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摘要：+7，%7反向寡核苷酸是碱基组成和长度完全相同、碱基顺序相反的 两 个 寡 核 苷 酸 序 列。以 三 乙 胺 为 离 子 对 试

剂，研究了缓冲液浓度（". "!% ) ". $% %") 8 9）、:;（%. " ) &. ’）、柱温（!% ) (% < ）、流速（". + ) ". # %9 8 %.2）以及不

同初始洗脱强度和洗脱梯度条件下，& 个 +7，%7反向寡核苷酸模拟样品保留和分离的变化特点。三组反向序列在缓

冲液浓度为 ". "% %") 8 9，:; &. ’ 和流速 ". ( %9 8 %.2 条件下获得最大分离，温度对分离的影响不大，而初始洗脱强

度对反向序列的影响远大于洗脱梯度。实验结 果 表 明 +7，%7反 向 寡 核 苷 酸 的 分 离 和 保 留 趋 势 不 完 全 一 致，色 谱 条

件的优化应有利于实现样品在柱上的弱保留。研究结果还显示寡核苷酸序列中 %7末端的保留强于 +7末端。
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- - 寡核苷酸在生物医 药 领 域 已 有 诸 多 应 用［$ / (］，

特别在反义药物的研究中寡核苷酸的分离分析显得

尤其 重 要。 至 今 已 有 包 括 聚 丙 烯 酰 胺 凝 胶 电 泳

（P>R,）［%］、阴 离 子 交 换 色 谱（>,C）［&］、毛 细 管 凝

胶 电 泳（ CR, ）［#，’］、反 相 高 效 液 相 色 谱（ DP+
;P9C）［*］等在 内 的 多 种 方 法 用 于 寡 聚 核 苷 酸 及 其

修饰物的分 离 分 析。其 中 反 相 离 子 对 色 谱 法（DP+
NPC）以其特 殊 的 分 离 机 理 不 仅 可 实 现 不 同 长 度 寡
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核苷酸的分离纯化［%&，%%］，在一定条件下还可能识别

同长异列的寡核苷酸或同长同列的修饰物［%’］。

! ! #!，$!反 向 寡 核 苷 酸 是 碱 基 组 成 和 长 度 完 全 相

同、碱 基 顺 序 相 反 的 两 个 序 列。 作 为 一 类 特 殊 的

"#$"（ %&’( )*’+*%,-,*. /,00(1(.- %(23(.)(）寡

核苷酸异构体，由于影响离子对色谱分离的两个重

要因素净电荷和碱基疏水性差异为零，因此两个序

列在 45675# 中可能具有相同的色谱行为。有关寡

核苷酸的 45675# 分离优化的文献目前主要集中在

不同长度 样 品 的 分 离 分 析 上［%%，%#］。由 于 样 品 的 净

电荷差异、碱基疏水性差异以及分子的空间结构差

异等均 会 影 响 45675# 的 分 离 过 程，因 此 不 同 长 度

寡核苷酸样品的分析结果对同长异列样品的分析难

以完全适用，尤其是 #!，$!反向寡核苷酸这类特殊的

"#$" 样品，各因 素 的 影 响 与 基 于 长 度 差 异 的 寡 核

苷酸分离可能会有很大的不同，因此有必要深入研

究这 类 特 殊 的 寡 核 苷 酸 异 构 体 的 45675# 分 离 特

性。本文设计了 " 个共 # 组 ’& 个碱基的核酸模拟

样品，并 系 统 考 察 了 影 响 其 保 留 和 分 离 的 诸 因 素

（ 包括柱温、流动相流速、缓冲液 +8 值、离子对试剂

的浓 度 以 及 梯 度 洗 脱 程 序 等 ）。 通 过 优 化 过 程 对

#!，$!反向寡核苷酸的保留差异进行了探索性研究。

!" 实验部分

! ! !" 仪器及试剂

! ! 岛 津 液 相 色 谱 仪（ "#96%& :;5 "<%-(’ #*.6
-1*==(1 > "5$6?%& :;5 $,*/( :11&< $(-()-*1 > 9#6%&
:$;5 53’+ > $@A6%’: $(B&%%(1 > #9:""6;5 C*1D
"-&-,*.），E$" 色 谱 柱（ F?#，G&+&.，:H6#%( ，%$&
’’ ) *+ " ’’，# !’），色谱条件见图注。

! ! 乙腈（:#I，色 谱 纯，J(/,& #*’+&.<，7.)），三

乙胺（JK:，分 析 纯，北 京 益 利 精 细 化 学 品 有 限 公

司），冰 醋 酸（ ::，分 析 纯，南 京 化 学 试 剂 有 限 公

司），重蒸水（ 自制）。

! ! #" 实验用样品的设计、合成与纯化

! ! 目前反义寡核苷酸药物大多以 %$ , #& ’(1% 的

序列为研究对象；聚合酶链反应（5#4）技术中所用

的寡核苷酸 长 度 一 般 也 为 %$ , #& ’(1%；因 此 各 种

用 途 寡 核 苷 酸 样 品 的 典 型 长 度 是 ’& 个 碱 基 左

右［%*］。根据常用样品的序列长度和碱基组成比例，

我们设计了表 % 中的 " 个 #!，$!反向寡核苷酸样品，

由上海博亚生 物 技 术 有 限 公 司 合 成，序 列 经 5:@K
纯化，纯度达 -$L 以上。

! ! $" 混合样品的制备

! ! 分别取 E# 6% 和 E$ 6% 各 % E$’"&（*+-,)&= /(.%,6
-<，约相当于 ## !B），用 $&& !9 注射用水溶解并充

分涡 旋 混 匀，分 别 吸 取 上 述 溶 液 各 $& !9，混 匀 即

得。E# 6’ > E$ 6’ 及 E# 6# > E$ 6# 混合溶液的制备方法

同上。

表 !" #% 个碱基的反向寡核苷酸样品

"#$%& !" #% ’(&) )&*&)+&,’+&-.&/0& 1%231/.0%&142,&
2+1(&)+ .+&, 2/ 452+ +4.,6

7/(.-,-< "(23(.)( M&%( )*’+*%,-,*. > L

E# 6% # !6#:#J##:J#J###@JJ@JJJ6$ !
*&L J；%&L :；

*&L #；%&L @

E$ 6% $ !6#:#J##:J#J###@JJ@JJJ6# !
*&L J；%&L :；

*&L #；%&L @

E# 6’ # !6#:#J##:J#J#J#@JJ@JJJ6$ !
*$L J；#$L #；

%&L :；%&L @

E$ 6’ $ !6#:#J##:J#J#J#@JJ@JJJ6# !
*$L J；#$L #；

%&L :；%&L @

E# 6# # !6J:#J##:J#J###@JJ@JJJ6$ !
*$L J；#$L #；

%&L :；%&L @

E$ 6# $ !6J:#J##:J#J###@JJ@JJJ6# !
*$L J；#$L #；

%&L :；%&L @

! ! &" 缓冲溶液的配制

! ! %&& ’’*= > 9 的醋酸三乙胺缓冲溶液（+8 "+ (）

的配制方法如下：将约 ’+ ’% ’9 的冰醋酸溶解在约

*&& ’9 的重蒸水中，混匀后缓慢加入约 $+ $( ’9 的

三乙胺，搅拌均匀后，用冰醋酸和三乙胺调节该溶液

至 +8 "+ ( 即得。其他浓度和 +8 值的缓冲 溶 液 均

按上述方法配制，并做相应调整。

#" 结果及讨论

# ! !" 流动相 78 的影响

! ! "#$" 寡核苷酸由于序列间无电荷和碱基疏水

性差异，在 75# 中 的 色 谱 保 留 差 异 较 小，且 主 要 来

自空间结构中不同位置碱基的疏水性空间容量。为

了突出这种差异对分离的贡献，本实验选用弱离子

对试剂三 乙 胺（ +! & . %&+ /’）。在 本 文 所 采 用 的 三

乙胺6醋 酸（ +! & . *+ /$）体 系（ JK::）中，不 同 +8
条件对试剂和样品的解离与保留有不同的影响。参

考两试剂和寡核苷酸的解离特性，本文考察了流动

相 +8 为 $+ $，$+ (，"+ &，"+ $ 和 "+ ( 条件下各组样品

的保留和分离情况，结果见图 %。

! ! 图 % 显示 " 个序列的保留均随流动相 +8 的增

加而逐渐减小，但三组反向寡核苷酸样品的分离度

却随 +8 的增加而逐渐加大，在 +8 为 "+ ( 的条件下

实现最大分离。由于实验用色谱柱固定相的 +8 最

大耐受值为 /+ &，为保证色谱柱的正常使用，本文只

做了 E# 6# > E$ 6# 在 +8 为 "+ ( 和 /+ & 条件下的对比

实验，两序列在上述两个条件下的保留和分离情况

基本相同，因此其他因素的优化实验均在 +8 "+ ( 的

条件下进行。

! ! 从保留 因 子 和 分 离 度 的 变 化 趋 势 看，在 低 +8

·$%(·
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图 !" 流动相 !" 对反向寡核苷酸（#）保留行为

与（$）分离度的影响

%&’( !" )**+,- .* !" ./（#）0+-+/-&./ $+1#2&.30 #/4（$）

0+5.63-&./ .* 0+2+05+475+83+/,+ .6&’./3,6+.-&4+5
!"#$%&’$(#&)"*+ +$,-*’*$,.： /0$1 #&’2 #$ % %3 4 %*,，!"

5 ，)6 & "$ " ’ ($ ) 7 8$9*02 )"&.2 :：#$ #" %$0 4 3 ’#*2’";0&%*,2<
&+2’*+ &+*-（=>::）&?@2$@. 9@//2# .$0@’*$,7 8$9*02 )"&.2 A：

*##B :!C7 ="2 (#&-*2,’ .’&#’2- /#$% *!B A7 D#&-*2,’ .0$)2
1&. #$ "+B A 4 %*,7

条件下，=>: 的解离度大，在色谱柱上强保留，但离

子对试剂的强保留导致各组样品在 )6 ($ # 以下的

流动 相 中 不 能 分 离。随 着 )6 值 的 逐 渐 增 加，=>:
的解离度下降，保留减弱，各组 +E，"E反 向 寡 核 苷 酸

有了不同程度的分离。这可能 主 要 是 由 于 +E，"E反
向序列的碱基净疏水性差异为零，分离的贡献主要

来自空间结构，离子对试剂、寡核苷酸样品和反相固

定相间较弱的相互作用有利于突显空间结构的不同

而实现保留行为的差异。因此根据样品和试剂的特

点，继续增加流动相的 )6 值可能会进一步 改 善 分

离，但已经趋缓的变化趋势说明继续增加 )6 对 分

离度的影响不会太大。

# ( #" 离子对试剂的浓度

, , 离 子 对 试 剂 的 种 类 和 浓 度 是 实 现 FG! 良 好 分

离的关键因素。强离子对试剂季铵盐由于其对荷负

电样品产生的强保留而在不同程度上消除了碱基疏

水性差异对保留的贡献［*%］，不利于 H!IH 样品的分

离；而本文采用的三乙胺体系，文献显示寡核苷酸类

样品均在 #$ * %$0 4 3 的条件下产生稳定保留［*+］，是

目前寡核 苷 酸 分 析 的 主 要 条 件。 本 文 选 择 浓 度 为

#$ #!"，#$ #"#，#$ #)#，#$ *#，#$ *!，#$ *" %$0 4 3 的

=>:: 系统考察离 子 对 试 剂 的 浓 度 对 +E，"E反 向 寡

核苷酸保留和分离的影响，样品的保留结果与文献

［*+］相似（ 见图 ! <&），( 个序列从 #$ * %$0 4 3开始产

生稳定的保留特征。但三组反向序列的分离趋势却

与保留结果不同，如图 ! <9 所示，除了 J+ <* 4 J" <* 完

全未实 现 分 离 外，其 余 两 组 样 品 均 在 #$ #"# %$0 4 3
的条件下实现了完全分离，而 #$ *# %$0 4 3的分离度

远小于最佳分离值。产生这种结果的原因可能正如

前面讨论的保留与分离的关系，稳定（ 强）的保留不

一定会带来良好分离。因此，浓度的影响实验结果

也说明，实现样品的弱保留是反向寡核苷酸分离的

关键。但在 KG<FG! 中较低浓度的离子对试剂需要

长时间的系统平衡，给实验带来诸多不便，因此在选

择实验条件时应针对具体样品的保留特点兼顾分离

度与分析速度。

图 #" 离子对试剂浓度对反向寡核苷酸（#）保留行为

和（$）分离度的影响

%&’( #" )**+,- .* ,./,+/-0#-&./ .* 9):: ./（#）0+-+/-&./
$+1#2&.30 #/4（$）0+5.63-&./ .* 0+2+05+47

5+83+/,+ .6&’./3,6+.-&4+5
!"#$%&’$(#&)"*+ +$,-*’*$,.： /0$1 #&’2 #$ % %3 4 %*,，!"

5 ，)6 & ($ ) 7 8$9*02 )"&.2 :：#$ #!" ’ #$ *"# %$0 4 3 =>::
&?@2$@. 9@//2# .$0@’*$,7 8$9*02 )"&.2 A：*##B :!C7 ="2 (#&<
-*2,’ .’&#’2- &’ *!B A7 D#&-*2,’ .0$)2 1&. #$ "+B A 4 %*,7

# ( $" 柱温的影响

, , 在液相色谱分析中，很早就有人关注到生物大

分子不同于小分子的保留特征。由于大分子纵向扩

散系数小，根据 L&, I22%’2# 方程［*"］，影 响 塔 板 高

·(*)·
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度的主要因素为传质阻抗，因此凡是影响传质速度

的因素都将显著影响大分子的分离。在优化寡核苷

酸分离条件时，主要从提高传质速度的角度出发，而

温度则被 认 为 是 影 响 传 质 的 重 要 因 素［%#］，温 度 增

加，传质速度加快。基于这样的结论，目前在寡核苷

酸样品及类似物的研究中，绝大多数分析过程是在

$& "左右的 柱 温 下 进 行 的［%% ’ %#］，甚 至 有 专 利 产 品

专门用于高温下 分 析 合 成 的 寡 核 苷 酸 样 品［%"］。因

此合 适 的 分 析 温 度 是 实 现 该 类 样 品 分 离 的 重 要

条件。

! ! 为系统考察温度对反向寡核苷酸样品分析的影

响，本文结合固定相的最高耐受温度（$& "）分别考

察了温度为 ($，#&，#$，)& 和 )$ " 条件下的分离过

程，影响趋势分别见图 # #$ 和图 # #%。从 " 个序列的

保留因子随温度的变化趋势图上看，除 #$ "条件下

各序列的保留略有下降外，其余温度下 " 个序列没

有明显变化。正是由于在不同温度下各序列相对稳

定的保留特点，三组反向序列样品的分离度才未随

温度产 生 显 著 改 变。 除 了 &# #% ’ &$ #% 始 终 未 能 实

现分离外，其余两组样品的分离度随温度的变化表

现出振荡的形式。相对而言，低温下可获得较好的

分离。这个结果说明温度对 #!，$!反 向 寡 核 苷 酸 分

离的影响并非简单地来自传质速率，影响传质只是

其中一个途径；另一方面，对于寡核苷酸这类柔性分

子来说，温度的改变会在不同程度上影响其空间结

构，而空间结构的变化会在不同程度上影响序列中

每个碱基的空间容量，从而影响序列的保留，这种影

响在同长异列的寡核苷酸分离中占主导地位。对于

()*( 寡核苷酸样品，由于其碱基组成相同，随着温

度的逐渐增加，不同位置碱基的空间容量趋于相同

而产生逐渐接近的色谱保留，将会产生分离度随温

度下降的结果。而本实验中并未出现同长异列寡核

苷酸的分离度随温度升高而线性下降的现象。这可

能是由于 #!，$!反向序列的净电荷和碱 基 疏 水 性 差

异完全相同，碱基在序列中的位置相对固定而产生

了相对一致的空间结构变化。同时实验结果也说明

文献［%#］报 道 的 关 于 寡 核 苷 酸 类 样 品 高 温 有 利 于

分离的结 论 有 一 定 的 局 限 性。 对 于 长 度 相 同 的 序

列，仅仅考虑提高传质速率是不够的，由不同序列引

起的空间结构差异在这类样品的分离中占有更加重

要的地位。

! ! "# 流动相初始洗脱强度和洗脱梯度的影响

! ! 流动相 的 洗 脱 程 序 对 寡 核 苷 酸 的 分 离 非 常 重

要。若要在具有有限柱效的色谱柱上区分相对分子

质量在 % 万左右的样品之间的微小差异，洗脱程序

和初始洗脱强度的优化是实现分离的关键。在液相

图 $# 温度对反向寡核苷酸序列（"）保留行为

和（#）分离度的影响

$%&! $# ’(()*+ ,( *,-./0 +)/1)2"+.2) ,0（"）2)+)0+%,0
#)3"4%,.2 "05（#）2)6,-.+%,0 ,( 2)4)26)57

6)8.)0*) ,-%&,0.*-),+%5)6
)+,-.$/-0,$1+23 3-452/2-46：78-9 ,$/: &* ) .; ’ .24，1< +

"* ,，($ ’ )$ " = >-%28: 1+$6: ?：&* &$ .-8 ’ ; @A?? $BC:-C6
%C77:, 6-8C/2-4= >-%28: 1+$6: D：%&&E ?)F= @+: :8C/: 1,-#
0,$.6 C45:, 5277:,:4/ /:.1:,$/C,: $,: $6 7-88-9240：($ " ，6/$,#
/:5 $/ %(* (E D 92/+ 0,$52:4/ 68-1 -7 &* $(E D ’ .24；#& " ，6/$,#
/:5 $/ %(E D 92/+ 0,$52:4/ 68-1 -7 &* $#E D ’ .24；#$ " ，6/$,/:5
$/ %%* ,E D 92/+ 0,$52:4/ 68-1 -7 &* $$E D ’ .24；)& " ，6/$,/:5
$/ %%* #E D 92/+ 0,$52:4/ 68-1 -7 &* $,E D ’ .24；)$ " ，6/$,/:5
$/ %%E D 92/+ 0,$52:4/ 68-1 -7 &* "&E D ’ .24=

色谱中大分 子 与 小 分 子 的 保 留 和 分 离 过 程 并 不 相

同，大分子可能是先吸附于柱头，然后被一定强度的

流动相快速洗脱［%#］。(4G5:, 等［%-］对生物大分子的

分离特点进行了分析和论证。研究表明经典的色谱

理论在应用于大分子液相色谱分离时需要对部分参

数进行调 整。 该 文 通 过 对 H$4 *::./:, 方 程 中 各

因素对不同大小分子的影响，阐述了大分子不同于

小分子的保留特点以及梯度洗脱对大分子分离的必

要性。实验中我们选择 - 个洗脱程序分别对 # 组反

向序列的分离和保留进行了考察，各洗脱程序见图

) 注，图 ) 中 $ 和 % 分别是 &# #( ’ &$ #( 和 &# ## ’ &$ ##
序列组在 - 个洗脱程序下的比较色谱图。

! ! 比 较 图 ) #$ 和 图 ) #% 的 色 谱 曲 线 可 以 看 出，

%(E D 的初始洗脱强度下两组序列都获得较好的分

离，即使洗脱梯度成倍的增加或减小，对两组序列的

分离也没有产 生 明 显 的 影 响（ 见 图 ) #$ 和 图 ) #% 中

色谱图 )，$，洗脱梯度分别由 &* $#E D ’ .24 减小至

·-%,·



色 谱 第 !" 卷

图 !" 流动相初始有机溶剂强度和洗脱梯度对（!）"# #$ $ "% #$
和（%）"# ## $ "% ## 保留与分离的影响

&’() !" *++,-. /+ ’0’.’!1 /2(!0’- 3.2,0(.4 !05
(2!5’,0. 62/(2!7 /0 2,.,0.’/0 /+（!）

"# #$ $ "% #$ !05（%）"# ## $ "% ##
# ! "#"$"%& ’$()#*$+ #$, -，*(%.")#$ ’&/0) %& "$, - 1 2"#；! !

"#"$"%& ’$()#*$+ #!, -，*(%.")#$ ’&/0) %& "$, - 1 2"#；$ ! "#"$"%&
’$()#*$+ ##, -，*(%.")#$ ’&/0) %& "$, - 1 2"#；’ ! "#"$"%& ’$()#*$+
#!, -，*(%.")#$ ’&/0) %& !%, - 1 2"#；" ! "#"$"%& ’$()#*$+ #!, -，

*(%.")#$ ’&/0) %& (), - 1 2"#；* ! "#"$"%& ’$()#*$+ ##, -，*(%.")#$
’&/0) %& +$, - 1 2"#；) ! "#"$"%& ’$()#*$+ #$, -，*(%.")#$ ’&/0)
%& #$, - 1 2"#!
, , 3$+)( 4/#."$"/#’：5&/6 (%$) %& ’ 27 1 2"#，!" 8 ! 9/:"&)
0+%’) ;：%& %" 2/& 1 7 <=;; %>?)/?’ :?55)( ’/&?$"/#! 9/:"&)
0+%’) -：#%%, ;@A!

%& !%, - 1 2"# 或 增 加 至 %& (), - 1 2"#）；但 初 始 洗

脱强度的微小变化却会产生极大的分离差别，如图

’ 所示，#, 初始乙 腈 的 改 变（ 色 谱 图 # 和 $ 分 别 为

#$, - 和 ##, - 的初始比例）在相同的洗脱程序下

使原来完全分离的两组样品分离度迅速下降，甚至

完全无法分离，而且这种影响无法通过洗脱程序的

改变加以改善（ 见图 ’ B% 和图 ’ B: 中的色谱图 *，)）。

这种现象也在一定程度上反映了寡核苷酸的液相色

谱保留特 点。因 此 合 适 的 初 始 溶 剂 强 度 是$C，"C反
向寡聚核苷酸 实 现 良 好 分 离 的 关 键，即 使 #, 洗 脱

强度的改变也会对分离产生极大的影响；同时洗脱

程序的优化也会对该类样品的分离有所影响，但与

初始强度相比，这种影响相对较小，且不合适的初始

强度无法通过洗脱程序的优化加以消除。

$ ) %" 流速的影响

, , 正如前面所提及的，生物大分子的色谱保留与

小分子不同，传质阻抗被认为是影响寡核苷酸柱效

的主要因素，这个观点对改善脱氧核糖核酸（DA;）

等大分子 的 分 离 有 重 要 的 指 导 意 义。 根 据 这 个 结

论，低流速可以提高传质速率从而有利于寡核苷酸

类样品的分离。为考察 $C，"C反 向 寡 聚 核 苷 酸 的 保

留和分离受流动相流速影响的特点，结合色谱柱的

有关性能指标，本文在 %& $ - %& ) 27 1 2"#的流速下

分别进行了分离实验。由于寡核苷酸对有机溶剂的

比例非常敏感，相同的洗脱程序在不同流速下到达

色谱柱时流动相有机溶剂比例会有一定的差异，这

个差异会使流速对保留和分离的影响变得复杂，无

法分辨高流速下分离度的下降是由流速增加有机溶

剂比例增大还是由高流速带来的强洗脱导致的，因

此，考察流速的影响应先校正洗脱程序，使不同流速

下洗脱强度的变化相近。本文利用丙酮的吸收特性

对不同流速下流动相的柱前流路时间进行了测定，

在测定的基 础 上 对 各 流 速 下 的 洗 脱 梯 度 进 行 了 校

正。校正后流动相流速对 $C，"C反 向 寡 聚 核 苷 酸 样

品保留和分离的影响结果分别见图 " B% 和图 " B:。

, , 图 " B% 的实验结果说明 * 个寡核苷酸序列随流

速的增加在色谱柱上的保留有了不同程度下降；由

于不同序列的保留行为随流速改变不同，各流速下

三组样品的分离度也不同。在高流速下各序列的保

留趋于相同，使反向序列在高流速下的分离度迅速

下降为零。同 时 对 比 保 留 与 分 离 的 趋 势 图 可 以 看

出，3$ B#，3" B# 两个序列的保留在 %& ’ 27 1 2"#条件

下有一定的差异，但该组样品在相同色谱条件下并

未实现分离，而其他两组样品在各流速下的分离度

也没有相同条件下保留行为的差异大，说明这类生

物大分子的分离除受到其自身保留特点的影响外，

还可能与其 他 相 互 作 用（ 包 括 序 列 间 的 相 互 作 用）

因素有关。

, , 从分离 度 随 流 速 的 变 化 趋 势 看，除 3$ B# 1 3" B#
未实现分离外，其余两组样品均在 %& ’ 27 1 2"#的条

件下获得最大分离，且随着流速的增加分离度逐渐

下降。因此 合 适 的 流 速 对 反 向 序 列 的 分 离 尤 其 重

要，%& # 27 1 2"#的流速变化可能会使良好分离的样

品完全重合。原因除了流速增加导致样品传质速度

降低外，也会使来自空间结构的保留贡献快速减小，

尤其是 E@DE 寡核苷酸，其色谱差异仅 来 自 空 间 结

构，而高流速条件下，样品与离子对试剂以及固定相

间的相互作用由于传质速率低而无法完全表征样品

·(#(·
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图 !" 校正后流动相流速对反向寡核苷酸

（!）保留行为和（"）分离度的影响

#$%& !" ’(()*+ ,( (-,. /!+) !(+)/ *!-$"/!+$,0 ,0
（!）/)+)0+$,0 !01（"）/)2,-3+$,0 ,( /)4)/2)15

2)63)0*) ,-$%,03*-),+$1)2
"#$%&’(%)$’*#+, ,%-.+(+%-/：01%2 $’(3 %& # ’ %& ( &4 5 &+-，

*6 ) "& *，+$ 7 8 9%:+13 *#’/3 ;：%& %$ &%1 5 4 <=;; ’>?3%?/
:?003$ /%1?(+%-8 9%:+13 *#’/3 @：,%%A ;"B8 <#3 31?(+%- *$%C
)$’&/ ,#’-)3. ’,,%$.+-)1D ?-.3$ .+003$3-( 01%2 $’(3/8

空间结构的差异，实现色谱分离。同时研究结果也

显示过低的流速会对分离产生影响，当流速低于某

一临界值后，分子扩散开始影响分离，导致分离度下

降。因此，在进行流速优化时，应兼顾反向序列的扩

散和传质，选择合适的流速以实现良好分离。

#" 结论

! ! 研究结果表明温度对 #!，$!反向寡 聚 核 苷 酸 分

离的影响较小，相对而言低温有利于该类样品的分

离；在 *6 为 "& * 的流动相条件下分离效果较好，离

子对试剂与寡核苷酸样品间的弱相互作用有利于反

向序列的分离；同时较低的流速是实现反向序列分

离的重要条件；离子对试剂浓度对反向序列保留的

影响虽然显示了与文献［,#］一致的趋势，但从分离

效果考虑，实验结果却提示色谱体系对反向寡聚核

苷酸样品的弱保留可以突显空间结构的差异，因此

该类样品稳定的柱上保留未必会产生良好的分离，

分离 条 件 的 优 化 应 有 利 于 实 现 样 品 在 柱 上 的 弱 保

留。在本文的不同条件下，三组 #!，$!反向寡聚核苷

酸实现了不同程度的分离，对比各组保留时间和序

列的 关 系，可 以 看 出 每 组 样 品 中 E# C,、E# C+、E# C#
的保留均强于各自的反向序列，这个结果说明在寡

核苷酸的 FGCHG" 分离过程中 #!和 $!末端对保留的

贡献不同，其中 $!末 端 对 保 留 的 贡 献 大 于 #!末 端，

这个结果有可能对核酸探针的标记和纯化提供一定

参考，例如在序列的两个末端进行单双标记时，如果

标记位点不影响探针的使用，可以选择与未标记序

列有较大色 谱 差 异 的 位 点 进 行，以 利 于 分 离 纯 化。

#!，$!反向寡聚核苷酸 FGCHG" 的保留机理和规律的

阐释尚需进一步的空间结构和大量的相关实验研究。

参考文献：

［,］! =$.&’--/ I，I3-J31 I，;$-.( <，4?,’/ @，4’?/3- K，L13+-C
6+(*’// 4，FD0031 M N，<#%&’/ 68 @+%1 "#3&，+%%(，#**

（,）：-,
［+］! 4%O$+-%O+, 9，P$?J 4，I,#$%.3$ 6，B+3&3D3$ " 98 "#3&

"%&&?-（"’&:），+%%(（.）：#$#
［#］! @%3,J3$ Q，RD:+- ;，6%$O’(+, S，M$?-2’1. "，B+3&’T L8

;-’1 "#3&，+%%(，(-（+）：(%+
［.］! G’$J I，Q%-) @，9’(/?&?$’ P8 @+%,#3&+/($D，+%%(，."

（#）：*--
［$］! <3--+1’ <，L3(%&’J+ L，G3-((+-3- G，<3-)O’11 N，;U#’D3O’

=，;?$+%1’ I，4%--:3$) 6，;U#’D3O ;8 "#3& @+%.+O3$/，

+%%.，,（.）："%-
［"］! @?-,3J 9，@’,J%O/J’ S，6%1’/%O’ ;，F’.+1%O’ 6，I’0’$%C

O’ 9，L?-, P，6’1?U’ F8 ;-’1 @+%,#3&，+%%"，#.*（+）：#%%
［(］! "#3- F，4?% V P，Q+ V，4+ W，I?- WX，6? W R8 K "#$%&’C

(%)$ @，+%%"，*.#（+）：##.
［*］! R#’-) Y，W’-) @ 6，4+’-) X Q，4? Q Q，4+- F V，Y’-) I

X8 "#+-3/3 K%?$-’1 %0 "#$%&’(%)$’*#D（ 张 嵬，杨 秉 呼，梁

乾德，鲁丹丹，林汝仙，王升启 8 色谱），+%%$，+#（.）：#(.
［-］! R#’-) Y K，43+)#1 B，R’2+/U’ Q，9%%$3 9 K，"#3- = V8 K

"#$%&’(%)$ @，+%%$，*+-（, 5 +）：.$
［,%］! P%?-(’+- L K，M+1’$ 9，M3:13$ K "8 F’*+. "%&&?- 9’//

I*3,($%&，+%%#，,(（(）："."
［,,］! Q’+ M Y，Y3+ V 6，4+? R P，4+? I K，9’$,?,,+ M，"#’- L

L 8 K "#$%&’(%)$ @，+%%$，*+$（+）：+%,
［,+］! M31#’?/ I 4，4’,%?$/3 Y F8 K "#$%&’(%)$ @，+%%$，*+%：

,$(
［,#］! M+1’$ 9，P%?-(’+- L K，@?.&’- W，B3?3 N Q，W’$.13D L

F，F’+-O+113 G Q，F?//311 F K，M3:13$ K "8 K "#$%&’(%)$
;，+%%+，-$*（, 5 +）：,"(

［,.］! 41%D. 4 4，9+11+,#+* 9 H，9’** L K8 K "#$%&’(%)$ ;，

+%%#，, %%-：++#
［,$］! I?- W X，6? W R，Y? W <，4+ R Y8 ;-’1D(+,’1 "#3&+/($D8

+-. =.8 @3+Z+-)：I,+3-,3 G$3//（ 孙毓庆，胡育筑，吴玉田，

李章万 8 分析化学 8 + 版 8 北京：科学出版社），+%%"：..$
［,"］! MZ3$.3 Q <，6’30313 F 9，<%)’&+ Q Y8 NI G’(3-( B%8

$((+**-，,--*
［,(］! I-D.3$ 4 F，I(’.’1+?/ 9 ;，X?’$$D 9 ;8 ;-’1 "#3&，

,-*#，$$（*）：, .,+;

·-,*·


