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使用杂化颗粒C18色谱柱和乙酸流动相进行肽的高载量研究
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[ 应用纪要]

两种具备独特选择性的杂化颗粒色谱

柱(BEH130 C18和CSH130 C18)。

在使用最优浓度的HOAc调节流动相时，

BEH130 C18和CSH130 C18获得的目标肽

峰比使用0.1% TFA时更窄，分离度也

更高。利用这一特性，可以通过更少

的步骤获得含有药用反离子的肽。

BEH130 C18和CSH130 C18由细胞色素c的
胰蛋白酶消化液进行质控测试。

反相(RP)，肽，乙酸(HOAc)，表面
带电杂化颗粒(CSH)，CSH130 C18，
BEH130 C18，制备型色谱，肽分离技
术(PST)

经证实，肽在研究中是非常有用的治疗剂和标记物。通常，为了实

现这些用途，会通过制备型反相(RP)色谱对肽进行纯化。在大多数

情况下，纯化出来的肽必须具有高纯度。如果存在污染物，会干扰

生物分析的结果。如果活性药物成分中存在污染物，后果将会非常

严重。因此，需要较高的色谱分辨率来尽量减少与目标肽化学性质

非常接近的共洗脱杂质。此外，还需要色谱柱填料具有卓越的载样

量，确保实现最佳的通量和生产率。肽分离使用的流动相中通常包

含强离子对试剂，例如三氟乙酸(TFA)。但是，如果选用含有TFA的
流动相，需要进行额外的制备步骤。由于三氟乙酸盐(TFA盐)固有的

毒性，必须将其除去或置换1。最好使用毒性较低的反离子，尤如乙

酸盐。实际上，大部分肽药都是乙酸盐或含有乙酸的液体制剂2-3。

因此，尽可能用乙酸(HOAc)流动相替代TFA流动相，这种做法似乎更

有优势。之前曾有研究表明，在使用HOAc流动相和等度反相色谱后，TFA
溶液中的肽(例如粗制合成肽)4-5大部分转化为乙酸盐形式6。同时，

使用高浓度乙酸盐缓冲液通过简单的洗脱步骤进行梯度分离，可实

现更彻底的盐形式转化。7总之，使用HOAc流动相可简化纯化过程，

有利于通过更少的步骤获得所需肽和反离子。

本文研究了使用BEH C18和CSH™ C18色谱柱进行制备型肽分离的过程。

BEH C18是一种有机硅C18固定相，基于亚乙基桥杂化颗粒(BEH)技术，

并具有卓越的耐用性和pH稳定性。表面带电杂化颗粒(CSH) C18则是

BEH C18的升级产品，其表面被修饰在酸性条件下带有微弱正电荷。以

下数据证明了这两种固定相均适用于高上样量的肽分离，既可用于

TFA调节的流动相，也可用于HOAc调节的流动相。并且，在高上样量

下，BEH C18和CSH C18在使用经优化的HOAc流动相时获得的目标峰均

比使用0.1% TFA时更窄。
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[ 应用纪要]

方法条件  
(除非另有说明)

LC条件

实验 

样品描述

 
时间 (min) % A % B

 
0 99.5 0.5 

 
1 99.5 0.5 

 
61 40.0 60.0 

 
62 10.0 90.0 

 
65 10.0 90.0 

 
66 99.5 0.5 

 
85 99.5 0.5 

将MassPREP肽混合物(部件号186002337，如表1所示)复溶于0.1% TFA或0.1% HOAc(取决于所

用流动相)中，使肽的总浓度为0.6或2.0 mg/mL(取决于上样量)。将合成肽的低纯度(<70%)
制备样品DFVGYGVKDFVGVGVK复溶于0.1% TFA/0.1% HOAc中，使浓度为1或4 mg/mL。

系统：                带20-cm柱温箱的ACQUITY  
                                UPLC H-Class Bio系统

检测条件：         带500-nL分析型流通池

                                的ACQUITY UPLC TUV检测器 

                                Xevo® G2 Q-Tof™质谱仪

波长：                214 和 250 nm

扫描率：             2 Hz(过滤时间常数，1 s)

色谱柱：             XBridge BEH130 C18  
                               4.6×100 mm，5 µm，多

              孔，130Å
              (部件号186003579)
                                XSelect CSH130 C18        
                                4.6×100 mm，5 µm，多 

              孔，130Å
              (部件号186007077)

柱温：                40 ℃

样品温度：         10 ℃

进样体积： 50 至 1000 µL，上样量见 

              下文 

流速：              1 mL/min(在UV检测器后        

              分流，以大约20 µL/min             
              注入MS源)

流动相：           参见梯度表

样品瓶：           LCGC 认证透明玻璃12× 32 mm
             螺口Qsert样品瓶

            (部件号186001126C)

梯度：              MassPREP肽混合物

                            A：0.1% (v/v)TFA水溶液

                            B：0.1% (v/v) TFA的     

                            90:10乙腈(ACN)/水溶液

            或

                            A：0.1% (v/v) HOAc水溶液 
                            B：0.1% (v/v) HOAc的                  

                            90:10 ACN/水溶液

http://www.waters.com/waters/partDetail.htm?partNumber=186002337
http://www.waters.com/waters/partDetail.htm?partNumber=186001126C
http://www.waters.com/waters/partDetail.htm?partNumber=186003579
http://www.waters.com/waters/partDetail.htm?partNumber=186007077
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[ 应用纪要]

 
时间 (min) % A % B 

 
0.0 90 10 

 
3.0 90 10 

 
4.0 80 20 

 
24.2 60 40 

 
29.2 10 90 

 
32.2 10 90 

 
33.2 90 10 

 
52.0 90 10

 
时间 (min) % A % B 

 
0.0 90 10 

 
3.0 90 10 

 
3.3 87 13 

 
23.5 67 33 

 
29.2 10 90 

 
32.2 10 90 

 
33.2 90 10 

 
52.0 90 10

MS条件

质谱仪：         Xevo G2 Q-Tof 

电离模式：         ESI +

分析仪模式：        分离度 

毛细管电压：         3.00 kV 

锥孔电压：         25 V

源温度：                   120 °C

脱溶剂气体温度：   350 °C 

锥孔气体流速：       0.0 L/h 

脱溶剂气体流速：   800 L/h

校正：                       NaI，1 µg/µL，
                                    50至2000 m/z

采集：                       50至1990 m/z，
                                    2 Hz扫描率

数据管理

MassLynx软件4.1版

使用杂化颗粒C18色谱柱和乙酸流动相进行肽的高载量研究

DFVGYGVKDFVGVGVK的聚焦梯度

A：0.1%(v/v)TFA水溶液

B：0.1%(v/v)TFA的90:10 ACN/水溶液

A：0.1%(v/v)HOAc水溶液 

B：0.1%(v/v)HOAc的90:10 ACN/水溶液

或

A：99:1(v/v)水/HOAc – 1% HOAc 

B：90:9:1(v/v)ACN/水/HOAc – 1% HOAc
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结果与讨论

含有九种组分的肽混合物的载量研究

肽 序列

1 RASG-1 RGDSPASSKP

2 血管紧张素1-7 DRVYIHP

3 缓激肽 RPPGFSPFR

4 血管紧张素II DRVYIHPF

5 血管紧张素I DRVYIHPFHL

6 肾素底物 DRVYIHPFHLLVYS

7 烯醇化酶T35 WLTGPQLADLYHSLMK

8 烯醇化酶T37 YPIVSIEDPFAEDDWEAWSHFFK

9 蜂毒肽 GIGAVLKVLTTGLPALISWIKRKRQQ

表1. MassPREP肽混合物。

[ 应用纪要]

使用杂化颗粒C18色谱柱和乙酸流动相进行肽的高载量研究

在之前的研究中，已经对CSH130 C18和BEH130 C18在分析型肽分离中的应用(例如肽图绘制)进

行了广泛的探讨8-9。简而言之，与其他肽分离反相填料相比，CSH130 C18及其创新的表面带

电技术能够改善峰形和载量。在分析型应用中，尤其是在流动相含有极少或不含离子对试

剂时，可以观察到峰容量有显著升高，最高达到90%。与BEH130 C18相比，CSH130 C18的表面

正电荷还提供了独特的选择性和较低的保留性，使得它们成为肽分离色谱填料的绝佳搭配。

为了研究CSH130 C18和BEH130 C18在制备型分离中的表现，采用生产中常用的流动相(即含有

TFA或HOAc的流动相)对一系列不同肽进行了载量研究。这些方法开发实验中使用的是5 µm

颗粒填充的分析柱(4.6 mm内径)。

首先在这些色谱柱上进行测试的是MassPREP肽混合物，其包含九种不同的肽，如表1所示。

图1所示为该混合物在半制备型上样下的一组色谱图，其中使用了BEH130 C18和CSH130 C18，

以及两种不同的流动相，一种含有0.1% TFA，另一种含有0.1% HOAc。使用0.1% TFA时，BEH色

谱柱的平均4σ峰宽为0.8 min。使用0.1% HOAc时，平均峰宽几乎翻了一倍，达到1.5 min。HOAc

的酸性比TFA弱得多，从而导致流动相酸性减弱，离子强度和离子配对能力均显著降低。因

此预计使用HOAc代替TFA时，大部分C18柱的峰形会较差。这一假设对于BEH130 C18的半制备

型上样是成立的，如图1所示。然而对于CSH130 C18色谱柱，用HOAc替换TFA时峰形仍保持良

好。使用0.1% TFA流动相和0.1% HOAc流动相时，在CSH130色谱柱中观察到的平均4σ峰宽分别

为0.5和0.6 min。峰宽数据汇总于图2中，其中分别绘出了在不同色谱柱类型和流动相条件

下混合物中每种肽的峰宽。除了半制备型上样量的数据之外，图中还显示了分析型上样量

的数据。此图表明BEH130 C18和CSH130 C18在一些条件下会生成类似的肽峰形，包括0.1% TFA

的分析型上样量。但是，在其他条件下，例如0.1% HOAc的半制备型上样量，CSH130 C18生成

的峰要窄得多。正如之前研究所证实8-9，CSH130 C18在使用含有极少或不含离子对试剂的酸

性流动相时，获得的肽峰形明显更好。同时也表明，当上样量高于常规分析20倍时，这种

现象更为明显。
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图1.使用BEH130和CSH130 C18 4.6×100 mm，5µm色谱柱，在半制备型上样量下分析MassPREP肽混合物(500 µg)。

图2.在分析型(30 µg混合物)和半制备型(500 µg混合物)上样量下观察到的MassPREP肽混合物中各种物质的峰宽。
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[ 应用纪要]

使用杂化颗粒C18色谱柱和乙酸流动相进行肽的高载量研究



6

低纯度合成肽

图3.在半制备型(50 µg混合物)和制备型(1 mg混合物)上样量下得到的低纯度合成肽DFVGYGVKDFVGVGVK(pI 6，1.7 kDa)色谱图。
框出的色谱图见图4。

[ 应用纪要]

使用杂化颗粒C18色谱柱和乙酸流动相进行肽的高载量研究

制备型分离往往要求上样量必须达到(有时要高于)分析型分离所用上样量的1000倍。使用序

列为DFVGYGVKDFVGVGVK的低纯度合成肽(一种中性肽，pI = 6，1.7 kDa)，对低于此范围和此范围

之内的上样量进行研究。在BEH和CSH色谱柱上采用聚焦梯度分离以缩短运行时间，使用低灵敏

度波长(250 nm)检测以获取完整峰形。

首先使用经0.1% HOAc调节的流动相对半制备型和制备型上样量进行分析，如图3所示。BEH色
谱柱上的半制备型上样量(50 µg)产生的目标肽峰带有明显拖尾，这与常见的Langmuirian等温线

一致。相反，在制备型上样量(1 mg)下，目标肽的洗脱峰呈略微前伸，正如典型的anti-Langmuirian
等温线。我们知道，当肽以两性离子形式存在时，就会出现anti-Langmuirian等温线10。由此可知，

经0.1% HOAc调节的流动相酸性不足以将这种合成肽的羧基完全质子化，肽可能同时以阳离子

和两性离子存在。两性离子的相对含量应随上样量增大而增大，尤其是在目标肽浓度超过流

动相的质子化/缓冲能力情况下。这就解释了BEH色谱柱上样量增大时峰形出现的巨大变化。

有趣的是，正如在图3中所看到的，对于BEH130 C18，在制备型上样量下使用0.1% HOAc似乎更容

易获得较窄的目标肽峰。在这些条件下，BEH色谱柱得到的目标肽峰比CSH色谱柱更窄。事实上，

CSH130 C18使用0.1% HOAc时在两种上样量下都获得了前伸峰。由于其表面所带的正电荷最大程

度地减少了肽的拖尾，所以出现这种情况是意料之中的8-9。因此，前伸峰形也更加明显。由于

没有拖尾峰，制备型上样量下CSH柱的目标峰宽度实际上要大于BEH柱。
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使用杂化颗粒C18色谱柱和乙酸流动相进行肽的高载量研究

基于此，CSH130 C18和BEH130 C18生成最佳峰形的流动相条件应该有所不同。为此，还使用10倍酸

性的酸(1% HOAc)调节的流动相进行了分离。尽管中等浓度对于开发纯化工艺可能具有一定参考

价值，但此处未对其进行评估。如图3所示，改变流动相组分后，CSH柱的峰形大大改善，但BEH
柱的峰形变得更差。使用二者各自的最佳HOAc流动相时，BEH柱(0.1% HOAc)和CSH柱(1% HOAc)都
能生成较窄的目标肽峰(半峰宽分别为0.5和0.6 min)。为了参照，使用0.1% TFA作为离子对试剂进

行了分离，如图3中右侧所示。在使用TFA时，CSH130 C18上的目标肽峰宽为0.6 min，BEH130 C18上

则为1.1 min。无论选用哪种色谱柱填料，使用优化的HOAc流动相获得的肽目标峰都远远窄于TFA
流动相。这些结果表明，乙酸流动相对于肽制备型分离更为实用。

较窄的目标肽峰往往伴随着更高的杂质分离度，从而有机会收集到纯度更高的流分。色谱柱填

料和流动相添加剂对DFVGYGVKDFVGVGVK制备型上样量的影响如图4所示，其中重点显示了基线以

及每种分离方法对目标峰中杂质的分离能力，这些杂质已通过MS确认。如前所述，HOAc流动相

获得的目标峰更窄。图4还表明，使用HOAc流动相也在最大程度上减少了所监测杂质的共洗脱。

此外，很明显可以看出，通过使用不同的流动相添加剂和两种不同的色谱柱填料，目标肽和杂

质之间的色谱选择性发生了极大的变化。就此项载量研究筛选的参数而言，采用1% HOAc流动相

的CSH柱提供的目标肽峰最窄，并且所监测杂质的共洗脱也最少。不过，使用BEH色谱柱和0.1% 
HOAc流动相也能获得与此相当的分离效果。具有不同选择性和最佳添加剂浓度的色谱柱填料将

会有利于高难度制备型分离工艺的开发。

目
标

目
标

目
标

图4.使用BEH130 C18和CSH130 
C18在制备型上样量(1 mg)下获
得的DFVGYGVKDFVGVGVK色谱图，
使用的流动相分别为优化的
HOAc流动相和0.1% TFA调节的
流动相。目标肽和监测杂质
的保留时间由ESI-MS确定。观
察到所确定杂质的质量变化
如下：(1，- 147.1 Da)，(2，
- 263.1 Da)，(3，-  470.2 Da)，(4，
+548.4 Da)，(5，- 227.2 Da)和
(6，+988.6Da)。
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图5. 采用优化的乙酸流动相在BEH130 C18和CSH130 C18上加载高上样量(最高4 mg)。

[ 应用纪要]

使用杂化颗粒C18色谱柱和乙酸流动相进行肽的高载量研究

以上我们仅对合成肽的中等制备型上样量(1 mg)结果进行了讨论。图5所示为4mg肽上样得到

的色谱图。这一上样量对应0.5 g原料，对于较大的50 mm内径色谱柱，这是非常高的单次进

样生产率。从这些数据可以明显看出，CSH和BEH色谱柱都适合用于高上样量。值得注意的

是，从半制备型(50 µg)到制备型(4 mg)，CSH色谱柱获得的峰形保持了惊人的一致。当需要在

不消耗大量样品前提下开发分离方法时，这种高度可预测性可能会非常有用。



[ 应用纪要]
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根据对分析型内径色谱柱进行的载量研究，5-µm BEH130 
C18和5-µm CSH130 C18在使用含TFA或HOAc的流动相时均显示

出有利于制备型肽分离的巨大潜力。BEH130 C18和CSH130 C18

色谱柱都具备有益特性。在酸性条件下，CSH130 C18与

BEH130 C18相比显示出更高的载样能力，并且通常能产生

更窄的目标峰。因此， CSH130 C18流分体积更少，这一特

性对后续的纯化和去溶剂步骤可能会有帮助。BEH130 C18

则极适于中性/碱性pH环境下的制备分离，因其在此类条

件下具有更长更高的温度稳定性。最后，CSH130 C18和

BEH130 C18还各自表现出独特选择性，成为解决高难度杂

质/目标肽分析问题的有效搭配。

比上述特性更引人注意的是，两种固定相分别在不同浓

度的流动相添加剂下对制备级上样量的合成肽取得了最

佳效果。使用优化的HOAc时取得的峰形最佳，比使用

0.1%TFA效果更好。这意味着可以利用这些杂化颗粒C18色

谱柱简化纯化工艺，因为使用HOAc流动相可用更少的步

骤即获得含有药用反离子的肽。
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