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摘要：以 $A # !& 无孔硅胶颗粒（’"’()"*"+, ,-#-./，%01）为固定相，采用电压和压力联合驱动流动相，用反相梯度
加压毛细管电色谱（)(232）在 0A # &-’ 内实现了核糖核酸酶 4、细胞色素 2、溶菌酶和肌红蛋白等 1 种蛋白质的快
速、高效的分离。比较了梯度加压毛细管电色谱和微柱液相色谱（!(5062）分离蛋白质的结果，同时考察了固定
相、离子对试剂三氟醋酸（784）浓度和电压等条件对梯度加压毛细管电色谱分离蛋白质的影响。结果表明，梯度
)(232 可以通过调节电压精细调节带电溶质的保留，提高分离选择性，缩短分离时间，得到较高的柱效。该方法在
蛋白质分离分析及蛋白质组学的研究中具有很大的应用潜力，为高效快速地分离蛋白质开辟了新的途径。
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@ @ 随着生命科学的迅猛发展，蛋白质组学已成为
当今的前沿科学，其重要性和战略意义日益显著。

发展新型、快速、高效的蛋白质分离分析技术对蛋白

质组学及整个生命科学的发展具有十分重要的意

义［$，!］。尽管高效液相色谱（5062）被公认是有效
的分离手段之一，但由于蛋白质结构的复杂性，常常

导致其色谱行为不理想。毛细管电泳（23）作为新
型的分离技术，具有较高的分离效率，在大分子的分

离方面显示出卓越的分离性能，但其缺乏对分离物

的多种选择性，限制了分离潜力的发挥。因此，关于

蛋白质快速、高效的新型分离方法的研究备受关注。

毛细管电色谱（ ./)-##/*E I#I.J*".C*"&/J";*/)CE，
232）结合了毛细管电泳的高效性和高效液相色谱
的高选择性，是一种新型的微柱分离分析技术［,］，

具有快速、高选择性、溶剂消耗少、样品上样量少、易

于与质谱联用等优越性能，已成为对蛋白质等生物
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大分子分离分析极具吸引力的方法，它的出现为蛋

白质的分离分析提供了一条新的有效途径［#］。但

目前 !"! 主要是以电驱动流动相为分离模式［$，%］，

操作中易产生气泡，使其使用受到很大的限制［&］。

加压毛细管电色谱（ #$%&&’$()%* +,#(--,$. %-%+/$01
+2$03,/04$,#2.，#1!"!）的出现解决了长期限制
!"! 广泛使用的问题。#1!"! 克服了仅靠电渗流
驱动的一些限制因素，可方便地对流动相组成、性

质、流速进行调节，抑制气泡的形成，尤其能实现梯

度洗脱，是 !"! 发展的重要方向［’，(］。目前，采用

梯度加压毛细管电色谱已成功地分离了碱性药

物［)*］和多肽混合物［))，)!］，取得了很好的分离效果。

+ + 本文以 ), $ !3 无孔硅胶（ 5051#0$0’& &(-(+,）
!)’柱为固定相，采用反相梯度 #1!"!，在 &, $ 3(5
内成功地分离了核糖核酸酶 6、细胞色素 !、溶菌酶
和肌红蛋白等 # 种蛋白质混合物。结果表明，梯度
#1!"! 用于蛋白质的快速高效分离具有很大潜力。

!" 实验部分

! ! !" 仪器与试剂
+ + 7$(&%#78 1!*)* 9: 三用电色谱仪（ ;5(3(+$0
7%+250-04(%&，<5+=，>-%,&,5/05，!6，;?6）。 ), $
!3 无孔硅胶 !)’柱，采用电填充法制备（;5(3(+$0
7%+250-04(%&，<5+=，通辽）。
+ + 三氟乙酸（7@6）购于上海化学试剂厂。乙腈
（色谱纯）购于 8%$+A 公司。核糖核酸酶 6（BC,&%
6，?(43, 分装），肌红蛋白（3.04-0D(5，?(43, 分
装），溶菌酶（ -.&0).3%，上海生化所东风生化技术
公司），细胞色素 !（ +./0+2$03% !，?(43, 分装）。
水为二次蒸馏水。

! ! #" 样品制备
+ + 分别将蛋白质样品用水配制成 ) 4 E F 溶液，在 #
G条件下保存。将 # 种蛋白质溶液混合，并稀释成
每种蛋白质质量浓度均为 )!$ 34 E F 的混合样品。
! ! $" 电色谱条件
+ + 流动相 6 为 *, )H 7@61$H乙腈，流动相 I 为
*, )H7@61’*H乙腈；采用双泵调节实现梯度洗脱，

梯度 程 序 为 &$H 6
)*
(&&&

3(5
!*H 6，流 速 *, *$

3F E 3(5。施加在毛细管柱上的压力为 )%, * 8>,；
工作电压为 - $ A:；检测波长为 !)# 53，柱上检测；
进样体积为 !* 5F。

#" 结果与讨论

# ! !" 梯度加压毛细管电色谱与微柱液相色谱分离
蛋白质的比较

+ + 实验比较了 #1!"! 和微柱液相色谱（ !1

J>F!）在梯度洗脱条件下对核糖核酸酶 6、细胞色
素 !、溶菌酶和肌红蛋白的分离情况，结果见图 )。
在梯度 #1!"! 模式下，由于电渗流与压力流的叠
加，柱内流速会比单纯采用压力流时的流速快。在

实验条件下，# 种蛋白质都带正电荷，因此电渗流、
压力流和电泳方向都是相同的。从图 ) 中可看到，
用 !1J>F! 在 ( 3(5 内可实现 # 种蛋白质的分离，
而 #1!"! 只需 &, $ 3(5，分离速度明显比 !1J>F!
快；而且 #1!"! 分离蛋白质的峰形尖锐，灵敏度高，
甚至能分离一些小杂质峰。

图 !" 加压毛细管电色谱（"）和微柱液相色谱（#）
分离蛋白质的色谱图

$%&! !" ’()*"+%,(- (. */’0’（"）"-1 !/234’（#）
.(+ 567 ,7*"+"5%(- (. .(8+ *+(57%-,

"K#%$(3%5/,- +05*(/(05&：+0-’35，), $ !3 5051#0$0’& &(-(1
+, !)’；30D(-% #2,&% 6，*, )H 7@6 (5 $H ,+%/05(/$(-%；30D(-%

#2,&% I，*, )H 7@6 (5 ’*H ,+%/05(/$(-%；-(5%,$ 4$,*(%5/，30D(-%
#2,&% 6 L$03 &$H /0 !*H (5 )* 3(5；M0-/,4%，,= - $ A:，
D= * :；;:1:(& *%/%+/(05 ,/ !)# 53；(5N%+/(05 M0-’3%，!* 5F；
#$%&&’$%，)%, * 8>,=
+ + >%,A&：) = BC,&% 6；! = +./0+2$03% !；" = -.&0).3%；# = 3.01
4-0D(5=

+ + 通过色谱软件计算分别得到在 #1!"! 和 !1
J>F! 条件下分离 # 种蛋白质的柱效，结果见图 !。
从图 ! 可看出，#1!"! 分离 # 种蛋白质的柱效明显
高于 !1J>F!，其中用 #1!"! 分离溶菌酶的柱效是
用 !1J>F! 分离时的 ), ’ 倍。结果说明，#1!"! 对
于蛋白质的分离具有更高的柱效。

+ + 以上的实验结果说明，与 !1J>F! 相比，#1!"!
可以通过调节电压精细调节带电溶质的保留，缩短

分离时间，获得更高的柱效，使蛋白质样品在更短的

时间内得到快速和高效的分离。

# ! #" ! ! % !) 无孔硅胶色谱柱的优越性
+ + 小粒径的无孔微球在肽和蛋白质的分离中表现
出明显的优势，在蛋白质的普通液相色谱分离方面

具有很大的应用潜力。但随着填料颗粒的变小，液

相色谱的操作压力也随之升高，限制了它在液相色

谱中的应用。由于毛细管电色谱中用电驱动流动

相，因此不存在 J>F! 反压升高问题，这就使得应用

·*&%·
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图 !" 微柱液相色谱和加压毛细管电色谱
分离 # 种蛋白质的柱效比较图

!"#$ !" %&’()* +,,"-"+*-"+. ,&/ 01+ .+23/30"&* &,
01+ ,&(/ 2/&0+"*. 4"01 25%6% 3*7 !589:%

!"# $%&$#’($)*+, -").’*’")/，/$$ !’01 # 1

固定相粒度更小的小粒径（# $ % !(）无孔微球毛细
管电色谱柱成为可能。

图 $" 采用梯度 25%6% 在 % $ & !) 无孔硅胶 %%’柱（3）和

$ !) 普通 %%’柱（;）上分离 # 种蛋白质的色谱图

!"#$ $" <+23/30"&* &, 01+ ,&(/ 2/&0+"*. (."*# %( & !)
*&*52&/&(. %%’ ."’"-3（3）3*7 $ !) &/7"*3/=

%%’ ."’"-3（;）"* 25%6%

!"# $%&$#’($)*+, -").’*’")/ +). &$+2/，/$$ !’01 # 3+1

! ! 实验比较了采用梯度 &3454，在 #& ’ !( 无孔
硅胶 4#(和 ) !( 普通 4#(两种电色谱柱上分离核糖

核酸酶 6、细胞色素 4、溶菌酶和肌红蛋白等 * 种蛋
白质混合物的分离结果，结果见图 )。从图 ) 中可
看出，在 &3454 分离方式下，) !( 普通 4#(柱洗脱

* 种蛋白质需近 #+ (’)，而 #& ’ !( 无孔硅胶 4#(柱

只需 ,& ’ (’)；而且 ) !( 普通 4#(柱对 * 种蛋白质
的分离效果不如 #& ’ !( 无孔硅胶 4#(柱好，尤其是

肌红蛋白吸附于固定相上，不能很好地洗脱下来而

产生明显的拖尾。这主要是由于在 &3454 中，#& ’
!( 无孔硅胶 4#(柱利用小粒径无孔微球的外表面

代替多孔介质的内表面，用微球间的间隙作为大分

子的通道，大大加快了传质速率，同时避免了蛋白质

在多孔材料孔内的吸附，使分离速度提高，分离峰变

得尖锐。结果表明，#& ’ !( 无孔硅胶 4#(柱分离蛋

白质具有分离快速、峰形尖锐的优势，在蛋白质的

&3454 分离中有很大的应用潜力。

! $ $" >!? 浓度（体积分数）对 25%6% 分离的影响
! ! 7!6 是反相 89:4 分离多肽和蛋白质研究中
最常使用的离子对试剂。由于蛋白质与 7!6 可形
成离子对，增加了蛋白质的疏水性，因而可增加蛋白

质在 4#(柱上的保留。7!6 还可改善色谱峰的峰形
和分离度。实验中分别以 +& +);，+& +’;和 +& #;的
7!6 为离子对试剂，考察了 7!6 浓度变化对 &3
454 分离蛋白质的影响，结果见图 *。从图 * 中可
看到，7!6 浓度变化对蛋白质的保留、分离度和峰
形有一定的影响。随着 7!6 浓度的提高，* 种蛋白
质的峰形变锐，分离度提高，一些小杂质峰也能被分

离；在 +& #; 7!6 条件下 * 种蛋白质的分离效果最
好。这主要是由于低浓度的 7!6 不能有效地抑制
硅醇基解离，因而使得碱性蛋白质吸附于固定相上，

引起峰拖尾，使峰形展宽；在一定的浓度范围内，高

浓度的 7!6 能有效地抑制硅醇基解离，使蛋白质很
好地洗脱下来，色谱峰尖锐。实验结果表明，+& #;
7!6 作为离子对试剂是梯度 &3454 分离蛋白质的
较好选择。

图 #" >!? 浓度对 # 种蛋白质分离的影响
!"#$ #" %1/&)30&#/3). &, 01+ ,&(/ 2/&0+"*. ;= #/37"+*0

25%6% "* 7",,+/+*0 -&*-+*0/30"&*. &, >!?
!#+-*’") <",=($/ "> 7!6：+1 +& #;；?1 +& +’;；-1 +& +); 1

@"?’,$ &A+/$ 6：7!6 ’) ’; +-$*")’*#’,$；("?’,$ &A+/$ B：7!6
’) (+; +-$*")’*#’,$1 !"# "*A$# -").’*’")/ +). &$+2/，/$$ !’01 #3+1

! ! 从图 * 中还可看出，7!6 浓度对蛋白质保留的
影响与反相 89:4 中有所不同。在 7!6 浓度从
+& +);增加到 +& +’;时，随着浓度的提高，蛋白质的
保留增强，分离时间增加；而当 7!6 浓度从 +& +’;
增加到 +& #;时，浓度的变化对蛋白质的保留影响不
大，甚至随着 7!6 浓度的增加，细胞色素 4 和溶菌
酶的保留反而减弱，洗脱时间提前。这可能是由于

电压的作用改变了蛋白质的保留，使其与 89:4 的
保留有所不同。结果进一步说明，&3454 的保留机
理不同于单纯的液相色谱分配机理，它的保留机理

符合液相色谱分配和电泳迁移的双重机理。

! $ #" 电压对 25%6% 分离的影响
! ! 在 &3454 分离蛋白质的过程中，通过调节电压

·#,"·
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可改变蛋白质样品的保留和分离。图 # 显示在采用
!"#$# 分离蛋白质的过程中，以 $% &% &’( 为离子
对试剂时，分离电压对 ’ 种蛋白质保留时间的影响。
以电压为横坐标，保留时间的倒数为纵坐标，结果可

看出，随着电压的增高，蛋白质的保留时间缩短，分

离速度加快。这是由于在实验条件下，’ 种蛋白质
都带正电荷，电渗流、压力流和电泳方向都是相同

的，分离过程包括色谱分配和电泳迁移双重机理。

随着电压的升高，电场强度增强，蛋白质的电泳迁移

速率增大，因而保留时间缩短，分离速度提高。

图 !" 分离电压对蛋白质保留时间的影响
!"#$ !" %&&’() *& +*,)-#’. */ 0’)’/)"*/ )"1’

*& )2’ &*30 40*)’"/.
’)* )+,-* -.!-*/0-1+23 4)15/+/)16，6-- ’/78 & "28

( ( #9*:-6：& 8 ;<26- (； ! 8 4=+)4,*)0- #； " 8 3=6)>=0-；
’ 8 0=)73)?/18

图 #" 分离电压对蛋白质分离的影响
!"#$ #" 520*1-)*#0-1. *& )2’ &*30 40*)’"/. 67 #0-8"’/)

495%5 -) 8"&&’0’/) +*,)-#’.
@)?/3- !,26-：(8 $% $"% &’( /1 #% 24-+)1/+*/3-；A8 $ 8 $"%

&’( /1 )$% 24-+)1/+*/3-8 B)3+27-：28 * # CB；?8 $ B8 ’)* )+,-*
4)15/+/)16 215 !-2C6，6-- ’/78 & "28

( ( 图 + 为以 $% $"% &’( 为离子对试剂时，采用 !"
#$# 在不同分离电压下分离 ’ 种蛋白质的色谱图。
从图 + 中可以看出，在不加电压的条件下（如图 + "
?），溶菌酶因严重吸附在疏水性固定相上而不能被
洗脱下来，因此其色谱峰不明显；而在施加 * # CB
电压条件下（如图 + "2），溶菌酶被很好地洗脱下来，

基本实现了基线分离。而且在 * # CB 电压条件下，
’ 种蛋白质的洗脱时间缩短，分离速度提高，色谱峰
形变得尖锐。

( ( 以上的结果说明，!"#$# 可以通过调节电压来
精细调节蛋白质的保留，提高分离的选择性，缩短蛋

白质的保留时间，改善峰形，提高蛋白质的分离度。

同时，实验结果也表明，使用低浓度的 &’( 为离子
对试剂，通过电压的调节，能够实现蛋白质的有效分

离，从而减少 &’( 对硅胶色谱柱的腐蚀，增加色谱
柱的使用寿命，有利于加压电色谱体系的稳定。

$" 结论

( ( 以 &% # !0 无孔硅胶 #&)为固定相，用反相梯度

加压毛细管电色谱在 ,% # 0/1 内实现了 ’ 种蛋白质
的有效分离。通过和 " !0 普通 #&)柱的对比，表明

了 &% # !0 无孔硅胶 #&)在 !"#$# 模式下分离蛋白
质等生物大分子方面的优势。通过和微径液相色谱

分离蛋白质的结果进行比较，表明梯度 !"#$# 的分
离柱效和分离速度都优于微径液相色谱。!"#$#
可通过调节电压来精细调节带电溶质的保留，改变

蛋白质样品的迁移速率，提高选择性，缩短蛋白质的

分离时间。梯度加压毛细管电色谱在蛋白质的快速

高效的分离分析中，具有很大的应用潜力。
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