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高效液相色谱在生物医药研究中的应用

第三讲 蛋白质的反相高效液相色谱分离
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(中国科学院上海药物研究所、200031)

近十年来，高效液相色谱 (HPLC)在蛋白

质分离纯化方面取得了很大的进展，并得到了广

泛的应用。HPLC包括排阻色谱、离子交换色

谱、亲和色谱、疏水反应色谱以及反相色谱等，

几乎已在蛋白质分离各种传统方法中得到应用。

这些方法在蛋白质分离中各有其地位，但到目前

为 止 人 们 普 遍 认为 反 相 高效 液 相 色 谱

(RP-HPLC是分离纯化蛋白质的最有效的方法

之一。虽然肽的RP-HPLC已积累 了许多成功的

经验，可供蛋白质分离时借鉴，但蛋白质有其自

身的特殊性，这主要表现在它的分 子 往往很

大，构象严格，极度的pH,高盐浓度，与有机

溶剂接触，甚至疏水吸附也会引起蛋白质变性

1，因此在用 RP-HPLC分离蛋白质时需作某

些特殊的考虑。

要成功地实现蛋白质的RP-HPLC分离，须

从仪器、填料及流动相等三个方面进行适当的选

择。

§3-1 仪器

仪器中对分离影响最大的是柱、泵和检测

器。

1．泵及梯度形成〔〕 蛋白质在反相柱上

的保留性对流动相有机溶剂浓度变化 十分敏感，

浓度的少许变动往往会引起蛋白质保留时间的急

剧改变，因此蛋白质的分离必须采用梯度洗脱。

形成梯度有低压及高压两种系统。低压系统不论

有几种溶剂混合仅需一个泵，梯度在泵前形成，

其优点是价格便宜，维修方便，工作性能良好。

高压系统输送 一种溶剂就需要一个泵，梯度在泵

后形成，由微处理机控制，因此流量精度高，梯

度重复性好，使用方便，但价格较高。

2.检测器〔2-4〕 对于微量蛋白质的分离，

高灵敏度的检测方法十分重要。目前蛋白质的检

测主要使用紫外及荧光检测器。蛋白质在280、

254及215nm左右有吸收，尤其在215nm附近肽

键吸收很强，可以检出5-10pmol的肽或50-

500ng的蛋白质〔4，但所用溶剂必须在此波段透
明，如乙腈等。对于常用于蛋白质分离的吡啶就

不适用。有些溶剂可在254或280nm测定，但灵

敏度较差、280nm的检出灵敏度仅及215nm的

1／10 紫外检测器的优点是使用十分方便，也有

相当高的灵敏度，为大家乐于采用，但对溶剂要

求较高。荧光检测灵敏度很高，理想情况下可达

10-15mol,溶剂只要不含胺类物质，一般均可使

用，但蛋白质样品（除含有色氨酸者外）均须先与

荧光试剂反应后再测定其衍生物的荧光。现在常

用的荧光试剂主要为邻一苯二甲醛和荧光胺。荧

光检测有柱前及柱后衍生之分，柱前衍生法往往

只适用于分析，而纯化制备必须采用柱后衍生

法。荧光胺柱后衍生系统另需三个泵来输送高

pH缓冲液、荧光胺溶液及水等，此外还须有分

流装置，以便只使小部分洗脱液用以衍生、检

测。在实验室中除了紫外检测器外，能有一套荧

光检测系统对提高检测灵敏度及扩大洗脱溶剂的

选择范围大有好处。

3．柱 柱是HPLC系统中的心脏，泵、梯度



系统及检测系统选定后，一般不再变动，因此蛋

白质的分离主要取决 柱及流动相的选择。柱由

柱管及填料组成。柱管一般为不锈钢管，常用的

柱为柱径 4.6mm的标准柱，现在还有直径为

2mm及 1mm的细内径柱供应，后两者的优点是

分离时间短，溶剂省，缺点是 样量可少、微径柱

（ 径 mm）的主要缺点在于流速很低，需要 一套

特殊设计的泵及检测系统〔2〕。分离较多量蛋白

质时可用直径 1mm左右的半制备柱。就标准柱

而言，长度对分离的影响不大，长5cm柱的分辨

率和回收率为长25cm柱的90% 对于微量

样品的分离，使用短柱�分方便，我们用2cm 长

的预柱纯化羧甲基化碱性磷酸酶取得很好的分离

效果〔5〕。柱的选择主饕要是指填料的选择，我们

将在下面讨论。

§3-2 填料

填料对分离的主要影响有以 下几项：

1．组成 用于RP-HPLC的主要填料为多孔

的硅胶微粒，其次为有机多聚物。硅胶微粒的机

械强度好，键合化学清楚，其缺点是在碱性条件

虏不稳定，缓冲液PH超过8就会使柱的寿命明

显缩短〔2〕，实际使用时，PH最好不要超过

7.5。在同样粒径(5m)及孔径（300 A）条件下�,同�

样键合C4，有机多聚物填料与硅胶填料在分离蛋

白质时，峰宽及分辨力相仿，但有机多聚物填料

具有拖尾小、收率高，对各种不同操作条件稳定

性好的优点，其寿命比硅胶填料高十�倍〔6〕。有

机多聚物填料还耐高温，在 150℃仍保持稳定，

而硅胶填料在 60℃使用 十几次后柱效就明显 下

降6〕但目前有机多聚物填料的键合相品种还比

较少。

2.粒子大小与形状〔1,〕程 填料的颗粒越小，

单位体积颗粒的表面积就越大，分辨力也就越

高，但操作压也随之升高。为使操作压不致太

高，可使用短柱。现常用的为3-10m的颗粒。

球形颗粒可装填得比较均匀，因此柱效较好〔2〕。

3.粒孔大小〔1,2 填料的95％表面积在孔

内，填料孔太小，蛋白质就不能进入孔内，只能

与颗粒外表面作用使分辨力降低，这是过去适 于

小分子分离的填料不适于蛋白质分离的一个原

因。现在用于蛋白质分离的填料孔径为300-

500 A。孔径过大不仅使单位体积颗粒的总表面积
减少，而且还会引起溶剂滞留，使蛋白质扩散减

慢，这两者均使柱的分辨力降低，此外，孔径过

大还会影响颗粒的机械强度。

4．键合相〔2,3〕 RP-HPLC是疏水色谱，因

此需要疏水的键合相，现在的键合相是单层分

布，而且通常还用三甲基氯硅烷把未反应的硅羟

基戴上“帽子”，加以封闭，使硅 基的密度大为

减低，使之成为真正的反相柱。许多功能基团可

作为键合相，提供非极性表面，用来分离蛋白

质、现有的键合相有各种不同长度碳链的烷基、

烷 苯、苯基、二苯基及氰基等。不同键合相往

往有不同的选择性，有的蛋白质在C 柱上分离

良好，有的却不好，有的甚至被吸附在C 柱上

用高浓度的有机溶剂也洗脱不下来，但改用短碳

链烷基或烷苯基柱却能得到很好的分离。一般

说，长碳链键合相有可能引起蛋白质变性，而短

碳链烷基键合相如C3、C4更适合于较大蛋白质的

分离。通过不同类型键合相的选择，在流动相及

梯度不变或少变情况下，可以方便地得到几种不

同的洗脱图谱及回收率数据，从而可以作出较佳

的选择。

§3-3 流动相

流动相通常由水相缓冲液及不同浓度的有机

溶剂组成。流动相对蛋白质分离的影响因素主要

有以 几个方面: 

1.pH(12) 蛋白质与反相固定相的相互作

用主要取决于蛋白质的极性，极性越小，则与疏

水固定相的作用越强。流动相的低PH使蛋白质

分子中的羧基质子化，从而降低了它的极性，加

强 了蛋白质与反相键合相的作用。氢离子对各蛋

白质功能团离子化的影响取决于它们的化学组成

及立体结构，因此改变pH会影响洗脱的选择性

即洗脱顺序。对大 多数蛋白质而言，使用低

pH(2.5-3.5)的流动相可以得到最好的分离。此时

填料中残留的硅 基也不会被离子化。有些蛋白

质在一定的pH范围内对pH的变化反应不大。



必须注意的是有许多蛋白质和酶在低pH时不稳

定，因此流动相的pH必须通过预试验决定，同

时还须注意不使pH与蛋白质的等电点太近，以

免蛋白质沉淀。

2．离子强度与离子对试剂〔1,3 增加离子强

度也增强了蛋白质与键合相的疏水反应。在多数

情况下，较高的离子强度 (＞ 0.2)墒沟鞍字视

较好的分辨率和回收率，降低离子强度引起峰形

变宽，分辨率降低。但有些蛋白质如卵白蛋白及

磷酸化酶b在低离子强度时收率反而提高。

缓冲液中的盐和酸除了起缓冲作用外还通过

离子对的形成改变蛋白质的表面极性，从而影响

蛋白质的保留性。例如在低pH时，蛋白质的带

正电荷功能团与带负电荷的反离子形成离子对复

合物（R-NH+＋X-   RNH±3)，这种复合物
具有与蛋白质本身完全不同色谱性质。如果反离

子是疏水的（如三氟乙酸根或七氟丁酸根），则使

形成的复合物的保留时间增加。如果反离子是亲

水的（如磷酸根或甲酸根），则使复合物的保留时

间减少。实际上蛋白质保留时间的改变还涉及离

子对对硅羟基的作用。从下面例子可以看出离子

对试剂的奇妙功能。

在C3柱上分离牛血清白蛋白和 -乳榘白蛋

白，在其他色谱条件相同情况下，如用离子对试

剂七氟丁酸，这两种蛋白质在几分钟之内就可分

开，但如改用三氟乙酸，则两者就分不开。

改变流动相的成份是轻而易举的，却可能是

使蛋白质分离获得成功的一个重要手段。流动相

的选择还应考虑其挥发性，如果HPLC是最终纯

化步骤，则流动相的挥发性对随后的氨基酸组成

分析、顺序分析以及凝胶电泳都十分重要，因为

高盐含量会干扰这些分析。对于生物活性测定而

言，还应考虑这些盐类会不会影响随后的活性测

定，例如三乙胺磷酸盐影响某些细胞增殖的测

定。

如果非用非挥发性溶剂不可，则在进行上述

分析前用适当的离心超滤管(Centricon 10或30)

超 脱盐（兼可浓缩），可能是个速度快、收率高

的良好弥补方法。

3．有机溶剂〔1-3〕 通过疏水作用结合在反

相柱上的蛋白质需用有机溶剂把它洗脱下来，因

此有机溶剂的选择是改变蛋白质保留性质的重要

手段之一。较常用的溶剂有乙腈及丙醇，不常用

的有甲醇、乙醇、二氧六圜及四氢呋喃等。对蛋

白质而言，疏水性较大的丙醇是种较好的溶剂，

因为丙醇洗脱蛋白质的浓度比其他溶剂低，因而

减少了蛋白质变性及失活的可能性〔3。适当使

用一种以上的有机溶剂如异丙醇—丁醇、乙腈—

异丙醇及异丙醇-2-甲基丁醇等可进一步降低有

机溶剂总浓度并改善分辨率及回收率〔7〕。选择

溶剂时还应考虑溶剂的粘度和对检测系统的兼容

性。前面已经提及蛋白质的洗脱需用梯度，陡峭

的梯度使洗脱峰尖锐，但分辨率较低，而浅平的

梯度使峰变宽，但分辨率较高。对于疏水性较强

的蛋白质，分析时间 （即在柱上时间）越长，收

率就 低(8)，这点也是需要注意的。

4.表面活性剂 表面活性剂常用来溶解

蛋白质，有些表面活性剂与反相填料引起不可逆

结合，从而改变了填料的保留特性。一般说来，

阳离子和阴离子型表面活性剂对蛋白质分离不

利，非离子型者对分离影响不大，而两性离子型

表面活性剂可以减少高分子量疏水性较强蛋白质

的拖尾，从而使分离得以改善。

5.温度 1,2,8 蛋白质在RP-HPLC过程中

构象会发生变化，这也与温度有关。如核糖核酸

酶在37℃呈单一尖峰，但随着温度下降它的峰形

变得越来越宽广。这是因为在 37℃它达到充分变

性（可逆性变性），以单一的变性后构象存在，而

在37℃以下时，天然构象与充分变性构象之间存

在一个缓慢的平衡，导致峰形变宽(8)。

提高柱温往往可以改变蛋白质的保留时间和

收率，但必须考虑到提高温度也会引起蛋白质的

不可逆变性和失活，因此蛋白质分离一般在室温

或低温下进行。蛋白质样品在分析前最好贮存在

5℃以下，这样有利于提高收率(8)。对于热敏的

蛋白质和酶的低温HPLC，一个简单的方法是将

HPLC柱浸没在装有冰水的2升量筒或其他的适

当容器中，并在圆盘形部分收集器的试管盘中也



放入冰水，以使柱和接收试管的温度保持在4℃�

左右。

6．流速〔2 由于蛋白质的分子大，扩散

慢，所以较低的流速有利于提高分辨率。常用的

流速为0.5-1ml／min左右。

蛋白质的RP-HPLC机制非常复杂，迄今还

不十分明了，尚未找到普遍适用的规律，因此蛋

白质样品的RP-HPLC必须通过实践才能获得最

佳的分离条件。由于许多蛋白质和酶对于周围环

境条件相当敏感，容易变性失活，因此在进行

RP-HPLC之前对欲选的缓冲液、pH,温度及有

机溶剂等须作适当的预试验，以确定这些条件是

否合适。缓冲液中加入某些盐类可以改善某些酶

的活性，如加入2mMCaC12可以保护胰蛋白酶的

活性〔9，1mM MgC12及0.02mMZnSO4可改善
碱性磷酸酶的稳定性〔5，有利于RP-HPLC分

离。某些分离条件引起蛋白质变性可导致峰的多

重化，如钙结合蛋白—钙调素及拟清蛋白等在

RP-HPLC分离时可能出现难以确定的宽峰，但

当流动相中加入CaCl2或螯合剂乙二醇四乙酸

(EGTA)时，这些蛋白质就以尖峰洗脱出来，因

此对这种需要特殊辅助因子的蛋白质在分离前应

将这种因子除去，或者把辅助因子加到缓冲液

中，以避免峰的多重化〔10。对于非常难溶的疏

水蛋白质的RP-HPLC可以试用60％甲酸—乙腈

（或异丙醇）系统(11)或常用的三氟乙酸—乙腈系

统 （但用6M盐酸酸胍解蛋白质）12，这两个系

统分别在分离脊髓灰质炎病毒及细胞巨化病毒结

构蛋白方面获得良好结果。在摸索条件过程中，

如在第一次梯度洗脱时，所要的蛋白质不一定能

从柱上洗脱下来，因为它可能不可逆地结合在柱

上，或者被有机溶剂沉淀析出，或者被一开始出

来的溶剂峰或其他成份峰所掩盖，因此需用其他

方法进行校核 〔〕，如用生物活性检定，

SDS-PAGE（十二烷基硫酸钠-聚丙烯酰胺凝胶

色谱）或放射性测定等。即使到了最后纯化步

骤，所得单一尖峰的纯度也还得用其他方法如

SDS-PAGE加以证实〔4。

虽然有些蛋白质的纯化只用一步HPLC就可

解决，如64K糖蛋白〔12及单抗IgG 13，但生
物体内许多蛋白质和酶含量很低，其分离纯化往

往不是靠一次HPLC所能解决的，而必须把几种

分离技术结合起来才能达到目的。几种分离方法

必须作适当的安排，例如离子交换色谱、疏水反

应色谱和排阻色谱最好在RP-HPLC之前进行，

这样在最后通过 RP-HPLC时可以一次达到纯

化、脱盐或浓缩的目的。

下面是一个大分子蛋白质— —人肠碱性磷

酸酶 （分子量14.4万）的纯化实例 14。其纯化

步骤包括丁醇处理、丙酮沉淀、离子交换层析

(DE Nugel)(图3-2A)凝胶过滤(SephadexG

-200)(图3-2B)，最后在甲基(C1)键合相柱上进行

RP-HPLC(图3-2C)，得到分离良好，与活性峰完

全一致的单一尖峰 SDS-PAGE显示其为单一色

带(图3-1),氨基酸顺序分析得到了满意的结果。
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