
!"#" 年 $ 月 !"#$ !% %"$ $
&’()# !"#" !"#$%&% ’()*$+, (- !"*(.+/(0*+1"2 &’% ( &)&

研究论文 *+,：#" $ &)!$ - ./$ 0$ ##!& $ !"#" $ ""&’%

!通讯联系人：张养军，研究员，研 究 方 向 为 分 离 分 析 方 法 在 蛋 白 质 组 学 相 关 研 究 中 的 应 用 $ 1234)#：564789478:;7’&#$* 946""$
<"3$ <7$

基金项目：国 家 重 点 基 础 研 究 规 划 项 目（ !""’=>+#"%"&，!"")=>+#$#"$ ）、国 家 自 然 科 学 基 金 项 目（ &"’!#"’&，!"’&,"#"，

!")&,"",，!"%),#"#）和蛋白质组学国家重点实验室项目（.?@/2?!""%")，.?@/2+!""%"%）$
收稿日期：!""+ 2#" 2#!
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摘要：以酵母全蛋白提取液的胰蛋白酶切产物为研究对 象，对 多 维 色 谱 分 离 中 常 用 的 强 阳 离 子 交 换 色 谱 的 分 离 条

件，包括上样量、盐的种类、调节缓冲液 ’A 值的酸的种类及有机溶剂的比例进行了考察和比较。结果表明，在强阳

离子交换色谱分离线性上样量范围内，在氯化铵溶 液 作 为 流 动 相，用 磷 酸 调 节 流 动 相 缓 冲 液 ’A 值 至 !. )，且 流 动

相中乙腈的体积分数为 &"B 条件下进行梯度洗脱时，可 获 得 最 佳 的 分 离 结 果。本 结 果 可 为 采 用 二 维 色 谱 2质 谱 策

略分析多肽混合物时的第一维强阳离子交换色谱分离条件的选择提供有益的参考。
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- - 作为二维凝胶电泳分离技术的重要补充，多维

色谱分离技术已经在蛋白质组学研究中获得了广泛

的应用，特别是采用“ 从 下 向 上（ S"MM"3 ;’）”技 术

对蛋白质组进行分离分析时，多维色谱技术更加受

到重视［# / $］。作为蛋白质组学核心技术之一的生物

质谱，虽然其具有很高的分辨率，但将其直接用于动

态范围宽、组成极其复杂的生物样品分析时，也很难

获得更多肽段的信息，难以发挥其重要作用，所以分

离度问题是我们面临的巨大挑战，也对分离技术及

分离策略提出了更高的要求。目前，针对复杂生物

样本，主要采用的是多维分离分析系统，例如应用最

为广泛的 方 法 之 一 的 多 维 蛋 白 质 鉴 定 技 术（T;N2
/,J）［,］，即采用强阳离子交换色谱和反相液相色谱

两种分离原理正交的分离方法构成多维分离，结合

串联质谱组成一种多维分离鉴定技术。这两种分离

方法既可以以在线方式，也可以以离线方式进行组
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合应用于蛋白质组学研究中。两种组合各有利弊，

相对于在线二维来说，离线的分离方式更加灵活，两

个维度的分离方法可以进行独立的条件优化，更适

合于极端复杂及大量样品的分离分析［#］。

! ! 鉴于二维液相色谱在分离复杂多肽混合物中的

优越 性，国 际 上 一 些 著 名 实 验 室，如 !"#$［$］、

%&’()［%］、*&++［&］和 ,-$’.［’(］等 实 验 室 都 在 使 用 这

种鉴定策略，只是在实验条件上进行了不同程度的

改进和优化。在采用二维液相色谱结合生物质谱对

复杂生物样品进行分离分析过程中，反相液相色谱

的分离条件比较成熟和确定，但强阳离子交换色谱

的分离条件依然有多种选择，以洗脱时选择的流动

相为例，虽然大多数实验室采用的都是利用盐梯度

洗脱方法，但在盐的种类及浓度选择方面却各不相

同。有些实验室使用醋酸铵，有些实验室选择氯化

钾，还有研究者选择氯化铵或甲酸铵。除此之外，在

缓冲液的选择方面，各实验室也不尽相同。一些常

用的离子交换色谱分离条件总结于表 ’ 中。从表 ’
可看出，我们关注的流动相的组成存在显著性差异，

哪种组合更适合复杂多肽样本的分离，目前还没有

对此进行过比较及优化。

! ! 本文旨在对二维色谱分离中经常选择的强阳离

子交换色谱分离条件，诸如上样量、盐的种类、调节

缓冲液 /0 值的酸的种类以及有机溶剂的比例对色

谱行为的影响进行考察和优化，期望为研究人员采

用二维色谱分离复杂多肽混合物，并以强阳离子交

换色谱作为 一 维 色 谱 时 的 最 佳 分 离 条 件 选 择 提 供

参考。
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!" 实验部分

! 5 !" 仪器与试剂

! ! D),( 型高效液 相 色 谱 色 谱 仪 由 高 压 恒 流 双 泵

及紫外 检 测 器 组 成（ 大 连 依 利 特 分 析 仪 器 有 限 公

司），并连接 一 台 自 动 馏 分 收 集 器；恒 温 水 浴 箱（ 北

京精科华瑞仪器有限公司）；超声清洗仪（ 昆山市超

声仪器有限公司）；!I:%%; 涡旋混合仪（ 其林贝尔

仪器制造有限公 司）；5G@ 混 合 器（ 宁 波 新 芝 科 器

研究所）。

! ! 三氟乙酸（LH@，纯度为 &&E）、甲醇、乙腈及酵

母全 蛋 白（ 酿 酒 酵 母，"型 ）均 购 自 美 国 ,$#-& 公

司；胰蛋白 酶（ ’<"/)$+）、二 硫 苏 糖 醇（5LL）均 购 自

美国 D<2-(#& 公司；碘 乙 酰 胺（ M@@）为 比 利 时 @6:
<2) 公司产品；氯 化 钾、氯 化 铵、甲 酸 铵、醋 酸 铵、磷

酸二氢钾均购自北京化学试剂公司；磷酸、甲酸、盐

酸均购自北 京 化 工 厂；强 阳 离 子 交 换 分 析 柱（ D<2:

’(2-$K ,1F:GD+，’+( -- * "- # --，+ !-，无孔，

,(/&K L(6.+232#$()，M+6? ），强阳离子交换预柱（’(
-- * "- ( --，,(/&K L(6.+232#$()，M+6? ）；微 量

进样针（)+( !I，美国 0&-$3’2+ 公司）；试验用水为

超纯水，由 *$33$:N 纯水系统（ 美 国 *$33$/2<( 公 司）

制备。

! ! 裂 解 液（)( -I）配 方：&- + -23 O I 尿 素（ 终 浓

度）；’E 5LL（ 每 ’(( -I 裂解液中加入 ’ # 5LL）；

鸡尾酒 "(( !I（ 每 ’ -I 裂解液中加入 )( !I 鸡尾

酒）。

! 5 #" 样品制备

! ! 酵 母 全 蛋 白 的 提 取：每 次 称 取 ,(( -# 酵 母 干

粉，加入 ’ -I 裂解液，涡旋混合后于室温条件下继

续混合 ’+ -$+，之后进行超声提取及离心。超声仪

设置为脉冲工作模式，即工作 ’ )，间隔 ’ )，总时间

为 ,( )，循环 % 次。破碎后的酵母细胞继续在室温

条件下用 5G@ 混 合 器 混 合 ,( -$+，使 蛋 白 质 充 分

·&#,·
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溶解，最 后 在 #$ ! 下 以 %$ $$$ " # $%& 离 心 # ’，取

上清液测定蛋白质浓度后备用。

& & 酵 母 全 蛋 白 酶 切：取 适 量 提 取 的 酵 母 蛋 白 于

#’ ( $( )**+&,-". 管中，加入 /00（$’ # $-1 # (）使

其终浓度至 #$ $$-1 # (，于 )* !水浴加热 % ’，使蛋

白质充分溶解变性；按 233 与 /00 的终浓度比例为

(+ # 加入 233 溶液，暗处放置 # ’，以封闭蛋白质上

的巯基和 多 余 的 /00；因 蛋 白 质 提 取 时 使 用 的 是

,’ ( $-1 # ( 的 尿 素，所 以 在 酶 切 前 用 ($ $$-1 # (
45%567) 溶 液 使 蛋 白 质 中 的 尿 素 浓 度 降 至 #
$-1 # ( 以下，再按蛋白质与酶的 质 量 比 为 #$$ + # 加

入胰蛋白酶，在 )* !水浴中孵育 #- ’，取出后脱盐，

分装后冷冻干燥，于 . "$ !保存备用。

! ! "# 实验方法

& & 流动相的配制：流动相 3 为 ( $$-1 # ( 磷酸二

氢钾 中 加 入 一 定 比 例 的 乙 腈，流 动 相 8 为 (
$$-1 # ( 磷酸二氢钾中加入一定浓度的盐和一定比

例的乙腈，并且先将溶液 *5 值调至 !’ *，之后按比

例加入乙腈。

& & 在 考 察 色 谱 线 性 上 样 量 时，流 动 相 3 为 (
$$-1 # ( 95!:7%（*5 !’ *）/ )$;（ < # <）364；流动

相 8 为 ( $$-1 # ( 95!:7%（*5 !’ *）/ # $-1 # ( 961
/ )$;（< # <）364，两相均用磷酸调节 *5 值。

& & 在考察盐的种类对分离度的影响时，缓冲液为

( $$-1 # ( 95!:7% ，用 磷 酸 调 节 其 *5 值，乙 腈 为

)$;（< # <），分别 考 察 氯 化 钾、氯 化 铵、醋 酸 铵 和 甲

酸铵对分离度的影响。氯化钾和氯化铵的浓度均为

# $-1 # (，醋 酸 铵 和 甲 酸 铵 的 浓 度 均 为 $’ ( $-1 # (，

因为当乙腈为 )$;（ < # <）时，醋酸铵和甲酸铵 会 从

溶液中析出，因此适当地降低了这两种盐的浓度。

& & 在考察调节缓冲液 *5 值的酸的种类 时，将 使

用之前筛选出的最合适的盐溶液作为流动相，且缓

冲液为 ( $$-1 # ( 95!:7% ，乙 腈 为 )$;（ < # <），分

别使用盐酸、磷酸、甲酸和三氟乙酸调节缓冲液 *5
值至 !’ *。

& & 在考察 流 动 相 中 乙 腈 的 比 例 对 分 离 度 的 影 响

时，将使用之前筛选出的最合适的盐溶液作为流动

相，并采用最合适的酸来调节溶液的 *5 值，考察不

同比例（#$;、!$;、)$; 和 %$;（ 体积分数））乙腈对

分离度的影响。

& & 样品上样前处理：根据不同的实验，用相应的流

动相 3 溶解酵母蛋白的胰蛋白酶酶切物冻干粉末，

溶液 质 量 浓 度 为 ( = # (。之 后，用 微 量 进 样 针 进 样

进行色谱分析。

& & 色谱条件：使用氯化铵和氯化钾洗脱时，洗脱梯

度为：$ 0 -$ $%&，$ 0 !$; 8；-$ 0 *$ $%&，!$; 8 0
#$$; 8；*$ 0 "$ $%&，#$$; 8；"$ 0 "( $%&，#$$;
8 0 #$$; 3；"( 0 #$$ $%&，#$$; 3。使用醋酸铵和

甲酸铵洗脱时，洗脱梯度为：$ 0 -$ $%&，$ 0 %$; 8；

-$ 0 *$ $%&，%$; 8 0 #$$; 8；*$ 0 "$ $%&，#$$;
8；"$ 0 "( $%&，#$$; 8 0 #$$; 3；"( 0 #$$ $%&，

#$$; 3。流速 $’ * $( # $%&；检测波长 !#% &$。

$# 结果与讨论

$ ! !# 上样量对分离度的影响

& & 由于超载会严重影响色谱的分离度，为了获得

高的分离效率并易于对色谱性能进行考察，需将上

样量控制在线性色谱范围内。一般测定色谱的线性

负载时，常采用标准合成肽段来测定线性色谱的上

样量范围，但考虑到强阳离子交换柱的负载量比较

大，同时也考虑到在复杂多肽混合物方面的应用，因

此选择复杂程度较高的酵母蛋白的胰蛋白酶酶切物

为研究对 象 来 测 定 线 性 色 谱 的 上 样 量 范 围。 实 验

中，选取酵母蛋白的酶切物分离中的一个色谱峰进

行观察，如图 # 所 示，不 同 上 样 量 时 的 分 离 结 果 相

似，只是色谱峰的峰高不同。当上样量从 #$$ != 增

加到 # !$$ != 时，上样量 !（!=）与峰高 "（$>）呈

较好的线性关系 " 1 # ? -"",!，#! 1 $ ? ,,# %。当上样

量为 # !$$ != 时，虽然可能没有达到最大线性色谱

的负载量，但由于色谱分离的最高峰呈现平头，说明

检测器 已 达 饱 和 状 态，故 在 此 条 件 下，以 # !$$ !=
为最大线性上样量。另外，考虑到样品的消耗量，我

们选择 %$$ != 作为以下实验的上样量。

$ ! $# 盐的种类对分离度的影响

& & 在阳离子交换色谱分离中，由于溶质阳离子与

构成盐的阳离子存在竞争，且构成盐的离子的紫外

吸收背景会影响色谱图的质量，因此，构成盐的阴、

阳离子种类 和 浓 度 是 影 响 分 离 结 果 的 重 要 因 素 之

一。在液相色谱使用梯度分离时，反映分离度的参

数是峰容量，所以在以下的讨论中将以峰容量为指

标来表征色谱分离度。为了考察盐的种类对分离度

的影响，分别考察了经常使用的氯化钾、氯化铵、醋

酸铵和甲酸铵的溶液作为流动相进行梯度洗脱时的

峰容量，以 此 来 评 价 这 几 种 盐 对 分 离 结 果 的 影 响。

实验结果显示，氯化铵溶液作为流动相进行梯度洗

脱时，色 谱 峰 的 峰 容 量 最 大，峰 容 量 为 -#（ 见 图

!@）；氯化 钾 的 洗 脱 能 力 次 之，峰 容 量 为 ))（ 见 图

!A），而使用 醋 酸 铵 和 甲 酸 铵 作 为 盐 进 行 梯 度 洗 脱

的分离效果不理想，峰容量分别为 #- 和 #)（ 见图 !B
和图 !,），主要原因是：甲酸铵和醋酸铵中的羰基在
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图 !" 不同上样量时酵母全蛋白的胰蛋白酶

酶切物的强阳离子交换色谱分离图

!"#$ !" %&’()*+(#’*), (- +&. +’/0+"1 2"#.,+ (- 0’(+."3
.4+’*1+ -’() +&. /.*,+ 5/ ,+’(3# 1*+"(3 .46
1&*3#. 1&’()*+(#’*0&/ 7"+& 2"--.’.3+ 8(*2"3#
*)(93+,

! !"#$%&’$(#&)"*+ +$,-*’*$,.：/0$1 #&’2，#$ % %3 4 %*,；-2’2+5
’*$, 1&6202,(’"，&’" ,%；%$7*02 )"&.2 8，( %%$0 4 3 9:& ;<"

（): &$ % ） ) *#= （ 6 4 6 ）8!>； %$7*02 )"&.2 ?，( %%$0 4 3
9:& ;<"（ ): &$ % ）) ’ %$0 4 3 9!0 ) *#=（ 6 4 6）8!>@ A0B’*$,

(#&-*2,’，# + ,# %*,，# + &#= ?；,# + %# %*,，&#= ? + ’##= ?；

%# + -# %*,，’##= ?；-# + -( %*,，’##= ? + ’##= 8；-( + ’##
%*,，’##= 8@
! ! C"2 )2&D. B.2- /$# 0*,2&# +$##20&’*$, #2.2&#+"@

图 #" 流动相中使用不同的盐时酵母全蛋白胰蛋白酶

酶切物的强阳离子交换色谱图

!"#$ #" %&’()*+(#’*), (- +&. +’/0+"1 2"#.,+ (- 0’(+."3
.4+’*1+ -’() /.*,+ 5/ ,+’(3# 1*+"(3 .41&*3#.
1&’()*+(#’*0&/ 7"+& 2"--.’.3+ ,*8+, "3 +&. )(6
5"8. 0&*,.,

! E$7*02 )"&.2.：&@ 8，( %%$0 4 3 9:& ;<"（): &$ %）) *#=（ 6 4

6）8!>；?，( %%$0 4 3 9:& ;<"（ ): &$ %）) ’ %$0 4 3 >:"!0 )

*#=（ 6 4 6）8!>@ 7@ 8，( %%$0 4 3 9:& ;<"（): &$ %）) *#=（ 6 4

6）8!>；?，( %%$0 4 3 9:& ;<"（): &$ %）) ’ %$0 4 3 9!0 ) *#=

（ 6 4 6）8!>@ A0B’*$, (#&-*2,’：# + ,# %*,，# + &#= ?；,# + %#
%*,，&#= ? + ’##= ?；%# + -# %*,，’##= ?；-# + -( %*,，’##=
? + ’##= 8@ +@ 8，( %%$0 4 3 9:& ;<"（ ): &$ %）) *#=（ 6 4 6）

8!>；?，( %%$0 4 3 9:& ;<"（): &$ %）) ’ %$0 4 3 >:"8! ) *#=

（ 6 4 6）8!>@ -@ 8，( %%$0 4 3 9:& ;<"（ ): &$ %）) *#=（ 6 4 6）

8!>；?，( %%$0 4 3 9:& ;<"（ ): &$ %）) ’ %$0 4 3 :!<<>:" )

*#=（ 6 4 6）8!>@ A0B’*$, (#&-*2,’：# + ,# %*,，# + "#= ?；,# +
%# %*,，"#= ? + ’##= ?；%# + -# %*,，’##= ?；-# + -( %*,，

’##= ? + ’##= 8；-( + ’## %*,，’##= 8@
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!#$ !" 处附近有紫外吸收，而一般分离多肽混合物

时选择的检测波长为 !#% !"，两个检测波长比较接

近，因此随着流 动 相 # 比 例 的 不 断 增 加，甲 酸 铵 和

醋酸铵的浓度也越来越高，其吸收峰越来越强以致

于会干扰对肽色谱峰的识别。虽然当这两种盐溶液

用于在线二维色谱分离并与质谱联用时不涉及紫外

检测，对后续分离分析的结果影响不大，但在离线二

维色谱$质谱联用分离分析的过程中，需要将强阳离

子交换分离得到的组分进行收集并用于第二维的反

相液相色谱分离，此时如果由于这两种盐本身的干

扰导致一维分离的色谱峰不易识别，便会影响对分

离出来的肽段组分的收集，进而影响到第二维色谱

的分离效果，最终会影响到该方法的分析结果。因

此，在采用离 线 二 维 色 谱 分 析 并 以 !#% !" 作 为 紫

外检测器的检测波长时，不宜选择醋酸铵和甲酸铵

溶液作为流动相。另外，%&’( 等采用酵母蛋白的酶

切产物为研究对象时，在类似的强阳离子交换色谱

分离条件下，以氯化钾溶液为流动相进行分离得到

的色谱峰的峰容量是 &’［(］，比我们采用氯化铵为流

动相进行分离时得到的峰容量小。因此，在进行复

杂多肽混合物的阳离子交换色谱分离时，氯化铵应

作为优先选择的盐类。

! ! "# 用于调节流动相 "# 值 的 酸 的 种 类 对 分 离 度

的影响

) ) 采用强 阳 离 子 交 换 色 谱 对 肽 混 合 物 进 行 分 离

时，首先需要将流动相和肽混合物的 )* 值 调 至 肽

段的等电点以下，以便使肽段带正电荷，并与离子交

换色谱填料上带负电荷的离子相互作用而保留在色

谱柱上。因此，溶 液 的 )* 值 是 影 响 阳 离 子 交 换 色

谱分离的重要因素之一。除此之外，组成酸的阴离

子与肽离子以及其他阳离子的作用强弱也会影响离

子交换色谱的分离效果，为此，我们分别选用常用的

盐酸、磷酸、甲 酸 和 三 氟 乙 酸 调 节 流 动 相 的 )* 值，

比较了用这几 种 酸 调 节 流 动 相 的 )* 的 分 离 效 果，

流动相均为含 &$+（, - ,）乙腈的 # "./ - 0 的氯化铵

溶液。结果表明，采用磷酸调节流动相 )* 值时，强

阳离子交换色谱分离酵母蛋白的胰蛋白酶酶切物的

峰容量最多，峰容量为 ’#（ 如图 !1）；使用盐酸时的

分离效果与使用磷酸的分离结果无显著差异，峰容

量为 **；使 用 甲 酸 调 节 流 动 相 )* 值 时，峰 容 量 为

&*；用三氟乙酸调节流动相 )* 值时，在同等条件下

峰容量最少，峰 容 量 为 !!，其 原 因 是 三 氟 乙 酸 是 常

用的离子对试剂，易于与离子状态的肽段结合形成

中性化合物，这样一方面与离子交换树脂电荷基团

结合的肽离子数目减少了，另一方面形成的中性化

合物还可能部分与色谱填料的疏水性部位结合，从

而在梯度盐洗脱时，分离得到的肽色谱峰数目减少。

因此，在采用强阳离子交换色谱进行多肽混合物分

离时，为了有更好的分离效果，宜选择磷酸调节缓冲

液的 )* 值，而应避免使用三氟乙酸。

! ! $# 有机溶剂的比例对分离度的影响

) ) 对于强阳离子交换色谱而言，肽段在色谱柱上

的保留依赖于其与填料上阴离子基团的静电相互作

用，但大多数离子交换树脂的磺酰聚合物骨架又具

有一定的疏水性，使得其与肽段会产生一定疏水相

互作用而影响静 电 相 互 作 用［#&］。我 们 使 用 的 色 谱

填料为核$壳 型 色 谱 填 料，其 基 质 为 聚 苯 乙 烯$二 乙

烯基苯，同样具有一定的疏水性。另外，连接修饰基

团的间隔臂也有一定的疏水性，因此在流动相中加

入一定比例的有机溶剂如乙腈，可以减少肽段与树

脂间的疏水相互作用，使肽段在阳离子交换色谱上

仅有静电相互作用保留机理，提高其分离度。在在

线二维色谱分离过程中，考虑到与第二维反相液相

色谱的兼容性，强阳离子交换色谱中乙腈的比例通

常控制在 *+（, - ,）以内，但在离线二维色谱分离过

程中，由于两个维度的分离可以独立优化，因此在使

用强阳离子交换色谱时，适当提高乙腈的比例以减

少肽段与离子交换树脂骨架间的疏水相互作用，但

流动相中乙腈的比例为多少才能达到最佳分离效果

却不得而知，因此，我们在 # "./ - 0 氯化铵为流动相

的溶液中加入不同比例的乙腈，比较了乙腈比例不

同的流动相的分离效果。结果显示，当流动相中乙

腈比例为 &$+（ , - ,）时，分离效 果 最 好（ 见 图 !1）。

乙腈比例小于 &$+ 或大于 &$+ 时，分离效果均不理

想；乙腈 比 例 为 #$+、!$+ 和 %$+ 时 的 峰 容 量 分 别

是 #!、#+ 和 #’。原因可能是乙腈比例偏低时，一方

面是酵母蛋白 酶 切 样 品 在 流 动 相 2 中 不 能 完 全 溶

解，因此未溶解部分的肽段便被预柱截留而未能进

入分析柱；另一方面，乙腈比例较低时，对肽段与骨

架间的疏水相互作用不能得到有效抑制，会导致一

部分肽段以疏水相互作用保留于阳离子色谱柱上，

使分离机理复杂，分离效果变差。当乙腈比例超过

&$+ 时，高比例的乙腈可能会使色谱柱填料发生溶

胀而改变填料性质，从而在一定程度上影响分离效

果。另外，高比例的乙腈会使流动相中的盐析出且

不利于后续反相液相色谱的分离。所以在进行强阳

离子交换色谱分离时，有机相的比例控制在 &$+ 左

右有利于强阳离子交换色谱分离。但是在采用离线

二维色谱对多肽混合物进行分离分析时，强阳离子

交换色谱中使用较高比例的乙腈不利于反相液相色

·!(&·
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谱中样品在反相色谱柱上的保留，因此，对于强阳离

子交换色谱的馏分需要进一步地处理，一般使用氮

气吹干、真空离心干燥或采用稀释的方法将乙腈的

比例降至 #! 以 下，以 利 于 样 品 在 反 相 色 谱 柱 上 的

保留。

!" 结论

! ! 以酵母全蛋白提取液的胰蛋白酶酶切产物为研

究对象，对蛋白质组学研究中经常采用的多维色谱

分离中的强阳离子交换色谱的分离条件如上样量、

盐的种类、调节流动相 "# 值的酸的种类以 及 有 机

溶剂的比例等进行了比较。实验结果表明，在色谱

线性上样量范围内，使用氯化铵溶液作为流动相，用

磷酸调节流动相的 "# 值至 $% &，采用有机相乙腈的

比例为 ’(! ，进行梯度洗脱时可获得最佳的分离结

果。该结果虽 然 是 在 $%"&’ 公 司 提 供 的 强 阳 离 子

交换色谱柱的特定条件下得出的，并非在所有 $()
柱上都通用，但仍具有一定的借鉴作用，为蛋白质组

学中采用二维 色 谱*质 谱 联 用 方 法 分 离 分 析 复 杂 多

肽混合物的研究人员选择强阳离子交换色谱作为一

维分离的最佳分离条件提供了有益的参考。
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