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!摘"要" 目的!使用自组装非对称流场流分离!6M;4489Y2F6<1<=b128<?I1<=b1Y6F92=0692=0" -a%$仪器对脂蛋白的分离

条件进行优化"分析仪器的分离性能并验证载液黏度对分离效果的影响& 方法!使用 # 种标准蛋白!碳酸酐酶和甲

状腺球蛋白$初步验证自组装非对称流场流分离仪器的性能"标定分离通道相关参数!压制后的分离通道实际高

度$" 进而通过四水平五因素的正交设计试验进行脂蛋白的分离条件优化"通过直观分析和方差分析评价差异具

有统计学意义的影响因素"并对这些影响因素进行深入验证分析& 结果!通过调节流速条件及载液条件得到碳酸

酐酶和甲状腺球蛋白混合样品的分离图"根据流体动力学原理及 ]9=[8(M公式计算得到分离通道高度为 !*%

$

4&

使用正交设计试验得到优化后的分离条件可实现高密度脂蛋白与低密度脂蛋白大于 !'&( 的分离度!分离度为

!'*!和 !'&C$"所选取的 & 种主要影响因素及其水平分别为分离总流速!$'((" $'&(" %'((" %'&( 4TK420$%聚焦时

间!$'((" $'&(" %'((" %'&( 420$%过渡时间!('&" !'(" !'&" #'( 420$%载液 A5!*'C" .'((" .'#(" .'%($%载液黏

度!使用不同浓度的羟丙基甲基纤维素调节载液黏度"其浓度分别为 ('((E" ('($E" ('(*E" !'((E$"正交设计

试验结果显示"& 种主要因素中载液黏度对分离度影响最大"结果差异具有统计学意义& 进一步分析载液黏度的影

响"发现增大黏度可有效提高分离度"但会带来增大负峰的作用& 结论!自组装非对称流场流分离仪器可根据颗粒

的粒径差异对脂蛋白进行有效分离"在优化的条件下可实现高%低密度脂蛋白的基线分离"载液黏度对分离度的影

响差异具有统计学意义&
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""场流分离是一项基于分析物的流体动力学粒径

差异对分析物进行无损分离的技术"分析物在载液

的层流作用下"根据粒径的差异分布在液流剖面不

同高度的位置上"较大的颗粒扩散到越靠近积累壁

的位置从而晚于较小颗粒被洗脱& 本研究所采用的

非对称流场流分离!6M;4489Y2F6<1<=b128<?I1<=b1Y6FI

92=0692=0" -a%$系统是流场流分离系统的一个重要

分支"由 N6:<30? 和 Q2??20GM在 !)C. 年提出*!+

"

-a% 通道上层壁为非渗透性的透明玻璃板"可以直

观反映有色样品在通道中的分离行为"通道下层为

可渗透性多孔材料"构造见图 !& 由于分离范围广

!从! 04到 &(

$

4$

*#+

"无固定相填料"对生物样品

无机械力损害"分离环境温和"样品无需离心%过滤

等前处理等优点"-a% 在复杂生物样品分析领域广

受欢迎*$+

& @:80等*%+应用 -a% 联用多角度光散射

检测器比较两种不同来源的病毒样颗粒!乙肝表面

抗原$在不同溶液环境中的稳定性& fY;M98[ 等*&+在

水蚤中贵金属纳米粒子成分和粒度分析时"使用

-a% 联用/@XI7]测定水蚤急性短期暴露期间贵金

属*金!-3$%铂!X9$%银!-G$+粒子粒径及颗粒分布

信息& >Y26等**+使用 -a% 考察热应激抗蛋白链菌

素!6092I]-$抗体的纳米级聚集体! B('!

$

4$和亚

微米级聚集体!('! k!

$

4$"并探究抗体蛋白的亚

微米级凝聚动力学&

图 CD非对称流场流分离原理图!-$及自组装非对称流场流分离系统实际通道图!>$
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""脂蛋白是血液中负责运输脂质和胆固醇的球形

复合物"由甘油三酯和胆固醇酯组成内核"外包裹由

磷脂%游离胆固醇%蛋白质等组成的外壳"根据脂蛋

白的密度差异可将其分为高密度脂蛋白 ! :2G:I

?80M29;<2A=AY=9820" 5+T$"低密度脂蛋白!<=bI?80M29;

<2A=AY=9820" T+T$ 和极低密度脂蛋白 !\8Y;<=bI

?80M29;<2A=AY=9820" UT+T$

*.+

& 人体中脂蛋白功能

与细胞结构%细胞内信号转导%细胞增殖和凋亡有着

密切联系"脂蛋白的浓度%粒径改变和性状分布与冠

状动脉疾病发病风险密切相关"其脂质代谢的变化通

常会触发一些代谢性疾病"因此在临床诊断及预后领

域"脂蛋白表征和脂质分析成为近年来的研究热点&

临床实践中测定脂蛋白的标准方法通常是测定

血清或血浆脂蛋白胆固醇的含量*C+

"而进行脂蛋白

脂质分析时"往往需要分离脂蛋白亚类& 目前常用

的分离方法包括密度梯度超速离心*)+和聚丙烯酰

胺凝胶电泳*!(+

"根据脂蛋白的密度和粒径差异进行

分离"但是这两种方法不仅耗时"而且密度梯度超速

离心所需样品量大"聚丙烯酰胺凝胶电泳需要从分

离后的凝胶中回收脂蛋白颗粒#尺寸排阻色谱法如

高效液相色谱*!!+可以快速测定脂蛋白胆固醇含量"

但是样品颗粒与固定相之间的相互作用难以避免#

毛细管等速电泳*!#+在一些临床实验室中作为 5+T

的常规分离手段"但是毛细管等速电泳在实际应用
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中成本较高"影响样品性状且难以定量& 非对称流

场流分离系统可在生物友好的环境中分离生物样

品"_3Y8M:2等*!$+改变 -a% 通道尺寸和载液条件优

化T+T和UT+T的分离"分离血浆中不同类型脂蛋

白并采用在线酶法测定胆固醇和甘油三酯含量&

由于市面上的流场流分离仪器价格昂贵"因此

国外众多研究机构均采用自组装非对称流场流分离

仪器进行替代研究& 本研究中使用本课题组自组装

非对称流场流分离仪器"首先使用标准蛋白对仪器

的分离性能进行初步表征"并根据流体动力学理论

对通道参数进行标定& 使用正交设计试验对脂蛋白

标准混合物的分离条件进行科学系统的优化"综合

评价自组装非对称流场流分离仪器在脂蛋白分离领

域的可行效能&

CD材料与方法

C'C"仪器%试剂与样品

C'C'C"仪器"本研究所使用的流场流分离仪器为

自组装流场流分离仪器& 单塞泵!T*((I+X$%双塞

泵 !T*!(IX$% 紫外检测器 !T*((IOU$% 进样阀

!..#&2$购自中国北京普析通用有限公司#5-,QI

X/,Q天平!a-#!(%$购自中国上海天平仪器厂#T@I

N20I#'( 工作站由中国北京普析通用有限公司提

供#进样针!!((

$

T$购自瑞士 5642<9=0 公司#聚碳

酸酯膜!孔径 !'(

$

4$购自英国 -/]/7R有限公司#

标准型精密 A5计!O>I.$购自美国+Z,UZH公司#

乌氏黏度计由北京大学医学部玻璃房自制&

C'C'E"试剂与样品"高密度脂蛋白 !胆固醇水

平n#(( 4GKT" B!E T+T$和低密度脂蛋白!胆固

醇水平n#(( 4GKT" B!E 5+T$来自人血浆"购自

以色列XY=MA8F̂2=公司#碳酸酐酶 !干重
"

$ ((( OK

4G$来自牛红细胞"购自美国 -<6??20 公司#甲状腺

球蛋白!纯度
"

)&E$来自牛甲状腺"购自中国北京

博奥森生物技术有限公司#十二水合磷酸氢二钠!分

析纯$和磷酸二氢钠!分析纯$购自北京化工厂#羟丙

基甲基纤维素购自美国-<6??20 公司#实验用水为超

纯水!!C'# 7

*

)F4$&

C'E"载液及样品混合标准溶液的配制

磷酸缓冲液'本研究中所使用的载液及用于混

合样品的溶液均为 ('! 4=<KT的磷酸缓冲液"具体

配制方法为精密称定约 &C G,6

#

5XR

%

)!#5

#

R和

* G,65

#

XR

%

)#5

#

R"分别用超纯水溶解后混合并

用超纯水定容至 # ((( 4T"磷酸调节 A5至 .'%( 后

经 ('##

$

4滤膜过滤"备用&

碳酸酐酶和甲状腺球蛋白混合标准溶液'精密

称取碳酸酐酶和甲状腺球蛋白冻干粉末"分别使用

('! 4=<KT磷酸缓冲液!A5.'%($溶解后定容"使两

种标准蛋白储备液终浓度均为 ('& GKT"分装后置于

jC( l保存"分析前将两种标准蛋白按照 ! q! 混

合制成混合标准溶液"取 #(

$

T进样&

高%低密度脂蛋白标准混合溶液'使用 ('! 4=<K

T磷酸缓冲液!A5.'%($将规格为 !('( 4G的高密

度脂蛋白和低密度脂蛋白分别溶解后制成终浓度为

%'( GKT的标准储备液"分装后置于j#( l保存"分

析前将两种标准脂蛋白储备液按照 ! q! 混合制成

脂蛋白标准混合溶液"取 #(

$

T进样&

C'F"非对称流场流分离系统及蛋白混合标准溶液

的分离

本研究中使用自组装非对称流场流分离系统"

通过切削一定厚度的聚酯薄膜隔片得到长度 #C#')

44%宽度 #!'& 44%总体积为 ! !*(

$

T的分离通道"

横向流入口位于距离进样口 !CC'C 44处"横向流

出口位于分离通道的中间位置"距离进样口 !%!'&

44!图 !>$& 通道上层为透明玻璃板构成的非渗透

性消耗壁"通道下层为渗透性的积累壁"该积累壁由

聚碳酸酯膜!孔隙 ('!

$

4$%半透膜%聚四氟乙烯隔

片!能够截止相对分子质量为 !( ((( 的蛋白$及不

锈钢板构成& 根据流场流分离原理中分析物保留时

间与其 ]9=[8(M粒径的关系*见公式!!$+

*#+

"按照

+=3等*!%+的方法"使用标准蛋白碳酸酐酶!#) ((($

和甲状腺球蛋白!**( ((($对压制后的通道实际高

度进行标定&

T

;

g

#[d9

(

&'

9

Y

(

#

E

(

E

5

!!$

公式!!$中"T

;

为分离样品的流体动力学直径"9

Y

为

通道横向流流速"9

(为通道体积"

'

为载液黏度"

.

为通道高度"[d为热力学常数"E

(为死时间"E

5

为样

品的保留时间&

根据-a% 的原理及结构"通道高度理论上等于

切削通道所用的聚酯膜厚度"虽然该高度是已知的"

但是在组装仪器过程中压制多层垫片导致通道的实

际高度往往小于聚酯膜的原始厚度& 根据 -a% 的

分离原理*!&+

"通过分析物的保留时间可以得到其流

体动力学粒径"前提是已知通道实际高度"因此使用

已知粒径的标准蛋白根据公式!!$标定通道实际高

度"在碳酸酐酶和甲状腺球蛋白标准混合溶液的分

离过程中"样品聚焦!1=F3M$时间%过渡时间%载液

A5值等对分离效果!用分离度 ?表示$影响显著"

进行单因素考察后"选择分离度 ?大于 !'& 且重复

性良好的分离条件标定通道实际高度"并对 -a% 用

)**&)
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于蛋白分离的性能进行初步验证&

C'L"正交设计试验优化脂蛋白标准混合样品的分

离条件

根据文献报道*!* j#(+及本课题组前期工作*#!+

"

选取对脂蛋白标准混合样品分离影响较大的 & 种主

要因素!分离总流速%聚焦时间%过渡时间%载液 A5

值%载液黏度及各因素合适的水平区间$进行四水

平五因素的正交试验"以分离度为效应指标"通过

!* 个条件组合综合优化高%低密度脂蛋白标准混合

样品的分离条件"所选取的因素及水平见表 !&

表 CD非对称流场流分离仪器分离高%低密度脂蛋白标准混合溶液的正交设计试验四水平五因素

8+.*)CDa2\816F9=YM60? 1=3Y<8\8<M=1=Y9:=G=06<?8M2G0 98M91=Y9:8M8A6Y692=0 =1M960?6Y? <2A=AY=9820M

!:2G: ?80M29;<2A=AY=9820M60? <=b?80M29;<2A=AY=9820M$ ^;6M;4489Y2F6<1<=b128<?I1<=b1Y6F92=0692=0

a=3Y<8\8<M d=96<1<=bY698K!4TK420$ a=F3M9248K420 dY60M292=0 9248K420 A5 5X7@F=0F809Y692=0KE

! $'(( $'( ('& *'C( ('((

# $'&( $'& !'( .'(( ('($

$ %'(( %'( !'& .'#( ('(*

% %'&( %'& #'( .'%( !'((

""5X7@" :;?Y=e;AY=A;<489:;<F8<<3<=M8'

""实验中应用的聚焦方式为本课题组自行设计优

化的聚焦K洗脱程序*#(+

"并使用标准蛋白考察其可

行性& 例如正交设计试验中 & 号组实验"其聚焦K洗

脱程序见表 #"控制载液泵入系统的总流速为 $'&(

4TK420"总流速由 -%>泵提供"其中 -泵为进样

泵">泵为横向流速控制泵"通过改变总流速%-泵

和>泵的流速比例"使程序在聚焦时间内保持沿通

道方向流速为 ('#( 4TK420"@泵接口位于通道下

方"将载液抽出通道并产生垂直于通道的横向流场"

分离全程保持恒定流出速度 $'(( 4TK420!使载液

进入检测器流速保持为 ('&( 4TK420$"如表 # 中初

始 ( k$'( 420即为聚焦时间!1=F3M20G9248$" $'( k

%'( 420 对应过渡时间!9Y60M292=0 9248$" 即系统由

聚焦程序转换成洗脱程序的过渡时间"%'(( 420 之

后为洗脱过程!8<392=0 A8Y2=?$& 在每次进样前"均

用超纯水以总流速 %'(( 4TK420 !-%>泵各为

&(E$"横向流出速度 $'(( 4TK420!@泵$冲洗分离

通道 !&'( 420"然后用载液以当前分离流速条件平衡

系统 !#'( 420"随后进样并启动聚焦K洗脱程序& 紫

外检测器检测波长设置为 #C( 04&

表 ED聚焦K洗脱程序

8+.*)EDa=F3M20GK8<392=0 AY=GY64

d248K420

X8YF8096G8=1

X34A -KE

X8YF8096G8=1

X34A >KE

d=96<1<=bY698K

!4TK420$

('( &'. )%'$ $'&(

$'( &'. )%'$ $'&(

%'( !(('( ('( $'&(

!!') !(('( ('( $'&(

!#'( &'. )%'$ $'&(

C'M"黏度对非对称流场流分离效果的影响

流场流分离系统是根据分析物流体动力学粒径

差异进行分离的"使用该系统对蛋白进行分离时"分

离效果!分离度 ?$受载液条件及流速条件影响极

为明显"在多种影响因素中"载液 A5值%载液中表

面活性剂浓度%聚焦时间%积累壁膜材的种类%横向

流入速度!FY=MMI20$及横向流出速度!FY=MMI=39$已在

本课题组前期工作中进行过分析*#!+

"进行正交设计

试验优化脂蛋白分离条件时"发现载液黏度对脂蛋

白分离的影响具有统计学差异"因此在上述各影响

因素的优化条件下"针对载液黏度对脂蛋白分离效

果的影响进行进一步考察&

本研究中选取羟丙基甲基纤维素! :;?Y=e;AY=I

A;<489:;<F8<<3<=M8" 5X7@$ 调节载液黏度"在 ('!

4=<KT的磷酸缓冲液中分别加入('((E%('(#E%

('(&E% ('(CE% ('!(E% ('!#E !质量分数 $ 的

5X7@"使用磷酸调节溶液 A5至 .'#("分别取各溶

液 !( 4T"在室温下以纯水为参比标准"使用乌氏黏

度计测定含有不同浓度 5X7@的磷酸缓冲液的黏

度*##+

& 使用正交设计试验中优化得到的流速条件

对高%低密度脂蛋白标准混合物进行分离"每次进样

#(

$

T"检测波长为 #C( 04&

ED结果与讨论

E'C"-a% 分离标准蛋白及分离通道高度

使用总流速 $'(( 4TK420"横向流出速度 #'&(

4TK420"聚焦时间和过渡时间分别为$'& 420 和

!'( 420"使用 ('! 4=<KT的磷酸缓冲液!A5g*'C$

作为载液得到碳酸酐酶和甲状腺球蛋白标准混合样

品的分离图见图 #& 根据单样品进样保留时间确定

洗脱峰 ! 为碳酸酐酶"洗脱峰 # 为甲状腺球蛋白"根

).*&)吴"迪"等"基于非对称流场流分离系统优化脂蛋白的分离条件



据样品保留时间计算得到通道高度约为 !*%

$

4&

X86[ !" F6Ŷ=02F60:;?Y6M8# X86[ #" 9:;Y=G<=̂3<20'

图 ED碳酸酐酶和甲状腺球蛋白标准混合样品的

非对称流场流分离仪器分离图

G&H2()ED-M;4489Y2F6<1<=b128<?I1<=b1Y6F92=0692=0 1Y6F9=GY64=1AY=9820

M960?6Y? 42e93Y8M64A<8!F6Ŷ=02F60:;?Y6M860? 9:;Y=G<=̂3<20$

"

E'E"正交设计试验优化-a% 分离脂蛋白

使用正交设计试验"优化高%低密度脂蛋白标准

混合样品的分离条件"得到 !*组分离度结果见表 $&

图 $ 为 -a% 分离脂蛋白标准混合样品的分离

图"结合分离图图 $ 和正交设计试验结果表 $ 可以

看出"!* 个条件组合中共有 # 个条件组合!,='& 和

,='!%$得到了大于 !'&( 的分离度"分别为 !'&C 和

!'*!"详见图 $ 中 -和 >& 除 # 个条件组合!,='.

和,='C"详见图 $@和 $+$只有单个混合洗脱峰以

外"其余 !# 个条件组合均有两个明显的洗脱峰"其

中 ,='% 和 ,='!! 均有较好的分离度 ! !'%.和

!'%$$"详见图 $Z和 $a&

表 FD非对称流场流分离系统分离高%低密度脂蛋白标准混合样品的正交设计试验结果

8+.*)FDRY9:=G=06<?8M2G0 98M9Y8M3<9M=1<2A=AY=9820M( M8A6Y692=0 ^;6M;4489Y2F6<1<=b128<?I1<=b1Y6F92=0692=0

,=' d=96<1<=bY698 a=F3M9248 dY60M292=0 9248 A5 5X7@F=0F809Y692=0 ?

! ! ! ! ! ! ('%!

# ! # # # # ('&.

$ ! $ $ $ $ ('.&

% ! % % % % !'%.

& # ! # $ % !'&C

* # # ! % $ ('*&

. # $ % ! # K

C # % $ # ! K

) $ ! $ % # ('*(

!( $ # % $ ! ('.(

!! $ $ ! # % !'%$

!# $ % # ! $ ('.*

!$ % ! % # $ ('*C

!% % # $ ! % !'*!

!& % $ # % ! ('%%

!* % % ! $ # ('*(

?

)

!

$'#( $'#. $'() #'.C !'&&

)

#

#'#$ $'&$ $'$& #'*C !'..

)

$

$'%) #'*# #')* $'*$ #'C%

)

%

$'$$ #'C$ #'C& $'!* *'()

?

H

('$# ('#$ ('!# ('#% !'!%

""?" Y8M=<392=0# )"9:8M34=186F: 16F9=Y(M20?2F69=Y\6<38M696F8Y9620 <8\8<# ?

H

"9:8Y60G8=16\8Y6G8<8\8<M20 6F8Y9620 16F9=Y'5X7@" :;?Y=e;AY=I

A;<489:;<F8<<3<=M8'

""对正交试验结果进行极差分析"黏度的极差

为 !'!%"远大于其他 % 种因素的极差"显示黏度对

试验指标分离度的影响最大"优先选取黏度的最

佳水平即 ('!( E的 5X7@& 在分离度指标下"其

余 % 种因素极差差别较小"顺序为分离总流速 n

载液 A5值 n聚焦时间 n过渡时间& 得到优化后

)C*&)
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的条件组合为'使用 5X7@为 ('!( E !质量分

数$%A5值为 *'C( 的磷酸缓冲液!('! 4=<KT$作

为分离载液"以 %'& 4TK420 的总流速进行分离"

设置聚焦时间为 $'& 420"过渡时间为 !'& 420"得

到高%低密度脂蛋白标准混合物的最佳分离度为

!'*!&

d:8̂ 6M8I<208M8A6Y692=0 =1:2G: ?80M29;<2A=AY=9820M60? <=b?80M29;<2A=AY=9820Mb6M=̂96208? 20 ,='& !-$ 60? ,='!% !>$" =0<;=08A86[ M:=b8? 20

1Y6F9=GY64M=1,='. !@$ 60? ,='C !+$" =9:8YM:6? 9b=A86[M20 1Y6F9=GY64M̂ 39162<8? 9=Y86F: ^6M8I<208M8A6Y692=0" <2[8,='% !Z$ 60? ,='!!

!a$'X86[ !" :2G: ?80M29;<2A=AY=9820M#X86[ #" <=b?80M29;<2A=AY=9820M'

图 FD正交设计试验中脂蛋白标准混合样品的-a% 分离图

G&H2()FDaY6F9=GY64M=̂96208? ^;6M;4489Y2F6<1<=b128<?I1<=b1Y6F92=0692=0 =1M960?6Y? <2A=AY=9820M20 9:8=Y9:=G=06<?8M2G0 98M9

"

""进一步对试验结果进行方差分析"将试验结

果的总离差平方和分解为各因素误差的离差平方

和"通过求出各 +值进而作 +检验& 由于正交表

中未留出空白列"根据正交设计试验方差分析规

则"选取五个因素中离差平方和最小者对随机误

差引起的离差平方和作近似估计"结果见表 %"在

分离度指标下"只有载液黏度的 +值大于 $'#)

*+

('(&

!$" !&$ g$'#)+ "差异具有统计学意义"

其!值远小于 ('(&"对试验结果影响显著& 按方

差分析法的观点"只须对差异有统计学意义的因

素!载液黏度$确定好水平"而其他对试验结果没

有显著性影响的 % 个因素可按照实际需要来确

定水平"各因素水平的确定与极差分析方法相

同&

表 LD五因素单因素方差分析

8+.*)LDH8M3<9M=112\816F9=YM(R08IN6;-,RU-

]=3YF8M=1\6Y260F8 ]34=1MS36Y8M 7860 MS36Y8 +\6<38 !\6<38

d=96<1<=bY698 ('(&C ('(&C ('#. ('C&

a=F3M9248 ('($( ('($( ('!% (')%

dY60M292=0 9248 ('(() ('(() ('(% ('))

A5 ('($& ('($& ('!& (')$

5X7@F=0F809Y692=0 ('C!) ('C!) #%'#$

#'## i!(

j&

ZYY=YM ('(() ('(()

]34 (')*#

""+

('(&

!$" !&$ g$'#)'5X7@" :;?Y=e;AY=A;<489:;<F8<<3<=M8'
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""从-a% 的分离图!图 $$中可以观察到"虽然方

差分析结果显示过渡时间对分离度无显著性影响"

但是过渡时间对峰形影响较为明显"峰宽与过渡时

间呈正相关关系"过渡时间为 ('& 420时"5+T平均

半峰宽为 ('!* 420"过渡时间为 #'( 420时"5+T平

均半峰宽增至 ('## 420"据此观察缩短过渡时间可

有效改善峰形"但不宜过短"因为 -:0 等*!*+在对非

对称流场流分离通道形状和尺寸进行优化时发现"

通道内载液流速沿通道长度方向的均匀性对分离效

率影响很大"使用较短的过渡时间可将在聚焦时间

内达到纵向分布的颗粒快速推离通道"但由于进样

泵与横向流出泵比例变化过大"速度骤增"会严重影

响分离系统的稳定性"因此选取 !'( 420 作为优化

后的过渡时间&

正交试验极差分析和方差分析得到的一致性结

论为载液黏度对 -a% 分离效率的影响差异具有统

计学意义& 载液黏度越高!5X7@浓度越高$"高%

低密度脂蛋白混合标准样品分离度越大"正交试验

中5X7@浓度为 ('!( E的试验组分离度均大于

!'%("但同时观察到随着载液黏度的增加"负峰现象

有严重化的趋势"为了验证载液黏度对 -a% 分离效

果的影响"故采取进一步的单因素分析&

E'F"载液黏度对-a% 分离效果的影响

为了验证载液黏度对 -a% 分离效果的影响"通

过加入不同浓度的 5X7@得到 * 个黏度水平"分别

为 !'(& i!(

$

X6)M%!'(C i!(

$

X6)M%!'!( i!(

$

X6)M%!'!# i!(

$

X6)M%!'!% i!(

$

X6)M和

!'!. i!(

$

X6)M!! X6)Mg!(

$

FX$&

根据正交设计实验优化结果"选取 $'& 420 聚

焦时间和 ! 420 过渡时间"考察载液不同黏度水平

下"高%低密度脂蛋白标准混合样品的分离情况"结

果见图 %& 在所考察的黏度范围内!5X7@浓度从

('((E至 ('!#E$"脂蛋白混合物的分离度随着载

液黏度的增加先增后减"在 ('(&E浓度下得到较优

分离效果& 根据公式!!$"同等条件下"对于粒径差

异一定的混合样品颗粒"保留时间与载液黏度成正

比"由公式!!$进一步推出'

%

E

5

gE

5#

jE

5!

g

&

9

Y

(

#

E

(

#[d9

(

)!T

;#

jT

;!

$)

'

!#$

保留时间之差随着黏度的增大而增大"故分

离度在一定范围内会随黏度增加而增加"根据黏

滞定律"相邻流层内摩擦力的大小与黏度成正比"

当黏度过大时"流层间内摩擦力增大"会对分离起

到阻碍作用"进一步的解释仍需理论推导和实验

验证&

5X7@" :;?Y=e;AY=A;<489:;<F8<<3<=M8'

图 LD不同载液黏度条件下高%低密度脂蛋白标准混合样品的

非对称流场流分离仪器分离图

G&H2()LDaY6F9=GY64M=1M960?6Y? <2A=AY=9820M!:2G: ?80M29;<2A=AY=9820M

60? <=b?80M29;<2A=AY=9820M$ =̂96208? ^;6M;4489Y2F6<1<=b128<?I1<=b

1Y6F92=0692=0 69?2118Y809\2MF=M29;<8\8<M=1F6YY28Y<2S32?M

"

从黏度考察结果中可见"负峰随黏度升高而呈

增大趋势"未添加 5X7@的试验组基线平稳& 从紫

外吸收差异的角度进行了实验"实验中使用含有

5X7@的磷酸缓冲液和空白磷酸缓冲液作为载液"

在相同运行条件!-%>泵总流速为 % 4TK420"@泵

流速为 $ 4TK420$下"考察 5X7@的加入对磷酸缓

冲液载液基线的影响"结果显示"磷酸缓冲液的紫外

吸收值随着加入 5X7@浓度的增加而升高"其中含

有('!(E5X7@的磷酸缓冲液紫外吸收值高于空白

磷酸缓冲液约 !&'.$ 4-3& 从分子结构角度进一步

分析"5X7@是一种非离子型纤维混合醚"理论上其

分子结构中没有生色团"而 5X7@的水解产物中含

有醛基"会产生较为强烈的紫外吸收"若 5X7@发

生部分水解则会提高载液的紫外吸收& 此外"根据

不同厂家提供的生产工艺"5X7@中可能有异丙醇%

环氧丙烷%氯甲烷%甲苯%丙二醇%甲醇%冰醋酸等有

机溶剂残留*#$+

"以上原因可能导致了5X7@的加入

使得载液的紫外吸收增强& 实验中每次进样前均使

用该条件载液!含不同质量浓度 5X7@$平衡"基线

归零"所以样品响应值是以该条件载液为参比的"而

样品统一采用 A5.'%( 的磷酸缓冲液溶解分装后置

于jC( l保存"该缓冲液不含 5X7@& 在洗脱程序

中"有强烈紫外吸收信号的样品经过紫外检测器产

生样品峰"溶解样品所用的磷酸缓冲液相当于将载

液中的5X7@浓度稀释"相对于载液调零的基线其

吸收值则为负"从而紧随目标物质峰产生负峰& 接

下来的实验中需要进一步优化操作并寻找替代材料

以减小负峰对定量结果的影响& 在非对称流场流分

离系统的理论研究领域仍存在广阔的探索空间"精

确量化分析仍是自组装仪器进一步优化的重点和难

点&

自组装非对称流场流分离仪器可根据颗粒的粒

)(.&)
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径差异对蛋白和脂蛋白进行有效分离"得到通道实

际高度为 !*%

$

4"使用正交设计试验法对脂蛋白混

合物分离条件进行优化"在优化的条件下可实现高%

低密度脂蛋白的分离度大于 !'&("对正交设计试验

结果进行直观分析和方差分析得出载液黏度的影响

具有统计学意义"进一步验证载液黏度对 -a% 分离

效果的影响"观察到随着载液黏度的增加"负峰呈增

大趋势& 本研究通过实验和统计学分析证实自组装

非对称流场流仪器用于脂蛋白分离的可行性"其快

速%简便%样品无需前处理的特点在临床诊断等应用

中具有很大潜力"但是目前自组装仪器还存在一些

待优化问题"在接下来的研究中将继续开展对仪器

硬件方面的优化和联用技术的发展&
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