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内容概要

《现代液相色谱技术导论(第3版)(精)》编著者LloyR.Snyder等。

高效液相色谱法(HPLC)是当今化学分析及其相关领域的领先技术，它可用于分离、分析和(或)纯化几
乎所有的样品。
Snyder和Kirkland的这本《现代液相色谱技术导论》，一直以来就是关于HPLC技术的重要专著。

本书反映了当前最新的研究成果及实践经验，以引导读者认识HPLC，了解它与其他现代分离技术的
关系以及它的历史为开端。
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章节摘录

版权页：   插图：   最后，以整体柱（monolith）代替填充床柱（参阅本书5.2.4章节）是另外一个办法
。
整体柱由一个连续的穿孔（through—pore）互联骨架组成；流动相和溶质能够借助这些穿孔流过柱子
。
因此，整体柱能在较低的压力下进行高流速的操作，而其柱效仅会轻微降低。
基于聚合物和硅胶的整体柱在市场上均有售。
聚合物整体柱以聚甲基丙烯酸酯和聚苯乙烯二乙烯苯的材料制成，在市场上它们以色谱柱和盘的形式
出售，分别用于分析和制备色谱。
这些材料都包含大孔和小孔的双模态孔结构。
 13.3.1.3支撑物的特性和稳定性 多孔硅胶的多种性质有助于它用作色谱柱的支撑物（参阅本书5.2.2章节
）。
令人遗憾的是，硅胶的其他性质却限制了它在生物分子分离中的应用。
用RPC分离肽类通常在酸性的条件（pH7）下进行；有些基于硅胶的色谱柱在2.5≤pH≤7.5的范围以外
稳定性下降（参阅本书5.3.1、5.3.2.1章节）。
色谱分离有时候需要在高温下进行以改善峰形或者优化选择性，但是键合相硅胶在高于40qC时稳定性
会降低，特别是同时在极端的pH条件下。
然而，使用合适的色谱柱和其他条件能降低流动相pH和温度对色谱柱稳定性造成的不良影响。
 另一个使用基于硅胶的色谱柱分离生物分子的主要潜在问题是：由于硅胶表面和溶质之间的强烈相互
作用，使得生成的色谱峰很宽而且拖尾，以及由于不可逆的吸附造成样品损失。
这些问题对于老式的“A类”色谱柱尤为突出；因此强烈推荐选用高纯度的“8类”色谱柱（参阅本
书5.2.2.2章节）。
峰端的反相高效液相色谱柱（end.cappedRPC columns）（参阅本书5.3.1章节）也能明显降低样品与色
谱柱之间的不良相互作用。
 人们寻求了许多方法来提高键合相硅胶的性能以便用于生物聚合物的色谱分析。
现在，基于硅胶的反相高效液相色谱柱已成为分离大部分肽类的选择。
对于其他的色谱模式（如离子交换和疏水性相互作用），由于基于硅胶的填料的局限性，现在主要是
用基于聚合物的柱填料来分离肽类（参阅本书5.2.3章节）。
聚合物，如聚苯乙烯—二乙烯苯和聚甲基丙烯酸，能制成多孔颗粒直接用于色谱分析（如高聚物型苯
乙烯—二乙烯基苯（PS.DVB）用于RPC）。
或者，聚合物柱能通过引入特定的基团而具有不同的功能（如离子部分用于离子交换法，参阅本
书7.5.4章节），这些填料在较广的pH范围内稳定（包括pH10）；也能在高温下使用，而基于硅胶的
色谱柱在高温下则会受到破坏。
它们在压力为27.2～34MPa下也能保持稳定。
用于制备和生产规模用途的聚合物材料的主要优势是它能使用强碱清洗，这样就能清除如内毒素之类
的污染物。
内毒素（一般为用于生物药剂生产的宿主细胞内的脂多糖）会引起炎症反应，因此必须避免内毒素进
入人类使用的药物中。
 13.3.1.4质量回收率和生物活性 若以高效液相色谱（HPLC）分离的物质还需要进行进一步鉴定或有其
他用途时，则要求分析物必须有好的回收率。
如果要保留生物活性，则生物聚合物必须保持其天然构象。
这就需要谨慎地选择色谱模式和分离条件才能满足这些要求。
RPC可能会使蛋白质变性，因此通常不能用于回收分子量大的蛋白质。
但是，经过RPC分离所得的变性后的肽类或者小蛋白质，暴露到离子条件合适且不含有机溶剂的缓冲
液中，通常能恢复所有生物活性。
选用其他洗脱条件苛刻（极端pH、高温）的色谱模式都会损害到回收物的完整性和活性。
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多肽由于其活性部位吸附在柱填料上或截留在孔隙内，使得其质量回收率降低。
用生物聚合物的替代物（如牛血清白蛋白或类似蛋白质性质的样品）对柱子进行预处理，使柱子在使
用前失活，有助于把吸附造成的样品损失降到最低。
由于在孔隙内蛋白质发生解折叠而造成的样品损失，可以通过使用大孔径的支撑物或缓和失活条件使
损失降到最低。
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编辑推荐

《现代液相色谱技术导论(第3版)》旨在满足不同读者的需求，无论你是初学者还是专家，《现代液相
色谱技术导论(第3版)》的第3版都为你提供了最新、最全面以及通俗易懂的HPLC方法及其应用方面的
知识。
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