇 丙 醛 (Shearwater 

Polymers), 重组人干扰素α-2b(Escherichia coli 表达, 

活性、纯度达到药典要求)。 

主要试剂: 牛血清白蛋白(SIGMA), Folin酚, 丙

烯酰胺 (Merck), 甲叉丙烯酰胺 (Merck), 标准蛋白

(中科院上海生化研究所), 其余试剂均为国产分析

纯试剂。 

主要仪器 : 浓缩罐 (Milipore), ÄKTA explorer 

100 液相色谱系统(GE Healthcare Biosciences), SP. 
Sepharose Fast Flow 色谱柱(GE Healthcare Biosciences), 

电泳仪(六一仪器厂), 凝胶扫描系统 Quantity One(Bio. 
Rad), 分 光 光 度 计 Ultrospee2000(GE Healthcare 

Biosciences), 96 孔细胞培养板(Costar), 试验用水均

采用 Rios 超纯水系统处理。 

1.2  方法 
修饰反应: 采用在 4oC 下浓缩置换缓冲液的办

法, 将重组人干扰素α-2b 置换到所需缓冲溶液中。

Lowry 法测定蛋白浓度, 调整蛋白浓度至实验所需

值, 按照摩尔配比(修饰剂/蛋白质)加入修饰剂及还

原剂, 混合均匀, 4oC 反应所需时间后, 加入过量甘

氨酸终止反应。 

蛋白质浓度的测定: 按照《中华人民共和国药

典 2005 版》中微量法(Lowry)的要求测定蛋白质浓

度[7]。 

修饰产物的分离纯化: SP-Sepharose FF 色谱柱



1660    ISSN1000-3061  CN11-1998/Q              Chin J Biotech            September 25, 2008  Vol.24  No.9 

  

Journals.im.ac.cn 

连接到 ÄKTA explorer 100 液相色谱系统上, A 相: 乙

酸-乙酸钠缓冲溶液(20 mmol/L, pH 4.5); B 相: 在 A 相

中加入 1 mol/L 的氯化钠。梯度洗脱, 流速 3 mL/min。 

SDS-PAGE 电泳检测: 参照 Laemmli[8]的方法, 

浓缩胶为 4.5%, 分离胶为 13.5%, 银染[9]以及碘染[10]

染色。 

高效凝胶过滤色谱检测 : 高效液相色谱系统

Agilent1100, SuperdexTM 200 凝胶色谱柱 , 洗脱缓

冲液为 50 mmol/L 的磷酸缓冲液加入 0.1 mol/L 硫酸

钠, 流速 0.5 mL/min, 检测波长为 280 nm。色谱柱

先用缓冲液充分平衡后再上样。 

体外活性检测: 细胞病变抑制法。按照《中华

人民共和国药典 2005 版》中干扰素生物学活性测定

方法测定[11]。 

修饰转化率的计算: 高效凝胶过滤色谱检测修

饰反应样品, 软件计算各产物峰面积。修饰转化率=

目的产物峰面积/各组分峰面积之和。 

循环半衰期的测定: 采用 SD 大鼠皮下注射, 静

脉采血 , 不同时间取样 , 细胞病变抑制法测定其生

物学活性。半衰期为血液的生物学活性降低至最高

值一半的时间。 

2  结果与讨论 

为确定修饰反应各因素对单修饰产物 (Mono 

PEG-IFN)体外生物学活性以及单修饰产物转化率的

影响, 固定反应温度为 4oC, 探讨了 pH 值对单修饰

产物体外活性保留的影响, 以及离子类型、离子强

度、蛋白质浓度、修饰剂/蛋白质配比、反应时间等

条件对修饰转化率的影响, 并建立了修饰产物分离

纯化工艺, 测定了单修饰蛋白的体外活性保留。 

2.1  修饰反应条件对单修饰产物体外活性保留的

影响 
在修饰剂类型、分子量固定的情况下, 修饰蛋

白的活性取决于修饰位点。只有修饰位点远离蛋白

质活性部位的时候, 修饰蛋白才能得到较高的活性

保留。mPEG-ALD 的醛基和蛋白质的氨基反应为亲

核反应, 反应的难易程度取决于氨基的亲核性。不

同氨基酸残基, 其 pKa 值不同, 因而在不同的 pH 值

条件下, 其亲核性有较大差别。因而溶液的 pH 值影

响了蛋白质的修饰位点, 是影响修饰产物活性的最

主要要因素。 

本实验探讨了 pH 对单修饰产物活性保留的影

响, 结果如图 1 所示。在同一 96 孔板上测定未修饰

蛋白和各修饰蛋白的体外生物学活性, 活性保留为

修饰蛋白与未修饰蛋白体外活性的比值(%)。由图可

以看出, 单修饰产物体外活性随着 pH 值的增大先

增大后减小, 在 pH 6.5 时单修饰产物活性最高。这

与 Wang YS 等的报道 [12]一致。推测可能由于在

pH=6.5 的条件下, mPEG-ALD 主要修饰在 His34 上, 

从而保留了较高的体外生物学活性。对此, 仍需进

行进一步实验验证。 

 

图 1  pH 值对单修饰产物体外活性的影响 
Fig. 1  The effect of pH on retained bioactivity 

 

2.2  修饰反应条件对单修饰产物转化率的影响 
2.2.1  离子类型和离子强度 

实验在相同 pH 值下(pH 6.5), 考查了不同离子

类型对单修饰转化率的影响。选取了磷酸缓冲液、

磷酸氢二钠-柠檬酸缓冲液、柠檬酸-柠檬酸钠缓冲液

3 种缓冲体系, 发现离子类型对单修饰转化率的影

响并不明显, 在磷酸氢二钠-柠檬酸缓冲体系中, 修

饰转化率略大于其它两种溶液。推测是由于磷酸氢

二钠-柠檬酸缓冲体系的缓冲范围为 pH 2.2~8.0, 而

磷酸缓冲体系的缓冲范围为 pH 5.8~8.0, 柠檬酸-柠

檬酸钠缓冲体系的缓冲范围为 pH 3.0~6.6, 后二者

对 pH 6.5 的缓冲能力不及前者所造成的。又因为有

文献报道 [13], 干扰素α-2b 在磷酸氢二钠-柠檬酸体

系中的稳定性较好, 故选择该体系作为反应体系。 

为继续考查离子强度对对单修饰产物转化率的

影响, 选取了 5、20、35、50 mmol/L 四个离子强度, 

发现单修饰产物的转化率随着离子强度变化较小 , 

20 mmol/L 之后基本不变。由于高离子强度不利于后

续的离子交换色谱分离, 故采用 20 mmol/L 作为反



吴影新等: 干扰素α-2b 的聚乙二醇修饰研究  1661 

 

Journals.im.ac.cn 

应的最佳离子强度。 

2.2.2  蛋白浓度和修饰配比 

图 2 为蛋白浓度和修饰配比对单修饰转化率的

影响。由图 2 可以看出, 随着蛋白质浓度的增加以

及修饰剂/蛋白配比的增加, 单修饰产物的转化率也

随之增大。但是由于过高浓度下蛋白质很不稳定 , 

容易聚集沉淀, 故选择蛋白浓度 4 mg/mL 作为最佳

反应条件, 而对修饰剂/蛋白配比进行了进一步的探

讨, 结果如图 3 所示。由图 3 可以看出, 随着修饰剂

/蛋白配比的逐渐增加, 多修饰蛋白的转化率逐渐增

加, 单修饰产物转化率先增大后减小, 在 8:1 的条件

下存在最大值。这是由于蛋白质浓度以及修饰剂/蛋

白质配比的增加, 使得蛋白质和修饰剂分子的碰撞

机会增大, 从而促进了修饰反应的进行。但修饰剂/

蛋白质配比过高时, 大大增加了修饰剂和蛋白质分

子的碰撞机会, 从而促进了多修饰产物的生成。 

 
图 2  蛋白浓度和修饰剂/蛋白配比对单修饰转化率的影响 

Fig. 2  The effect of IFN concentration and PEG/IFN 
molar ratio on mono-modification degree 

 
图 3  修饰剂/蛋白配比对修饰转化率的影响 

Fig. 3  The effect of PEG/IFN molar ratio on modification degree 

2.2.3  反应时间 

图 4 为反应时间对修饰转化率的影响。由图 4

可得 , 随着反应时间的增大 , 单修饰和多修饰产物

均逐渐增加, 但 20 h 后, 单修饰产物的增加趋于平

缓, 多修饰产物仍在持续快速增加。推测由于反应

开始阶段 , 单修饰产物的含量较少 , 故多修饰反应

的速率也较低; 当反应进行到一定程度, 单修饰产

物的含量达到一定值的时候, 多修饰反应速率也随

之增大。反应到 20 h 的时候, 单修饰产物的生成速

率和多修饰产物的生成速率(即单修饰产物的减少

速率)相等, 故单修饰产物的含量不再增加, 而多修

饰产物的含量仍在继续增长。因此, 选择 20 h 作为

最佳反应条件。 

 

图 4  反应时间对修饰转化率的影响 
Fig. 4  The effect of reaction time on modification degree 

 

综上所述, 得到 20 kD 聚乙二醇丙醛修饰干扰

素α-2b的优化修饰条件, 即在 4oC下, 在 20 mmol/L, 

pH 6.5 的磷酸氢二钠-柠檬酸缓冲溶液中, 蛋白浓度

为 4 mg/mL 时, 修饰剂/蛋白摩尔配比为 8:1 的情况

下, 反应 20 h。该种条件下, 单修饰产物的转化率可

达 55%。 

2.3  修饰产物的分离纯化 
干扰素α-2b 的等电点在 6.1 左右, 经聚乙二醇

修饰后 , 等电点有所降低 , 因此可采用离子交换层

析的方法对反应产物进行分离纯化, 结果如图 5 所

示。将穿透峰 P0, 洗脱峰 P1、P2、P3 收集, 进行

SDS-PAGE 电泳检测, 用银染检测含有蛋白的组分

(未修饰蛋白、单修饰和多修饰蛋白), 碘染检测含有

PEG 的组分(游离的 PEG、单修饰和多修饰蛋白), 结

果如图 6 所示。由图 6 可以看出, P0 为未参加反应

的游离的修饰剂, P1 为多修饰蛋白, P2 为单修饰蛋
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白, P3 为未被修饰的原蛋白。各洗脱峰纯度均较高, 

离子交换层析可以将各组分较好地分开。 

 

图 5  离子交换色谱分离 PEG 修饰干扰素α-2b 图谱 
Fig. 5  Ion exchange chromatography of PEGylated 

Interferon α-2b 
 

收集各洗脱峰测定蛋白浓度, 计算得总蛋白回

收率为 99.1%, 单修饰产物占总蛋白的 52%, 即单修

饰产物的得率可达到 93%。可见, 对于 PEG 修饰的

干扰素α-2b 体系, 离子交换分离对蛋白质的损失较

小, 回收率较高。 

2.4  单修饰产物的性质检测 
2.4.1  纯度和活性 

图 7 为未修饰的 IFN α-2b 以及单修饰 PEG-IFN 

α-2b 高效凝胶过滤色谱图。图中 19.3 mL 处所出峰

为未修饰的干扰素α-2b, 13.5 mL 处所出峰为单修饰

的 PEG-IFN α-2b。计算峰面积可得, 经离子交换分

离聚乙二醇丙醛修饰得干扰素α-2b 产物所得的单修

饰产物, 其纯度可达 97%以上。采用细胞病变抑制

法 测 定 体 外 活 性 , 得 到 单 修 饰 产 物 的 比 活 为

1.96×107 IU/mg, 未修饰的 IFN α-2b 比活为 1.48× 

108 IU/mg, 单修饰产物活性保留达到了 13.4%。 

2.4.2  循环半衰期 

测定未修饰蛋白和单修饰蛋白在 SD 大鼠体内

的循环半衰期, 结果如图 8 所示。由图可以看出, 注

射后未修饰蛋白的生物学活性迅速达到最大值, 在

1 h 左右降至一半; 而单修饰蛋白的生物学活性在 8 h

才达到最大值, 24 h 才降至一半。可见, 单修饰蛋白

在动物体内的循环半衰期得到了大幅度的延长, 为

未修饰蛋白的 20 倍左右。 

2.4.3  稳定性 

单修饰产物水溶液在 4oC 放置 1、2、3、6 个月

后 , 经高效凝胶过滤色谱及电泳检测 , 未见聚集

或降解 , 经细胞病变抑制法测定其比活仍保留在

107 IU/mg。可见本单修饰产物具有较好的水溶液

稳定性。  

 

图 6  PEG 修饰 IFN α-2b 产物离子交换分离前后 SDS-PAGE 电泳图(左: 银染; 右: 碘染) 
Fig. 6  SDS-PAGE profile of IEC separated PEGylated Interferon α-2b (left: silver staining; right: I2 staining) 

1: reaction mixture; 2: P0, PEG-ALD 20000; 3: P1, multi PEG-IFN α-2b; 4: P2, mono PEG PEG-IFN α-2b; 5: P3, native IFN α-2b 
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图 7  IFNα-2b 以及离子交换分离 PEG 修饰 IFNα-2b 收

集的 P2 峰(单修饰产物)的高效凝胶过滤色谱图 
Fig. 7  High performance liquid chromatography of INF 

α-2b and purified mono PEG-INF α-2b using ion exchange 
chromatography 

 

图 8  IFNα-2b 及单修饰 IFNα-2b 在 SD 大鼠体内的循环

半衰期 
Fig. 8  Half time of IFN α-2b and mono PEG-IFN α-2b in 

SD rat 
 

3  结论 

本研究采用分子量为 20 000 的单甲氧基聚乙二

醇丙醛对干扰素α-2b 进行了修饰, 探讨了各修饰反

应条件的影响 , 得到优化的反应条件 , 即 4oC, 在 

20 mmol/L, pH 6.5 的磷酸氢二钠-柠檬酸缓冲溶液中, 

蛋白浓度为 4 mg/mL, 修饰剂/蛋白摩尔比为 8:1 的

情况下, 反应 20 h。在最佳反应条件下, 单修饰转化

率可达到 55%。采用离子交换层析对修饰产物进行

分离纯化 , 可以将各组分较好的分离 , 经高效凝胶

过滤色谱检测, 单修饰产物的纯度达到 97%, 体外

活性保留达到未修饰蛋白的 13.4%。其在动物体内

的循环半衰期得到了较大的延长, 达到未修饰蛋白

的 20 倍, 且水溶液具有较好的稳定性。本研究的修

饰反应和分离模式便于放大制备, 为进一步的药代

动力学和药效学实验奠定了基础。 
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