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引言

蛋白质和多肽作为生命活动的关键分子，其含量测

定在生物医药、食品安全等领域具有重要意义。高效液

相色谱（HPLC）技术凭借其高分辨率、高灵敏度及自

动化程度，成为复杂生物样品中蛋白质和多肽定量分析

的首选方法。随着色谱填料、检测器及数据处理技术的

不断进步，HPLC在蛋白质组学、药物研发及临床诊断

中的应用日益广泛。

一、高效液相色谱的基本原理

1.HPLC的定义与分类

高效液相色谱（HPLC）是一项利用液相流动相与

固定相间的分配差异来实现化合物分离的高效分析方

法。其核心在于高压输液泵推动流动相携带样品通过色

谱柱，通过组分与固定相的相互作用差异（例如疏水性，

离子交换）实现分离。根据固定相与流动相的极性关系，

HPLC 可分为正向色谱（在极性化合物中，固定相的极

性明显高于流动相）和反向色谱（固定相的极性比流动

相小，适合于非极性或者弱极性的化合物）。在进行蛋

白质和多肽的分析时，反向色谱技术因其能够有效地利

用 C18 等非极性固定相与多肽的疏水侧链进行相互作用，

从而实现高效的分离，因此已经成为了主导技术。另外，

离子交换色谱和分子排阻色谱这些特殊的模式还可以应

用到具体的情景中，例如蛋白质电荷变异体的分析或者

分子量分布的确定。

2.HPLC的关键组件

高效液相色谱（HPLC）系统中的关键组件共同协

作，以达到高效的分离和分析目的。高压输液泵通过精

密活塞或双柱塞设计产生稳定高压（通常 100-4000 psi），

确保流动相以恒定流速通过色谱柱；该进样器通过六通

阀或者自动进样装置实现纳升级到微升级试样的准确注

入以避免峰展宽；色谱柱作为分离心脏，其内填充的硅

胶基质或聚合物填料（粒径 1.8-5μm）通过表面化学

修饰（如 C18 链）提供特异性相互作用位点；该检测器

能够将分离出的成分转换为可量化的信号。紫外检测器

（214/280 nm）主要用于含有共轭体系的多肽分析，而荧

光检测器或质谱检测器则是通过提高灵敏度来实现微量

分析的；数据处理系统将峰识别，积分和定量算法集成

在一起，并结合标准曲线或者内标法来完成对复杂样本

的分析。

3.HPLC的分离机制

高效液相色谱（HPLC）的分离机制是基于样本成分

与固定相和流动相之间的动态平衡差异。在反向色谱中，

非极性固定相（如 C18 链）与多肽的疏水侧链通过范德

华力或 π-π 堆积作用结合，而极性流动相（如含乙腈

的水溶液）竞争性洗脱，使疏水性强的组分保留时间延

长；离子交换色谱则通过固定相的带电基团（如磺酸基

或季铵基）与多肽的电荷残基发生静电相互作用，盐浓

度梯度或 pH 变化调控解离平衡；分子排阻色谱主要依靠

多孔填料孔径筛分效应使小分子穿透孔隙路径变长，大

分子则直接穿过，从而达到分子量依赖分离。这些机理

既可以单独也可以共同发挥作用，通过对流动相极性，

离子强度或者温度的优化来准确地调节组分和固定相之

间相互作用的强弱，以达到对复杂生物样品进行有效分

离的目的。

二、HPLC在蛋白质和多肽含量测定中的具体应用

1.药物研发

在药品开发的全过程中，高效液相色谱（HPLC）技
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术起到了至关重要的作用，它为蛋白质和多肽药物的研

究与开发提供了核心的技术支撑。药物合成阶段 HPLC

采用反向色谱将目标多肽从合成副产物中分离出来，使

用梯度洗脱对条件进行优化，并结合紫外检测器对 214 

nm 或者 280 nm 波长范围内色谱峰纯度进行监控，以保

证合成产物化学完整性；对于含特殊氨基酸（如半胱氨

酸、色氨酸）的多肽，需通过衍生化处理增强检测灵敏

度，或采用 HPLC-MS 联用技术直接鉴定分子量与序列。

制剂研制过程中采用 HPLC 对药物稳定性进行评价，并

采用加速实验对高温高湿环境下多肽降解产物进行监控，

同时采用离子交换色谱分析电荷变异体的含量以保证批

次之间的一致性。在生物利用度的研究方面，采用 HPLC

与放射性标记或者同位素稀释相结合的方法检测血浆内

药物浓度并采用内标法修正基质效应和计算药代动力学

参数。另外，HPLC 在进行杂质谱分析时能够检测到低至

0.1% 的与工艺相关的杂质，并结合质谱来确定其结构，

从而为杂质的追溯提供了科学依据。随着多肽偶联药物

（PDC）和抗体药物偶联物（ADC）的出现，HPLC-MS联

用技术能够更精确地测定连接子的稳定性和药物与抗体的

比例（DAR），从而加速了新型生物制剂研发的步伐。

2.质量控制

在药品和生物制品的质量管理环节中，高效液相色

谱（HPLC）技术因其出色的分辨率和精确的定量能力，

已经成为确保产品安全和有效性的关键工具。蛋白质及

多肽类药物制备过程中 HPLC 采用反向色谱对主成分及

杂质进行准确分离，并采用梯度洗脱对色谱条件进行了

优化，利用紫外检测器在特定的波长范围内对目标峰的

纯度进行监测，以确保药物中的活性成分达到 ICH（国

际人用药品登记技术协调会）的标准要求；对含有多个

二硫键或者经过翻译改造的多肽需要采用离子交换色谱

对其电荷变异体的分布情况进行分析，并结合面积归一

化法对主峰比例进行计算以评价产品的均一性。考察制

剂稳定性时，HPLC 可以检测多肽长期贮存条件下降解产

物如氧化，脱酰胺及其他杂质，并与标准品色谱图进行

比较，证实杂质结构的存在，从而为有效期的制定提供

了依据。另外，HPLC 技术在原料药的质量控制过程中被

应用于检测残存的溶剂、催化剂和外来污染物，通过与

质谱联用技术的结合，实现了痕量杂质（ppm 级）的定

性和定量分析。针对生物类似药的研制，HPLC 对原研药

和仿制品氨基酸序列覆盖度和修饰位点进行肽图分析对

比，以保证两者在品质上具有较高相似性。随着法规对生

物药杂质控制要求的日益严格，HPLC与多维度检测技术

（例如二维液相色谱、电荷变异体的分析等）的联用，进

一步提高了复杂生物制品品质评价工作的深度和可靠性。

3.临床诊断

针对蛋白质和多肽类生物标志物，HPLC 通过反向

色谱或离子交换色谱实现复杂基质中目标分子的分离与

富集，结合紫外检测器在 214 nm 或 280 nm 波长下定量分

析血清、血浆或尿液中的多肽激素（如胰岛素、胰高血

糖素）水平，辅助糖尿病、甲状腺疾病等内分泌代谢疾

病的诊断；对于肿瘤标志物检测，HPLC 可分离低丰度多

肽片段，通过与质谱联用技术（HPLC-MS）鉴定特定序

列，提升早期癌症筛查的准确性。在遗传性疾病诊断中，

HPLC 用于分析血浆中异常修饰的载脂蛋白或凝血因子，

结合肽图分析技术定位突变位点，为镰状细胞贫血、血

友病等疾病的基因分型提供依据。此外，HPLC 在药物浓

度监测中发挥关键作用，通过测定治疗性抗体或多肽药物

的血清浓度，优化个体化给药方案，避免药物过量或不足

导致的疗效波动。针对新生儿筛查，HPLC可快速检测干

血斑样本中的氨基酸代谢异常（如苯丙酮尿症相关多肽），

结合衍生化技术增强检测灵敏度，实现疾病的早期干预。

随着多组学技术的融合，HPLC与蛋白质组学、代谢组学

的联用正推动临床诊断向精准化、多维化方向发展。

4.食品安全

在食品安全方面，高效液相色谱（HPLC）技术通过

精确的分离和定量分析手段，为食品中的蛋白质和多肽

成分的合规性检测提供了坚实的保障。对于乳制品质量

监控，采用 HPLC 与紫外检测器联用，可以对牛奶中 β-

乳球蛋白和 α- 乳白蛋白过敏原残留进行定量检测，采

用反向色谱分离技术排除基质干扰保证乳清蛋白粉及其

他制品低敏性与标签声明一致；针对肉类制品中掺假的

识别，HPLC 利用肽图分析技术对胶原蛋白的特征肽段

进行解析，并结合主成分分析算法与标准图谱进行匹配，

能够准确地识别出马肉假冒牛肉的诈骗现象。在食品添

加剂的检测过程中，HPLC 被应用于评估谷氨酰胺转氨酶

等酶制剂的活性和残留量，并通过离子对色谱技术来优

化流动相体系，从而提高极性多肽分离的效率；针对非

法添加物筛查，HPLC-MS 联用技术可检测肉类中的瘦肉

精（如克伦特罗）代谢多肽片段，通过多反应监测模式

（MRM）实现 ppb 级灵敏度检测。婴幼儿配方食品监管

方面，HPLC 采用梯度洗脱的方法分离乳铁蛋白和免疫球

蛋白两种功能性多肽并结合内标法对含量波动情况进行

定量分析，确保营养强化剂加入量达到国家标准。另外，

将 HPLC 应用于发酵食品品质控制，对生物活性成分大
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豆肽和玉米肽进行了分子量分布分析，并利用凝胶过滤

色谱对肽链聚合度进行了评价，为产品功能声称提供了

科学依据。

三、高效液相色谱在蛋白质多肽含量测定中的优化

策略

1.色谱柱的选择与优化

在高效液相色谱（HPLC）分析蛋白质和多肽时，色

谱柱的选择与优化是决定分离效率与峰形质量的核心环

节。针对多肽类化合物，反向色谱柱（如 C18、C8）因

能通过疏水相互作用实现高效分离而成为主流选择，其

中 C18 柱因碳链较长，对中等疏水性多肽的保留能力更

强，适用于分子量 500-5000 Da 的肽段分析；若需分离

极性较强或带电多肽，可选用苯基己基柱或两性离子柱，

通过 π-π 相互作用或静电排斥效应增强选择性。柱长

与粒径需根据样品复杂度调整，常规分析采用 150-250 

mm 柱长与 3-5μm 粒径以平衡分离度与分析时间，痕

量多肽检测则可选用超高效液相色谱（UPLC）的 1.7-

1.8μm 粒径柱提升灵敏度。

2.流动相条件的优化

在使用高效液相色谱（HPLC）对蛋白质和多肽进

行分析时，流动相条件的优化是决定分离效果和数据可

靠性的关键因素。反向色谱中，水 - 有机溶剂体系（如

乙腈 / 甲醇 - 水）是主流选择，乙腈因黏度低、洗脱能力

强，常用于快速分离多肽混合物，但甲醇与极性肽段的

亲和力较强，适用于疏水性弱分子的保留。缓冲盐的种

类和浓度需要进行精确的调节。磷酸盐（pH 2-7.5）和

醋酸盐（pH 3-6）能够通过稳定的离子强度来抑制多

肽电荷的变异，而 0.05-0.1 mol/L 的浓度可以平衡峰形

和柱压；含碱性赖氨酸或精氨酸的多肽需添加三氟乙

酸（TFA，0.05-0.1%） 或 甲 酸（0.1%） 抑 制 硅 羟 基 吸

附，但过量 TFA 可能导致峰拖尾或质谱抑制效应，需结

合检测器类型权衡。pH 值能够通过调节多肽的解离状态

来影响其保留行为。在酸性环境（pH 2-3）中，疏水相

互作用得到增强；而在碱性条件（pH 8-9）中，静电排

斥现象得到促进。因此，需要根据目标肽的等电点（pI）

进行相应的调整。梯度洗脱过程需要对初始有机相比

例、斜率和终末浓度进行优化。典型的解决方案是使用

5-95% 的乙腈线性梯度（20-60 min），并结合柱温（25-

40℃）来调整传质速度，以实现复杂肽谱的高效分离。

3.检测波长的选择

在高效液相色谱（HPLC）分析蛋白质和多肽时，检

测波长的选择需兼顾灵敏度与特异性，以准确捕获目标

分子的吸收特征。多肽类化合物因含芳香族氨基酸（如

色氨酸、酪氨酸、苯丙氨酸）而具备紫外吸收特性，214 

nm 波长处肽键的羰基 - 酰胺基电子跃迁可产生普遍响

应，适用于多数未衍生化多肽的定量分析，但背景吸收

较强可能影响低浓度样品的信噪比；若需增强检测灵敏

度，可针对含色氨酸（最大吸收约 280 nm）或酪氨酸

（275 nm）的多肽调整波长，利用特征吸收峰提升信号强

度，但需注意共洗脱杂质的干扰。对于缺乏芳香族残基

的肽段，需通过衍生化引入生色团（如邻苯二甲醛、荧

光胺），将检测波长转移至 330-450 nm 荧光激发区，实

现痕量多肽的灵敏检测。

4.数据处理与分析

在高效液相色谱（HPLC）分析蛋白质和多肽的数据

处理环节，需通过多维度策略确保结果准确性。色谱峰

识别依赖保留时间与峰形对称性，结合软件自动积分功

能划定基线并计算峰面积，手动校正重叠峰或肩峰以消

除干扰。定量分析采用内标法或外标法，内标物需与目

标肽段保留行为相近且无基质干扰，通过校正曲线拟合

（线性范围 R2 ≥ 0.995）实现绝对定量；对于复杂样品，

相对定量可基于峰面积百分比评估组分比例。此外，需

结合质谱数据验证分子量与序列信息，排除同分异构体或

降解产物的干扰，异常峰通过保留时间偏移、峰宽变化等

参数标记复检，确保数据可溯源且符合质量控制标准。

结论

HPLC技术具有高效、灵敏等优点，对于蛋白质及

多肽含量的检测具有不可取代的重要作用。通过对色谱

柱，流动相条件以及检测方法的优化，可以显著提高分

析的效率与准确性。随着色谱技术的持续进步，HPLC

在生物医学、食品安全等多个领域的应用潜力将变得更

为广泛，为复杂生物样本的定量分析提供了坚实的支撑。
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