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Delta Pak C18填料用于 P44纯化制备工艺可行性研究

周　伟 ,吴玉章 ,王祥智 ,边　疆 ,贾正才　　(第三军医大学基础医学部全军免疫学研究所 ,重庆 400038)

　　提　要:目的　研究 Delta Pak C18反相填料用于 P44 纯化制备工艺可行性 ,为固相合成疏水性肽苗的制

备工艺作探索性研究。方法　选用美国Waters 公司 Delta Pak C18反相色谱填料和高压液相色谱系统 Delta

600 ,采用乙腈 、三氟乙酸体系为流动相 ,对 P44 从分析柱 、半制备柱 、径向加压制备柱 3 个水平进行了基线分

离载量及放大的研究。结果　目标肽峰面积积分分别为 71.14%、70.12%、69.68%, 收率放大前后趋一致 ,

载量分别为 100μg、<5 mg、<10 mg , 制备目标肽收峰经Symmetry C18柱分析及PDA纯度鉴定为单一组分。结

论　该填料可作为 P44 的小量精制 , 用作放大制备其载量尚不能满足需要。
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Feasibility of Delta Pak C18 stuff in P44 prep
ZHOU Wei , WU Yu-zhang , WANG Xiang-zhi , BIAN Jiang , JIA Zheng-cai(Institute of Immunology PLA , Third military Medical Uni-

versity , Chongqing 400038 , China)

　　Abstract:Objective　To study the feasibility of Delta Pak C18 stuff in the preparation of purified

P44.Methods　Delta Pak C18 stuff and high-performance liquid chromatography (HPLC)were em-

ployed to separated P44 in analysis , semi-prep , and prep levels.Results　Aim peptide peak area inte-

grates were 71.14%, 70.12% and 69.68%.The sample load masses were 100 μg , <5 mg and <10

mg respectively.The aim peptide was confirmed to be purified with PDA detect.Conclusion　Our find-

ings suggest that Delta Pak C18 stuff can be used in laboratory prep for P44.

　　Key words:Delta Pak C18 stuff;P44;load mass;scale-up factor

　　固相合成多肽的纯化制备通常采用反相色谱的方

法。C18填料作为首先考虑对象而被运用;色谱方法则

以乙腈 、三氟乙酸体系为流动相的梯度方法最具代

表
[ 1]

。经Fmoc 法固相合成的 P44为一种疏水性极强

的多肽 ,疫苗分子设计在重点考虑肽苗免疫原性的同

时 ,其被色谱分离纯化的难度也随之加大 。早有报道

以反相色谱的方法用于纯化小的强疏水肽 ,而对于氨

基酸残基数目大于 30的强疏水肽的分离罕见报道 ,其

间夹杂更多的是差异较大的天然强疏水肽的分离纯

化。为保证有良好的选择性及分辨率 ,本研究选用了

长碳链键合相的Waters公司 Delta Pak C18填料 ,以论证

Delta Pak 填料用于肽苗放大制备的可行性 ,作为肽苗

后期制备放大工艺填料筛选的基础研究 。
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1　材料与方法

1.1 　色谱柱
　　Delta Pak C18 5 μm 100 3.9×150 mm 分析柱(美国Waters

公司), Delta Pak C1815μm 100 19×300 mm 半制备柱(美国Wa-

ters 公司), Delta Pak Prep C18 15μm 100 25×300 mm 径向加压

柱(美国Waters 公司), Symmetry C18 5μm 100 3.9×150 mm 分

析柱(美国Waters 公司)。

1.2 　仪器及试剂
　　Purelab Plus UV/UF 超纯水系统(德国 USF), Delta 600 分析

兼半制备液相色谱系统(美国Waters 公司),Millennium32色谱工

作站数据处理系统(美国 Waters 公司), HPLC 级乙腈(CH3CN)

(美国 Fisher 公司),HPLC 级三氟乙酸(TFA)(美国 Sigma 公司),

HPLC 级二甲亚砜(DMSO)(美国 Sigma 公司)。

1.3 　样品预处理
　　固相合成疏水肽粗品(Fmoc 法固相合成 P44[ 2])用极性溶

剂 DMSO 溶解 , 10 mg/ml ,过 0.45μm 滤膜置室温待用。

1.4 　Delta Pak C18分析柱色谱方法及各柱分离条件测试
[ 3]

　　首先通过宽范围梯度预实验确定分离的最佳流动相梯度范

围为 40%～ 60% CH3CN/0.1%TFA , 流速为 1 ml/min , 梯度时间
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30 min。因该方法将作为随后的放大方法 , 在色谱方法预实验时

考虑了放大时线流速可能因柱反压太高而无法放大等因素 , 那

么放大时因线流速的下降 ,目的肽峰保留时间也将延后 , 故首先

在分析柱方法确定时所选择的梯度时间应为随后的放大留有充

足的范围。分析柱载量的测试则分别以 20 、50、100、200 、500 μl

5 种进样环满环法进样进行测试。选取达到基线分离且载量最

大者为 Delta Pak C18填料分析柱载量值。 Delta Pak C18填料半制

备柱 、径向加压柱放大系数及载量的计算[ 4]参考以下公式:

　　放大系数=(制备柱直径)2×柱长/(分析柱直径)2×柱长

　　Delta Pak C18填料半制备柱 、径向加压柱最佳流速的选择根

据柱耐受的压力上限(PSI)测得 , Delta Pak C18半制备柱的最佳

流速为 8 ml/min , Delta Pak C18径向加压柱的最佳流速为

15 ml/min;由分析柱的载量换算成半制备柱及径向加压柱的上

样载量后分别进行半制备及制备(分别重复 3 次), 收集径向加

压柱制备的目的肽峰用Waters Symmetry C18反相对称柱以 40%

～ 60%CH3CN 0.1% TFA 1 ml/ min 6 min 色谱方法分析及 996

PDA峰纯度鉴定 , 半制备及制备色谱图进行峰面积积分处理。

2　结果

　　Delta Pak C18分析柱载量测试结果 , 见表 1。由此选定 100

μl为分析柱分离载量 ,即 100 μg。由于 DMSO 溶剂在 214 nm 有

很强的吸收 ,故从 996 二极管矩阵检测器收集光谱数据中提取

280 nm 作为检测波长 , 目的肽峰面积百分比为 71.14%。

表 1　Delta Pak C18分析柱载量测试结果

Tab 1　Sample load mass test of Delta Pak C18

20 μg 50μg 100 μg 200 μg 500 μg

Seperation of baseline Yes Yes Yes No No

　　根据溶样浓度及载量放大公式计算 , 半制备柱与径向加压

制备柱载量分别为 4.74 mg 和 8.212 mg , 但为保证进样的重现

性及精确度 ,采用满环进样 , 半制备及制备柱上样量分别确定

为5 mg 和 10 mg , 以适宜 500 μl和 1 ml进样环满环进样要求。

从半制备及径向加压制备柱色谱图 ,见图 1 、2。积分计算 ,其目

的肽峰面积百分比分别为 70.12%和 69.68%。 制备柱目的肽

全峰收峰经Symmetry C18分析柱 280 nm 检测目的肽制备峰纯度

为 98.96%,见图 3 , 目的肽峰 PDA纯度鉴定通过 , 见图 4。

图 1　5 mg P44 Delta Pak C18半制备柱色谱图

Fig 1　Chromatogram of Semi-Prep column

图 2　10 mg P44 Delta Pak C18径向加压柱色谱图

Fig 2　Chromatogram of Prep column

图3　制备收集峰 Symmetry C18柱分析色谱图

Fig 3　Symmetry C18 column Chromatogram of aim peptide

from Prep column

图 4　制备收集峰 Symmetry C18柱分析色谱峰 PDA纯度分析

Fig 4　Purity plot of aim peptide from Prep column

3　讨论

　　以上结果显示 Delta Pak C18填料从3.9 mm分析柱

到2.5 cm径向加压制备柱放大线形关系良好。主峰

面积积分为70%左右 ,Symmetry C18柱分析及PDA纯度

鉴定说明能达到制备质控要求(纯度>95%)。然而问

题是即使在大于柱基线分离载量的情况下测试 ,载量

仍然太小(10 mg),设想放大到柱生产厂最大规格的

4 cm直径的径向加压制备柱 ,理论上也只能每次纯化

20 mg ,离制备级水平存在较大距离。本研究目的在为

P44的放大工艺作探索性研究 ,选用了Waters Delta Pak

C18 100 5 μm 及 15 μm 填料作为制备的前期基础研

究 ,因 P44较强的疏水性 ,样品预处理采用了比流动相
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极性强的DMSO极性溶剂溶样 ,可能制约了 Delta Pak

C18填料的优势 ,对其柱效产生一定的影响。在本实验

展示 Delta Pak C18填料在 3种柱水平收率都保持在相

当恒定范围的同时 ,又为其低载量深感遗憾 ,这几乎限

制了其在 P44制备工艺的应用。能否找到一种高载量

的反相填料将成为解决 P44制备工艺的关键。总之 ,

本实验提示将 Delta Pak C18填料在 P44的应用定位于

分析及实验室小量的制备的确是一种不错的选择 。
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　　(上接 968页)
　　主要症状及体征:伤后神志清醒 14 例 , 意识障碍 12 例 , 其

中意识障碍 30 min 者 7例 , 30 min 至 1 h者 5 例 , 中间有清醒期

2 例。多数病例伤后 2～ 48 h 才出现相应梗塞体征 , 3～ 5 d 最典

型 ,其中偏瘫 9 例 , 单瘫 3 例 , 偏身感觉障碍 2 例 , 语言障碍 3

例 ,抽搐 2 例 ,头痛及躁动不安 7 例。

　　辅助检查:本组病例均在伤后 24 ～ 72 h 行头颅 CT 检查 , 23

例明显的显示脑梗塞灶 ,其单侧基底区19 例中右侧13 例 , 左侧

6 例 ,双侧基底节区 3 例 , 枕叶 1 例。梗塞灶呈圆形或椭圆形 ,

边界多较清楚 ,直径<5 mm 1 例;5 ～ 10 mm 13 例;10～ 20 mm 9

例 ,全为腔隙性梗塞。另 3 例未见梗塞 ,伤后 5 ～ 7 d 再次行 CT

检查均见梗塞病灶。

　　治疗方法及结果:本组病例均采用非手术治疗方法。 用

20%甘露醇降颅内压(用量按每次每公斤体重 0.5 ～ 1 g/ kg , 2 ～

3 次/d 静滴);用地塞米松 5～ 10 mg分 2 次静滴 , 预防和治疗脑

水肿。使用能量合剂(三磷酸腺苷 、辅酶 A、细胞色素 C)、脑复

康 、美络宁等药 , 促进神经功能的恢复。

　　随访期 6～ 24个月 , 全组 26 例均获随访 , 无死亡。伤后出

现偏瘫 、偏侧感觉障碍 、语言障碍 ,先后完全恢复。癫痫症状消

失 ,未再服用抗癫痫药物 , 其中 10 例病人 14 个月内复查头颅

CT , 基底节区可见残留陈旧性梗塞病灶 , 但较治疗前明显缩小。

2　讨论

　　小儿外伤性脑梗塞在临床较少见 , 多数学者认为本病属颅

脑外伤的并发症 ,并逐渐被人们所认识 , 其发病机制还不十分

清楚 ,推测可能与以下几个方面有关:(1)小儿颈部肌肉支持和

保护作用差 ,外伤时头颅过伸损伤颈内动脉形成微小血栓 , 栓

子脱落造成脑梗塞[ 1] 。(2)基底节为终末血管供血 , 血供相对

差 ,侧枝循环少 , 供血的脉络膜动脉深穿支从主干动脉分支时

多呈直角 , 再加小儿的脑血管发育不完善 , 外界暴力作用于头

部时颅底与脑组织 , 表面脑组织与深部组织产生相对运动 , 易

造成供血动脉扭曲 、牵拉 、移位等 ,引起血管内膜或分支处的损

伤 ,致血浆内皮素增强 , 强烈的缩血管物质使血小板聚集增多 ,

TXA2释放 , 脑血管痉挛 , 狭窄 , 继发脑血栓形成 , 引起脑梗塞。

本组多例基底节区发生脑梗也说明与该处解剖因素密切。(3)

小儿颅脑损伤后 ,由于脑水肿和脑血管痉挛 , 脑循环发生障碍

和脑血流的改变 ,脑局部缺血可产生腔隙梗塞 ,并多为伤后 3 ～

7 d达高峰 , 本组患儿症状明显期与此期符合 ,也说明脑外伤后

腔隙梗塞与伤后循环障碍互为因果[ 2] 。

　　小儿外伤性脑梗塞早期诊断较困难 , 常常被颅脑损伤的症

状所掩盖 ,临床中应警惕。本病通常在伤后 2 ～ 48 h发病 ,有时

延迟到 3 ～ 7 d。由于症状迟缓 , 在伤后有一中间好转状态 , 通

常误诊为急性硬膜外血肿 ,其主要区别在于脑梗塞的病人有明

显的偏瘫 , 而意识状态相对较好。我院所收治的 26 例小儿外

伤性脑梗塞 ,主要为腔隙性脑梗塞 , 早期临床症状往往不明显。

根据我们收治 26 例的体会 , 作者认为对于:(1)小儿有头部较

轻的外伤史 ,尤其头颅过伸旋转受伤者;(2)亚急性起病 , 症状

体征多在 3～ 5 d 较典型 ,一般不伴严重的意识障碍;(3)头部损

伤不重 , 伤后出现相对较迟的肢体运动障碍 , 如偏瘫 、单瘫 , 少

数的感觉改变者 ,意识障碍往往与体征不成正比 , 瘫痪重于意

识改变;(4)头颅 CT片上排除了颅内小血肿 , 脑挫伤 , 而在基底

节区可见孤立的(15 mm 大小的低密度区 , 且无占位效应及脑

疝征 ,应考虑小儿外伤性脑梗塞的诊断。对于 CT 片阴性表现

者 ,可多次复查头部 CT或 MRI 检查 ,有利于本病的诊断。本组

有3 例早期 CT扫描未发现明显病灶 , 伤后 5～ 7 d 采用 0.5 cm

基底节薄层扫描病灶显示清楚 , 发现基底节区有一 5 ～ 10 mm

大小腔隙性梗塞灶。

　　在治疗上 ,应早期使用脱水药和肾上腺皮质激素 , 降低颅内

压, 消除脑水肿;应用脑细胞代谢药物 , 促进神经功能恢复。注

意水盐电解质酸碱平衡 , 维持正常的颅内压 , 保护好脑的灌注。

对于有昏迷者, 应用胞二磷胆碱药苏醒 ,对于并有外伤性蛛网膜

下腔出血的病人 , 应早期使用钙离子拮抗剂 ,如尼莫地平或尼莫

通, 缓解血管痉挛。本组 26例经综合治疗 , 效果满意。

　　关键词:脑外伤;脑梗塞;小儿
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