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巯基吡啶配基液相色谱固定相的制备及其对质粒的快速纯化
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摘要：在基因治疗中，质粒是一种常用的非病毒型载体。由于目前市场上对质粒的需求量很大，因此有必要开发大

规模的质粒制备技术。该文以双孔型流通色谱介质为基质，以巯基吡啶为配基，制得了液相色谱固定相，并考察了

其对质粒 4!5 的纯化效果，分析了分离机理。结果表明：该分离介质对质粒的纯化是基于疏水作用；当上样量为
$" %6（质粒质量浓度为 ". +" %7 8 %6）、流速高达 ) %6 8 %/9时，质粒仍然能以 $"": 的收率实现纯化，其纯度为
$"":。该色谱介质对 ;!5 的柱容量高达 !. ! %7 8 %6。
关键词：巯基吡啶配基；双孔型流通色谱固定相；质粒；快速纯化

中图分类号：<&%’* * 文献标识码：5* * 文章编号：$""" +’#$+（!""#）"& +"’!" +"%* * 栏目类别：研究论文

!"#$%"%&’() (* +’$("(,- !(./0#"’1 2’1"(-$3#"#- 4(,$.#5 6’&3
2#"1%$&($/"’5’)# %)5 7&- 8$$.’1%&’() ’) 9%$’5

!,"’*’1%&’() (* !.%-0’5 :;8
6= >?.9，4<@ A?"BC$97

（!"#$$% $& ’()*+,(% !",*-"* (-. /#*0,"(% 1-2,-**+,-2，3,(-4,- 5$%6)*"#-," 7-,8*+9,)6，3,(-4,- !""#!"，/#,-(）

8<-&"%1&：D).B%/E /B . F/9E "G H"H?).’ 9"9#/’.) #$2I"’ /9 7$9$ IC$’.H1* ," H’"E?2$ ).’7$ J?.9+
I/I/$B "G H).B%/E，.9 $GG/2/$9I ).’7$+B2.)$ H?’/G/2.I/"9 H’"2$BB 9$$EB I" &$ E$#$)"H$E* =9 7$9$’+
.)，)/J?/E 2C’"%.I"7’.HC1 /B IC$ %"BI /%H"’I.9I I"") G"’ IC$ .9.)1I/2.) .9E H’$H.’.I/#$ B$H.’.+
I/"9 "G H).B%/E 4!5* =9 IC/B BI?E1，&/H"’"?B H")1%$’/2 %/2’"BHC$’$B 2"?H)$E 0/IC %$’2.HI"H1+
’/E/9$ 0$’$ B19IC$B/K$E G"’ IC$ H?’/G/2.I/"9 "G H).B%/E 4!5* L’"% IC$ ’$B?)IB "G $MH$’/%$9IB，/I
2.9 &$ /9G$’’$E IC.I IC$ %$2C.9/B% G"’ IC$ H?’/G/2.I/"9 "G IC$ H).B%/E 4!5 0/IC ND+O/D; /B
&.B$E "9 IC$ C1E’"HC"&/2 /9I$’.2I/"9* PC$9 IC$ )".E 0.B $" %6 0/IC IC$ 2"9I$9I "G H).B%/E "G
". +" %7 8 %6 .9E IC$ 2"9I$9I "G ;!5 "G ". )) %7 8 %6，. G)"0 ’.I$ 0.B B$I ?H I" ) %6 8 %/9（!"
2% 8 %/9）* ,C$ B$H.’.I/"9 0.B G/9/BC$E /9 $" %/9，.9E IC$ H).B%/E 0.B 2"%H)$I$)1 ’$2"#$’$E
0/IC ?9E$I$2I.&)$ /%H?’/I/$B "G 9?2)$/2 .2/EB .9E H’"I$/9B* ,C$ )".E "G IC$ 2")?%9 G"’ ;!5 0.B
?H I" !. ! %7 8 %6*
=#/ 6("5-：%$’2.HI"H1’/E/9$；&/H"’"?B H")1%$’/2 %/2’"BHC$’$B BI.I/"9.’1 HC.B$；H).B%/E；

’.H/E H?’/G/2.I/"9

* * 近些年来，基因治疗（ 7$9$ IC$’.H1）在临床中
的应用不断增加，许多基因疫苗（ 7$9$I/2 #.22/9$）
也进入了临床实验阶段。在国家创新基金、国家重

大科技攻关计划等基金的资助下，我国在此领域的

科技能力发展迅速，目前已有几种基因药物投入生

产。正是由于基因重组技术、基因治疗和基因疫苗

的发展，导致了人们对基因载体的需求量大增。基

因治疗以基因克隆载体作为目的基因的运载工具，

而质粒就是一种最常用的基因运载工具。由于目前

市场上对质粒的需求量很大，因而有必要开发大规

模的质粒制备技术。而高效液相色谱法（QD6R）是

最常用的大规模制备质粒技术之一。到目前为止，

体积排阻色谱、离子交换色谱、疏水色谱、反相液相

色谱、离子对反相液相色谱等都有进行质粒纯化的

报道［$ / ’］，其中体积排阻色谱、离子交换色谱、疏水

色谱是大规模纯化质粒 4!5 的技术核心，而其他
的色谱模式一般都仅限于实验室规模。目前用于质

粒纯化的色谱介质大多数都是为了分离蛋白质而设

计的，因而对质粒的吸附容量较低，采用激光共聚焦

显微镜观察质粒在许多介质内的吸附情况，其结果

表明质粒只吸附于介质的表面［-］。4/"7" 研究组在
利用疏水色谱进行质粒纯化方面做了许多研究工
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作，他们以 #，$ !丁二醇!二甘油醚为配基修饰 "#$%!
&’()# *+!",，制得疏水型色谱固定相［%］。但是由于

"#$%&’()# *+!", 是软介质，不能适应质粒快速分
离的要求。另外，由于 #，$ !丁二醇!二甘油醚配基的
疏水性较弱，即使在较高的盐浓度下 -./、蛋白质
等杂质都不能吸附于此介质上，因而尽管质粒提取

液的上样量较小也不能实现质粒同上述两种杂质之

间的完全分离，这样的色谱固定相只适合质粒的定

量分析，而不适合质粒的制备。到目前为止，国内对

质粒 0./ 纯化的研究还较少见。本文以双孔球形
树脂（,12-）为基质，以巯基吡啶为配基，制得色谱
固定相（32!,12-），并考察了此固定相对质粒 0./
的纯化效果。通过控制适当的条件，使质粒 0./
不吸附于固定相上，而使杂质（如 -./ 和蛋白质）
吸附，提高了固定相对质粒提取液的处理能力。

!" 实验部分

! ! !" 试剂及固定相的制备
! ! & !巯基吡啶（化学纯，华北特种试剂有限公司），
0./ 标记物（大连宝生物技术有限公司），!"# 4 5
（美国 2’(6#7& 公司），其他试剂均从北京鼎国生物
工程公司购买。实验菌种为含有 $80./’ 质粒的
$% &’() 04(! 菌株。$80./’ 为高拷贝质粒，其片
段大小为 () $ 9:。原始 $% &’() 04(! 菌株在甘油
中保存于 * +, ;下，用它发酵生产质粒需要经过培
养皿活化和两级摇瓶扩大。本实验采用碱裂解法进

行质粒的初步提取［#,］。质粒纯品采用从 2’(6#7&
公司购买的试剂盒制备，提取方法按照试剂盒提供

的操作步骤进行。

! ! 以固体碳酸钙和环己醇及十二醇为联合致孔
剂，采用悬浮聚合的方式制备双孔型色谱介质。称

取一定量的双孔球形树脂，加入到 $4 ’ 的 (,
66(< = + 甘氨酸!盐酸缓冲液中，直到没有气泡出现
且 $4 值不发生变化为止。用砂氏漏斗过滤，并用
去离子水反复洗涤。将树脂真空干燥，然后称取

() , 7 树脂与 (, 6+ 二氧六环、,) # 7 氢氧化钠、
##) & 7 巯基吡啶混合，于 ", ;水浴摇床反应 ") ( %。
在碱性条件下，巯基是一个很强的亲核试剂，很容易

与环氧基发生开环反应，从而使巯基吡啶以配基的

形式键合到球形介质上，制得固定相。用二氧六环、

甲醇和蒸馏水反复清洗固体颗粒，最后将聚合物颗

粒置于 #,, 6+ ,) # 6(< = + .&,4$ 溶液中，室温振

荡 #& %，以使介质骨架上残余的环氧基充分还原为
羟基。待反应结束后，用砂氏漏斗过滤，并用蒸馏水

充分洗涤介质。

! ! #" 色谱实验
! ! 质粒 0./ 的色谱分离在 >?@/ A2+* 色谱仪
上进行。所用色谱柱为 4-#, = (（ #, 86 - ,) (
86），介质为经巯基吡啶.修饰的双孔型树脂，色谱柱
填充采用匀浆法。紫外检测波长为 &($ B6。色谱
分离中所用的缓冲液 / 为 #) , 6(< = +（.4$）&"C$ !
#, 66(< = + D0@/!(, 66(< = + @’1)!4*<（$4 /) &），
缓冲液 , 为 #, 66(< = + D0@/!(, 66(< = + @’1)!
4*<（$4 /) &）。
! ! 在色谱分离过程中，首先以 ( 0 + 倍柱体积的缓
冲液 / 平衡色谱柱，至基线归零走稳后进样，待第
一个洗脱峰结束后用缓冲液 , 洗脱，收集各峰，采
用高效液相色谱、琼脂糖凝胶电泳和 ,’&EF(’E 蛋白
质分析法对各个收集峰进行定性和定量分析。梯度

洗脱基线走稳后，再用 $ 0 ( 倍柱体积的缓冲液 ,
冲洗柱。重新用缓冲液 / 平衡色谱柱后再进下一
个样。$ 次进样、洗脱操作结束后，对柱进行彻底清
洗。先用 ( 倍柱体积的清水清洗，再用 ,) ( 6(< = +
的 .&C4 冲洗，最后再用清水清洗。
! ! $" 样品成分分析的方法
! ! $ ! !" 核酸的定性与定量分析
! ! 以 @"? GD+ G!0./!2H 柱和 @"? GD+ G!
",,, !2HI+柱串联组成体积排阻（"D）色谱柱组，以
#, 66(< = + @’1)!4*<（ $4 +）!,) ’ 6(< = + .&*<!#
66(< = + D0@/ 为流动相，流速为 ,) $ 6+ = 61B，利
用安捷伦高效液相色谱系统分离检测，检测波长为

&", B6，结合标准曲线测定提取液中质粒 0./ 的
浓度，结合 ,) /J 的琼脂糖凝胶电泳分析及核酸浓
度测定仪测定 -./ 的含量。
! ! $ ! #" 质粒产品中蛋白质含量的测定
! ! 采用 ,’&EF(’E 法对质粒样品中的蛋白质含量
进行测定。

#" 结果与讨论

# ! !" 制备的固定相的物理特性
! ! 取少量筛分后的 32!,12-，浸泡在去离子水
中，超声波混合 # 0 & 61B，利用 3&<K#’B 3&)L#’)1!
M#’ &,,, 粒度分析仪测定其粒径分布，粒度分析结
果表明树脂的体积平均粒径为 $# !6，粒径范围在
’, 0 ($ !6 之间粒子的体积分率为 +,J。将所制备
的 32!,12- 在 /, ;下充分干燥，将其表面镀金后
利用 I+’, D"D3 扫描电子显微镜（"D3）测定其微
观结构。图 # 是 32!,12- 的 "D3 图。从图 # 可以
明显地看出：32!,12- 中既存在 & !6 以上的大孔，
也存在数十纳米的微孔。利用 318’(6#’1L18) /N!
@C2C-D " %’&, 压汞仪测定 32!,12- 的孔径分

·#&+·
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布，结果表明：孔径小于 #$$ !" 的孔道占总孔容积
的 %##，而孔径范围在 "$$ & ’ %$$ !" 的孔道占总
孔容积的 !%#。这种双孔型的结构保证了 $%&’(&
%) 在高流速下对生物大分子仍然有较高的分离效
率和较高的柱容量。$%&’(%) 的配基修饰密度由
元素分析（硫元素）测定（由南开大学分析中心进

行），结果为 $( )# ""*+ , -。经过多次试验发现，介
质的修饰试验具有很好的重复性。$%&’(%) 具有
良好的机械强度，当色谱柱的背压达到 ! $%. 且长
时间使用时，柱效并不降低，而且在显微镜下观察，

球形介质的外形完好无损。这一点在我们以前发表

的论文［##］中也已经提到。

图 !" 制备的 !"#$%"& 的 ’(! 图
)%*+ !" ’(! %,-*./ 01 23.2-3.4 !"#$%"&

# + #" !"#$%"& 对质粒的纯化
* * 原料液的组成：质粒质量浓度 $( %$ "- , "/，
)01 质量浓度为 $( )) "- , "/，蛋白质质量浓度为
") !- , "/。
# + # + ! " 硫酸铵对质粒、)01 和蛋白质吸附性能的
影响

* * 用匀浆法装柱，色谱柱的长度为 #$ 2"，直径为
$( " 2"。图 ! 为以缓冲液 ’ 为上样缓冲液时质粒
提取液的色谱图。图 ! 中出现了两个峰，收集这两
个峰。图 % &. 和 3 分别为图 ! 中的峰 # 和峰 ! 在体
积排阻色谱（45&6%/7）中的分析结果。另外，实验
结果表明：在 45&6%/7 过程中，质粒 801 的停留
时间为 )$ & "$ "(!，)01 和蛋白质的停留时间为
"" & +$ "(!，其他小分子 +$ "(! 后被洗出。从图 !

和图 % 可以看出：在硫酸铵浓度很低的情况下，质粒
801、)01 以及蛋白质在色谱柱上的保留作用都比
较弱，而且 801 与 )01 和蛋白质之间可以实现一
定程度的分离，这种作用可归因于双孔型介质对被

分离溶质的体积筛分作用。由于质粒 801 是超大
分子，它与 )01 和蛋白质无论是在分子质量上还是
在分子体积上都相差很多，这就为利用体积排阻法

对其进行分离提供了可能。

图 #" 以缓冲液 $ 为上样缓冲液时质粒提取液的色谱图
)%*+ #" 5630,-70*3-, 01 76. 28-/,%4 23.2-3-7%09 %9

:;11.3 $ 09 76. <08;,9 2-<=.4 >%76 !"#$%"&
9:; $( # "/ <;;=>?*2@ (! 3A<<;B ’ C.> +*.=;= .!= ?:; 2*+&

A"! C.> ;+A?;= C(?: 3A<<;B ’ .? # "/ , "(!D ’A<<;B ’：#$
""*+ , / 5891&"$ ""*+ , / 9B(>&67+（E6 ’( !）D

图 $" 图 # 中（-）峰 ! 和（:）峰 # 的 ’(#?"@5 分析谱图
)%*+ $" ’(#?"@5 <630,-70*3-,/ 01（-）2.-= !

-94（:）2.-= # %9 )%*+ #

* * 图 ) 为以缓冲液 1 为上样缓冲液时质粒提取
液的色谱图，当洗脱掉吸附作用较弱的组分后，采用

降低硫酸铵浓度的方法进行等梯度洗脱，在 ! "(!
内盐浓度由 # "*+ , / 降为零。当硫酸铵浓度降低
时，被吸附的成分都被洗脱下来。收集各峰，进行

45&6%/7 分析，结果如图 " 所示。从图 ) 和图 " 可
以看出：即使当硫酸铵的浓度达到 # "*+ , /，质粒
801 也不被固定相吸附住，这说明尽管在较高的盐
浓度下，质粒 801 同固定相的作用力仍然很弱。
相反，高盐浓度时 )01 与固定相之间的作用力却有
了很大的提高，能够被固定相完全吸附。另外，实验

中还发现当上样缓冲液中硫酸铵的浓度达到

! "*+ , / 时，质粒 801、)01 和蛋白质都可被固定
相吸附；同样，随着硫酸铵浓度的降低，它们被依次

·!!,·
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洗脱（图略）。虽然以此盐浓度上样分离时，质粒同

!"# 和蛋白质也能通过调节盐浓度梯度实现分离，
但是质粒 $"# 的吸附必然会降低固定相对 !"# 和
蛋白质的吸附，因此为了提高色谱过程的处理量，本

文采用了缓冲液 # 为上样缓冲液。

图 !" 以缓冲液 ! 为上样缓冲液时质粒提取液的色谱图
"#$% !" &’()*+,)$(+* )- ,’. /0+1*#2 /(./+(+,#)3 #3

45--.( ! )3 ,’. 6)05*3 /+67.2 8#,’ 9:;<#:=
%&’ #$ % () *’’+,-./0 12 34**’5 # 67, 8.7+’+ 7- % () 9 (12

72+ -&’ /.84(2 67, ’84-’+ 61-& 34**’5 # *.5 & (12，-&’2 -&’
812’75 :57+1’2- .* %##; 34**’5 # -. %##; 34**’5 < 67, 7//.(=
>81,&’+ 12 ’ (12? <4**’5 #：%$ # (.8 9 )（"@(）’ AB( =%# ((.8 9 )

C$%#=&# ((.8 9 ) %51,=@D8（>@ )$ ’）；34**’5 <：%# ((.8 9 ) C$=
%#=&# ((.8 9 ) %51,=@D8（>@ )$ ’）?

图 #" 图 ! 中（+）峰 $ 和（4）峰 % 的 >?;@:A& 分析谱图
"#$% #" >?;@:A& 6’()*+,)$(+*1 )-（+）/.+7 $

+32（4）/.+7 % #3 "#$% !

% % % % %" 巯基吡啶的修饰对基质分离性能的影响
! ! 图 " 为质粒提取液在 <1E! 上的色谱图，其色
谱条件同图 (。从图 " 和图 ( 的对比可以看出：经
过巯基吡啶修饰后质粒提取液中的各成分与固定相

之间的作用力明显增大，特别是 !"# 和蛋白质与固
定相之间的作用力增加得非常显著。在此实验条件

下，未经配基修饰的介质不能将质粒 $"# 与 !"#
和蛋白质完全分离。

% % % % &" 分离机理的探讨
! ! 考察了流动相的 >@ 值对质粒分离效果的影
响，结果表明 >@ 值的变化几乎不影响质粒的分离，
因此，溶质与固定相之间的作用不可能是静电作用

和氢键作用。从上面的实验可知：硫酸铵的浓度以

及固定相配基的有无对质粒的分离效果影响很大，

在较高的硫酸铵浓度下有利于核酸和蛋白质的吸

图 ’" 质粒提取液在 <#:= 色谱柱上的色谱图
"#$% ’" &’()*+,)$(+* )- ,’. /0+1*#2 /(./+(+,#)3

)3 ,’. 6)05*3 /+67.2 8#,’ <#:=
D&5.(7-.:57>&1/ /.2+1-1.2, 75’ -&’ ,7(’ 7, 12 F1:? ( ?

附，可推测固定相同核酸及蛋白质之间的作用可能

是疏水作用引起的。质粒 $"# 是双链结构，碱基
之间相互配对，疏水性相对较小，因此与疏水性吸附

介质之间的疏水性作用力较弱；而 !"# 是单链结
构，疏水性的碱基都暴露在外面，因而它具有较高的

疏水性，在色谱分离时最后才被洗脱。另外，巯基吡

啶具有杂环结构，有一定的疏水性，它的引入增大了

核酸和蛋白质与固定相之间的疏水作用。由以上的

分析可推断：该固定相对质粒的纯化是基于疏水

作用。

图 (" 高流速下纯化质粒的色谱图
"#$% (" &’()*+,)$(+* )- /5(#-#6+,#)3 )- /6BC!&

+, 0)+2#3$ $) *A 1+*/0.
A’>757-1.2 67, .>’57-’+ 7- 7 *8.6 57-’ .* ( () 9 (12（ ’#

/( 9 (12），-&’ /.84(2 67, ’84-’+ 61-& 34**’5 # *.5 & -1(’, .*
/.84(2 G.84(’，-&’2 -&’ 812’75 :57+1’2- .* %##; 34**’5 # -.
%##; 34**’5 < 67, 7//.(>81,&’+ 12 ’ (12? <4**’5 #：%$ # (.8 9 )
（"@(）’ AB( =%# ((.8 9 ) C$%#=&# ((.8 9 ) %51,=@D8（ >@ )$ ’）；

34**’5 <：%# ((.8 9 ) C$%#=&# ((.8 9 ) %51,=@D8（>@ )$ ’）?

% % % % !" 流速对质粒纯化的影响
! ! 为了确定色谱柱的承载能力，首先在较低的流
速下进行质粒的纯化。在 % () 9 (12的流速下，上样
量为 %( () 时收集的样品中尚未检测到有 !"# 和
蛋白质；而上样量为 %& () 时收集的样品中出现了
!"#；由此可见 ’ () 的色谱柱可以处理 %( () 的
质粒提取液。为了保证产品的纯度，在高流速下进

行质粒纯化时上样体积采用 %# ()。
! ! 图 ) 是当上样量为 %# ()、流速为 ( () 9 (12纯
化质粒时的色谱图。用 AC=@E)D 分析收集的色谱

·*’+·



色 谱 第 !" 卷

流分，结果为图 #。图 $ 为图 % 中收集的流分在琼
脂糖凝胶电泳上的分析结果。与高效液相色谱分析

结果相同，在穿透峰中未检测到 !"#，同时在洗脱
峰中未检测到质粒 $"#；另外 %&’()*&( 法检测蛋
白质实验结果表明在质粒的收集液中未检测到蛋白

质。以上实验结果表明：在此实验条件下，质粒的回

收率和质粒产品的纯度都能达到 &’’+，该色谱介质
对 !"# 的柱容量高达 !( ! ,- . ,/。

图 !" 图 # 中（!）峰 $ 和（"）峰 % 的 #$%&’() 分析谱图
*+,- !" #$%&’() ./012!31,0!24 15（!）67!8 $

!9:（"）67!8 % +9 *+,- #

图 &" 图 # 的收集峰的琼脂糖凝胶电泳色谱图
*+,- &" $;7.3016/701,0!2 15 3/7 67!84 +9 *+,- #
& 0 $"# ,’&12&；! 0 )22(34*51；)，* 0 62’1 & ’7( 62’1 ! 87

98-0 %，&2362548:2;<0

’" 结论

+ + （&）以 ! =巯基吡啶为配基对双孔型树脂进行修
饰所制得的色谱固定相对质粒纯化的机理主要基于

疏水作用。

+ + （ !）在上样量为 &’ ,/（质粒浓度为 ’( )’
,- . ,/）、流速为 * ,/ . ,87条件下对质粒提取液进
行色谱分离，仍能够将质粒和 !"# 及蛋白质进行分
离，质粒的回收率和质粒产品的纯度均能达到

&’’+，该固定相对 !"# 的柱容量高达 !( ! ,- . ,/。
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