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反相液相色谱柱填料的制备

及在蛋白质分离中应用
·

师治贤 邵 云
(中 国科学院西北高原生物研究所,西宁·810001)

拍  要

采用 10钕米鬏拉的多孔硅胶,利用键合的方法合成了C:键合相反相液相色谱柱坎料,使

6种蛋白质得到了较好的分离。
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以微粒多孔硅胶作基质制备键合相载体作反相液相色谱填料。其优点明显地超过用

其它方法合成的填料。它的主要特点是机械强度和孔结构比较容易控铜,采用适当的比

较简单的方法与硅胶表面大量存在的硅醇基进行键合反应。在反相液相色谱柱填料的合

成中,烃类配合基一般是 CI到、C1:烷基键,有时也有用苯基和苯乙基硅烷键合。非极性的

作用部位随键长的增加而增加,C1:柱稳定性比较高,这是由于长的烷基键保护了硅胶基

质的缘故。但 C1:基团空间体积较大,有效孔径变小,柱效降低,对于蛋白质的分离来说 ,

配合基小于 Cl:比较合适,而大于 C1:时,容易产生不可逆性吸附 (师治贤等,1992)。

反相液相色谱柱填料的合成多用烷烃二甲基氨硅烷与硅胶表面上的硅醇基反应产生

共价键单分子膜。由于色谱保留行为的特殊性,即是同一类非极性烷基配合基,由于硅

胶基质的来源、性能的不同,生物大分子在分离过程中的选择性有很大的不同。我们采

用正辛烷二甲基氨烷与微粒多孔硅胶反应,合成了分离蛋白质的 C:反相液相色谱柱填

料,使分离蛋白质取得了较明显的效果。

~实 验 部 分

1· 仪吊和试剂

仪 器:Waters 600E高效液相色谱仪,配有在86多波长紫外检测器,U6k进样阀 ,

· 得到中国科学院兰州分院择优基全的资助。
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746数据处理机。
·

装柱机:2WG进料泵 (中国科学院大连化学物理研究所仪器厂生产)。

色谱柱:50× ⒋5mm,匀浆法装瑛。

试 剂:牛血清蛋白 (BSA),卵清蛋白 (oVA),细胞色素 C(Cyt c),核糖核酸酶
(RNase),溶茵由 (lys),糜蛋白莳 (chy)均购自美国sigma公司。其它试剂均为分析

纯的国产试剂。

2· 填料的合成方法

反相液相色谱键合相疏水烷基主要是 C4、 C:、 C1:和苯基等。为了避免生物活性的失

活,反相色谱坎料的链长短对蛋白质的分离明显的有利。

烷基二甲基氨硅烷与硅胶表面上的硅醇基反应是一个多相反应,加人适量有机该如
吡啶,可促进此反应的进行。

具体合成方法:将 10%的正辛基二甲基氯硅烷加人在四氯化碳中,慢慢混合均匀不
断的脱气,待混合均匀无气泡产生,静置 2小时。然后称一定量经过处理的 10微米烦粒
硅胶,小心分段加人正辛基二甲基氯硅烷的四氨化碳溶液中,不断地搅动,同时在超声
波中脱气 1个小时,然后,放在 20C左右反应 2准 小时,用砂芯漏斗过滤,经四氯化碳洗
涤多次,最后用丙而多次洗涤,放置过夜,保存在干燥器中,以备装柱用。

结  果

(1)按照上述合成方法 ,将烷基配位体浓度分为 :0· 1%、 1.0%、 5.0%、 lO.0%和 20%
进行 C:填料的合成 ,然后装柱 ,以蛋白质分离度参数进行评价。

将合成的系列柱填料 ,称取一定量的填料 ,放在 40·C的恒温箱中加热 12个小时,冷

却后进行元素分析。

配位体浓度的选择 ,填料的元素分析与分离度的数据 ,如表 1。

表 1 曰位体浓度对蛋白质分亩的形咱

Tabie 1  EffeCt or ligand Collcentratio△ for resolution

配位体浓度%
Ligand

ConCcntratlon %

分离度 Resolutlon

~ oVA
Kˉ

Es厅

o,80

3.06

2.57

3.47

3.43

o.1

1,o

5.o

lO.o

20.o

从分离度来观察,配位体浓度 10%比较合适。
(2)选择配位体浓度 10· 0%进行柱填料的合成。然后,用匀浆法装柱,选择分离条

元素分析 Elemcntal analysls

C% H%

o.85

2.58

3,22

3.00

2.89

o.66

o.71

1.25

1,28

1.20
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件,对 6种混合蛋白质进行分离如 (图 1),其分离效果比较满意。

色谱条件:色谱柱:自装 C:(50× ⒋6毫米)

流动相A:0· 01%TFA+20%甲 醇

B:0.05%TFA+90%甲 醇

梯度形式:100%A」.些坌笙.1。0%:

流 速:1· 00毫升/分钟

紫外检测:280纳米

2

lo 40

(分钟)

1· 糜蛋白诲(Chy)

图 1 蛋白质在合成的 C8填料柱上的分离

F·ig.1 scparation of proteins on C.:coluinn

2· 核糖核酸凑〈RNasC)3.细胞色素 C(Cyt c) 4· 溶菌蕊 (Lys)

5· 牛血清蛋白〈BsA) 6.卵 清蛋白(oVA)
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In this part it will be described synthesis of C:packing materials and separation.for

proteins.The result have shown in this study that the use of C:packing material colurnn

(50× 4.5mm.)could be separated much:nore resolution for proteins.

Key words: IReversed phase-IIPLC;c⒙ packing materials; protein
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