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摘要
蛋白质的热稳定性是生物治疗药物表征的重要组成部分，因为这些数据有助于深入
了解影响蛋白质稳定性和结构的物理和化学特性。本研究证明，使用配备帕尔帖温
控多池模块的 Agilent Cary 3500 紫外-可见分光光度计能够快速、轻松表征蛋白质的
热稳定性和熔解温度。

使用紫外-可见光谱表征蛋白质 
热稳定性
帕尔帖温控多池配置的 Agilent Cary 3500  
紫外-可见分光光度计在蛋白质治疗药物 
研究中的优势
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前言
药物发现是一个多方面的过程，需要证明
潜在的新药及其治疗效果。药物靶标的正
确鉴定和表征是药物发现过程中的重要步
骤，可以促进先导治疗性化合物的鉴定[1]。
对于蛋白质治疗药物，生化表征包括分子
量、同质性和异质性、溶解度、热稳定
性、氨基酸序列组成、二级结构、三维结
构和蛋白质修饰[2, 3]。

热稳定性数据有助于深入了解影响蛋白质
稳定性和结构的物理和化学特性。熔解温
度可通过多种技术监测样品特性随温度逐
渐升高所发生的变化来确定（表 1）。在
高温条件下，蛋白质的二级和三级结构发
生变化。这些结构变化暴露了疏水性核心
并导致蛋白质聚集[4]。一半蛋白质仍处于
可溶形式的温度称为表观熔解温度 (Tm)，
如图 1 所示。结合配体的存在可以提高
该温度[5, 6]。热稳定性研究有助于了解配
体结合、药物稳定性、保质期和最佳储存
条件，这些是对未来的药物生产和商业化
有用的信息。

使用紫外-可见光谱分析蛋白质的热稳
定性 

表 1 总结了用于测量蛋白质热稳定性的
各种技术的优缺点。紫外-可见光谱克服
了该分析的许多挑战。紫外-可见光谱无
需荧光标记即可提供直接吸光度测量，可
以使用少量样品进行测量，结果可快速得
到且易于解读和报告。

本应用简报展示了 Cary 3500 紫外-可见
分光光度计（图 2）在表征蛋白质的热稳
定性和重现性方面的优势。Cary 3500 紫
外-可见分光光度计使用集成式比色皿内
温度探头，为控温模块提供反馈，从而在
测量期间控制溶液的温度。仪器内置一个
八位多池支架，使用无水风冷帕尔帖装置
将样品温度控制在 0–110 °C 之间。多池
模块的各比色皿位置可同时测量，提高了
实验通量，与其他技术相比，提供了更快
的分析速度。

表 1. 用于测量蛋白质热稳定性的技术

技术 原理 优点 缺点 

圆二色性光谱[7, 8] 使用圆偏振光根据椭圆率测量吸
光度。

 –所需的材料量少
 –灵敏度高
 –分辨率高

 –耗时
 –一些缓冲液会干扰远紫外
光谱

差示扫描量热法[9, 10] 测量热容相对于标准物质的变化。  –所需的材料量少
 –分辨率高  –结果解析可能很困难

热漂移测定[11, 12] 测量荧光染料与疏水性分子结合
后的荧光变化。

 –可以在 RT-PCR 仪器上
运行多个样品

 –灵敏度高
 –所需的材料量少

 –需要荧光探针
 –荧光探针会导致构象变化
 –蛋白质应具有口袋结构以
容纳荧光探针

图 1. 蛋白质强度（或吸光度）随温度升高的典型响应
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实验部分

样品
大肠杆菌 (Escherichia coli) 二硫键异构
酶 A（EcDsbA，天然状态）样品由澳大
利亚乐卓博大学乐卓博分子科学研究所 
(LIMS) 提供。使用含 50 mmol/L NaCl、
1 mmol/L EDTA 和 100 mmol/L 磷酸钠
的缓冲溶液配制约 0.6 mg/mL 的 EcDsbA 
溶液，调节至 pH 7.0。使用安捷伦超微
量（容积 50 µL，光程 10 mm）石英比色
皿（部件号 5062-2496，图 3）。使用纯
磷酸盐缓冲液作为参比（空白）溶液。

仪器和方法
使用 Agilent Cary UV Workstation 软件控
制 Cary 3500 紫外-可见多池帕尔帖分光
光度计。用于测量蛋白质吸光度和热稳定
性的方法参数分别见表 2 和表 3。对于热
稳定性分析研究，使用 0.1 °C/min 的升温
速率每 0.1 °C 采集一次数据。在记录每个

图 2. Agilent Cary 3500 紫外-可见多池分光光度计可用于在八个比色皿位置同时执行最多四个温控实验 

图 3. 本研究所用的安捷伦超微量比色皿。Agilent 
Cary 3500 紫外-可见分光光度计的极小的聚焦光束
可透过永久光学准直的小孔，无需调整

表 2. 波长范围扫描参数 

参数 值

仪器 Agilent Cary 3500 紫外-可见分光光度计

波长范围 200–400 nm

信号平均时间 0.1 s

光谱带宽 2 nm

样品量 80 µL，增加额外的体积以适应蒸发

表 3. 热熔实验参数 

参数 值

仪器 Agilent Cary 3500 紫外-可见分光光度计 

波长 280 nm

信号平均时间 2 s

光谱带宽 2 nm

数据间隔 0.1 °C

升温速率 0.1 °C/min

温度控制 控温模块

温度范围 25–90 °C

平滑和导数过滤因子 25

平滑和导数数据间隔 0.1 °C

分析起始温度 30 °C

分析终止温度 90 °C

比色皿 超微量石英比色皿

样品量 70 µL
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数据点之前，将信号平均 2 秒。由于样品
在较高的升温速率下容易聚集，因此使用 
0.1 °C/min 的升温速率。通过 Cary 3500 
的控温模块控制实验温度。

结果与讨论
为确定 EcDsbA 蛋白质的最大吸收峰，利
用 Cary 3500 紫外-可见分光光度计按照
表 2 中列出的参数进行波长扫描。配备
多池模块的 Cary 3500 能够同时测量七个
样品和一份参比溶液。此功能提高了结果
的可信度，因为测量结果是在相同条件下
同时采集的。如果需要较小的样品量，
例如 70 µL，则可以使用超微量比色皿进
行测量（图 3）。由于 Cary 3500 系统具
有小的聚焦光束，因此无需任何预校准即
可使用超微量比色皿进行准确测量。发现 
EcDsbA 的最大吸收峰位于 280 nm 处，
如图 4 所示。 

对于 EcDsbA 蛋白质的热稳定性分析，
随着温度的升高，监测 280 nm 处的吸光
度。使用控温模块温度控制样品温度，升
温速率为 0.1 °C/min，如表 3 所示。随着
温度的升高，观察到一个峰，表明蛋白质
结构的变化导致蛋白质的吸光度发生变
化。热熔图（图 5）显示了 EcDsbA 蛋白
质在高温（高于 65 °C）下发生的转变。

图 5. EcDsbA 蛋白质的热熔图。吸光度随温度升高的变化表明蛋白质的结构发生了变化

图 4. EcDsbA 蛋白质（天然状态）的七个单独样品的波长范围扫描，显示 EcDsbA 蛋白质峰在 280 nm 处。
使用超微量比色皿同时测量七个样品
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Cary UV Workstation 软件使用实测吸光
度数据的一阶导数计算生物样品的 Tm。
可通过选择适当的平滑和导数过滤因子以
及用于分析的起止温度来确定 Tm。使用
表 3 中列出的分析参数，发现 EcDsbA 的 
Tm 为 69.86 °C（n = 6；图 6）。

使用 Cary 3500 紫外-可见分光光度计获
得的 EcDsbA 蛋白质的计算 Tm 与先前报
道的使用圆二色性光谱获得的结果一致，
如表 4 所示[14, 15]。 

通过运行重现性研究，评估利用  Cary 
3500 得到的 EcDsbA 的 Tm 测量结果的精
密度。将蛋白质样品溶液分为六份，使
用 70  µL 超微量比色皿对每份样品进行
单独分析。通过计算 EcDsbA 的 Tm 值得
平均值和标准偏差来评估结果的重现性
（表 4）。Cary 3500 紫外-可见分光光度计
系统表现出出色的精密度，六次测量结果
的标准偏差仅为 0.16 °C。

图 6. 使用 Agilent Cary UV Workstation 软件获得的六个不同 EcDsbA 蛋白质样品的一阶导数图 
（Tm = 69.86 °C，n = 6）
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表 4. 使用 Agilent Cary 3500 紫外-可见分光光度计测得的 EcDsbA Tm 
值以及文献中报道的值

技术 EcDsbA 的 Tm (°C)

Cary 3500 紫外-可见分光光度计重复样 1 69.70

Cary 3500 紫外-可见分光光度计重复样 2 69.80

Cary 3500 紫外-可见分光光度计重复样 3 69.70

Cary 3500 紫外-可见分光光度计重复样 4 70.20

Cary 3500 紫外-可见分光光度计重复样 5 69.90

Cary 3500 紫外-可见分光光度计重复样 6 69.90

平均值 69.86

标准偏差 0.16

文献值 1[14] 68.55 

文献值 2[15] 69.25 
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结论
利用配备帕尔帖温控多池的 Agilent Cary 
3500 紫外-可见分光光度计同时测定六个 
EcDsbA 蛋白质样品的熔解温度 (Tm)。结
果可重现，表现为六个 EcDsbA 蛋白质重
复样品的标准偏差达到 0.16 °C。此外，
使用 Agilent Cary UV Workstation 软件
计算的平均 Tm 为 69.86 °C，与使用圆二
色性光谱获得的文献值一致。结果证明
了 Cary 3500 紫外-可见分光光度计在蛋
白质热稳定性分析中的准确度、精密度和 
速度。

为进一步提高该方法的分析效率，Cary 
3500 紫外-可见分光光度计可同时测量七
个样品，而不会影响结果的准确度。通过
仪器设计同时测量至少三个重复样品的能
力为需要重复测量的实验室节省了宝贵的
时间。

Cary UV Workstation 软件内置有平滑和
导数计算功能，便于进行数据分析。此
外，该软件还提供可选的技术控制手段，
以安全地采集、处理、报告和存储数据。
这些控制手段对于必须遵守 FDA 21 CFR 
Part 11、欧盟附录 11、GAMP5 以及 
ISO/IEC 17025 和 EPA 40 CFR Part 160 
合规性指南的实验室至关重要。 
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