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提� 要� 采用反相高效液相色谱法考察了几种大孔硅胶烷基键合固定相在等度淋洗条件下进行蛋白质分离的

色谱性能∀研究了冲洗剂中有机溶剂异丙醇的浓度�离子对酸k� �� l浓度对蛋白质保留时间的影响∀探讨了蛋

白质在 � � � ��� 中的保留机理∀结果表明o大孔硅胶kus∗ vs±° l短链k� w和 � {l烷基键合固定相适合蛋白质的

分离∀
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�� 前言

用反相高效液相色谱法分离蛋白质通常采用低

离子强度酸性有机冲洗液和烷基硅胶键合固定

相�tou ∀影响分离的因素主要有流动相组成�洗脱温

度�洗脱液 ³� 值�离子对试剂和流速等∀有利于蛋

白质分离的条件于t|zs年首次提出o即低 ³� 值流

动相�室温或较高的温度及使用乙腈或异丙醇作为

有机部分�u ∀三氟乙酸k� �� l对于蛋白质反相色谱

已经被公认是一种较好的流动相添加剂�v ∀

蛋白质的保留性质和选择性还与键合固定相的

性质有关∀这些性质包括孔径�键合基类型�键合密

度和硅胶残余羟基等∀采用大孔硅胶和短链烷基键

合固定相在蛋白质分离中具有优势�w ∀�·¤§¤̄¬̧¶
�x 

认为平均孔径tx±° 的填料适合us sssk§¤̄·²±¶l以

下蛋白质的分离o而vs∗ xs±° 孔径的填料适合大分

子量蛋白质的分离∀� ¬··¬±ª
�w 指出相对短链且不具

有支链的键合固定相k如 � w和 � {烷基键合固定相l

适合蛋白质的分离∀本研究采用几种大孔硅胶短链

烷基键合固定相k见表tlo考察了几种蛋白质在反相

高效液相色谱中的保留性质和不同洗脱条件下蛋白

质色谱性质的变化∀初步探讨了蛋白质在大孔硅胶

烷基键合固定相反相高效液相色谱中的保留机理∀

表�� 硅胶烷基键合固定相数据

Ταβλε �� ∆ ατα φορ σιλιχα αλκψλ-βονδεδ Sηασε

键合固定相

�²±§̈ §³«¤¶̈

孔径k±° l

�²µ̈ ¶¬½̈

表面积k° u ªl

� µ̧©¤¦̈ ¤µ̈¤

粒度kΛ°l

�¬½̈

键合基

�²±§̈ §ªµ²̧ ³

来� � 源
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�{s � { ut ww x p � {� tz 自己合成k¶̈ ©̄¶¼±·«̈ ¶¬¶l

���vss� � w ux tss ts p � w� | 自己合成k¶̈ ©̄¶¼±·«̈ ¶¬¶l

�� � w vs � x p � w� | �� ¬±§̧ ¶·µ¬¶

�� 实验部分

� � � 仪器和色谱条件

�� � 型恒流泵k大连化学物理研究所仪器

厂loztux进样阀k� «̈ ²§¼± l̈和 � � ���� tss �� 紫

外检测器k�� �� l∀

所用色谱柱kx°° ¬q§q≅ txs°° l为大连化学

物理研究所仪器厂产品∀以水和异丙醇作为流动相o

在流动相中加入 � �� 作为离子对试剂o等度淋洗∀

流速t°� °¬±o室温o检测波长u{s±° ∀

� � � 试剂

蛋白质}胰岛素k¬±¶̧ ¬̄±o� µ̈¹¤lo核糖核酸酶

kµ¬¥²± ¦̧̄ ¤̈¶̈ �µ¼¶·qo 上 海 生 化 所 lo 溶 菌 酶

k ¼̄¶²½¼° ö � µ̈¹¤loΑ球蛋白kΑ ª̄²¥̧ ¬̄±o � µ̈¹¤l∀

� �� k��� � � �� ��lo其它试剂均为分析纯∀
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�� 结果与讨论

� � � 异丙醇浓度对蛋白质保留时间的影响

图t是流动相中有机溶剂浓度与蛋白质保留时

间的关系曲线图∀可以看出o大部分蛋白质随着冲洗

剂中有机成分的增加o保留值呈 � 型曲线变化∀实

验结果与文献报道一致�y ∀这是因为蛋白质保留在

有机溶剂为低浓度时是疏水作用的结果~而在有机

溶剂高浓度时是极性作用的结果∀烷基键合固定相

具有非极性有机配体和极性残余羟基o非极性溶质

和非极性固定相之间作用力很弱o其分离选择性取

决于溶剂效应∀溶质与这两种基团的作用o不仅取决

于溶质本身的结构o而且与流动相的组成和性质有

关o因而随着流动相中有机溶剂浓度的变化o保留值

也发生变化∀

图�� 蛋白质保留时间与异丙醇浓度的关系曲线

Φιγq�� Πλοτσ οφ Sροτειν ρετεντιον τιP ε ϖσq

�-SροSανολχονχεντρατιον

色谱柱 k¦²̄ °̧ ±l}¤ �{s � {o¥ ���vss� � w~流动相

k°²¥¬̄̈ ³«¤¶̈ l}水kº ¤·̈µln 异丙醇ku ³µ²³¤±²̄ ln s th

� �� ∀ t 核 糖 核 酸 酶 kµ¬¥²± ¦̧̄ ¤̈¶̈ lo u Α球 蛋 白 kΑ

ª̄ ²¥̧ ¬̄±lo v 细胞色素 � k¦¼·²¦«µ²°¨ � lo w 溶菌 酶

k ¼̄¶²½¼° l̈∀

� � 一般认为高含水流动相反相色谱的保留机理是

疏溶剂理论∀假设溶质与溶剂的疏水作用促使溶质

受非极性配体的束缚形成一个缔合物或络合物o则

溶质保留不是因为溶质与配体之间的非极性作用o

主要是溶质受极性溶剂的排斥力促使键合烷基和溶

质发生疏溶剂化缔合∀然而键合烷基在硅胶表面不

可能很均匀o在采用含水量不同的流动相时o表面残

余羟基的极性作用对极性溶质的保留起主导作用∀

微酸性的硅羟基能与阳离子或氢键基团相互作用o

这种作用称为亲硅醇基效应∀因而溶质的保留除疏

水作用外还有亲硅醇基作用o这种双保留的机理决

定了溶质的保留∀由于蛋白质分子中所含p �� u和

p � � � � 等基团的极性和氢键作用都很强o因而流

动相中的有机溶剂浓度增大时o蛋白质就会呈现亲

硅醇基效应o促使蛋白质的保留值也增加∀当有机溶

剂浓度小时o蛋白质的保留由疏水作用决定∀可见本

研究的结果完全符合这种双保留机理∀

� � � 反相高效液相色谱分离蛋白质的实验结果

表u是 ���vss� � w柱流动相中 � �� 浓度变化

与蛋白质保留时间的关系∀结果表明o� �� 浓度为

s th 时o两种蛋白质均呈现最大保留值∀小于或大

于这个浓度时o保留值都小∀加入 � �� 不仅仅是因

为它的低 ³� 值o而且还因为它能够起到离子对酸

的作用∀� �� 能够与蛋白质形成中性络合物o此络

合物便可在非极性反相固定相表面疏水缔合而保

留∀� �� 浓度增加到一定值后o可能由于 � �� 聚集

在蛋白质分子周围而增加了络合物在流动相中的溶

解度o使蛋白质的保留值减小∀

表� � ΣΙΛ���Α-Χ�柱流动相中 ΤΦΑ 浓度

与蛋白质保留时间的关系
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图�� 蛋白质色谱分离图

Φιγq�� ΧηροP ατογραP σ οφ Sροτεινσ

色谱柱k¦²̄ °̧ ±l}¤ �{s � {kx°° ≅ txs°° lo¥ �� � w

kx°° ≅ txs°° l~流动相 k°²¥¬̄̈ ³«¤¶̈ l}水 kº ¤·̈µln

s th � �� ~流速k©̄²º µ¤·̈l}t°� °¬±∀t 核糖核酸酶kµ¬

¥²± ¦̧̄ ¤̈¶̈ lou 胰岛素k¬±¶̧ ¬̄±lov 溶菌酶k ¼̄¶²½¼° l̈∀
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� � 图u是两种键合固定相分离蛋白质的色谱图∀几

种蛋白质在大孔硅胶短链烷基键合固定相上得到良

好的分离∀相同的蛋白质在两种色谱柱上呈现相近

的保留时间∀由此可见o大孔硅胶kus∗ vs±° l短链

烷基k� w和 � {l键合固定相适合蛋白质的分离∀
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