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使用中空纤维膜反应器进行蛋白质连续高选择性单 PEG修饰 

 

 

简介 

 

PEG 修饰通过将聚乙二醇（PEG）偶联到蛋白质，

从而增加蛋白药物的治疗效力，其作用主要体现在：

1. 通过增加水力学尺寸，延长体内半衰期；2. 降低

给药频率，提高患者舒适性；3. 以无免疫原性 PEG

“遮蔽”抗原位点，降低药物免疫原性；4. 亲水性

PEG 成分稳定 PEG 修饰蛋白，降低蛋白质聚集。目

前已有数种治疗性PEG修饰蛋白药物获得FDA批准。 

 

PEG 修饰过程通常使用均相反应器批处理进行，常

规的偶联模式是将 PEG 偶联到蛋白质赖氨酸残基的

ε-氨基基团上，但一个蛋白质中一般有多个ε-氨基基

团，且由于反应物、产物及副产物的共存，反应液中

会混合存在多种不同程度 PEG 修饰的蛋白质，包括

单、双、三及多 PEG 修饰蛋白质及其同分异构体。

从稳定治疗活性及产物精确鉴定方面来讲，需要的产

物为特定位点单个 PEG 分子修饰的蛋白质，而由于

不同 PEG 修饰蛋白的理化性质十分相似，所以从混

合液中纯化单 PEG 修饰蛋白相当困难。随着对新型

PEG 修饰蛋白药物质量要求的严格化，蛋白质 PEG

修饰过程的选择性要求日益提高。 

 

对于提高 PEG 修饰过程选择性的关注大多集中于位

点特异性的新反应技术，包括 N-端 PEG 修饰、半胱

氨酸 PEG 修饰、组氨酸亲和标签及谷氨酸的 PEG 修

饰等，但这些方法都无法避免多 PEG 修饰蛋白的形

成。另一类方法是通过“物理”途径来提高 PEG 修

饰过程的选择性，包括体积排阻反应色谱及固相（“在

柱”）PEG 修饰，前者将反应物以不同的脉冲注入色

谱柱，各反应物及产物因尺寸差异而被“隔开”，且

以不同时间洗脱；后者将反应物先后注入固定床，先

注入反应物固定在吸附物上，再与后注入反应物反应，

然后以特定洗脱方式获得高纯度产物，两种方法均可

提高反应的选择性，但都局限于小规模的批量处理，

不适于规模放大和工业化生产。 

 

本文旨在介绍一种提高蛋白质单 PEG 修饰选择性和

程度的新技术，其原理可解释如下：多数 PEG 试剂

都是“单功能性”的，即一个 PEG 分子只能偶联到

一个蛋白质分子，而一个蛋白质分子具有多个结合位

点，从而偶联多个 PEG。所以，当反应混合物中的

PEG 含量高于蛋白质含量时，虽然蛋白质的 PEG 修

饰程度会提高，但多 PEG 修饰蛋白副产物的合成也

会提高；而当蛋白质过量时，单 PEG 修饰的选择性

会提高（选择性定义为转化为单 PEG 修饰蛋白质在

所有形式 PEG 修饰蛋白质中的比例），但蛋白质修饰

转化率降低（转化率定义为转化为任一 PEG 修饰形

式的蛋白质的量），即造成蛋白质浪费。在传统批量

反应中，如采用补料分批模式，该情况可有所缓解；

但本实验决定测试一种新型的管状反应器，即蛋白质

在管状通道内流动，而 PEG 轴向分散添加（图 1）。

如果限制 PEG 的添加量，且保证蛋白质过量，则可

有效提高单 PEG 修饰蛋白合成的选择性，并抑制多

PEG 修饰形式的合成，此外，蛋白质和 PEG 的添加

模式会在管道内形成径向物质浓度梯度，进一步提高

选择性。与传统等量液相批量反应模式相比，该模式

的单 PEG 修饰选择性和程度均可显著提升。 

图 1. 在管状反应器内，通过在蛋白质溶液轴线分散添加 PEG 试剂，以

增加单 PEG 修饰选择性的模式图。 

 

基于以上理论，实验使用中空纤维膜反应器（HMR），

其原理如图 2 所示。蛋白质溶液从一端泵入纤维内

腔，PEG 试剂注入壳腔（纤维外腔），沿纤维散状分

布。PEG 修饰蛋白合成后，与未反应蛋白和 PEG 一

起，从出口流出。实验模式蛋白为溶菌酶（MW 

14,100； pI 11），PEG 为甲氧基-PEG-（CH2）

5COO-NHS（5kD PEG 等量）。偶联过程基于酰化

作用形成酰胺键，即蛋白质置换 NHS 基团。 
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图 2. 使用中空纤维膜反应器进行蛋白质 PEG 修饰的模式图。 

 

实验 

 

HMR 使用 MicroKros 中空纤维膜组件，产品编号

X15S-300-04N，聚砜材质，MWCO 50kD，纤维数

量 6 根，纤维长度 20cm，纤维内径 0.5mm，有效

膜表面积 20cm2。膜 MWCO 选择 50kD，可允许

5kD 的 PEG 自由通过。所有 PEG 修饰反应在室温

下进行，反应 pH 为 8.0。 

图 3. 中空纤维膜反应器实验设置：1）PEG 试剂容器，2）泵，3）流量

计，4）压力传感器，5）蛋白质容器，6）泵，7）流量计，8）压力传感

器，9）中空纤维组件，10）UV 检测器，11）样品采集器。 

 

实验使用了批次液相 PEG 修饰反应作为对照，并测

试了不同 PEG：溶菌酶摩尔比对反应结果的影响。

使用 HMR 系统进行溶菌酶 PEG 修饰的过程采用连

续模式进行（图 3），同时打开两个泵，将蛋白质和

PEG 试剂以恒定流速分别泵入纤维内腔和壳腔，起

始反应，产物从出口流出，经 UV 检测器后，收集样

品并经 SDS-PAGE 分析。 

 

讨论 

 

批量液相 PEG 修饰反应通常使用过量的 PEG 试剂，

以提高蛋白质 PEG 修饰程度，但往往导致副产物合

成增加；而当蛋白质过量时，虽然单 PEG 合成的选

择性提高了，修饰转化率却显著降低。结果显示，在

批量液相模式中（PEG：蛋白质摩尔比为 4），单 PEG

修饰蛋白质合成较快（15min 以内转化率 0.364，选

择性 0.583），但随反应时间延长，多 PEG 修饰蛋白

质逐渐形成，单 PEG 修饰蛋白转化率和选择性均下

降。而如提高蛋白质含量，单 PEG 修饰蛋白质合成

选择性提高，但转化率显著下降；如提高 PEG 含量，

则转化率提高，选择性下降，增加后期纯化难度。 

图 4. 批量液相反应法制备产物 SDS-PAGE 图，PEG：溶菌酶摩尔比为 4，

可见单 PEG 修饰的选择性较低。 

 

实验测试了 HMR 模式的不同操作条件，如不同 PEG：

蛋白质摩尔比、反应（滞留）时间等。在均质液相批

量反应器中，反应器内不同部位的反应物及产物浓度

不会有显著差异，而在 HMR 中，由于设备构造（管

状）和操作模式（分散添加）的原因，会形成反应物

/产物浓度梯度，所以反应器内溶菌酶的浓度应表示

为总表观表观浓度（Capp）：𝐶𝑎𝑝𝑝 = 𝐶𝑙𝑦𝑠 (
𝑄𝑙𝑦𝑠

𝑄𝑙𝑦𝑠+𝑄𝑃𝐸𝐺
) 

（1），PEG：溶菌酶摩尔比应表示为总表观摩尔比

（Rapp）：𝑅𝑎𝑝𝑝 = (
𝐶𝑃𝐸𝐺𝑄𝑃𝐸𝐺

𝐶𝑙𝑦𝑠𝑄𝑙𝑦𝑠
)（2）。定义 HMR 系统的

滞留时间也相对困难，因出口净流速（溶菌酶及 PEG

流速之和）高于入口流速（溶菌酶流速）。中空纤维

内腔的入口压力高于出口压力，而壳腔（纤维外腔）
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内的压力相对均一，所以中空纤维不同部位的跨膜压

会有变化，导致 PEG 在纤维不同部位的渗透性不同，

由于这种渗透性的不均一性，HMR 系统的滞留时间

应以其对数平均值表示（τlm）：𝜏𝑙𝑚 =
(𝜏𝑖−𝜏0)

𝑙𝑛(𝜏𝑖/𝜏0)
（3）。

图 5 所示为 HMR 实验样品的 SDS-PAGE 图，可见

单 PEG 修饰蛋白质的转化率和选择性均显著优化，

且选择性系数接近1，即无多PEG修饰蛋白质合成。 

 

图 5. 中空纤维膜反应器法制备产物 SDS-PAGE 图，Rapp为 0.65，τlm为

13.7min，可见单 PEG 修饰选择性较高。 

 

实验结果说明，PEG 试剂沿中空纤维膜分散添加了

单 PEG 修饰的程度和选择性。溶菌酶、PEG 试剂及

PEG 修饰溶菌酶在单根中空纤维内的分布如图 6 所

示，中空纤维内反应物和产物的轴向和径向浓度梯度

均有利于提高单 PEG 修饰的程度和选择性。由于

PEG 穿过膜进入膜内腔，其在纤维内壁边缘流动区

域的浓度最高；而溶菌酶在中轴线附近浓度最高，膜

内腔液流以“层流”模式流动，故反应物与产物的传

输主要以扩散方式进行，溶菌酶径向向外扩散，PEG

轴向向内扩散，两者在某位点相遇并反应，单 PEG

修饰蛋白质合成后再从该区域向两个方向扩散。但如

上所述，由于流动模式为层流，反应区与中轴线之间

的液体流速高于反应区与纤维壁之间的流速，所以单

PEG 修饰蛋白更多地倾向于“向内”扩散流动，该

过程将单 PEG 修饰蛋白带离反应区，从而提高反应

的选择性，进而提高转化率。 

 

图 6. HMR 系统内反应物与产物的轴向及径向浓度梯度分布。 

 

由讨论可知，使用 HMR 进行蛋白质 PEG 修饰相比

批次反应釜处理，具有明显优势，不仅单 PEG 修饰

的选择性和程度明显提高，还可以连续模式进行操作，

且规模放大更简单，即更适于工业化生产。HMR 系

统也可用于其他需要控制选择性的化学偶联反应。 
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