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　　[摘要 ]　目的 　考察 pH值、温度、保护剂、有机溶剂对溶菌酶物理稳定性和生物活性的影响 ,为其缓释注射剂的处方学

研究提供依据。方法 　以 HPLC法测定溶液中溶菌酶的含量 ,以比浊法测定溶菌酶的生物活性。结果 　在 pH4. 0、pH10. 0条

件下溶菌酶的物理稳定性较好 , pH4. 0条件下溶菌酶可保持较高的生物活性 , pH1. 0的条件会完全破坏溶菌酶的溶菌活性 ;低

温条件有利于保持溶菌酶的物理稳定性和生物活性 ;甘露醇对溶菌酶的稳定性具有先增强后减弱的作用 ;有机溶剂会严重破

坏溶菌酶的物理稳定性 ,但仍保留着一部分溶菌活性。结论 　pH值、温度、保护剂、有机溶剂对溶菌酶的物理稳定性和生物活

性具有明显影响。
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[ Abstract] 　O bjective　To investigate the influence of pH value, temperature, p rotectant and organic solvent on the physical

stability and biological activity of lysozyme. M ethods　The concentration of lysozyme was determ ined by HPLC and the biological ac2
tivity of lysozyme was tested by turbidimetric method. Results　Lysozyme was physically stable at pH4. 0 and pH10. 0. The biological

activity of lysozyme was kep t well at pH4. 0 while it was totally destroyed at pH1. 0. Low temperature tended to p rotect lysozyme from

damage. Mannitol p rotected lysozyme at the beginning and then accelerated its destruction. O rganic solvent seriously destroyed lyso2
zyme while the biological activity of lysozyme remained to some degree. Conclusion　The pH value, temperature, p rotectant and or2
ganic solvent can obviously influence the physical stability and biological activity of lysozyme.
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　　溶菌酶 ( lysozyme) ,又称胞壁质酶或乙酰胞壁

质聚糖水解酶 ,是一种作用于微生物细胞壁的水解

酶 ,具有抗菌、抗病毒、抗炎、增强抗生素疗效等作

用 ,可用于治疗慢性鼻炎、急慢性咽喉炎、口腔溃疡、

水痘等疾病 [ 1 ]
,同时 ,溶菌酶也是一种常用的模型

蛋白 ,广泛应用于药物制剂的处方研究中 [ 2～4 ]。本

实验主要研究了溶菌酶溶液在不同条件下的物理稳

定性和生物活性 ,为溶菌酶的剂型研发及相关的实

验研究、工业生产提供参考。

1　仪器与材料

1. 1　仪器 　L22000高效液相色谱仪 (日本 H itachi

公司 ) , SHZ288台式水浴恒温振荡器 (江苏太仓市实

验设备厂 ) , AL104型电子天平 (梅特勒 - 托利多仪

器 (上海 )有限公司 ) , NANOpure D IamondTM 超纯

水机 (美国 Barnstead公司 ) , Multiskan MK3酶标仪

(美国 Thermo labsystem s公司 ) , 96孔细胞培养板

(美国 Corning公司 )。

1. 2　材料 　溶菌酶 (上海西宝生物科技有限公

司 ) ,溶壁微球菌 (南京建成生物工程研究所 ) , N -

甲基吡咯烷酮 (NMP,美国国际特品公司 ) ,色谱纯

三氟乙酸 (美国 Tedia公司 ) ,其它试剂为分析纯或

色谱纯。

2　实验方法

2. 1　HPLC法测定溶菌酶含量

2. 1. 1　色谱条件 　W elch Materials C18色谱柱 ( 250

×4. 6 mm, 5μm, 300  )。流动相 : A 相 2乙腈 (含

011%三氟乙酸 ) , B相 2水 (含 011%三氟乙酸 ) , 0→

15 m in, A相 25% →50% ; 15. 1→25 m in, A相 25%。

检测波长为 281 nm,流速为 1 m l/m in,柱温为 40

℃,进样量为 20μl,出峰时间约为 12. 2 m in。

2. 1. 2　标准曲线的建立 　精密称取溶菌酶粉末适

量 ,用磷酸盐缓冲液 ( PBS, pH 7. 4)溶解并稀释成浓

度为 176μg/m l的贮备液。贮备液以 PBS倍比稀释 ,
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得浓度为 88, 44, 22, 11μg/m l的系列标准液 ,进样 ,记

录峰面积。对浓度 C和峰面积 S作线性回归 ,得回归

方程为 : S = 2 102. 4 C + 727. 96, r = 1. 000 0,线性范围

为 11～176μg/m l,最低检测限为 2. 5μg/m l。

2. 1. 3　精密度实验 取高、中、低浓度的溶菌酶溶液

各一份 ,以上述色谱条件进样 ,每个样品进样 3次 ,

连进 3 d。各样品的日内、日间 RSD < 2% ,说明测定

方法的精密度良好。

2. 1. 4　回收率实验 　精密配制高、中、低浓度的溶

菌酶溶液各 3份 ,以上述色谱条件进样 ,结果见表

1。样品的平均回收率为 98. 58% , RSD = 1. 2% ,说

明测定方法的回收率符合要求。

表 1　溶菌酶含量测定方法的回收率 ( n = 3)

加入量
(μg/m l)

测定值
(μg/m l)

回收率
( % )

平均回收率
( % )

RSD
( % )

22. 0 21. 43 97. 41

44. 0 43. 40 98. 59 98. 58 1. 2

88. 0 87. 77 99. 74

2. 2　溶菌酶的生物活性

2. 2. 1　比浊法测定溶菌酶的生物活性 　实验以比

浊法测定溶菌酶的活性 [ 5, 6 ]
,具体方法为 :取溶壁微

球菌干菌粉 5 mg,加 0. 1 mol/L、pH 6. 2磷酸盐缓冲

液少许 ,在乳钵中研磨 2 m in,倾出 ,稀释到 15 m l左

右 ,使该悬浮液吸光度在 0. 5～0. 7范围内。先将溶

菌酶溶液和菌粉悬浮液放入 25 ℃恒温水浴预热 10

m in,然后吸取 20μl溶菌酶待测液、200μl菌粉悬

浮液加入 96孔细胞培养板中 ,振摇混匀 ,并开始计

时。空白对照为 20μl 0. 1 mol/L、pH 6. 2磷酸盐缓

冲液与 200μl菌粉悬浮液的混合液。分别在 0. 5

和 4. 5 m in测定悬浮液在 450 nm波长的吸光度 ,并

计算二者的差值ΔE,空白对照所得差值为ΔE0。按

公式计算溶菌酶的活力 (A) :

A (U ) = 1 000 ×(ΔE -ΔE0 ) /4

2. 2. 2　实验方案 　配制不同组成的溶菌酶溶液

(溶菌酶浓度约为 50μg/m l) ,并放于一定条件下定

时取样 ,各溶液实验条件见表 2。各样品在 0、0. 25、

1、2、3、5、7 d取样 ,分别以 HPLC法和比浊法测定溶

菌酶的浓度和溶菌活力。各样品平行 3份。以 0 d

溶菌酶的浓度为基准 ,计算各样品在不同时间的百

分含量。分别以平均百分含量和平均溶菌活力对时

间作图 ,观察二者随时间的变化趋势。

表 2　溶菌酶各实验处方的不同条件

实验条件
处方编号

1 2 3 4 5 6 7 8

pH 1. 0 4. 0 7. 0 10. 0 7. 0 7. 0 7. 0 7. 0

温度 /℃ 37 37 37 37 4 37 37 37

添加剂 (w /w) - - - - - 5%NMP 1%甘露醇 5%甘露醇

图 1　不同条件下溶菌酶的含量变化趋势图

A - 37 ℃,无添加剂　B - pH7. 0,无添加剂　C - pH7. 0, 37 ℃　D - pH7. 0, 37 ℃
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图 2　不同条件下溶菌酶的生物活性变化趋势图

A - 37 ℃,无添加剂　B - pH7. 0,无添加剂　C - pH7. 0, 37 ℃　D - pH7. 0, 37 ℃

3　结果与讨论

3. 1　pH值的影响 　溶液的 pH值对溶菌酶的稳定

性具有明显的影响 ,如图 1 (A )所示 ,溶菌酶在 pH

410、pH 10. 0的条件下物理稳定性较好 ,在 5 d内含

量基本上没有变化 ,但在 pH 1. 0的条件中含量下降

迅速 , 5 d时 HPLC法已经检测不到溶菌酶的峰 ,在

pH 7. 0条件下也不稳定 ,在进行实验的 7 d时间内

含量逐渐降低。如图 2 (A )所示 ,溶菌酶在 pH 4. 0

的条件下始终保持较高的溶菌活性 ,在 pH 7. 0、pH

10. 0的条件下次之 ,而 pH 1. 0的条件对溶菌酶的

生物活性影响显著 ,从实验开始就未能检测到溶菌

活性 ,可能是溶菌酶的活性部位在该条件下已经遭

到了完全破坏。

3. 2　温度的影响　由图 1 (B)及图 2 (B)可见 ,低温条

件 (4 ℃)有利于保持溶菌酶的物理稳定性和溶菌活

性 ,尤其是可保持溶菌酶含量在 5 d内基本不降低。

3. 3　保护剂的影响 　实验在溶菌酶溶液加入一定

量的甘露醇来考察保护剂对溶菌酶活性的影响。比

较图 1 (C)和图 2 (C)可见 ,甘露醇对溶菌酶的含量

和生物活性的影响趋势基本相同 :加入甘露醇后溶

菌酶在 2 d内稳定性较好 ,而且高浓度的甘露醇对

溶菌酶保护效果更明显 ,但是 2 d后这种保护作用

减弱 ,而后甘露醇却加速了溶菌酶的破坏 ,这种现象

有待于进一步研究。

3. 4　有机溶剂的影响 　实验在溶菌酶溶液中加入

了少量 NMP,以考察水溶性有机溶剂对溶菌酶稳定

性的影响。从图 1 (D )可见 , NMP的加入明显加速

了溶菌酶的破坏 ,使其含量在 1 d内减少了 30%以

上 ,这可能是溶液中有机溶剂与溶菌酶对水分子的

竞争引起的。当溶液中存在 NMP时 ,溶菌酶的真实

含量很难测量准确 ,因此在以溶菌酶为模型药物进

行制剂处方设计的实验 [ 7, 8 ]中 , NMP可能会使实验

结果产生偏差。在图 2 (D )中 ,溶菌酶的生物活性

也有明显的降低 ,但是相对于其含量变化来说 ,生物

活性的降低速率要小得多 ,结合 HPLC图谱中溶菌

酶主峰减小、杂峰明显增大的现象可知 :在 NMP存

在的条件下 ,溶菌酶的降解产物也具有一定的溶菌

活性。

总之 ,溶菌酶溶液在含量和生物活性方面都具

有较大的不稳定性 ,易受 pH值、温度、保护剂、有机

溶剂等因素的影响 ,因而在溶菌酶的相关研究、生产

中必须充分考虑影响其稳定性的各种因素 ,以确保

研究结果真实可信及产品质量符合要求。
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法配制溶液并按选定的色谱条件测定 ,以黄芩苷的含

量计算 , RSD为 0. 43% ( n = 6)。表明重复性良好。

2. 9　稳定性试验 　取同一份样品溶液 ,按上述选定

的方法测定 ,于 0、3、6、9、12 h测定 ,以黄芩苷的百

分含量计算 , RSD 为 0. 39% ,表明配制好的样品溶

液 12 h内稳定。

2. 10　加样回收试验　精密量取适量测知含量的样

品 9份 ,加入不同量的对照品溶液 ,配成 3种不同浓

度的溶液各 3份 ,共 9份 ,同时配制对照品溶液 ,按

上述选定的方法测定 ,计算回收率 ,结果见表 1。

表 1　芩蓝滴鼻液中黄芩苷的回收率试验结果

样品量
(mg)

加入量
(mg)

测得量
(mg)

回收率
( % )

平均回收率
( % )

RSD

( % )

1. 641 1. 202 7 2. 832 6 99. 08 98. 25 1. 06

1. 641 1. 202 7 2. 808 6 97. 08

1. 641 1. 202 7 2. 826 7 98. 59

1. 641 1. 603 6 3. 246 5 100. 12 100. 69 0. 77

1. 641 1. 603 6 3. 250 7 100. 38

1. 641 1. 603 6 3. 269 9 101. 58

1. 641 2. 004 5 3. 646 9 100. 07 99. 85 0. 84

1. 641 2. 004 5 3. 623 8 98. 92

1. 641 2. 004 5 3. 656 6 100. 55

2. 11 　样品的含量测定 　取批号为 20051109,

20060121, 20060325的样品 ,按“2. 3. 1 ”项下的方

法配制溶液 ,精密量取 10μl,注入液相色谱仪 ,按上

述选定的色谱条件测定 ,按外标法以峰面积计算 ,结

果 3批样品含黄芩苷量分别为 0. 328 2、0. 327 9、

01329 0 mg/m l。

3　讨论

3. 1　查阅有关文献 ,用高效液相色谱法测定黄芩苷

含量时 ,波长设在 275 nm [ 2 ]、276 nm [ 3, 4 ]、277 nm
[ 5 ]、278 nm

[ 6 ]、280 nm
[ 7, 8 ]均有 ,用甲醇溶解黄芩苷

对照品后 ,在 200～500 nm波长范围内扫描后 ,在

277nm波长处有最大吸收 ,故在本方法中将测定波

长设在 277 nm。

3. 2 分别用 Gem ini 5 μC18 110A ( 4. 60 mm ×250

mm , 5μm ) (美国 phenomenex公司 )和 Hypersil C18

(4. 6 mm ×250 mm, 5μm) (大连依利特科学仪器有

限公司 )两种色谱柱进行了测定 ,结果两种不同型

号的色谱柱记录的色谱图峰形均良好 ,分离度也佳。

3. 3　黄芩苷为含羟基的黄酮类化合物 [ 1 ] ,极性较

大 ,选择了经典方法 [ 8 ]中的流动相 ,用该流动相测

定本品中的黄芩苷 ,峰形好 ,分离度佳。

3. 4　本品中含有十三味中药 ,虽然成分复杂 ,由于

本品制成制剂中已经多次提取 ,去除了较多的杂质 ,

所以样品用甲醇稀释过滤后就可直接进样测定 ,样

品处理十分方便。

3. 5　本方法简便准确 ,专属性强 ,较好地测定了芩

蓝滴鼻液中的黄芩苷的含量 ,为控制其质量提供了

方法和依据。
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