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表 2 样品测定结果

批号 9 4 0 4 3 3 9 4 0 4 3 9 9 4 0 4 4 7 9 5 0 5 6 8

吗啡含量
(标示量 % )

1 0 7
.

3 1 0 6
.

2 1 0 7
.

1 1 0 7
.

0

4 结论

用固相萃取方法处理复方甘草片
,

简便快速
。

样

品处理时间约为 25 分钟
,

而 《中国药典》1 9 9 5 版二

部提供的方法约需 4 ~ 5 小时
,

本法所需时间仅为其

10 %
,

省工省时
,

节约了大量有机溶剂
。

本法准确可

靠
,

可作为药品生产质量控制标准
。

图 3 复方甘草片固相萃取液相色谱图

1
.

溶剂
,

2
.

吗啡
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反相高效液相色谱分离分析蛋白质研究
‘

阮源萍 刘文远 张长 弓
‘,

黄 征

(厦门大学化学系 国家教委分析科学开放实验室
,

厦门 3 61 0 0 5)

反相高效液相色谱已广泛应用于有机物分析[l,
2〕

,

在无机物分析方面也有不少应用 [l, 卜
5 1

。

在反相色谱中Cl
:

柱应用最多
。

如能研究扩大 C
, 8

的应用范围
,

则一台 H PL C 仪配用一支 C
, ,

柱
,

便可分析各式各样样品中的各种成分
,

最大限度发挥仪器的使用效率
。

本文利用 C
l ,

柱进行蛋白质和肤的分离分析研究
,

以扩大反相高效液相色谱在生命物质分

析中的应用
。

由于蛋白质分离的特殊性〔“一“〕
,

如分子量大
,

填料孔径对分离有一定的影响
,

为此

我们选用孔径为 1 25 人
‘

的 片B o n d a p a k C
l。

反相柱进行实验
。

根据蛋白质分离过程中可能变性

或失活
,

我们采用二元有机溶剂作流动相
,

降低有机溶剂总浓度
,

因此蛋 白质在反相柱上得到

较好的分离
。

此外
,

本研究还为高效液相色谱和等速电泳联用分离分析生命物质打下基础
。

,
国家 自然科学基金课题

“ 抗癌研究中心
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L 实验部分

1
.

1 仪器与试剂

W at er S 51 0 型泵 (美国) 与 Y BS 一 2 型平流泵 (中科院上海分院仪器厂) 组成梯度洗脱

装置 ; w a t e r s 4 8 6 型检测器 (美国) ; U 6 K 进样 阀 (美国) ; S SC 一 9 2 2 型色谱数据处理机

(上海三方仪器厂) ; 拌
一

B o n d a p a k C
l :

色谱柱
, 1

.

D
.

4m m 又 Zo o m m
,

粒度 1 0拌m
,

孔径 12 5 人

(中科院大连化物所 )
。

乙醇
,

异丙醇
,

丁醇为分析纯试剂
,

经过重蒸馏处理
。

实验用水为二次去离子水经重蒸

馏处理
。

核糖核酸酶 (R N as e A )
、

溶菌酶 (Lys )
、

(鸡 ) 白蛋白 (O V A ) 均为上海丽珠东风

生化技术公司产品
;
牛血清白蛋 白 (B S A )

,

电泳纯
,

中国医学科学院血液研究所
;
羊免疫球

蛋白 (Ig G )
,

厦门大学抗癌研究中心纯化品
; 谷肤甘肤 (还原型) (Gl u)

,

生化试剂
,

上海生

化研究所
。

所有蛋白质样品液均为 2
.

sm g / m L 水溶液
,

置于冰箱一 4 ℃保存
。

1
.

2 实验方法

采用二台泵组装成低压梯度装置
。

在梯度洗脱过程中手动控制副泵 (B 溶剂 )流量来调整

A 和 B 流动相比例
。

主泵控制流动相流速为 1
.

0 一 1
.

sm L / m in
,

检测波长为 2 2 5n m
,

进样体

积为 25 ul
。

所有实验均在室温 (2 S C ) 下进行
。

2. 结果与讨论

2
.

1 蛋白质在乙醉/丁醉和异丙醉 /丁醉体系中的色谱保留

流动相中有机溶剂的组成对蛋白质分离有重要的影响
。

表 1 给出不同实验体系中核糖核

酸酶
、

溶菌酶
、

牛血清白蛋白和白蛋白在 C 18 反相柱上的分离情况
。

从表 1 中的 1一 4 组实验

的保留数据可以看出
:
A 溶剂的溶剂强度不能太大

,

如超过 20 %有机溶剂
,

则核糖核酸等不

易在柱上保留
。

而 B 溶剂要保持足够的溶剂强度
,

应不低于 50 %有机溶剂
,

否则白蛋白峰明

显变小
,

甚至不出峰
。

从实验 5
.

得知
,

单用 60 % 乙醇不足以将白蛋白洗脱
。

若采用二元有机

溶剂作淋洗剂
,

则可增加洗脱能力以改善分离
。

从 6 一 8 组实验的结果得知
,

增加丁醇比例有

利于蛋白质的洗脱
,

但柱压和基线吸收也相应增大
。

采用乙醉 /丁醇体系未能将核糖核酸酶和

溶菌酶分离开
。

因此实验进一步采用异丙醇代替乙醇
,

降低了总有机溶剂的含量
,

分离也得

到进一步的改善
。

图 1 和图 2 给出几种蛋 白质的分离谱图
。

2
.

2 流动相 pH 值对疏 白质分离的影响

蛋白质在反相柱上的保留取决于它们的疏水性
,

而流动相 pH 值大小可能会影响到蛋 白

质功能团的离子化以及它们的立体结构
,

从而改变它们在色谱柱上的保留性能
。

经过试验我

们观察到 B 溶剂不含 H CI 对蛋白质的分离几乎没有影响
。

流动相的 p H 值主要 由 A 溶剂控

制
。

当 A 溶剂不加 H CI 时
,

p H 约为 6 ,

这时所有蛋白质难于从柱上洗脱
。

当 A 溶剂加入适

量的 HCI
,

蛋白质分离得到明显改善
。

低 pH 的流动相有利于改善蛋白质的分离
,

这可能是高

浓度的氢离子抑制了蛋白质梭基氢的离解
,

同时也降低了硅醇基的离解
,

减少了对蛋白质二

次作用的影响
,

蛋白质峰形较好
,

灵敏度提高
。

当流动相的 pH > 3 时
,

有些蛋白质
,

如白蛋

白出峰较小
,

这可能与它在柱上被吸附有关
。

若 A 溶剂加入 0
.

lm ol / L H
3
PO

; ,

pH 为 1
.

67
,

蛋白质虽然可以分离
,

但基线不够平稳
。

考虑到反相柱的使用条件
,

本文选定 A 溶液加入一

定量的 HCI
, p H 控制在 2

.

2 一 2
.

6 之间分离蛋白质
。

2
.

3 梯度变化对蛋白质分离的影响
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反相液相色谱分离蛋白质的分离机理不同于一般的小分子
,

通常需要采用梯度洗脱方式
,

表 1 不同实验条件下蛋白质的色讼保留值

实验

编号
A 溶剂组成 B 溶 剂 组 成

梯度
‘

型式

保留时间
,

m in

R N a s e L ys B S A O V A

9
.

6m m o l/ L H C I 1 3
.

5 0 1 4
.

2 3 1 6
.

9 093705379“215060644012.12.13.1.14.13.12.11.11.16.

5 %E tO H / B
u O H +

9
.

6m m o l/L H CI

5 %E tO H / B
u O H +

9
·

6m m o l/ L H C I

5 %E tO H / B
u O H +

9
.

6m m o l/L H CI

1 2
.

8 0 1 3
.

7 4 1 7
.

1 4二

1 3
.

9 2 1 5
.

0 5 1 8
.

65
. 份

1 1
。

3 8 1 2
.

7 1 1 4
.

7 8

9
.

6m m o l/L H CI 1 7
.

8 5 1 8
.

5 6 未出峰

9
.

6m m o l/ L H C I 1 3
.

3 5 1 4
.

6 2 1 9
.

2 2

9
.

6m m o l/ L H C I 1 2
.

9 1 1 4
.

0 8 1 7
.

5 6

9
.

6m m o l/ L H C I

6 0 % E tO H / B
u O H (4

:
1 ) +

9
.

6m m o l/ L H C I

5 5 % E tO H / B
u O H (4 : 1 ) +

9
.

6m m o l/ L H C I

5 0 %E tO H / B
u O H (4 : 1 ) +

9
.

6m m o l/ L H C I

6 0 %E t O H / B
u O H (4 : 1 ) +

9
.

6 m m o l/L H C L

6 0 % E tO H +

9
.

6m m o l/ L H CI

6 0 % E t O H / B
u O H (4 : 1 ) +

9
.

6 m m o l/L H CI

6 0 % E tOH / B
u O H (3 : 1 ) +

9
.

6m m o l/ L H C I

6 0 % E tOH / B
u O H (2 : 1 ) +

9
.

6m m o l/ L H C I

4 5 % IPA /B
u O H (2 : l ) +

9
.

6m m o l/ L H C I

1 1
.

9 0 1 3
.

1 6 1 6
.

6 3

9
.

6 m m o l/ L H C I 1 1
.

9 3 1 3
.

3 6 1 6
.

0 9

1 0
5 % IPA / B

u O H (2
:
1 ) + 3 4 % IPA /B

u O H (2 : l ) +

9
.

6m m o l/ L H C I 9
.

6m m o l/ L HC I
1 7

.

8 2 2 0
.

3 5 2 5
.

2 5

! a
.

流速为 lm L /m in
,

梯度变化 B 溶剂 。~ 1 0 0 %
,

1 0 分钟
。

b
.

流速为 1
.

sm L / m in
,

梯度变化 B 溶剂 o一 1 0 0 %
,

15 分钟
。

c
.

流速为 1
.

sm L / m in
,

梯度变化 B 溶剂 o一 67 %
,

25 分钟
。

, 二
峰明显变小

。

1 0 1 5 吐 m 一n
n lI n

图 1 标准蛋白质的分离色谱图

拌
一

BO
n d a p a k C

l。 (4
·

o 只 2 0 0 ) 流动相

H C L 流动相 B
.

6 0 % E tO H / B
u O H (3

H ZO 梯度 1 5m in

B : 0 ~ 1 0 0 %流速 lm L / m in 2 2 5 n m

1
.

R N a s e A 2
.

L v s 3
.

13S A 4
.

O V A

A
.

9
.

6 m m o l/ L

:
1 ) +

检测

图 2 标准蛋白质的分离色谱图

拜
一

Bo
n d a p a k C l。 (4

.

o x Z oo ) 流动相 A
·

5 % IPA /B
u O H + 9

.

6 m m o l/ L H C I 流动相 B
.

5 0 %

IPA / B
u O H (2 : 1 ) + H ZO 梯度 1 5 m in

流动相 B : o ~ 6 7 % 流速 1
.

sm L / m in 2 2 5 n m 检测

1
.

R N a s eA 2
.

Ly s 3
.

B S A 4
.

O V A
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才能有效地分离蛋白质
。

梯度洗脱中有机溶剂的改变速率对蛋白质的分辨率有较大的影响
。

为

此
,

本文采用流动相组成为
:
A 溶剂

, 5 % IPA / B u O H (2
: 1 ) + 9

.

6m m o l/ L H e l ; B 溶剂
,

5 0 %

IP A / B u 0 H (2
:

1) 十H
Z
O

,

考察梯度变化对蛋白质分离的影响
。

实验表明
,

梯度速度放慢
,

色谱峰变宽
,

但分辨率增大
。

当梯度时间为 38 分钟
,

B 溶剂从 O 变到 67 写
,

核糖核酸酶和溶

菌酶几乎达到基线分离
。

梯度速度加快
,

色谱峰变窄
,

灵敏度提高
,

但分辨率降低
。

流速虽

然对分离影响不大
,

但影响到分析时间和柱压降
。

2
.

4 保留时间和峰高的粉密度

表 2 保留时间和峰高的精密度 (n 一 6) 12

保留时间
,

m in 峰高
,

m m

蛋白质

�

/

||.|lesest
平均值

1 3
.

2 7

1 4
.

7 5

1 7
.

8 1

2 4
.

5 8

标准偏差 平均值 标准偏差

R N a s e A

I ys

B S A

O V A

0
.

1 1

0
.

2 3

0
.

2 1

0
.

2 6

5 3

3 0

7
.

3
.

:
八jO �o」口乃

:
00自

,JCJ

反相液相色谱分离蛋白质的文献大多报道定

性分离
,

我们进一步考察了蛋白质在反相柱上的 图 3 肚和羊免疫球蛋白的分离图

保留时间和峰高的精密度情况
。

如表 2. 所示
,

四 。
一

Bo nd aP ak cl
,

(4
.

0 又 2 0 0) 流 动相

种蛋白质的保留时间都具有较好的精密度
。

但峰 A
.

5 % IP A/ Bu o H + 9
.

6m m ol /L H cl 流 动

高的相对偏差较大
,

这可能与蛋白质的特殊保留 相 B
.

50 % IP A / Bu 0 H ( 2 :
l) + H必 梯度

机理有关
。

若进一步改进实验梯度装置
,

提高梯 17
.

smi
。 B

:
o 一70 %流速 lm L/ mi

。 2 2 5n m

度洗脱的再现性
,

和采用背景吸收小的有机溶剂 检测

作流动相
,

可以改善峰高的精密度
,

以利于准确 L 谷胧甘肤 (还原型 ) 2. 羊免疫球蛋白

定量测定
。

上述实验条件试验表明
,

采用 C , ,

反相柱可以较好地分离蛋白质
。

为了进一步考察扩展这

一色谱系统的使用范围
,

我们做了小分子肤和免疫球蛋白的分离试验
。

如图 3
.

所示
,

谷胧甘

肤 (还原型 ) 在柱上略有保 留
,

而羊免疫球蛋 白在反相柱上有较好的保留
。

溶菌酶
、

白蛋白
、

牛血清白蛋白和免疫球蛋白的分子量分别是 1
.

4 万
、

4
.

5 万
、

6
.

8 万和 16 万
,

但它们对应 出

峰时间分别是 15
.

3
、

20
.

3
、

18
.

1 和 18
.

9 分钟
,

而溶菌酶的峰宽明显大于牛血清白蛋白的峰

宽
。

这些说明蛋白质在反相柱上的保留机理并非单一机理
,

分子的立体结构可能会影响到它

们的疏水性
,

从而影响到它们在柱上的保留时间
。
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