
O8肽的 HPLC分析与制备研究
邹娟娟

1 , 2
, 张庆合

2
, 张维冰

2
, 李 彤

2
, 王风云

1

( 1. 南京理工大学 化工学院, 江苏 南京 210094; 2. 大连化学物理研究所 大连依利特公司,

辽宁 大连 116011)

摘 要: 系统建立了化学合成小分子肽( O8肽)的反相 HPLC分离分析方法, 考察了色谱填料种类、流动相组

成及梯度条件对样品分离的影响。 通过从分析型到半制备型分离线性放大过程中分离条件与分离效果的关

系的探讨, 建立了等度洗脱条件下较大规模地分离制备该小肽的方法。 试验结果表明: 硅胶基质的色谱柱

比聚合物基质的色谱柱更适合于分离该小肽, 而粒径( 5 �m, 10 �m)对分离的影响不大; 较缓的梯度条件可

以明显改善分离, 但所需分离时间延长。 在制备分离中应综合考虑分离效果与运行时间的关系。
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Abstract: A reversed_phase HPLC method for the purification and determination of a small synthetic pep�
tide( O8 peptide) is reported. The effects of the stationary phase, particle size, mobile phase composition

and gradient program on sample separation were investigated. In order to scale up to a semi_preparative

scale, the performance of this separation method under various experimental conditions has been ex�
plored. Under isocratic elution conditions, the scaled_up separation of this O8 peptide was achieved. Our

experimental results indicated that silica_based column is more suitable than polymer_based column for

the separation of this peptide, whereas the particle size of adsorbents has little influence on separation.

The flatter the gradient is, the greater the resolution is, but also the longer the separation time should be.

Consequently, a compromise should be made between high resolution and reasonable separation time.
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反相高效液相色谱( RP- HPLC)已被广泛用于分析和制备多肽、蛋白等生物样品 [ 1~ 3]。采用HPLC

分离酶解的肽链
[ 4 , 5]

, 进一步进行质谱鉴定是蛋白质组学研究的常用方法; 此外在血色素的多态性研

究
[ 6]

, 酶结构和细胞功能的关系研究
[ 7]
等方面的应用也取得了较好的结果。 在制备用作序列分析微

克级的肽 [ 8], 以及提纯制备由生物工程合成的从毫克到千克级别的多肽 [ 9~ 11] 等方面, HPLC也发挥了

重要的作用。

O8肽是一种具有重要生物功能的药物, 可采用接肽缩合等化学反应人工合成。 由于合成过程中

可生成多种中间体及类似物, 因此需通过HPLC的方法进行提纯, 以获得最终的高纯度产品。本文通

过对填料种类、粒径大小及流动相组成等因素对分离影响的探讨, 建立了 RP- HPLC分离分析化学合

成 O8肽的方法, 并将分析型方法放大到半制备规模, 建立了可用于规模化制备的系统方法。

1 实验部分

1. 1 仪器与试剂

大连依利特分析仪器有限公司高效液相色谱系统, 包括: P230型高压恒流泵、UV230型紫外可见
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检测器, EChrom98色谱工作站; O8肽样品( 1 mg/ mL溶液, 上海吉尔生化有限公司) ; 乙腈(山东禹城

化工厂, 色谱纯) , 三氟乙酸( TFA, Acros, 99% )。 MILLIPORE SA67120超纯水系统( USA)。

1. 2 色谱条件

色谱柱: 250 � 4. 6 mm i. d. 和 250� 10 mm i. d. , SinoChrom ODS- BP, 5 �m和 10�m(大连依利特

分析仪器有限公司) ; 聚合物柱( MP000621- 3) ; 流速: 1 mL/ min; 检测波长 220 nm。

2 结果与讨论

2. 1 洗脱条件选择

反相高效液相色谱分离复杂肽和蛋白质混合样品时, 通常

使用含 TFA的水和乙腈为流动相, 以梯度洗脱模式进行分离,

梯度变化速率对色谱峰形和分离度有较大影响 [ 12 ]。 实验比较

了流动相从乙腈- 水- TFA(体积比 10� 90� 0. 1)溶液到 100%

乙腈(含 0. 1% TFA)溶液的变化速率对分离的影响, 样品在不

同条件下的分离结果如图 1所示。 可以看出, 增大梯度变化

速率, 能够明显改善色谱峰形, 但分离度降低。 为了获得满

意的分离效果 , 可以采用较缓的梯度变化速率( �( B) / % 为

( 0. 5% ~ 1% ) / min)或在等度条件下进行分离。 综合考虑制备

分离的要求, 实验选择的流动相为: 乙腈- 水(体积比 27� 73,

含 0. 2% TFA)的等度条件下进行分离与制备。

图 2给出了流动相中乙腈含量变化时, O8肽色谱峰的容

量因子与半峰宽的关系。 随流动相中乙腈含量的提高, 保留

有缓慢降低的趋势, 表明流动相的洗脱能力增强; 但同时半峰

宽亦随之减小, 说明乙腈含量的提高有利于改善色谱峰的对

称性。

2. 2 流动相中 TFA浓度对分离的影响

TFA是 RP- HPLC分离蛋白质和肽时最常用的缓冲试剂和

离子对试剂, 可以抑制酰基的离子化, 使氨基保持质子化状态;

同时可以使键合硅胶填料表面残留硅羟基质子化, 减少碱性溶

质发生离子交换作用的可能性, 同时改善峰形。 TFA易挥发,

有利于制备分离后样品的提纯。 实验发现, 随流动相中 TFA

含量增加, O8肽的保留减弱, 色谱峰形的对称度提高。 TFA含

量为 0. 025% 时, O8肽的色谱峰展宽非常明显, 可能是由于

TFA的缓冲能力不足之故。 由于 TFA酸性较强, 容易造成键合

固定相表面 C18功能团的流失, 降低色谱柱寿命 [ 11 ]。 在综合考

虑保留时间、色谱峰对称度、分辨率、色谱柱寿命的基础上, 实

验选择流动相 TFA含量为 0. 1%进行分析与制备分离。

2. 3 色谱填料对分离的影响

试验比较了用硅胶基质 C18填料和多孔聚合微粒(聚苯乙

烯- 二乙烯基苯)填充色谱柱分离 O8肽的情况, 见图 3。 可以

看出O8肽在硅胶 C18色谱柱上保留比在聚苯乙烯- 二乙烯基苯

聚合物色谱柱上强, 而且在聚合物色谱柱上主峰和前面的杂质

峰分离不够理想。 降低流动相乙腈浓度使 O8肽在聚合物柱上

出峰时间延长到 12 min左右时, 但色谱峰展宽非常明显, 柱效

较低, 说明这种聚合物色谱柱不适于进行分析与制备分离。

图 1 样品在不同梯度条件下的分离

Fig. 1 Sample separateion under different

gradient steepness

column: SinoChrom ODS- BP( 5 �m, 250�

4. 6 mm i. d. ) ; flow rate: 1 mL/min; detection

wavelength: UV, 220 nm; temperature: 25  ;

mobile phase: A. V( acetonitrile) � V( water,

0. 1% TFA) = 10� 90; B. acetonitrile( 0. 1%

TFA) ; Linear gradient for �( B) % : 1. from

22% ~ 32% in 20 min; 2. from 0% ~ 100%

in 40 min

图 2 等度条件下乙腈含量对分离

影响

Fig. 2 The effect of ACN content on

isocratic separation

column: SinoChrom ODS - BP( 10 �m,

250� 4. 6 mm i. d. ) ; mobile phase: A. V

( acetonitrile) � V( water, 0. 1% TFA) =

10� 90; B. acetonitrile( 0. 1% TFA) ; other

conditions are the same as in Fig. 1
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图 3 硅胶柱与聚合物柱比较

Fig. 3 A comparison of the performance

of silica and polymer columns

column: 1. MP000621- 3, 7�m, 250� 4. 6

mm i. d., 2. SinoChrom ODS- BP, 10 �m,

250� 4. 6 mm i. d. ; mobile phase: acetoni�
trile- water- TFA= ( 27� 73� 0. 1, by vol�

ume) ; other conditions as in Fig. 1
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图 4 纯度检测谱图

Fig. 4 Chromatograms for checking

the product purity

column: SinoChrom ODS- BP

( 10�m, 250� 4. 6 mm i. d. ) ; mobile

phase: A. V( acetonitrile) � V(water,

0. 1% TFA) = 10� 90; B. acetonitrile

( 0. 12% TFA) ; linear gradient for �
( B)% from 15% ~ 35% in 30 min;

other conditions as in Fig. 1

2. 4 填料粒径对分离的影响

实验比较了 10�m和 5 �m SinoChrom键合硅胶 C18固定相上 O8肽混合物的分离情况。结果表明,

10�m和 5 �m SinoChrom C18色谱柱对该肽的分离效果差别不明显, 在 10 �m粒径的色谱柱保留稍弱,

但是峰形比在 5�m色谱柱上更好, 而且背压适中。可能是由于小分子肽在反相色谱中的保留行为介

于大分子蛋白的吸附/解吸模式和小分子物质的分配模式之间, 不同于传统小分子在反相色谱固定相

上的分配机理, 与柱效的相关性不是非常明显
[ 4]
。

2. 5 O8肽的制备分离

在上述实验考察的基础上, 确定采用 10 �m SinoChrom 键合硅胶 C18颗粒填料为放大制备的固定

相, 在 250� 10 mm i. d. 半制备色谱柱进行线性放大试验。 在流动相流速为 4 mL/ min条件下, 进样

量分别为 1、2和 4 mg时的分离效果与分析色谱相当, 进样量 4 mg

时主峰前的小杂质峰部分已经与主峰重叠, 进一步提高进样量收集

馏分达不到要求的纯度。

图 4给出了进样量分别为 0. 5 mg和 4 mg时收集主馏分再次进行

HPLC纯度分析的色谱图, 可见所得的收集液中, O8肽中几乎不含杂质。

3 结 论

研究了反相 HPLC分离化学合成 O8肽方法中色谱填料、粒度、

流动相添加剂TFA浓度、洗脱条件等实验条件对保留和分离的影响,

建立了等度条件下 O8肽的分离分析方法。 在此基础上, 实现了从

分析分离到半制备分离的线性放大, 在等度条件下也建立了 O8肽的

分离制备方法。建立的分离制备方法简单、进样量大、产物纯度高,

可用于实际 O8肽的生产。
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