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引　言

胸腺素α１ （Ｔα１）是由２８个氨基酸组成的小

分子多肽［１］，它能够促进淋巴Ｔ细胞分化、成熟，

增强机体的免疫功能，临床上主要用于治疗乙肝等

病毒性肝炎，也可作为艾滋病和恶性肿瘤的辅助药

物［２～４］．目前，我国所使用的胸腺素α１ 主要依靠

进口，其昂贵的价格限制了胸腺素α１在我国的使

用．因此，依靠自己的技术生产相对便宜的胸腺素

α１，实现胸腺素α１的国产化，具有重大的理论价

值和应用价值．

多肽化学合成技术目前已较为成熟［５，６］，本研

究室应用ＤＩＣ／Ｆｍｏｃ固相化学合成技术，已得出一

条简便、高效的胸腺素α１ 合成路线．但是，化学

合成的多肽往往含有大量的杂质，令人棘手的是小

　　犚犲犮犲犻狏犲犱犱犪狋犲：２００３－０８－２２．

犆狅狉狉犲狊狆狅狀犱犻狀犵犪狌狋犺狅狉：Ｐｒｏｆ．ＧＡＮＹｉｒｕ．犈－犿犪犻犾：ｙｒｇａｎ＠

ｈｏｔｍａｉｌ．ｃｏｍ

　

部分杂质与目标物在分子结构和化学性质上十分相

似，给多肽的分离纯化带来了困难．液相层析法在

多肽的分离纯化中显示出优越的分离能力［７～９］，对

于固相合成的胸腺素α１粗品，本实验综合应用离

子交换制备色谱和反相高效液相制备色谱在选择性

上的差异成功地分离纯化出高质量的胸腺素α１．

分离时先采用离子交换制备色谱除去粗品中的大部



分杂质，再用反相高效液相制备色谱作进一步的纯

化，所得的样品通过分析型反相高效液相色谱分

析，结果表明胸腺素α１的纯度达到９５％以上．

１　实验部分

１１　仪器

ＡＫＴＡＥｘｐｌｏｒｅｒ１００层析系统 （Ｐｈａｒｍａｃｉａ公

司）；ＷａｔｅｒｓＰｒｅｐＬＣ４０００Ｓｙｓｔｅｍ （Ｗａｔｅｒｓ公

司）；ＨＰＨＰＬＣＳｅｒｉｓ１１００（ＨＰ公司）．

１２　试剂

ＤＥＡＥＳｅｐｈａｒｏｓｅＦａｓｔＦｌｏｗ （Ｐｈａｒｍａｃｉａ 公

司）；乙腈 （色谱纯，Ｆｉｓｈｅｒ公司）；三氟乙酸

（Ｓｉｇｍａ公司）；超纯水 （自制）；胸腺素α１ 粗品

（自 制）；胸 腺 素 α１ 标 准 品 （ＺＡＤＡＸＩＮ，

ＳｃｉＣｌｏｎｅ）．

１３　色谱条件

离子交换色谱：ＸＫ１６层析柱 （Ｐｈａｒｍａｃｉａ）．

缓冲液Ａ：０．０２ｍｏｌ·Ｌ－１磷酸钠缓冲液，ｐＨ值

５．８．缓冲液Ｂ：０．５ｍｏｌ·Ｌ－１氯化钠、０．０２ｍｏｌ·

Ｌ－１磷酸钠缓冲液，ｐＨ值５．８．线性梯度洗脱程

序：１００％ Ａ →
５ｍｉｎ

１００％ Ａ
５～

→
１０ｍｉｎ

９０％ Ａ

１０～
→

４５ｍｉｎ
７７％Ａ

４５～
→

５０ｍｉｎ
０％ Ａ．流速为２ｍｌ·

ｍｉｎ－１，检测波长为２１４ｎｍ，进样量为５０ｍｇ（２５

ｍｌ）．

反相高效液相制备色谱：ＤｅｌｔａＰａｋＴＭＣ１８制

备柱 （２５ｍｍ×１００ｍｍｉ．ｄ．，１５μ，１０ｎｍ，

Ｗａｔｅｒｓ）．流动相 Ａ：０．１％ ＴＦＡ／水；Ｂ：０．１％

ＴＦＡ／９０％乙腈．线性梯度洗脱程序：１００％ Ａ

→
２ｍｉｎ
１００％Ａ

２～
→

４ｍｉｎ
８０％Ａ

４～
→

３４ｍｉｎ
７０％Ａ．流

速为６ｍ·ｍｉｎ－１，检测波长为２１４ｎｍ，进样量为

５０ｍｇ，在线脱气．

反相高效液相分析色谱：ＰＬＡＴＩＮＵＭＣ１８分

析柱 （４．６ｍｍ×２５０ｍｍｉ．ｄ．，５μ，１０ｎｍ，

Ａｌｌｔｅｃｈ）．流动相 Ａ：０．１％ ＴＦＡ／水；Ｂ：０．１％

ＴＦＡ／９０％乙腈．线性梯度洗脱程序：５％ Ｂ

→
２０ｍｉｎ

６０％Ｂ．流速为１ｍｌ·ｍｉｎ－１，检测波长为

２１４ｎｍ，进样量为２０μｌ．

１４　样品的制备

精确称取１００ｍｇ化学合成的胸腺素α１ 粗品，

用离子交换缓冲液Ａ溶解，定容至５０ｍｌ，得到２

ｍｇ·ｍｌ－１的粗品溶液，经０．２２μｍ滤膜过滤后供

离子交换色谱用．

离子交换得到的样品不必经过浓缩和去盐处

理，只需用稀盐酸调ｐＨ值至３，就可以直接用于

第２步的反相高效液相制备色谱．

用于反相高效液相分析色谱的粗品和标准品需

要用流动相Ａ溶解，用稀盐酸调ｐＨ值至３，配制

成１ｍｇ·ｍｌ－１的粗品和标准品溶液，经０．２２μｍ

滤膜过滤处理．离子交换得到的样品只需要用稀盐

酸调ｐＨ值至３；反相高效液相制备色谱得到的样

品可直接上样．

２　结果与讨论

２１　检测波长的确定

Ｔα１不含芳香族氨基酸，在２８０ｎｍ处无明显

吸收．而肽键的强吸收峰在２１４ｎｍ处．为保证有

较高的检测灵敏度，将Ｔα１ 的检测波长设在ＵＶ

２１４ｎｍ处．

２２　化学合成胸腺素α１的犚犘犎犘犔犆分析

分别准确移取２０μｌ胸腺素α１标准品溶液 （１

ｍｇ·ｍｌ－１）和粗品溶液 （１ｍｇ·ｍｌ－１），按１．３节

所示色谱条件操作，结果见图１和图２．

Ｆｉｇ．１　ＲＰＨＰＬＣｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｏｆｓｔａｎｄａｒｄＴα１
　

Ｆｉｇ．２　ＲＰＨＰＬＣｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｏｆｃｒｕｄｅＴα１
　

由图可见，胸腺素α１在１１．２ｍｉｎ出峰，由外

标法峰面积定量得胸腺素 α１ 粗品的纯度为

４５．３％．化学合成法得到的胸腺素α１粗品组成较

复杂，含有部分结构、性质和目标物相近的杂质，

这严重干扰了胸腺素α１的定性定量．在本色谱条

件下，目标峰和它周围的杂质峰能得到一定程度的

分开，表明该色谱条件适宜胸腺素α１粗品特别是

经过离子交换和反相高效液相色谱纯化后的胸腺素

α１样品的分析．
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２３　离子交换层析

按１．３节所示色谱条件对胸腺素α１进行离子

交换层析，将离子交换后的胸腺素α１进行反相高

效液相色谱分析，分析结果见图３．

Ｆｉｇ．３　ＲＰＨＰＬＣｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｏｆ

ｉｏｎｅｘｃｈａｎｇｅｐｒｏｄｕｃｔ
　

由图可见，离子交换过程中胸腺素α１和其他

杂质得到很好的分离，除去了大部分杂质．通过计

算得胸腺素α１ 的纯度为７５％，纯度有了较大提

高，收率为６０％，达到了对胸腺素α１粗品进行初

步分离纯化的目的．

同时考察了缓冲体系的ｐＨ值和洗脱梯度对分

离效果的影响、选用ｐＨ值为７．４的缓冲体系作进

一步的研究，发现胸腺素α１也能被吸附，不同的

是杂质峰与主峰未能很好分开，基本达不到分离的

目的．缓冲体系的ｐＨ值通过改变溶质的分配系数

影响分离效果．当选用１００％ Ａ →
５ｍｉｎ
１００％ Ａ

５～
→

１０ｍｉｎ
９０％Ａ

１０～
→

５５ｍｉｎ
６０％Ａ

５５～
→

６０ｍｉｎ
０％Ａ

的洗脱梯度时，胸腺素α１得不到很好的分离，离

子交换所得的胸腺素α１的纯度只有６０％．原因在

于胸腺素α１粗品含有部分与目标物结构和物理化

学性质十分相近的杂质，它们所具有的带电基团的

性质和荷电量的差异较小，洗脱梯度过快地上升，

难以实现胸腺素α１粗品的有效分离．

２４　反相高效液相层析

对离子交换层析所得的样品作简单的处理，调

ｐＨ值至３．０，即可进行反相高效液相层析．按

１．３节所示色谱条件操作，所得胸腺素α１ 样品的

分析结果见图４．

Ｆｉｇ．４　ＲＰＨＰＬＣｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｏｆｔｈｙｍｏｓｉｎα１

ｓｅｐａｒａｔｅｄｗｉｔｈＲＰＨＰＬＣ
　

由图可见，经过反相高效液相层析纯化几乎除

去了所有杂质，胸腺素α１的纯度大大提高，计算

得胸腺素α１ 的纯度达到９５％以上，收率可达

６０％，两步纯化的总收率为３６％．纯度接近黄臻

辉［１０］报道的９８．５％，而总收率比２０％有较大的

提高．

２５　反相高效液相层析一步纯化效果的考察

本实验曾尝试只用反相高效液相层析操作一步

完成胸腺素α１粗品的分离纯化．上样量为１０ｍｇ，

其他色谱条件与１．３节所示的完全一样．一步纯化

后产物的纯度只达到８２％，即使采取降低上样量、

将产物进行二次反相高效液相层析及降低洗脱梯度

的措施也都没有取得满意的结果，纯度始终达不到

９５％的水平．这是因为化学合成的胸腺素α１粗品

中往往含有一些杂质，其分子结构与胸腺素α１十

分相似，其反相色谱行为与胸腺素α１ 十分接近，

只用反相色谱法达不到化学合成胸腺素α１有效的

分离纯化．

３　结论

综上所述，ＤＩＣ／Ｆｍｏｃ固相化学合成胸腺素

α１，粗产品收率高 （８４．９％），纯度高 （４５．３％）．

粗产品经离子交换和反相高效液相色谱两步纯化

后，纯度可达９５％以上，纯化总收率可达３６％．

处理量大，每循环５０ｍｇ的处理量达到了半制备

水平，为以后实现工业化奠定了基础．实验结果重
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信息与交流 　 一批化学化工类项目入围国家精品课程

经过网上申报、网上评审、会议终审、网上公示等四个步骤，国家教育部２００３年４月启动的２００３年

度首批１５１门国家精品课程近日诞生，一些化学化工课程榜上有名．

此次上榜国家精品课程的化学化工类项目都是本科课程，主要有北京化工大学杨祖荣负责的 《化工原

理》和张常群负责的 《物理化学》（工科）；北京大学李克安负责的 《分析化学》及贾弘躌负责的 《生物化

学》；天津大学贾绍义负责的 《化工原理及实验》；大连理工大学高占先负责的 《有机化学及实验》及孟长

功负责的 《无机化学及实验》；吉林大学宋天佑负责的 《无机化学》；华东理工大学黑恩成负责的 《物理化

学》；南京大学沈文霞负责的 《物理化学》．

据悉，实施 “高等学校教学质量和教学改革工程”是教育部为不断提高教学质量而推出的一项重大举

措，同时也是教育部 《２００３～２００７年教育振兴行动计划》的重要组成部分．精品课程建设是 “质量工程”

的重要内容之一，教育部计划用五年时间 （２００３～２００７年）建设１５００门国家级精品课程，利用现代化的

教育信息技术手段将精品课程的相关内容上网并免费开放，以实现优质教学资源共享，提高人才培养

质量．

（摘自 “中国化工信息网”）
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