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　 　 ［摘要］ 　聚乙二醇及其衍生物因其出色的亲水性 、生物相容性 、生物学惰性等特性而被广泛应用于蛋白药物修饰 ，其修

饰可有效降低蛋白药物的免疫原性并延长体内半衰期 。聚乙二醇衍生物的发展经历了第一代随机修饰 ，第二代特异性和功

能性修饰 ，以及第三代分支型结构的应用 。其应用也从简单的药物修饰扩展到生物传感 、药物传输等方面 。
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［Abstract］ 　 Polyethylene glycol and its derivatives are widely used in protein drug modification due to the excellent hydro 唱
philicity ，biocompatibility and bioinertia ．The pegylation makes it possible that protein has lower immunogenicity and longer
half唱life ．PEG derivatives had undergone three generations ，from random modifications ，to site唱specific and functional modifica唱
tions ，and then branched structures ．The application of PEG derivatives also extends to biosensing and drug delivery ．Advances
in the development of PEG derivatives and pegylated protein drugs were reviewed in this paper ．
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　 　随着生物技术的发展 ，蛋白类生物药物因其高

活性 、强特异性 、生物功能明确 、低毒性等优势正越

来越广泛地被开发和应用 。然而 ，诸如半衰期短 、稳

定性差 、水溶性差 、存在免疫原性 、肾清除速率快等

问题却限制了其进一步发展 。为了解决这些问题 ，

研究者们进行了多方面的尝试 ，蛋白药物的聚乙二

醇修饰是其中最重要的化学修饰技术之一 。聚乙二

醇修饰又称 PEG 化（PEGylation） ，是将聚乙二醇聚

合物连接到一些生物分子（比如肽 ，蛋白质和抗体片

段）上的过程［１］
，旨在改善上述蛋白药物的问题 ，为

此诞生了一系列聚乙二醇衍生物 。本文主要对聚乙

二醇衍生物及其蛋白药物修饰研究进展进行综述 。

1 　聚乙二醇的结构与特性

　 　 常见的聚乙二醇 （polyethylene glycol ，PEG ）
是由重复的氧乙烯基组成的直链或具有支链的聚

醚 ，有 ２ 个末端羟基 ，其分子式为 H唱（O唱CH２唱

CH２ ）n唱CH２唱CH２唱OH ，可由环氧乙烷开环聚合而

成 。 PEG 虽然是一种聚合物 ，但其特殊的线性原子

排列方式使其具有其他同系物所没有的一些性

质［２］
，其中最主要的是亲水性 。由于分子中含有大

量乙氧基 ，PEG 能够与水形成氢键 ，因而具有良好

的亲水性 。经聚乙二醇修饰的药物分子可明显增加

水溶性 。

　 　 药用聚乙二醇修饰剂分子量通常在 ５kDa ～
６０kDa之间 ，在此范围内的 PEG修饰剂还具有无毒
性 、生物相容性 、低免疫原性 、生物学惰性等多种特

点 。经 PEG 修饰的药物分子的生物学活性主要由
结合物部分产生 ，且能够在提高稳定性的同时不降

低疗效 。 PEG 可在被其修饰的药物分子周围产生
空间屏障 ，保持蛋白活性 ，降低免疫原性 ，延长体内

半衰期［３］
；增加药物分子量 ，降低肾脏清除率［４］

。

2 　聚乙二醇衍生物

　 　聚乙二醇的末端羟基是其在化学修饰反应中的

功能基团 ，但它的反应活性较低 ，必须先对聚乙二醇

进行活化 ，将末端羟基转化为高反应活性的官能团 ，

使其能在温和的条件下与蛋白质进行偶联 。而活化

的聚乙二醇产物 ，就是聚乙二醇衍生物 。早期为了
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避免与蛋白发生交联反应 ，常采用一端羟基被甲基

封闭的单甲氧基聚乙二醇（mPEG）进行活化 ，通用

分子式为 ：CH３O唱（CH２唱CH２唱O ）n唱CH２唱CH２唱OH 。

但随着生物技术的发展 ，异双功能聚乙二醇（两端为

不同活性基团）也开始在第二代 PEG 修饰中得到了
广泛的应用 。以下按发展历史举例简述聚乙二醇衍

生物 。

2 ．1 　第一代 PEG 衍生物
　 　 PEG衍生物的活化官能团选择主要取决于蛋
白表面游离的具有反应活性的基团类型 。蛋白表面

的反应性基团多呈亲核性 ，亲核活性从大到小为 ：巯

基 ＞ α唱氨基 ＞ ε唱氨基 ＞ 羧基 ＞ 羟基 。羧基与羟基较

难活化 ，而巯基和氨基的亲核活性较高 ，理应是最佳

反应位点 ，但巯基通常处于蛋白质的二硫键和活性

位点上 ，修饰巯基易导致蛋白失活 。故第一代 PEG
衍生物［５］主要是针对氨基进行随机修饰的低分子量

mPEG （ ＜ ２０kDa ） ，包括 PEG唱二氯三嗪衍生物
（PEG dichlorotriazine ） ，PEG唱三氟乙基磺酸酯
（PEG唱tresylate） ，PEG唱琥珀酰亚胺琥珀酸酯 （SS唱
PEG） ，PEG唱琥珀酰亚胺碳酸酯（SC唱PEG ）等 ，主要

通过酰化反应修饰药物分子 。

　 　 mPEG唱琥珀酰亚胺碳酸酯 （mPEG唱SC）［６ ，７］与

mPEG唱琥珀酰亚胺琥珀酸酯（mPEG唱SS）是两种最
常用的第一代 PEG 衍生物 ，都可与赖氨酸残基的 ε唱

氨基反应 。但蛋白表面的赖氨酸残基较多 ，可修饰

位点过多 ，导致修饰产物不均一 。此外 SC唱PEG 除
了赖氨酸残基外 ，还可与组氨酸和酪氨酸残基发生

副反应 ；而 SS唱PEG 在与蛋白结合后 ，其聚合物骨架

中残留的酯键易水解断裂 ，蛋白上残留的琥珀酸末

端也易诱发免疫原性［８］
。这些也是第一代 PEG 衍

生物普遍存在的问题 ，第一代 PEG 修饰药物因此表
现出多副反应产物［９］或降解产物［１０］且修饰产物不

易分离［１１］
、不稳定性 、较大的毒性和免疫原性 、均一

性差等问题 。

2 ．2 　第二代 PEG 衍生物
　 　第二代 PEG 衍生物中 ，如醛 ，酯 ，酰胺等更有效

的官能团也可作为反应活性基团 ，也不再局限于低

分子量的 PEG 衍生物（可大于 ２０ kDa） 。蛋白表面
的赖氨酸残基较多 ，这使得第一代 PEG 修饰产物不
均一 ，且修饰剂有可能覆盖蛋白的活性位点 ，影响蛋

白活性 。故第二代 PEG 衍生物开始着眼于特异性 、

功能性的化学修饰 。

2 ．2 ．1 　对 N唱末端定点修饰的 PEG 衍生物
　 　最早的对 N唱末端定点修饰是对 N唱末端的 α唱氨

基修饰 ，PEG唱醛类衍生物可以实现 。 通常 N 端 α唱

氨基的 pKa值在 ８ ．０左右 ，赖氨酸 ε唱氨基的 pKa值
在 １０ ．０左右 ，而亲核反应通常只在溶液 pH 值接近
或略高于蛋白的 pKa 时才会发生 。因此可以通过

控制 pH 在酸性条件下 ，使 PEG唱醛类衍生物实现对
N 端 α唱氨基的定点修饰［１２］

，最早由 Kinstler 等［１３ ，１４］

发现 。 常用的 PEG唱醛类衍生物有 mPEG唱丙醛
（mPEG唱ALD） 、mPEG唱丁醛（mPEG唱bALD）等 。

　 　另一个对 N唱末端定点修饰的方法是将 N唱末端
氧化为羰基基团（如醛基或酮基） ，再和 PEG唱肼／胺

反应 ，达到修饰目的 。如丝氨酸和苏氨酸上的 N唱末
端可用高碘酸盐氧化为乙醛酸衍生物［１５］

。 PEG唱酰
肼（PEG唱hydrazide）是此类 PEG 衍生物的代表之
一 。蛋白表面的氨基与 PEG唱酰肼的氨基性质类
似 ，但在酸性条件下（pH４ ．５ ～ ５） ，蛋白表面的氨基

发生质子化 ，无法参与反应 ，而酰肼基团极低的 pKa
值使得它仍然可以与羰基基团结合 ，达到特异性修

饰的目的 。 PEG唱肼／胺类衍生物同样适用于糖类残

基（氧化生成醛基）与羧基的定点修饰 。

2 ．2 ．2 　对巯基定点修饰的 PEG衍生物
　 　前述说到巯基是亲核反应活性最高的基团 ，但

巯基大多处于二硫键和活性位点 ，蛋白质表面游离

的巯基数量极少 。为了使 PEG 衍生物能够对巯基
进行特异性修饰 ，可在不影响蛋白三级结构的情况

下对二硫键进行定点修饰［１６］
，或通过基因工程手段

将一些不影响蛋白活性的氨基酸突变为半胱

氨酸［１７ ，１８］
。

　 　常用的巯基修饰 PEG 衍生物［１９］有 PEG唱马来
酰亚胺（MAL唱PEG） 、PEG唱乙烯砜（VS唱PEG） 、PEG唱
碘代乙酰胺（IA唱PEG）以及 PEG唱正吡啶基二硫化物
（OPSS唱PEG）等 。 MAL唱PEG 是应用最为广泛的巯
基修饰 PEG衍生物 ，能在酸性条件下与巯基稳定连

接 。 VS唱PEG 在酸性条件下或有机溶剂存在时 ，与

氨基的副反应会增加 。 IA唱PEG 在反应时要过量 ，

同时反应要避光进行 ，以避免产生游离碘与氨基酸

反应 。 OPSS唱PEG 在酸性或碱性条件下均能与巯
基反应生成稳定的二硫键 。

2 ．2 ．3 　可控制释放的 PEG衍生物
　 　第一代 PEG 衍生物因连接不稳定可导致修饰
产物不稳定 、存在免疫原性及副产物较多等问题 。

为了解决以上问题 ，第二代 PEG衍生物则开始致力
于使 PEG 衍生物与蛋白药物形成稳定的连接键 。

然而 PEG衍生物的分子量会影响蛋白药物的活性 ，

通常分子量越大则体外活性越低［２０］
，且即使利用定

点修饰 ，大分子量的 PEG衍生物仍然有可能会掩蔽
蛋白药物的活性位点 。可控释放的 PEG 衍生物实
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质是在 PEG 与目标分子之间引入可降解的化学键 ，

使得修饰后产物在进入人体内后可在一定条件下降

解（如酶解 、水解等） ，释放蛋白药物 ，维持蛋白药物

的活性 ，延长半衰期 。

　 　最早的可控释放 PEG 衍生物 SS唱PEG 由 Rob唱
ert等［２１］在 １９９８年研究 ，是一种 PEG 双酯 ，其原理

如图 １所示 。但 SS唱PEG 在当时用于蛋白药物修饰
效果并不理想 ，其原因在于释放蛋白后 ，蛋白表面残

留的琥珀酸末端易引起免疫原性［８］
，这也是 PEG 双

酯的通病 。为了改善这个问题 ，研究者们尝试设计

出不会使释放出的蛋白引入新基团的 PEG衍生物 。

最早由 Garman等［２２］将 PEG 马来酐偶联到组织血
浆酶原激活剂和尿激酶上 ，这两种偶联物均可在体

内释放出原来的蛋白质 ，不引入任何新的基团 。

图 1 　 SS唱PEG与蛋白质偶联和
释放过程示意图［5］

　 　可控释放的 PEG 衍生物不仅可用于蛋白药物
的修饰 ，还常用于小分子药物缓释过程 。田浤等［２３］

设计了两种 PEG唱氨基酸衍生物 ，结合到紫杉醇 C唱
１３侧链的 C唱２＇羟基上 ，获得了 PEG 化的紫杉醇前药
PEG唱Pro唱Taxol ，不仅大大改善了紫杉醇的水溶性 ，

同时为精确控制紫杉醇释放速率提供了基础 。 Au唱
drey 等［２４］使用 PCLA唱PEG唱PCLA 嵌段聚合物温致
水凝胶作为塞来昔布（celecoxib）的药物缓释载体 ，

研究发现该水凝胶载体可控制塞来昔布在体外和体

内的释放 ：体外释放有一个 １０ d的滞后期 ，并可持

续释放 ９０ d ；体内则可控制前 ３ d释放量在 ３０％ 以

内 ，随后持续释放 ４ ～ ８周 。

2 ．2 ．4 　异双功能 PEG 衍生物
　 　异双功能 PEG 衍生物是将 PEG 两端的羟基活
化为不同的功能性基团的 PEG 衍生物 。其应用早

期因合成难度大 、成本高 ，且在化学修饰过程中易与

蛋白发生交联反应而受限制 。然而随着 PEG 修饰
化学的发展 ，对异双功能 PEG 衍生物的要求也被提
出 。这类 PEG 衍生物的通式为 X唱PEG唱Y ，X 和 Y

可分别连接两个不同特性的实体 ，可用于生物传感 、

靶向药物合成 、免疫分析和液相多肽合成等多领域 ，

常用端基有马来酰亚胺 （唱MAL ） ，NHS 酯（唱NHS ）
等 ，可根据需要选择不同的端基 。

　 　 Kizilel等［２４］利用 NHS唱PEG唱biotin（生物素）来

修饰胰岛细胞表面 ，NHS 端与胰高血糖素样肽唱１

（GLP唱１）偶联 ，以此保护移植胰岛细胞不被宿主自

身免疫系统清除 ，使用胰岛移植方法达到高效治疗

胰岛素依赖型糖尿病的目的 。

　 　 Mi唱Kyong 等［２５］将 PEG 的一端与叶酸（Folate ，
FA）相连 ，另一端与超顺磁性氧化铁纳米粒子（SPI唱
ONs）相连 ，制成 FA唱PEG唱SPIONs用于肺癌的光学
成像 ，改善了 SPIONs血液清除速率快 、不稳定性问

题 ，FA 则能够特异性地结合癌变细胞表面过度表
达的叶酸受体而起到靶向作用 。

2 ．3 　第三代 PEG衍生物
　 　发展到第三代 PEG衍生物时 ，具有分支结构的

PEG 衍生物［２６］
（包括树型 PEG ，Y 型 PEG 以及梳

型 PEG 等）被证明比线性结构的 PEG 衍生物表现
出更优越的特性 ：能使修饰后的蛋白药物具有更高

的稳定性 、更长的半衰期和更低的免疫原性 。梳型

PEG 衍生物则具有更低的黏度和器官积累［２７］
。

Vugmeyster 等［２８］在不同类型修饰剂对 TNF 纳米
抗体抗肿瘤活性影响的研究中 ，分别使用分子量为

４０ ０００的线型 、Y 型 （２ 个 ２０ ０００ 链）和树型 （４ 个

１０ ０００链）的 MAL唱PEG 对其定点修饰 。 结果表

明 ，３种不同类型的 MAL唱PEG 修饰产物在生理条
件下均可稳定存在 ，体外活性相当 ，然而具有分支结

构的 PEG 修饰物在大鼠体内的半衰期最长 。

3 　聚乙二醇修饰的蛋白药物

　 　自 ２０世纪 ７０年代 Davis［２９ ，３０］对于聚乙二醇修

饰蛋白药物的研究开始 ，聚乙二醇修饰在长效蛋白

药物研究中逐渐被广泛关注 。 Davis 和 Abuchows唱
ki等［３１］前后对各种酶进行了广泛的 PEG 化研究 。

１９８１年 ，Davis和 Abuchowski创立了 Enzon 公司 ，

并于 １９９０年 ３月经 FDA 批准上市首个 PEG 化蛋
白药物 Adagen［３２］ 。
　 　蛋白药物 PEG 化已经成为蛋白药物开发和使
用最有效的手段之一 ，其临床价值目前也已经非常

成熟 。自从引入 Adagen以来 ，大量的 PEG 化蛋白
和肽类药物进入市场 ，且仍有许多都在临床试验或

正在开发阶段 。目前已上市的 PEG 化蛋白药物见
表 １ ，代表性的有 Adagen ○R ，Oncaspar ○R ，PEGIn唱
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表 1 　 FDA已批准上市的聚乙二醇修饰蛋白药物（截至 2017年 8月）

商品名 适应证 活性成分 年份 生产厂家

Adagen 严重联合免疫缺陷病（SCID） PEG唱腺苷脱氨酶 １９９０ >Enzon
Oncaspar 急性淋巴细胞白血病（ALL） PEG 修饰的 L唱天冬酰胺酶 １９９４ >Enzon
PegIntron 慢性丙型肝炎和乙型肝炎 PEG 化干扰素 α唱２b ２０００ >Schering唱Plough ／Enzon
Pegasys 慢性丙型肝炎和乙型肝炎 PEG 化干扰素 α唱２a ２００１ >Roche
Somavert 肢端肥大症 PEG唱人生长激素突变蛋白拮抗剂 ２００２ >Pfizer
Neulasta 癌症化疗诱导的中性粒细胞减少症 PEG 化重组甲硫氨酸人粒细胞集落刺激因子 ２００２ >Amgen
Macugen 湿性年龄相关性黄斑变性 PEG 化选择性血管内皮生长因子抑制剂 ２００４ >Pfizer
Mircera 慢性肾脏疾病相关的贫血 PEG 化红细胞生成素 ２００７ >Roche
Cimzia 中度至重度类风湿性关节炎和克罗恩病 PEG 结合单克隆抗体 ２００８ >Nektar ／ UCB Pharma
Krystexxa 痛风 PEG 化尿酸酶 ２０１０ >Savient
Omontys 慢性肾脏疾病的因透析引起的成人贫血 PEG 化促红细胞生成素 ２０１２ >Affymax ／Takeda harmaceuticals
Pleg ridy 复发型多发性硬化症 PEG 化干扰素 β唱１a ２０１４ >Biogen
Adynovate A 型血友病 PEG 化抗血友病因子 Ⅷ ２０１５ >Baxalta

tron ○R和 Neulasta ○R等 。 Neulasta 是销售最成功的
PEG 化蛋白药物之一 ，至 ２０１６ 年为止 ，Amgen 的
Neulasta 销售额仍能保持在每年 ４５ 亿美元

以上［３３］
。

　 　早期因 PEG 修饰技术显著改善了部分蛋白药
物的体内半衰期及免疫原性 ，经 FDA 批准上市的
PEG 化蛋白药物不少 ，但多为对蛋白分子表面游离

氨基进行随机修饰的产品 。而随着 PEG 衍生物及
PEG 修饰技术的研究越来越深入 ，随机修饰的弊端

也逐渐暴露 ，FDA 对于商品化的 PEG 化蛋白药物
要求也越来越严格 ，逐渐开始着眼于定点修饰的药

物 。以下简单介绍部分采用定点修饰技术的 PEG
化蛋白药物 。

　 　培非格司亭（Neulasta ○R ）是经 FDA 批准上市的
PEG 化蛋白药物中首个采用 PEG 定点修饰技术［３４］

的产品 ，用于治疗癌症化疗诱导的中性粒细胞减少

症 。 Neulasta是利用酸性条件下赖氨酸的质子化 ，

将 ２０kDa线型 PEG唱ALD 结合到 rhG唱CSF 的 N 端
α唱氨基得到的 。传统 rhG唱CSF 的半衰期与用药剂
量有关 ，通常在 １ ～ ５h 。经 PEG 修饰后的 Neulasta
半衰期可延长至 ４８h ，生物活性为传统 rhG唱CSF 的
９２％ ，且单次给药后可提升中性粒细胞绝对值 ，效果

比传统 rhG唱CSF 多次给药更强 ，维持的时间也更

长 ，一个化疗周期仅需给药一次 。而且由于分子量

大 ，药物的生物稳定性增强 ，不易被酶解 ，其免疫原

性与抗原性降低［３５］
。

　 　赛妥珠单抗（Cimzia ○R ）是于 ２００８年上市的另一

采用 PEG定点修饰技术的蛋白药物 ，用于治疗类风

湿性关节炎和克罗恩病 。采用 ４０kDa的 Y 型 PEG
对 TNF唱α（抗肿瘤坏死因子唱α）的人源化单克隆抗体

Fab′片段的 C端游离半胱氨酸定点修饰 ，是首个用

PEG修饰的抗 TNF 抗体 。 与传统的抗 TNF 抗体
相比 ，经 PEG修饰的 Cimzia半衰期从 ８ d左右（英

夫利昔单抗为 ７ ．９ ～ ９ ．５ d ，阿达木单抗为 ３ ．１ ～ ７ ．８

d）延长到了 １４ d ，可实现每 ４周注射 １次 。由于修

饰位点距离抗原结合位点较远 ，故不影响药物活性 ，

且对于对英夫利昔单抗失去应答或不耐受的患者同

样有效 。

　 　 Adynovate ○R用于治疗重度 A 型血友病 ，是

Baxter公司对其已上市的 ADVATE （rh唱FVIII ，注
射用重组人凝血因子 VIII）的一次改良 。 ADVATE
于 ２００３年上市 ，用于治疗 １ ～ １６岁 A 型血友病患
者 ，其 B结构域为非 rh唱FVIII 活性区域 ，Baxter 使
用新型 PEG对 ADVATE的 B结构域定点修饰 ，在

不影响药物的生物活性的情况下显著改善了药效学

和药代动力学性质［３６］
。修饰后 Adynovate 的半衰

期是 ADVATE 的 １ ．４ ～ １ ．５ 倍 ，给药频次从 AD唱
VATE的每两天注射 １次降低为每周注射 ２次 ，显

著降低患者出血率 。

　 　 目前为止 ，已上市的 PEG 化蛋白药物多是非
定点修饰 ，少部分为定点修饰 。这些药物大多具有

更长的半衰期 ，可降低给药频率 ，减轻患者痛苦和经

济负担 ，且不良反应较少 ，安全性也更高 。随着科学

技术的发展 ，处于实验或理论阶段的更前沿的 PEG
修饰药物也会陆续进入临床研究当中 ，蛋白药物的

PEG 修饰将具有更广泛的应用和更好的发展前景 。

4 　聚乙二醇修饰蛋白药物在质量控制方面的重点
及难点

　 　传统的蛋白药物质量控制项目中最重要的有分
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子量 、纯度 、效价等 ，但这些指标和分析并不足以对

PEG 化蛋白药物进行全面 、有效的质量控制 ，这主

要取决于 PEG 本身的性质以及 PEG 对蛋白的修饰
方式 。 PEG 作为聚合物的多分散度会直接影响修
饰后的蛋白药物分子量分布 ，影响产品的均一性 ，从

而影响药物的安全性与疗效 。此外 ，PEG 对蛋白表
面不同位点的修饰可使蛋白具有更复杂的结构 。因

此 ，必须对每个产品都有针对性地开发出各自适用

的质量控制标准 。其中最能衡量产品安全性和有效

性的两项即为 PEG 的修饰位点和平均修饰率 ，世

界卫生组织（WHO）也明确提出了需要着重关注这
些与 PEG 有关的项目［３７］

。

4 ．1 　 PEG的修饰位点
　 　对于 PEG 的修饰位点来说 ，直接对修饰后蛋白

药物进行修饰位点检测所得到的信号极其繁复且难

以解析 ，因此通常先将蛋白降解 ，再通过对降解片段

逐一解析来确定修饰位点 。常用胰蛋白酶对蛋白进

行酶解 ，而后与氨基酸分析 、HPLC唱MS 等技术联合
对修饰位点进行分析［３８］

。

　 　目前对于单位点修饰的小分子药物基本可以通

过以上方法做到精确分析 ，例如胡涛课题组［３９］采用

胰蛋白酶将 rhIFN唱ω及其 PEG 修饰产物在相同条
件下进行酶解 ，将所得的肽段混合物通过 HPLC唱
MS进行分析 ，比较修饰前后酶解产物中各肽段的

含量变化发现 ，修饰产物酶解后 T１ （１ ～ １４ ，LGC唱
DLPQNHGLLSR）段缺失 。 由于 Arg１４ 无法被修
饰 ，由此推测出修饰位点为 rhIFN唱ω 的 N 末端
（Leu１ ） 。
　 　多位点随机修饰的药物则是由不同修饰位点及

不同修饰数目的修饰产物组成的混合物 ，且 PEG本
身是由一系列不同分子量的物质组成的混合物 ，导

致修饰位点测定较为困难 。应用串联质谱法等最新

的分析方法应该是未来的研究方向 ，包括 CID唱MS／
MS （碰撞诱导解离串联质谱） 、reISD唱MALDI唱MS
（反射式源内衰减唱基质辅助激光解吸电离串联质

谱）等 。

4 ．2 　 PEG的平均修饰率
　 　 PEG的平均修饰率是指每个蛋白分子上实际
偶联的 PEG 数目与理论可偶联数目最大值的比值 ，

是衡量工艺稳定性的一个重要参数 。修饰率不同 ，

会影响修饰后蛋白药物的生物活性及产品的均一

性 。目前应用最广泛的 PEG 修饰率测定方法是光
度法 ，通过测定修饰前后蛋白表面游离 ε唱氨基／巯基

数目的变化来计算 PEG 修饰率 ，包括测定 ε唱氨基的

TNBS法 、荧光胺法以及测定巯基的 DTNB 法等 。

对于大分子的修饰产物常采用 MALDI唱TOF唱MS
（基质辅助激光解吸电离飞行时间质谱）测定 ，通过

修饰前后分子量的差值与 PEG 相对分子量的比值
来计算平均修饰率 。

　 　虽然光度法操作简单 ，但易受环境影响 ，要求样

品纯度较高 ，且需要保持适宜的环境温度 、pH 等 。

而 MALDI唱TOF 脉冲式的离子化方式所得的图谱
解析信息有限 ，无法精确定量 ，对于多位点随机修饰

的蛋白药物很难精确测定平均修饰率［４０］
。 所以实

践中常采用光度法辅以 MALDI唱TOF唱MS 对平均
修饰率进行多方位评估 。李晶等［４１］采用荧光胺法

测得 ３种 PEG唱rhGH的平均修饰率均为 １０％ ，并通

过 MALDI唱TOF唱MS 对 PEG唱rhGH 的质谱信号进
行扫描 ，发现除了在 PEG唱rhGH 二聚体 （［２M ＋

１］
＋
） 处有少量信号峰外 ，在 rhGH 结合 ２ 个 、３ 个

PEG 的位置处均无响应信号 ，由此推断 ３ 种 PEG唱
rhGH均为单位点修饰 。

5 　结语

　 　 PEG 修饰技术在长效蛋白类药物上的应用一
直在国内外受到广泛关注 ，已上市的多种 PEG 修饰
药物也充分说明了其药用价值及商业价值 。 PEG
衍生物也从第一代随机修饰 ，到第二代特异性和功

能性修饰 ，再到第三代分支型结构的应用 ，人们对其

的应用开发也从简单的药物修饰扩展到生物传感 、

药物传输等方面 。经 PEG 修饰的蛋白药物普遍能
在不影响疗效的情况下延长半衰期 ，降低免疫原性 。

但结构较为复杂的 PEG 化蛋白药物在修饰位点和
平均修饰率等 PEG 相关的质量控制项目上还存在
一定的困难 。相信今后人们对 PEG 技术的开发也
必将会向更加安全 、高效和经济的方向发展 。
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峰 ，在每个药材单独进样时均在该位置出峰 ，表明该

峰是各个药材中峰的叠加 ，具体是何种成分或多种

成分 ，将做进一步研究 。

　 　综上所述 ，通过对 １０批次的清脂胃舒佐餐茶样

品进行相似度计算 ，结果数值介于 ０ ．９３４ ～ ０ ．９９５ 。

同时 ４种成分定量结果含量均一稳定且阴性无干

扰 ，表明笔者建立的清脂胃舒佐餐的 HPLC 指纹图
谱方法与含量测定方法 ，具有良好的分析评价水溶

性成分能力 ，具有简便 、稳定可靠 、准确等明显优势 。

因此 ，该方法可作为本制剂水溶性成分的评价方法 。
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