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摘要：通过比较具有相同柱几何体积的半制备色谱柱和色谱饼的性能，发现在同样的色谱条件下，用液相色谱方法

分离生物大分子时，在分离效率和蛋白活性回收方面，色谱饼和色谱柱的差异不大；由于色谱饼中的填料较色谱柱

中的装填更为紧密和均匀，当流动相流速增加时，色谱饼不仅反向压力上升慢，而且质量和体积负载也比色谱柱

高。该结果表明使用色谱饼的色谱分离不仅具有可与高效液相色谱（9:;<）媲美的分离效率，而且还具有中、低压

色谱分离的高柱负载，这有利于蛋白保持高的生物活性，为色谱饼的工业化应用奠定了基础。
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在利用高效液相色谱（9:;<）分离生物大分子

的过程中，许多色谱工作者发现生物大分子的色谱

保留行为主要由流动相中置换剂的浓度决定，而分

离度受色谱柱长度的影响不大，并用溶质计量置换

模型（XYZ$[）对此进行了定性说明［# \ (］。V122,SJP
等人［@］还依据 XYZ$[，提出了生物大分子在高效液

相色谱上保留的“开关”机理（J2$JQQ *17N+2,O*），并

预计由此可发展一类全新的膜色谱固定相。他们还

成功地从合成的连续阴离子交换棒上切下 ! ** 厚

的离子交换薄片或膜用于蛋白质分离，并且认为灌

注色谱固定相更好地体现了这种“开关”机理。所有

这些工作均表明分离生物大分子可以采用较短的色

谱柱，这为可以装填小颗粒填料的半制备柱的应用

奠定了基础。为了能在较低的压力条件下进行大流

量洗脱，一般的半制备柱装填的是大颗粒填料。但

是为了满足必要的分离度要求，又不得不维持一定

的色谱柱长度，这不仅使分离时间延长，而且降低产

率，使生产成本升高［>］。在半制备柱中装填小颗粒

填料虽然很容易满足分离度的要求，并具有较大的

柱负载量，但在此条件下，色谱系统呈现很高的压

力，因而妨碍其应用。在生物大分子的色谱分离中，

生物大分子的分离度受柱的长度影响不大的特性有

利于解决在半制备色谱柱中使用小颗粒填料的问

题。对色谱柱几何体积相同而柱长和柱内径相差较

大的色谱柱的性能的比较未见报道，本文对这一问

题进行了研究。
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! 实验部分

! " ! 仪器

!"#$ 系统包括两台 #$%&’()*" 型泵、一台

+$#%&’(*" 系统控 制 器、+",%&’(*" 型 -*%*.+
检测器、,/-%&0( 型除气装置、$)1%&’(+*" 柱温

箱、色谱专用工作站，以及测定活性所用仪器 -*%
&2’&"$ 型紫外%可见分光光度计和专用软件均为日

本岛津公司产品。用 $/3%&’’ 高压气动泵（北京市

西助技术服务中心）以匀浆法在 4’5"6 压力下分别

向规格为 0’’ 77 8 9 : ; 77 <: = : 不锈钢管和 > 77
8 >’ 77 <: = : 不锈钢管（饼形）内装填本所合成的

粒度为（> ? &）!7 的疏水填料，得到自制的色谱柱

和色谱饼（饼形色谱柱）。实验所用超纯水由 @6AB%
CDE6= F%"GAE 净水器（美国，@6ABCDE6= $H : #D=）制备。

! " # 试剂

细胞色素%$（$ID%$，来源于马心）、肌红蛋白

（5IH，来源于马心），核糖核酸酶 (（JK6CE (，来源

于牛胰脏）、溶菌酶（#IC，来源于鸡蛋清）、"淀粉酶

（"%(7I，来源于枯草杆菌）和胰岛素（ .BC，来源于牛

胰脏）均购自美国 +<L76 公司，并用超纯水配制成所

需浓度的溶液。将适量的溶菌酶溶于 M : ’ 7HN O # 脲

溶液（或 9 : ’ 7HN O # 盐酸胍溶液）配成质量浓度为

> P ’ L O # 的溶液，并将其置于 0> Q柱温箱中放置 04
R，得到变性溶菌酶溶液。测定活性所用的溶壁球菌

由本所发酵制备。S! 2 : 0 的磷酸缓冲液用磷酸二

氢钠和磷酸氢二钠配制。流动相由 ( 液和 @ 液组

成，( 液 为 T : ’ 7HN O #（K!4）0+14 U ’ : ’>’ 7HN O #
V!0"14（S! 9 : ’），@ 液 为 ’ : ’>’ 7HN O # V!0"14

（S! 9 : ’）。所有试剂皆为分析纯。

! " $ 实验方法

! " $ " ! 色谱条件

将色谱柱和色谱饼分别安装于色谱系统中，在

每次色谱分离之前，先用约 &> 倍柱体积的 ( 液在

选定的流速下平衡色谱系统，然后在设定的流速、线

性梯度下进行色谱分离和测定。检测波长为 0M’
B7，检测灵敏度为 ’ : ’M (-W+。

为了比较具有相同柱几何体积的色谱柱和色谱

饼分离蛋白时分离度的差异，采用自制的色谱饼和

色谱柱（几何体积为（; : ; ? ’ : 0）7#），在相同进样

量和 4 : ’ 7# O 7<B 流速的色谱条件下，对 2 种蛋白

进行分离。

! " $ " # 柱负载的测定

用 > : ’ L O # 牛血清蛋白（@+(）溶液分别测定色

谱柱和色谱饼的体积负载；用 &0 : > L O # @+( 溶液分

别测定它们的质量负载。

体积负载的测定：在流动相流速为 0 : ’ 7# O 7<B
下，用 ( 液平衡色谱柱 T’ 7<B。固定 @+( 的质量，

分别进不同浓度的 @+( 溶液 ’ : 0 7#，’ : 4 7#，’ : 2
7#，’ : M 7#，& : ’ 7# 和 & : 0 7#，收集溶剂峰，并用

电泳方法检测 @+( 的含量。测定色谱饼体积负载

时，在流速为 > : ’ 7# O 7<B 条件下，用 ( 液平衡色谱

饼 T’ 7<B，其他操作步骤同色谱柱的测定。

质量负载的测定：在流动相流速为 0 : ’ 7# O 7<B
的条件下，用 ( 液平衡色谱柱约 T’ 7<B ，然后用 (
泵继续进 ( 液，用 @ 泵进样品。进样时，使 ( 液与

样品溶液的体积比保持为 ; X &。当记录曲线出现

“+”形的另一平台时，停止进样。用 ( 液冲洗色谱

柱，当紫外检测器的吸光度值减小并维持一恒定值

后，梯 度 洗 脱 色 谱 柱，并 收 集 洗 脱 液 以 测 定 柱 对

@+( 的负载。线性梯度为：&’’Y( !
0’ 7<B

&’’Y@。

梯度洗脱完毕后，继续用 &’’Y的 @ 液进行冲洗，直

到紫外检测器的吸光度值减小并维持一恒定值，停

止收集洗脱液。准确测量所收集的洗脱液的体积，

在 0M’ B7 条件下，用紫外分光光度法测定收集液

中蛋白质的浓度，计算出蛋白质的总量。色谱柱中

填料质量的测定方法是用去离子水将测定完毕的色

谱柱充分冲洗后，将填料打出，在 &’> Q温度下烘干

后称重。用测定的蛋白总量除以填料质量，计算得

出色谱柱的质量负载。测定色谱饼的质量负载时，

流动相的流速为 > : ’ 7# O 7<B，用 ( 液平衡色谱饼

约 T’ 7<B，其他操作步骤同色谱柱的测定。

! " $ " $ 电泳法测定 @+( 的含量

在样品中加入三氯乙酸，使其质量浓度为 &’’
L O #，在 &M ’’’ A O 7<B 转速下，离心 0’ 7<B，弃去上清

液，然后再加入 &’ 7# 去离子水，重复上述操作 T
次。最后加入 &’ 7# 丙酮洗涤并离心，离心速度为

&M ’’’ A O 7<B，时间为 &> 7<B，重复 T 次。弃去丙酮，

加入电泳缓冲液，再放入沸水浴中加热 T 7<B 至 >
7<B。取上清液按文献［2］的方法做电泳，用蓝染方

法检查收集液中 @+( 的含量。

! " $ " % 活性测定

溶菌酶活性的测定按文献［9］方法进行。

# 结果与讨论

# " ! 色谱分离性能的比较

如图 & 所示，色谱饼和色谱柱对 2 种蛋白的色

谱分离度基本相同，但色谱柱的长度为色谱饼的 4’
倍。虽然用色谱饼所得分离峰形没有色谱柱的尖

锐，这对于分析型色谱来讲，会影响检测灵敏度；但

对制备规模的色谱而言，不会带来多大影响。这些

·4T&· 色 谱 第 0’ 卷



结果表明在几何体积相同的情况下，直径大、柱长短 的色谱饼用于蛋白分离时分离度也能满足要求。

图 ! 色谱饼与色谱柱分离性能的比较
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图 8 色谱饼与色谱柱的压力9流速曲线的比较

"#$% 8 &’()*+#,’- ’. )+/,,7+/9.6’3 +*0/ 17+:/, 2/03//-
14+’(*0’$+*)4#1 1’67(- *-5 14+’(*0’$+*)4#1 )#/

8 ? +"#$%&’$(#&)"*+ )*2；= ? +"#$%&’$(#&)"*+ )*2 &/’2# D.*,( J5
’*%2.；J ? +"#$%&’$(#&)"*+ +$0D%,；3 ? +"#$%&’$(#&)"*+ +$0D%, &/’2#
D.*,( J5 ’*%2.?

8 ; 8 压力9流速曲线比较

将新装填的色谱柱和色谱饼分别接入色谱系统

中，测定其柱压随流动相流速变化的曲线。当色谱

柱和色谱饼各使用大约 J5 次后，再分别测定它们的

柱压随流动相流速的变化曲线。如图 = 所示，色谱

饼在使用前和使用后的两种压力H流速曲线皆明显

低于色谱柱的两种压力H流速曲线，说明在相同柱几

何体积条件下，色谱饼比色谱柱更具有优势。特别

是在它们使用了一段时间后，其优势更加显著。这

是由于在进样过程中，有些蛋白溶液与疏水流动相

相遇时会产生少许沉淀，这些沉淀不易被通常的疏

水流动相溶解，因而除去这些沉淀较困难。由于色

谱饼的柱头过滤片面积比所用色谱柱横截面积大

35 倍，因此，产生的少许沉淀对色谱饼的柱压影响

不大，但对柱头面积较小的色谱柱而言，沉积在其上

的蛋白等物质较厚，因此，色谱系统的压力升高幅度

较大。而且，在同样的流速下，大直径的色谱饼上的

压力小于小直径的色谱柱上的压力，因此，色谱饼可

在更高的流速下进行分离。它具有灌注色谱的这一

特征，意味着使用色谱饼可以缩短分离周期，降低分

离成本，更适合于需要在中、低压力下进行的色谱分

离纯化工艺。

8 ; < 质量负载和体积负载的比较

由表 8 看出，尽管色谱柱和色谱饼内部几何体

积近似相同（F 4 F O 5 4 =）%6，但在同样装柱条件下

装填的填料量却有差异，色谱柱中的填料量为 3 4 M
(，而色谱饼中的填料量为 M 4 5 (，为色谱柱装填质量

的 8 4 J 倍。换句话讲，色谱饼中填料颗粒间的空隙

要比通常色谱柱的小许多。这是由于在装填色谱填

料时，色谱饼中压力梯度小于色谱柱中的压力梯度，

所以前者可以使填料装填得更均匀，更紧密。另外，

由表 8 还可看出，色谱饼的体积负载约为所用色谱

柱的 8 4 M 倍，质量负载约为 8 4 = 倍，体积和质量负载

均比色谱柱高。这是因为在色谱饼入口端装有径向

流分布器，可使流动相在色谱饼进口端就能均匀地

分布在大面积的填料上，降低了流动相的线速，从动

力学角度上讲更有利于色谱填料对 ;P: 的完全吸

附。综上所述，在体积负载和质量负载方面色谱饼

比色谱柱更具优势。

表 ! 色谱饼和色谱柱体积负载和质量负载的比较
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! " # 活性回收率的比较

自从疏水色谱首次用于变性蛋白复性以来［!］，

色谱已经成为一种重要的复性工具［"］。因此，在柱

几何体积不变的情况下，改变柱长与柱径比，使色谱

柱变成大直径的色谱饼对复性效率的影响必然会引

起人们的重视。所以，我们选用溶菌酶为研究对象，

进行了溶菌酶在 ! # $ %&’ ( ) 脲中变性以及色谱复性

试验，其结果是色谱柱的活性回收率为 *$* # +,，而

色谱饼的活性回收率为 *$- # ",，两者没有显著的

差异，该结论与文献［*$］报道的结果一致。表明色

谱方法复性效率与色谱柱的几何形状没有直接的关

系。另外，有许多蛋白在高的柱压力条件下容易聚

合，使蛋白形成二聚体，甚至多聚体，从而使蛋白失

活，而色谱饼比色谱柱具有更低的压力，有利于活性

蛋白的稳定［**，*-］。所以，大直径色谱饼可以用于变

性蛋白的复性。

$ 结论

用 ./0 对相同几何体积的半制备色谱柱和色

谱饼的性能进行了评价。实验结果表明，在同样色

谱条件下，用液相色谱法对生物大分子进行分离时，

在分离效率和蛋白活性回收率方面，色谱饼和色谱

柱差异不大，但在柱压与流速关系、质量负载和体积

负载方面，色谱饼比色谱柱具有优势。表明色谱饼

不仅具有 12)3 那样高的分离效率，而且还具有

中、低压色谱那样高的柱负荷，用其分离蛋白时有利

于蛋白保持高的生物活性，同时可以用高流速的流

动相进行洗脱。本实验结果为色谱饼的工业化应用

奠定了基础。当然，这一结论仍需用更多的实验数

据来进一步证实。
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《色谱》消息

《色谱》编辑部 !%%! 年的新举措

# 为了减少作者的投稿手续，方便作者投稿，-$$- 年本刊免收注册费。

# 为了能够及时报道国内色谱学科的最新进展，对评为“研究快报”和“研究报告”的稿件，

本刊将采取有效措施，在收到修改稿后 A 个月内发表。

# 为了鼓励科研工作者向本刊提交创新性强、学术水平高、发展前景好的稿件，对评为“研

究快报”和“研究报告”的稿件，本刊免收版面费，稿酬支付标准不变。
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