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摘　要：目的　建立一种分析胸腺肽制剂中多肽分子量分布的简便可行的方法。方法　采用改良的ＴｒｉｃｉｎｅＳＤＳＰＡＧＥ

电泳方法分析胸腺肽制剂中多肽的分子量分布，并分析其中胸腺素α１的含量。结果　采用该法可检出１μｇ的胸腺肽α１，

分析国内市场上的胸腺肽制剂多肽分子量分布范围在３．５～８．５ｋＤ。结论　该法适用于分析胸腺肽制剂中多肽组分的分

子量分布和胸腺肽α１的存在，可用于胸腺肽制剂的质量控制。
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　　胸腺肽是从小牛或猪胸腺提取的含多种多肽

组分的免疫调节剂，在我国临床应用达３０多年。

Ｇｏｌｄｓｔｅｉｎ
［１，２］最早采用胸腺组织破碎结合丙酮沉

淀法制备胸腺素组分５（ｔｈｙｍｏｓｉｎｆａｃｔｏｒ５，ＴＦ５）。

随着超滤膜分离技术的发展，目前国内厂家多采用

超滤工艺提 取胸腺肽。上世纪 ７０ 年代 Ｌｏｗ

等［３～５］人从ＴＦ５中首次分离纯化出胸腺素α１，它

是由２８个氨基酸组成的多肽，含量大约仅占ＴＦ５

的０．６％左右，但免疫调节活性却是ＴＦ５的１０００

倍，它对Ｔ细胞、Ｂ细胞和ＮＫ细胞等的免疫功能

都具有明显的调节作用。因此，现行的胸腺肽质量

控制标准中将胸腺素α１的含量作为质控参数之

一。了解胸腺肽制剂多肽的分子量分布范围和胸

腺素α１的含量将为有效控制产品质量、保证安全

有效用药提供可参考的科学依据，是目前胸腺肽

质量控制亟待解决的问题。

　　聚丙烯酰胺凝胶电泳（ＳＤＳＰＡＧＥ）是进行蛋

白质分离的常用方法之一。蛋白质经热变性后与

ＳＤＳ结合形成带负电的复合物，电泳时蛋白的迁移

率与分子量的负对数呈正比［６］。但常规的ＳＤＳ

ＰＡＧＥ 分 离 小 于 １０ｋＤａ 的 蛋 白 效 果 较 差。

Ｓｗａｎｋ
［７］报道，在分离胶中添加脲可以使小分子量

的蛋白条带的清晰度增强。Ｓｃｈａｇｇｅｒ等
［８］报道了

一种改进的Ｔｒｉｃｉｎｅ肽电泳方法，使用Ｔｒｉｃｉｎｅ替代

甘氨酸作为慢迁移离子，解除短肽ＳＤＳ复合物与

ＤＳ颗粒的共迁移效应，改善小分子量短肽的电泳

效果，可很好地分离分子量在ｌ～１００ｋＤ的蛋白

质。胸腺肽α１的分子量仅为３１０８Ｄａ，等电点为

４．２，无法用通常的ＳＤＳＰＡＧＥ电泳有效分离。韩

香等［９］人报道采用 ＴｒｉｃｉｎｅＳＤＳＰＡＧＥ可以分析

化学合成的高纯度的胸腺肽α１。我们采用该方法

分析胸腺肽制剂中胸腺肽α１的含量时，电泳分离

的效果仍不理想。笔者通过研究和改进，建立了一

种灵敏的分析胸腺肽制剂中各组分分子量分布范
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围的方法。采用该法不但可以分析胸腺肽制剂中

分子量的分布范围，并且可以检测出胸腺肽制剂中

痕量的胸腺肽α１，可用于胸腺肽制剂的质量控制

和分析。

１　材料与方法

１．１　试剂、试药和仪器　丙烯酰胺、甲叉双丙烯酰

胺、巯基乙醇、过硫酸铵（ＡＰ），均购自Ｓｉｇｍａ公司；

三羟基氨基甲烷 （Ｔｒｉｓ）、三羟基氨基甘氨酸

（Ｔｒｉｃｉｎｅ）、十二烷基硫酸钠（ＳＤＳ）均购自美国Ｓｅｒ

ｖａ公司；其它试剂均为分析纯，购自西安化学试剂

厂。预 染 低 分 子 量 蛋 白 标 准 （ＬｏｗＲａｎｇｅ

ＲＮＰ７５５Ｅ，美国ＧＥ公司），注射用胸腺肽α１冻干

粉针（Ｓｃｉｃｌｏｎｅ制药公司）；注射用胸腺肽，西安迪

赛药业有限责任公司生产（批号：１１０９５５０）、辽宁天

龙药业有限公司（批号：２００５０８０５）、北京赛生药业

有限公司（批号：２００５０８０８）、辽宁玉皇药业有限公

司（批号：２００５０２２３）。蛋白质电泳仪和凝胶成像仪

（美国ＢｉｏＲａｄＬａｂ）。

１．２　方法

１．２．１　溶液和胶的配制：①３０ｇ／ｄｌＡＢ溶液：称

取２９ｇ丙烯酰胺、１．０ｇ甲叉双丙烯酰胺溶于１００

ｍｌ超纯水中；②４９．５ｇ／ｄｌＡＢ溶液：称取４８ｇ丙

烯酰胺、１．５ｇ甲叉双丙烯酰胺溶于１００ｍｌ超纯水

中；③１０ｇ／ｄｌ过硫酸铵（ＡＰ）溶液：称取１ｇ过硫酸

铵溶于１０ｍｌ超纯水中，临用前现配；④分离胶缓

冲液：３ｍｏｌ／ＬＴｒｉｓｂａｓｅ，０．３ｇ／ｄｌＳＤＳ，用１ｍｏｌ／

ＬＨＣｌ调节ｐＨ至８．９；⑤浓缩胶缓冲液：１ｍｏｌ／Ｌ

ＴｒｉｓＨＣｌ，用１ｍｏｌ／ＬＨＣｌ调节ｐＨ至６．８；⑥分离

胶：依次加入４９．５ｇ／ｄｌＡＢ１．１７ｍｌ，分离胶缓冲

液１ｍｌ，甘油０．３２ｍｌ，超纯水０．５１ｍｌ，１０ｇ／ｄｌＡＰ

４０μｌ，ＴＥＭＥＤ４μｌ，混合均匀；⑦浓缩胶：依次加

入３０ｇ／ｄｌＡＢ０．１８ｍｌ，浓缩胶缓冲液０．１３ｍｌ，

０．２ｍｏｌ／ＬＥＤＴＡ１０μｌ，超纯水０．６９ｍｌ，１０ｇ／ｄｌ

ＡＰ２０μｌ，ＴＥＭＥＤ２μｌ，混合均匀；⑧电泳阳极缓

冲液：０．２ｍｏｌ／ＬＴｒｉｓｂａｓｅ，用１ｍｏｌ／Ｌ调节ｐＨ

至８．９；⑨电泳阴级缓冲液：０．１ｍｏｌ／ＬＴｒｉｓｂａｓｅ，

０．１ｍｏｌ／ＬＴｒｉｃｉｎｅ，１ｇ／ｄｌＳＤＳ；���样品缓冲液：４

ｇ／ｄｌＳＤＳ，１２ｍｌ／ｄｌ甘油，５０ｍｍｏｌ／ＬＴｒｉｓ，２ｍｌ／ｄｌ

巯基乙醇，少许溴酚蓝，ｐＨ６．８。

１．２．２　电泳样品的制备：胸腺肽α１和胸腺肽冻干

粉针用超纯水分别稀释至０．１ｍｇ／ｍｌ和５ｍｇ／ｍｌ，

然后加入等体积的样品缓冲液混合均匀，煮沸５

ｍｉｎ，１００００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ取上清待用。

１．２．３　电泳、固定、染色、脱色和凝胶成像：按上述

方法配制分离胶和浓缩胶，待胶凝后，上样，用９０

Ｖ恒压电泳至分离胶处，改用１２０Ｖ恒压电泳至溴

酚蓝走至胶下沿时停止电泳。电泳结束后小心卸

下凝胶，参考文献［８］方法进行固定、银染、脱色，

即：置固定液１（乙醇４０ｍｌ／ｄｌ，醋酸１０ｍｌ／ｄｌ）１０

ｍｉｎ；双蒸水充分漂洗后，移入固定液２（戊二醛

０．０５ｍｌ／ｄｌ，甲醛０．００３７ｍｌ／ｄｌ，乙醇４０ｍｌ／ｄｌ）１０

ｍｉｎ；依次用４０ｍｌ／ｄｌ乙醇和双蒸水充分漂洗后，

用硫代硫酸钠（０．２ｇ／Ｌ）敏化１ｍｉｎ；用双蒸水漂洗

２次；０．１ｇ／ｄｌ硝酸银染色２０ｍｉｎ；洗涤后，置于显

色液中（２．５ｇ／ｄｌ碳酸钠，０．０１４８ｍｌ／ｄｌ甲醛）显色

至条带清晰，用５ｍｌ／ｄｌ醋酸溶液终止反应。用

ＢｉｏＲａｄ凝胶成像仪采集电泳图像。

２　结果　见图１。采用这种 ＴｒｉｃｉｎｅＳＤＳＰＡＧＥ

电泳法分析胸腺肽制剂发现，胸腺肽主要组分的分

子量集中在８．５ｋＤ之下，批次间无显著差异；胸腺

肽α１的条带位置高于８．５ｋＤ，显著高于理论值

（３．８ｋＤ），这是由于胸腺肽α１是酸性小肽，亲水性

强，在溶液中主要以水和分子存在，在电泳时呈现

的表观分子量高于实际值。用这种方法检测胸腺

肽α１，条带的深浅与上样量呈正比，最低上样量１

μｇ条带仍清晰可见。

图１　胸腺肽制剂和胸腺肽α１的ＴｒｉｃｉｎｅＳＤＳＰＡＧＥ电泳图

３　讨论　聚丙烯酰胺凝胶电泳（ＳＤＳＰＡＧＥ）是蛋

白质分离的常用方法，蛋白质经热变性后与ＳＤＳ

结合形成带负电的蛋白质ＳＤＳ复合物，复合物在

电泳中的迁移率取决于蛋白质分子量大小。分子

量在１５～２００ｋＤ时，电泳迁移率与分子量的对数

呈线性关系。但常规的ＳＤＳＰＡＧＥ分离小于１０

ｋＤ的多肽效果较差。改进的三羟甲基氨基甘氨酸

（Ｔｒｉｃｉｎｅ）ＳＤＳＰＡＧＥ适于分离分子量在１～４０

ｋＤ的小分子蛋白。我们用该系统分离胸腺肽各多

肽组分时，发现胸腺肽组分遍布于３．５ｋＤ～８．５

ｋＤ，但主要组分集中在８．０ｋＤ；胸腺肽α１的条带

位置高于理论值，这与胸腺肽α１的性质有关。我

们用这种改良的电泳方法检测了另外３个厂家的

胸腺肽制剂，电泳结果与图１类似，表明这些制剂

的分子量分布相近。在检测的胸腺肽制剂中，本研
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于胸腺肽α１表观分子量比较大，并具有很强的亲

水性，在超滤的过程中大部分的 （下转１３７页）
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（上接１３３页）胸腺肽α１可能被截留，因此在制剂

中检测不到胸腺肽α１。对胸腺肽超滤工艺进行改

进，可能提高制剂中胸腺肽α１的含量。
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