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摘要!采用谷氨酰胺转氨酶!
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酶#催化聚乙二醇!

X+Y
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定点修饰技术对
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乳球蛋白!
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#的谷氨酰胺残基进行

修饰"探究其对蛋白抗原性的影响$通过
(D(,XNY+
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合凝胶过滤色谱对修饰产物的修饰率进行分析"通过优
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质量比
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"缓冲液中乙醇

添加量
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!体积分数#"该条件下修饰率为
6&7"#Q

$采

用阳离子交换色谱对修饰产物进行分离纯化"

(D(,XNY+

分析显示"纯化得到的修饰产物表观分子量在
'!JD.

左

右"为
X+Y

单修饰产物$反相高效液相色谱分析结果表

明"修饰产物均一"无其它位置异构体存在$间接竞争
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测定结果表明"经
X+Y

修饰后
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的抗原性显

著降低"降低率为
%*7&9Q
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&对牛乳过敏

的患者中约
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产生过敏反应)

$W9

*

'消

除或降低牛乳致敏性的最有效方法是将过敏原物质从牛
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去除后可以模拟人乳&可用于

婴幼儿配方奶粉的生产)
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具有较高的营养价值

及多种功能特性&如溶解性+起泡性和凝胶性等&因而在

食品加工中具有较大的应用价值)
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&而其强致敏性使其

应用范围受到了极大限制)
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&为降低其致敏性&进行了大量的研究&其中&化学修

饰技术如糖基化)
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#修饰多用于药

物蛋白的修饰&以改善蛋白的生物化学特性+降低抗原性
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抗原性

的研究)
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*已有少量报道'然而&
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随机修饰通常会

得到多种
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修饰产物的混合物&难以分离纯化和表征
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随机修饰的修饰位点难以确定&

使
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的修饰位点与抗原性间关系的研究存在较大困

难'在随机修饰条件下&蛋白结构也会发生较大改变)
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综上所述&应用
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的抗原性变
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定点修饰技术可在谷氨酰胺转氨酶

!

?@.34

5

0>?.-/3.4;

&

AY

酶#的催化下&对蛋白质谷氨酰胺

残基!

Y03

#进行定点修饰)

"9

*

&得到的修饰产物均一)

"%

*

&且
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'%&--k976--

#对
!

,\Y

及其修饰产物进行

分析'

"7'7#

!

抗原性分析
!

参考蔡小飞等)

"

*和
)0;E;@

等)

'"

*的

方法&采用间接竞争
+\O(N

法测定
X+Y

修饰前后
!

,\Y

的抗原性'抗原性降低率按式!

'

#计算)

"

*

'

Q

O

>

.

R

>

"

>

&

R

>

"

P

"&&Q

& !

'

#

式中"

Q

%%%抗原性降低率&

Q

$

>

.

%%%待测样品在
9*&3-

处测得的吸光度$

>

"

%%%

!

,\Y

在
9*&3-

处测得的吸光度$

>

&

%%%空白对照组在
9*&3-

处测得的吸光度'

"7$

!

数据处理

采用
+c1;0'&&#

进行数据整理&用
R@/

5

/3!7&

软件作

图'所有数据为
$

次重复试验的平均值'

'

!

结果与分析
'7"

!

单因素试验

'7"7"

!

AY

酶与
!

,\Y

质量比!

M

(

A

#及反应
B

T

值对修饰

率的影响
!

由图
"

!

.

#中泳道
'

"

%

可知&

9

种
M

(

A

下的反

应液在电泳图中均只含有
'

个条带&分别在
"!

&

'!JD.

附

近&

!

,\Y

标准品的条带在
"!JD.

附近'因此&推测

'!JD.

附近条带为其
X+Y

修饰产物'比较
'!JD.

附近

条带可知&随着
M

(

A

的增大&

X+Y

修饰产物的量逐渐增

加'修饰率测定结果如图
"

!

E

#所示&随着
M

(

A

的增大&

其修饰率逐渐增大&在
M

(

A

为
$

&

"

时达到最大'由于

M

(

A

增大时反应液中
AY

酶浓度增大&使酶与底物的接

触面积增大&从而使修饰率增大$当
M

(

A

为
$

&

"

时&酶浓

度接近饱和&继续增大
M

(

A

其修饰率不再明显增加'

由图
"

!

.

#中泳道
#

"

"&

可知&随着
B

T

值的增大&

X+Y

修饰产物的量呈先增大后减小的趋势&且在
B

T67&

&

#7&

时均较大'修饰率测定结果与电泳结果一致&如

图
"

!

1

#所示&在
B

T#7&

时其修饰率最大&可能与
AY

酶

的最适
B

T

有关&在
B

T67&

"

#7&

范围内其反应活性

最强'

综上可知&

%JD.-X+Y,=T

'

定点修饰
!

,\Y

的最佳

AY

酶与
!

,\Y

质量比为
$

&

"

&最佳反应
B

T

为
#7&

'

'7"7'

!

!

,\Y

与
X+Y

摩尔比及乙醇添加量对修饰率的影

响
!

由图
'

!

.

#+!

E

#可知&随着
X+Y

添加量的增加&其修

"7

蛋白
:.@J;@

!

'

"

%7

分别表示
M

(

A

为
%

&

"

&

$

&

"

&

"

&

"

&

"

&

$

时的反应液
!

67

!

,\Y

!

#

"

"&7

分别表示
B

T

为
%7&

&

67&

&

#7&

&

!7&

时的反应液

图
"

!

M

*

A

及反应
B

T

值对修饰率的影响

P/

5

>@;"

!

+HH;1?48HM

*

A.3<@;.1?/83

B

T83

-8</H/1.?/83@.?;

$!

基础研究
PG=DN:+=AN\U+(+NUFT

总第
'"'

期
"

'&"*

年
6

月
"



饰率呈先增大后减小的趋势&在
!

,\Y

与
X+Y

摩尔比为

"

&

"%

时最大'由于
X+Y

添加量的增加使
!

,\Y

与
X+Y

的接触面积增大&有利于修饰反应的进行$而当添加量过

高时&反应液中过多的
X+Y

会阻碍
!

,\Y

与
AY

酶的接

触&从而使修饰率降低'

由图
'

!

.

#+!

1

#可知&随着乙醇添加量的增加&其修饰

率呈先增大后减小的趋势&在乙醇添加量为
'%Q

时最大$

而当乙醇添加量为
$%Q

时几乎无
X+Y

修饰产物生成&生

成大量沉淀&说明当乙醇添加量为
$%Q

时&缓冲液中乙醇

浓度过高&使蛋白聚集沉淀&从而阻碍了反应的进行'

"7

蛋白
:.@J;@

!

'7

!

,\Y

!

$

"

67

分别表示
!

,\Y

与
X+Y

摩尔比

为
"

&

%

&

"

&

"&

&

"

&

"%

&

"

&

'&

时的反应液
!

#

"

"&7

分别表示乙醇

添加量!体积分数#为
&Q

&

"%Q

&

'%Q

&

$%Q

时的反应液

图
'

!

!

,\Y

与
X+Y

摩尔比及乙醇添加量对

修饰率的影响

P/

5

>@;'

!

+HH;1?48H-80.@@.?/88H

!

,\Y?8X+Y.3<;?2.380.<,

</?/83.-8>3?83-8</H/1.?/83@.?;

!!

综上可知&

%JD.-X+Y,=T

'

定点修饰
!

,\Y

的最佳

!

,\Y

与
X+Y

摩尔比为
"

&

"%

&最佳乙醇添加量为
'%Q

!体积分数#'

'7"7$

!

反应温度对修饰率的影响
!

由图
$

!

.

#+!

E

#可知&

反应温度对修饰反应的影响较大&在
$

个温度下
X+Y

修

饰产物的修饰率分别为
"97&!Q

&

'#7%6Q

&

97$6Q

&在
'%j

时其修饰率最高'因此&确定其最佳反应温度为
'%j

'

"7

蛋白
:.@J;@

!

'

"

97

分别为
9

&

'%

&

$#j

时的反应液
!

%7

!

,\Y

图
$

!

反应温度对修饰率的影响

P/

5

>@;$

!

+HH;1?8H@;.1?/83?;-

B

;@.?>@;83

-8</H/1.?/83@.?;

!!

综上可知&

X+Y

定点修饰
!

,\Y

的最优条件为反应

B

T#7&

&反应温度
'%j

&

!

,\Y

与
X+Y

摩尔比
"

&

"%

&

AY

酶与
!

,\Y

质量比
$

&

"

&缓冲液中乙醇添加量
'%Q

!体积

分数#&该修饰条件下其
X+Y

修饰产物的修饰率为

6&7"#Q

'

'7'

!

!

,\Y

的
X+Y

修饰产物的纯化

如图
9

所示&经
&7&

"

"7&-80

(

\=.F0

盐离子梯度洗

脱后&反应混合液主要出现两个洗脱峰
P"

和
P'

'

X+Y

与蛋白结合后会屏蔽蛋白表面的电荷&从而使蛋白与层

析介质的结合强度减弱&因此
X+Y

修饰产物会先于未修

饰的蛋白而被洗脱下来)

''

*

'据此推测&洗脱峰
P"

&

P'

分

别为
!

,\Y

的
X+Y

修饰产物和未修饰的
!

,\Y

'

分别收集两个洗脱峰经
(D(,XNY+

分析&由图
%

可

知&洗脱峰
P"

在
'!JD.

左右有
"

个明显的条带&而洗脱

%!

"

[807$%

$

=876

罗舜菁等!聚乙二醇定点修饰
!

,

乳球蛋白谷氨酰胺残基条件优化及其对蛋白抗原性的影响



峰
P'

在
"!JD.

左右有
"

个明显的条带&表明
P"

+

P'

两

个洗脱峰分别对应
!

,\Y

的
X+Y

修饰产物和未修饰的

!

,\Y

&与上述推测结果一致'此外&有研究)

'$

*表明&在溶

液中&

X+Y

分子的每个乙氧基单元会与
'

"

$

个水分子结

合&使
X+Y

修饰产物的水化半径明显增大&因而
X+Y

修

饰产物的表观分子量通常是未修饰蛋白的分子量与
'

"

$

倍的
X+Y

实际分子量之和'在图
%

中&

!

,\Y

的分子量

在
"!JD.

左右&而其
X+Y

修饰产物的分子量在
'!JD.

左右&刚好约为
"

个
!

,\Y

分子的分子量与
'

倍
X+Y

分

子量之和'据此推测&所得的产物为
X+Y

单修饰产物&

即
"

个
X+Y

分子与
"

个
!

,\Y

分子结合'

图
9

!

!

,\Y

的
X+Y

修饰混合物的阳离子交换色谱图

P/

5

>@;9

!

F.?/83/1;c12.3

5

;12@8-.?8

5

@.-8H

X+Y

C

0.?/83-/c?>@;48H

!

,\Y

"7

蛋白
:.@J;@

!

'7

修饰混合物
!

$

与
%7

洗脱峰
P"

!

9

与
67

洗

脱峰
P'

!

#7

!

,\Y

图
%

!

阳离子交换色谱纯化得到的各洗脱峰

(D(,XNY+

图

P/

5

>@;%

!

(D(,XNY+.3.0

C

4/48H;0>?/83

B

;.J48E?./3;<

E

CB

>@/H/1.?/83

'7$

!

反相高效液相色谱%

UX,TX\F

&分析

如图
6

所示&经乙腈和水梯度洗脱后&

!

,\Y

分别在

$"7$

&

$'7#-/3

出现两个洗脱峰'牛乳中
!

,\Y

主要存在

N

+

_

两种遗传变异体&有研究)

'&

&

'9

*表明&通过
UX,TX\F

可将两种变异体分离开'因此&图
6

中
!

,\Y

的两个洗脱

峰可能分别为其
N

+

_

两种遗传变异体'经阳离子交换色

谱纯化得到的
X+Y

修饰产物&其色谱峰无明显变化&除

图
6

!

!

,\Y

及其
X+Y

修饰产物的反相高效液相色谱图

P/

5

>@;6

!

UX,TX\F

B

@8H/0;48H3.?/I;

!

,\Y.3<

X+Y

C

0.?;<

!

,\Y

两种遗传变异体的洗脱峰外&无其他洗脱峰出现&表明在

该修饰条件下
X+Y

修饰位点固定&得到的修饰产物均

一&无其他位置异构体生成'

'79

!

X+Y

修饰前后
!

,\Y

的抗原性变化

如图
#

所示&经
X+Y

定点修饰后
!

,\Y

的抗原性显

著降低&其降低率约为
%*7&9Q

'由于在
X+Y

修饰过程

中添加了
'%Q

乙醇&为了探究
'%Q

乙醇是否会对
!

,\Y

的抗原性产生影响&以经
'%Q

乙醇处理过的
!

,\Y

为另一

对照组对其抗原性进行测定&结果表明
'%Q

乙醇对
!

,\Y

的抗原性影响不大&其抗原性降低率仅为
"&76#Q

'上述

试验结果表明&酶催化
X+Y

定点修饰导致
!

,\Y

抗原性

降低&其主要原因是连接在蛋白上的
X+Y

链发挥了某种

作用&而修饰条件对其抗原性影响不大'

:>

等)

'%

*研究

表明&连接在蛋白上的
X+Y

链能在蛋白表面形成一层独

特的水化层&因而造成对蛋白的空间屏蔽作用'有研

究)

'6W'#

*表明&

!

,\Y

的抗原性与线性表位和构象表位有

关'肽段
NN9"

"

6&

&

NN"&'

"

"'9

&

NN"9*

"

"6'

是
!

,\Y

的主要抗原表位&分别能被
*'Q

&

*#Q

&

!*Q

的人血清识

别)

'!

*

'因此&连接在
!

,\Y

分子上的大分子
X+Y

链覆盖

"7

!

,\Y

!

'7

经
'%Q

乙醇处理过的
!

,\Y

!

$7X+Y

修饰产物

图
#

!

!

,\Y

的
Y03

残基的
X+Y

定点修饰对其

抗原性的影响

P/

5

>@;#

!

+HH;1?8H4/?;4

B

;1/H/1X+Y

C

0.?/83.?

'

,0.1?8,

5

08E>0/3

5

0>?.-/3;@;4/<>;483.3?/

5

;3/1/?

C

&!

基础研究
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总第
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期
"
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6
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"



在蛋白表面&可能会掩盖表面的一些线性表位和构象表

位&阻碍其与特异性抗体的结合&因而使
!

,\Y

的抗原性

显著降低'

$

!

结论
本研究运用酶催化

X+Y

定点修饰技术对
!

,\Y

的

Y03

残基进行定点修饰&通过
(D(,XNY+

结合凝胶过滤

色谱分析确定最佳修饰条件为反应
B

T#7&

&反应温度

'%j

&

!

,\Y

与
X+Y

摩尔比
"

&

"%

&

AY

酶与
!

,\Y

质量比

$

&

"

&缓冲液中乙醇添加量
'%Q

!体积分数#&在该修饰条

件下其
X+Y

修饰产物的修饰率为
6&7"#Q

'最佳修饰条

件下的修饰混合物经阳离子交换色谱纯化后&得到了均

一的
X+Y

单修饰产物'经
X+Y

修饰后
!

,\Y

的抗原性

显著降低&降低率可达
%*7&9Q

'本试验仅对酶催化
X+Y

定点修饰前后
!

,\Y

的抗原性变化情况进行了初步探究&

后续可通过蛋白结构分析及
X+Y

修饰位点分析等手段

对其抗原性变化机理进行深入研究&为实现
!

,\Y

抗原性

的有效调控打下基础'此外&酶催化
X+Y

定点修饰对

!

,\Y

的功能特性如乳化性+起泡性+凝胶性等的影响也

有待研究'
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皮原花青素平均提取得率为
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