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摘要：为了构建高效的离子交换 0 反相二维液相色谱（ /5A 0 D2EA）分离平台系统，提高复杂蛋白质样品的分离效率，

对色谱柱进行了评价与筛选。通过对实际人肝蛋白质样品的分离效果的比较，选择 确 定 了 41F=’# -5C56%2G 弱

阴离子交换色谱柱（GCH）作 为 第 一 维 色 谱 分 离 柱；考 察 了 同 一 规 格 的 #" 支 代 表 性 反 相 色 谱 柱（!%" 77 . */ ’
77，% !7，(" <7，A*、A$ 或 A#$），通过评价其对尿嘧啶、硝基苯、萘和芴的分离性能以及对 ( 种标准蛋白质样品

的非特异性吸附、对人肝蛋白质样品的 GCH 馏分的分离效果，最终确定以 3*I8J’) ("" A* 反相色谱柱作为第二维

色谱分离柱。对两维色谱柱的选择优化为蛋白质高效分离二维液相色谱平台的搭建提供了可靠基础。
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! ! 随着人类基因组计划的完成，蛋白质组学已成

为后基因组研究的重点。相对于基因组学而言，由

于蛋白质表达的多样性和翻译后修饰的复杂性，其

研究更加依赖于新技术新方法的发展。生物色谱与

质谱技术的 进 步 推 动 了 蛋 白 质 组 学 研 究 的 迅 猛 发

展，形成了基 于 完 整 蛋 白 质 分 离 的 !"#$%"&’ 路 线

和基于肽段串级质谱鉴 定 的 ("))"*$+# 路 线［# $ %］。

双向凝胶电泳技术尽管在蛋白质组学研究中的重要

性众所周知，然而其本身仍存在一些难以克服的缺

陷，如动态范围有限，对样品中低丰度蛋白质、疏水

蛋白质以及极酸极碱性蛋白质的分辨能力较差，操

作费时费力等［&］；("))"*$+# 技术路线需先进行蛋

白质酶解，此步骤产生了比蛋白质样品更加复杂的

酶解肽段，对色谱的分离能力和质谱的鉴定速度提

出了挑战，还会损失完整蛋白质的信息［’］。

! ! 高效液相色谱（,-./）技术具有快速、高效、自

动化程度高等优点，根据 01%%1’23 的多维分离系统

数学模型［(，)］，通 过 有 效 正 交 实 现 联 用 的 多 维 液 相

色谱分离技术具有更大的峰容量，可以实现复杂蛋

白质样品的高效分离，而且可以通过增大上样量来

分离富 集 中 低 丰 度 蛋 白 质，因 而 得 到 了 广 泛 的 应

用［* $ ##］。以往的 研 究 多 采 用 蛋 白 质 酶 解 肽 的 多 维

色谱分离策略，但是越来越多的事实表明，基于蛋白

质水平的分离与鉴定更加可靠，而且可以获得蛋白

质含量、后修饰等重要信息。高明霞等［#"］利用构建

的强阳 离 子 交 换 色 谱 4 反 相 高 效 液 相 色 谱（ 5/6 4
7-./）分离系统，对鼠肝蛋白质进行了两维高效分

离并将高丰度蛋白质高效去除，大大提高了蛋白质

的鉴定数量和可靠性。通过多维液相色谱高效分离

实现 !"#$%"&’ 技术路线分析正成为研究的主要方

法［#+ $ #(］。这种基于完整蛋白质分离的策略其关键还

是要提高复杂蛋白质样品的分离效率，而和 5/6 色

谱柱比较，弱阴离子交换作为第一维色谱可以减少样

品酸化过程的损失，增大蛋白质的上样量；7-./ 对

多维液相色谱总峰容量的贡献很大，可以提高复杂蛋

白质样品的分辨率，将其作为第二维色谱还可以在线

除盐。因此，优 化 离 子 交 换 色 谱 4 7-./ 二 维 分 离 系

统对于蛋白质的分离有重要的应用意义。本研究对

二维分离系统的核心 色谱柱进行了筛选，并系统

评价和考察了其分离性能，解决了蛋白质水平两维色

谱分离系统中色谱柱的最优化问题。

!" 实验部分

! ! !" 仪器、试剂与材料

! ! 岛津 ./$",#, 高效液相色谱仪（ 日本 581*9%:+

公司），配有 泵 单 元、四 元 低 压 梯 度 单 元、溶 剂 真 空

脱气 机、自 动 进 样 器、柱 温 箱、紫 外 可 见 检 测 器 和

/.;55$<- 工作站。十 万 分 之 一 电 子 天 平（ 北 京 赛

多利斯 天 平 有 限 公 司 ），数 控 超 声 波 清 洗 器（ 型 号

=5$&&#,=!,，上海生析超声仪器有限公司）。

! ! 甲 醇（ ,-./ 纯，美 国 >138?@ 公 司 ），乙 腈

（;/A，,-./ 纯，德 国 B?@CD 公 司 ），三 氟 乙 酸

（!>;，,-./ 纯，美国 512*9 公司）；标准蛋白细胞

色 素 /（ CE)"C8@"*? /，/E)$/）、马 心 肌 红 蛋 白

（*E"2F"G1’，BHI）和 鸡 卵 白 蛋 白（ 9FG+*1’ J@"*
C81CD?’ ?22 &81)?，;.(）购自美国 512*9 公司；用

于色谱柱测试的化合物尿嘧啶、硝基苯、萘、芴为分

析纯，购自中国医药集团化学试剂公司上海分公司；

其他试剂均为国产分析纯试剂；实验用水为 B1FF1$K
去离子水。

! ! 健康人肝组织样品由中国人肝组织提供。二硫

苏糖醇（=!!）、三羟甲基氨基甲烷（!@13）和苯甲磺

酰氟（-B5>）为 ;*@?3C"（L5;）分 装，购 自 上 海 华

舜生 物 工 程 有 限 公 司。 考 马 斯 亮 蓝 7$"&,（ (1"$
79%，L5;）。

! ! 样品制备：将人肝组织切成小块，用冰生理盐水

（,- *M A9/F 溶液）清 洗 + 次 以 除 去 体 液 及 血 液 中

一些可能的污染物。然后称重，以 #. )（ 2 . *.）的比

例 加 入 提 取 液（ # **"F 4 . -B5>，&, **"F 4 .
=!!，#, **"F 4 . !@13$,/F，#, (- &），然 后 置 于 玻

璃匀浆器内进行手动匀浆至组织完全破碎，上述整

个匀浆过程在冰浴中进行。匀浆液混旋 +, *1’，在

% N条件下 #& ,,, 2 离心 +, *1’，取上清液即为提

取蛋白，$ ), N 保 存 备 用，蛋 白 质 提 取 液 用 (@9%$
J"@% 法定量。

! ! #" 实验步骤

! ! # ! !" 人肝蛋白质样品的一维 O;6 分离

! ! 蛋白质弱阴离子交换（O;6）柱：!"3"8 !5P2?F
=Q;Q$&-O（ 东京，日 本），内 径 是 (- & **，柱 长 为

(& **，采用 #, !*，#,, ’* 填 料，分 析 柱 前 加 一

个 " C* 长、内 径 为 %- ’ ** 的 保 护 柱 以 防 止 污 染

或堵塞分析柱，保护柱的填料粒径为 ", !*。流动

相 ;：#, **"F 4 . !@13$,/F（ #, (- &）；流 动 相 (：

#, **"F 4 . !@13$,/F$&,, **"F 4 . 氯 化 钠（ #,
(- &）。流动相流速设定为 ,- & *. 4 *1’。流动相洗

脱梯度 为：,M ( #& *1’，于 ), *1’ 内 线 性 上 升 至

+,M (，于 "" *1’ 内 线 性 上 升 至 #,,M (，保 持

& *1’，于 + *1’ 内降至 ,M (。上样量为 " *2 4 次，

平行进行 + 次实验。收集的馏分经过冷冻干燥后置

于 $ ), N冰箱中保存备用。

·*&#·



色 谱 第 !" 卷

! ! " ! "# !"#$ 色谱柱柱效测试

# # 以尿嘧啶、硝基苯、萘和芴为标准物质，分别称

取一定质量的上述 $ 种化合物，以甲醇作为溶剂，配

制成 % % & # 的标准溶液备用。使用时取等体积的上

述 $ 种标准溶液混合，并加入 &’’ ($) 水 溶 液 稀

释至 终 质 量 浓 度 为 ’( % % & #。!"#$ 色 谱 柱 规 格：

!)’ ** * $( + **，粒径 ) !*，孔径 &’ +*，硅胶基

质，键合固定 相 为 $$、$" 或 $%"，购 自 国 内 外 不 同

厂家，详细参 数 见 表 %。柱 效 评 价 采 用 色 谱 柱 出 厂

报告上的色谱条件，样品进样体积为 ) !#。

表 !# !$ 支反相色谱柱的参数

"#$%& !# ’#(#)&*&(+ ,- *&. /’01 2,%3).+

$,-.*+!

),/
0.12345

3153 &（*! & %）

06367,+318
9:3;5

$,+65+6
,2 $ & ’

<+=>43997+%
?76: @A0

9B

% %,’ - &’ $%" %& C5; % / ) . %’ / ’
! %,’ - &’ $$ ) C5; % / ) . %’ / ’
& )’ $%" $ C5; ! / ’ . %% / ’
$ $) $%" ! / " ), % / ’ . " / ’
) %’’ $%" / C5; ! / ’ . " / ’
+ "’ $%" / C5; % / ) . / / ’
, "’ $%" . ), % / ’ . " / )
" +’ . %%’ $%" " C5; ! / ’ . , / ’
/ +’ . %%’ $%" $ C5; ! / ’ . , / )

%’ . $" $ C5; ! / ’ . , / )

# !07D5 ,2 3-- 4,-.*+;：!)’ ** * $( + **，) !*，&’ +*/
@A0：617*56:8-;7-8-； . ："313*5651; ?515 +,6 91,E7=5= F8
*3+.2346.151;/

! ! " ! %# 标准蛋白质的 !"#$ 分离

# # 分别称取一定质量的 $86>$、ACG 和 (#H & 种

标准蛋白质样 品，以 去 离 子 水 作 为 溶 剂，配 制 成 %’

% & # 的标准溶液备用。使用时取等体积的上述 & 种

标准蛋白质溶液混合，并加入去离子水稀释至终质

量浓度为 % % & #。

# # 色谱条件：流动相 (：/)’ B!G>)’ ($)>’( ’)’

@I(；H：/)’ ($)>)’ B!G>’( ’)’ @I(。流动相洗

脱梯度为：%’ *7+ 内由 ’’ H 线性上升至 !)’ H，!’

*7+ 内由 !)’ H 线性升至 $’’ H，" *7+ 内由 $’’

H 线性升至 "’’ H，& *7+ 内降至 ’’ H。流速设定

为 % *# & *7+。检测波长为 !%) +*。样品进样体积

为 &’ !#。定量方法使用面积归一化法。

! ! " ! &# 人肝蛋白质 J(K 馏分的二维 !"#$ 分离

# # 样品准 备：取 一 定 量 的 一 维 J(K 冻 干 馏 分 溶

解于 % / ! / & 节 !"#$ 的 流 动 相 ( 相，充 分 混 旋，离

心，取 上 清 溶 液 备 用，溶 液 中 蛋 白 质 含 量 用 H13=>

2,1= 方法测定，由此确定二维 !"#$ 的上样量，保证

每根色谱柱的分离分析条件的一致性。色谱条件同

%( !( & 节。

"# 结果与讨论

" ! !# 人肝蛋白质样品的第一维离子交换色谱分离

图 !# 不同 456 色谱柱分离人肝蛋白质样品的色谱图

789! !# 1:(,)#*,9(#)+ ,- :3)#. %8;&( <(,*&8.+ =8*:
>8--&(&.* 456 2:(,)#*,9(#<:82 2,%3).+

# $,-.*+;：3/ @0L%5- M<(<>)"J 3+3-86743- 4,-.*+（,) **
* ,( ) **，%’ !*，%’’ +*），@0L%.31= 4,-.*+ M<(<>)"J（

!’ ** * $( + **，!’ !*）；F/ @0L%5- M<(<>)"! 3+3-86743-
4,-.*+（&) ** * $( + **，!( ) !*，+,+>9,1,.;），@0L%.31=
4,-.*+ M<(<>)"!（) ** * $( + **）/ A,F7-5 9:3;5;：(，%’
**,- & # @17;>B$- （ 9B ,( ) ）； H， %’ **,- & # @17;>B$->)’’
**,- & # ;,=7.* 4:-,17=5（ 9B ,( )）；5-.67,+ %13=75+6，’’ H 7+
%) *7+，’’ H . &’’ H 7+ "’ *7+，&’’ H . %’’’ H 7+ !! *7+，

*37+637+5= ) *7+，%’’’ H . ’’ H 7+ & *7+/ I-,? 1365：’( )
*# & *7+/ M565467,+ ?3E5-5+%6:：!%) +*/ H,6: ,2 6:5 7+N5467,+
E,-.*5; ?515 %’’ !#/

# # 常用的离子交换色谱柱有阳离子交换柱和阴离

子交换柱，阳离子交换色谱通常需在酸性条件下上

样，但在中性溶液中提取的蛋白质经过酸化处理会

导致大量蛋白质沉淀，使用阴离子交换色谱则能够

避免蛋白质沉淀。阴离子交换色谱柱有强阴离子交

换和弱阴离子交换两种，在蛋白质分离中应用比较

广泛的是弱阴离子交换色谱柱，因此本研究选择了

两款弱阴离子交换柱进行比较。如图 % 所示，无孔

的弱阴离子交换柱 @0L%5- M<(<>)"!（ 图 %F）尽

管对于一些在大孔弱阴离子交换柱 @0L%5- M<(<>
)"J（ 图 %3）上 强 保 留 的 蛋 白 质 分 离 效 果 比 较 好，

分离速度也比较快，但色谱柱的样品容量小，不能满

足二维色谱分离过程中第二维上样量的需要，因此

实验 选 取 了 具 有 更 大 上 样 量 的 弱 阴 离 子 交 换 柱

@0L%5- M<(<>)"J 进行人肝蛋白质样品的第一维

分离。通过对梯度条件的优化，最终确定了图 % 中

使用的流动相梯度条件。%M>J(K 馏分收集采用按

色谱峰收集的方法，具体如图 ! 中所示，每次上样 !
*%，重 复 进 样 & 次 平 行 收 集 馏 分，然 后 冻 干，置 于

. "’ O冰箱中保存以便进行 !M>!"#$ 色谱条件的

考察优化。由图 ! 也可以看出，在优化后的色谱条

件下，& 次平行进样的色谱分离重现性很好。

·’+%·
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图 !" 人肝蛋白质样品的一维 !"# 色谱分离图

$%&’ !" ()*+,-.+&*-, +/ )0,-1 2%34* 5*+.4%16
06%1& #78!"# 2%90%: ;)*+,-.+&*-5)<

! !"#$%&%"#’：()*+,- ./0/1#23 4"-56#（$# 66 % $& # 66，

’( !6，’(( #6）；-"7$%#+ 76"5#&：" 6+ % )；"&8,9 4"#$%&%"#’
79, &8, ’76, 7’ %# :%+; ’ ;

! ’ !" =>?( 色谱柱柱效测试

! ’ ! ’ #" 柱效评价

! ! 以尿嘧啶、硝基苯、萘和芴为标准物质对色谱柱

柱效进行评价。液相色谱系统的死时间以尿嘧啶的

出峰时间计，理论塔板数按芴来计算，根据岛津 <!1
"(’( 自带的工作站 !<0))1=2 软件，计算色谱峰的

不对称因子（! ’ ）、理 论 塔 板 数（"( ）和 有 效 塔 板 数

（" ,>>）等色谱柱参数，具体结果详见表 "。

表 !" #$ 支反相液相色谱柱柱效评价

@-A24 !" (+20,1 4//%;%41;< 43-20-.%+1 +/ .41 =>?( ;+20,16

!"-56#
?";

! ’ "( @ 6
* ’ ",>> @ 6

* ’ (# @
A27

?"#1’B,4%>%4
7$’"9B&%"# 97&,

"> 0<C @ D

’ ’ ; "’ #$(+( "#’,) ’’ ; ( ’ ; "+
" ’ ; (+ -’,+) "+--’ ’( ; + ’ ; ,"
) ’ ; ($ #$$’" "-’)# ’( ; # ’ ; -"
, ’ ; ’, #$.(# ’..## ’’ ; ’ ( ; .$
# ’ ; "" -’+"( "-)#+ ’’ ; ) ’ ; ,+
- ’ ; ’) $-$.’ )-)." ’" ; ( ’ ; +$
$ ’ ; (. $"()( ")+", ’’ ; $ ’ ; ((
. ’ ; ’) ,("’# "-"." ’( ; - " ; ""
+ ’ ; (+ ,,-+- ’-’), ’’ ; $ ’ ; $+
’( ’ ; ’# #-)#$ ’,++$ ’( ; # ( ; +)

! ! ’ ：7’E66,&9E >74&"9；"( ：&8,"9,&%47- B-7&, #56F,9；",>>：

,>>,4&%G, B-7&, #56F,9；(#：4"-56# F74H B9,’’59,（ ’((D
6"F%-, B87’, 0）；0<C：7-F56%# >9"6 48%4H,# ,++ I8%&,;

! ! 由上述结果可以看出色谱柱 ,、+、’( 的柱效较

低，由表 ’ 可以看出它们的填料含碳量较低；色谱柱

- 柱效较高，柱压降也比较高，可能是色谱柱的填料

装填比较紧密；色谱柱 ’、"、)、# 和 . 的柱效比较接

近，需要比较其对标准蛋白质样品的分离情况以作

进一步的筛选考察。

! ’ ! ’ !" 非特异性吸附考察

! ! 硅胶基质的色谱填料具有传质快、不溶胀、耐高

压等优点。通过在多孔硅胶基质表面键合不同的功

能基团如氨基、氰基、二醇基、烷基等可以制备具有

多种功能性质的色谱填料。反相色谱填料通常是在

硅胶基质表 面 键 合 上 不 同 长 度 的 烷 基 链 如 !,、!.
和 !’. 等，残余的自由硅羟基使用“ 封尾”试剂如三

甲基氯硅烷（(A)!-）进行烷基化处理，以消除其对

样品分离过程的不利影响。然而随着烷基化程度的

提高，位阻造成的影响使少量硅羟基难以被完全硅

烷化，所以不同生产厂家的色谱柱在使用过程中对

样品的非特异性吸附也不同，对于珍贵的人肝蛋白

质样品来讲，考察不同填料对蛋白质的非特异性吸

附非常重要。

! ! 本文采 用 !E&1!、AJK 和 0<C 做 标 准 蛋 白 质

进行考察，通过对照空白实验并利用面积归一化法

对蛋白质在不同色谱柱上的残留进行计算，结果发

现，!E&1! 与 AJK 在所测试的色谱柱上几乎没有残

留，而 0<C 的残留相对比较大，这可能与 0<C 的相

对分子质量相对较大而疏水性更强有关，表 " 给出

了 0<C 的非特异性吸附的数据。可以看出，色谱柱

,、$ 和 ’( 的非特异性吸附比较弱；色谱柱 -、. 和 +
的非特异性吸附较强；色谱柱 ’、"、) 和 # 的测试结

果比较接近。综合考虑柱效、柱压降、蛋白质的非特

异性吸附以及色谱柱填料的比表面积、含碳量、使用

的 BL 范围，选取色谱柱 ’ 和 " 作进一步的研究。

! ’ % " 标 准 蛋 白 质 与 人 肝 蛋 白 质 !"# 馏 分 的

=>?( 分离

图 %" 标准蛋白质样品 (<.8( 和 "?B 在两支

=> 色谱柱上的分离图

$%&’ %" ()*+,-.+&*-,6 +/ (<.8( -1: "?B +1
.C+ => ;+20,16

! A"F%-, B87’,’：0，+#D L"K1#D 0!?1(& (#D (:0；C，+#D

0!?1#D L"K1(& (#D (:0；,-5&%"# +97$%,#&，(D C * "#D C %# ’(

6%#，"#D C * ,(D C %# "( 6%#，,(D C * .(D C %# . 6%#，’((D
C * (D C %# ) 6%#; :-"I 97&,：’ 6< @ 6%#; .,&,4&%"# I7G,1
-,#+&8："’# #6; M#N,4&%"# G"-56,：)( !<（’ + @ <）;

! ! 图 ) 是 O2 色谱柱 ’、" 对标准蛋白质样品 !E&1
! 和 0<C 的 分 离 图，可 以 看 出 两 款 色 谱 柱 对 0<C

·’-’·
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的分离峰形都比较好；但是对于 !"#$! 的分离，色谱

柱 ! 具有更好的分离度。

# # 之后，实验选用了 $%$&’( 的 馏 分 %（ 见 图 !）

对两根色谱柱做进一步的考察。通过色谱图（ 见图

&）的比较可 以 发 现 保 留 能 力 一 般 的 蛋 白 质 样 品 在

色谱柱 $ 和色谱柱 ! 上具有相似的分离能力；而对

于强保留的蛋白质即疏水性比较强的蛋白质，色谱

柱 ! 具有更加优越的分离性能。因此色谱柱 !（ )*$
+,#-. ’(( !&，美国 /0-123-1-4 公司）被选作人 肝

蛋白质样品多维色谱分离的第二维色谱柱。这样就

可以在第一维尽量不损失样品完整性的基础上，最

大程度地提高蛋白质在第二维的分离效率，不仅可

以得到更多中低丰度蛋白质的峰信息，方便地对蛋

白质进行定量，还可以简化后续的液相色谱馏分中

蛋白质的复杂程度，提高其质谱鉴定效率。

图 !" 人肝蛋白质样品 #!"#$% 馏分 $ 在 &’
色谱柱 # 和 % 上的分离图

()*+ !" ,-./012/*.103 /4 #!"#$% 4.152)/6 $ /4 -7016
8)9:. ;./2:)63 /6 &’ 5/8706 # 16< %

# 50- 6,1-7. 8.79,-1# -6*#,21 :219,#,21; 719 <= 9-#-:#,21 7.-
#0- ;73- 7; ,1 >,8? ’ ? @2#0 2A #0- ,1B-:#,21 C26*3-; D-.- $((
!E（() * 8 F E）?

&" 结论

# # 本文系统考察了蛋白质多维液相色谱分离的色

谱柱选择和条件优化。通过分离分析人肝蛋白质样

品选择 了 52;20 公 司 的 具 有 大 上 样 量 的 5GH8-6
%I’I$*/& 色谱柱作 为 第 一 维 &’( 色 谱 柱；通 过

对标准样品和人肝蛋白质样品 &’( 馏分的分离条

件考 察，选 择 了 美 国 /0-123-1-4 公 司 的 )*+,#-.
’(( !& 反相色谱柱作为第二维 J/E! 色谱柱，构建

了离 线 的 KI! F J/E! 二 维 蛋 白 质 高 效 分 离 模 式。

这对于复杂生物样品中蛋白质的分离鉴定尤其是中

低丰度蛋白质的分离和鉴定是非常重要和必要的。
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