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新型生物色谱固定相制备及分析方法学研究进展
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［摘要］　生物色谱法是一种极具发展潜力的新兴色谱技术，已广泛用于药物筛选及生物分子间相互作用分析。其技术

核心是生物分子的色谱固定相，现今主要发展了细胞膜色谱，人工仿生膜色谱以及通过开发多种固定化策略将蛋白等直接固

定于固定相载体。本文对新型生物色谱固定相方法学研究进展及基于新型固定相的生物色谱分析应用研究现状进行综述，

并展望了基于整体柱的生物色谱固定相及微型生物色谱分析系统的应用前景。
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Advances  in  methodologies  for  preparation  and  analysis  of  new  biochromatic
stationary phase
CHAI Xinyi1,  GU Yanqiu2,  CHEN Xiaofei1,  CHAI Yifeng1（1. School of Pharmacy, Naval Medical University, Shanghai 200433,
China; 2. Department of Pharmacy, Ninth People's Hospital Affiliated to Shanghai Jiaotong University, Shanghai 201999, China）

［Abstract］　 Biochromatography is a new chromatographic technology with great development potential. It has been widely
used in drug screening and biomolecular interaction analysis. The core of this technology is the chromatographic stationary phase of
biomolecules. Nowadays, it mainly develops cell membrane chromatography, artificial biomimetic membrane chromatography and
the  various  immobilization  strategies  to  directly  immobilizes  proteins  on  the  stationary  phase  carrier.  This  paper  reviews  the
research  progress  of  new biochromatographic  stationary  phase  and  the  application  of  biochromatographic  analysis  based  on  new
stationary  phase.  And,  the  applications  of  biochromatographic  stationary  phase  and  micro  biochromatographic  analysis  system
based on monolithic column are prospected.
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生物色谱法 ( bio-chromatography) 于 20 世纪

80 年代中后期出现[1]，是由生命科学与色谱分离技

术交叉形成的一种极具发展潜力的新兴色谱技

术。随着色谱柱制备技术和在线联用技术的深入

发展，各种具有生物活性的材料，如蛋白质、细胞

膜、仿生物膜、活细胞、细胞壁等纷纷被作为固定

相成功投入研究。对于生物色谱技术来说，搭载生

物材料的色谱固定相是技术的核心所在。对于适

宜生物材料的选取、构建以及对于生物材料固定方

法学的开发，使得固定相在最大程度上模拟体内的

生理过程，是生物色谱技术最重要的研究方向[2-5]。 

1    新型生物色谱固定相方法学研究进展
 

1.1    细胞膜色谱固定相

针对膜受体的活性分子筛选所提出的细胞膜

色谱技术发展成为近年来的代表性生物色谱技术，

西安交通大学贺浪冲、王嗣岑团队[6-8] 开拓了该领

域并进行了大量的理论和应用研究工作。该技术

原理是直接提取细胞膜并固定于硅胶载体制备液

相色谱固定相，通过结合受体动力学与液相色谱分

析，在色谱柱内动态模拟药物在体内与受体相互作

用的过程，并通过色谱参数来评价化合物的亲和活

性。细胞膜色谱固定相[9-10] 很好地保住了膜受体

的结构和活性，且适用于与各类色谱质谱系统的联

用。Ding 等[11-12] 在细胞膜色谱固定相方法学方面

开展了大量工作，对细胞用量、破碎条件、固定相
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合成及填装流程进行了全面的方法学优化，对色谱

柱质量标准具有较为精准的把控。此外，通过采用

外源转染携带特定蛋白基因的质粒构建高表达细

胞系，可实现针对特定靶受体的活性化合物筛选。

但这种直接提取细胞膜并固定于载体所制备的生

物色谱固定相不可避免地带来专属性和灵敏度两

方面的局限性[13]，主要源于细胞膜上其他膜受体的

干扰和膜蛋白自身的低丰度、含量不可控等特性，

不适用于靶向目标膜受体活性成分的高通量精准分析。 

1.2    仿生膜色谱固定相

利用蛋白脂质体重构技术（proteoliposome re-
constitution） [14-15] 制备人工仿生膜镶嵌膜受体，包

裹于硅胶基质表面，作为色谱固定相，是一种新近

发展的体外模拟膜受体生物构象和微环境的新方

法。其原理是将二油酰基磷脂酰胆碱、二油酰磷脂

酰甘油、棕榈油酰磷脂酰胆碱、胆固醇等细胞膜含

有的磷脂类成分与纯化或重组的膜受体按一定比

例混合，采用不同的水化超声条件，制备成单层脂

质囊泡、双层膜微胞、碟状胶束、平面磷脂膜等形

式，实现膜受体-脂质体镶嵌模型重构[16-17]。膜受体

脂质体是体外膜受体的理想存在形式，Mathiasen
等[14] 发展了两种膜受体-脂质体镶嵌模型，实现蛋

白数量和融合度稳定可控，并将其用于纳米尺度的

高含量分析，其研究结果发表在 2014 年的《Nature
Methods》上。相比较于细胞膜色谱固定相，膜受体

脂质体具有蛋白种类和含量可控，磷脂和蛋白易于

标记修饰等优势[18-19]。然而，此项技术仍然存在着

蛋白在重构过程中发生结构改变而失活的风险。 

1.3    分子生物色谱

分子生物色谱 (MBC) 是基于生物大分子特异

性识别原理，属于扩展的亲和色谱[20]。广泛用于研

究药物与血浆蛋白、糖蛋白、受体、DNA 等大分子

的相互作用关系，揭示了药物的血浆结合率等重要

药理特性，而受体生物色谱[21-22] 不仅能判定药物在

体内的作用靶点，还可以研究药物与受体的作用强

度以及与其他药物的竞争作用。对于生物色谱固

定相，无论是应用于药物筛选，还是对蛋白-蛋白或

蛋白-药物相互作用的研究，如何能够将大量功能

完整的蛋白固定到载体表面都是技术关键。目前，

色谱固定相上的蛋白固定化策略主要可分为物理

吸附、化学键合、亲和标签偶联[23]。 

1.3.1    物理吸附

物理吸附即通过蛋白质与表面之间的弱相互

作用 (即氢键、静电相互作用、疏水相互作用和范

德华力) 来实现蛋白质固定化。利用吸附原理进行

偶联主要有两点好处，一是不需要对蛋白进行修

饰，二是不需要额外的偶联剂[23-24]。在细胞膜色谱

固定相及仿生膜生物色谱固定相发展初期，生物材

料与硅胶基质的融合依赖于磷脂膜上氨基与硅胶

表面硅羟基的氢键和静电吸附作用力。这种固定

方式在实际应用中存在着很明显的缺陷[25]，主要在

于吸附作用力较弱，吸附过程可逆，且取向随机。

随着时间推移，蛋白易从硅胶上脱落失活，导致色

谱柱寿命短，稳定性不够[26]。 

1.3.2    化学键合

鉴于物理吸附的不足，化学修饰策略成为探索

热潮。化学修饰策略主要可分为两种途径：①对生

物分子进行化学修饰；②对固定相载体进行化学修

饰。根据蛋白结构特征，可以对其天然存在的官能

团进行共价修饰从而与固定相形成共价结合，以获

得更加稳定的附着[24-25]。考虑到蛋白活性位点和

固定相的空间相互作用，主要对蛋白质暴露的氨基

酸的 N 端和 C 端进行修饰，用于修饰的基团包括

氨基、羧基以及巯基等[24,27]。蛋白质与固定相载体

的共价键结合又可分为非特异性结合与定点结

合。绝大部分使用传统非特异性结合方法的生物

大分子都存在结合取向随机的问题[28]，此外，当随

机固定化蛋白与表面之间的相互作用太强时，也存

在变性的可能性。为了使蛋白质能够在固定相表

现均匀的定向排列，开发定点结合的方法显得具有

重要意义。

对固定相载体进行化学修饰，很好地避免因蛋

白修饰可能影响蛋白生物活性的问题。本课题组

利用固定相载体化学修饰技术，先后发展了 3-氨基

丙基三乙氧基硅烷（APTES）、 3-巯丙基三甲氧基

硅烷（MPTS）修饰的硅胶（图 1），使硅胶表面游离

醛基、酯基等活性基团，与磷脂膜或蛋白上的氨基

共价键合[12]。通过考察发现这种修饰方式有效提

升了生物色谱柱的使用寿命和稳定性，并由此使得

生物色谱在原代细胞、干细胞、纯蛋白等生物材料

上的适用性更强。在固定相共价修饰的基础上，纯

蛋白色谱固定相也易实现，此技术可广泛应用于各

类胞膜及胞质蛋白的亲和活性成分的筛选与相互

作用分析。 

1.3.3    亲和标签偶联

亲和标签偶联法则可以在更温和的条件下，使

蛋白质定向均匀地连接到固定相上。不仅降低了

蛋白质降解的风险，而且可以解离蛋白质，重复使

用固定相[24,27]。生物素-亲和素系统稳定性很高，两

者结合亲和常数可为抗原-抗体反应的百万倍，形
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成复合物的解离常数很小，呈不可逆反应性；而

且酸、碱、变性剂等其他苛刻条件均不影响其结

合 [24,29-30]。Kim 等 [31] 构建了一种基于氢醌笼状生

物素表面的蛋白质模式形成方法，此方法还允许通

过使用预先定型的电极阵列来选择性地产生生物

素以固定目标蛋白（图 2）。His 是最受欢迎的标

签，它是 6 个组氨酸残基组成的融合标签，可插入

在目的蛋白的 C 末端或 N 末端，其主要优势在于

分子量小，一般不影响蛋白的功能；免疫原性相对

较低；纯化条件温和等[32]。 

2    基于新型固定相的生物色谱分析应用研究现状
 

2.1    应用于药物筛选分析

当药物随流动相流经生物色谱，由于不同成分

与固定相上的生物活性物质的作用方式及作用程

度的差别而在色谱柱上表现出不同的保留特性, 以
此为基础，生物色谱已广泛应用于中药等复杂体系

的活性化合物筛选分析[33]。细胞膜色谱技术自提

出以来，已经用于 160 多种植物或中药的活性成分

筛选，极大地推动了中药药效物质基础的发现[34-35]。

在细胞膜色谱技术的基础上，一种全二维-CMC-液
相色谱-高分辨质谱联用分析系统发展起来，通过

对固定相不断进行优化，结合特定膜受体的高表达

细胞构建技术，固定相共价修饰技术，使得细胞膜

色谱技术在自动化、高通量、稳定性与专属性各方

面性能提升的同时，也拓展应用于更多珍稀生物材

料的筛选分析。Chen 等利用双通道全二维 HepG2/
CMC/TOFMS 分析系统（图 3），成功筛选出黄柏和

苦参中的潜在活性成分 [36]。Ding 等采用 APTES
修饰硅胶策略将 HepG2 干细胞膜键合于固定相

上，从中药丹参中筛选出了作用于肝癌干细胞膜的

活性组分[12]。除此之外，固定相共价修饰技术推进

了纯蛋白生物色谱分析系统的发展，使筛选系统实

现针对特定受体的高特异性筛选。Gu 等采用 MPTS
修饰硅胶固定相固定 ACE2 受体，从连花清瘟胶囊

给药的健康人血浆中筛选出 8 种靶向 ACE2 的活

性化合物，并证实其中 5 种化合物具有对 ACE2 酶

活性具有较高的抑制作用，为连花清瘟胶囊临床上

防治新冠肺炎提供了直接的体内药效物质基础和

潜在分子机制依据[37]。 

2.2    应用于生物相互作用研究

色谱过程的本质是基于溶质、固定相与流动相

之间的相互作用。当生物色谱兴起后，很快被用于

生物分子之间的相互作用分析，应用范围涉及药物

分子构效关系、靶点结合验证、结合解离动力学分

析、蛋白关键作用位点研究等。James 和 Philips 提

出的前沿色谱法 (  frontal  affinity chromatography)
被广泛用于研究蛋白-配体间的相互作用，可同时

了解药物蛋白结合情况和测定药物-蛋白平衡解离

常数和生物利用度等药动学参数[38]。当色谱走向

微型化后，相互作用分析从小分子药物-大分子拓

展至大分子之间的作用分析，联合蛋白质组学技
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术，对蛋白关键作用位点的探测和构效关系研究，

通过相互作用能力分析进行多肽及抗体类药物开

发等前沿应用正处于快速发展阶段[39-40]。 

3    总结与展望

生物色谱作为一种体外分析手段，在发展进程

中将始终围绕着两个核心：①开发更好地模拟生物

环境、适用性更佳、特异性更高的新型生物色谱固

定相；②建立低生物用量、高灵敏度、功能化更全

面的生物色谱分析系统。两者相互推进发展，最终

建立起令人满意的分析策略。以下列举两点生物

色谱分析方法学的新思路： 

3.1    发展基于整体柱的生物色谱固定相

填充生物色谱柱的最大困难依然在于固定相

制备困难，色谱柱性能不够稳定[41]。整体柱是一种

利用有机或无机聚合方法在色谱柱内进行原位合

成，形成连续床固定相的色谱柱。与填充柱相比，

其优越的多孔性能、良好的重现性和机械强度使其

具有更稳定的色谱行为和更高效的分离性能，因有

望克服传统色谱分离介质的局限性而备受关注[42-44]。

Svec 教授认为[45]，新型功能化整体柱的开发是当下

整体柱发展的主流。随着多肽、蛋白质、DNA 等

各种生物大分子成功发展成为整体柱固定相材料，

基于整体柱的生物色谱系统已广泛应用于复杂样
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图 2    在氢醌笼状生物素修饰金表面生成生物素的电化学氧化反应原理图

A. HQ-笼型生物素的化学结构；B. 硫代酸的三（乙二醇）酯（作为稀释剂）
 

 

37 °C colmn oven 37 °C colmn oven

L
o
o
p
 2

L
o
o
p
 2

L
o
o
p
 1

L
o
o
p
 1

Pump 2

A B

Pump 3 Pump 2 Pump 3

3.5 ml/min 3.5 ml/minposition selection value position selection valueAuto samplcr Auto samplcr

0.2 ml/min 0.2 ml/min1st fraction

of CMC 1

1st fraction

of CMC 1

2nd fraction

of CMC 1
10-pont dual-positien watvs 10-pont dual-positien watvs

Pump 1

TOF-MS

Pump 1

TOF-MS

0.4 ml/min 0.4 ml/min

Waste WasteMonolithic column Monolithic column

Split

CMC column2

CMC column1

CMC column2

CMC column1

equllibraton

Split

图 3    全二维细胞膜色谱分析系统示意图

A. 十通阀位于 1 号位置；B. 十通阀位于 2 号位置
 

 药学实践杂志　2022 年 5 月 25 日　第 40 卷　第 3 期  
   196 Journal of Pharmaceutical Practice，Vol. 40，No. 3，May 25，2022  



品的分离纯化、小分子及抗体药物的筛选、蛋白与

配体间的相互作用以及糖蛋白/磷酸化蛋白组学分

析等多个生物领域[46]。近年来，暨南大学江正瑾课

题组发展了仿生磷脂膜整体柱以及类磷脂膜整体

柱[47]，即通过在柱内键合脂质膜或柱后衍生化使得

固定相表面暴露磷脂链来模拟细胞膜微环境，用于

药物研发以及药物与细胞膜之间的相互作用研究[47]。

总之，整体柱固定相制备过程简单，且因其优越的

固定相性能，整体柱的通量与分析速度相比传统填

充色谱有了很大提高，有望克服传统生物色谱固定

相制备和应用中的不足，成为近年来新药研发和色

谱研究领域的热点之一[43,48]。 

3.2    发展微型液相生物色谱分析系统

新药研发、蛋白质组学分析、中药复杂成分分

析等前沿领域的快速发展，对分析检测方法的灵敏

度、样品通量等都提出了更高的要求。而且，对于

生物色谱而言，生物材料往往获取不易，十分珍贵，

常规色谱系统在生物领域的适用性上面临着很大

挑战。Nano 液相色谱分析系统是现阶段实现低生

物用量、高灵敏度分析的重要手段[49-50]，为新型生

物色谱固定相的开发提供了有利条件。本课题组

曾在 nano 色谱柱中装填细胞膜及仿生膜色谱固定

相，实现了 nano 液相色谱串联三重飞行时间质谱

用于中药活性成分的筛选分析。此外，nano 液相能

够更方便地与各种质谱联用，降低了对样品量的限

制，将为多肽药物的筛选、生物大分子之间相互作

用分析、蛋白组学分析等提供广阔的应用前景。
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