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!&世纪是生命科学的世纪，生命科学的发展离

不开研究手段（主要是分离、分析、测试手段）的创新

和发展。而分析方法的发展也推动了生命科学的研

究向更高、更深入的层次进展。分析生物化学（/@/$
+341./+815.6*917423）在这种背景下应运而生，它是利

用现代的分析、分离手段来获取生物体系中的有关

化学信息以及各种相互作用间联系的一门新兴学

科。“!&世纪生命科学的特点将首先是分析与综合

的统一，分析将密切地与功能研究相结合，而综合将

越来越多地建立在分析的基础上。”“虽然过去存在

对分析工作的生物学意义重视不够的问题，但这一

情况正在迅速改变。当前的分析工作的任务不仅远

远没有完成，而且还面临着大量的、水平要求愈来愈

高的分析工作”［&］。!"世纪’"年代末期诞生的系

统生物学（7374*97815+5:3）包括基因组学、蛋白质组

学、代谢组学和生物信息学，分别通过基因、蛋白质

和代谢产物水平上的整体分析来研究和探索生命的

现象和本质。很显然针对这些复杂的生物体系，首

先要解决的重大问题是生物系统物质组成的高通量

分离分析和结构鉴定。生物分子识别作用与其生物

功能的产生密切相关，因此从分子水平上建立高通

量、高灵敏度的生物活性分子相互作用研究与分析

的新技术和新方法是生物分析化学的另一大发展趋

势。当代物理学、数学、电子学、生物学以及工程科

学的发展使分析化学进入了一个新的境界，大量新

的分析方法、技术和原理不断涌现出来。如激光技

术的引入，促进了诸如激光共振电离光谱、激光诱导

荧光光谱和激光质谱的开展，大大提高了分析方法

的灵敏度，使得检测单个原子或单个分子成为可能。

以下结合我们的研究工作对生物活性分子分离与检

测领域的一些新技术和新方法进行介绍。

! 现代色谱分析技术

复杂体系中生物分子的分离和测定已成为分析

化学家所面临的艰巨任务。由液相色谱、气相色谱、

超临界流体色谱和毛细管电泳等所组成的色谱学是

现代分离、分析的主要组成部分。应生命科学高速

发展的要求，近年来色谱分析技术也取得了许多新

的进展。尤其是在基因组、蛋白质组以及代谢组学

的研究中，大量新的高选择性、高分辨率色谱技术发

挥着不可替代的作用。

!"! 毛细管电泳技术

毛细管电泳（AB）是目前对生物大分子分辨效

率最高的分离分析技术。由于AB采用极细内径的

弹性石英毛细管作为分离载体，进样量小，可操作性

强，分离快速、高效，因而它在蛋白质分离、糖分析、

脱氧核糖核酸（CD>）测序、单细胞分析中发挥着越

来越重要的作用。其分离效率可达百万理论塔片，

进样体积只需@E，并且易于同其他检测方法联用，

最低检测限可达&"F&’95+，是微分离分析中最有效

的方法之一［!，#］。近年来，毛细管电泳技术已被应

用于基因组、蛋白质组以及代谢组学的研究中。其

中阵列毛细管电泳、亲和毛细管电泳、芯片毛细管电

泳以及和其他高灵敏检测技术的联用最为引人注

目。阵列毛细管电泳平台可允许同时操作多根毛细

管进行分析，大大提高了分离分析的效率。正是这

种技术的发展实现了高通量的CD>测序，使人类

基因组计划提前完成。亲和毛细管电泳是研究生物

活性分子间相互作用的有效手段。这种方法样品消

耗量小、速度快、柱效高并且所用溶液体系非常接近

生物体液组成，可以得到较为真实的生物分子相互

作用信息，已被用于生物活性物质如蛋白质、核酸、

糖类等与药物分子之间的相互作用的研究，是一种

非常 具 有 潜 力 的 药 物 先 导 化 合 物 的 高 效 筛 选 工

具［,］。我们曾利用毛细管区带电泳测定了人生长

激素与单克隆抗体的免疫反应活性及其计量数［%］。

毛细管电泳和激光诱导荧光技术的联用已经实现了

单分子水平的检测，其检出限可达&"F&!95+／E［(］。

目前我们正在利用这种技术进行单细胞成分的分析

研究。此外AB与质谱（GH）的联用也是一个令人

兴奋的技术。它能在高效分离的同时在线提供化合

物的结构信息，在肽链测序及蛋白结构、相对分子质
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量测定、单细胞分析等方面有卓越的表现［!］。近来

这种方法在蛋白质组学的研究中得到应用。"#$%&
等［’］用毛细管等电聚焦与超高精确度和灵敏度的

电喷雾傅里叶离子回旋共振质谱联用，分析了大肠

杆菌蛋白质表达的变化，())*+的样品总量中，在

,)))!-)))))的相对分子质量范围内可以确定

.))!-)))个蛋白。芯片毛细管电泳将电泳操作进

一步缩小至芯片上的微通道中，由于分离通道短、场

强大，因此分离速度更快、效率更高，是目前微全分

析系 统（!/01"）的 主 流 技 术。-222年，3445和

64%&$78［2］将单分子检测与芯片毛细管电泳相结合，

利用芯片本身的微通道迫使更多的分子通过检测

区，同时利用鞘流聚集技术使单分子检测效率从毛

细管电泳的)9)-:提高到了-9-:。此外，利用毛

细管电泳技术分析细胞代谢产物中某些改性核苷含

量的 变 化，有 可 能 应 用 于 肿 瘤 以 及 艾 滋 病 的 诊

断［-)］。

毛细管电色谱（;<;）是在毛细管中填充或在毛

细管壁涂布、键合色谱固定相，依靠电渗流推动流动

相，使中性和带电荷的样品分子根据它们在色谱固

定相和流动相间吸附、分配平衡常数和电泳速率的

差异而达到分离分析的一种电分离模式［--!-=］。它

结合了毛细管电泳的高效性和高效液相色谱的高选

择性，具有高效、快速、微量的特点，是一种新兴的微

柱分离分析技术。;<;技术也将逐步在本世纪内

生物分子的分离分析中获得应用［->］。

!"# 多维色谱技术

尽管近年来高效液相色谱和毛细管电泳技术的

进展为生物活性分子的分离分析提供了有效的手

段，但是面对非常复杂的体系，一维的分离模式所能

提供的分辨率和峰容量往往十分有限。?$@@$*+8曾

指出，用一维分离方法对含有-))个随机分布组分

的样品进行分离，完全分离’,个组分就需要有大约

四百万的理论塔片数［-!］。因此，单纯从目前的分离

手段出发不足以对复杂样品体系中随机峰组分进行

完全分离。根据?$@@$*+8建立的数学模型［-’］，多维

分离模式的峰容量是其构成的各个一维分离模式的

峰容量的乘积，因此多维色谱相比于一维色谱能提

供更大的峰容量，更适合于复杂样品的分析。根据

分离机理的不同，可以将多维分离模式大致分为多

维3AB;、多维;<以及多维3AB;/;<三大类。

!"#"! 多维高效液相色谱

同一维液相色谱系统相比，多维液相色谱分离

系统最主要的优势在于提供了不同寻常的峰容量。

这使得大多数目标化合物和化合物族可以获得基线

分离。同时组分峰在多维分离空间中被多重定位，

减少了干扰，定性可靠。另外，相对于同族的其他化

合物来说，每个峰在每次运行中其位置是稳定的，容

易识别。因此，多维液相色谱技术已经广泛地应用

于复杂样品的分析研究中，特别是蛋白质组学研究

和药物分析方面。与传统二维凝胶电泳相比，多维

液相色谱系统最突出的优点是：（-）快速，灵敏，便

于自动化，能够满足蛋白质组学研究高通量的要求。

（,）对蛋白质全组分进行分析时的歧视效应大大减

小。从目前的发展方向看，多维液相色谱/质谱联用

有望成为蛋白质组学分离技术的一个新的生长点，

而且越来越受到关注。C7+*$7D等人［-2］建立了全自

动化特征肽鉴定蛋白质的方法，利用多维液相色谱

技术对复杂体系中蛋白质鉴定所需的还原和烷基化

反应、胰蛋白酶酶解、固载化金属亲和色谱、反相色

谱以及电喷雾电离/质谱（<"E/6"）分析等全流程操

作实现了在线自动化。整个系统中可以任意在其中

的一个步骤添加多根柱子，并联运行以实现高通量

分析。该方法对脱脂牛奶中蛋白质鉴定的全过程不

超过,&，耗时仅为传统方法的十分之一。F4%78等

人［,)，,-］将不同的色谱分离模式以串联方式合并于

同一色谱柱中进行，即在同一色谱柱的前半部分装

填强阳离子色谱填料，后半部分填充反相色谱填料。

经酶解的多肽混合物进样到强阳离子交换柱，以台

阶梯度增加盐浓度，依次将馏分直接洗脱进入反相

色谱填料上，线性增加乙腈浓度，对反相色谱填料上

有保留的组分进行洗脱分离，并由质谱鉴定。这种

方法 称 为 多 维 蛋 白 质 鉴 定 技 术（#GH%$@$#7*8$I*4H
JDI%7$*$@7*%$K$L4%$I*%7L&*IHI+M，6G@AE0），一个分

析周期可检测-))多种蛋白质，适用于蛋白质组学

研究中蛋白质的大规模分离鉴定。NIHH7D等人［,,］利

用这种基于多维液相色谱技术的 6G@AE0方法进

行了水稻蛋白质组研究，同时还与传统的经二维凝

胶电泳分离，质谱鉴定的方法进行了结果比较。传

统方法识别了==>个水稻蛋白质（-=)2个肽段），而

6G@AE0方法共检出和识别了,(>(个水稻蛋白质

（=-’2个肽段），这是至今由多维液相色谱技术鉴定

蛋白质数目最多的文献报道，充分体现了多维色谱

在蛋白质组研究中的巨大潜力。

中药是一个非常复杂的体系，常常含有从无机

物到有机物、从极性到非极性、从小分子到生物大分

子的各种成分。中药的质量控制离不开其化学成分

的提取、分离、纯化、结构鉴定和定量分析。因此，对

中药提取物中某些特定组分的分离分析将有助于质

量控制。F4*+等［,(］利用多维逆流液相色谱成功地

从银杏的粗提物中分离纯化了鼠李醚、四羟基黄酮

和槲皮甙等组分。

尽管多维液相色谱最适合于分离复杂混合物，

但它也适用于对含有相对简单目标化合物的混合物

进行快速扫描分析。在对富含蛋白质的体液，如血

浆等样品中的药物进行血清药代动力学分析时，往
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往需要进行复杂的样品预处理，如液液萃取，存在着

过程复杂、耗时长等缺点。!"#$%&’等［()］利用多维

色谱 的 柱 切 换 功 能，在 第 一 维 柱 上 将 待 测 药 物

*#’+,#-./#0&与干扰的生物大分子进行分离，然后在

后续柱上完成样品分析，从而实现了血浆样品直接

进样检测。在对生物样品中的对映体进行拆分时，

由于内源性物质及代谢产物的干扰，仅由手性色谱

柱拆分容易造成谱峰重叠，将手性拆分柱与常规分

析柱串联组成的多维色谱系统已经成功地解决了这

一问题［(1］。

!"#"# 多维毛细管电泳

和多维2345相比，多维56在蛋白质组研究

中的应用正处于起步阶段。!%&-7等［(8］用毛细管

胶束电泳和毛细管等电聚焦在线二维分离模式在)
9+-内完成了对一种蛋白质水解产物的浓缩、分离

和检测。:#%.-等［(;］通过微透析界面实现了毛细

管等电聚焦和毛细管区带电泳的二维分离模式并将

该模式应用到蛋白水解肽的分析中，峰容量可以达

到<8==左右。张玉奎等［(>］采用中空纤维膜实现了

毛细管等电聚焦和毛细管凝胶电泳的二维连接，并

用于血红蛋白的多态性研究。

!"#"$ 多维高效液相色谱?毛细管电泳

多维2345?56系统是由@#’7&-A#-等［(B，C=］提

出的。它们设计了两种不同的接口 阀／环设计

（*.0*&／0##$D&A+7-）和横向流控界面（"’.-A*&’A&E0#F
7."+-7+-"&’E.,&），实现了反相色谱和毛细管区带电

泳二维分离模式以及排阻色谱?反相色谱?毛细管区

带电泳三维分离模式，并将它们用于蛋白质降解产

物的分析中。5%&-等［C<］以微进样器作为接口建立

了毛细管等电聚焦和毛细管反相色谱二维分离体系

并将其应用于从果蝇唾液腺中提取的肽类样品的分

析，峰容量可达约<>==。张祥民等［C(］利用全二维

毛细管液相色谱和毛细管电泳串联对中药复方承气

汤中的中性组分进行分离，得到<<=个良好分离的

组分，系统的峰容量高达(===。最近，!".%0等［CC］实

现了排阻色谱?加压电色谱?质谱多维分离模式。

!"#"% 多维液相分离系统的微型化

由于微型化分析仪器具有分析速度快、高通量、

易于优化设计、样品及试剂消耗少等优点，近来发展

十分迅速。多维分离系统的微型化工作也已经开

展。G.9A&H研究组［C)］将胶束电动色谱和快速毛细

管电泳这两种分离模式设计在玻璃芯片上构成了全

二维微型分离装置，与单独采用任意一维分离模式

相比大大提高了系统的分辨率。该装置可以电动控

制进行自动化分析，对多肽混合物的分析时间在<=
9+-之 内，全 系 统 的 峰 容 量 大 约 为1==!<===。

!0&-"/等［C1］将固载化胰蛋白酶酶解、固定化金属离

子螯合亲和色谱、反相色谱分离等三维操作系统集

成在聚二甲基硅氧烷（3I:!）芯片上，构成多维微

全分 析 系 统（9J0"+D+9&-A+#-.09+,’#?"#".0.-.0HA+A
AHA"&9A，:I"KL!），并对牛血清白蛋白样品进行了

全自动芯片蛋白质酶解组分分析的尝试。

!"$ 生物色谱技术

生物色谱是利用生物活性物质的特异性相互作

用进行生物样品分离分析和生物活性参数测定的新

兴技术。我们将牛生长激素释放因子及其抗体固载

到灌流色谱填料上，发展出快速测定牛生长激素释

放因子及其抗体的免疫亲和色谱法，该方法还被用

于分离纯化牛生长激素抗体与酶的共价聚合物［C8］。

同时通过对牛生长激素释放因子的抗体进行异硫氰

酸盐荧光素（MNK5）标记，采用夹心免疫检测原理建

立了牛生长激素免疫亲和色谱柱上荧光检测方法，

使牛 生 长 激 素 释 放 因 子 的 检 测 下 限 达 到(==
-7／4［C;］。

药物分子或手性药物的对映体由于在体内与生

物活性分子（如血浆蛋白）之间相互作用存在差异，

因此它们在体内的代谢过程以及生理活性表现出明

显不同。利用生物活性分子作为配体的生物色谱可

以有效地应用在手性药物的拆分以及中药的成分分

析、活性成分和药物先导物的筛选上。我们研究了

一些非甾类抗炎药在人血清白蛋白柱上的拆分，建

立了吸附蛋白质固定相毛细管电色谱拆分手性药物

的新方法［C>!)=］。利用微透析和生物分子色谱联用

技术测定了药物和人血清白蛋白之间的立体相互作

用［)<!)C］。此外利用人血清白蛋白生物色谱柱对多

种单味中药有效成分进行了筛选［))，)1］。

生物色谱的发展离不开新型固定相材料的研

究。我们已经发展出适合于生物大分子分离纯化的

膜色谱介质，并成功应用于人血清白蛋白、5.".0.A&
酶、人体N7O等生物大分子的分离纯化［)8!1=］。最

近我们发展了新型的整体材料固定相，这种材料具

有制备过程简单、重复性好、易于化学工业改性、柱

压低以及传质速度快等优点，特别适用于生物大分

子的分离分析。我们制备了蛋白L和模拟生物特

异性配体亲和色谱整体柱用于免疫球蛋白O的快

速分离分析及血浆中过量N7O的清除［1<］；制备了金

属螯合亲和整体柱用于蛋白质的分离［1(］；以整体材

料为载体的固定化木瓜蛋白酶生物反应器成功用于

酶解人N7O［1C］。分子印迹聚合物（9#0&,J0.’0H+9?
$’+-"&D$#0H9&’A）是一种特异性的分子识别材料，它

能特异性地识别目标分子，被称为“人工抗体”。我

们以氨基酸衍生物和辛可纳生物碱为模板合成了分

子印迹整体柱并将其用于氨基酸衍生物和辛可纳生

物碱的手性拆分中［1)!18］。此外，我们通过在传统

硅球表面涂覆或键合卵磷脂建立了模拟生物膜色谱

并将其用于预测药物的小肠吸收以及中药活性成分
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的筛选［!"!!#］。

! 基体辅助激光解吸电离生物质谱

生物质谱的兴起源自于人们对生命科学过程中

有关活性物质分析的迫切要求，而新的质谱电离技

术的 出 现，尤 其 是 基 体 辅 助 激 光 解 吸 电 离 技 术

（$%&’(）和电喷雾电离技术，为质谱从近代结构化

学和分析化学领域进入生命科学范畴提供了可能

性。)**)年诺贝尔化学奖授予了发明 $%&’(和

+,(生物质谱技术的二位学者，更加体现这种技术

在生命科学研究中的重要性。生物质谱主要用于解

决两个问题，其一是精确测量生物大分子的相对分

子质量，并提供它们的分子结构信息，其二是对存在

于生命复杂体系中的微量或痕量小分子活性物质进

行定性或定量分析。目前生物质谱已在多肽、蛋白

质、寡核苷酸、多糖和寡糖等生物样品的分析与结构

鉴定方面获得广泛的应用。而在临床医学分析方

面，通过微量体液中标记物的快速测定，质谱可以为

癌症等疾病的早期诊断提供有效的手段。

$%&’(生物质谱是使一些易吸收激光能量的

弱有机酸碱类物质作为基体先吸收激光能量，之后

再将能量传递给样品分子，使样品分子获得足够的

能量气化，得到完整的分子离子质谱峰。基体的引

入克服了由于过量的激光能量直接轰击样品而使得

样品裂解的问题，从而可以对大分子物质进行精确

的质量分析，目前可测定的最大相对分子质量超过

-!*****。通常基体分子起着能量传递、样品分子

隔离以降低解吸能以及质子化或去质子化剂的作

用，而对其系统的研究结果表明，作为基体物质必须

具有一定的可溶性、光吸收性以及比较低的反应活

性，且一般含有苯环及一个至数个羧基、羟基或伯氨

基。常用的基体有!.氰基./.羟基.肉桂酸、)，!.二羟

基苯甲酸和0.羟基吡啶甲酸等。利用$%&’(生物

质谱，我们主要开展了以下三方面的工作：（-）中草

药$%&’(分析。中药的真伪鉴别和质量控制是中

药现代化、国际化的重要前提，目前中药材的鉴别方

法主要为色谱法、紫外及红外光谱法，相对分析时间

比较长。$%&’(质谱除具分析速度快、灵敏度高

的特点外，还具有抗干扰能力强及可以用于复杂体

系中混合物同时测定的特点。我们尝试利用该技术

对中药进行分析，通过对不同产地药物提取物进行

质谱分析得到对应质谱图，通过指纹峰和专属性较

强的 峰 来 判 断 药 物 的 真 伪，从 而 建 立 中 草 药 的

$%&’(指纹谱库，对中草药进行快速鉴别［1*］。（)）

固定化酶蛋白质肽谱分析。在游离酶肽谱分析中一

个比较大的缺点是酶自水解产物会干扰分析结果，

同时酶寿命短不能重复利用，而这个问题可以通过

固定化酶水解蛋白质来避免。通过共价或金属螯合

的方法，我们在不同的载体如甲基丙烯酸缩水甘油

酯复合膜［1-］、多孔硅以及石英熔融毛细管上键合蛋

白酶制得酶微反应器，并将其用于蛋白质的肽谱分

析。其中利用毛细管管壁共价键合胰蛋白酶微反应

器，!234内对#5267的马心细胞色素8成功地进

行了肽谱分析，获得了"19的序列覆盖度［1)］。（0）

小分子分析。通过使用多孔硅材料，能够有效的克

服使用有机基体分析样品时所带来的基体信号干扰

问题，因而十分适合药物等小分子的分析［10］。同时

通过处理多孔硅表面而键合上特定官能团，可以进

行物质相互作用研究、蛋白质肽谱分析。在硅表面

键合牛血清白蛋白得到亲和质谱靶，然后用质谱检

测药物分子与靶体上共价键合的蛋白质的分子识别

作用情况［1/］，从而为药物的筛选提供了质谱快速检

测的途径，同时通过对多孔硅制备工艺的改进和微

加工技术的引入，可以进一步实现生物活性分子识

别作用的高通量筛选技术。我们还发现表面活性剂

与常规有机基体的混合物和碳纳米管作为$%&’(
的基体，可以有效抑制基体信号的产生［1!］，对一系

列小分子化合物成功地进行高通量分析。
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