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高效液相色谱在生物医药研究中的应用（ ）

肽化 学研 究 中的 高效液 相 色谱
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七十年代中期以来，色谱学家逐步建立起包括

反相HPLC的一整套色谱方法，并运用这些方法

在肽的分离纯化，制备，定性定量分析，分子量测

定，肽结构与其色谱保留值关系等方面进行了深入

的研究。八十年代以来，HPLC在肽化学研究领

域得到了广泛应用，取得突破性进展。主要表现

在，人们利用HPLC并与其它方法相结合，发现

了许多新的天然活性肽，特别是神经肽。如作者自

8388年不完全统计，已确定一级结构的新活性

肽，平均每年不少于40个。如今，不用HPLC而发

现新天然肽的报道已很少见。这许多新肽的发现，

为紧随而来的关于这些肽的前体蛋白的生物学研

究，肽的受体研究，肽的药理和病理以及结构功能

研究，肽的工业生产和基因工程等方面起了带头

作用。而在这些继之而起的工作中，也还得使用

HPLC这一技术。
分离纯化肽的最常用方法是反相HPLC。这

是因为：1．此方法以水为基本组成部分，这与肽的

生物学性质很相宜。虽然流动相中的酸和有机溶

剂，以及固定相均可能使肽的天然构象发生变化，

但当这些因素除去后，肽的构象一般能恢复原状。

因此在反相HPLC中，肽的活性回收率是很高的，

一般在80%以上[1，2．与其它分离方法比较，反相

HPLC的分辨力更强，适用范围更广泛。另外，

离子交换HPLC也是分离纯化肽的有效方法。

目前，生物大、中分子的HPLC研究，取得

的经验较为成熟，存在麻烦较少的，或许要算肽分

子的HPLC研究。

2-1 色谱作用机理

在反相与离子交换HPLC中，肽分子的某些

疏水部分、亲水部分及带电荷基团，与色谱固定相

表面发生多位点吸附作用。其作用方式主要有疏水

作用，氢键和静电吸引等。改变流动相中的离子添

加剂，有机溶剂的类型和／或浓度以及 pH值等，

都会影响上述吸附位点，从而引起肽分子色谱保留

值的变化[2]。本文主要叙述影响肽色谱保留性质

的诸因素。

在反相HPLC中，肽的保留时间可用氨基酸

及其端基的“保留常数”的加和值来预测。所谓保

留常数，是一类表示氨基酸疏水性质的经验常数。

它们是在一定色谱条件下，若干肽的保留时间，与

组成肽的氨基酸和端基对肽保留时间的贡献之间进

行统计处理后得到的。肽分子中各氨基酸保留常数

加和值越大，该肽的保留时间就越长。对小于二十

个氨基酸残基的肽，预测值与实验值之间有良好的

线性关系。如大白鼠神经垂体中25个神经肽保留时

间的计算值与实测值之间的相关系数为0.998，（三

氟醋酸系统）和�0 0.994（七氟丁酸系统）[3]。上述

关系对大肽不适用。因大肽的立体位阻限制了氨基

酸与固定相表面的接触。表2-1给出常用HPLC系

统中各氨基酸及端基的保留常数。

2-2 反相高效液相色谱[4-7]

固定相。在肽的分离中，常用的固定相为十八

烷基、八烷基、苯烷基和氰基键合相硅胶。硅胶上

的键合相为单层时的分离效果比多层聚合状的好，

未参加键合反应的残余硅羟基被掩蔽后有利于肽的

洗脱，但又可能降低分离选择性。由于肽分子比一

般有机化合物分子大，分离肽的色谱填料的孔径必

需在10nm以上，才能保证有合适的回收率和分离

度。分子量很大的肽，如三十个残基以上者，用孔

径30nm的填料则更好。色谱柱的长度为15cm左

右，内径5mm上下即可。更长的柱子，分离效果

未必更好。当需要在微克量以下分离肽时，可用长

如1—�33cm，内径同上的矩柱或用直径1-2mm的



表2-1 氨基酸和端基的保留常数

细内经柱。填料粒径为5-10m的高效型。市售

常用的色谱柱有如： Bondapak C18(CN,Ph-

enyl),Ultrasphere ODS,Hypersil ODS,

Nucleosil C18,Lichrosorb SI-100C18等等。由

于现代肽的生化研究大都微量化，所以用上述分析

型色谱柱即可应付一般需要。当然，配备一些半制

备型色谱柱（10mm左右内径，长度基本同上）则

更好。

流动相。流动相仅为有机溶剂-水的反相色谱

可称为标准（ormal）反相色谱。这在肽的分离中

不常用。常用方法为以下二类：

（一）缓冲液反相色谱。即在标准反相色谱流

动相中加入缓冲液，以控制离子化合物电离度的色

谱。缓冲值的pH为5左右，如醋酸铵-醋酸(pH

4.0)，磷酸二氢钠-磷酸(pH 4.5)，吡啶�- -醋酸（pH

4.0)等。这样的酸度对肽的稳定是有利的，但有时

洗脱能芰力较差。顺便说一下，人们在色谱实践中所

指的“缓冲液”，与教科书中严格意义上的缓冲液

是不尽相同的。

（二）离子对反相色谱。通常将流动相pH调

配在2 3范围，此时肽分子的酸性基团处于 “电离

抑制”状态，而带正电荷的碱性基团则与流动相中

加入的负电离子（可称为反离子）形成所谓“离子

对”化合物，从而实现色谱分离。同时，在上述

pH范围内：一般的肽都极易溶解，便于肽的洗脱。

目前，这一离子对色谱方法的使用很广泛，常见

的反离子试剂有：三氟醋酸，七氟丁酸、甲酸、醋

酸和磷酸，这几种酸分别与三乙胺组成的盐，甲酸

（或醋酸）-吡啶，还有不同长度烷基的硫酸或磺

酸盐，等等。试剂中的烷基越大，或浓度增加（在

一定范围内），肽的保留时间也随之增加。实验中

根据不同的分离目的来选择不同的反离子试剂。生

物活性肽的分离纯化中经常使用的是三氟醋酸和七

氟丁酸，因其挥发性强，易冻干除去，可直接得到

纯品肽。结构差别小，难于分开的肽，则宜用上述

试剂中的后面几个。流动相中若含有非挥发性反离

子试剂，应当在样品分开后，再以挥发性流动相分

离一次，或用其它办法脱盐，便可得到纯品。当

然，缓冲液反相色谱与离子对反相色谱之间并无严

格留界限。如磷酸盐缓冲液的pH＞3时，便可归之为

后者。由此还可看出，流动相pH值是影响肽保留性

质的重要因素之一 不同的酸度下，肽的色谱行为，

作用机制以及洗脱快慢等都将有所不同。分离肽的

流动相中可使用的有机溶剂，依洗脱能力递减次序

排列为：正丙醇 异丙醇 四氢呋喃 二氧六环

乙腈 乙醇>甲醇，其中，最常用的是乙腈。因其

在UV210nm附近有很好的透光度，洗脱能力也较

强。但当肽的疏水性很强而难于洗脱时，应当改用

丙醇。其它几种溶剂较少使用。流动相中有机溶剂

含量一般不超过60.%。下面还要论及此点。

洗脱方式。对于成分复杂的样品，如天然来源

生物活性肽，固相法合成的肽以及生物技术下游产

品肽的分离，非用梯度洗脱不可。即使成分单一，

但分子量拷较大的肽，也宜使用梯度。等比分离不易

奏效。因大肽的洗脱中，有一个有机相组成突变范

围，这个范围很窄，很难确定。当达到这个有机相

组成时，肽分子的构象或溶解度突然改变，本来吸

附在固定相上的肽，立即被洗脱 下来，象这样的影

响因素还有pH值及温度等。但很少有用煤后二者的

梯度来分离肽的。在经常使用的有机溶剂撂梯度洗脱

中，终点组成的有机相含量一般不超过60%。在等

比洗脱中，有机石相最高含量也应如此。大于此含量



后，肽的保留时间随有机溶剂含量增加而增加，与

一般有机化合物的洗脱情况相反。这对肽的洗脱不

利。通常采用线性梯度洗脱，并应尽可能使众多的

色谱峰较为均匀地分布在梯度曲线的中部。此可通
过调整终点有机相组成，改变梯度曲线的陡度或形

状等办法来实现。正式上样品前，要作12次空白

梯度。图1中色谱峰的分布符合上述要求。

分离肽的流速宜小。对于分析型色谱柱，小于

10ml/min较好。
在利用反相HPLC分离肽的多年实践中，已

形成了一些乐于被许多实验室采用的色谱系统。比

如：色谱柱为C18或C8，流动相为挥发性的三氟醋

酸或七氟丁酸和乙腈，梯度洗脱。检测波长多设在

UV210-225nm范围，若设在UV214nm，可在pg

分子水平分离肽。在前面提到8388年新发现的肽

（230多个）中，采用上述色谱条件分离纯化过的

肽，就占约65%。图2-2为上述分离条件的一个实

例。图中带的色谱峰为绿臭蛙降压肽，仅400Pg分
子的量便可明显检出。

综上所述，反相HPLC具有分辨力强，以水

为流动相基本组分流动相价格较低廉以及可供选择
的固定相品种及流动相成为多种多样等等优点。因

此这一技术已是分离纯化肽的成熟的方法。

2-3 离子交换高效液相色谱[1,1l,12]

有时用反相HPLC分离效果不好的肽，若改

用离子交换HPLC分离，往往奏效。如N-端焦谷

封闭的肽与酶解去掉其焦谷氨酸后的部分，两者出

现电荷差异，分别用强阳离子交换柱S⊿X）及C13
柱分离，结果前者的分离度明显高于后者。常用弱

离胱子咏交换换换囟定相分离肽 ，如硅胶基质的烷胺基或烷

羧基多孔微粒型固定相。对于小肽，也可用强酸（磺

酸）或强碱（季胺）型离子交换剂。新发展的粒径

更小，1.5-25m的非多孔微粒型离子交换固定

相，能做到快速分离肽样品。

离子交换HPLC中的流动相多为如前面缓冲

液反相色谱中提到的缓冲液。对于复杂样品的分

离，当然也要梯度洗脱。大多采用盐的浓度梯度。

也可用有机溶剂的组成梯度，此时起点缓冲液中加

有机溶剂如乙腈 （�115%左右），终点缓冲液不加

有机溶剂。以有机含量减少的方法进行梯度分离，

此点与反相色谱的洗脱情形不同。

2-4 肽的检测[6]

肽键及肽分子中大多数发色团的吸收峰在UV

200-230nm之间，芳香基团的吸收峰在UV280nm

附近。前者在数目上占优势，因此肽的检测波长设

在UV200-230nm之间才有较高的灵敏度。这就要

求流动相中各种试剂在上述波长范围内应有较高的

透过率，且其纯度均应为HPLC纯或光学纯。流

动相若为吡啶-甲酸（或醋酸） 因其在上述波长

范围具有很强的吸收值，便不能用紫外光，而改为

萤光检测。有的萤光检测器有分流装置，一小部分

肽生成萤光衍生物（从而损失），但大部分样品可

收集利用。含色氨酸或酪氨酸的肽本身有萤光吸



收，因此也可直接用萤光检测，而不必做成萤光衍
生物。

紫外光和萤光检测肽的灵敏度，分别鹪趎ml
和pmol水平。

2-5   测定肽的结

HLC在陔慕峁共舛ㄖ械挠τ弥饕S幸韵铝�

方面。

对肽的酶解或化学降解产物进行 HPLC肽图

分析。分离到的肽段可供进一步的结构分析用。某

肽的肽图分析的色谱条件，基本上参照该肽的

HPLC分离条件进行。最好能用前面介绍的 “保

留常数”方法，计算可能获得的肽片段的保留常数

加和值，事先估计各片段的大致的保留时间及洗脱
次序，以保证所有肽片段，尤其是疏水性强的片

段，都能检测到。

肽的氨基酸组成分析，主要是通过测定氨基酸

与萤光胺或邻苯二甲醛生成的萤光衍生物以及与异

硫氰酸苯酯生成的PTC-氨基酸实现的。而氨基酸

顺序分析，则是通过测定肽的Edman降解产物如

PTH及DABTH-氨被� 岬壤赐瓿傻摹Ｓ捎贖PLC

的运用，才使得到上述测定能在pmol微量水平进

行。详细内容见文献[13.5]杏泄卣陆凇�

2-6   应用实

HPLC尤其是反相HPLC，在市售肤制品的

纯度分析，活性肽在体内的分布与代谢，化学合成

肽及基因工程下游产品肽的纯化与制备等方面，都

获得了广泛应用，发挥了强大威力。图2-3为市售

physalaemin产品的纯度分析（原文待发表），结

果表明，市售品中含有该肽的氧化型 （图中的小

峰）。

图2-4为我所用固相法合成的黑斑蛙皮十肽

（汪淑华等，待发表）的纯化图。其中*逵胩烊�

黑斑蛙皮十肽完全一致，其余为杂质峰。一般地

说，固相法合成的肽产品都比较复杂。由图4可
见，若不用HLC分掷敕椒ǎ� 羌� 鸦竦酶秒拇�

品的。

尤其重要的是，人们利用HPLC并与其它分

离万法和生物鉴定相结合，发现了大量生物活性

肽。这些肽可概括为：神经肽、内脏肽、皮肤肽摹

免疫肽、肿瘤肽、生殖肽、抗菌肽和毒肽等等。表

2列出上述各类肽的一部分，并给出相应的色谱条

件。这些色谱条件分别是前述缓冲液反相色谱(1～�

2)、离子对反相色谱(3 10)和离子交换色谱(11)

各方法的典型实例。
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