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摘要: 近年来，高效液相色谱有机聚合物整体柱以其独有的优势在分离大分子物质中得到了广泛的应用和发展。
本文结合本实验室的研究工作，并参考有一定影响力的相关文献，综述了近几年来有机聚合物整体柱的特征及其

在生物大分子分离应用中的新进展。
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Applications of polymeric monoliths in separation
of bio-macromolecules
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Abstract: In recent years，the applications of high performance liquid chromatographic polymeric mono-
liths in the separation of macromolecules have been developed． In the review，the characters and new de-
velopments of bio-macromolecules separation by using the polymeric monoliths，combining with the works
in our laboratory are summarized． Moreover，related influential reports are referred．
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用于 HPLC 的整体柱产生于 20 世纪 90 年
代［1，2］，在至今 20 多年的时间里，整体柱以其独有
的优势得到了迅速发展和广泛应用。按照基质组
成，整体柱一般可分为 3 类: 无机硅胶整体柱、有机
聚合物整体柱以及有机-无机复合材料杂化整体柱。
目前无机硅胶整体柱用作反相固定相较

多［3 － 6］。虽然硅胶整体柱具有较为理想的孔结构，
对分离目标能实现高效快速分离，但是也存在以下

一些弊端: 制作周期长且过程复杂，适用 pH 范围窄
( pH 2 ～ 8) ，对蛋白质等大分子分离效果不好，易产
生不可逆吸附等。
有机聚合物整体柱具有单体多元化且易得、制

备方法简单、易被修饰为不同模式色谱柱、通透性
好、不受流动相 pH值的影响等优点，因此其在整体
柱的制备和应用中备受青睐［7 － 11］。由于聚合物整
体柱通透性好、容易被修饰、生物相容性好等特点，

目前已经在生物大分子分离中得到了广泛应

用［12 － 19］。结合 Arrua 等［20］在这一方面的综述，本
文综述了近几年聚合物整体柱的制备方法及其在分

离大分子物质中的应用，并指出不同聚合物整体柱

制备方法的优势和局限性，对聚合物整体柱的制备

及其对大分子物质分离的新进展做一评述。

1 聚合物整体柱

聚合物整体柱一般以单体、交联剂、引发剂、致
孔剂等在不锈钢色谱柱管中通过热或光引发制备而

得［7 － 11，21］。聚合物整体柱具有大的通孔，背压较低，
适宜流动相以高流速通过，因此易实现快速分离。
1． 1 单体
常用的聚合物整体柱单体有以下几种类型: 甲

基丙烯酸酯类、丙烯酰胺类、苯乙烯类、乙烯基树脂
类［7 － 11］。这几种单体易得，且容易被修饰为其他功
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能化基团，从而实现色谱分离，因此在聚合物整体柱

中较为常用。

图 1 不同结构的聚合物整体柱的扫描电镜图［7，8，11，22，24 －26］

Fig． 1 Scanning electron microscopy images of polymeric monoliths with different structure［7，8，11，22，24 －26］

1． 2 聚合机理
根据不同的聚合机理，可以选择不同类型的单

体。聚合物整体柱的制备多以热或光引发的原位自
由基聚合方式为主，这种聚合方式聚合速度快，聚合

物机械性能好。在液相色谱中用于原位自由基聚合
方式的单体主要有甲基丙烯酸酯类、苯乙烯类、丙烯
酰胺类和乙烯基树脂类。
由于原位自由基聚合的特点是慢引发、快增长，

容易产生链转移和链终止，因此，活性可控自由基聚

合方式在近几年被逐渐应用到整体柱的制备中来。
活性可控自由基聚合方式主要有: 阴离子活性聚合、
阳离子活性聚合、自由基活性聚合及其他活性聚合
体系。目前用于液相色谱整体柱制备的活性可控聚
合方式主要是自由基活性聚合［7 － 9，21，22］，如原子转

移自由基聚合( atom transfer radical polymerization，
ATRP) 、可逆-加成断裂链转移聚合( reversible addi-

tional fragment chain transfer，RAFT) 和反相原子转
移自由基聚合( reverse atom transfer radical polymeri-
zation，R-ATRP) 等。
张荣月等［23］通过 ATRP 方式，在室温下制备了

聚( 乙二醇二甲基丙烯酸酯) ( poly ( EDMA) ) 整体
柱。该聚合过程以 CuBr为催化剂，以五甲基二乙烯
三胺为引发剂，聚合得到了具有三维骨架结构的整

体柱，并考察了致孔剂的类型以及聚合温度等对三

维骨架结构形成的影响。又通过电子转移聚合
( AGET ATRP) 方式，在整体柱的表面接枝了甲基丙
烯酸正丁酯，并对核糖核酸酶、细胞色素 c、肌红蛋
白、卵白蛋白等 4 种标准蛋白质的混合物进行了成
功分离。
1． 3 结构特征
图 1 给出了聚合物整体柱的几种结构形态图。

其中 a ～ d为颗粒堆积结构的整体柱扫描电镜图，其
孔径均在 1 μm左右，适宜大分子通过，因此这些整
体柱用来分离大分子蛋白质，并取得了理想的分离
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结果［7，8，22，24］。图 1e、f［8，11］则为网络骨架结构的整
体柱扫描电镜图，其中图 1e 的孔径在 1 μm 左右。
而图 1f则具有较小的孔径( 0. 46 μm) ，由于图 1f中
所示的孔径较小，因此该整体柱也被成功用于小分

子物质的分离。
图 1g［25］为完整的三维骨架结构，骨架结构上的

介孔清晰可见，孔径在 100 ～ 1 000 nm 范围内，孔隙
率高达 81. 0%。该整体柱的比表面积高达 610 m2 /
g，而且具有良好的渗透率( 6. 1 × 10 －13m2 ) ，因此可

以实现高通量快速分离。图 1h［26］是以金属-有机
( FeⅢ-BTC) 溶胶为模板的聚( GMA-co-EDMA) 整体
柱的网络骨架结构。其孔径在 200 ～ 450 nm 范围
内，比表面积为 128 m2 /g，因此，较高的比表面积和
适中的孔径容易实现蛋白质等大分子的高通量、快
速分离。
由此可知，聚合物整体柱的结构如孔径、比表面

积、孔隙率等对于大分子物质的分离起着关键性的
作用。孔径、孔隙率、比表面积这些参数一般采用压
汞法和氮吸附法来表征［18 － 25］。
1． 4 修饰
为了进一步扩大聚合物整体柱的应用范围，张

荣月等［21］通过 ATRP方法制备了 poly( EDMA) 整体
柱，并利用 ATRP反应后整体柱表面的卤基接枝了
甲基丙烯酸丁酯，不仅对氢化可的松等 3 种小分子
物质进行了分离，还成功分离了核糖核酸酶 A、细胞
色素 c、肌红蛋白、卵清蛋白等 4 种标准蛋白的混合
物。
杨更亮等［7］制备了聚( 乙烯基酯树脂-乙二醇二

甲基丙烯酸酯) ( poly( VC-co-EDMA) ) 整体柱，并在
该整体柱上接枝了 γ-缩水甘油丙基三甲氧基硅烷
偶联剂( KH560) ，然后在亚硫酸氢钠的酸性水溶液
中使硅烷偶联剂 KH560 所带的环氧基团水解，同时
将磺酸基团键合到整体柱表面。该整体柱对人血浆
中的免疫球蛋白 G 和鸡卵清中的溶菌酶进行了成
功分离，此外，还对木瓜酶、蜗牛酶和免疫球蛋白 G
的混合物进行了分离。
为了得到高柱效、高分辨率的整体柱，Lv 等［27］

以热引发的原位自由基聚合方法制备了聚( 甲基丙

烯酸缩水甘油酯-乙二醇二甲基丙烯酸酯) ( poly
( GMA-co-EDMA) ) 。然后将整体柱表面的环氧基
团水解，以功能化金纳米粒子修饰，从而增加聚合物

的比表面积，并将其作为反相色谱固定相对核糖核

酸酶 A、细胞色素 c、肌红蛋白、卵清蛋白等 4 种蛋白
质进行了成功分离。

Wu 等［28］通过热引发在毛细管柱中以 N-( 2-

( 甲基丙烯酰氧) 乙基) 二甲基十八烷基溴化铵为单

体、以甲基丙烯酸取代的多面体低聚倍半硅氧烷
( polyhedral oligomeric silsesquioxane-methacryl substi-
tuted，POSS-MA) 为交联剂制备了毛细管柱。该柱
分别用于毛细管电泳和微高效液相色谱系统中对 5
种氨基酸的混合物和 7 种标准蛋白质的混合物进行
了成功分离。此外，还利用微高效液相色谱系统与
质谱联用对牛血清白蛋白的胰蛋白酶水解液进行分

离得到了 59 种特征氨基酸，有望进一步对蛋白质组
进行分离分析。
为了实现生物大分子的高通量、快速分析，姚春

荷等［25］以乳液聚合的方式通过嵌段聚合的方法制

备了 poly( GMA-co-EDMA) 整体柱。通过调节表面
活性剂 F127 的比例，得到了完整的三维骨架结构，
对蛋白质混合物进行了成功的快速高通量分离。

Svec小组［29］制备了 poly( GMA-co-EDMA) 整体
柱，并通过在其表面修饰具有可交换基团的金纳米

粒子，从而可以轻易地变化色谱模式，对不同性质的

物质进行成功分离。如将 poly ( GMA-co-EDMA) 整
体柱与巯乙胺溶液在一定条件下反应得到含有巯基

的整体柱，然后再将该巯基整体柱先后与含有金纳

米粒子的 3-巯基丙酸、巯基乙醇和巯乙胺反应，并
先后得到含有羧基、羟基和氨基的整体柱。该整体
柱在毛细管电泳模式下对肌红蛋白、核糖核酸 A 和
细胞色素 c的混合物进行了成功分离。金纳米粒子
修饰的 poly ( GMA-co-EDMA) 柱还可以再通过 2-巯
基乙磺酸钠修饰，以离子交换的色谱模式对肌红蛋

白、核糖核酸 A和细胞色素 c 的混合物进行成功分
离。

2 应用

2． 1 反相色谱模式
反相液相色谱柱是液相色谱中应用最广泛的一

种，这是因为其分离机理明确，分离能力较强，因此，

其在生物大分子的分离中也有一定的应用［21，30］。
Levkin等［31］通过热引发的原位自由基聚合方

法制备了聚( 苯乙烯-二乙烯基苯) ( poly ( Sty-co-
DVB) ) 和聚( 甲基丙烯酸十二烷基酯-乙二醇二甲
基丙烯酸酯) ( poly ( LMA-co-EDMA) ) 两种整体柱，
并分别用它们对核糖核酸酶 A、肌红蛋白、细胞色素
c、卵白蛋白等的混合物进行了分离，均在短时间内
达到了基线分离。

Eeltink 等［32］通过将商品液相毛细管整体柱
( poly( Sty-co-DVB) ) 与飞行时间质谱联用，在流动
相中加入离子对试剂甲酸，在 120 min 内分离了 48
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种完整的混合标准蛋白质。
此外，反相色谱模式的聚合物整体柱在毛细管

电泳中对蛋白质的分离也得到了一定的发展和应

用［33 － 35］。由于聚合物整体柱具有较好的通透性，因
此毛细管柱的内径可低至 20 μm，具有更高的灵敏
度和更低的进样量，从而利于毛细管电泳与质谱方

法联用对蛋白质组中微量蛋白质进行分离分析。

图 2 离子交换整体柱对生物样品的色谱分离图
Fig． 2 Chromatograms of samples by using the ion-exchange monoliths

a． separation of lysozyme from egg white by using the post-modified monolith［7］; b． separation of lysozyme from egg white by using the monolith that
prepared by the ATRP method［8］; c． separation of human serum albumin ( HSA) from human plasma by using the monolith that prepared by the
“one-pot”in-situ radical polymerization［41］; d． separation of the protein mixture of lysozyme，ovalbumin，BSA，and pepsin［25］．

2． 2 离子交换色谱模式
生物大分子在不同 pH 值的环境中表现出不同

的电荷特性: 当 pH值小于蛋白等电点 pI时，蛋白质
带正电荷，反之带负电荷。由于不同蛋白质具有不
同等电点，所以离子交换模式的聚合物整体柱对蛋

白质具有很好的选择性; 此外，离子交换模式色谱的

流动相较温和，不会破坏蛋白质的结构，因此离子交

换聚合物整体柱在生物大分子分离中的应用较为广

泛［7 － 9，36 － 40］。
杨更亮等［7，8，25，41］利用不同方法制备了多种类

型的聚合物离子交换整体柱，并将其用作 HPLC 的
固定相，对生物样品中的蛋白质进行了成功分离。
图 2 为杨更亮等通过几种不同方法制备的强阳离子
交换整体柱对蛋白质等大分子物质的色谱分离图。
图 2a ～ c 均为聚( 乙烯基酯树脂) 整体柱对实

际样品的色谱分离图，虽然 3 种整体柱利用了相同

的单体乙烯基酯树脂，但通过不同方法制备得到的

整体柱得到了不同的色谱分离能力，如: 分离度和柱

效均不尽相同。这是因为不同方法制备得到的整体
柱具有不同的结构，而后修饰法还具有了特定的功

能化基团。因此，制备方法的适用性对于生物大分
子的分离也是一个较为关键的影响因素。图 2d 为
通过乳液聚合方法得到的 poly ( GMA-co-EDMA) 嵌
段聚合物整体柱对 4 种蛋白质( 溶菌酶、卵白蛋白、
牛血清白蛋白、胃蛋白酶) 混合物的色谱分离图。
由于该整体柱具有较高的比表面积和较高的孔隙

率，因此易于实现高通量和快速分离。
此外，Chen等［42］以二［2-( 甲基丙烯酰基氧基)

乙基］磷酸为单体通过光引发原位自由基聚合制备

了含有磷酸基团的毛细管整体柱，并以离子交换色

谱模式对氨基酸和蛋白质进行了成功分离。等度洗
脱条件下柱效分别达到 52 900 塔板 /m( 氨基酸) 和
71 000 塔板 /m( 蛋白质) 。
2． 3 疏水色谱模式
疏水相互作用色谱法是利用样品中各组分与色

谱填料上功能基团相互作用力的差异，在洗脱时移

动速度的不同而达到分离的目的。功能基团通常是
一些疏水性基团，如丁基、苯基等。疏水色谱在生物
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大分子的分离分析中有着广泛的应用［43，44］。
Xin等［44］以 E-51 环氧树脂为基质，通过表面原

子转移自由基聚合方法将聚氮异丙基丙烯酰胺接枝

于该环氧树脂上，于 100 mm × 4. 6 mm 的不锈钢柱
管中制备得到了具有三维骨架结构的聚合物整体

柱。并利用疏水作用，在梯度洗脱条件下成功分离
了 6 种蛋白质。

Li等［45］分别以乙二醇二丙烯酸酯( PEGDA) 和
聚乙二醇二甲基丙烯酸酯( PEGDMA) 为单体通过
紫外照射引发制备了具有不同链长的二醇基毛细管

聚合物整体柱，并分别将其用作液相色谱的固定相，

在梯度洗脱条件下以疏水色谱模式对细胞色素 c、
肌红蛋白、核糖核酸酶 A、溶菌酶、糜蛋白酶、α-糜蛋
白酶原 A等 6 种混合物进行了成功分离。且结果
表明，聚( PEGDA) 柱比聚( PEGDMA) 柱具有更高的
柱容量和分辨率，以及更好的峰形。

Sun等［46］通过一步原位“点击”修饰法，制备了
具有 C8 疏水基团的聚合物整体柱，并通过该整体
柱对 5 种混合蛋白质( 核糖核酸酶 A、大豆胰蛋白酶
抑制剂、细胞色素 c、牛血红蛋白、牛血清白蛋白) 的
分离表征了该聚合物整体柱的色谱性能。结果表
明，该 5 种混合蛋白质得到了成功分离。

Yin等［26］以金属-有机溶胶为模板，制备了 poly
( GMA-co-EDMA) 柱。金属-有机溶胶是通过将摩尔
比为 2∶ 3 的 1，3，5-苯三酸( H3BTC) 和 M ( NO) 3·
xH2O ( M = FeⅢ，CoⅢ，x = 9，6) 在三乙胺为溶剂的
条件下反应得到的。该整体柱的制备是通过将苯三
酸金属( M-BTC) 溶胶、GMA、EDMA 以一定比例混
合，通过热引发聚合而得。制备完成后，再通过在线
冲洗将M-BTC模板除去。该整体柱的孔径约为 400
nm，其渗透率为 1. 1 × 10 －13 m2。此外，该整体柱上
的环氧基团被转变为二醇基，并以疏水作用色谱模

式对牛血清白蛋白、细胞色素 c、核糖核酸酶、溶菌
酶、α-淀粉酶、胰岛素等几种蛋白质的混合物在 4
min内进行了成功分离( 见图 3) 。
2． 4 亲和色谱模式
生物分子能够区分结构和性质非常接近的其他

分子，选择性地与其中某一种分子相结合，生物分子

间的这种特异性相互作用称为亲和作用。亲和配基
是对生物分子具有专一性识别或特定的相互作用的

物质。亲和色谱正是利用这一特性对生物分子进行
分离分析的。
亲和色谱是对生物样品进行分离的最重要手

段，而随着聚合物整体柱的发展，其在亲和色谱模式

下对生物大分子的分离分析也随之出现［47］。

图 3 聚( GMA-co-EDMA) 整体柱对 6 种混合蛋白质的
色谱分离图［26］

Fig． 3 Chromatogram of the separation of a mixture of
six proteins by using poly ( GMA-co-EDMA )
monolith［26］

Arrua等［48］利用不同致孔剂制备了聚( N-丙烯
酰基三( 羟甲基) 氨基甲烷-甲基丙烯酸缩水甘油基
酯-N，N'-亚甲基双丙烯酰胺) 整体柱( poly ( NAT-
GMA-BIS) ) 。结果表明以 PEG 6000 为致孔剂所得
整体柱的通透性最好。将该整体柱与茶碱乙烯双胺
和环己二胺反应，将氨基作为配基接入整体柱，结果

表明其对肝磷脂有很好的保留。
张玉奎课题组［49］制备了硼亲和色谱柱。该实

验过程是以 3-丙酰氨基苯硼酸( AAPBA) 为单体，
EDMA为交联剂，以金属-有机溶胶为致孔模板，通
过原位聚合制备得到了 poly ( AAPBA-co-EDMA) 整
体柱。该整体柱对含有顺式二元醇的生物分子具有
特异捕获能力。并以阿糖腺苷为测试分析物，以与
阿糖腺苷结构类似的 2-去氧腺苷为对照物进行了
分析测试。结果表明 2-去氧腺苷被很快洗脱，而阿
糖腺苷则由于硼的选择性捕获被整体柱所保留。
2． 5 亲水色谱模式
亲水色谱模式的固定相是具有强亲水性的极性

固定相，极性聚合物整体柱可作为液相色谱的亲水

性固定相［50 － 52］。
刘海燕等［51］以乙烯基酯树脂为单体，EDMA 为

交联剂，偶氮二异丁腈( AIBN) 为引发剂，十二醇为
致孔剂，经原位聚合法制备了 poly( VC-co-EDMA) 整
体柱。用 γ-缩水甘油基氧丙基三甲氧基硅烷对整
体柱进行衍生化处理后，整体柱上的环氧基团经

0. 25 mol /L H2SO4 水解制成具有亲水性的二醇柱，

并分别对血浆和鸡卵黄中的免疫球蛋白进行了成功

分离。
Chen等［52］通过原位自由基聚合方法制备了聚

( 甲基丙烯酸-乙二醇二甲基丙烯酸酯) ( poly( MAA-
co-EDMA) ) 毛细管整体柱，以亲水色谱模式与飞行
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时间质谱技术联用，从牛血清白蛋白胰蛋白酶的消

化液中分离得到了 49 个肽段，这个结果优于商品化
的颗粒填充反相色谱柱。
2． 6 分子印迹模式
分子印迹，是指制备对特定分子具有特异选择

性的聚合物的过程。分子印迹技术真正发展起来源
于 20 世纪 70 年代，Wullf 等［53］制成分子印迹聚合
物( molecule imprinting polymer，MIP) 。聚合物整体
柱在分子印迹色谱模式下除了在对小分子物质分离

中有应用之外［54］，在蛋白质等大分子的分离分析中

也有一定应用［55 － 58］。
冯钰锜课题组［56］制备了聚( 二乙二醇二甲基丙

烯酸酯-甲基丙烯酸) -培氟沙星安替比林甲胺甲烷
分子印迹整体柱。该整体柱用来富集牛奶中的培氟
沙星安替比林甲胺甲烷，由于其对培氟沙星安替比

林甲胺甲烷具有独特的选择性，因此可以对牛奶中

的培氟沙星安替比林甲胺甲烷进行更为简单准确的

定量分析。

3 结语

生物样品具有复杂性，而且对操作环境和分析

方法要求较高。不同色谱模式的液相色谱方法不仅
对特定的生物大分子具有较好的选择性，且制备方

法简单易得，结构可控。此外，聚合物单体的种类繁
多，且其上面的官能团可以有多种修饰方法从而对

不同的生物大分子具有不同的作用。因此，随着液
相色谱固定相的发展，聚合物整体柱以其独有的优

势也会在生物大分子的分离与分析中得到越来越广

泛的应用。
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