
!""# 年 # 月

!"#$"%&"’ !""#
色 谱

!"#$%&% ’()*$+, (- !"*(.+/(0*+1"2
()*+ !$ ,)+ %

$&$ ’ $!(

!通讯联系人：耿信笃，教授，博士生导师 + -"*：（"!#）))("()&$，./%01*：234"54* 567+ "37+ 85+
基金项目：陕西省分析化学重点学科基金和现代分离科学陕西省重点实验室基金（"%"% 9!+"）+
收稿日期：!""# /"$ /&+

动力学因素对液相色谱分离整体蛋白的影响

闵 , 一，, 陈 , 刚，, 耿信笃!

（ 西北大学现代分离科学研究所，现代分离科学陕西省重点实验室，陕西 西安 $&""+#）

摘要：依据液相色谱分离整体蛋白的效果与色谱柱柱长 基 本 无 关 的 事 实，研 究 了 动 力 学 因 素 对 疏 水 相 互 作 用 色 谱

（:;<）分离整体蛋白的影响。首次提出了用于线性梯度洗脱条件下蛋白分离的“ 条件板高”（!）概念，并将其用于

动力学因素对分离整体蛋白的影响的表征。分别用常用的色谱柱和色谱饼对标准蛋白进行了分离，绘制了类似于

=05 >""%$"’ 的“ 条件板高”对流动相线速（"）的曲 线 图。发 现 对 应 于 色 谱 柱 最 低“ 条 件 板 高”的 适 合 线 速 约 为 色

谱饼的 & ? % ’ & ? &%，且色谱饼的适合线速范围也较色谱柱宽得多。据此，用装填有 :;< 填料的色谱饼（&" %% - !"
%% 1+ 3+ ）在 &! %15 内便可完全分离 $ 种标准蛋白。还用装填有 :;< 填料的色谱饼对重组人粒细胞集落刺激因子

（ ’@A/<!B）进行了复性并同时纯化，在 %" %15 内，仅用一步色谱法就可获得纯度$#$C 的 ’@A/<!B，其质量回收率

为 (#C，比活 . & - &") ;D ? %4。可以预计，装填极 细 颗 粒 的 刚 性 色 谱 填 料 的 色 谱 饼 可 在 高 负 荷 条 件 下 进 行 整 体 蛋

白的高速和高分离度的分离、纯化并同时复性，达到“ 三高”。
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% % 色谱分离是基于各组分在色谱柱中有不同的迁

移速率。然而组分在色谱带的迁移过程中会不断地

扩展。一般假定溶质在液体和固体两相间的迁移是

瞬时完成的，所以组分在纵向的迁移速度一方面可

用与该组分在两相中分配系数大小相关的保留因子

来表示，另一方面它又与色谱带（ 组分带）在柱内的

扩展程度相关。前者属于热力学因素，且色谱柱愈

长，对分离愈有利；而后者属于动力学因素，长的色

谱柱会导致色谱带扩展程度增大，从而对分离产生

不利影响。所以组分分离总是在这两个因素的相互

制约下进行。

% % 在蛋白质组学研究中，通常要求所制备的来源

于天然产物、动植物细胞的活性和变性重组蛋白的

纯度大于 &#> ，并 具 有 高 比 活 性。?-5"!-8 小 组［’］

曾指出规模化纯化活性蛋白在蛋白质组学研究中的

重要性。目前蛋白质组学研究中所采用的“ 自上而

下”的策略（ &(/;+(’" 6&82&-59）也要求先对足够数

量的整体蛋白质进行分离后再予以鉴定［!，(］。尤其

是改 进 的 质 谱 方 法 可 准 确 地 测 定 相 对 分 子 质 量

（! 8）为 !!& $$$［)］的蛋白质，这更加拓宽了“ 自上而

下”策略的应用范围。@-"5 等［# * "］近几年也曾对此

进行评述。基于生物大分子或整体蛋白的色谱分离

效果基本上与色谱柱的柱长无关这样一个众所周知

的事实，短 柱 常 被 用 来 纯 化 整 体 蛋 白［+，,］。 然 而 细

且短的色谱柱所能承受的样品负载量低，因而限制

了其在规模型制备中的应用。为了解决这一问题，

人们开发了一系列长 ’$ ##、直径在 ’$ ## 到 ($$
## 之间（ 甚至更大直径）的色谱饼（ 又称为饼型色

谱柱）［&，’$］。已证实用色谱饼可在高负载条件下分

离蛋白，且所得效果相当好，已被用于纯化并同时复

性得到克级重组人 !;干扰素；该方法被称为蛋白折

叠液相色谱法（/8(&-!" 4(*+!"5 *!A)!+ 018(#2&(582;
/19，BCDE）［+，’’］。一般情况下，用 BCDE 在 ($ - )$
#!" 内可一 步 纯 化 并 同 时 复 性 很 多 源 于 大 肠 杆 菌

（"# $%&’）的重组蛋白和蛋白药物，且所得产物的纯

度大于 &#>，因此未来可期望用包括整体柱在内的

短色谱柱改变蛋白的纯化［+］。当色谱固定相、流动

相和溶质一定时，小分子溶质的色谱分离效果主要

受色谱柱柱长控制，而蛋白这样的大分子其色谱分

离效果则主要由动力学因素来控制。有关动力学因

素对小分子溶质的色谱分离影响的研究颇多，如著

名 的 72" F--#&-8 方 程［’!］、@!++!"56 方 程［’(］ 和

G2"5 方程［’)］，而关于动力学因素对整体蛋 白 分 离

的影响却很少见报道。迄今为止，尚未见到用板高

或折 合 板 高 与 流 动 相 线 速 的 关 系 类 似 于 72"
F--#&-8 或 H"(. 曲 线［’#］来 描 述 在 梯 度 洗 脱 条 件

下整体蛋白分离的报道。

% % 分离度的概念在等浓度洗脱条件下的组分分离

中应用极广。在等浓度洗脱条件下，分离效率的高

低可用理论塔板数或者理论塔板高度进行描述，此

时分离效率与色谱柱的柱长密切相关。但依据分离

度的原有定义，无法用其表征在梯度洗脱条件下组

分分离的好坏。而蛋白的分离却常常是在梯度洗脱

条件 下 进 行，且 分 离 度 与 柱 长 基 本 无 关。 因 此

G2"5 等［’)］引入了 一 个“ 条 件 峰 容 量”的 概 念 以 表

示在梯度洗脱条件下多肽分离的峰容量，并将源于

等度洗脱条件的 B(//- 曲线用于梯度洗脱，研究了

“ 条件峰容量”的 B(//- 曲线。这里的“ 条件”是指

梯度条件，包括梯度洗脱、温度、流速、洗脱剂的起始

和最终浓度、色谱参数和样品性质等［’+］。

% % 根据这样一个“ 条件”概念的思路，在本研究中

我们也使用 一 个“ 条 件 分 离 度”的 概 念 以 简 单 说 明

在梯度条件下对蛋白的分离能力；同时，也可对应于

峰宽使用这 样 一 个“ 条 件 峰 宽”概 念。如 果 色 谱 峰

对称性良好，则条件分离度（( 6）可用式（’）计算：

( 6 .
)?，! * )?，’

*
（’）

其中，)?，’ 和 )?，! 是两个指定的蛋白色谱峰 ’ 和 ! 在

特定梯度条件下的保留时间，* 是这两个蛋白所得

色谱峰的平均“ 条件色谱峰宽”。虽然 )?，’ 和 )?，! 能

够被精 确 测 定，但 在 用 梯 度 洗 脱 时，* 取 决 于 所 选

定的一对蛋白色谱峰的对称性。假定在梯度洗脱条

件下分离得到的蛋白色谱峰的对称性很好，则可用

式（’）算出这一对蛋白色谱峰的 ( 6。

% % 在研究色谱柱柱效受动力学因素影响时，对应

于上述“ 条件峰宽”的“ 条件板高”（+）可用式（!）计

算［’"］：

·,’"·
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其中，# 为塔板数，" 为色谱柱长。对 于 %! 和 $ 来

讲，也可以与在等浓度洗脱条件下分离小分子溶质

一样，用单个 蛋 白 的 保 留 时 间 和 峰 宽 来 计 算“ 条 件

板高”，但 这 样 会 与 实 际 情 况 产 生 很 大 的 距 离。 因

为在流动相 的 流 速 改 变 时 所 引 起 的 %! 的 变 化 是 由

热力学（ 对 应 流 动 相 中 强 洗 脱 剂 浓 度 的 变 化）因 素

和动力学因 素（ 与 小 分 子 溶 质 动 力 学 因 素 相 同）同

时引起的，且不同蛋白的分子所产生的分子构象变

化也不一样，所以这些变化均与蛋白种类密切相关。

为了避免这些因素所引起的差异，选用与相邻两个

色谱峰相对应的一对蛋白的平均性质，即这一对蛋

白的保留时间 %!，$ 和 %!，’ 的 平 均 保 留 时 间 %! 及 色 谱

峰的平均条件色谱峰宽 $ 所对应的板高来表示“ 条

件板高”。这样一来，“ 条 件 板 高”的 物 理 意 义 便 可

描述为：在色谱柱长一定时与相邻两个色谱峰相对

应的一对蛋白的塔板高度，或者是在梯度洗脱条件

下分离蛋白 时 将 一 对 蛋 白 视 为“ 一 个”蛋 白 所 对 应

的板高。从式（’）看出，“ 条件板高”可 用 这 两 个 色

谱峰的平均保留值 %! 与平均峰宽 $ 来 计 算。在 最

低“ 条件板 高”条 件 下 进 行 的 蛋 白 分 离 应 能 获 得 最

高的分离度。这 里 的“ 条 件”是 指 整 体 蛋 白 及 梯 度

洗脱（ 包括线性梯度洗脱），即在梯度洗脱条件下的

整体蛋白的保留时间和流动相流速等。

! ! 本文拟从色谱基本概念出发，依照在梯度洗脱

中对多肽分离的“ 条件峰容量”概念［$(］，提出对整体

蛋白色谱分 离 的“ 条 件 板 高”概 念 以 描 述 在 对 应 于

最低“ 条件 板 高”时 流 动 相 的 最 佳 线 速。用 传 统 的

长而细的色谱柱和直径大于厚度的色谱饼中装填的

疏水相 互 作 用 色 谱 填 料 分 离 了 标 准 蛋 白，绘 制 了

“ 条件板高”对 流 动 相 线 速 的 整 体 蛋 白 的 色 谱 分 离

动力学曲线图。并与传统的分离整体蛋白的软基质

色谱分离介质的分离结果进行了比较，发现装填在

色谱饼中的极小颗粒的硅胶基质疏水相互作用色谱

填料能在 $’ "#$ 内完全分离 ) 种标准蛋白；用其对

重组人粒 细 胞 集 落 刺 激 因 子（ %&’(")#$*$+ ,-"*$
.%*$-/(’0+& ’(/($0 1+#"-/*+#$. 2*’+(%，%,34567）

进行快速复性并同时纯化，在 "* "#$ 内一步便可获

得产品的纯度大于 +)8、质量回收率大于 ,+8、比活

大于 $ & $*- 9: ; ".，结果令人满意。

!" 实验部分

! ! !" 仪器与试剂

! ! <54’*= 高效液相色谱仪（ 岛津公司，日本），包

括两台 <54’*=> 泵，一 台 6?@4’*= 紫 外 可 见 检 测

器，!,&(A0$& ))’" # 手动进样阀和 B’*** 色谱工作

站；?C4$* DE 计（6*%+(%#-1=3，德国）；FG4’"* 型超

声仪（ 上 海 昆 山 检 测 仪 器 厂，中 国 ）；5*1’*A*<6 型

纯水 仪（?*//5(H ，<+AH ，美 国）；=:I’’* 型 分 析 天

平（ 岛津公司，日本）。

! ! 色谱柱4$：3J 苯基 6&D,*%(1& % 7*1+ 7/(K（""
"" & $’ "" #H A，="&%1,*" ?,*%"*’#* C#(+&’,
公 司，瑞 典 ）；色 谱 柱4’：E954?J34(** （ 1#/#’*，"
!"，,* $"，$"* "" & (. % "" #H AH ）；色 谱 柱4,：

E954?J34%**（ 1#/#’*，, !"，,* $"，"* "" & (. %
"" #H AH ）；色谱饼4$：E954?J34%**（ 1#/#’*，, !"，

,* $"，$* "" & "* "" #H AH ）；色谱饼4’：E954?J34
(**（ 1#/#’*，" !"，,* $"，$* "" & ’* "" #H AH ）。

色谱柱4’，, 和 两 种 色 谱 饼 均 为 西 安 奥 岚 科 技 发 展

公司产品（ 西安，中国）。

! ! 流动相 = 液：,. * "(/ ; < 硫酸铵 / *. *" "(/ ; <
磷酸二 氢 钾 的 缓 冲 液，DE ). *；流 动 相 C 液：*. *"
"(/ ; < 磷酸二氢钾的缓冲液，DE ). *。

! ! 标准蛋 白：细 胞 色 素4’（50+ ’，马 心 肌）、核 糖

核酸酶 =（!B*1& =，牛 胰 脏）、肌 红 蛋 白（L0(，马

心肌）、溶菌 酶（ <01，鸡 蛋 清）、!4糜 蛋 白 酶（ !45,0，

牛胰脏 ）、!4淀 粉 酶（ !4="0，枯 草 杆 菌 ）和 胰 岛 素

（ 9$1，牛胰脏）均购自 6#."* 公司（ 美国）。

! ! #" 流动相中水浓度［"##］的计算

［E’M］#（&= "= / &C"C 0 $ 1）; *. *$- （,）

式（,）中［E’M］为 流 动 相 中 水 的 浓 度（"(/ ; <），&=

和 &C 分别代表流动相 = 液和 C 液的密度（ N. ; <），

"= 和 "C分别表示 = 液和 C 液在流动相中所占的体

积分 数（8），$ 1 为 流 动 相 混 合 液 中 盐 的 质 量 浓 度

（N. ; <），*. *$- 为水的摩尔质量常数（N. ; "(/）。

#" 结果和讨论

# ! !" 梯度洗脱条件下整体蛋白的色谱峰宽

! ! 在色谱分析中无论是计算塔板数还是计算分离

度，都必须要准确地测量峰宽，而测量峰宽的准确度

又取决于色谱峰的对称性。图 $ 给出了一个色谱饼

（$* "" & ’* "" #H AH ）和 一 根 常 用 的 色 谱 柱（$"*
"" & (. % "" #H AH ）在各自的流动相流速条件下对

) 种标准蛋 白 分 离 的 色 谱 图。可 以 看 出，虽 然 ’ 个

色谱图中所显示的各个色谱峰的峰宽不相同，但每

个色谱峰的对称性均很好。对图 $*，) 中每个峰的

不对称因子进行计算，其平均不对称因子为 $. *- 1
*. *(。尽管这个结果与等浓度洗脱小分子溶质时要

求色谱峰的不对称因子为 $. ** 1 *. $* 才 算 对 称 性

好这个标准相比还有一定差距，但是对于梯度洗脱

蛋白来讲，这样的不对称因子基本上能够满足对测

·+$)·
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定“ 条件分离度”和“ 条件板高”的要求。

# # 从图 $ 可 以 看 出 " 种 标 准 蛋 白 能 够 完 全 被 分

离。这可以用 复 杂 的 短 柱 理 论［%］来 解 释。 简 单 地

讲，从热力学因素的角度来看，蛋白分子是逐个地被

洗脱出色谱柱的；换句话说，每个蛋白都会对应于一

个很窄的洗脱剂浓度范围或浓度窗口。蛋白从该浓

度窗口的最低浓度点开始移动到该浓度窗口的最高

浓度点就会完全被洗脱出色谱柱［$%］。这样一来，就

仅仅是那些分配系数比较接近的蛋白需要用一定柱

长的色谱柱 分 离。根 据 张 养 军［$&］对 常 用 蛋 白 在 疏

水色谱柱上分离的计算结果可知，’( ) !" 的柱长就

足以满足常用蛋白的分离要求；而从图 $# 中可以看

出，当所 用 的 色 谱 饼 厚 度 仅 为 $ !"（ 远 小 于 ’( )

!"）时，由于色谱饼具有很大的直径使样品在 单 位

柱床面积的密度大大降低，促使蛋白的非线性吸附

等温线趋近于线性吸附等温线，从而使色谱峰变得

更窄和更对称；又由于样品带厚度减小，提供了较大

的“ 柱长 $ 样带 厚 度”比，使 得 色 谱 饼 厚 度 可 减 小 到

$ !"，从而 更 有 利 于 减 小 蛋 白 质 谱 带 的 扩 展。 当

然，吸附等温线所反映的是组分在两相间的分配系

数，属于热力学因素；然而，从色谱饼分离蛋白时流

动相的流速（ 见图 $#）为色谱柱的（ 见图 $%）) 倍来

看，这又是由动力学因素所引起的；同时，色谱饼的

横截面积又是该色谱柱的 $%( & 倍，因此还必须要用

流动相的线速对色谱柱和色谱饼的动力学影响来做

进一步的解释。

图 !" 采用（!）色谱饼和（"）色谱柱对标准蛋白的疏水色谱分离图

#$%& !" ’()*+!,*%)!+- *. -,!/0!)0 1)*,2$/- "3 (30)*1(*"$4 $/,2)!4,$*/ 4()*+!,*%)!1(3 .)*+
（!）! 4()*+!,*%)!1($4 4!52 !/0（"）! 4*/62/,$*/!7 4*78+/

# &’()：#* $* "" + !* "" ’* +* ；%* $)* "" + ’( , "" ’* +* &,#,’-.#/0 12#3)：3’4’!# %#3)，56789:;8’**（ 1-/) 3’()，-* ."；1#/,’!4)
3’()，) !"）* <’.)#/ =/#+’)., )4>,’-.（+).-,)+ ?’,2 +-,,)+ 4’.)）：$**@ 3-4>,’-. A（-( * "-4 $ < #""-.’>" 3>4B#,) . *( *) "-4 $ < 1-,#33’8
>" +’20+/-=). 12-312#,) 3-4>,’-.，15 "( *）,- $**@ 3-4>,’-. C（*( *) "-4 $ < 1-,#33’>" +’20+/-=). 12-312#,) 3-4>,’-.，15 "( *）’. -*
"’.，#.+ ,2). "#’.,#’. #, C B/-" -* ,- ’* "’.* D4-? /#,)：#* )( * "< $ "’.；%* $( * "< $ "’.* E),)!,’-. ?#F)4).=,2：!%* ."* &#"14)
"#33：!( * "=*
# 9)#G3：$ * !0,-!2/-") !；! * "0-=4-%’.；- * /’%-.>!4)#3) A；’ * 403-(0")；) * !8!20"-,/013’.；, * !8#"04#3)；" * ’.3>4’.*

# & #" “ 条件板高”与流动相线速（!）的关系

# # 流动相线速对组分分离度的影响属于色谱分离

的动力学范畴。;’++’.=3［$-］认为填料颗粒大小、填

充床的特性、流动相这些因素都对板高有一个非加

和性的影响，结果使得对这些关系间的定量描述变

得很复杂。但这种影响可以通过用实验的方法测定

塔板高度，并以塔板高度对流动相线速作图来进行

表征。在以往 的 工 作 中，F#. E))",)/ 方 程 被 应 用

于 气 相 色 谱［$!］，而 H.-I 方 程 被 应 用 于 液 相 色

谱［$)］，著名的 9-11) 曲线［!*］被应用于在等 度 洗 脱

条件下选择合适的操作条件以提高分离的效率和速

度。上面所述这些动力学曲线毫无疑问都是在等度

洗脱条件下才适用，而在梯度洗脱条件下则不能直

接应用。

# # 图 ! 表示了用通常的色谱柱（)* "" + ’( , ""
’* +* ）和一个色谱饼（$* "" + )* "" ’* +* ）在梯度

条件下对 ) 种（’ 对）标准蛋白分离时，在各自不同

的流动相线速范围内 ! 与 " 的 关 系。这 ’ 对 蛋 白

分别是肌红蛋白 $ 核糖核酸酶 A、核糖核酸 酶 A $ 溶
菌酶、溶菌酶 $ !8糜蛋白酶和 !8糜蛋白酶 $ !8淀粉酶。

结果显示，在采用色谱饼进行分离时，’ 种蛋白对的

! 均随着 " 的增加而逐渐降低，除 了 蛋 白 对 J0- $
KL#3) A 外，其他 - 种蛋白对的 ! 值均在线速约为

*( ! "" $ 3 时接近恒定值；而在色谱柱上，同样是除

了蛋白对 J0- $ KL#3) A 外，其 他 - 种 蛋 白 对 在 "
为 $ / - "" $ 3 时 ! 才 是 恒 值，在 这 一 范 围 之 前 和

之后，! 分别随着 " 的增加而减小和随着 " 的增加

而增大。我们知道，色谱柱或色谱饼的流动相线速

·*!"·
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图 !" 采用（!）色谱饼和（"）色谱柱进行整体蛋白分离时“ 条件板高”（!）对流动相线速（"）的关系图

#$%& !" ’()* )+ ,)-.$*$)-!( /(!*0 10$%1*（!）)+ $-*!,* /2)*0$-3 43 ($-0!2 40(),$*5 )+ 6)"$(0 /1!30
（"）+2)6（!）! ,12)6!*)%2!/1$, ,!70 !-.（"）! ,)-40-*$)-!( ,)(86-

! !"#$：#$ %% % "$ %% "& ’& ；(& "$ %% % &’ ( %% "& ’& !)*)"+,*-. /0*1$：1"2"3* (*1$，456789:7($$（ /+-$ 1"#$，)$ ,%；/*-)"32$ 1"#$，

) !%）& 9;3$/) )0$ <2+= -*)$ +< %+("2$ /0*1$，*22 +)0$- $;/$-"%$,)*2 3+,’")"+,1 *-$ )0$ 1*%$ *1 )0+1$ 10+=, ", >"?& # &
! 6@-A$1：# & %.+?2+(", B -"(+,@32$*1$ C；* & -"(+,@32$*1$ C B 2.1+#.%$；) & 2.1+#.%$ B !730.%+)-./1",；& & !730.%+)-./1", B !7*%.2*1$&

与流 速 可 相 互 推 算。 色 谱 柱 的 直 径 通 常 为 &’ (
%%，其流动相的线速与流速呈正比关系，因此在实

际应用时二者常被混用而不致产生误解。然而，在

用色谱饼分离蛋白时，因采用的色谱饼直径不同，其

流动相的线速与流速的关系必须基于线速与色谱饼

直径平方的倒数成正比的关系加以换算。图 ** 所

示流动相最佳线速为 $’ $+ , $’ - %% B 1 时对应的流

速为 -’ $ , #$$ %D B %",；图 *( 所 示 流 动 相 线 速 为

#’ $ , )’ $ %% B 1 时对应的流速为 )’ ) , #$ %D B %",。

这说明，同样是获得较好的蛋白分离效果，二者所采

用的最佳流速范围是不同的。从 图 * 看 出，对 本 文

所采用的色谱 柱 而 言，其 最 佳 流 速 范 围 在 )’ ) , #$
%D B %", 范围 内；而 色 谱 饼 则 在 -’ $ , #$$ %D B %",
的范围内，后者的范围要比前者大很多。

! ! 由图 * 还可看出，在进行蛋白质分离时，色谱饼

和色谱柱皆有一个最佳的线速范围，在此线速条件

下，! 最小。很明 显，这 个 由 色 谱 饼 获 得 的 半 E 形

曲线（ 图 **）与常见的 A*, F$$%)$- 方程的 E 形曲

线有很大的不同。但是，正如图 ** 和图 *( 所示，色

谱饼和色谱柱皆有一个最佳的线速值。在色谱饼的

最佳线速范围内，装 填 有 ) !% 填 料 的 色 谱 饼 分 离

蛋白时与文献［*#］报道的装填有更小粒径（ 例如填

料粒径为 # , * !%）填料的色谱柱分离小分子溶质

时所得出的结论相符，即在相当高的线速 " 条件下

! 基本上不受影响；但对色谱柱分离小分子溶质而

言，流动相线速在很宽范围内其板高基本保持不变

的原因迄今还未见到报道。然而，重要的是色谱柱

与色谱饼之间主要的不同点在于，色谱饼的最佳线

速大约为 $’ *$ %% B 1，而色谱柱的最佳线速为 # , )

%% B 1，前者仅为 后 者 的 *$G , (’ .G；图 ** 中 色 谱

饼的流动 相 在 横 坐 标 上 的 最 大 线 速 为 $’ - %% B 1，

而图 *( 色谱柱在横坐标上所标流动相的最佳线速

的最低 限 就 达 #’ $ %% B 1；加 之 与 色 谱 柱 相 比 色 谱

饼的厚度又小得多，所以蛋白在色谱饼中迁移时，其

纵向阻力要比色谱柱小得多。色谱饼要求的这种低

线速对色谱柱而言是太低了。当用色谱饼分离蛋白

时，将其流动相的流速提高 #$ 倍时，即图 #* 所采用

的流动 相 流 速 "’ $ %D B %", 增 加 到 "$’ $ %D B %",
时，其线速才从 $’ ) %% B 1 增大到 )’ $ %% B 1，从而

可以理解为什么用色谱饼分离整体蛋白时，在线速

变化范围很宽时，其“ 条件板高”基本维持不变的原

因。而实际上，当流动相流速为 "’ $ %D B %", 时，分

离效果就已 经 很 好 了（ 如 图 #* 所 示），因 而 在 通 常

情况下并不需要更高的流速。当然，如要用色谱饼

进行蛋白的制备，可在很高的流速条件下进行分离，

而其分离度不会有显著的损失。

! & #" 常用于整体蛋白分离的软基质填料色谱柱与

硅胶基质填料色谱饼分离效果的比较

! ! 在生命科学和生物工程领域中，软基质色谱填

料被广泛用于规模化蛋白质的制备和纯化。然而，

相对于硅胶基质的填料，它们有一些特定的缺点，如

低的流动相流速及差的分离度。图 ) 分别表示在色

谱柱（ 图 )*）和色谱饼（ 图 )(）上前述 . 种标准蛋白

的分离情况，前 者 为 一 根 塑 料 管，里 面 装 填 了 苯 基

!$/0*-+1$ ( >*1) >2+= 软 基 质 色 谱 填 料。尽 管 在

色谱饼上蛋白的负载为色谱柱的 #$ 倍，且柱床体积

仅为 色 谱 柱 软 基 质 色 谱 填 料 的 一 半，但 仍 能 在 #*
%", 内完全分离 . 种标准蛋 白；而 用 装 有 软 基 质 色

·#*.·
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图 !" 装填软基质填料的常用色谱柱与装填硅胶基质填料的色谱饼分离整体蛋白的效果比较

!"#$ !" %&’()*"+&, &- ./0 *0+&12."&,+ -&* ",.)3. (*&.0", +0()*)."&, 45 67% 40.800, ) 3&,90,."&,)1 3&12’,
()3:0; 45 +&-. 4)+0 ’0;") ),; ) 3/*&’).&#*)(/"3 3):0 ()3:0; 45 +"1"3)<4)+0 ()3:",#+

# !" #$%&’%()$%!* +$*,-%（.’/0!1$2’ $ 3!2( 3*$4，%% -- & ’! -- )" 5" ）" 6)%’!1 71!5)’%( ’*,()$%（ 5’%$(’5 4)(0 5$((’5 *)%’）：’((8
2$*,()$% 9（)* ( -$* : 6 !--$%),- 2,*;!(’ + (* (! -$* : 6 /$(!22),- 5)0<51$7’% /0$2/0!(’ 2$*,()$%，/= $* %）($ ’((8 2$*,()$% >（(* (!
-$* : 6 /$(!22),- 5)0<51$7’% /0$2/0!(’ 2$*,()$%，/= $* %）)% ,( -)%，!%5 (0’% -!)%(!)% !( 2$*,()$% > ;1$- ,( ($ ’-( -)%" 3*$4 1!(’：’* (
-6 : -)%" ?’(’+()$% 4!&’*’%7(0：!,( %-" .!-/*’ -!22：(* - -7"
# @" +01$-!($71!/0)+ +!A’（’( -- & !( -- )" 5" ）" .(!()$%!1< /0!2’：2)*)+! @!2’，=B#CDEFC-((（ /$1’ 2)G’，)( %-；/!1()+*’ 2)G’，%
!-）" 6)%’!1 71!5)’%( ’*,()$%（ 5’%$(’5 4)(0 5$((’5 *)%’）：’((8 2$*,()$% 9（ )* ( -$* : 6 !--$%),- 2,*;!(’ + (* (! -$* : 6 /$(!22),-
5)0<51$7’% /0$2/0!(’ 2$*,()$%，/= $* %）($ ’((8 2$*,()$% >（(* (! -$* : 6 /$(!22),- 5)0<51$7’% /0$2/0!(’ 2$*,()$%，/= $* %）)% ’! -)%，

!%5 (0’% -!)%(!)% !( 2$*,()$% > ;1$- ’! ($ ’" -)%" 3*$4 1!(’：’* ( -6 : -)%" ?’(’+()$% 4!&’*’%7(0：!,( %-" .!-/*’ -!22：-* ( -7"
# D’!A2：’ " 2$*&’%(；! " +<($+01$-’ +；) " -<$7*$@)%；- " 1)@$%,+*’!2’ 9；% " *<2$G<-’；$ " "C+0<-$(1</2)%；" " "C!-<*!2’；, " )%2,*)%"

谱填料的色谱柱必须要用 ’-( -)% 才能将 % 种标准

蛋白完全分离。图 ) 所示的色谱柱和色谱饼虽然采

用同样的流动相流速（’* ( -6 : -)%），但对应的却是

不同的线速，图 )! 为 (* (-- -- : 2，而图 )@ 为 (* )(
-- : 2（ 在色谱饼的最佳线速范围内）。由于软基质

色谱填料的使用压力被限制在 (* % HD!，所以色谱

柱流动相的流速已没有提高的空间。图 ) 的结果表

明，在蛋白质纯化中通过使用色谱饼和减小色谱填

料的颗粒粒径，有可能用任何刚性装填材料来取代

软基质填料。

# $ $" 色谱饼对 */=<%>! 的一步复性并同时纯化

# # 10FC#.3 在大肠杆菌（!" #$%&）中能大量表达，

但这种蛋白在纯化前必须复性。因其用 !" #$%& 表

达时，目标蛋白在菌体中是以不溶于常规溶剂的包

涵体形式存在的，所以必须要用高浓度的盐酸胍或

脲来溶解包涵体。用变性剂从包涵体中提取出来的

蛋白质处于展开（I）状态。这些处于展开状态的蛋

白质由于其具有很强的疏水性，一旦遇到盐的水溶

液便会产生沉淀。一些常用的蛋白复性方法，如透

析或稀释法，具有很低的质量与活性回收率，同时还

要花费很长 的 时 间。D36# 可 被 应 用 于 !" #$%& 中

蛋白药物的复性与纯化，其不足之处在于蛋白沉淀

物会在柱头处沉积而堵塞色谱柱。与常规色谱柱相

比较而言，覆盖于色谱饼顶端的筛板具有很大的横

截面积，万一在色谱饼顶端的筛板上产生了沉淀物，

则该沉淀物仅阻塞柱头上筛板表面的很小一部分，

因而可使蛋白的复性与纯化顺利进行。在文献［.］

中，将 "(( -6 盐酸胍溶液（ 其蛋白总量为 ! 7）连续

地注 入 装 填 有 疏 水 填 料 的 色 谱 饼（’ +- & )( +-
)" 5" ）中以用 于 纯 化 来 源 于 !" #$%& 表 达 的 重 组 人

!C干扰素，用 D36# 只 需 要 一 步 获 得 的 目 标 蛋 白 纯

度就不低于 .%8。图 -! 显示了应用色谱饼（’( --
& !( -- )" 5" ）对源于 !" #$%& 表达的 10FC#.3 的

复性 并 同 时 纯 化 的 结 果；进 一 步 用 .?.CD9FE（ 十

二烷基磺酸钠C聚丙烯酰胺凝胶电泳）对获得的蛋白

质纯度进行测定，发现其不低于 ."8（ 图 -@），比活

/ ’ & ’(, BI : -7。结 果 表 明，用 色 谱 饼（=B#CDEFC
-((）仅用 %( -)% 就可一步完成整个分离过程。虽

然质量回收率在这个例子中仅为 ).8，但是可以通

过将 10FC#.3 沉积物再溶解，重复色谱过程来提高

其质量回收率［!!］。

!" 结论

# # 反映色谱动力学因素之一的流动相的线速的确

对改善整体蛋白分离起着重要的作用。将粒度极小

的硅胶基质色谱填料装填在直径大于厚度的色谱饼

中，可在高的流速但可维持低的线速的条件下使蛋

白分离有最小的“ 条件板高”，依此可使蛋白在高负

·!!"·
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图 !" 采用色谱饼对 !"#$%&’ 的一步纯化并同时复性的（(）色谱分离图和（)）&*&$+,#- 分析图

’./0 !" （(）%"!12(31/!(2 (45（)）&*&$+,#- 16 3"7 !74(38!75 9.3" :.28;3(4718:;<
=8!.6.75 !"#$%&’ )< 147 :37= >?%$@"!12(31/!(=".@ @(A7

! !" #$%&’!(&)%!*$+, ,!-.（#$ ’’ % &$ ’’ +" /" ）" 0(!(+&1!%2 *$!3.：3+4+,! 5!3.，67#89:;8’$$（ *&%. 3+<.，($ 1’；*!%(+,4. 3+<.，

" !’）" =+1.!% )%!/+.1( .4>(+&1（/.1&(./ ?+($ /&((./ 4+1.）：#$$@ 3&4>(+&1 A（&) " ’&4 B = !’’&1+>’ 3>4C!(. * $) $" ’&4 B = *&(!33+>’
/+$2/%&).1 *$&3*$!(. 3&4>(+&1，*6 +) $）(& #$$@ 3&4>(+&1 D（$) $" ’&4 B = *&(!33+>’ /+$2/%&).1 *$&3*$!(. 3&4>(+&1，*6 +) $）+1 "$ ’+1"
E4&? %!(.：#) $ ’= B ’+1" F.(.,(+&1 ?!G.4.1)($：&,$ 1’"
! 5" # " *>%+C+./ %$;8#0E；&，( " +1,4>3+&1 5&/+.3 ,&1(!+1+1) %$;8#0E；’ " %.4!(+G. ’&4.,>4!% ’!33 ’!%-.%3"

荷条件下进行整体蛋白的高速、高分离度的分离和

纯化。当然也可在有蛋白生成沉淀的情况下对变性

蛋白进行复性并同时纯化。该研究结果为色谱介质

的抗压能力、色谱柱和色谱饼的几何形状设计和制

造提供了动力学数据。直径过大或过小的色谱柱，

或色谱饼，会因线速过高或过低而无法达到理论上

的线速要求，结果会降低蛋白分离的分离度。
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