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高效液相色谱 ( HPLC)分离和检测蛋白质
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摘要 : 对近年来利用高效液相色谱 ( HPLC)分离检测蛋白质的研究作了综述。比较详细地介绍了用于蛋白质分析的各种 HPLC 模

式、检测器、以及联用技术的发展情况 ,肯定了高效液相色谱在蛋白质分离检测中的重要作用。
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Abstract : The review summarized the studies of protein separation and detection by high performance liquid chromato2
graphy ( HPLC) . Various models , detectors and the developments of combined techniques of the HPLC in protein analysis

were introduced relatively in detail , and the importance of high performance liquid chromatography in protein separation

and detection was confirmed.

Key words : high performance liquid chromatography ; protein ; separation model ; detector ; combined technique

蛋白质是生命有机体的主要成分 ,在生命体生长发育的各个阶段都起着重要作用。所以分离和检测蛋白质一直是人们

研究的热点。根据 Regnier 的说法[ 1 ] :蛋白质是半僵硬的 ,大小、形状和表面都不均一 ,是各有特征的分子。这样就给分离和

检测蛋白质赋予了不同的特点。目前 ,HPLC技术广泛地应用于蛋白质的分离和检测。这是由于高效液相色谱法具有许多优

点 : ①与结晶、过滤等传统分离方法比较 ,它可以提供更佳的分离效果 ,并且一次可以得到 2 个以上的高纯度组分 ; ②分析速度

快 ,一般可以在 30 min 内完成 ; ③样品回收简单 ,检出范围达 ng 或 pg 级 ; ④方法灵活机动 ,一台高效液相色谱仪只需更换不

同的色谱柱和检测器 ,便可适用于不同的分离要求。近来 ,随着色谱泵的改进 (可产生 105 MPa 的压力) 出现了特高效液相色

谱 (VHPLC) ,使蛋白质的分离更快速高效 [ 2 ] 。目前 ,HPLC技术日趋成熟 ,它已成为分离和检测蛋白质的重要工具。

1 　分离蛋白质的 HPLC 模式

蛋白质在物理、化学及功能等特征上的差异为蛋白质的分离检测提供了基础。根据蛋白质的大小、形状、电荷、疏水性、

功能等特性以及蛋白质的来源、实验要求等可以选择不同的模式来分离目标蛋白质 [ 3 ] 。

1. 1 　反相高效液相色谱 (Reverse - Phase High - performance Liquid Chromatography , RP - HPLC)

在 HPLC 各种模式中 ,RP - HPLC应用最为广泛。其固定相是非极性的 ,而流动相是比固定相极性更强的溶剂系统。蛋

白质分子疏水性的不同使其在两相中的分配不同而得到分离。近 10 几年来 ,RP - HPLC 以其高分辨力、快速、重复性好等优

点广泛应用于蛋白质的分离分析。

有利于蛋白质分离的条件于 1970 年首次提出 ,即低 p H 值流动相、室温或较高的温度及使用乙腈或异丙醇作为有机部

分。三氟乙酸 ( TFA)作为离子对试剂 ,是反相色谱中最常用的添加剂。蛋白质的保留性质和选择性还与键合固定相的性质有

关 ,实验证明 ,大孔硅胶 (20～30 nm)短链烷基 (C4 和 C8)键合固定相适合蛋白质的分离 [ 4 ] ;另外 ,无孔径载体柱对分子量相差

较大和疏水性很强的蛋白质混合物的分离效果很好。从分子量 6 000 的胰岛素到分子量 66 000 的牛血清白蛋白在无孔径载
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体柱上均能得到良好的分离 ,并且分离速度很快 (一般 2～5 min) ,较高的柱温还能改善蛋白质混合物的分离 [ 5 ] ;Daniel B. Wall

等利用 C18非多孔硅粒载体柱实现了细胞溶菌物中蛋白质的快速分离 [ 6 ] 。并且 ,利用这种方法 ,在 15 min 内大肠杆菌的整个

细胞溶菌物水溶液中的蛋白就可以得到很好的分离。

1. 2 　高效离子交换色谱 ( High - performance Ion Exchange Chromatography , HPIEC)

HPIEC是根据蛋白质分子在一定的 p H 和离子强度条件下所带电荷的差异进行分离的方法。这种技术已经成功地用于

分离蛋白质 ,并且 ,当选择的流动相的 p H 值合适时能维持蛋白质的生物活性。由于 HPIEC 是一吸附性的梯度洗脱过程 ,所

以具有很好的负载力。近几年来 HPIEC 也成为分离检测蛋白质的重要方法。并且 ,人们的研究证明 HPIEC 与 RP - HPLC

都是分离膜蛋白的首选方法。

在离子交换色谱填料研究方面 ,聚合物离子交换剂颇受重视。因为这种固定相具有稳定性好、离子交换容量大、对蛋白

质的分离有选择性等特点 [ 7 ] 。

1. 3 　高效凝胶过滤色谱 ( High - performance Gel Filtration Chromatography)

凝胶过滤色谱也称体积排阻色谱 (Size exclusion chromatography ,SEC) ,是根据分子相对大小进行分离的一种色谱技术。

相对于吸附性液相色谱技术而言 ,SEC 的分辨力和样品负载力都很低。SEC 又是一种温和的技术 ,可用来平衡柱及分离样品

的缓冲液范围较广。所以近年来关于利用 SEC 分离蛋白质的报道也不少。例如 ,Bunger H 等成功的分离出疏水性肺的表面

活性剂蛋白 SP - B、SP - C[ 8 ] ;另外 SEC 特别适合对蛋白质分子量的研究 ,利用 SEC 能够快速分离出人血清白蛋白 HAS 的降

解产物 ,结合特定的检测器即可测定其单体和二聚体的分子量 [ 9 ] 。

1. 4 　高效亲和色谱 ( High - performance Affinity Chromatography ,HPAFC)

蛋白质在行使功能时必须和底物、受体或抑制剂等分子进行生物专一性结合 ,这种高度专一性结合特性可用于亲和色谱

分离。HPAFC是蛋白质检测中最专一的分离技术 ,可以从复杂的混合物中直接分离到目标蛋白质 ,特别适合疫苗、糖蛋白和

抗体等的分离纯化。周冬梅等研究了蛋白 A 高效亲和色谱对水溶液及人血浆中免疫球蛋白 G( HIgG)的特异性吸附和定量测

定 ,方法具有较高的精确度和重复性 [ 10 ] 。通过 HPAFC 可以分离纯化酶、抗体、抗原、结合蛋白、受体蛋白、辅助蛋白等 ,也可

以分离变性蛋白、化学改性蛋白等 ,可见 HPAFC在蛋白质化学中起着重要作用。

1. 5 　其它液相色谱模式

高效疏水色谱 ( HIC)是用来分离构象不稳定蛋白质的技术之一 ,其分离机制类似于反相液相色谱 ,只是用水性缓冲液代

替了有机溶剂 ;以键合氟化物作固定相 ,用 SDS或 CTAB 作流动相的胶束高效液相色谱中 ,胶束提供了一个溶质溶解的非均

相环境 ,可用于蛋白质的分离 [ 11 ] ;近年来 ,人们将非线性色谱理论应用于蛋白质分离中 [ 8 ] ,更加完善了高效液相色谱技术。在

实际应用中 ,特别是复杂样品 ,通常采用几种分离模式结合使用才能获得理想的目标产物 [ 12 ] 。

2 　用于蛋白质分离检测的 HPLC 检测器 ( HPLCD)

在 HPLC 分析蛋白质中 ,HPLCD 的优劣对于检测效果有着至关重要的作用。近年来 ,HPLCD 技术发展很快 ,其检测蛋白

质的灵敏度以及其它性能都得到了很大的提高 [ 3 ] 。

2. 1 　紫外吸收检测器 (UV Absorption Detection)

UV 检测器是目前应用最广泛的检测器 ,它灵敏度高 ,线性范围宽 ,可用于梯度洗脱。近年来较大的改进包括 [ 13 ] : ①采用

高效的光学系统 ,噪声水平降低 ; ②测定波长变宽 ,可达 190～900 nm ; ③用时间程序切换波长 ,通过基线调整功能消除基线漂

移 ; ④极宽的线性范围 (2. 5 AU)及测量范围 (0. 000 1～4 AU FS) ; ⑤漂移低 (小于 1 ×10 - 4 AU) ; ⑥波长的准确度以及重复性

好。HPLC 结合 UV 检测器检测蛋白质的研究很多 ,主要是应用了其灵敏度高、重复性好等优点。Vickers ER 等建立了利用

UV 检测器检测唾液中舒缓激肽的新方法 ,此方法操作简单 ,重复性好 [ 14 ] ; Song H 等将 UV 检测器用于凝血酶抑制剂的检

测[ 15 ] 。另外用 HPLC 分离检测鼠血清中 CDRI - 85/ 92 时 ,UV 检测器的应用使检测下限达到 1. 25 ng/ mL。

2. 2 　光电二极管矩阵检测器 ( Photodiode Array Detector ,PDAD)

PDAD 是 20 世纪 80 年代发展起来的一种新型紫外检测器 ,它具有以下优点 [ 13 ] : ①可得到任意波长的色谱图 ; ②可以在

分离时得到各组分的紫外 - 可见吸收光谱 ; ③色谱峰纯度鉴定、光谱图检索等功能 ,可提供组分的定性信息。PDAD 的应用使

得蛋白质检测的灵敏度提高 ,检测更加方便 ,并且稳定性增强 [ 16 ,17 ] 。

2. 3 　荧光检测器 ( Fluorescence Detector)

荧光检测器是一种专用型检测器 ,具有高的灵敏度和可靠性。一般情况下 ,荧光检测器比紫外吸收检测器的灵敏度要高

出两个数量级 ,对仪器的稳定性依赖较小 ,可作梯度洗脱 ,但是定量分析时线性范围较窄。所以 ,荧光检测器适于蛋白质的痕

量分析 ,尤其在用荧光衍生剂后。有人利用 HPLC 结合荧光检测器分离和检测人血清中含硒蛋白质 ,取得了很好的效果 ,其

中采用 2 ,4 - 二氨基萘 (DAN)作荧光衍生剂 [ 18 ] 。另外 ,激光诱导荧光检测器由于其高的灵敏度 ,在蛋白质的分析中也受到人

们的重视和利用[ 19 ] 。
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2. 4 　电化学检测器 ( Electrochemical Detector ,ECD)

ECD 是一种有效的痕量、超痕量的检测器。目前 ,HPLC - EC检测在蛋白质科学领域中具有独特的优点 : ①选择性高 ; ②

灵敏度高 ,检测限为 ng 或 pg ,线性范围为 4～5 个数量级 ; ③分析快速 ,可用于梯度洗脱。

2. 5 　蒸发散射检测器 ( Evaporative Light Scattering Detector ,EL SD)

EL SD 是质量型、高灵敏度的通用高效液相色谱检测器 ,对未知物可以得到准确的定量 ,灵敏度和稳定性都很好 ,并且适

用于梯度洗脱。由于它的这些优点 ,EL SD 开始广泛用于蛋白质检测中。Bunger H 等建立了分离检测肺部表面活化剂蛋白

(SPs)的新方法 ,即利用 SEC - EL SD 来分析 SP - B 和 SP - C ,效果很好 [ 8 ] 。

2. 6 　多角激光光散射 (Multi - angle Laser - light - scattering ,MALL S)

MALL S主要是与 SEC 联用测量溶液中蛋白质的分子量以及聚集体的大小。灵敏度极高 ,可以检测到是否有聚集体存

在 ,形成了多少聚集体。MALL S 作为 HPLC 的检测器 ,有着广泛的应用。Oliva A 等利用 SEC - MALL S 进行乳球蛋白与

rHGH分子量的研究 [ 20 ] ,以及对 HAS聚集体的研究 [ 9 ] ,实验证明 ,这种技术准确度很高并且检出限很低。

2. 7 　其它检测器

HPLC 分离检测蛋白质的研究中 ,除了上述几种常用的检测器外 ,示差折光检测器 (Differential Refraction Detector) 作为一

种通用型检测器也不时的被人们利用 ,但是它的灵敏度低 [ 21 ] ;另外 ,放射性检测器也有其特殊的应用 ,它可以检测具有放射性

标记的蛋白质[ 22 ] 。其它那些不常用或者性能不好的检测器本文中不再介绍。

3 　蛋白质分离检测的 HPLC 联用技术

为了使蛋白质的检测更加准确方便 ,人们研究了各种 HPLC 联用技术。目前常用的比较成功的联用技术主要有 :高效液

相色谱 —质谱 ( HPLC - MS) 、高效液相色谱 —毛细管电泳 ( HPLC - CE) 、高效液相色谱 —等速电泳 ( HPLC - ITP) 、高效液相色

谱 —电感耦合等离子体原子发射光谱 ( HPLC - ICP - AES) 。

3. 1 　HPLC - MS联用技术

HPLC - MS联用技术是近年来研究的热点 ,通过质谱可以实现对蛋白质的自动分离检测 [ 23 ] 。随着电喷雾 ( ESI) 接口技

术的发展 ,HPLC - ESI - MS联用技术为蛋白质的检测提供了强有力的工具。这种技术耗样量少、精确度高、快速方便 ,并且

可以用于不纯或者复杂混合物的分析。我国研究工作者利用 HPLC - ESI - MS联用技术对溶菌酶和牛血清蛋白分别进行定

性定量分析以及对其混合物进行检测 ,取得了较满意的结果 [ 24 ] 。另外 , HPLC - MS - MS联用因其通用性以及高灵敏度在蛋

白质分析中也有着重要的应用 [ 2 ,25 ] 。还有人运用高效液相色谱和电喷雾四极杆离子阱质谱 ( HPLC - ESI - Q ITMS) 联用技术

分析了两种天然磷酸化蛋白 (牛β- 酪蛋白和牛髓磷脂碱性蛋白) 的磷酸化位点 [ 26 ] 。除了这些 ,国外科学家还利用高效液相

色谱 —基体辅助解吸/ 电离 —分行时间质谱 ( HPLC - MALDI - TOFMS)联用技术来检测细菌蛋白 [ 6 ] 。

3. 2 　HPLC - CE联用技术

HPLC - CE联用技术特别适合细胞或组织中蛋白质的分离 [ 12 ] 。在分离检测复杂蛋白质样品时 , HPCE 可以作为 HPLC

的补充 ,有时利用 HPLC 无法分离的蛋白质在 HPCE上即可得到很好的分离 [ 27 ] 。另外 ,毛细管区带电泳 (CZE) 与 HPLC 联用

也可以很好的分离检测一些蛋白质 [ 28 ] 。

3. 3 　HPLC - ITP联用技术

高效液相色谱和等速电泳都是近年来发展较快的分离分析方法 ,二者联用可以分离分析成分和复杂的蛋白质样品。曾

经有人将 ITP 作为一种预处理技术与 HPLC 联用 ,我国研究工作者建立了新的联用系统 ,成功地研究了含蛋白质和一些金属

离子的复杂样品的分离分析 [ 29 ] 。

3. 4 　HPLC - ICP - AES联用技术

ICP - AES是十分重要的化学形态分析技术 ,HPLC与 ICP - AES的结合使之具有多元素同时检测的特性。国外科学家

利用此联用技术对人类肝部的金属硫蛋白中的金属分布作了准确的定性定量分析 [ 30 ] 。

4 　小结

HPLC 可将不同的蛋白质分离并检测 ,不但有很高的灵敏度且实现了分析自动化 ,对医药、临床病理、预防学等蛋白质化

学领域的研究提供了强有力的手段。同时也看到 ,很难找到一种符合全部要求的理想的检测器以及 HPLC 柱 ,并且联用技术

也待完善。所以利用 HPLC 分离检测蛋白质的研究还将继续 ,以出现更方便快速、灵敏度极高、通用性极好的 HPLC 分析方

法 ,推动蛋白质化学的研究。
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