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混合离子对试剂体系下寡核苷酸的
ＩＰ⁃ＲＰＬＣ 保留行为
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摘要　 利用离子对反相液相色谱（ ＩＰ⁃ＲＰＬＣ）对寡核苷酸在混合离子对试剂三乙胺 ／丙胺⁃乙酸盐（ＴＥＡ ／ ＰＡ⁃
ＡＡ）体系下的保留行为进行了研究， 并与经典离子对试剂三乙胺乙酸盐（ＴＥＡＡ）体系下的保留行为进行了对

比． 实验结果表明， 相同离子对试剂浓度下， 寡核苷酸在 ＴＥＡ ／ ＰＡ⁃ＡＡ 体系下的保留均弱于 ＴＥＡＡ 体系下的

保留， 且寡核苷酸的保留均随着离子对试剂浓度（２０～１２０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ）的增加而增强． 同型寡核苷酸（ｄＣ） ｎ作为

特例， 当 ｎ＞１０ 时， 保留基本趋于稳定， 这是由于（ｄＣ） ｎ随着离子对试剂浓度的增加保留增长较快， 在较低的

离子对试剂浓度下即可达到最大保留． 同时发现， 短链同型寡核苷酸（ｄＴ） ｎ和异型寡核苷酸在 ＴＥＡ ／ ＰＡ⁃ＡＡ
体系下的分离均优于 ＴＥＡＡ 体系， 而同型寡核苷酸（ｄＡ） ｎ和（ｄＣ） ｎ的分离则在 ＴＥＡＡ 体系下更优． 通过研究

流动相中离子对试剂总浓度 ｃｐ与寡核苷酸保留因子 ｋ 之间的关系， 推断出 ２ 种体系下寡核苷酸的保留机理

均以离子对模型占主导地位． 总体而言， 分离相同长度的异型寡核苷酸时， ＴＥＡ ／ ＰＡ⁃ＡＡ 混合离子对体系尤

其在中等离子对浓度下比 ＴＥＡＡ 体系具有明显优势， 低的离子对试剂浓度可增加与后续电喷雾质谱（ＥＳＩ⁃
ＭＳ）的兼容性， 有利于寡核苷酸的定性分析．
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离子对反相液相色谱（ＩＲ⁃ＲＰＬＣ）是核酸分离分析的标准平台， 三乙胺乙酸盐（ＴＥＡＡ）由于具有高

的分离效率成为首选的离子对试剂［１～３］， 使用时在洗脱剂中加入乙腈后调节 ｐＨ 值为 ７􀆰 ０． 核酸的长度、
碱基组成和碱基序列需用其它手段如电喷雾质谱（ＥＳＩ⁃ＭＳ）测定， 然而， ＴＥＡＡ 用于液相色谱 ＬＣ 后续

电喷雾质谱（ＥＳＩ⁃ＭＳ）分析时， 核酸的质谱信号强度较低［４～６］ ． 这是由于三乙胺（ＴＥＡ）的沸点（８９ ℃）低
于乙酸（ＡＡ， １１８ ℃）， 当 ＴＥＡＡ 用于 ＥＳＩ⁃ＭＳ 分析时， ＴＥＡ 挥发较快， 流动相中的 ＡＡ 会与核酸分子之

间竞争离子化， 从而抑制了核酸的离子化． 而且， ＴＥＡＡ 的疏水性小， 流动相中需使用较低比例的有机

调节剂， 以便使液滴的表面势升高， 进一步降低了离子化效率． 此外， 用于核酸 ＩＰ⁃ＲＰＬＣ 分离的典型

ＴＥＡＡ 浓度为 １００ ｍｍｏｌ ／ Ｌ， 高的离子对试剂浓度也是导致核酸质谱信号降低的因素之一． 鉴于 ＴＥＡＡ
流动相在未知成分定性、 鉴定方面受到很大限制， 开发新的离子对试剂在保证核酸分离度的同时提高

ＥＳＩ⁃ＭＳ 离子化效率具有重要意义． １９９５ 年， Ｂｏｔｈｎｅｒ 等［７］ 尝试使用二异丙胺乙酸盐（ＤＩＥＰＡ）和乙腈为

流动相分离硫代磷酸酯和甲基磷酸酯寡核苷酸． １９９７ 年， Ａｐｆｆｅｌ 等［８］将六氟异丙醇（ＨＦＩＰ）和 ＴＥＡ 作为

ＬＣ⁃ＭＳ 流动相添加剂， 用于分析同型寡核苷酸（ｄＴ） ｎ、 ｐＢＲ ３２２ 寡核苷酸片段和硫代磷酸酯反义寡核苷

酸． ＨＦＩＰ ／ ＴＥＡ⁃ＣＨ３ＯＨ 流动相既可对寡核苷酸进行有效分离， 又能与 ＥＳＩ⁃ＭＳ 兼容， 质谱信号强度远高

于 ＴＥＡＡ， 可用于核酸的定量分析［９～１３］ ． １９９９ 年， Ｈｕｂｅｒ 和 Ｋｒａｊｅｔｅ［４］在用 ＬＣ⁃ＭＳ 分析寡核苷酸时， 引入

离子对试剂三乙胺二碳酸盐（ＴＥＡＢ）， 通过加入乙腈为鞘流液， 与相同浓度的 ＴＥＡＡ 相比， ＴＥＡＢ 可使

寡核苷酸的质谱信号增强 ７ 倍． 此后， Ｈｕｂｅｒ 等［１４］将 ＴＥＡＢ 替换为更加疏水的离子对试剂丁基二甲胺



二碳酸盐（ＢＤＭＡＢ）， 采用较高比例的乙腈将寡核苷酸从 ＬＣ 固定相上洗脱下来， 高的有机调节剂比例

能够降液滴的低表面势， 致使寡核苷酸的质谱信号强度比 ＴＥＡＢ 体系下高了 １０ 倍［１５］ ． ２００６ 年，
Ｏｂｅｒａｃｈｅｒ等［１６］在分析 ２３⁃ｐｒｅｘ ＰＣＲ 时， 采用环己基二甲基铵乙酸盐（ＣｙｃＨＤＭＡＡ）作为离子对试剂， 与

丁基二甲胺（ＢＤＭＡＢ）相比， 环己基二甲基胺（ＣｙｃＨＤＭＡ）与色谱柱具有更强的亲和性， 故流动相中可

以使用更高比例的乙腈， 进一步提高了核酸的 ＥＳＩ 离子化效率［１７］ ． ２００９ 年， ＭｃＣａｒｔｈｙ 等［１８］使用己胺乙

酸盐（ＨＡＡ）作为离子对试剂， 利用 ＵＰＬＣ 在非变性条件下分离纯化单链和双链 ＲＮＡ， ＨＡＡ 比 ＨＦＩＰ 便

宜且可用于 ＥＳＩ⁃ＭＳ 检测， 该方法快速、 高效， 在 ｓｉＲＮＡ 纯化方面具有很大进步． ２０１４ 年， Ｇｏｎｇ 等［１９］

采用 ６ 种不同的离子对试剂 ＴＥＡ、 三丙胺（ＴＰＡ）、 己胺（ＨＡ）、 Ｎ，Ｎ⁃二甲基丁胺（ＤＭＢＡ）、 二丁胺

（ＤＢＡ）和 Ｎ，Ｎ⁃二异丙基乙胺（ＤＩＰＥＡ）分别与 ＨＦＩＰ 组合， 通过对合成的寡核苷酸进行分析， 评估了离

子对试剂的分离效率． 结果表明， 使用 ＨＦＩＰ ／ ＴＰＡ， ＨＦＩＰ ／ ＤＩＰＥＡ 和 ＨＦＩＰ ／ ＤＢＡ 均可实现不同链长寡核

苷酸的良好分离， 在 ５０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ＨＦＩＰ ／ １５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ＨＡ 体系下可获得最佳的分辨率． 在以上发展的离子

对试剂中， ＴＥＡ ／ ＨＦＩＰ⁃ＭｅＯＨ 对核酸的分离鉴定起到重要作用． 然而， ＴＥＡ ／ ＨＦＩＰ⁃ＭｅＯＨ 的分辨率明显

低于 ＴＥＡＡ⁃ＡＣＮ， 迄今仅有少量分离双螺旋 ＤＮＡ 和双链 ｓｉＲＮＡ 的报道［２０～２２］ ． ２０１１ 年， Ｌｅｖｉｎ 等［２３］在分

析双链 ｓｉＲＮＡ 时发现， 在流动相中采用不同离子对试剂的组合可以改善整体色谱峰的分辨率以及峰

形， 并且发展的混合离子对试剂可与 ＥＳＩ⁃ＭＳ 兼容， 由于所需混合离子对试剂浓度较低， 质谱离子化效

率高， 提高了双链 ｓｉＲＮＡ 纯度分析以及相关杂质鉴定的准确性． 离子对试剂的种类是实现 ＩＰ⁃ＲＰＬＣ 良

好分离的关键因素， 然而有关混合离子对试剂在核酸分离分析中的应用研究还比较少， 因此， 对混合

离子对试剂体系下核酸的保留行为进行研究将有利于核酸的分离、 分析和鉴定．
本文采用三乙胺 ／丙胺⁃乙酸盐（ＴＥＡ ／ ＰＡ⁃ＡＡ）为混合离子对试剂， 分别对同型寡核苷酸和异型寡

核苷酸的 ＩＰ⁃ＲＰＬＣ 保留行为进行了研究， 并与经典离子对试剂 ＴＥＡＡ 下的保留进行对比． 尽管 ＩＰ⁃
ＲＰＬＣ 的保留机理已有广泛研究， 但由于反相离子对液相色谱模式的复杂性、 核酸结构的柔韧性及多

变性， 至今核酸的 ＩＰ⁃ＲＰＬＣ 保留机理尚无定论［２４，２５］ ． 离子对试剂的浓度在一定程度上能够反映吸附类

型和分离机理［２６，２７］， 因此， 本文通过考察不同离子对试剂浓度下的保留行为， 探索了寡核苷酸在 ＩＰ⁃
ＲＰＬＣ 中的保留机理， 并研究 ２ 种离子对试剂体系对不同性质寡核苷酸的保留影响特征．

１　 实验部分

１．１　 试剂与仪器

乙腈（ＨＰＬＣ 级）购自韩国霍尼韦尔公司； 三乙胺和丙胺（ＨＰＬＣ 级）分别购自美国天地有限公司和

上海百灵威科技有限公司； 乙酸（纯度≥９９􀆰 ５％， 分析纯）购自国药集团化学试剂有限公司． 实验用水

均为超纯水（电阻率 １８ ＭΩ·ｃｍ）， 来自 Ｍｉｌｌ⁃Ｑ Ａｄｖａｎｔａｇｅ Ａ１０ 型超纯水仪（密理博中国有限公司）． １７
种同型寡核苷酸（ｄＡ） １０， （ｄＡ） ２０， （ｄＡ） ２５， （ｄＡ） ３０， （ｄＴ） ５， （ｄＴ） ７， （ｄＴ） １０， （ｄＴ） １２， （ｄＣ） ５， （ｄＣ） ６，
（ｄＣ） ７， （ｄＣ） ８， （ｄＣ） ９， （ｄＣ） １０， （ｄＣ） １５， （ｄＣ） ２０和（ｄＣ） ２５及 ８ 种异型寡核苷酸（见表 １）均由上海生工

生物技术有限公司合成． 所有寡核苷酸样品均用超纯水配制．
岛津 ＬＣ⁃２０ＡＤ 型高效液相色谱仪（ＨＰＬＣ， 日本岛津公司）， 包含真空脱气机、 二元高压泵、 自动

进样器、 柱温箱和双波长紫外检测器； ＦｉｖｅＥａｓｙ ＰｌｕｓＴＭ ｐＨ 计（瑞士梅特勒⁃托莱多国际贸易有限公司）．
Ｔａｂｌｅ １　 Ｈｅｔｅｒｏ⁃ｏｌｉｇｏｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅｓ ｕｓｅｄ ｉｎ ｔｈｅ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ

Ｏｌｉｇｏｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ Ｓｅｑｕｅｎｃｅ（５′⁃３′）
Ｐｅｒｃｅｎｔａｇｅ（％）

Ｇ Ｃ Ａ Ｔ
ΔＧ∗ ／ （ Ｊ·ｍｏｌ－１）

Ｏｌｉｇｏ２０⁃１ ＣＴＴＡＧＴＧＡＡＧＡＧＣＴＣＡＧＴＴＡ ２５ １５ ３０ ３０ －３．９７×１０４

Ｏｌｉｇｏ２０⁃２ ＣＴＴＡＧＴＧＡＡＧＡＧＴＣＴＣＴＡＡＧ ２５ １５ ３０ ３０ －２．５５×１０４

Ｏｌｉｇｏ２０⁃３ ＧＡＣＡＧＧＡＡＡＧＡＣＡＴＴＣＴＧＧＣ ３０ ２０ ３５ １５ －１．４８×１０４

Ｏｌｉｇｏ２０⁃４ ＧＡＣＡＧＧＡＡＡＧＡＣＡＴＴＣＣＧＧＴ ３０ ２０ ３５ １５ －４．０８×１０４

Ｏｌｉｇｏ３２⁃１ ＧＴＣＧＴＴＡＴＣＡＴＣＡＧＡＧＴＡＧＣＣＣＡＧＧＡＡＧＣＴＴＣ ２５ ２５ ２５ ２５ －５．６０×１０４

Ｏｌｉｇｏ３２⁃２ ＧＣＧＴＡＣＡＧＴＡＴＡＧＣＣＣＡＧＴＣＴＴＧＡＧＴＧＣＣＡＴＡ ２５ ２５ ２５ ２５ －１．５３×１０４

Ｏｌｉｇｏ３２⁃３ ＧＧＴＡＴＧＧＴＴＴＡＣＧＡＧＴＡＴＴＧＣＣＴＧＡＡＧＣＧＡＧＧ ３７．５ １２．５ ２１．９ ２８．１ －１．９５×１０４

Ｏｌｉｇｏ３２⁃４ ＣＣＴＣＧＣＴＴＣＡＧＧＣＡＡＴＡＣＴＣＧＴＡＡＡＣＣＡＴＡＣＣ １２．５ ３７．５ ２８．１ ２１．９ －１．９５×１０４

　 　 ∗ ΔＧ（Ｇｉｂｂｓ ｆｒｅｅ ｅｎｅｒｇｙ） ｆｏｒ ｏｌｉｇｏｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅｓ ｔｏ ｆｏｒｍ ｓｅｌｆ⁃ｄｉｍｅｒ ｗａｓ ｏｂｔａｉｎｅｄ ｆｒｏｍ ｗｅｂｓｉｔｅ ｏｆ ｈｔｔｐ： ／ ／ ｗｗｗ．ｉｄｔｄｎａ．ｃｏｍ ／ ｃａｌｃ ／ ａｎａｌｙｚｅｒ．
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１．２　 色谱条件

色谱柱为 Ｐｕｒｏｓｐｈｅｒ􀅹ＳＴＡＲ ＲＰ⁃１８ 封端柱（１５０ ｍｍ×４􀆰 ６ ｍｍ ｉ．ｄ．， ５ μｍ）， 柱温 ３０ ℃， 流速 １􀆰 ０ ｍＬ ／
ｍｉｎ， 进样量 ２ μＬ， 检测波长 ２６０ ｎｍ， 流动相分别为 ＴＥＡ ／ ＰＡ⁃ＡＡ 混合离子对试剂体系和 ＴＥＡＡ 单一离

子对试剂体系， 进行相同的梯度洗脱： ０ ～ ４０ ｍｉｎ， １５％Ｂ ～ ４５％Ｂ； ４０ ～ ４３ ｍｉｎ， ４５％Ｂ ～ １５％Ｂ； ４３ ～
５８ ｍｉｎ， １５％Ｂ～１５％Ｂ． 保留时间采用两点校正法校正（ＲＴ⁃ＤＰＣ） ［２４，２８］ ．

ＴＥＡ ／ ＰＡ⁃ＡＡ 体系： 流动相 Ａ（ＴＥＡ ／ ＰＡ⁃ＡＡ⁃５％ＣＨ３ＣＮ， ｐＨ ＝ ７􀆰 ０）； 流动相 Ｂ（ＴＥＡ ／ ＰＡ⁃ＡＡ⁃２５％
ＣＨ３ＣＮ， ｐＨ＝ ７􀆰 ０）； 流动相 Ａ 和流动相 Ｂ 中离子对试剂的浓度相同， 且三乙胺和丙胺的体积比均为

１ ∶ １， 分别配制 ６ 个浓度梯度： １０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ＴＥＡ ／ １０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ＰＡ⁃２０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ＡＡ， ２０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ＴＥＡ ／
２０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ＰＡ⁃４０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ＡＡ， ３０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ＴＥＡ ／ ３０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ＰＡ⁃６０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ＡＡ， ４０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ＴＥＡ ／
４０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ＰＡ⁃８０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ＡＡ， ５０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ＴＥＡ ／ ５０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ＰＡ⁃１００ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ＡＡ， ６０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ＴＥＡ ／
６０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ＰＡ⁃１２０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ＡＡ． 离子对试剂总浓度分别为 ２０， ４０， ６０， ８０， １００ 和 １２０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ．

ＴＥＡＡ 体系： 流动相 Ａ（ＴＥＡＡ⁃５％ＣＨ３ＣＮ， ｐＨ＝ ７􀆰 ０）； 流动相 Ｂ（ＴＥＡＡ⁃２５％ＣＨ３ＣＮ， ｐＨ＝ ７􀆰 ０）； 分

别配制 ６ 个浓度梯度， 依次为 ２０， ４０， ６０， ８０， １００ 和 １２０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ＴＥＡＡ．

２　 结果与讨论

２．１　 同型寡核苷酸的保留行为

２．１．１　 同型寡核苷酸（ｄＡ） ｎ的保留行为　 同型寡核苷酸（ｄＡ） ｎ在 １０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ＴＥＡ ／ １０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ＰＡ 混合

离子对体系下的色谱图如图 １ 所示． 可见， 在 ＴＥＡ ／ ＰＡ 体系下， （ｄＡ） ｎ均呈现良好的峰形， 保留顺序受

尺寸控制［２５］， 但（ｄＡ） ２５和（ｄＡ） ３０部分重叠； 而在 ２０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ＴＥＡ 体系下， 两者可实现完全的基线分离．

Ｆｉｇ．１　 Ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｓ ｏｆ （ｄＡ） ｎ ｕｎｄｅｒ ｍｏｂｉｌｅ ｐｈａｓｅｓ ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ ｅｉｔｈｅｒ １０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ

ＴＥＡ ／ １０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ＰＡ（Ａ）ｏｒ ２０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ＴＥＡ（Ｂ）
Ｐｕｒｏｓｐｈｅｒ􀅹ＳＴＡＲ ＲＰ⁃１８ ｅｎｄｃａｐｐｅｄ ｃｏｌｕｍｎ（５０ ｍｍ×４􀆰 ６ ｍｍ ｉ．ｄ．， ５ μｍ）； ｃｏｌｕｍｎ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ： ３０ ℃； ｍｏｂｉｌｅ ｐｈａｓｅ Ａ（１０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ＴＥＡ ／
１０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ＰＡ⁃２０ ｍｍｏｌ ／ ＬＡＡ⁃５％ＣＨ３ＣＮ， ｐＨ ＝ ７􀆰 ０） ｏｒ （２０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ＴＥＡＡ⁃５％ＣＨ３ＣＮ， ｐＨ ＝ ７􀆰 ０）， ｍｏｂｉｌｅ ｐｈａｓｅ Ｂ（１０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ＴＥＡ ／

１０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ＰＡ⁃２０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ＡＡ⁃２５％ＣＨ３ＣＮ， ｐＨ ＝ ７􀆰 ０） ｏｒ （ ２０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ＴＥＡＡ⁃２５％ ＣＨ３ＣＮ， ｐＨ ＝ ７􀆰 ０）； ｇｒａｄｉｅｎｔ ｅｌｕｔｉｏｎ： ０—４０ ｍｉｎ，

１５％Ｂ—４５％Ｂ； ４０—４３ ｍｉｎ， ４５％Ｂ—１５％Ｂ； ４３—５８ ｍｉｎ， １５％Ｂ—１５％Ｂ； ｆｌｏｗ ｒａｔｅ： １􀆰 ０ ｍＬ ／ ｍｉｎ； ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｗａｖｅｌｅｎｇｔｈ： ２６０ ｎｍ．

保持其它色谱条件不变， 改变流动相中离子对试剂的浓度， ２ 种体系下（ｄＡ） ｎ的保留均随离子对

试剂浓度的增加而增强， 高离子对试剂浓度下保留增长相对较缓（见图 ２）． 相同离子对试剂浓度下，
（ｄＡ） ｎ在 ＴＥＡ ／ ＰＡ 体系下的保留均弱于 ＴＥＡ 体系下的保留． ２ 种体系下， （ｄＡ） ｎ中相邻 ２ 个色谱峰之间

的分离度（Ｒｓ）如表 ２ 所示． 可见， 在相同离子对试剂浓度下， （ｄＡ） ｎ在 ＴＥＡ 体系下的分离明显优于

ＴＥＡ ／ ＰＡ 体系． 最大分离度出现在 Ａ１０ ／ Ａ２０ 之间， 随着碱基数目的增加， 分离度逐渐下降， 这与文献

［２９］结果一致． ２ 种体系下， Ａ１０ ／ Ａ２０， Ａ２０ ／ Ａ２５ 和 Ａ２５ ／ Ａ３０ 之间的分离度均随着离子对试剂浓度

（２０～１００ ｍｍｏｌ ／ Ｌ）的增加而增大， 说明长链（ｄＡ） ｎ的保留随着离子对试剂浓度的增长程度大于短链

（ｄＡ） ｎ ．
２．１．２　 同型寡核苷酸（ｄＴ） ｎ的保留行为　 在 ＴＥＡ ／ ＰＡ 和 ＴＥＡ 体系下， （ｄＴ） ５， （ｄＴ） ７， （ｄＴ） １０和（ｄＴ） １２

的色谱峰峰形均较尖锐， 且各峰之间能够实现良好分离． ２ 种体系下， 随着离子对试剂浓度的增加，
（ｄＴ） ｎ均呈现保留上升的现象， 但在 ＴＥＡ ／ ＰＡ 体系中保留上升的程度大于 ＴＥＡ 体系（图 ３）． 在相同离

子对试剂浓度下， （ｄＴ） ｎ在 ＴＥＡ ／ ＰＡ 体系下的保留均弱于 ＴＥＡ 体系． 同样， 比较了不同离子对试剂浓

５９８１　 Ｎｏ．９ 　 乔俊琴等： 混合离子对试剂体系下寡核苷酸的 ＩＰ⁃ＲＰＬＣ 保留行为



　 　 　 　

Ｆｉｇ．２　 Ｒｅｔｅｎｔｉｏｎ ｆａｃｔｏｒ ｋ ｏｆ （ｄＡ） ｎ ｕｎｄｅｒ ｍｏｂｉｌｅ ｐｈａｓｅｓ ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ ｏｆ ｉｏｎ⁃ｐａｉｒ ｒｅａｇｅｎｔ
（Ａ） ＴＥＡ ／ ＰＡ； （Ｂ） ＴＥＡ． Ｔｈｅ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ ｏｆ ｉｏｎ⁃ｐａｉｒ ｒｅａｇｅｎｔ ｉｎ ｍｏｂｉｌｅ ｐｈａｓｅ ｗｅｒｅ ２０， ４０， ６０， ８０， １００ ａｎｄ １２０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ， ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ．
Ｏｔｈｅｒ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｉｃ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ ｗｅｒｅ ｔｈｅ ｓａｍｅ ａｓ ｉｎ Ｆｉｇ．１．

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｒｅｓｏｌｕｔｉｏｎ（Ｒｓ） ｏｆ ａｄｊａｃｅｎｔ ｐｅａｋｓ ｉｎ （ｄＡ） ｎ ｕｎｄｅｒ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ ｏｆ ｉｏｎ⁃ｐａｉｒ ｒｅａｇｅｎｔ

ｃ∗ｐ ／ （ｍｍｏｌ·Ｌ－１）
ＴＥＡ ／ ＰＡ ＴＥＡ

Ａ１０ ／ Ａ２０ Ａ２０ ／ Ａ２５ Ａ２５ ／ Ａ３０ Ａ１０ ／ Ａ２０ Ａ２０ ／ Ａ２５ Ａ２５ ／ Ａ３０
２０ ５．０２ １．７６ １．３４ ９．０６ ２．７３ １．９７
４０ ９．２０ ２．６６ １．８９ １２．４７ ３．４７ ２．５５
６０ １０．９０ ２．９６ ２．１２ １３．３６ ３．７４ ２．７７
８０ １１．５８ ３．１７ ２．２９ １３．９８ ３．９２ ２．８９

１００ １２．３７ ３．３３ ２．３７ １４．７６ ４．０３ ２．９６
１２０ １２．５５ ３．３４ ２．３９ １４．４２ ３．９９ ２．９４

　 　 ∗ ｃｐ ｉｓ ｔｈｅ ｔｏｔａｌ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｉｏｎ⁃ｐａｉｒ ｒｅａｇｅｎｔｓ．

度下（ｄＴ） ｎ相邻 ２ 个色谱峰之间的分离情况， 分离度如表 ３ 所示． 与同型寡核苷酸（ｄＡ） ｎ相同， 两相邻

峰的最大分离出现在短链（Ｔ５ ／ Ｔ７）之间， 随着碱基数目的增加， 分离度逐渐下降． 离子对试剂浓度在

２０～１２０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 区间时， Ｔ５ ／ Ｔ７， Ｔ７ ／ Ｔ１０ 和 Ｔ１０ ／ Ｔ１２ 之间的分离度均随着离子对试剂浓度的增加而增

大． 与（ｄＡ） ｎ不同， 除 Ｔ１０ ／ Ｔ１２ 之外， （ｄＴ） ｎ在 ＴＥＡ ／ ＰＡ 混合离子对体系下的分离度明显优于 ＴＥＡ 单一

离子对体系． 可见， ＴＥＡ ／ ＰＡ 有利于分离短链（ｄＴ） ｎ（ｎ≤１０）．

Ｆｉｇ．３　 Ｒｅｔｅｎｔｉｏｎ ｆａｃｔｏｒ ｋ ｏｆ （ｄＴ） ｎ ｕｎｄｅｒ ｍｏｂｉｌｅ ｐｈａｓｅｓ ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ

ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ ｏｆ ｉｏｎ⁃ｐａｉｒ ｒｅａｇｅｎｔ
（Ａ） ＴＥＡ ／ ＰＡ； （Ｂ） ＴＥＡ． Ｔｈｅ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｉｃ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ ａｒｅ ｔｈｅ ｓａｍｅ ａｓ ｔｈｏｓｅ ｉｎ Ｆｉｇ．２．

Ｔａｂｌｅ ３　 Ｒｅｓｏｌｕｔｉｏｎ（Ｒｓ） ｏｆ ａｄｊａｃｅｎｔ ｐｅａｋｓ ｉｎ （ｄＴ） ｎ ｕｎｄｅｒ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ ｏｆ ｉｏｎ⁃ｐａｉｒ ｒｅａｇｅｎｔ

ｃｐ ／ （ｍｍｏｌ·Ｌ－１）
ＴＥＡ ／ ＰＡ ＴＥＡ

Ｔ５ ／ Ｔ７ Ｔ７ ／ Ｔ１０ Ｔ１０ ／ Ｔ１２ Ｔ５ ／ Ｔ７ Ｔ７ ／ Ｔ１０ Ｔ１０ ／ Ｔ１２
２０ １０．２８ ９．２４ ３．７８ ９．７９ ９．２６ ４．０８
４０ １１．７９ １０．４２ ４．４４ １０．９６ １０．２０ ４．５３
６０ １２．５０ １０．９６ ４．７６ １１．５８ １０．４８ ４．８５
８０ １２．９２ １１．３２ ４．８５ １１．８３ １０．９８ ５．０６

１００ １３．３２ １１．６３ ５．０６ １２．２４ １１．４０ ５．０７
１２０ １３．４９ １１．７８ ５．３１ １２．５４ １１．６０ ５．２６

２．１．３　 同型寡核苷酸（ｄＣ） ｎ的保留行为　 在 ＴＥＡ ／ ＰＡ 和 ＴＥＡ 体系下， （ｄＣ） １０和（ｄＣ） １５的色谱峰峰形尖

锐， 但（ｄＣ） ２０和（ｄＣ） ２５均呈现峰形展宽， 推测在长链（ｄＣ） ｎ中可能存在着分子内氢键作用． 在相同离子

６９８１ 高 等 学 校 化 学 学 报 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 Ｖｏｌ．３９　



对试剂浓度下， （ｄＣ） ｎ在 ＴＥＡ ／ ＰＡ 体系下的保留仍然弱于在 ＴＥＡ 体系下的保留（见图 ４）， 但在 ２０ ～
１２０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 离子对试剂浓度下， （ｄＣ） ｎ与（ｄＡ） ｎ和（ｄＴ） ｎ的保留趋势截然不同． 在 ＴＥＡ ／ ＰＡ 体系下，
（ｄＣ） １０的保留随着离子对试剂浓度的增加呈现上升趋势； 而（ｄＣ） １５， （ｄＣ） ２０和（ｄＣ） ２５在离子对试剂浓

度为２０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ时保留最强， 在 ４０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 时保留下降， 然后随着离子对试剂浓度的进一步增高保留又

缓慢增强， 在 ８０～１２０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 时相对稳定， 但总体而言， （ｄＣ） １５ ～ （ｄＣ） ２５在离子对试剂浓度为 ２０ ～
１２０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 范围内的保留整体变化不大［图 ４（Ａ）］． 在 ＴＥＡ 体系下， （ｄＣ） １０ ～ （ｄＣ） ２５的保留在离子对

试剂浓度为 ２０ ～ ４０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 范围内均呈缓慢上升趋势， 其中（ｄＣ） １０的变化趋势较明显； 在 ４０ ～ １００
ｍｍｏｌ ／ Ｌ 范围内保留相对稳定， 在 １００～１２０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 范围内保留出现下降［图 ４（Ｂ）］． 通常情况下， 相同

色谱条件下碱基保留顺序为 Ｃ＜Ａ［３０，３１］ ． 通过对比图 ２ 和图 ４ 可发现， 在 ２０～１００ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ＴＥＡ ／ ＰＡ 体系

下， （ｄＣ） ２０的保留均大于（ｄＡ） ２０， 而在 ２０～１２０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ＴＥＡ ／ ＰＡ 体系下， （ｄＣ） ２５的保留均大于（ｄＡ） ２５ ．
在 ＴＥＡ 体系下发现了类似的现象： 在 ２０～ ６０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 范围内（ｄＣ） ２０＞（ｄＡ） ２０； ２０ ～ １００ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 范围内

（ｄＣ） ２５＞（ｄＡ） ２５ ． 以上保留现象无法用常规理论解释， 因此进一步对链长小于 １０ 的（ｄＣ） ｎ： （ｄＣ） ５，
（ｄＣ） ６， （ｄＣ） ７， （ｄＣ） ８和（ｄＣ） ９在相同样色谱条件下进行了保留行为考察， 结果如图 ４（Ｃ）和（Ｄ）所示．
可见， 在 ＴＥＡ ／ ＰＡ 体系下， （ｄＣ） ５ ～ （ｄＣ） ９的保留呈现出与（ｄＡ） ｎ和（ｄＴ） ｎ相似的保留趋势， 即保留随着

离子对试剂浓度的增加而增强． 在 ＴＥＡ 体系下， （ ｄＣ） ５ ～ （ ｄＣ） ９ 的保留在离子对试剂浓度为 ２０ ～
６０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 范围内快速上升， 在 ６０～１００ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 范围内保留出现平台， 在 １００ ～ １２０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 范围内保

留下降． 基于以上发现， 推测（ ｄＣ） ｎ 随着离子对试剂浓度的增大保留会迅速上升， 与（ ｄＡ） ｎ 相比，
（ｄＣ） ｎ在较低的离子对试剂浓度下即可达到最大保留并在一定范围内维持稳定， 且（ｄＣ） ｎ链越长保留

最大值出现得越早． 我们推测（ｄＣ） ｎ更容易与离子对试剂发生相互作用． 此外， 由图 ４（Ｃ）和（Ｄ）可见，
当离子对试剂总浓度相同时， （ｄＣ） ｎ在 ＴＥＡ ／ ＰＡ 体系下达到保留稳定的状态要晚于 ＴＥＡ 体系．

Ｆｉｇ．４　 Ｒｅｔｅｎｔｉｏｎ ｆａｃｔｏｒ（ｋ） ｏｆ （ｄＣ） ｎ ｕｎｄｅｒ ｍｏｂｉｌｅ ｐｈａｓｅｓ ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ ｏｆ ｉｏｎ⁃ｐａｉｒ ｒｅａｇｅｎｔ
（Ａ）， （Ｃ） ＴＥＡ ／ ＰＡ； （Ｂ）， （Ｄ） ＴＥＡ． Ｔｈｅ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｉｃ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ ａｒｅ ｔｈｅ ｓａｍｅ ａｓ ｔｈｏｓｅ ｉｎ Ｆｉｇ．２．

２ 种体系下， （ｄＣ） ｎ相邻 ２ 个色谱峰之间的分离度如表 ４ 所示． 结果表明， 在 ＴＥＡ ／ ＰＡ 体系下，
Ｃ５ ／ Ｃ６， Ｃ６ ／ Ｃ７， Ｃ７ ／ Ｃ８ 和 Ｃ８ ／ Ｃ９ 的分离度均随着离子对试剂浓度的增加而增大， Ｃ１０ ／ Ｃ１５ 的分离度表

现为先上升后下降， 而 Ｃ１５ ／ Ｃ２０ 和 Ｃ２０ ／ Ｃ２５ 的分离度受离子对试剂浓度的影响不大． 在 ＴＥＡ 体系下，
随着离子对试剂浓度的增加， Ｃ５ ／ Ｃ６， Ｃ６ ／ Ｃ７， Ｃ７ ／ Ｃ８ 和 Ｃ８ ／ Ｃ９ 的分离度均表现为先上升后下降的趋

势， Ｃ１０ ／ Ｃ１５ 的分离度逐渐下降， Ｃ１５ ／ Ｃ２０ 和 Ｃ２０ ／ Ｃ２５ 的分离度变化不大． 整体上， （ｄＣ） ｎ在 ＴＥＡ 体系

中的分离度高于 ＴＥＡ ／ ＰＡ 体系．

７９８１　 Ｎｏ．９ 　 乔俊琴等： 混合离子对试剂体系下寡核苷酸的 ＩＰ⁃ＲＰＬＣ 保留行为



Ｔａｂｌｅ ４　 Ｒｅｓｏｌｕｔｉｏｎ（Ｒｓ） ｏｆ ａｄｊａｃｅｎｔ ｐｅａｋｓ ｉｎ （ｄＣ） ｎ ｕｎｄｅｒ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ ｏｆ ｉｏｎ⁃ｐａｉｒ ｒｅａｇｅｎｔ

Ｓｙｓｔｅｍ ｃｐ ／ （ｍｍｏｌ·Ｌ－１） Ｃ５ ／ Ｃ６ Ｃ６ ／ Ｃ７ Ｃ７ ／ Ｃ８ Ｃ８ ／ Ｃ９ Ｃ１０ ／ Ｃ１５ Ｃ１５ ／ Ｃ２０ Ｃ２０ ／ Ｃ２５
ＴＥＡ ／ ＰＡ ２０ ０．４３ ０．７６ １．１５ １．５３ １２．９０ ５．２４ １．８８

４０ １．２１ １．３３ １．３８ １．６８ １２．０３ ５．４４ ２．０９
６０ １．５４ １．５８ １．８０ ２．０２ １１．４６ ５．３７ ２．０１
８０ １．６７ １．８１ １．９１ ２．１２ １１．３７ ５．４７ １．９３

１００ １．７２ １．８６ １．９４ ２．１０ １１．４３ ５．０９ ２．０６
１２０ １．７９ １．９５ ２．０２ ２．１６ １０．９４ ５．４５ ２．１５

ＴＥＡ ２０ １．１６ １．２５ １．６７ ２．００ １３．０１ ５．５７ ２．００
４０ １．６９ １．８６ １．９８ ２．３５ １３．４６ ５．５３ １．９４
６０ １．８２ １．９８ ２．１２ ２．４６ １３．０５ ５．５１ １．９７
８０ １．９１ １．９８ ２．１６ ２．４１ １２．４８ ５．６２ １．９９

１００ １．８６ １．９３ ２．０７ ２．２９ １２．３６ ５．３１ ２．０１
１２０ １．７３ １．９０ １．９６ ２．１５ １２．０４ ５．７１ ２．０４

２．２　 异型寡核苷酸的保留行为

２．２．１　 ２０ｍｅｒ 异型寡核苷酸的保留行为　 在所选取的 ４ 条 ２０ｍｅｒ 异型寡核苷酸中， ｏｌｉｇｏ ２０⁃１ 和 ｏｌｉｇｏ
２０⁃２ 的碱基组成相同、 序列不同， ｏｌｉｇｏ ２０⁃３ 和 ｏｌｉｇｏ ２０⁃４ 的碱基组成相同、 序列不同（见表 １）． 在 ２ 种

体系下， ４ 种寡核苷酸的保留均随着离子对试剂浓度的增加而增强， 保留顺序为 ｏｌｉｇｏ ２０⁃１＞ｏｌｉｇｏ ２０⁃２＞
ｏｌｉｇｏ ２０⁃３＞ｏｌｉｇｏ ２０⁃４（见图 ５）． 其中， ｏｌｉｇｏ ２０⁃１ 和 ｏｌｉｇｏ ２０⁃２ 的保留随着离子对试剂浓度的增加逐渐靠

近， 当 ＴＥＡ ／ ＰＡ 浓度≥１００ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 时， 两者之间的保留顺序交换． 与同型寡核苷酸一致， 在相同离子

对试剂浓度下， ＴＥＡ ／ ＰＡ 体系下的保留均弱于 ＴＥＡ 体系． ２０ｍｅｒ 异型寡核苷酸按照出峰顺序在不同离

子对试剂浓度下的分离度列于表 ５． 结果表明， ｏｌｉｇｏ ２０⁃３ ／ ２０⁃４ 的分离度明显优于 ｏｌｉｇｏ ２０⁃１ ／ ２０⁃２． 这是

由于与 ｏｌｉｇｏ ２０⁃３ 相比 ｏｌｉｇｏ ２０⁃４ 存在着分子内氢键， 具有较大的立体位阻， 因而 ｏｌｉｇｏ ２０⁃４ 的保留较

弱． Ｏｌｉｇｏ ２０⁃１ 和 ｏｌｉｇｏ ２０⁃２ 均具有分子内氢键， 两者在结构上相差不大， 因而保留接近． 在 ２ 种体系下，
ｏｌｉｇｏ ２０⁃４ ／ ２０⁃３ 和 ｏｌｉｇｏ ２０⁃３ ／ ２０⁃２ 的分离度均随着离子对试剂浓度的增加而增大， 而 ｏｌｉｇｏ ２０⁃２ ／ ２０⁃１ 的

分离度则随着离子对试剂浓度的增大而下降． 整体而言， ＴＥＡ ／ ＰＡ 体系对于 ４ 条 ２０ｍｅｒ 异型寡核苷酸

的分离优于 ＴＥＡ 体系．

Ｆｉｇ．５　 Ｒｅｔｅｎｔｉｏｎ ｆａｃｔｏｒ（ｋ） ｏｆ ２０ｍｅｒ ｈｅｔｅｒｏ⁃ｏｌｉｇｏｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅｓ ｕｎｄｅｒ ｍｏｂｉｌｅ ｐｈａｓｅｓ ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ
ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ ｏｆ ｉｏｎ⁃ｐａｉｒ ｒｅａｇｅｎｔ
（Ａ） ＴＥＡ ／ ＰＡ； （Ｂ） ＴＥＡ． Ｔｈｅ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｉｃ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ ａｒｅ ｔｈｅ ｓａｍｅ ａｓ ｔｈｏｓｅ ｉｎ Ｆｉｇ．２．

Ｔａｂｌｅ ５　 Ｒｅｓｏｌｕｔｉｏｎ（Ｒｓ） ｏｆ ａｄｊａｃｅｎｔ ｐｅａｋｓ ｉｎ ２０ｍｅｒ ｈｅｔｅｒｏ⁃ｏｌｉｇｏｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅｓ ｕｎｄｅｒ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ

ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ ｏｆ ｉｏｎ⁃ｐａｉｒ ｒｅａｇｅｎｔ

ｃｐ ／ （ｍｍｏｌ·Ｌ－１）
ＴＥＡ ／ ＰＡ ＴＥＡ

２０⁃４ ／ ２０⁃３ ２０⁃３ ／ ２０⁃２ ２０⁃２ ／ ２０⁃１ ２０⁃４ ／ ２０⁃３ ２０⁃３ ／ ２０⁃２ ２０⁃２ ／ ２０⁃１
２０ ２．１８ ４．４１ ０．８７ １．５０ ３．９０ １．２９
４０ ３．３４ ６．２９ ０．６１ １．６１ ５．００ １．３２
６０ ３．７３ ６．８８ ０．６１ １．８８ ５．８８ １．１５
８０ ４．０１ ７．５９ ０．２８ ２．１２ ６．６５ ０．８４

１００ ４．３９ ８．５２ａ ０．０２ｂ ２．４２ ７．２９ ０．６０
１２０ ４．５３ ８．７４ａ ０．３４ｂ ２．６５ ７．８４ ０．２８

　 　 ａ． Ｒｅｓｏｌｕｔｉｏｎ ｂｅｔｗｅｅｎ ｏｌｉｇｏ ２０⁃３ ／ ２０⁃１； ｂ． ｒｅｓｏｌｕｔｉｏｎ ｂｅｔｗｅｅｎ ｏｌｉｇｏ ２０⁃１ ／ ２０⁃２．

８９８１ 高 等 学 校 化 学 学 报 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 Ｖｏｌ．３９　



２．２．２　 ３２ｍｅｒ 异型寡核苷酸的保留行为　 在所选取的 ４ 条 ３２ｍｅｒ 异型寡核苷酸中， ｏｌｉｇｏ ３２⁃１ 和 ｏｌｉｇｏ
３２⁃２ 的碱基组成相同、 序列不同， ｏｌｉｇｏ ３２⁃３ 和 ｏｌｉｇｏ ３２⁃４ 的碱基互补（见表 １）． 同样， ３２ｍｅｒ 异型寡核

苷酸的保留均随着离子对试剂浓度的增加而增强（见图 ６）， 但在 ＴＥＡ ／ ＰＡ 体系下， 保留的增长程度明

显大于 ＴＥＡ 体系． 当离子对试剂浓度≥４０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 时， ４ 条寡核苷酸在 ＴＥＡ ／ ＰＡ 和 ＴＥＡ 体系下的保留

顺序一致， 即 ｏｌｉｇｏ ３２⁃１ ＜ ｏｌｉｇｏ ３２⁃２≤ｏｌｉｇｏ ３２⁃３ ＜ ｏｌｉｇｏ ３２⁃４． 分离度结果 （表 ６） 显示， 同分异构体

ｏｌｉｇｏ ３２⁃１和 ｏｌｉｇｏ ３２⁃２ 在不同浓度的 ＴＥＡ ／ ＰＡ 体系中均为微弱分离， 由于两者的结构相近， 离子对试剂

浓度对其分离无明显影响． 而在 ＴＥＡ 体系中， ｏｌｉｇｏ ３２⁃１ 和 ｏｌｉｇｏ ３２⁃２ 几乎完全重叠在一起． 尽管 ｏｌｉｇｏ
３２⁃２ 和 ｏｌｉｇｏ ３２⁃３ 在碱基组成上存在较大差异， 但是它们在 ２ 种离子对体系下均无法得到有效分离， 几

乎完全重叠． 而互补序列 ｏｌｉｇｏ ３２⁃３ 和 ｏｌｉｇｏ ３２⁃４ 在 ２ 种体系下均能很好地分离， 且在 ＴＥＡ ／ ＰＡ 体系中

的分离度大于 ＴＥＡ 体系．

Ｆｉｇ．６　 Ｒｅｔｅｎｔｉｏｎ ｆａｃｔｏｒ（ｋ） ｏｆ ３２ｍｅｒ ｈｅｔｅｒｏ⁃ｏｌｉｇｏｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅｓ ｕｎｄｅｒ ｍｏｂｉｌｅ ｐｈａｓｅｓ ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ
ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ ｏｆ ｉｏｎ⁃ｐａｉｒ ｒｅａｇｅｎｔ
（Ａ） ＴＥＡ ／ ＰＡ； （Ｂ） ＴＥＡ． Ｔｈｅ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｉｃ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ ａ ｔｈｅ ｓａｍｅ ａｓ ｔｈｏｓｅ ｉｎ Ｆｉｇ．２．

Ｔａｂｌｅ ６　 Ｒｅｓｏｌｕｔｉｏｎ ｏｆ ａｄｊａｃｅｎｔ ｐｅａｋｓ ｉｎ ３２ｍｅｒ ｈｅｔｅｒｏ⁃ｏｌｉｇｏｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅｓ ｕｎｄｅｒ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ
ｏｆ ｉｏｎ⁃ｐａｉｒ ｒｅａｇｅｎｔ

ｃｐ ／ （ｍｍｏｌ·Ｌ－１）
ＴＥＡ ／ ＰＡ ＴＥＡ

３２⁃１ ／ ３２⁃２ ３２⁃２ ／ ３２⁃３ ３２⁃３ ／ ３２⁃４ ３２⁃１ ／ ３２⁃２ ３２⁃２ ／ ３２⁃３ ３２⁃３ ／ ３２⁃４
２０ ０．４９ ０．０２ ４．９２ ０．１０ａ ０．０２ｂ ５．０７ｃ

４０ ０．４８ ０．１３ ５．２４ ０．０１ ０．０９ ４．２２
６０ ０．４６ ０．０７ ５．１６ ０．０６ ０．０４ ３．８４
８０ ０．４８ ０．１０ ４．８１ ０．１１ ０．０１ ３．６５

１００ ０．５０ ０．１０ ４．６５ ０．１０ ０．０５ ３．６１
１２０ ０．５０ ０．１６ ４．４８ ０．０９ ０．０３ ３．４２

　 　 ａ． Ｒｅｓｏｌｕｔｉｏｎ ｂｅｔｗｅｅｎ ３２⁃３ ／ ３２⁃１； ｂ． ｒｅｓｏｌｕｔｉｏｎ ｂｅｔｗｅｅｎ ３２⁃１ ／ ３２⁃２； ｃ． ｒｅｓｏｌｕｔｉｏｎ ｂｅｔｗｅｅｎ ３２⁃２ ／ ３２⁃４．

以上结果表明， 在保留上升区间， 同型寡核苷酸之间的分离度及结构差异较大的异型寡核苷酸之

间的分离度基本随着离子对试剂浓度的增加而增大， 而对于结构相近的异型寡核苷酸则在低离子对试

剂浓度下具有较好的分离效果， 这说明不同类型的寡核苷酸在实现最优分离时所需的保留强度不同，
因而合适的保留强度对于寡核苷酸的分离非常重要． 对于异型寡核苷酸， 在总体分离度上， 中等浓度

的混合离子对试剂表现出一定的优势．
２．３　 寡核苷酸 ＩＰ⁃ＲＰＬＣ 保留机理的探讨

ＩＰ⁃ＲＰＬＣ 中的主要保留模型为动态离子交换模型［３２］和离子对模型［２６，３３］ ．
（１） 假设寡核苷酸保留过程中动态离子交换模型占主导地位：
离子对试剂在固定相和流动相之间形成动态吸附、 脱附平衡， 并在固定相表面形成双电层：

（Ｑ ＋）ｍ

Ｋ１
􀜩􀜨􀜑 （Ｑ ＋） ｓ （１）

（Ｑ ＋） ｓ ＋ （Ｚ －）ｍ

Ｋ２
􀜩􀜨􀜑 （Ｑ ＋ Ｚ －） ｓ （２）

式中： （Ｑ＋）ｍ和（Ｚ－）ｍ分别为离子对试剂正离子和负离子， 其浓度单位均为 ｍｍｏｌ ／ Ｌ； 下标 ｍ 和 ｓ 分别

表示固定相和流动相．

９９８１　 Ｎｏ．９ 　 乔俊琴等： 混合离子对试剂体系下寡核苷酸的 ＩＰ⁃ＲＰＬＣ 保留行为



溶质离子 Ｘ－在双电层上与（Ｑ＋Ｚ－） ｓ之间进行动态离子交换：

（Ｑ ＋ Ｚ －） ｓ ＋ （Ｘ －）ｍ

Ｋ３
􀜩􀜨􀜑 （Ｑ ＋ Ｘ －） ｓ ＋ （Ｚ －）ｍ （３）

溶质 Ｘ－的保留因子 ｋ 为

ｋ ＝
［Ｑ ＋ Ｘ －］ ｓ

β ［Ｘ －］ｍ

＝
Ｋ１Ｋ２Ｋ３ ［Ｑ ＋］ｍ

β
（４）

式中： β 为相比．
以离子对试剂总浓度 ｃｐ代替［Ｑ＋］ｍ， 则式（４）可简化为

ｋ ＝ Ａｃｐ （５）
式中： Ａ 为常数．

由式（５）可以看出， 在动态离子交换模型中保留因子 ｋ 与离子对试剂总浓度 ｃｐ成正比， 截距为 ０．
由于（ｄＣ） １５， （ｄＣ） ２０和（ｄＣ） ２５在 ２０～１２０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 离子对试剂浓度范围内达到保留稳定， 保留基本不受

离子对试剂浓度的影响， 故只对同型寡核苷酸（ｄＡ） ｎ， （ｄＴ） ｎ， （ｄＣ） ５ ～ （ｄＣ） １０， ２０ｍｅｒ 异型寡核苷酸和

３２ｍｅｒ 异型寡核苷酸的 ｋ 与 ｃｐ之间的关系按照式（５）进行线性拟合， 结果如表 ７ 所示． 可见， 尽管 ｋ 与

ｃｐ存在着一定的线性相关性， 但所有直线的截距都不为 ０， 且截距数值较大， 与 ｋ 处于相同数量级． 因

而， 动态离子交换模型占主导地位的猜测并不实际．
Ｔａｂｌｅ ７　 Ｌｉｎｅａｒ ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ ｂｅｔｗｅｅｎ ｋ ａｎｄ ｃｐ

Ｏｌｉｇｏｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ
ＴＥＡ ／ ＰＡ ＴＥＡ

Ｉｎｔｅｒｃｅｐｔ Ｓｌｏｐｅ Ｒ２ Ｉｎｔｅｒｃｅｐｔ Ｓｌｏｐｅ Ｒ２

Ａ１０ １．６１１０ ０．０３１０ ０．８４１ ２．９７８２ ０．０２６６ ０．８１６
Ａ２０ ２．７６９４ ０．０４５２ ０．８３０ ５．００６８ ０．０３７６ ０．８０６
Ａ２５ ３．２３５６ ０．０４８０ ０．８３０ ５．７１６３ ０．０３９９ ０．８０４
Ａ３０ ３．６１０９ ０．０４９８ ０．８３１ ６．２７９１ ０．０４１７ ０．８０２
Ｔ５ ６．９５９５ ０．０２０４ ０．８３４ ７．６８０７ ０．０１６５ ０．８９４
Ｔ７ ８．８４８９ ０．０２６８ ０．８４９ ９．４４００ ０．０２２５ ０．９１１
Ｔ１０ １０．６０４０ ０．０３１４ ０．８６６ １１．１４４０ ０．０２７４ ０．９２３
Ｔ１２ １１．３８５０ ０．０３３３ ０．８６８ １１．９０５０ ０．０２９７ ０．９２９
Ｃ５ ０．２１５５ ０．００２７ ０．７７２ ０．４２９７ ０．００１７ ０．４９６
Ｃ６ ０．２７１４ ０．００３９ ０．７８３ ０．５６７４ ０．００２５ ０．４８８
Ｃ７ ０．３５３９ ０．００５４ ０．８０８ ０．７４９４ ０．００３４ ０．４５９
Ｃ８ ０．４８５９ ０．００７１ ０．８１５ １．０１６９ ０．００４１ ０．３９７
Ｃ９ ０．６９９２ ０．００８８ ０．８１６ １．４０３２ ０．００４６ ０．３１６

Ｏｌｉｇｏ２０⁃１ ５．０８３３ ０．０３９６ ０．８６０ ６．３４４４ ０．０３３０ ０．８６７
Ｏｌｉｇｏ２０⁃２ ４．８２４４ ０．０４２２ ０．８８０ ５．９８１１ ０．０３５３ ０．８９３
Ｏｌｉｇｏ２０⁃３ ３．９１５２ ０．０３３４ ０．８３６ ５．２５７３ ０．０２６６ ０．８３６
Ｏｌｉｇｏ２０⁃４ ３．４３２８ ０．０２８９ ０．８１４ ４．９９４０ ０．０２３９ ０．７８８
Ｏｌｉｇｏ３２⁃１ ６．６１２３ ０．０３８６ ０．８６０ ７．９３２６ ０．０３１９ ０．８７６
Ｏｌｉｇｏ３２⁃２ ６．７５９９ ０．０３８３ ０．８６４ ７．９３０１ ０．０３２２ ０．８７９
Ｏｌｉｇｏ３２⁃３ ６．７６０１ ０．０３８６ ０．８６３ ７．９１８２ ０．０３２４ ０．８７０
Ｏｌｉｇｏ３２⁃４ ８．４７４４ ０．０３３１ ０．８５２ ９．３９９０ ０．０２６１７ ０．９１５

　 　 （２） 假设寡核苷酸保留过程中主要采取离子对模型：
溶质离子在流动相中首先与离子对试剂通过静电相互作用形成离子对， 然后与固定相发生疏水相

互作用．

（Ｘ －）ｍ ＋ （Ｑ ＋）ｍ

Ｋ４
􀜩􀜨􀜑 （Ｘ － Ｑ ＋）ｍ （６）

（Ｘ － Ｑ ＋）ｍ

Ｋ５
􀜩􀜨􀜑 （Ｘ － Ｑ ＋） ｓ （７）

寡核苷酸保留因子 ｋ 可用下式表示：

ｋ ＝
［Ｘ － Ｑ ＋］ ｓ

β（［Ｘ － Ｑ ＋］ｍ ＋ ［Ｘ －］ｍ）
＝

Ｋ４Ｋ５ ［Ｑ ＋］ｍ

β（Ｋ４ ［Ｑ ＋］ｍ ＋ １）
（８）

以离子对试剂总浓度 ｃｐ代替［Ｑ＋］ｍ， 则式（８）可简化为：
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ｋ －１ ＝ Ａ１ ＋ Ｂ１ ／ ｃｐ （９）
式中： Ａ１和 Ｂ１为常数， Ａ１ ＝β ／ Ｋ５， Ｂ１ ＝β ／ （Ｋ５Ｋ４）．

按照式（９）对 ｋ－１和 ｃｐ之间进行非线性拟合， 相关系数 Ｒ２如表 ８ 所示． 可见， （ｄＡ） ｎ， ｏｌｉｇｏ ２０ 和

ｏｌｉｇｏ ３２（ＴＥＡ 体系下 ｏｌｉｇｏ ３２⁃４ 除外）的保留因子倒数 ｋ－１与流动相中离子对试剂总浓度 ｃｐ的相关系数

均大于 ０􀆰 ９８， （ｄＴ） ｎ在 ＴＥＡ 体系下的相关性略差， Ｒ２在 ０􀆰 ９４～０􀆰 ９５ 之间． （ｄＣ） ５ ～ （ｄＣ） １０在 ＴＥＡ ／ ＰＡ 体

系下 ｋ－１与 ｃｐ之间具有良好的相关性（Ｒ２ ＝ ０􀆰 ９９）． 在 ＴＥＡ 体系中， 由于在离子对试剂浓度为 ８０ ～ １２０
ｍｍｏｌ ／ Ｌ 范围内（ｄＣ） ５ ～ （ｄＣ） １０的保留出现稳定后并呈现下降状态［图 ４（Ｄ）］， 因而， 全浓度范围内 ｋ－１

与 ｃｐ相关性较差， 且随着（ｄＣ） ｎ链长的增加相关性持续下降． 然而， 在 ２０ ～ ８０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ＴＥＡ 浓度范围

内， （ｄＣ） ５ ～ （ｄＣ） １０的 ｋ－ １⁃ｃｐ相关性系数分别为 ０􀆰 ９９６， ０􀆰 ９９６， ０􀆰 ９９２， ０􀆰 ９９０ 和 ０􀆰 ９８０， 相关性显著提

高． 以上结果表明， 寡核苷酸在 ＴＥＡ ／ ＰＡ 和 ＴＥＡ 体系下的保留均以离子对保留机理为主， 但由于 Ｒ２均

不等于 １， 因而可能还存在着一定的动态离子交换作用．
Ｔａｂｌｅ ８　 Ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎｓ ｏｆ ｋ－１ ⁃ｃｐ ｆｉｔｔｅｄ ａｃｃｏｒｄｉｎｇ ｔｏ Ｅｑ．（９）

Ｏｌｉｇｏｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ
ＴＥＡ ／ ＰＡ ＴＥＡ

Ａ１ Ｂ１ Ｒ２ Ａ１ Ｂ１ Ｒ２

Ａ１０ ０．１０１２ １０．０２６ ０．９８４ ０．１３３９ ４．１４４９ ０．９９１
Ａ２０ ０．０７５０ ５．６６７４ ０．９８５ ０．０９０７ ２．２６０７ ０．９９３
Ａ２５ ０．０７３７ ４．６７６７ ０．９８８ ０．０８３４ １．９０１３ ０．９９４
Ａ３０ ０．０７２６ ４．０５９４ ０．９９０ ０．０７８４ １．６８１０ ０．９９４
Ｔ５ ０．１０３５ ０．８１９９ ０．９８７ ０．１０２４ ０．５５０７ ０．９５７
Ｔ７ ０．０７９１ ０．７７６０ ０．９９９ ０．０８１５ ０．４８０８ ０．９５５
Ｔ１０ ０．０６７７ ０．５５２７ ０．９８７ ０．０６８６ ０．４１１１ ０．９４８
Ｔ１２ ０．０６３６ ０．４８６０ ０．９８０ ０．０６４０ ０．３８７２ ０．９４６
Ｃ５ １．３１０３ ６９．７１５ ０．９８４ １．４７２１ ２０．５９５ ０．９４２
Ｃ６ ０．８５７２ ５８．６６０ ０．９８１ １．０７０７ １６．７３４ ０．９３７
Ｃ７ ０．６３３８ ４４．０９８ ０．９８６ ０．７８６７ １３．５７３ ０．９３０
Ｃ８ ０．５０８３ ３０．６６７ ０．９９０ ０．６１００ ９．５２５４ ０．９１５
Ｃ９ ０．４２０１ １９．９６８ ０．９９３ ０．４８０３ ６．１４０８ ０．８７７
Ｃ１０ ０．３６１４ １１．４５２ ０．９９４ ０．３８１８ ３．６３９０ ０．７６２

Ｏｌｉｇｏ２０⁃１ ０．０９０１ ２．０８６８ ０．９９８ ０．０８２５ １．３５９７ ０．９９５
Ｏｌｉｇｏ２０⁃２ ０．０８８１ ２．２８４４ ０．９９８ ０．０８２１ １．２９９１ ０．９９３
Ｏｌｉｇｏ２０⁃３ ０．１０７９ ２．９４５４ ０．９９９ ０．０８８１ ２．２８４４ ０．９９８
Ｏｌｉｇｏ２０⁃４ ０．１２２８ ３．４２６８ ０．９９７ ０．１０７９ ２．９４５４ ０．９９９
Ｏｌｉｇｏ３２⁃１ ０．０８２５ １．３５９７ ０．９９５ ０．０８１８ ０．８８１３ ０．９８９
Ｏｌｉｇｏ３２⁃２ ０．０８２１ １．２９９１ ０．９９３ ０．０８１６ ０．８８４７ ０．９８９
Ｏｌｉｇｏ３２⁃３ ０．０８１７ １．３０８８ ０．９９４ ０．０８１３ ０．８９８９ ０．９９１
Ｏｌｉｇｏ３２⁃４ ０．０７７３ ０．８１８２ ０．９８８ ０．０７８６ ０．５４２８ ０．９６０

　 　 平衡常数可以反映动力学过程， ２ 种体系下寡核苷酸的平衡常数（Ｋ４ ＝Ａ１ ／ Ｂ１， Ｋ５ ＝ β ／ Ａ１）计算结果

列于表 ９． 平衡常数 Ｋ４反映了寡核苷酸与离子对试剂之间的结合能力． 由表 ９ 可见， 在 ＴＥＡ ／ ＰＡ 体系下

的 Ｋ４均小于 ＴＥＡ 体系下的 Ｋ４， 这是由于三乙胺和丙胺的 ｐＫａ 分别为 １１􀆰 ０１ 和 １０􀆰 ６０， 因此， 在 ｐＨ ＝
７􀆰 ０ 的环境下， 三乙胺带有更多的正电荷， 寡核苷酸与三乙胺之间的静电相互作用大于与丙胺之间的

静电相互作用． 对于同型寡核苷酸， Ｋ４基本随着链长的增加而增大， Ｔ５和 Ｃ５为特例． 与其它同型寡核苷

酸相比， Ｔ５和 Ｃ５由于链长较短， 链的柔韧性较差， 具有较低的立体位阻， 因而更容易与离子对试剂靠

近发生静电相互作用． 选取相同链长的（ｄＡ） １０， （ｄＴ） １０和（ｄＣ） １０进行对比， 并以它们在 ＴＥＡ ／ ＰＡ 中的

保留为例． 可以发现， （ｄＣ） １０的平衡常数 Ｋ４（０􀆰 ０３２）高于（ｄＡ） １０（０􀆰 ０１０）， 说明（ｄＣ） １０比（ｄＡ） １０更容易

与离子对试剂之间发生静电相互作用， 导致其随离子对试剂浓度的变化保留增加较快． 而（ｄＴ） １０的平

衡常数 Ｋ４（０􀆰 １２２）远高于（ｄＣ） １０和（ｄＡ） １０， 与离子对试剂之间具有更强的静电相互作用． 对于链长相

同的 ２０ｍｅｒ 异型寡核苷酸， 由于二级结构不同， Ｋ４之间存在着一定的差异， ３２ｍｅｒ 异型寡核苷酸呈现出

相同的现象． 以上结果表明， Ｋ４的大小与离子对试剂的种类以及寡核苷酸的种类、 电荷和二级结构均

相关．
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平衡常数 Ｋ５反映了离子对与固定相之间的疏水相互作用． 由表 ９ 可以看出， ＴＥＡ ／ ＰＡ 体系下寡核

苷酸的 Ｋ５均大于 ＴＥＡ 体系下的 Ｋ５， 说明尽管三乙胺具有较大的疏水性， 但其立体位阻作用较大， 减少

了离子对与固定相之间的接触面积， 导致疏水相互作用降低． 同型寡核苷酸（ｄＡ） １０， （ｄＴ） １０和（ｄＣ） １０

在 ＴＥＡ ／ ＰＡ 体系下的 Ｋ５ 分别为 ９􀆰 ８８１β， １４􀆰 ７７１β 和 ２􀆰 ７６７β， 呈现出依赖碱基疏水性的顺序． 由于

（ｄＴ） １０与离子对试剂之间高的静电相互作用， 以及形成离子对后与固定相之间高的疏水相互作用， 其

保留远高于（ｄＡ） １０和（ｄＣ） １０ ． 总体而言， 三乙胺更容易与寡核苷酸之间形成离子对， 而丙胺由于立体

位阻作用小， 使得寡核苷酸可以与固定相之间有着更加直接的作用， 因而混合离子对试剂可以覆盖更

宽范围的寡核苷酸， 尤其对异型寡核苷酸的分离表现出明显优势．
Ｔａｂｌｅ ９　 Ｑｕｉｌｉｂｒｉｕｍ ｃｏｎｓｔａｎｔｓ ｏｆ Ｋ４ ａｎｄ Ｋ５ ｆｏｒ ｏｌｉｇｏｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅｓ

Ｏｌｉｇｏｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ
ＴＥＡ ／ ＰＡ ＴＥＡ

Ｋ４ Ｋ５ Ｋ４ Ｋ５
Ｏｌｉｇｏｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ

ＴＥＡ ／ ＰＡ ＴＥＡ
Ｋ４ Ｋ５ Ｋ４ Ｋ５

Ａ１０ ０．０１０ ９．８８１β ０．０３２３ ７．４６８β Ｃ８ ０．０１７ １．９６７β ０．０６４０ １．６３９β
Ａ２０ ０．０１３ １３．３３３β ０．０４０１ １１．０２５β Ｃ９ ０．０２１ ２．３８０β ０．０７８２ ２．０８２β
Ａ２５ ０．０１６ １３．５６８β ０．０４３９ １１．９９０β Ｃ１０ ０．０３２ ２．７６７β ０．１０４９ ２．６１９β
Ａ３０ ０．０１８ １３．７７４β ０．０４６６ １２．７５５β Ｏｌｉｇｏ２０⁃１ ０．０４３ １１．０９９β ０．０６０７ １２．１２１β
Ｔ５ ０．１２６ ９．６６２β ０．１８５９ ９．７６６β Ｏｌｉｇｏ２０⁃２ ０．０３９ １１．３５１β ０．０６３２ １２．１８０β
Ｔ７ ０．１０２ １２．６４２β ０．１６９５ １２．２７０β Ｏｌｉｇｏ２０⁃３ ０．０３７ ９．２６８β ０．０３８６ １１．３５１β
Ｔ１０ ０．１２２ １４．７７１β ０．１６６９ １４．５７７β Ｏｌｉｇｏ２０⁃４ ０．０３６ ８．１４３β ０．０３６６ ９．２６８β
Ｔ１２ ０．１３１ １５．７２３β ０．１６５３ １５．６２５β Ｏｌｉｇｏ３２⁃１ ０．０６１ １２．１２１β ０．０９２８ １２．２２５β
Ｃ５ ０．０１９ ０．７６３β ０．０７１５ ０．６７９β Ｏｌｉｇｏ３２⁃２ ０．０６３ １２．１８０β ０．０９２２ １２．２５５β
Ｃ６ ０．０１５ １．１６７β ０．０６４０ ０．９３４β Ｏｌｉｇｏ３２⁃３ ０．０６２ １２．２４０β ０．０９０４ １２．３００β
Ｃ７ ０．０１４ １．５７８β ０．０５８０ １．２７１β Ｏｌｉｇｏ３２⁃４ ０．０９４ １２．９３７β ０．１４４８ １２．７２３β

　 　 综上所述， 分别使用 ＴＥＡ ／ ＰＡ⁃ＡＡ 混合离子对试剂和 ＴＥＡＡ 单一离子对试剂对寡核苷酸的

ＩＰ⁃ＲＰＬＣ保留行为进行了研究． 在相同离子对试剂浓度下， 寡核苷酸在 ＴＥＡ ／ ＰＡ⁃ＡＡ 下的保留均弱于

ＴＥＡＡ 下的保留． 不同类型的寡核苷酸在 ＴＥＡ ／ ＰＡ⁃ＡＡ 和 ＴＥＡＡ 下的分离选择性表现出差异． 保留因子

ｋ 与离子对试剂总浓度 ｃｐ之间的关系表明， ２ 种体系下的保留均以离子对模型为主， 通过比较反应平衡

常数可以了解离子对试剂及寡核苷酸结构对寡核苷酸 ＩＰ⁃ＲＰＬＣ 保留行为的贡献． 总体而言， ＴＥＡ ／
ＰＡ⁃ＡＡ混合离子对体系由于包含不同性质的离子对试剂， 可以覆盖更宽范围的寡核苷酸， 尤其在中等

离子对试剂浓度下对长度相同结构相近的异型寡核苷酸的分离展现出优势．
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