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蛋白质的反相液相色谱保留方程研究

丁 玲摇 董 军摇 肖远胜摇 张秀莉摇 薛兴亚摇 梁鑫淼*
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摘摇 要摇 要以胰岛素、细胞色素 C、溶菌酶、转铁蛋白和肌红蛋白 5 种标准蛋白为研究对象,将 6 种浓度的标

准蛋白在反相色谱 (Waters Symmetry 300 C4、Waters Symmetry 300 C18、C8 HC) 的保留时间非线性拟合

(CSASS 软件),获得了 5 种蛋白质在 3 种色谱柱的 lnk=a+cCB 方程,15 个方程的回归系数均大于 0.999,证实

方程 lnk=a+cCB 可准确地描述蛋白质在反相色谱的保留规律。 运用该方程可预测蛋白质在其它梯度条件下

的保留时间,预测值和实验值的相对误差均小于 5% 。 该方程还可用于蛋白质混合物的梯度分离的优化,
20 min 内可实现 5 种标准蛋白的基线分离。
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1摇 引摇 言

蛋白质是生物有机体的重要组成部分,它在生命活动的各个环节(如新陈代谢、神经传导、遗传和繁

殖过程)中起着重要作用。 同时,蛋白质在食品、药品、医学诊断和生物催化领域也有广泛应用。 蛋白质

是现代科学研究的热点之一。 大规模高效分离制备蛋白质,对基础研究及工业生产都具有重要意义。
蛋白质的色谱分离方法主要包括离子交换色谱( IEC) [1,2]、体积排阻色谱( SEC) [3,4]、亲和色谱

(AFC) [5,6]、疏水作用色谱(HIC) [7,8]和反相高效液相色谱(RPLC) [9 ~ 12]等。 RPLC 与其它几种分离方法相

比具有很多优势:分离效率高、重现性好、操作简单,使用挥发性流动相,免去了脱盐的繁琐步骤,还可以

与质谱技术联用,因此,RPLC 已成为一种重要的蛋白质分离纯化技术。 然而蛋白质的反相分离经常存

在一些问题。 蛋白质的分子量较大,空间结构复杂,与固定相、流动相及其它溶质之间存在多种相互作

用,易造成谱带扩散、拖尾等问题。 另外,蛋白质与小分子化合物相比有着不同的保留行为。 以往研究

发现,流动相中有机相浓度的微小变化都会对蛋白质的保留产生较大的影响[13],一旦有机相达到一定浓

度,分子会立即洗脱,这个机理也被称为“on鄄off冶机制[14]。 实际分离时,不同蛋白质的特性不同,选择合

适的洗脱条件有一定困难。 因此,研究蛋白质的反相色谱保留规律并用于优化分离条件是非常重要的。
目前,对于色谱保留规律的描述有很多模型,如定量结构保留关系(QSRR) [15]、人工神经元网络

(ANN) [16]、计量置换理论(SDT鄄R) [17]及线性溶剂强度模型(LSS) [18]等。 这些模型可以准确描述给定溶

质的色谱保留行为,但是它们的参数较多且复杂,为了获取参数,需要知道溶质的结构信息或者进行复

杂的实验,所以在实际分离中应用这些模型来优化蛋白质分离条件存在一定的局限性。 邹汉法等[19]等

提出的顶替吸附鄄相互作用模型,既考虑了溶质和溶剂在固定相表面的竞争顶替吸附效应,又充分考虑

到了溶剂和溶质的相互作用,是一个较合理的液相色谱保留过程的物理化学模型。 该模型的表达式参

数少,形式简单,只需进行几次不同的梯度实验即可计算出保留参数值,很适合实际分离过程的梯度条

件优化。 目前,顶替吸附鄄相互作用模型可以很好地描述小分子化合物在反相色谱的保留行为,实现保

留时间的准确预测[19,20],但是用该模型描述蛋白质反相色谱保留行为的研究甚少。
本研究以标准蛋白为研究对象,将 6 种浓度的标准蛋白在反相色谱的保留时间非线性拟合,得到各

蛋白的保留参数值,验证了顶替吸附鄄相互作用模型能够准确的描述大分子蛋白质在反相色谱的保留行

为,实现了任意梯度下保留时间的预测,以达到快速准确地优化蛋白质反相色谱分离条件的目的。
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2摇 实验部分

2. 1摇 材料与试剂

乙腈(色谱纯,Fisher公司) ;实验用水经Milli鄄Q超纯水净化系统过滤,三氟乙酸(Tedia公司) 。蛋

表 1摇 5 种标准蛋白质的信息
Table 1摇 Information of five standard proteins

标准蛋白质
Standard proteins

分子量
Molecular

weight

等电点
pI

总氨基酸个数
Total number of amino
acid residues in protein

细胞色素 C Cytochrome C,Cyt c 11833 9.8 104

胰岛素 Insulin,Ins 5684 5.3 51

溶菌酶 Lysozyme,Lys 16238 11 147

转铁蛋白 Transferrin,Tf 78056 5.5 708

肌红蛋白 Myoglobin,Mb 17800 7.0 154

白质标准品胰岛素( Ins, bovine

pancreas )、 溶 菌 酶 ( Lys,

chicken egg white)、细胞色素

C(Cyt c, bovine heart)、转铁蛋

白(Tf, bovine)、肌红蛋白(Mb,

equine skeletal muscle)均购于

Sigma鄄Aldrich 公司,5 种标准

蛋白的信息见表 1。 所有蛋白

质保存于-20益,色谱分析前,
用 0.1% TFA 溶液配制成每种蛋白浓度为 0.2 g/L 的混合标准溶液。

表 2摇 实验梯度条件
Table 2摇 Linear gradient conditions for calculation and predition

梯度名称
Gradient name

梯度条件
Gradient condition(B% )

Gra1 0 ~ 10 min, 5% ~ 60% B

Gra2 0 ~ 20 min, 5% ~ 60% B

Gra3 0 ~ 30 min, 5% ~ 60% B

Gra4 0 ~ 40 min, 5% ~ 60% B

Gra5 0 ~ 50 min, 5% ~ 60% B

Gra6 0 ~ 15 min, 30% ~ 60% B

Gra7
0 ~ 5 min, 25% ~ 30% B; 5 ~ 10 min,

30% ~ 35% B; 10 ~ 20 min, 35% ~ 60% B

Gra8 0 ~ 15 min, 5% ~ 60% B

Gra9
0 ~ 5 min, 30% B; 5 ~ 15 min, 30% ~ 40% B;

15 ~ 30 min, 40% ~ 60% B

2. 2摇 仪器条件

Waters 高效液相系统(包括 2695 梯度泵、自
动进样器、 柱恒温系统、 2489 紫 外 检 测 器、
Empower 色谱工作站);色谱柱: Symmetry 300

C4(150 mm伊4.6 mm,5 mm,Waters 公司),C8 HC

(150 mm伊4.6 mm, 5 mm,实验室自制),Symme鄄
try 300 C18(150 mm伊4.6 mm,5 mm,Waters 公

司)。 流动相:A 为 0.1% TFA 溶液,B 为 0.1%

TFA鄄乙腈。 用于计算各蛋白质保留参数 a 和 c
的梯度条件和验证预测结果的梯度条件见表 2。
流速为 1 mL/min,进样量为 5 mL,柱温为 30 益,
检测波长为 214 nm。
2. 3摇 死时间和系统延迟时间的测定

死时间用尿嘧啶测定,流动相为 80% 乙腈鄄20% 水,检测波长 260 nm,3 个色谱柱的死时间分别为

Symmetry 300 C4(1. 935 min),C8HC(1. 918 min),Symmetry 300 C18(1. 780 min)。
梯度延迟时间的测定[20]:流动相 A 为纯水,B 为 0. 1%丙酮溶液,色谱柱用细管(1 m伊120 滋m i. d. )

代替,检测波长 265 nm,流速 2 mL / min。 梯度洗脱:0 ~ 20 min, 5% ~ 95% B。 形成的梯度曲线如图 1
所示。 梯度延迟时间( tD): tD = t1 / 2-( t2-t1) / 2。 3 次测定的平均时间为 1. 193 min。

摇 图 1摇 系统梯度延迟时间的测定

Fig. 1摇 Determination of gradient delay of system

2. 4摇 数据计算

根据顶替吸附鄄相互作用模型,在反相色谱中,溶
质的保留因子与有机相浓度之间存在近似关系:

lnk=a+cCB (1)
其中,k 是保留因子(k=( tR-t0) /t0),tR 为溶质保留时

间,t0 为死时间。 a 是溶质与固定相的相互作用能,
溶质同流动相中溶剂的相互作用能和溶质分子体积

相关的常数;c 是溶质与流动相中溶剂的作用能相关

的常数,CB 为流动相的实际浓度。
利用实验室自编软件 CSASS 进行非线性回归,

求得参数 a 和 c 值。 运算方法如下:在液相色谱中,

281摇 摇 分 析 化 学 第 41 卷



溶质的保留值取决于其在色谱柱内的迁移速率,而迁移速率又与流动相的组成密切相关,流动相组成对

溶质的保留有很大影响。 实验中溶质 i 在 t 时刻通过的距离可以用以下方程表示:

兹i = 乙
R

0

dt
t0(1+exp[a+cCB( t-t0·兹i( t)-tD) ]) (2)

当溶质从色谱柱流出时,上式可转化为:

乙
R

0

dt
t0(1+exp[a+cCB( t-t0·兹i( t)-tD) ])= 1 (3)

为了解这个方程,将柱子分成 n 段,采用欧拉算法来计算溶质通过每一段的保留时间,然后根据非

线性最小二乘法完成迭代计算,输出最后的 a 和 c 值。 根据计算的 a 和 c 值,在任意梯度下,溶质 i 的保

留时间可以用式(4)计算:

tR,i =蒡
m

p=1
蒡
n忆-1

j=0

2j
n忆-1

t*R ( ti,j)·
兹P
i

n忆 (4)

其中,t*R 是虚拟保留时间,它等于在 t 时刻对应浓度下溶质 i 通过全柱的保留时间,即式(5):
t*i ( t)= t0(1+exp[a+cCB]( t-t0·兹i( t)-tD) ]) (5)

其中,m 为总阶数,n 为各阶梯段数,兹p
i 为第 p 阶段组分 i 的相对迁移距离。

根据以上运算思路,每个蛋白质的保留参数 a 和 c 值都可以计算出来,同时根据该参数能够对任意

梯度下的蛋白质保留时间进行预测。

3摇 结果与讨论

3. 1摇 标准蛋白的反相色谱保留参数值

本实验选择 5 种性质不同的标准蛋白作为对象,对其在 Symmetry 300 C4 上的保留参数值进行测

定。 根据方程(1),理论上用两个任意梯度就可以计算出 a 和 c 值,但是为了减小误差,获取更加准确的

表 3摇 5 种标准蛋白在 Symmetry 300 C4 上的

保留参数(a 和 c)值
Table 3摇 Retention parameters (a and c) of five

standard proteins on Symmetry 300 C4 column

蛋白质
Proteins

a c R2

Cyt c 38.92 -126.49 0.99987

Ins 21.02 -68.99 0.99999

Lys 47.2 -138.98 0.99997

Tf 163.62 -466.46 0.99988

Mb 76.64 -188.76 0.99998

保留参数值,进行了 6 次不同的梯度洗脱,其中 Gra 1 ~ Gra 5

的起始、终止有机相浓度相同,但是运行时间不同;Gra6 提高

了起始有机相浓度,以便获得更宽的梯度预测范围。 根据

6 次梯度实验,可以得到每个蛋白在不同梯度下的保留时间,
然后利用实验室自编软件 CSASS 进行非线性拟合, 计算出

5 种标准蛋白在 Symmetry 300 C4 上的保留参数,结果如表 3

所示。 由表 3 可见,对于 5 种标准蛋白,方程(1)的回归系数

均大于 0.999,这说明不同性质的蛋白质在反相色谱的保留

规律都可以用该方程描述。
3. 2摇 流动相中乙腈浓度对蛋白质色谱保留行为的影响

从表 3 可见,大分子蛋白质的 c 的绝对值很大。 而小分子化合物在反相色谱模式下的 c 的绝对值

较小[21 ~ 23]。 为了进一步解释有机相浓度的变化对蛋白质反相色谱保留行为的影响,将求得的 a 和 c 值

带入方程(1)中,lnk 和 tR 分别对 CB 作图,如图 2 所示。
在图 2a 中, a 代表曲线的截距,表示在洗脱剂浓度为 0 时,蛋白质与固定相之间的固有的吸附力,

a 值越大越不易洗脱。 c 代表曲线的斜率,c 的绝对值越大时,相同的 CB 的变化(驻C)引起保留因子的

变化(驻lnk)就越大。 由表 3 可知,蛋白质的 c 值的绝对值较大,这就意味着蛋白质只有一个很窄的有机

溶剂洗脱浓度“窗口冶(驻CB),在这个窗口之外是两种极端情况———保留时间很长或者没有保留。 此结

论在图 2b 中可更加直观地反映出来。 图 2b 是保留时间 tR 对有机相浓度 CB 的指数函数曲线。 以 Cyt c

为例,在 CB =0.27 时, tR 极大,可以视为死吸附; CB =0.3 时, tR 接近死时间。 只有在 0.27 ~ 0.30 这个很

小的区间内,Cyt c 的保留时间适合色谱分离。 以上结论验证了大分子蛋白质保留时间对有机相浓度的

敏感性,同时说明蛋白质不宜用等度条件分离,因为在实际操作中很难找准合适的有机相浓度,即使找

到了这个浓度,实验误差造成的有机相微小变化也会对蛋白质的保留产生很大影响。
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图 2摇 (a) 5 种蛋白质的保留因子随有机相浓度变化曲线 lnk; (b) 保留时间随有机相浓度变化曲线

tR-CB。 CB 为流动相中乙腈的浓度

Fig. 2摇 Plot of (a) retention factors versus solvent content in mobile phase and (b) retention times versus

solvent content in mobile phase for 5 proteins on Symmetry 300 C4 column. CB is the acetonitrile concentra鄄

tion in mobile phase

表 3 还显示了每个蛋白质的 c 值是不同的,所以它们的 lnk 对 CB 曲线就会有交点。 在交点处,两
个蛋白共洗脱,提高或降低有机相浓度都可以使蛋白质分离。 另外,在交点的两侧,两种蛋白质的出峰

顺序也发生了改变。 方程(1)解释了蛋白质在不同梯度下有不同分离选择性的原因,也进一步证明了

该方程可以用于描述大分子蛋白质的反相色谱保留行为。
3. 3摇 蛋白质在不同种类反相固定相上的保留规律

为了验证方程(1)在描述蛋白质反相色谱保留规律方面是否具有普遍适用性,选择了另外两种固

定相 Symmetry 300 C18和 C8 HC,用与 3.1 节相同的流动相梯度,计算两者的 a 和 c 值,结果见表 4。 对这

两个固定相,方程(1)的回归系数都高于 0.999,说明方程能够描述蛋白质在不同类型反相色谱上的保留规

律。 蛋白质在 3 个固定相的保留参数 a 和 c 值不同,体现了不同固定相对蛋白质保留性质的差异性。
表 4摇 5 种蛋白质在 Symmetry 300 C18和 C8 HC 上的保留参数值
Table 4摇 Retention parameters (a, c) of five standard proteins on Symmetry 300 C18 and C8 HC column

蛋白质
Proteins

Symmetry 300 C18

a c R2

C8 HC

a c R2

Cyt鄄c 39.6 -126.46 0.99984 35.41 -119.39 0.99986

Ins 23.53 -74.67 0.99993 22.83 -76.5 0.99993

Lys 53.22 -151.65 0.99991 90.07 -272.24 0.99995

Tf 180.63 -498.62 0.99992 153.31 -446.16 0.9998

Mb 55.78 -131.14 0.99996 188.41 -469.52 0.99997

3. 4摇 蛋白质保留时间的预测和分离条件的优化

梯度条件的选择是蛋白质反相色谱分离的难点,仅凭借经验优化梯度条件费时费力,很难达到理想

效果。 前文已经证明顶替吸附鄄相互作用模型能够准确的描述大分子蛋白质在反相色谱的保留行为,结
合软件 CSASS 的使用,就能实现蛋白质在反相色谱保留时间的预测和分离条件的优化。

采用该模型预测了 5 种标准蛋白在 Gra7, Gra8 和 Gra9 条件下的保留时间,预测结果与实际保留时

间进行了对比,结果见表 5。 对 3 种不同的固定相而言,预测的保留时间和实验测得的保留时间非常接

近,所有预测值的相对误差均小于 5% ,且只有一个为 4.31% ,其余都在 2% 以内。
基于保留时间的准确预测,分离条件的快速优化就不难实现了。 以 Symmetry 300 C4 为例,5 种标

准蛋白在 Gra1 ~ Gra6 条件都不能实现完全分离。 Cyt c 和 Ins, Lys 和 Tf 在这几个梯度下经常出现峰重

叠,但是它们的洗脱顺序在不同梯度下发生变化(图 3a 和图 3b),说明这几种蛋白具有一定的分离选择

性,只是分离条件不合适。 根据已知的 a 和 c 值,可以自行设置任意梯度条件,CSASS 软件会给出 5 种

蛋白在该条件下的模拟色谱图。 图 3c 是在梯度为 29% (0 min) ~ 31% (5 min) ~ 35% (10 min) ~
60% (20 min)时的模拟图,可预见 5 种蛋白在该条件下能够得到完全分离。 为了验证这个优化结果是
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表 5摇 5 种标准蛋白在 Gra7, Gra8 和 Gra9 条件下实验保留时间和预测保留时间
Table 5摇 Experimental and predicted retention times of five standard proteins under Gra7, Gra8 and Gra9 conditions

蛋白质
Proteins

Symmetry C4 鄄Gra7

Exp
(min)

Pre
(min)

Err
(% )

C8 HC鄄Gra8

Exp
(min)

Pre
(min)

Err
(% )

C18 鄄Gra9

Exp
(min)

Pre
(min)

Err
(% )

Cyt鄄c 9.63 9.61 0.24 9.38 9.52 1.46 9.30 9.25 0.57

Ins 8.91 9.02 1.16 9.62 9.69 0.76 7.01 7.31 4.31

Lys 12.68 12.8 0.92 10.37 10.35 0.16 13.59 13.72 0.94

Tf 13.33 13.43 0.73 10.53 10.64 1.01 14.67 14.64 0.19

Mb 15.83 15.84 0.04 12.35 12.37 0.16 20.49 20.52 0.14

Exp: experimental; Pre: Predicted; Err: error.

否准确,用这个预测梯度进行了实验,结果见图 3d。 对比真实保留时间和预测保留时间,每种蛋白的预

测相对误差均小于 2% ,可见本方法可以用于蛋白质的分离条件优化。

图 3摇 5 种标准蛋白在 Symmetry 300 C4 不同梯度下的色谱图

Fig. 3摇 Chromatograms for five standard proteins on Symmetry 300 C4 under different gradient conditions

(a)Gra1; (b) Gra4; (c)优化梯度预测谱图;(d) 优化梯度实际谱图。 1. 细胞色素 C; 2. 胰岛素; 3. 溶菌酶; 4. 转

铁蛋白; 5. 肌红蛋白。
(a) Gra1; (b) Gra4; (c) Predicted result for optimizing gradient; ( d) Experimental result for optimizing gradient. 1.

Cyt鄄C; 2. Ins; 3. Lys; 4. Tf; 5. Mb.

4摇 结摇 论

本研究利用 6 次线性梯度,获取了 5 种标准蛋白的保留参数,验证了基于顶替吸附鄄相互作用模型的

方程 lnk=a+cCB 能够准确描述大分子蛋白质在反相色谱的保留规律。 结合 CSASS 软件的使用,可以对保

留时间进行预测,获得了很好的预测结果。 本方法可以帮助实现蛋白质色谱分离条件的快速准确优化。
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Study on Retention Equation for Protein in Reversed
Phase Liquid Chromatography

DING Ling, DONG Jun, XIAO Yuan鄄Sheng, ZHANG Xiu鄄Li*, XUE Xing鄄Ya, LIANG Xin鄄Miao*

(Dalian Institute of Chemical Physics, Chinese Academy of Sciences, Dalian 116023, China)

Abstract摇 Study on the retention equation for protein in RPLC can contribute to optimizing gradient conditions
for protein separation. In this study, five standard proteins, insulin, cytochrome C, lysozyme, transferrin and
myoglobin were selected, and their retention time on three reversed鄄phase columns (Waters Symmetry 300 C4,
Waters Symmetry 300 C18, C8HC ) under six different linear gradients was obtained. According to nonlinear
curve fit ( CSASS software ), the retention equation for five standard proteins on three columns was
established. The regression coefficients of the 15 equations were all above 0. 999, indicating that the equation
could accurately describe protein retention behavior on RPLC mode. Based on the equation, retention time for
5 standard proteins under other gradient conditions was predicted, and the relative errors for each protein were
below 5% . This retention equation could be used in optimizing gradient conditions for protein separation on
RPLC, leading to rapid baseline separation of five mixed standard proteins within 20 min.
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