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使用单一固定相，通过改变选择性实现合
成肽的多步纯化
J Preston, Guido Krautz, Srinivasa Gandholi 和 Marc Jacob
Phenomenex, Inc., 411 Madrid Ave., Torrance, CA 90501, USA

概述
天然多肽是由氨基酸交联而成的短链聚合物。如今，越来越多的人开
始使用肽来作为治疗药物，大规模生产这些肽的技术已经发展得很成
熟，而目前需要改善的技术，是对这些肽进行纯化以获得所需的目标
成分。粗合成肽混合物包含许多密切相关的成分，实验人员很难仅通
过一个纯化步骤就将所需的成分从其他成分的混合物中分离出来。通
常这些纯化过程需要多个步骤，而色谱法常常会被用于至少一个或多
个步骤当中。肽很适合进行UV检测，这为色谱纯化提供了便捷。

选择性是指色谱法将混合物分离成不同组分的能力。当采用多步骤色
谱法时，一般的入手点是使用两种或两种以上的互补色谱分离模式，
如离子交换、凝胶渗透、亲和或反相分离，利用它们不同的选择性达到
分离目的。改变固定相是获得不同选择性的有效方法，但在大规模的
纯化过程中，这既昂贵又费时。幸运的是，肽本身的性质允许根据pH

值的变化或在分离中使用的有机溶剂来改变选择性。这种更改相对便
宜，并且使用单一色谱柱就可以轻松实现。

氨基酸按其侧链可以分为非极性、疏水性、极性不带电、带正电荷或负
电荷（见表1）等几种。通过了解肽的氨基酸序列，可以预测其电离和
极性性质。色谱应用中有几个重要的关键属性，而其中电离是最重要
的。一些氨基酸同时具有酸性和碱性的可电离侧链，因此洗脱液的pH

值将决定这些侧链是带电的还是中性的。如果固定相是硅胶的，则pH

值也将决定硅胶是中性的还是带负电荷的。肽与固定相相互作用的模
式会根据洗脱液中使用的有机溶剂的类型而改变。这与肽的极性有
关，其形成的主要原因在于未电离的侧链。

在本技术说明中，我们将讨论使用多步色谱过程的肽纯化，在纯化时
我们使用单一固定相来提高柱效并节省时间和成本。用于这项工作的
肽为比伐卢定和特利加压素，如图1所示。

表1 天然氨基酸分类

Have questions or want more details on implementing this method? We would love to help!
Visit www.phenomenex.com/Chat to get in touch with one of our Technical Specialists

在本技术说明中，我们将讨论使用多步色谱的肽纯化过程。在进行纯
化时，我们仅使用单一固定相以提高工作效率并节省时间和成本。

非极性疏水残基 极性不带电残基 带正电的残基（碱性）
丙氨酸 天冬酰胺 精氨酸
异亮氨酸 半胱氨酸 组氨酸
亮氨酸 谷氨酰胺 赖氨酸
蛋氨酸 甘氨酸 带负电荷的残基（酸性）
苯基丙氨酸 丝氨酸 天冬氨酸
脯氨酸 苏氨酸 谷氨基酸
色氨酸 酪氨酸
缬氨酸

图1. 比伐卢定和特利加压素的化学结构

比伐卢定 特利加压素
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如果您对于本方法的执行有任何问题，或想要了解更多信息，我们很乐意为您提供帮助！
请访问 https://www.phenomenex.com.cn/chatcn，联系我们的技术专家。

步骤1条件
色谱柱: Luna® 10 μm-PREP C18(3)

规格: 250 x 4.6 mm
货号: 00G-4616-E0

流动相: A：20 mM 磷酸钾 pH 7.0
B：乙腈

梯度: 时间 (min)  
0
2.5
22.5
30.0        

B (%)
10
10
20
20

流速: 1 mL/min
检测: UV @ 254 nm
温度: 室温
样品: 比伐卢定初始材料
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结果和讨论
例1使用粗样比伐卢定展示了当pH值从一个步骤到另一个步骤发生
的变化，以及洗脱液使用相同的有机成分时，多步骤纯化的效果。比伐
卢定的等电点为3.41，氨基酸中酸性侧链占很大比例（见表2）。当洗脱
液pH为中性时，酸性侧链和硅胶都是带电的。在这一条件下，分析物
和固定相的相互作用会受到这些带电物质的影响。当洗脱液的pH值
较低时，酸性侧链和硅胶都不带电。比伐卢定的疏水和极性不带电侧
链与固定相有明显的相互作用。

例1 比伐卢定 – pH 变化

步骤1：中性 pH 纯化

步骤2：酸性 pH 纯化

汇集的馏分

汇集的馏分

粗样品
70%纯度

步骤1 汇集
90%纯度

应
用
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应
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步骤2条件
流动相: A：0.1 % TFA水溶液

B：乙腈
梯度: 时间 (min)  

0
5
20
25        

B (%)
10
10
20
20

样品: 比伐卢定步骤1产物

步骤2 汇集
98%纯度

表2 比伐卢定和特利加压素中的氨基酸分布

等电点 酸性侧链 碱性侧链 非极性侧链 极性不带电侧链

例 1
比伐卢定 3.41 5 1 7 7

例 2
特利加压素 9.75 0 1 4 7

HPLC 系统: Agilent 1100

分析 QC 条件:

例1: 比伐卢定 – pH变化
色谱柱: Kinetex® 2.6 μm XB-C18 (App ID: 22685)

规格: 50 x 4.6 mm

货号: 00B-4496-E0

流动相: A: 0.1 % TFA 水溶液
B：乙腈

梯度: 时间(min) 
0.0
2.75
22.5
25

B (%)
10
10
20
20

流速: 1.0 mL/min

温度: 室温
检测: UV @ 220 nm

样品: 比伐卢定

例2: 特利加压素 – 有机变化
色谱柱: Kinetex 5 μm C18 (App ID: 22690) (App ID: 22691) (App ID: 

22692)

规格: 50 x 4.6 mm

货号: 00B-4601-E0

流动相: A: 0.1 % TFA 水溶液
B：乙腈

梯度: 时间(min) 
0
3
3.1
5

B (%)
10
40
10
10

流速: 2.0 mL/min

温度: 室温
检测: UV @ 220 nm

样品: 特利加压素

梯度: 时间(min) 
0.0
0.25
1.0
1.75
2.0

B (%)
10
10
30
30
40

流速: 2.0 mL/min

分析方法

应用号：22686和22687 条件如上，除非另有说明：
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如果您对于本方法的执行有任何问题，或想要了解更多信息，我们很乐意为您提供帮助！
请访问 https://www.phenomenex.com.cn/chatcn，联系我们的技术专家。
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dp90 / dp10 <1 .6

例2通过粗样特利加压素展示当洗脱液含有的有机溶剂类型从一个
步骤到另一个步骤发生变化且pH保持不变时，多步骤纯化的效果。特
利加压素的等电点为9.75，主要由非极性和极性不带电侧链组成（见
表2）。当洗脱液的pH值较低时，肽能很好地与不带电的硅和固定相相
互作用。当洗脱液中的强溶剂能像乙醇一样氢键键合，而不与乙腈键
合时，肽的色谱结果有所不同。这很可能是由有大量的不带电极性侧
链而导致的。

例2 特利加压素 – 有机变化

步骤1：0.1%TFA+乙醇

步骤2：0.1%TFA+乙腈
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步骤1条件
色谱柱: Luna® 10 μm-PREP C18(3)

规格: 250 x 4.6 mm
货号: 00G-4616-E0

流动相: A：0.1 % TFA水溶液
B：乙醇

梯度: 时间 (min)  
0
20        

B (%)
10
40

流速: 1.0 mL/min
检测: UV @ 210 nm
温度: 室温
样品: 特利加压素初始材料

步骤2条件
流动相: A：0.1 % TFA 水溶液

B：乙腈
梯度: 时间 (min)  

0
20
21
25        

B (%)
5
20
5
5

样品: 特利加压素步骤1产物

步骤2 汇集
98%纯度

图2. Luna（3）粒径分布曲线

数
量

颗粒直径(μm)

总结
用于大规模纯化的色谱柱是纯化过程总成本的一个重要部分。这一成
本不仅包括色谱柱内的固定相，还需要计入硬件成本以及填装和清空
这些色谱柱所需的时间。从图中可以看出，在只改变流动相的多步纯
化过程中，每一步都使用同一根色谱柱可以节省大量的时间和费用。
本技术说明中介绍的两个例子使用了Luna 10μm PREP C18(3)固定
相。与其它的Luna和Luna(2)填料相比，Luna(3)填料的粒径分布更窄

（见图1），性能更好，背压也更低。这种新的Luna(3) 填料提供了更均
匀、更稳定且可重现的色谱柱床，从而有效延长使用寿命，提高生产效
率。这些例子展示了多步纯化过程中使用单一固定相和色谱柱所能实
现的多样性，以及可以获得更好的通量和整体经济。
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如果您对于本方法的执行有任何问题，或想要了解更多信息，我们很乐意为您提供帮助！
请访问 https://www.phenomenex.com.cn/chatcn，联系我们的技术专家。
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条款和条件
本文档受 Phenomenex 标准条款与条件的约束，具体详情请浏览 www. phenomenex.com.cn/TermsAndConditions。
商标
Luna 和 Kinetex 是 Phenomenex 的注册商标。
对比不代表所有应用。
仅用于研究目的。并非用于临床诊断流程。
© 2021 Phenomenex, Inc. 保留所有权利。
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订购信息
Luna 10 μm-PREP 侦查色谱柱 HPLC 散装填料

Phase 250 x 4.6 mm 250 x 10 mm 1 kg 5 kg 10 kg

C18(3) 00G-4616-E0 00G-4616-N0 04K-4616 04L-4616 04M-4616

C8(3) 00G-4623-E0 00G-4623-N0 04K-4623 04L-4623 04M-4623

如需要未列出的其他散装填料和规格信息，请咨询您的 Phenomenex 技术顾问。


