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摘要：生物活性肽以其独特的吸收机制、极强的活性和多样性成为国内外研究的热点，其分离与分析技术是生物技术实

现产业化的重中之重。 高效液相色谱法以其重复性好、分辨率高等优势成为最有效、最常用的方法。 主要介绍了高效液

相色谱技术在多肽类物质分离、分析上的应用。
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Abstract：The unique absorption, high activity and diversity of bioactive peptide arouse people′s interest in application. It is significant
to study the separation and analyses of polypeptides so as contribute to industrialization. High performance liquid chromatography
(HPLC) is the effective and normal method because of its good repeatability and high resolution ratio. This paper mainly introduced the
application of HPLC in the separation and analysis of polypeptides.
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生物活性肽（又称天然肽），广泛存在于自然界中，其结

构上的多样性和复杂性不难看出生物活性肽有着多种多样

的生物学功能（如免疫调节、抗血栓、抗氧化、抑制细菌和病

毒、抗癌等作用）。鉴于此，多肽的开发及研究已逐渐成为一

大热点，伴随着分离纯化技术的发展及一些新方法、新思路

的应用，使得多肽类物质得到了有效的分离。
依据多肽的物理、化学及生物学特性，已有多种分离手

段，如：超滤法、SDS-PAGE、亲和层析等，其中，HPLC 由 于

具有重复性好、分辨率高等优势 ［1］，在蛋白质及多肽小分子

中得到了广泛的应用。
生物活性肽是指来源于细菌、真菌、动植物等，对生物

机体的生命活动有益或有重要生理功能的一类生物活性物

质。 广泛存在于生物体的各种组织中，结构复杂多样［2］。
自 1975 年，Hughes 首 先 报 道 从 动 物 组 织中 发 现 了 具

有吗啡活性的小肽 ［3］，1902 年伦敦大学医学院的 Buyliss 等

首次发现活性多肽物质以来 ［4］，已经从动物、植物及微生物

中分离出多种生物活性肽。
近一个世纪的研究表明， 肽是由 20 个天然氨基酸以不

同的组成和排列方式构成的二肽到复杂的线性和环形结构

的不同肽类的总称，是源于蛋白质的多功能化合物。 活性肽

广泛存在于自然界中，生物体很多活性物质都以肽的形式存

在，可以从不同的角度分类，例如：按来源分为内源性生物活

性肽和外源性生物活性肽；按功能分为生理活性肽和食品感

官肽；按取材分为海洋生物活性肽和陆地生物活性肽等。

1 高效液相色谱法分离纯化多肽的研究进展

随着现代科技的飞速发展， 从天然产物中获取活性多

肽的分离、分析手段也不断得到提高，并出现一些新方法，
多肽提取分离常用的方法包括化学萃取法 （如醇提、 丙酮

法）、酶解法、沉淀法、超滤法、逆流分溶法、层析法、电泳法

等。
高效液相色谱（HPLC）是 生 物 技 术中 分 离 纯 化 的 重 要

方法，在多肽、蛋白质的分离纯化工艺中显示出优异的性能［5］，
RP-HPLC 特别适用于质量不大的蛋白质和 多 肽 物 质 的分

离纯化，主要用于分子量低于 5 000，尤其是 1 000 以下的非

极性小分子多肽的分析和纯化，具有十分高的分辨力 ［6］，常

见的有高效离子交换色谱、高效凝胶过滤色谱、反相高效液

相色谱和高效亲和液相色谱等。

1.1 反向高效液相色谱 反相高效液相色谱是利用非极性

的反相介质为固定相， 极性有机溶剂或其水溶液作为流动

相，根据溶质疏水性的差别进行分离纯化的洗脱色谱法 ［7］。
该方法于 20 世纪 80 年代后应用于蛋白质、多肽、核酸

的分离、纯化及鉴定，与其他色谱方法相比，RP-HPLC 具有

分辨率和回收率高、重复性好和操作简便等优势。 另外，在

RP-HPLC 中，蛋白质分子通过色谱柱时会发生或多或少的

去折叠，内部某些疏水残基暴露并与固定相相互作用，从而

表现出与其他色谱及电泳方法不同的选择性 ［8］。 在混合肽

的分离中， 可通过对流动相和固定相的调控来提高分离效

率 ［9］，包括改变样品的离子对性质、固定相上分布的功能基

团、色谱柱规格以及温度、pH 值等 ［10］，严作廷等通过 HPLC
对奶牛子宫内膜洗脱样品进行分离， 纯化出一个新的抗菌

肽分子［11］。

1.2 高效亲和液相色谱 高效亲和液相色谱是将经典亲和

色谱的高特异性同高效液相色谱的快速、 高效相结合产生

的一种蛋白质的分离技术。 多数蛋白质都可以用该方法得

到纯化，特别适合糖蛋白、疫苗等的分离纯化，在蛋白质化

学中有着广泛的用途 ［12］， 杨祖英等采用高效亲和色谱柱

（Pharmacia HI-Trap Protein G 柱）， 在 pH 值为 2.5 的盐酸条
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件下洗脱 IgG 进行测定［13］。

1.3 高效离子交换色谱 高效离子交换色谱（HPIEC）是根

据蛋白质分子在一定 pH 值和离子强度条件下所带电荷的

差异进行分离的方法。 由于 HPIEC 是一吸附性的梯度洗脱

过程，所以具有很好的负载力。 李蓉等［14］采用高效阳离子交

换色谱分离纯化蛋清中的溶菌酶， 该方法较传统软基质低

压离子交换色谱分离速度快、纯化效率高。

1.4 高效凝胶过滤色谱 高 效 凝胶 过 滤 色 谱 是 根 据 分 子

相对大小进行分离的一种色谱技术。 该技术较温和，适用范

围较广，如：平衡柱、分离样品的缓冲液等。Bunger 等分离出

了疏水性的表面活性剂蛋白 ［15］。

1.5 超临界流体色谱 超 临 界 流体 色 谱（SFC）始 于 20 世

纪 60 年代，是采用接近或超过临界温度和临界压力的高压

流体作为流动相的一种新颖的色谱技术 ［16］，具有分离速度

快、柱效高、分离温度低和易保持生物产品的生物活性等特

点。 主要分为两大类，一类是以向 GC 技术接近并在早期是

主流方向的毛细管超临界流体色谱技术（cSFC），另一类是

向 HPLC 技术靠近的填充柱超临界流体色谱技术（pSFC），
该技术在成分富集、分离纯化的应用上取得了突破 ［17］。 用于

SFC 分析的天然产品种类比较多，如热不稳定的天然脂类、
甾类化合物、多元不饱和脂肪酸及其酯、天然色素、氨基酸、
糖类等。

1.6 毛细管电色谱法 毛细管电色谱法（CEC）是近 10 年

来综合了现代最新分离技术 HPLC 和毛细管电泳（CE）的优

势而发展起来的高效电分离微柱液相色谱技术 ［18-20］。 1952
年，Mould 和 Synge 首次在色谱分析上以电渗流驱动在薄层

色谱分离了胶棉中的多糖化合物 ［21］，之后该技术于 1974 年

由 Pretorius 等首先成功提出， 但当时并没有引起足够的重

视［22］。 近年来，CEC 技术用于分子生物学领域，将更有效、快

速地分离生物分子，特别是在核酸、蛋白质和小肽等方面的

应用有着广泛的前景。 随着生命科学的发展，新型、快速、高

效的蛋白质分离、 分析技术对蛋白质组学的发展具有十分

重要的意义 ［23-24］，CEC 的出现为生物样品的分离提供了一

条新的途径。 赵良娟等［25］采用反相梯度 Pcec-UV 在 7.5 min
内实现了核糖核酸酶 A、细胞色素 C、溶菌酶和肌红蛋白等

4 种蛋白质的分离。 Gucek 等 ［26］ 采用无鞘流式 CEC-纳流

ESI-ESI 对混合肽进行分析，建立了一种高灵敏检测肽类物

质 的 新方 法，Fu 等 研 究 用 亲 水 离 子 CEC（HI-CEC）很 好 地

分离了 9 种小肽， 由于毛细管电色谱高效且选择性高等优

势，近十几年来，其应用得到了长足的发展，但整个技术至

今尚未标准化 ［27］，还存在不少问题。

1.7 径向色谱法 径向流色 谱 的色 谱 分 离 利 用 物 质 在 两

相中的分配系数差异来进行分离，当两相作相对移动时，被

分离物质在两相间经反复多次分配， 原来微小的分配差异

便会产生很大的效果，从而使各组分分离 ［28］，具有操作压力

低、线性放大容易、分离效率高等优点，目前，该技术主要集

中在离子交换径向流分离纯化蛋白质和核酸方面。 郭立安

等［29］利用径向离子交换色谱技术从促性腺激素（HMG）的粗

提物中很好地分离纯化了促卵泡激素（FSH）。 孙涛等 ［30］利

用国产膜径向离子交换色谱柱分离纯化了 Nitschmann 组分

中凝血酶Ⅲ中的凝血酶原复合物，该色谱的应用，使色谱过

程的流速大为提高。

1.8 多维 高 效 液 相 色 谱 法 多 维高 效 液 相 色 谱 法 （MD-
HPLC）系统以其快速、高效、自动化程度高以及容易与质谱

等其他技术联用等优势而成为蛋白质组学相关分析技术中

研究的热点，也受到食品卫生 ［31］以及环保 ［32］等领域的重视。
该技术是指将样品注入呈正交分布的多个分离体系中，样

品中各组分以进样点为原点在多维的分离方向上展开，是

目前解决复杂体系分离、分析问题最有前景的手段 ［33］，尽管

多维高效液相色谱最适合分离复杂化合物， 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。
刘少华等 ［34］通过多维高效液相色谱结合动物试验，从舟山

黄海葵粗毒中筛选了多种具有强杀虫活性以及低哺乳动物

活性的杀虫肽。 总之，该技术可以提供很高的峰容量，以满

足复杂体系样品分析的需要。

2 高效液相色谱法与其他分离方法的联用

多肽的种类很多而且大多具有相似性， 使用单一的分

离纯化手段已经不能达到理想的分离纯化效果，HPLC 具有

不能大规模制备、费时等缺点，因此与其他分离方法的联用

具 有 巨 大 的 优 点 。 赵 晖 等 ［35］ 通 过 阳 离 子 交 换 柱 SP-
Sepharose、AKTA Superdex 75 及 RP-HPLC 对人精浆中小分

子抗菌肽逐级纯化。 齐珂珂等［36］使用氯化铵裂解、超声波破

碎、 醋酸提取、CM-Sepharose F F 弱酸性阳离子交换柱 RP-
HPLC 等方法，从鸵鸟白细胞中分离纯化出了抗菌肽，同时

应用二级质谱（MS/MS）对抗菌肽的分子量和氨基酸序列进

行了测定。 钟山等［37］应用 Sephadex DEAE A-50 阴离子交换

树脂色谱、Sephadex G25 和 Sephadex LH-20 凝胶过滤色谱

及 RP-HPLC 分离纯化水蛭抗凝血活性多肽，并采用 HPLC
及 SDS-PAGE 鉴定了化合物的纯度，并在该基础上，对其分

子量及氨基酸组成进行了测定。

HPLC 与其他方法的联用，弥补了各自的不足，在蛋白

多肽的分离方面有着广阔的前景 ［38-39］。

3 结语与展望

在生物制品分离纯化方面， 高效液相无疑有其自身的

优势，但是，一种分离手段往往不能达到纯度、量等方面的

要求。 因此，应该在现有分离技术的基础上，进一步优化组

合，将各种分离手段的优势结合起来，在多肽的分离纯化中

发挥更强大的作用，同时，更进一步地深入研究各种色谱方

法，使得更为复杂的生物样品得到分离，从而对我国药品产

业做出贡献。
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