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牛血清白蛋白键合的液相手性整体柱制备

及其蛋白柱载量的研究
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摘　要　蛋白质柱载量的测定对优化蛋白质类手性整体柱的制备条件具有重要意义。采用热引发原位聚合方法制备了聚
甲基丙烯酸缩水甘油酯（ＧＭＡ）乙二醇二甲基丙烯酸酯（ＥＤＭＡ）液相整体柱，而后采用环氧法直接键合手性选择剂牛血清
白蛋白（ＢＳＡ），制得高效液相手性整体柱，并且建立考马斯亮蓝（ＣＢＢ）法测定手性整体柱上的蛋白柱载量。结果显示，ＢＳＡ
最大的柱载量为１１９０ｍｇ／ｇ，此时致孔剂组成为环己醇十二烷醇（６５∶３５）。将制备的高效液相手性整体柱用于色氨酸和
华法林的拆分，色氨酸的两个对映异构体达到基线分离。高效液相手性整体柱的蛋白柱载量与手性拆分的效果呈现正

相关。
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　　牛血清白蛋白（ｂｏｖｉｎｅｓｅｒｕｍａｌｂｕｍｉｎ，ＢＳＡ）类
手性选择剂适合分离氨基酸及其衍生物、香豆素类

等光学异构体［１－５］。蛋白质作为流动相添加剂进

行手性拆分存在使用成本高、背景吸收强大等缺

点。因此，将其作为固定相的应用得到迅速发展。

将蛋白质固定在聚甲基丙烯酸缩水甘油酯

（ｇｌｙｃｉｄｙｌｍｅｔｈａｃｒｙｌａｔｅ，ＧＭＡ）乙二醇二甲基丙烯酸
酯（ｅｔｈｙｌｅｎｅｇｌｙｃｏｌｄｉｍｅｔｈａｃｒｙｌａｔｅ，ＥＤＭＡ）整体柱上
用于手性拆分，延长了蛋白质作为手性选择剂的使

用寿命，并去除了背景干扰［６－８］。

作为手性选择剂，蛋白质的量与手性拆分的效

果密切相关。Ｈｏｎｇ等［９－１０］制备了蛋白键合的硅胶

毛细管整体柱，并考察了不同蛋白质浓度对手性拆

分的影响。Ｆａｙｅ等［１１］将抗体固载在整体柱上，采

用氨基酸比色定量法（ａｍｉｎｏｄｅｎｓｉｔｙｅｓｔｉｍａｔｉｏｎｂｙ
ｃｏｌｏｒｉｍｅｔｒｉｃａｓｓａｙ，ＡＤＥＣＡ）法和 ＢＣＡ（ｂｉｃｉｎｃｈｏｎｉｎｉｃ
ａｃｉｄ）法测量键合的抗体质量。还有研究人员采用
ＢＣＡ法和前沿分析法测量整体柱蛋白柱载量，步
骤复杂且会破坏柱床结构［３，１２－１３］。

本研究制备了聚 ＧＭＡＥＤＭＡ液相整体柱，进
一步采用环氧法键合 ＢＳＡ制备了液相手性整体
柱。此外，本研究建立了采用考马斯亮蓝测定整体

柱的蛋白柱载量的方法。该方法具有灵敏高效、可

操作性强的特点［１４－１６］。本研究测定了不同致孔剂

比例下制备的手性整体柱的蛋白柱载量，将制备的

手性柱用于色氨酸等化合物的手性拆分，比较了不

同蛋白柱载量手性柱的拆分效果。

!

　材　料

１１　试　剂
聚甲基丙烯酸缩水甘油酯（ＧＭＡ）、乙二醇二

甲基丙烯酸酯（ＥＤＭＡ）、偶氮二异丁腈（ａｚｏｂｉ
ｓｉｓｏｂｕｔｙｒｏｎｉｔｒｉｌｅ，ＡＩＢＮ）、正己醇、十二烷醇、色氨
酸、华法林［阿拉丁试剂（上海）有限公司］；牛血清

白蛋白（ＢＳＡ，美国Ｓｉｇｍａ公司）；考马斯亮蓝 Ｇ２５０
（国药集团化学试剂有限公司）；磷酸盐等其他试

剂均为市售分析纯；实验用水为纯净水。上述试剂

在使用前用０４５μｍ有机微孔滤膜过滤；ＧＭＡ和
ＥＤＭＡ使用前用０１ｍｏｌ／ＬＮａＯＨ溶液处理以除去
阻聚剂。

１２　仪　器
１２６０高效液相色谱仪（美国 Ａｇｉｌｅｎｔ公司）；

１８００紫外分光光度计（日本 Ｓｈｉｍａｄｚｕ公司）；Ｓ
３４００ＮⅡ扫描电子显微镜（日本 Ｈｉｔａｃｈｉ公司）；
ＰＢ１０ｐＨ计、ＢＴ２５Ｓ电子分析天平（德国Ｓａｒｔｏｒｉｕｓ
公司）。

$

　方　法

２１　聚ＧＭＡＥＤＭＡ高效液相整体柱的制备
高效液相整体柱反应液由活性单体 ＧＭＡ，交

联剂ＥＤＭＡ，致孔剂体系环己醇、十二烷醇和引发
剂ＡＩＢＮ组成。精密称取ＡＩＢＮ０００８ｇ，溶于ＧＭＡ
０４８ｍＬ、ＥＤＭＡ０１６ｍＬ、环己醇０７８ｍＬ、十二烷
醇０４２ｍＬ均匀混合液中。振荡５ｍｉｎ使其完全
溶解。通氮气除氧 １５ｍｉｎ，过滤，灌注于钢管柱
（５０ｍｍ×４６ｍｍ）内。两端封口。水浴８０℃反
应２４ｈ。依次用乙腈、水冲洗至整体柱内的致孔
剂、未反应的单体和其他杂质去除完全，保存备用。

２２　ＢＳＡ键合的高效液相手性整体柱的制备
手性柱用 ｐＨ８０的 １ｍｏｌ／Ｌ磷酸盐缓冲液

（ＰＢＳ）平衡３０ｍｉｎ。称取 ＢＳＡ适量，溶于１ｍｏｌ／Ｌ
ＰＢＳ（ｐＨ８０）中，配制成约 ６ｍｇ／ｍＬＢＳＡ溶液。
精密量取该溶液２５ｍＬ，室温下以０３３ｍＬ／ｍｉｎ的
流速循环过柱２ｄ。用１００ｍｍｏｌ／ＬＰＢＳ（ｐＨ８０）
以０５ｍＬ／ｍｉｎ的流速冲洗不稳定吸附蛋白２ｈ。
用色谱条件下的流动相６７ｍｍｏｌ／ＬＰＢＳ（ｐＨ７４）
平衡４ｈ。
２３　高效液相手性整体柱蛋白质柱载量的测定

溶液ａ：蛋白键合反应前约６ｍｇ／ｍＬＢＳＡ溶液
用水稀释备用（稀释后基底溶液 ＰＢＳ的浓度为
００１ｍｏｌ／Ｌ）；溶液ｂ：收集蛋白键合反应后整体柱
流出的ＢＳＡ溶液用水稀释备用（稀释后基底溶液
ＰＢＳ的浓度约为００１ｍｏｌ／Ｌ）；溶液 ｃ：收集冲洗不
稳定吸附蛋白的流出液用水稀释备用（稀释后基

底溶液ＰＢＳ的浓度约为００３３ｍｏｌ／Ｌ）。
采用考马斯亮蓝法分别测定３种溶液中的蛋

白质含量。取上述溶液 １ｍＬ加入考马斯亮蓝
Ｇ２５０溶液５ｍＬ，涡旋３０ｓ，静置８ｍｉｎ后在５９５ｎｍ
处测吸收度。

手性整体柱蛋白柱载量 ＝（Ａ－Ｂ－Ｃ）／整体
柱柱床质量。其中，Ａ、Ｂ、Ｃ分别为溶液 ａ，ｂ，ｃ中
蛋白质含量。

２４　高效液相手性整体柱在手性拆分中的应用
高效液相手性整体柱在分离样品前，用色谱条
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件下的流动相平衡至基线平稳。流动相为

６７ｍｍｏｌ／ＬＰＢＳ。色氨酸和华法林的检测波长分别
为２８０和３０８ｎｍ。

%

　结果与讨论

３１　聚 ＧＭＡＥＤＭＡ高效液相整体柱的制备条件
优化及性能考察

３１１　聚合反应中交联剂比例及温度的影响　交
联剂的用量直接影响了整体柱的孔度、孔容及平均

孔径，最直接的反映即是对柱压的影响。分别制备

了交联剂 ＥＤＭＡ用量范围在 １０％ ～９０％的整体
柱，在以水为流动相，流速为１ｍＬ／ｍｉｎ条件下测其
柱压。结果表明，柱压随着 ＥＤＭＡ用量的增大而
增大。当 ＥＤＭＡ用量低于３０％时，柱压不再有明
显变化，稳定在 ３０ｂａｒ（１ｂａｒ＝１×１０５Ｐａ）左右。
但当ＥＤＭＡ用量低于２０％时，柱床开始出现不同
程度的收缩，柱床的机械强度下降。当 ＥＤＭＡ用
量高于５０％时，柱压有明显的升高。当 ＥＤＭＡ用
量达到９０％时，柱压升高至８４ｂａｒ。这可能是因为
增加了交联剂的比例，聚合物交联程度加剧，整体

柱骨架的孔减小，相应整体柱的柱压增大［１７］。若

交联度过低，不能保证柱床的机械刚性，而过高的

交联度则降低了单体的含量，从而使骨架上的活性

基团降低，不能保证配基密度。因此，综合考虑渗

透性、机械强度及活性基团的含量，初步选择

ＥＤＭＡ比例为２５％作为实验条件。
聚合反应的温度主要影响引发剂 ＡＩＢＮ的活

性，进而对柱床结构有一定影响。ＡＩＢＮ的使用温
度范围为 ４５～８０℃。分别考察了 ６０℃、７０℃、
８０℃的聚合条件。结果显示，当温度为７０℃时，
整体柱的柱床质地较软，机械强度较差。８０℃下
制备的整体柱柱床机械强度良好，因此选择８０℃
作为反应条件。

３１２　整体柱内的微观结构　用扫描电子显微镜
观察柱内部形貌，其微观结构信息如图１所示。可
以看出整体柱结构均匀，既有簇与簇之间的贯通孔

（大孔），又有颗粒与颗粒及颗粒与簇之间的微孔、

中孔，既保证了柱床良好的通透性，又可以使溶质

与固定相充分地相互作用。

３１３　整体柱的耐压性与渗透性考察　分别以水
与甲醇为流动相来考察整体柱的耐压性与渗透性。

柱压与流动相流速的关系如图２所示。结果表明，

柱压与流速的线性关系良好（ｒ＞０９９９），当流动相
流速达到４ｍＬ／ｍｉｎ时，柱压仅为１００ｂａｒ左右。实
验操作中的压力在整体柱的耐受范围内，整体柱耐

压性与渗透性良好。

Ｆｉｇｕｒｅ１　Ｓｃａｎｎｉｎｇｅｌｅｃｔｒｏｎｍｉｃｒｏｇｒａｐｈｏｆｔｈｅｍｏｎｏｌｉｔｈｉｃｃｏｌｕｍｎ

—■—Ｗａｔｅｒ；—▲—Ｍｅｔｈａｎｏｌ
Ｆｉｇｕｒｅ２　Ｌｉｎｅａｒｄｅｐｅｎｄｅｎｃｙｏｆｔｈｅｐｒｅｓｓｕｒｅｏｆｍｏｎｏｌｉｔｈｉｃｃｏｌｕｍｎｏｎ
ｔｈｅｌｉｎｅａｒｖｅｌｏｃｉｔｙｏｆｅｌｕｅｎｔ

３２　高效液相手性整体柱蛋白柱载量测定方法的
建立

考马斯亮蓝测定蛋白含量的方法属于染料结

合法。考马斯亮蓝 Ｇ２５０在游离状态下呈现红棕
色，与蛋白结合后产生蓝色的络合物，该络合物在

最大吸收波长下吸收度与蛋白质含量成正比。该

法操作简单、灵敏度高、干扰物质少，因此，选择该

法测量蛋白柱载量。

３２１　影响因素考察
基底溶液的 ｐＨ　分别考察了基底溶液为

ｐＨ６０，７０，８０，９０的磷酸盐缓冲液，ＢＳＡ含量
为２０～１００μｇ时，吸收度的变化。结果表明，当
基底溶液的 ｐＨ在一个较小范围内变动（如 ｐＨ
６０～９０）时，相同 ＢＳＡ浓度的溶液的测定结果
基本相同，误差范围 ±５％，满足测量蛋白柱载量
的实验要求。可能由于考马斯亮蓝 Ｇ２５０溶液本
身为强酸性，基底溶液 ｐＨ的微小变动，对整个反
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应体系（考马斯亮蓝 Ｇ２５０与 ＢＳＡ溶液的混合溶
液）的 ｐＨ影响较小，因此对吸收度几乎没有
影响。

基底溶液的离子强度　分别考察了基底溶液
为水、００１ｍｏｌ／ＬＰＢＳ、００５ｍｏｌ／ＬＰＢＳ、０１ｍｏｌ／Ｌ
ＰＢＳ，ＢＳＡ含量为２０～１００μｇ时，吸收度的变化。
结果表明，当基底溶液为水、００１ｍｏｌ／ＬＰＢＳ、
００５ｍｏｌ／ＬＰＢＳ时，相同 ＢＳＡ浓度的溶液的吸收
度基本相同，误差范围 ±５％。而当基底溶液为
０１ｍｏｌ／ＬＰＢＳ时，吸收度明显增高。测量蛋白柱
载量时，基底溶液浓度均在００１～００５ｍｏｌ／Ｌ范
围内，满足实验要求。

反应时间　考马斯亮蓝 Ｇ２５０与 ＢＳＡ形成的
络合物的稳定性是影响准确性的一个重要因素。

分别在反应２，４，６，８，１０，２０，４０，６０，９０，１２０ｍｉｎ后
测定考马斯亮蓝 Ｇ２５０ＢＳＡ络合物的吸收度。结
果显示，考马斯亮蓝 Ｇ２５０与 ＢＳＡ反应迅速，２～
４ｍｉｎ内即可完成，这个阶段内５９５ｎｍ处的吸收度
上升。６ｍｉｎ以后，吸收度基本保持稳定，反应已
经完全进行。６０ｍｉｎ以后，吸收度下降，１２０ｍｉｎ
后，吸收度几乎已经下降一半。说明６０ｍｉｎ后考
马斯亮蓝 Ｇ２５０ＢＳＡ络合物不稳定。综合考虑实
验时间及结果的准确性，选择 ８ｍｉｎ作为反应
时间。

３２２　方法学考察
对建立的考马斯亮蓝测蛋白柱载量的方法进

行方法学验证，基底溶液分别为００１０ｍｏｌ／ＬＰＢＳ
及００３３ｍｏｌ／ＬＰＢＳ。

线性范围　ＢＳＡ含量在２０～１４０μｇ范围内
线性关系良好。基底溶液为 ００１０ｍｏｌ／ＬＰＢＳ、
００３３ｍｏｌ／ＬＰＢＳ：线性方程分别为Ｙ＝０００５１Ｘ＋
００００３，Ｙ＝０００４８Ｘ＋００００９；相关系数分别为
０９９９６和０９９９３。

精密度　基底溶液分别为 ００１０ｍｏｌ／ＬＰＢＳ
及００３３ｍｏｌ／ＬＰＢＳ，ＢＳＡ溶液连续测量６次，吸收
度的ＲＳＤ分别为０２７％和０３２％。

准确度　基底溶液分别为 ００１０ｍｏｌ／ＬＰＢＳ
及００３３ｍｏｌ／ＬＰＢＳ，流经整体柱后，加入不同浓
度水平的 ＢＳＡ，计算回收率。回收率分别为
（１００１±１７）％和（９９５０±１９）％。

溶液稳定性　基底溶液分别为 ００１０ｍｏｌ／Ｌ
ＰＢＳ及００３３ｍｏｌ／ＬＰＢＳ，ＢＳＡ溶液放置０，２，４，６，

８，１２ｄ后测定其 ＢＳＡ含量，ＲＳＤ分别为 ０７９％
和１２％。
３３　高效液相手性整体柱蛋白柱载量的测定

在聚ＧＭＡＥＤＭＡ整体柱制备过程中，致孔剂
的比例不仅影响孔径的大小，而且与整体柱键合蛋

白的量也有紧密关系。这是由于蛋白质是具有一

定空间结构的生物大分子，其三维空间结构与手性

拆分能力相关。蛋白质与整体柱键合，不仅需要柱

床表面的活性基团，也需要整体柱提供合适的孔径

大小。图３显示了采用上述建立的考马斯亮蓝法
测量的不同致孔剂比例条件下制备的高效液相手

性柱的蛋白柱载量。结果表明，当环己醇十二烷
醇体积为比 ６５∶３５时，ＢＳＡ柱载量达到最大值
１１９０ｍｇ／ｇ。

以色氨酸和华法林为目标化合物，采用在最优

条件下制备的手性整体柱拆分，分别研究了流动相

ｐＨ、有机添加剂对手性拆分的影响。

Ｆｉｇｕｒｅ３　Ｅｆｆｅｃｔｏｆｖａｒｙｉｎｇｔｈｅｐｏｒｏｇｅｎｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎｏｎｔｈｅａｍｏｕｎｔｏｆ
ｂｏｖｉｎｅｓｅｒｕｍａｌｂｕｍｉｎａｔｔａｃｈｅｄｔｏｍｏｎｏｌｉｔｈｉｃｃｏｌｕｍｎ（珋ｘ±ｓ，ｎ＝６）

３４　高效液相手性整体柱的应用
３４１　流动相ｐＨ对手性拆分的影响　由于 ＢＳＡ
的等电点为４８，主要研究高效液相手性整体柱在
流动相ｐＨ范围为６～９时对色氨酸对映体的分离
情况。当流动相的ｐＨ小于７４时，色氨酸没有拆
分迹象。当流动相的 ｐＨ等于 ７４时，分离度为
０６２。如图 ４所示，当流动相的 ｐＨ从 ７４升高
到８６时，色氨酸的分离度增加。当流动相的ｐＨ
达到８２时，色氨酸即达到基线分离。随着流动
相 ｐＨ的改变，色氨酸的分离度变化明显。ｐＨ主
要影响溶质与固定相之间的静电作用，说明色氨

酸与 ＢＳＡ之间的静电作用是影响其分离的关键
因素。
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Ｆｉｇｕｒｅ４　Ｅｎａｎｔｉｏｓｅｐａｒａｔｉｏｎｏｆｔｒｙｐｔｏｐｈａｎｉｎ６７ｍｍｏｌ／ＬＰＢＳｗｉｔｈｄｉｆ
ｆｅｒｅｎｔｐＨ
Ａ：ｐＨ７４；Ｂ：ｐＨ７８；Ｃ：ｐＨ８２；Ｄ：ｐＨ８６

当流动相６７ｍｍｏｌ／ＬＰＢＳ的ｐＨ从６６变化到
８６时，华法林的分离度并没有明显的改善。说明
流动相的 ｐＨ不是影响华法林手性拆分的主要
因素。

３４２　有机添加剂对手性拆分的影响　流动相中
的有机添加剂会与溶质竞争蛋白固定相位点，从而

影响溶质在色谱柱上的保留行为，达到抑制峰拖

尾、有效改善峰型、增加分离度的作用。常用的有

机添加剂有甲醇、乙腈、异丙醇等。

随着流动相６７ｍｍｏｌ／ＬＰＢＳ（ｐＨ８６）中有机
添加剂异丙醇比例（０％ ～１％）的变化，色氨酸的
分离度略为下降。在流动相中添加甲醇、乙腈后，

色氨酸的分离度并没有明显变化。因此，有机添加

剂对色氨酸的手性拆分影响较小。

图５显示了不同有机添加剂对华法林手性拆分
的影响。结果显示，在不添加有机添加剂的流动相

中，华法林的分离度为０６４。流动相中添加０５％
异丙醇后，分离度增加到 ０７９。流动相中添加
０５％甲醇和０５％乙腈后，分离度分别为０５９和
０６１。流动相中添加３种有机添加剂均使华法林保
留时间缩短，其中添加异丙醇的保留时间最短。

３５　高效液相手性整体柱蛋白柱载量与手性拆分
的相关性

当环己醇与十二烷醇的体积比为６５∶３５时，制
备的整体柱上 ＢＳＡ的柱载量达到最大值 １１９０

Ｆｉｇｕｒｅ５　Ｅｆｆｅｃｔｏｆｏｒｇａｎｉｃａｄｄｉｔｉｖｅｉｎｍｏｂｉｌｅｐｈａｓｅｏｎｔｈｅｒｅｓｏｌｕｔｉｏｎ
ｏｆｗａｒｆａｒｉｎ

ｍｇ／ｇ。此柱用于拆分色氨酸和华法林，分离度最
高达到１７７和０７９。当环己醇与十二烷醇的体
积比为７０∶３０时，ＢＳＡ的柱载量为１０７３ｍｇ／ｇ。该
柱在同样条件下拆分色氨酸和华法林，分离度分别

为０６４和０３７，明显低于ＢＳＡ柱载量最高的手性
柱。其他致孔剂比例下制备的整体柱，ＢＳＡ柱载
量均低于１００ｍｇ／ｇ，对色氨酸和华法林没有明显
的拆分效果。因此，手性整体柱的拆分效果与蛋白

柱载量呈正相关。

采用本研究中制备的ＢＳＡ柱载量最大的手性
整体柱拆分华法林，分离度为０７９，未达到基线分
离，原因可能是该手性整体柱上键合的 ＢＳＡ的量
仍不够。这也为后续的研究提供了思路和方向，即

通过进一步优化手性整体柱的制备条件，提高手性

整体柱的蛋白柱载量来改善拆分效果，进而实现多

种手性药物的分离。

&

　结　论

本研究建立了一种新的蛋白类手性整体柱表

征的方法，即利用考马斯亮蓝测定手性整体柱蛋白

柱载量。该方法准确、可操作性强，为优化手性整

体柱的制备过程提供了新方向。实验中制备了蛋

白质键合的高效液相手性整体柱，探讨了多种因素

对色谱柱性能的影响。制备的手性整体柱内部结

构均匀，渗透性、机械强度良好，在等度洗脱条件下

进行手性化合物的分离研究，两种手性化合物（色

氨酸和华法林）在 ２０ｍｉｎ内均可实现良好分离。
实验结果证明手性柱的蛋白柱载量与手性拆分的

效果呈正相关性。本研究为蛋白类高效液相手性

整体柱的应用研究提供了新的思路和方法。
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