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色谱研究的最新进展

赵 ) 强#，) 0$ 12345 67（乐晓春）!

（# $ 山西大学环境科学与工程研究中心，山西 太原 "’"""+；

! $ 894:;354<( "= >#?;3<’，7@A"9<"9，1’9’@’ B+C !C’）

赵 ) 强（左）：毕业于北京大学化学
与分子工程学院，分别于 !""" 年和
!""$ 年获得学士和博士学位；!""$
, !""- 年在加拿大 >#?;3<’ 大学
0$ 12345 6; 教授小组作博士后工
作。现在山西大学环境科学与工程

研究中心从事分析化学研究工作。

乐晓春（0$ 12345 6;）（右）：加拿大
>#?;3<’ 大学教授，分析和环境毒理
研究分部主任，加拿大生物分析技

术和环境健康领域的 1’9’@’ D;E
5;’3F2 12’43，同时担任医学院病理
和实验医学系、化学系和公共健康

系的教授。任北京大学、武汉大学、

浙江大学客座教授，中国科学院大

连化学物理研究所和中国科学院生

态环境研究中心客座研究员。担任

四个期刊的编委及包括加拿大、美

国、英国、奥地利、新加坡、中国国家

基金委及中国科技部等十多家基金

会的基金评委，并为多家科研和政

府机构提供咨询和顾问工作。主要

从事生物分析化学、环境化学、毒理

和人体健康等方面的研究工作。承

担了 )%> 损伤和修复、)%> 与蛋
白质的相互作用、微量元素的形态

分析和代谢过程及环境毒物对人体

健康的影响等方面的相关课题。

) ) 作为本期《色谱》的聚焦专栏评述，笔者主要介绍国内外学者在 !"#"
年 ’ 月和 & 月间发表的一些研究工作［# , -］，内容集中在色谱研究和应用

的两个方面：新型色谱材料和方法技术的开发［# , $］；色谱在蛋白质组学分

析中的新应用［+，*］。另外，近期也有不少关于微流控分析应用的具有特

色的工作［%］，由于篇幅限制就不在这里详细介绍。

!" 交替共聚物反相色谱分离同分异构体
) ) 同分异构体的结构类似，但常常表现出不同的物理化学性质和生物
活性，如何有效分离同分异构体是分析化学工作者面临的众多挑战之一。

交替共聚物是两种单体单元在高分子链上严格交替排列（相间排列）的

一种聚合物。采用具有相应官能团的单体分子，交替共聚物可以使具有

某种弱相互作用性质的官能团沿高分子主链定向排列，利用这种特殊的

交替结构，可与分析物产生多位点相互作用，因而可作为色谱固定相用于

多种同分异构体的高选择性分离。日本 GHA’A"<" 大学的 +2’3’ 教授研
究小组［#］采用高分子交替聚合物反应，将丙烯酸十八醇酯和 !E十八烷基
马来酰亚胺的交替共聚物嫁接在二氧化硅上，制成用于色谱分离的固定

相。通过增强的 !E! 相互作用和偶极相互作用，这种新型固定相具有独
特的空间结构选择性，使其区别于传统的 1#% 反相色谱固定相。利用这
种新型的色谱固定相，该研究小组实现了多环芳烃化合物的等度洗脱分

离，实现了对 #+ 种多环芳烃标准品混合物的分离。"E胡萝卜素和生育酚
（维生素 7）具有重要的生物功能，分离它们的同分异构体具有重要的生
物学意义。然而这两种物质的同分异构体在传统的反相色谱柱上很难实

现分离，但在以高分子交替共聚物固定相制成的色谱柱上两者的同分异

构体都得到了高效的分离，其中 "E生育酚和 #E生育酚的基线分离还是第
一次报道。这种新型固定相在分离中所具有的高选择性主要归结于两个

方面：丙烯酸十八醇酯和 !E十八烷基马来酰亚胺的交替共聚物填料提供
了丰富的羰基官能团，使得羰基和 ! 共轭体系的相互作用得到增强；长
烃基碳链的相对有序性提供了利于分子间多点 !E! 相互作用的微环境。
#" 具有亚微米级塔板高度的二氧化硅胶体晶毛细管电色谱
) ) 根据 !’9 );;A<;3 的速率理论，采用小粒径颗粒（例如 ! !A 硅胶颗
粒）作为反相色谱填料，可以有效提高分离效率和提升分离速度。然而，

由于减小固定相填充物的粒径会导致色谱柱填充的不均一性，增大了涡

流扩散项（"），从而影响色谱柱的分离效率。二氧化硅胶体晶可以自组
装形成面心立方点阵的紧密堆积，且排布非常均一，可以被用作分离介

质。最近，.H3@H; 大学的 I43<2 教授研究小组［!］在直径为 ’’" 9A 的二
氧化硅胶体表面上修饰了含 #% 个碳的饱和烷基链，然后将其填充到毛细
管中制成色谱柱，整个填充过程并不需要利用压力，只需将毛细管浸到二



色 谱 第 !" 卷

氧化硅胶体颗粒的悬浮液中，借助毛细作用就可实现。由于胶体晶的紧密堆积，所填充的毛细管柱可以不用

在柱端制备塞子（内径为 #$$ !! 的这种硅胶晶体填充柱可以承受至少 "%& ’ "#$（#! ’$$ %&’）的柱压）。光
学显微图像中的布拉格衍射、扫描电镜结果和测定的孔隙率都表明毛细管内的硅胶颗粒自组装形成面心立

方晶体点阵紧密堆积，整个填充柱具有晶体的高度有序特性，这与传统的填充柱显著不同。研究者应用细胞

膜红色探针 (’)（#，# *+’+,+-./0*(，(，(，( *1-12$!-13/0*’4+,.$25,./$4’4- %-2.30,2$1-）对这种新型填充色谱
柱的分离效果进行了详细的测评。结果表明其塔板高度为 $ 6 !( !!，折合板高仅为 $ 6 )，涡流扩散项 ! *（$
+ !$）4!。该研究证实提高色谱柱填充的均一性可以有效地提高小粒径填料色谱柱的分离效率。
, , 最近，加拿大 705-21$ 大学的 8$22’&,4 小组［(］将二氧化硅胶体晶自组装在微流控通道中用于分离脱氧

核糖核酸（(97）。胶体晶的紧密堆积形成高度有序的纳米孔阵列，当采用直径 #$$ 4! 的硅胶颗粒时，纳米
孔径大小可以降至 #% 4!，小于 (97 的构象保持长度（%$ 4!）。在非对称脉冲电场电泳模式下，他们研究
了 (97 在这种高度有序的纳米孔阵列中的动力学行为和 (97 分离机理，发现当纳米孔的空间限制小于
(97 的构象保持长度时，(97 在分离过程中处于完全伸展的构象，可以提高分离效率。
!" 乳胶纳米颗粒作为准固定相的胶束电动色谱新方法
, , 日本的 :$2$5- 教授发明的胶束电动色谱法，通过引入准固定相，可以用于分离离子和非离子的化合物，
其应用广泛。最近，澳大利亚 :$&!$4’$ 大学的 #$0!-2 和 8$++$+ 小组［’］将直径为 -( 4! 的乳胶颗粒作为
电动色谱的准固定相，发明了一种新型胶束电动色谱分离法。纳米乳胶颗粒通过乳液聚合反应合成得到。

这种合成的乳胶纳米颗粒具有疏水的核和带有离子的壳层。通过疏水相互作用，乳胶纳米颗粒体可以对分

析物进行分离。由于乳胶纳米颗粒对于紫外检测、分离电流、质谱接口、离子化效率没有显著影响，因而紫外

和质谱都可以作为这种新型电动色谱的检测器。利用电动色谱的 ;<--%’4= 功能，可以实现对样品的富集，
特别是对疏水性样品，采用质谱检测，检出限可以降至 #$ . #$ / 0（#$ %%5）。
#" 纳米金修饰的高分子整体柱用于捕获和分离含硫醇的多肽
, , 蛋白质组分析中降低样品的复杂性一直是重要的研究课题。纳米金可以与硫醇反应，利用这一反应特
性，美国 >$0’?,24’$ 大学 @-2A-0-/ 分校的 B2C.3-1 教授研究小组［%］最近将金纳米粒子修饰到高分子整体柱

的表面，制备了一种新型的色谱固定相，其可以选择性地捕获含有半胱氨酸的多肽，从而降低蛋白质组

5,11,!*D%（自下而上）定量分析法中多肽混合物的复杂性。制备纳米金修饰的整体柱时，首先将半胱胺与
高分子整体柱表面的基团反应，使整体柱表面衍生上硫醇官能团；然后在整体柱上原位还原氯金酸，生成金

纳米粒子；最后金纳米粒子与整体柱表面的硫醇反应而固定在整体柱上。虽然修饰了金纳米粒子，但这种新

型的色谱固定相仍然保留了高分子整体柱优良的流体力学特性。含有半胱氨酸的多肽，由于自由硫醇官能

团与纳米金表面有很强的亲和力，因而被保留，从而实现与其他多肽的分离；被保留的多肽可以通过 ! *巯基
乙醇将其从纳米金上洗脱。

$" 集在线进样、样品同位素标记和多维分离为一体的全自动蛋白质组定量分析技术
, , 采用液相色谱结合串联质谱对蛋白质组进行定量分析在生物研究和疾病诊断中具有重要的意义。定量
分析中对样品进行同位素标记可以保证质谱测定的准确性，但往往增加了分析过程的复杂性。中国科学院

大连化学物理研究所的邹汉法教授研究小组［-］发展了一种全自动化系统，实现了对蛋白质组样品的在线进

样、样品的在线二甲基同位素标记和在线多维分离。该系统主要包括自动进样系统、#’ .! 长的两相捕获柱
（) .! 的 >#" 反相色谱填充柱和 ) .! 的强阳离子交换色谱整体柱）、转换阀、#% .! 长的 >#" 反相色谱分
离柱和质谱仪。测定中，样品在两相柱中的反相色谱柱部分完成富集和在线同位素标记，在两相柱中的强阳

离子交换色谱柱部分和反相色谱分离中实现在线多维分离，最后进入质谱仪进行测定。这种新型蛋白质组

分析技术具有全自动化、分离分析快速、样品用量少、蛋白质覆盖率大和灵敏度高等特点，提高了定量分析的

重现性和准确性。# $$$ 多种蛋白质的定量分析可以在 ($ 3 内完成，蛋白质样品用量仅需 ($ !=。他们采用
这种全自动分析技术分析检测了肝癌细胞和正常肝组织细胞的蛋白质表达的差异性，结果表明 0’ 种蛋白质
具有上调性，而 !’0 种蛋白质具有下调性。
, , 最近两个月国际上有很多出色的研究论文发表［# / 0］。为了保持《色谱》前面 ’ 期聚焦专栏的风

格［#$ / #(］，在本期的专栏中笔者只是从中选择了几篇有代表的论文进行评述，以飨读者。
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