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提� 要� 将 � � �� t型等速电泳仪和 � ¤·̈µ¶高效液相色谱仪主要部件联用o配以自制的接口o建立高效液相色

谱 等速电泳新联用系统o成功地研究了含蛋白质和一些金属离子的复杂样品的分离分析∀
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�� 前言

等速电泳k�� �l具有区带界面的 � 自校正�效

应�浓度的�自浓集�效应和易于定量等特点o因此已

广泛应用于生化�食品�药物�环境�临床等样品的分

离分析�t∗ w ∀�� � 是近年发展速度较快的分离分析

方法之一∀高效液相色谱法k� ��� l也是迅速发展

的分离分析方法之一o已广泛用于工农业生产和科

学技术领域�x∗ z ∀�� � 与 � ��� 联用可分离分析成

分很复杂的样品o例如生命物质等∀� ±̈§µ¬®¶
�{ 和

� ¥̈̈ ·¶等�| 将 �� � 作为一种预处理技术与 � ���

联用o进行了 �� � � ��� 定性分离∀本文研究了

� ��� �� � 联用技术∀利用 � ��� 分离复杂样品中

的蛋白质o把 � ��� 在实验条件下不能分离的一些

金属离子通过方便的接口引入 �� � 分离系统进行

分离分析∀结果表明o我们设计的接口灵活方便o进

样量准确o分离分析方法可行o结果令人满意∀

�� 实验部分

� � � 仪器

� � �� t型离子分析仪�wots o即开放式毛细管等

速电泳仪o在田昭武教授指导下研制~� ��� 仪由

� ¤·̈µ¶� xts泵� � ¤·̈µ¶� y�进样器�Λ �²±§¤³¤®

� t{反相色谱柱kw °° ≅ uss °° ots Λ° otuqx ±° l�

� ¤·̈µ¶w{y紫外 可见分光光度检测器和国产 ���

||u数据系统组成o必要时再配用部分国产部件~自

制的联用接口为 �� � t型o易于拆卸连接o接口由两

边的固定部分和中间的转子组成o改变转子的位置

可构成不同系统�不同通道~微量注射器o超声波除

气装置o� � us� 型 ³� 计∀

� � � 试剂

试剂未注明纯度者为 � � 级o配制试剂的水为

重蒸去离子水∀前导电解质为uqx °° ²̄ � � � ō配

入vs °° ²̄ �t{ 冠醚 y~尾随电解质为三羟基甲基

胺基甲烷k� µ¬¶lox °° ²̄ � � µ¬¶
n
� ¯

p o调 ³� yqs~

� � ¯溶液用等温扩散法提纯o用标准 �� � 溶液标

定k得浓度为vqvsx ° ²̄ �l~阳离子标准混合液}用

干燥的 �� w� ō �¤� ō � ¤� ūo �� ¯配成含 u ss

°° ²̄ ���
n
w o �¤

n o �
n 和t ss °° ²̄ ��¤

un 的标

准混合液~核糖核酸酶 � k� �¤¶̈ � lo生化试剂o中

科院上海生化所东风生化技术公司产品~溶菌酶

k�¼¶lo生化试剂o上海丽珠东方生化技术公司产品~

牛血清蛋白k��� lo生化试剂o中国医学科学院血液

研究所产品~k鸡l白蛋白k� � � lo上海丽珠东方生

化技术公司产品∀各蛋白质溶液均在w ε 冰箱中保

存∀� ��� 流动相 � }ςk体积分数为xh 的异丙醇l

ς k丁醇l� u to并加入 u u °° ²̄ �的 � � ¯k³�

u yvl~流动相 �}ςk体积分数为xsh 的异丙醇l ς

k丁醇l� u t∀

� � � 实验方法

�� � 实验方法 � 用蒸馏水清洗分离系统o用前

导溶液和尾随溶液清洗相应的电极槽�贮液槽和分

离管o并在两电极槽�贮液槽中分别加入前导电解质

和尾随电解质溶液o排除系统内气泡∀打开电源开

关o预热o清洗分离管∀将分离管接通o先关前导电解

质溶液贮液槽出口o后关尾随电解质溶液贮液槽出

口o使连接液为尾随电解质溶液∀加高压o记录电泳

图∀在得到正常电泳图后o清洗分离管o用进样片进

样o加高压o调工作电流为ws Λ� 和走纸速度o记录

电泳图∀

� ��� 实验方法� � ��� 仪配用 � t{o柱o进样∀

先以主泵泵入流动相 � o然后控制副泵中流动相 �

在tz x °¬±内由s变至zsh 进行低压梯度淋洗o流速

为t s °� °¬±o在uux ±° 处检测o绘制色谱图k室

温l∀

联机接口操作 � 将接口代替进样片装入 �� �

分离系统中o连接 � ��� 的溶液淋出口o将接口的

转子定位于 �� � 清洗和从 � ��� 仪取样状态∀清洗
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分离管o并对 � ��� 仪淋出液取样∀转动转子o使

�� � 处于检测状态o并使从 � ��� 仪取来的淋出液

与 �� � 分离管内的溶液连接∀加高压o调节工作电

流和走纸速度o记录电泳图∀

�� 结果与讨论

� � � 蛋白质对一些阳离子 ΙΤΠ分离的干扰

按实验方法以{s s Λ° ²̄ �阳离子标准混合液

进样us Λ�o绘制 �� � 分离图见图t ¤∀另以s su ª �

核糖核酸酶 � 和{sqs Λ° ²̄ �阳离子标准混合液的

混合物同样进样o绘制 �� � 电泳分离图见图t ¥∀由

图t可见 � �¤¶̈ � 干扰了 ��
n
w 的测定∀另一些实验

显示另v个蛋白质的阶高 Η � 相近o也会干扰 ��
n
w 的

测定∀因此o对含有蛋白质和上述阳离子的复杂混合

物样品不能用 �� � 直接分离分析o而需先用 � ���

分离蛋白质�再用 �� � 分离分析阳离子的 � ���

�� � 的联用技术∀

图�� 蛋白质对阳离子分离的干扰

Φιγq�� Ιντερφερενχε βψ Sροτειν ιν τηε

σεSαρατιον οφ χατιονσ

¤q阳离子分离~¥q� �¤¶̈ � 和阳离子的分离∀
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� � � ΙΤΠ分离的精密度

按 �� � 实验方法分离各金属离子o分离良好∀

以阶长 Λ� 对浓度ks∗ {sqs Λ° ²̄ �l作工作曲线o线

性良好且都通过原点o可用于定量分析∀由平行实验

测得 �� � 分离的精密度数据列于表t中∀

表� � ΙΤΠ分离的精密度

Ταβλε �� Πρεχισιον οφ ΙΤΠ σεSαρατιον

离子

�²±

阶长 Λ¶k°° l

t u v w x
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° ¤̈±

Σ∆

k°° l

Χς

kh l

�� n
w |qwy |qsu {q{w |qvs |qvw |qt| squx uqz

� ¤un uq{u uqyy uqzw uqy{ uq{y uqzx sqs| vqv

�¤n |q|{ |q{y tsqu{ tsqww tsqvu tsqt{ squw uqw

�n {qxy {qys |qwu |q{s |qxu |qt{ sqxz yqu

� � � ΗΠΛΧ 流动相 SΗ 值的选择

在酸度计指示下调节 � ��� 流动相k含金属离

子l的 ³� 值为u xsou yvou vuo进样us Λ�o绘制

�� � 分离图∀由分离图看出o³� 值大于u ys较好o但

从 � ��� 分离蛋白质考虑o³� 值小一点好o所以本

文选用 ³� 值为u yv∀³� 值太小时o酸度偏大o妨碍

t{ 冠 y的络合作用o不利于金属离子的分离∀

� � � 接口进样体积的测定

我们设计了一个准确测定接口进样体积的简易

方法o即用一个高位瓶k内装vqvsx ° ²̄ �盐酸标准

溶液l流出管代替 � ��� 流出管连接于接口o按实

验方法转动转子取样o检测∀在检测位置上用蒸馏水

将 � � ¯淋出o流入锥形瓶中o加t滴甲基橙指示剂o

用tsqs °° ²̄ ��� � 标准溶液滴定o重复z次k分别

用 �� � 溶液 u ysou yxou yvou yxou ysou yxo

u ys °�lo测得接口进样体积z |y Λ�o进样精密度

好∀

� � � 用接口进行 ΗΠΛΧ-ΙΤΠ联机实验

用自制的接口代替 � � �� t型毛细管等速电泳

仪的开放式进样装置�ts o使接口置于两段 �� � 分离

毛细管的中间并连接好∀接口的另一通道与 � ���

仪的淋出液连接o进行联机实验∀以 ςksqt °° ²̄ �

阳离子标准混合液l ςk� � � l ςk��� l ςk�¼¶l�

w u u t的混合溶液进样xs Λ�o按实验方法进行

� ��� 分离o得到的蛋白质谱图如图u所示∀由图u可

见蛋白质分离良好∀

图�� 联用实验在 ΗΠΛΧ上得到的蛋白质分离图

Φιγq� � ΧηροP ατογραP οφ Sροτεινσ φροP ΗΠΛΧ

ιν χοP βινατιον εξSεριP εντ

tq�¼¶o uq��� o vq� � �

� � 在实验条件下o金属离子在 � t{柱上保留微弱o

先行淋出∀按u v节通过控制时间转动接口的转子对

� ��� 淋出液取样的同时对 �� � 进样o绘制 �� � 分

离图如图v所示∀由图可见金属阳离子分离良好∀

综上可见o利用 �� � 与 � ��� 各自的优点o按

照不同的分离原理o联合对含蛋白质和金属离子的

复杂样品进行分离分析是可行的∀在 �� � 从 � ���

取样的同时o可对 �� � 分离管进行清洗∀在向 �� �

进样时o接口通道与两头的分离管衔接o构成 �� �

分离毛细管进行 �� � 分离检测∀在 �� � 检测阳离子

的同时o� ��� 继续运行不受阻碍o接口的另一通道

�sx� 色� � � � 谱 tz卷



供 � ��� 流出液排入废液瓶o操作简便o联用自如∀

图�� 联用实验阳离子 ΙΤΠ分离图

Φιγq� � ΙΤΠ ελεχτροSηερογραP οφ χατιονσ

ιν χοP βινατιον εξSεριP εντ
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