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摘　要　以反相高效液相色谱法 (R P2H PL C) 分离甲硫脑啡肽 (M EK)、

亮脑啡肽 (L eu2EN K)、强啡肽A 1217 (D ynA 1217)、胆囊收缩素 (CCK28s)。色

谱柱为 ZORBA XC18 (211mm ID ×150mm ) ; 流动相: 乙腈ö水ö三氟乙酸

(T FA ) , 梯度洗脱, 紫外检测器检测: UV 215nm。上述条件下, 四种神经

肽在微克水平得到较好分离。
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　　在H PL C 中, 分离纯化肽最常用的是 R P2
H PL C, 回收率较高、分离效果好[ 1～ 2 ], 但某些场

合不太适用, 例如用放射免疫方法对神经肽进

行定量分析时, 如果用缓冲盐作为流动相, 放免

分析前要对样品进行脱盐预处理, 导致样品损

失。本方法对四种与镇痛及抗镇痛有关的神经

肽进行了分离并获得了比较满意的效果。

1　仪器与试剂

岛津 L C26A (U 21) 型高效液相色谱仪、

7125 手控进样器、岛津 SPD 26AV 紫外检测器

和C2R 3A 色谱数据处理机。M EK、L eu2EN K、

D ynA 1217、CCK28s, (Sigm a 公司) ; 乙腈 (色谱

纯; 中科院上海脑研所上海脑海生物科技公

司) ; 三氟乙酸 (T FA , F luka 公司) ; 超纯水为

M illipo re 处理后的去离子水。

2　色谱条件

色谱柱为 ZORBA X C 18反相柱 (211mm ID

×150mm , 填料粒径 5Λm、孔径 300∼ ) ; 保护柱

(5mm ×150mm , 填料为C 18, 10Λm )。梯度洗脱

神经肽所用的流动相: A 液为含 011% T FA 的

纯水, B 液为含 011% T FA 的乙腈, 在 0～

30m in 内流动相中B 液的终浓度从 15% 上升

到 45%。紫外检测器检测波长为 215nm , 检测

灵敏度 0116AU FS, 输出信号由 CR 23A 数据

处理机处理。

3　标准液配制

M EK、L eu2EN K、D ynA 1217、CCK28s 分别

溶于流动相A 液中, 浓度均为 1ΛgöΛl, 进样体

积 2ΛL。

4　样品制备

大鼠脊髓灌流液、脑脊液分别经 Sep 2pak

柱进行脱盐预处理, 冻干复溶后, 各溶于流动相

A 液 100ΛL 中, 进样体积 80ΛL。

5　结果和讨论

511　反离子对试剂的选择　在神经肽的反相

高效液相色谱分离中, 离子对色谱法的使用最

为广泛。这是因为神经肽是两性电解质, 其表面

带电基团的电荷解离将影响其保留行为和分离

效果。加入反离子试剂就可以抑制其电荷解离。

常用的反离子对试剂有 T FA、七氟丁酸、甲酸、

醋酸和磷酸等[ 3 ]。本文选择了 T FA , 因为 T FA

是挥发性酸, 冻干时易除去, 获得神经肽纯品。

512　流动相的 pH 值对肽保留性质的影响　

不同酸度下, 肽的极性、与固定相的相互作用以
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及随流动相的洗脱快慢等都有所变化。试验证

明, 当pH 2 时, 神经肽易溶解和洗脱。因为此时

肽分子的酸性基团处于“电离抑制”状态, 而带

正电荷的碱性基团与在流动相中加入的负电离

子形成“离子对”化合物, 由此可以改善分离效

果。

513　洗脱液中, 乙腈浓度的影响　乙腈浓度过

高会影响组分分离, 过低又使整个分析时间延

长。在 40m in 内, 当流动相B % 从 25% 到 60% ,

采用检测灵敏度为 0132 AU FS 条件进行分析

时, 发现出峰时间很快, 对于 D ynA 1217和 CCK2
8s, 进行测定的保留时间非常接近, 分离效果不

佳, 如图 1a。为了缩短分析时间, 降低了乙腈的

初始浓度, 在 30m in 内 以B % 从 15% 到 45% ,

流速 013mL öm in, 灵敏度 0116AU FS 为条件

进行测定, 结果不仅四种肽保留时间明显缩短,

而且分离效果也有改善, 如图 1b。它们保留时

间的重现性很好, 其相对标准偏差较小。

图 1　四种神经肽的色谱图

a. 流动相: A 1011% T FA 纯水; B. 011% T FA 乙腈

25%～ 60% (40m in) ; 灵敏度: 0132AU FS

1——甲硫脑啡肽 (M EK) ; 2——亮脑啡肽 ( leu2EN K) ;

3——强啡肽A 1217 (D yn A 1217) ; 4——八肽胆囊收缩素

(CCK28)

b. 流动相: A 1011% T FA 纯水; B 1011% T FA 乙腈;

15%～ 45% (30m in) ; 灵敏度: 0116AU FS

1——甲硫脑啡肽 (M EK) ; 2——亮脑啡肽 (L eu2EN K) ;

3——强啡肽A 1217 (D yn A 1217) ; 4——八肽胆囊收缩素

(CCK28)

514　小内径柱的分离效果　本实验探讨了用

细内径柱分离神经肽。细内径柱的特点是不仅

节约流动相 (流速 013mL öm in) , 而且改善分离

效果。

515　保护柱的效果　无保护柱对神经肽的分

离效果, 如图 2 所示, 与图 1 对比, 分离程度和

检测灵敏度都大为提高。

反相高效液相色谱使用乙腈ö水öT FA 为

流动相及细内径 C18柱可将 M EK、L eu2EN K、

CCK28s、和D ynA 1217较完全分离, 但检测极限

仅为 Λg 水平。放射免疫方法虽然可以在 pg 水

平, 但对神经肽的前体及代谢产物都可能有交

叉反应, 导致结果不准确; 而 H PL C 分离神经

肽的特点恰好弥补了这一缺陷[ 4 ]。作者对大鼠

脊髓灌流液用放免的方法进行定量分析, 一次

只能测定一种肽, 现用该法, 就可将灌流液中不

同组分分离收集, 冷炼干燥使乙腈和 T FA 挥发

后再用放免的方法测定。可以在一个灌流液标

本中同时观察四种神经肽的释放变化。
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图 2　四种神经肽无保护柱的色谱图

色谱条件同图 1; 1——甲硫脑啡肽 (M EK) ; 2——亮脑

啡肽 (L eu2EN K) ; 3——强啡肽A 1217 (D yn A 1217) ; 4——

八肽胆囊收缩素 (CCK28)
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