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高效液相 色 i普 (HL P C) 作为一个

极为重要的分离
、

分析手段是分析化学

学科中最为活跃的领域之一
,

这可以从

近 儿年 召开的匹兹堡会议 的统计资料可

以看 出
: 19 9 0 年共有 13 89 篇文章

,

色

谱占 3 5%
,

其中 4 3 % 为液 相 色谱
,

19 91 年 共有 1 133 篇 义章
,

色谱 占

4 0%
,

其
『
}
,

58 叹
,

为液相 色谱
,

色谱分

析占 )听有各种分析 方法之 首
,

(Jll 液相色

i普又为色潜方法之 首 在 }
卜
}际 }

_ .

单是

以
.

`

H P L C
”

命名的困际学术讨沦会就了f

l
一

) L个
,

从历届匹兹堡会议石
,

液相色

i普专家系统的 =1J 发
’
孙日 }!以 校液相色潜

川 j
一

产
卜化分离的研 允进展迅速

、

已经形

成 r 液相 色 i普研究 的前洽领域之
一 。

计贷机技术的迅速发展和 J
’

`

泛使用

大大促进 J 人工柳能技术在分析实验室

} r勺J伙少市j
,

仪器的「」动化和智能化程度也

大大提高
,

研制具有 人 l
_

智能的新型分

析仪器 已是 分析化学发展的大协听趋
,

随着高效液色谱理 沦的小断成热
`。完

善
,

研制和开 发各种液相色谱专家系统

已成为 近年来液 相 色谱发 展的 大特

点
,

另一 方面
,

山 f
z

卜命科学已成为高

技术工业的组成部分
.

听以随着牛命科

学 的发 展
,

H P L C 用 J
二

分 离
、

分析 和

纯 化 生 物 及 医 药 活 性 物 质 已 成 为

H P L C 领域中 川十究 堆 为活跃 的 前淆课

题
,

现 在 乃 百; 将 来
,

H P L C 将继续 掀

示它在生命科学
`

}
`

的械苦位置
,

}̀ 而将近 !口1
一

来的 一此统川数据术

说明近 几气 H p L C 发展的 这 个 淤 掀

牡
1

点

于夜 {
一

} }色 `爵专家 系竺如均川
`

让 :
戈行叫计

算打L辅助液相色潜方法的 发展的研究衣

! 98 9 年 至 19 90 年期间相继共出版 了 4

本专著
,

国内近期也将出二本专著 国

际色谱杂志在 19 89 年出 版 了一 本专

集
,

题目就叫计算机辅助色谱方法的发

J提
,

这本专集共收集了 4 2 篇文章
,

其

中 13 篇文章是关十计算机辅助液相色

谱的研究
,

占 31 %
,

在此之前 国际液

相色谱杂志 也已 出版 了
一
个专集

,

另外

在 19 9 0 年第二期的国际分析化学趋势

杂志中
,

有 4 篇义章沦述 了液相色谱专

家系统的 设计及 开发应用
,

并明确指出

这 是色 谱乃至分析化学的发展趋势
,

每

勺的匹兹堡会议都有至少二个专题讨论
。!

一

算机辅助色谱分析方法的发展
。

另一方南
,

高效液相色谱用 J
二

生化

的分离分析
, ’

近年来成为 H P L C 研究

「
}
”
最前沿的课题之一

,

在最近几年的匹

兹堡会议 上
,

生物大分 子的高效液相色

谱以及最近 儿年倍受重视的
.

留效毛细电

泳技术也是 J
’

一

大色谱工作者普遍讨沦的

话题
,

旬年的匹兹堡会议至少有二个专

题报告 是 关 J
二

付
一

物医药活性大分 子的

H P L C 分离
、

分析和纯化
,

何年都有
一

次蛋自质
、

)汰等的 H P L C 川际讨论

会
、

至 今已 有 ()l 届
,

在液 相色谱中高

效 毛细 管电泳技术将在 今后的生 化分

离
、

分析中显示出强大的
`
! 命力

,

为了

适应这 力
一

而 } {益增长的需要
,

我国
“ `

!
几

物医药在色潜中的应用 i寸i仑会
” ,

可 几

了! 召开一 次
,

至 兮 已有 届
,

参加 会议

的色语 1 作者不J沦 1卜常活跃
。

这反 映 】
-

} , }内蔑
`

} ; 文 口注卜l; 发展 湘、趋势 fl勺平只极 J响

}
、丫

。

于兑({ }之比夕
、, !

合 { l幼际 I L仗及作者 }
1

} f了r丫l勺

国家 色洁们r尤分书「中吐
、 ,

刘这
`

方 J(ll 胡
-

究 卜的进展情况做一 简要的介绍

液相 色谱 专家系统

在人类色谱专家的水平 上进行色谱

分析方法的发展一 直是广 大色谱工作所

追求的 目标
,

液 相色谱仪器智能化的程

度也取决 卜该仪器是否具有自动的液相

色谱分析方法的设计 和发 展
,

即是否装

配有专家系统
门

这种 专家系统的研究是

把最先进 的硬 件系统 和软件系统 相结

合
,

从而在人类色谱专家水
`

}
几
的 基础 上

完成色谱分析方 法的自动设 计和 发展
。

对于液相色潜分析任务
,

最夏杂的
一
步

就是分析方法的设计和选择
n

句年的囚

际色谱讨论会
,

大部分文章集中在碑相

色谱方法的设计与选择
,

如在 l 9 9() 年

306 个墙报中关十液相 色谱分析 力
一

法发

展的文章占 6 1%

目前国外的各大公 司都竞相在各自

先进的硬件的基础 L进行计算机辅助液

相 色谱 的研究
,

女11 V a r Ln
·

W “` t e l
’

s
,

L C R e s o u 一℃ e s
。

P e r k i一
飞一E lm e r

,

H 一P
,

Sp e e t l讥一P ll y s ; e s
等均 开 发 了柱l

应的一 系列软件 欧洲 共同体也有 一个

相 应 的 E S P R I T i十划
、

该 i } 划是 英

国
、

菏兰和德国的科学家联合进行的一

项关 厂建 少
_

分析化学专家系统的研究汁

划
,

具
,

】,液相色 i浩专家系统的研究 (又

称 E S C 八 系统 ) 在其 汁划 中
; Ll
有 银 显

君 的位 段
。

到 l
`
))c l 年

.

液川 色谱
r

扣的
_

个系列软件 L I

经商耐
:

化
.

而 卜4
_

还开发

了以 卜系统
二

! ) D i
。 1。 〔、 . l

d叼少亡化系统 此系统

可 以 Jtl 束寻找 {冬有般仕选择性的流动

扣

现代 科学仪 器 19夕夕 3



) 2
“

En ha n c e r’’ 系统
,

此 系统用来

进行等度液相色谱操作条件 卜各种物理

参数的优化
。

3 )
“

S h al k c「
` ’

系统
,

此系统用于辅

助色潜方法的评估
。

W ilt c伟 公司也发展 了W SI E 软件
,

此软件是一个优化软件
,

它优化的依据是

根据最初几次实验所获得的数据先初步得

到 一优化条件
,

「幻计算机对 卜
一

次实验的

条件提出建议
,

以此循环直到满意
。

P e 一火 i n 一E I
; 1飞e r

公 司也 了f 卜A M 系

统
,

L C R e s o u r c e s 公 司的 D 一汉 l :一b 系

统
,

] 9 9 x 年 。 :汉一: 、b 已经了叙Jl ]至;j气布14色

谱中

总之「!前液相色谱 专家系统仍处在

实验空阶段
,

「
箭要做的 l

一

作很多
、

主要

集
`

}
”

在将形成的液相色谱 专家系统软件

实用化
、

商韶
:

化 少} 日装务在液相 色洪

仪 }
一 ,

真 I厂做到实现液相色谱分析方法

的自功 没计
,

囚外在这 方而 已经起 步
、

在 ] 9 () (〕年 H P 公
,

]] 已 经将 微 机车1111)] z

的液 色谱叠代优化系统安装石
: H PI () )(t )

系列液相色工济仪上
,

用 厂
`

可以 通 i生尽可

能 少的实验获得最佳的分离条件

作者所在的 {J「究小组在液 tll 色 i普专

家系统 以 及液相色谱的智能优化方面进

行 厂大 策的 研 究 工 作
,

在 19 8 9 年

B C 七 IA 会议 l
_

沂次推出的装备有液扣

色潜专家系统的摺能液相色潜仪获得 r

余奖
、

该 系统 采用最先进的硬 件
,

在

I BM 一 P C / X T 微 型计算机 卜发展 J’ 光

电
_

极管阵列快速扫描检测器及其数据

采集和处理系统
,

,
匆压输液泵的控制梯

度洗脱装置以及 自动进样 器采 用 了同一

台微 机控 制 和 协 调
,

因 fJll 实现 了

H P L C 分析的个盘自动化

为 了能在智能高效液相色潜仪 上 所

进行自动化的液相色谱分析方法的设计

与发展
,

我们进行 r 液相色 i普专家系统

的研究
,

而且 主要力量都放在 !
’

进行摺

能色谱的基础理 论研究
,

我们已经 发展

的液相色谱专家系统共包括
:
液相 色谱

分离模式的选择
、

样 品预处理 方法和流

动相
、

检测器的选择 在线定性
、

定

量
,

操作条件优化以及硬件诊断 丘大部

分
,

该系统允许用户可 以从分 子结构通

道和样品名通道进人以推荐合理的分离

模式
、

样品预处理方法等
。

栓系统推荐是建立在液相色谱保留

低基本方程 们n k’ 二 a忱C
。
) 中 a

、

c 二

参数与分 子结构参数之间的半定量关系

的基 础 l
_

的
,

这种
`

1
几定量的关系允许我

们能白
:

分 子作用 力的水平 [
_

进行液相色

谱柱系统的推荐
,

因此可以 山分子结构

参数算得 k
/

仇
,

再按照
“

出得来
” , “

分

得开
”

的标准
,

在 H P L C 中确定 k’ 范围

在 0 4 一 0
.

3 之间
,

山此可推荐不 同的

模式
,

其中以反相模式为第一推荐
。

确

保 组 分 能在 合理 的 k
/

范 围 内 流 出

(0
.

4 < k丈 30 ) 几 而 且推荐的结果还 可以

通过液相 色谱谱图库来加以验证
,

该库

是在大量文献的基础上 选择了最 先进
、

最实际
、

最可靠的液相色谱 i普图
,

存取

i汁图是根据峰形变化规律
〔

根据用户的

实 际需 要
,

我们还建 众 了样品 名通 道
,

并已开始川十用少
”
的实际分析

在 色谱操作条件优化方而
,

我们认

为只有建
、
)

_

在正确的柱系统上的操作条件

最 {日七才有意义
,

而且柱系统之间的比较

一定要在各自的最佳条件 卜进行
,

我们的

优化系统
,

以峰高分离度为基础
,

采用 i十

算机仿真个1翻月拟合法发展 了包括 已知样

品
、

术知样品在内的等度以及梯度条件下

操作条件的优化
,

同 }l,J结合最光进的柳能

搜索技术使条件优化选择史具特色
,

(ilj 且

发展 了通过儿次梯度来求算保留位方程中

的齐参数的 方法
,

使操作条J牛的优化史简

便 该优化系统分在线和离线
一

种 ; 在线

包括术知样品的 S , , n p le x 方法 已知样品

的 Si m p el x
方法和任意多价梯洗脱 }(的已

知样品的优化` 离线优化包括 : 人工干预

优化以及计算机仿真等
、

而目
_

最近我们提

出栩能优化的方法 从而使操作条件的优

化在最佳的村选择性
、

最佳柱型和最佳方

法的基础 1几
,

这些优化方法在实际样品的

分析中都证明了其应用的可靠性
。

在定性方面
,

我们采用 一种叫做
“

作用指数
”

的参数来进行液相 色谱峰 定

性
,

建 立 了包括 4 60 个组分在内的作

用指数库
,

正在发展色 i普一紫外联合定

性技术
,

这些定性方法将在实际中的特

定领域内收到比较实际的效果
。

在定 量方而
,

我们建立了曲线拟合

定 量方法
,

该方法采用模拟色谱流出曲

线的技术进行峰面积的定 量
,

既准确同

时还解决 了重叠的色谱峰的定量问题
。

根据 H P L C 用 」
几 厂

仁化分离发展 的

需要
,

我们进一步发展了肤及蛋白质的

液相色谱专家系统
,

在大量文献的基础

上
,

提出了建立肤及蛋白质的 H P L C

专家系统知识库的基本规律
。

液 相 色谱用 于生化分 离

二 }一 世纪是
产
卜命科学发展 的年

代
、

厂
{命科

`

学的发展极大的扩大了液相

色谱的应用范围
。

液相色谱成为一个可靠的
、

实用的

分离技术还 是山 于化学键合的微粒固定

相的合成成功
,

山于采用 了化
J

丫键合

相
,

使其应 用领域进一步拓宽
,

而大部

分生物大分 子是非挥发性
、

热不稳定物

质
,

所 以 不可能采
’

用 G c 来分析
,

而

且随着生命科学的发展
,

使液相色潜技

术在 7 0 年代用 J
二产

l 化分离成为 可能 而

且被 广泛接受 从 19 9 0一 19 91 年匹 兹

堡会议 文集中可以统讨
一

出
,

液相色 i沁的

近 6 0 % 都是 用 J
一

` } 化的 分离
、

分析和

纯化
,

林年的匹兹堡会 i义至少有
一

个液

相色谱 Jl 」于什命科学的 专题讨论
,

而 }4
_

从各大公 司展出的液相色潜柱 子也可以

看 出
,

7( )
`
外的 牛} 户是为 分离分析和 纯

f七牛物活
J

性物质而 设汁
、

生产的
卜
「

液 tlI 色 i开以 !七多种分离模式 )
、

一

泛 应

用 」
几声
卜命利学 中

,

以其
.
自的分辨率和快

速的分析时间在生化应 用中取 得 r 很人

的 发展 步州浮到 Jt/ 认 目前 f[] 外这 方面的

l
_

作山 「投资强度大所以研究 也非常热

门
、

美国耗资巨 大的人 体基因 iI[ 工程

(H u m : I n G e l、 o , 、 l o p一 ol e e t ) 已经 吸
`

J! J

无数的分析化学家去从巾艰苦的分析
、

分离和提纯 卜作
.

在这 方面
,

包括高效

毛细管电泳在 内的
.
岛效液相色浩是大有

可 为的

液 Itl 色谱应用 f 生化分离的一大趋

势是微型化
,

色谱柱的微型化包括 二个

方面 ; 一是使用小颗粒 (颗粒直径小 J
二

5月m ) All 定相填允柱
,

柱长只有 儿个厘

米就可达到高速分离
,

另 一 方面是使用

细内径柱 直径在 ! 个毫米或更 小 微

型 化可 以 大 人满 足 产! 命科学发展 的需

要
,

进人八 卜年代 山 厂色谱仪器的自

动化以 及智能化程度越 来越高
,

柱 子以

及仪器变得越来越小
,

所 以形成 了
“

快

速高效液相色 谱法
” ,

对十生 化巾的痕

量分析
、

细管 径柱不仅减 少进样体积
、

降低溶剂消耗
,

而且能 更加方便地与 电

化学检测器
、

激光诱导荧光或者质谱联

用
,

所以 目前开发的适 川十生化分析的

柱子
,

都是细粒度的短柱 子或者细 内径

柱
,

有 人 采用装有 3 # m 填料的 30 x

3m m l
.

d
.

的柱 子在 7 分钟之 内分了 11

个核昔及碱基
,

参见图 l
。

当然
,

细内

径柱要求有相应的仪器配套
,

以减少柱

外效应
,

充分发挥其柱效能
。

作为微型液相色谱发展的另一个方

面是近几年急剧发展的高效毛细管电泳

技术
,

它 已被誉为近两 一年来分析化学

中发展最为迅速的 一个领域
,

它采用 J
’

九了口 (抢r
·

n
s

〔
火

)
, ] 11/ 了

`
·

I产2
.

, l r矛r z刀 〔 z了 z̀ 1 9 9夕 了
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HP y

图 ! 采用 3
.

3m m长的 C I、 柱梯 度分离的 } l个

核 廿及碱基
,

4 分钟的线性 梯度

( )
.

3一 3 5% 甲醇 与 0
.

0 2M K H Zp O 4
,

p H S
.

6
,

流速 2 一n l / n l 1. 1

直径为 25 一 5 01
, m 的毛细管柱

、

获得了

高于 百万的柱效
,

而且灵敏度高 (检测

I垠为 10
一 ” 一 1 0

一
2`,m o l / l )

,

因此受到 了

生 命科
一

学领域的极 大重视
,

可用 J
几

D N A 序列
、

蛋白质和肤等的分析
,

甚

至可进行到单个细胞的分析
。

液相色谱用于生化分离的 另一个力
-

面的是进行
“

大型制备
” ,

即液相色谱的
“

大型 化
” ,

众所周知
,

材料工业
、

生命

科学和生化技术是高技术 工业的组成部

分
,

日前个 世界大约有 8 0 00 家生物」_

程公司
,

它们的发展也是 为 了适应新的

高利润
、

高技术工业的需要
,

某些币要

的
z
} 物制 品价 格竞高达数 万美 元 / 毫

克
,

而液相色谱是实现这一 日标 的市 要

手段

制 备色谱是 以分离
、

纯化 为 1 要 11

的
,

它所关心的是纯度以 及单位时间的

产率 山寸
1 产
1命科学 发展的需要

,

液相

色 i济已 经 成 为一 发展迅速 的有 效的分

离
,

纯化生物 大分 子的重要
_
I

_

具
,

高效

液相色谱从分析为 卜而发展到分析
、

分

离 j手重
,

这仍是今后高效液相色 i开发展

的一 人
,

匕势

液相色谱用 J
二产
卜物大分 扫均制备可

采用多种模式
,

如高效疏水相 行
_

作用色

谱
、

亲和色谱
、

反相液川色谱
、

膜色 i普

等等 疏水 JtI 互作用色谱足基 于 /
}
一

物 大

分 户在盐的 水济液
,

1
,

的疏水性大小小

而达到 分离 采川疏水色 i污分离和纯化

的产品 乓有高的伙物话性 反相色 i普是

通用型
,

但因为它 {卿下}了有机溶剂
`

容

易使蛋白质失 i舌
,

有一定的限制 所以

合成低廉的 可供针川备 ,「l的液 潇[i色 1片士真

料
,

这足降低生化产品成本
、

提
.
自产品

纯 }往的 关键 脱色语是 采川子们司色谱

料认
’

已结 合地艾与色 `将的特 饭
,

终有 i丛

速
.

容星大
.

宁聆作局便
、

娜 j
一

达到制备

级规模的特点
。

因而近年来

发展迅速
,

所以液相色谱用

于工业制备是液相色谱用于

生化的另一极端
,

即
“

大型

化
” ,

总之 H P L C 用于生化

分离的趋势可 以概括为
“

小

型的越来越小
、

大型的越来

越大
” 。

液相色谱用 于 生 化分

离
,

柱子是关键
,

研制各种

专用及通用 的供生化分离用

的固定相仍将继续占据液相

色谱用于生化分析中的显著

位置
,

目前已发展 了各种各

样的适用于生化分析
、

分离

和纯化的分析柱
,

专用柱和制备柱
。

刚

性的多孔疏水填料在生化分离以及应用

中起了很大作用
,

这种类型的填料
,

是

在表面键合了一层亲水的有机分子层而

得到广泛使用
,

这类担体分离诸如蛋白

质生物人分 子时
,

柱效高
,

回收率高而

且蛋白质不易失活
。

另外改变流动相的

冲洗条件
,

这类柱 子还可 以当作排阻色

谱
、

疏水相互作用色谱
,

金属鳌合作用

或亲合色谱的柱 子
,

卜}前分离多肤和蛋

自质的填料趋向 J
几

发展孔内疏水而表面

是 亲水的填料
,

而且 要细 粒度
、

大孔

径
。

羚基磷灰石这样 的 龙机填料
,

l! IJ
I

能形成稳定的球 形粒 子
,

在近年来得到

r 了尺大的发展
,

冲洗条件也变得比较温

和
,

适用 J弓于离蛋 自质
、

核酸等牛物大

分 子
,

发展分析糖类组分的专用柱在件
-

物化学中也具有 十分重要的意义
,

而且

研制各种可供分离牛物大分 子的毛细管

电泳的改性毛细管柱也成了近年来柱 的

研制的热点之一
,

此类改性的毛细管柱

要能有效的抑制电渗流的作用
,

减 少
产
l
几

物大分 子与毛细管壁之间的相互作用

近 J L年
,

液相色谱用十牛化分离的

检测技术也取得 了很大的发展
,

电化学

检测和激光诱导荧光检测也取得了广泛

的应用
,

这种检测技术再加 匕细管径柱

Jlj
一

以将检测 灵敏 度提高到 10 ’ “
的数 录

级 (
a t t o m o lc 级 ) 如再 采 川 毛细爷

二

H P L C 或 毛细竹电泳
.

就可得到检测

单个分 了的数量级 ( ! 0
一 2 ’

)
,

另外光电
一

极竹阵列及光栅聚焦的广泛使用 使

液扣色 i并听提供的信合
、

量人幅度增 加

作者听 在的 ! lq家色潜研究分析中心

八牛物
、

}欠药活性分 J
一

的分析
、

分离和

纯 化方而也做了
一

邢 川乍

首光从氨墓 酸和 小月太的 H p L 亡 分

析开始
,

系统研制了氨基酸疏水性的大

小对小肤保留的贡献
,

此研究对于小肤

的分离模式的选择是非常重要 的
,

我们

发现了 gl y 对小肤保 留的贡献几乎 为

零
,

所以由极性与 g yl 相近的氨基酸所

组成的二肤在反 相液相 色谱中 k’ 了汽很

小
,

反相液相色谱很难得到满意的分

离
,

必须采用离 子对反相或离子交换加

以分离
。

考察了冲洗剂浓度对二肤异构体的

影响
,

发现冲洗剂浓度对 二肤异构体的

k/ 值有很大影 响
,

但对选 择性影响很

刁
、

。

考察了盐浓度 p H f直对二肤及三肤

保留值的影响
,

并系统研究了氨基酸结

构对小肤保留值的影响
,

同时还发展了

氨基酸及二肤的双柱定性系统
。

对结合型月时 1
一

酸的保留行为也作了

系统的研究
,

发现了甘氨型以及牛磺型

结合型胆汁
一

酸在选择性上的变化规律
,

并从保留值方程中 a一 c 之间的线性关

系解释 了这种变化规律
。

开发 了适应 J
几

生物 F 程下游 大规模

纯化的径向色谱柱
,

径向色谱柱是 当前

为了适 应生物工 程下游大 规模纯化 与分

离而出现的新塑 色 i济柱
,

它克服 了传统

色 i泞丰卜不便 于
1

放 大等缺点
,

山于流动相

及样品在柱内是径向流动
,

即从周边流

向中心
,

这 样的结构可 采用很小的有效

床层高度
,

获得大的床层体积
,

山于柱

状层析法中的 L
_

样 量 与有效床层容积有

关
,

而 且 反 压取决于 床层 高度 和线速

度
,

因此径向柱所 用的径 向洗脱技术
,

能在使用很大的 I 样量 的同时达到很高

的流速
,

同时当保持半径不变 而增加轴

向高度时
、

可按 比例增 加 卜样量和流速

及 线性 放 大 目 前 已 合成 了 C M
、

Q A E
、

D E A E 等离 于交换膜
,

并 对血

浆
、

登 革病毒单克降抗体
、

干扰素等进

行 了纯化
.

这为进行大 规模的分 离
、

纯

化提供了强有力的手段

在乙细管电泳方面我们也已开展 工

作
,

系统考察了影响
.
气效 乙细管电泳迁

移时间的各因素
,

士) 从迁移方程解释 J’

这此影响因 素
、

还 采川一此指标来解决

高效毛细管电泳币
.

复性的问题 系统考

察了小肤的高效 毛细管电泳的迁移行

为
J

总
、

之液 {lj 色谱以 发现 在正在发展的

高 效毛细 什电泳将 (l 2 11 计纪牛 命科
一

学

的 发展中起着
_

}卜常 玉要的作用

y仆

.UanI
。
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