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·论  著·

胰蛋白酶（EC 3.4.21.4）是一种蛋白水解酶，在

胰脏中作为酶的前体胰蛋白酶原被合成，是肽链内切

酶，可将多肽链中赖氨酸和精氨酸残基中的羧基侧切

断。它不仅起消化酶的作用，而且能限制分解糜蛋白

酶原、羧肽酶原、磷脂酶原等其它酶的前体，起活化

作用。在不同的生物技术研究中胰蛋白酶是一种添加

剂，如表面黏附细胞的脱壁[1]，流感病毒疫苗的生产
[2]，胰岛素的生产，以及蛋白水解激素的处理和其它
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Abstract: Objective  To screen lyophilized protectant of recombinant porcine trypsin (rPT) , and to investigate the 
stability of cell dissociation solution and its application. Methods  Different concentrations of different types of 
lyophilized protectants were added to rPT solution. The role of lyophilized protectants was evaluated by comparing 
the retention rate of the activity of lyophilized powder, physical appearance, solubility and color. The cell dissociation 
solution was prepared with sterile lyophilized rPT powder. The content of endotoxin in the prepared cell dissociation 
solution was less than 3 EU per mg rPT. Then the preparation method was optimized. The cell dissociation solution 
was applied in cell culture. Results  Owing to adding 3% mannitol and 3% trehalose, the retention rates of the activity 
of lyophilized product were 101% and 86.5%. The cell dissociation was prepared with PBS buffer (containing 0.01% 
EDTA), digesting attached cell best and having better stability when stored at -20 ℃. Conclusion  From the evaluation 
of physical appearance of lyophilized sample and retention rates of the activity, 3% mannitol can be used as the best 
protectant. The successful application of rPT cell dissociation with PBS buffer in cell culture can prove that rPT can 
substitute for extracted animal trypsin and avoid extrinsic contamination induced by virus-derived factors.  
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摘 要：目的 筛选重组猪胰蛋白酶 (rPT) 冻干保护剂和保存方法，及配制细胞消化液的稳定性及其应用。方法  在rPT酶
液中添加不同浓度不同种类的冻干保护剂，比较冷冻干燥后的活性保留率，并从赋型性、色泽度、溶解性方面评价冻干

保护剂的作用；rPT酶液经过无菌过滤处理，内毒素含量检测合格后，冻干。然后配制成细胞消化液，优化细胞消化液组

成，将细胞消化液应用于细胞培养。结果  添加3 %甘露醇和3 %海藻糖的rPT冻干品的酶活性保留率分别为101 %和86.5 %；

用PBS缓冲液配制细胞消化液 (含有0.01 % EDTA) 消化贴壁细胞的综合效果最好，且保存在-20℃时稳定性较好。结论 从

冻干后酶活性保留率和冻干品外观评价，3 %甘露醇可作为rPT冻干过程中的最佳保护剂；rPT细胞消化液应用在细胞培养

中的成功，证明rPT可以替代提取的猪/牛胰蛋白酶使用，消除了动物源性病毒等外源因子的污染。
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蛋白质生产[3]。传统的胰蛋白酶一般来自猪或牛的胰

腺。现在大量需求重组替代品，以避免供体生物体所

致相关病原体污染的风险。

我们已成功地构建了猪源胰蛋白酶高效表达菌

株，以包涵体形式表达，使重组胰蛋白酶包涵体复

性。复性的重组胰蛋白酶经过激活成为具有特异性水

解能力的胰蛋白酶。先前对提取胰蛋白酶的相关研究

较多[4-5]。本项目研究了rPT冻干过程中使用的冻干保

护剂，以及细胞消化液的配制和保存方法；并研究了

rPT在细胞消化中的应用。

1  材料与方法 
1.1  试剂

N -苯甲酸 - L -精氨酸乙酯（B A E E，S i g m a -

Aldrich）；甘露醇（药典级)﹑海藻糖（试剂级）

（Bio Basic Inc.）；重组猪源胰蛋白酶（Sigma-

Aldrich）；其余试剂为分析纯。

1.2  仪器

T6新世纪紫外可见分光光度计（北京普析）；

F D - 1 冷冻干燥机（上海田枫）；低温离心机

（Beckman）。

1.3  方法

1.3.1  rPT的制备  利用克隆表达﹑纯化等技术制备

rPT，纯化后的酶液经过无菌滤膜过滤后备用。

1.3.2  rPT活性测定  胰蛋白酶专一性水解由碱性氨基

酸的羧基形成的酯键和酰胺键，所以可使用含有0.25 

mmol/L BAEE 底物的25 mmol/L Tris-HCl缓冲液检测

胰蛋白酶活性。在波长253 nm时，BAEE的紫外吸收

值远小于N-苯甲酰-L-精氨酸（benzoyl-L-arginine，

BA）。在一定的条件下，随着催化反应的进行，

BAEE逐渐减少，产物BA逐渐增多，反应体系的紫

外吸收值逐渐增加，最后以ΔA253nm计算胰蛋白酶活

性，每分钟使ΔA253nm增加0.001酶量为1个BAEE单

位（1U）[6]。

1.3.3  添加保护剂对rPT酶液冻干过程中酶活性稳定性

的影响  将rPT酶液的蛋白浓度浓缩至1 mg/mL，然后

将不同种类的保护剂分别按照一定含量的百分比加至

rPT酶液中，充分溶解混匀，冷冻干燥。待冻干完成

后，用水溶解冷冻干燥的粉末至冻干前体积，然后分

别取样测定其酶活性。以冷冻干燥前rPT的酶活性为

100 %，计算样品酶活性保留率（%）。

1.3.4  添加保护剂对rPT冻干品的赋型性﹑色泽度和溶

解性的影响  观察加入不同浓度、不同保护剂冻干品

的赋型性﹑色泽度﹑溶解性，以及这些冻干品放置一

段时间后的状态，以此作为筛选冻干保护剂的重要依

据。

1.3.5  rPT细胞消化液的的配制和稳定性研究  无菌过

滤的rPT酶液，按照《中国药典》附录ⅫE[7]检查细

菌内毒素。合格后（每毫克蛋白质小于3 EU），rPT

细胞消化液。用两种缓冲液稀释rPT酶液：①PBS，

②PBS+0.01%EDTA。分别配成1，2，5，10 kU/mL

（1 kU=1000 U）4个活性水平的细胞消化液。

将活性为2 kU/mL的两种细胞消化液作为稳定

性研究的对照，将配制的细胞消化液分别放置在4，

25，-20 ℃条件下，每隔一段时间测定其酶活性变

化。以2 kU/mL活性作为100 %，计算酶活性保留率

（%）。

1.3.6  rPT细胞消化液在细胞培养中的应用  准备6

孔细胞培养板2个，HeLa细胞为研究对象。一组用

①PBS配制的细胞消化液消化贴壁细胞，另一组用

②PBS+0.01%EDTA配制细胞消化液消化贴壁细胞。

在消化时间段，拍摄其消化效果照片。转接培养24 h

后，再观察细胞生长状态。最终确定哪种条件的细胞

消化液消化效果最好。

2.  结果与分析

2.1  添加保护剂对rPT冻干过程中活性的影响

将具有保护作用的几种冻干保护剂添加至rPT液

中，然后冷冻干燥，比较保护剂对酶在冻干过程中稳

定性的影响。结果见表1。 

表1  不同保护剂对rPT冻干品的影响

保护剂
保留活性

/ %
浓度
/ % 赋型性 溶解性 色泽

空白 77.1 / + ﹣ 淡黄

甘露醇 81.3 1% + ﹣﹣﹣ 白

101．0 3% +++++ ﹣﹣﹣ 白

95.2 5% +++++ ﹣﹣﹣ 白

海藻糖 82.5 1% + ﹣﹣ 白

86.5 3% +++ ﹣﹣﹣ 白

79.8 5% +++++ ﹣﹣ 白

注 :  “+ + + + +” ,  赋型性较好 ,  冻干品蓬松呈蛋糕状 ;  
“+++”, 赋型性好, 冻干品较为蓬松;  “+”, 赋型性一般, 
冻干品紧实; “﹣”, 不易溶;  “﹣﹣”, 易溶;  “﹣﹣﹣”, 
极易溶;
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综合上述考察因素，发现rPT在冻干过程中，加

入3 %甘露醇的保护效果最好，酶活性保留率维持在

100 %。而不同浓度的海藻糖的保护效果都在90 %以

下，而且浓度（5 %）高时，保护效果反而不好。不

添加保护剂的对照组，其酶活性保留率在80 %以下。

整体看，添加保护剂的rPT实验组酶活性保留率要高

于不添加保护剂的对照组。

2.2  添加保护剂对rPT冻干品的赋型性、色泽度和溶

解性影响

不加入任何保护剂的rPT冻干后，呈淡黄色粉末

状，几乎贴壁，赋型性差，粉末粗糙，不细腻，色泽

均一，但溶解性差，不易溶解。这可能是冻干过程中

产生的一些应力使得rPT蛋白变性，破坏了结构，使

稳定性下降。

甘露醇是目前常用的生物产品冻干保护剂之一，

不仅在冻干过程中对蛋白质起到赋型剂作用，使其外

表美观，且起保护蛋白质活性的作用。由表1可见，

加入甘露醇的rPT冻干品赋型性﹑色泽和溶解度都较

好。放置一段时间后，其各因素指标无变化。加入海

藻糖的rPT的冻干品，初各因素指标尚正常，但是放

置一段时间后，其赋型性，色泽变差。这可能与海藻

糖易受潮有关。总之，3 %的甘露醇可作为rPT的冻干

保护剂，无论从活性的保留率及冻干品的赋型性﹑色

泽和溶解性来看，都是最合适的。

2.3  rPT细胞消化液的稳定性研究

将配制的细胞消化液分别放置在4，25，-20℃条

件下，每隔一段时间测定其酶活性的变化（n=3），

计算酶活性保留率，表明得到rPT在10 d内稳定。见

图1（a），（b），（c）。 

(a)4℃； (b)25℃；(c)-20℃
图1  rPT细胞消化液在不同温度下的稳定性

表2  不同细胞消化液的细胞消化时间及消化后和转接

培养后的生长状态

由图1可见，两种rPT细胞消化液在常温保存时，

酶活性失去最快，10 d后仅剩16%；在4 ℃和-20 ℃条

件下保存时，-20 ℃下的酶活性丧失略小于4 ℃，且

两者酶活性丧失的速度都要远低于常温保存的rPT细

胞消化液，10 d内后两者的酶活性保留率都在95%以

上。由此可确定，低温保存有利于rPT细胞消化液的

稳定。一个月后，测定各温度下的rPT细胞消化液的

酶活性，发现常温下活性已完全失去，在4 ℃条件下

的酶活性已失去约85 %，而在-20 ℃条件下酶活性依

然维持在95 %以上。实验结果表明rPT细胞消化液保

存在-20 ℃时最稳定。

2.4  rPT细胞消化液的选择及在细胞培养中的应用

用不同活性（1，2，5和10 kU/mL）的两种细胞

消化液消化HeLa贴壁细胞，观察消化效果和记录消

化时间及转接培养后的生长状态，见表2。

细胞消化液 时间/min 消化完全细胞/ % 生长状态

PBS+1 kU 7 86 好

PBS+2 kU 6 80 好

PBS+5 kU 4.5 50 不好

PBS+10 kU 3 42 不好

PBS+0.01% EDTA+1 kU 3 90 好

PBS+0.01% EDTA+2 kU 2 96 好

PBS+0.01% EDTA+5 kU 1.8 35 不好

PBS+0.01%EDTA+10 kU 1.5 20 不好

由表2可见，第一组细胞消化液是单独使用rPT消

化贴壁细胞，在“PBS+1 kU”和“PBS+2 kU”组的

消化时间很慢（6 min以上），且由于时间过长，致

使细胞损害，细胞传代后不能正常生长；随rPT活性

增加到5 kU和10 kU，消化时间缩短，但细胞毒性增

加，所以rPT不能单独使用。第二种细胞消化液是rPT

和EDTA配合使用，消化时间缩短，消化后和转接培

养后细胞状态较好。由于EDTA是化学螯合剂，主要

酶
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酶
活
性
保
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酶
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保
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螯合Ca2+、Mg2+，使细胞分离，细胞毒性小，能帮助

rPT消化细胞。根据消化时间、消化后细胞生存能力

和转接培养后生长状态，最终确定活性为2 kU/mL 的

PBS+0.01%EDTA细胞消化液最合适。见图2。

图2  细胞消化前后形态

a：HeLa细胞消化前的形态；b：HeLa细胞消化后的形态正

常，细胞分离完全（消化时间：2 min）；c：转接培养24 h
后的生长状态正常

3  讨论

随着基因工程技术的发展，现有的基因工程药

物，尤其是具有活性的蛋白质类药物，为避免变性失

活，便于保存和使用，许多制成冻干制剂。冻干过程

是一个复杂的相变过程，在预冷﹑升华﹑干燥和贮存

过程中，存在许多诱导蛋白质变性和酶失活的因素，

所以冻干过程中通常要使用保护剂以稳定药物中的蛋

白质。因此，为获得稳定的蛋白质药物冻干制品，选

择合适的保护剂至关重要。综合酶活性保留率和各因

素指标，最终确定3 %甘露醇是rPT理想的冻干保护

剂。

胰蛋白酶是细胞培养中不可或缺的一种消化酶。

我们用rPT配制不同的细胞消化液消化贴壁细胞，最

终确定了合适的rPT细胞消化液。由于胰蛋白酶对细

胞的分离效果与细胞的类型、特性和瓶壁表面特性有

关，所以本实验只以HeLa细胞作为研究对象，其他

细胞可能需调整使用量。本实验还研究了rPT细胞消

化液的稳定性，确定了保存温度为-20 ℃，在4 ℃时

保存一周内稳定。

在细胞培养中应用rPT解决了“消化细胞用的胰

蛋白酶应证明无外源性或内源性病毒污染”（中国药

典三部（2010年版）第Ⅻ页）的问题。rPT可以替代

提取的动物源性胰蛋白酶，为利用动物细胞系统进行

新药研发提供了安全的保证。
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