
高通量微量色谱简介

白皮书 

概述 

生物制剂对于制药行业的重要性与日俱增，因此对蛋白质分析技术的高精度、高灵敏度

和高通量要求也在不断提高。这些技术应用于整个开发过程中，从研发阶段开始，到优

化和表征、临床前试验和临床试验（针对生物制剂和相关蛋白质生物标记物），以及生产

工艺开发和控制。待分析的复杂样品包括蛋白表达系统的研究样品到生物样品，例如用

于制备细胞裂解液的血清以及细胞培养上清液。

以下为蛋白质分析的两个总目标。一个是精确定量样品中的特异性蛋白质。诸如 HPLC 
和免疫分析之类的几种技术广泛用于特异性蛋白质的定量。所有这些方法均涉及先使用

物理方法、或更常见的亲和方法从复杂样品中选择性分离目标蛋白质，再采用通常基于

光学吸收、荧光或化学发光的检测方法进行检测。

蛋白质分析的另一个目标是确定目标蛋白质的特征，例如其整体结构、特异性结构特征

以及活性。LC/MS 和 NMR 等多种分析技术用于蛋白质的结构分析，以测定如肽谱或 
翻译后修饰等特征。无论在哪种情况下，首先必须从复杂样品基质中选择性纯化完整的

目标蛋白质。很多结构分析方法还涉及仪器分析前的其他复杂制备方法（如酶处理或酶

标记）。
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达到平衡通常需要多个步骤，从而导致相对较

大的稀释因子。如果在流通色谱模式下使用填

充床，可一步完成定量洗涤和洗脱，仅需五个

床体积的洗脱液。

流速控制 

获得定量结合与洗脱的关键之一在于精确控制

通过色谱柱的流速。动态结合容量（上样过程

中大量目标物流过树脂床的阈值）由各种介质

特性和停留时间决定（床体积除以流速）。如果

要可重现地促进酶反应完成，同样需要精确控

制停留时间以及相应的流速。

在考虑到蛋白质分析的规模和通量要求时， 
要实现必要的流速控制是一大难题。例如， 
对于常用于蛋白质纯化的琼脂糖树脂，需要约 

5 分钟的停留时间才能提供良好的动态结合特

性。使用 5 µL 树脂填充床，意味着流速仅为  

1 µL/min。即使是新型“高速”树脂，停

留时间也需要 0.5 至 1 分钟，从而确保 5 至  

10 µL/min 的流速。很多微管径 HPLC 系统通

过十分精确的控制可轻松达到上述流速，但一

次只能运行一个样品。要使整个 96 孔板同时

达到上述控制流速是一项严峻的挑战。

空气夹杂 

色谱床中气泡的捕集是常规方法的问题之一，

但随着操作规模的降低，影响显著放大。对于 

5 µL 填充床，看上去极小的 1 µL 气泡都可导

致性能或回收率的重大损失。关键是系统是否

能在常规操作中使夹杂空气最小化，并且当其

存在时对其进行可靠的处理。

传统液相色谱的处理量相对较低，因为系统在

连续模式下一次只能运行一个样品。即使是用

新型的 UHPLC 或增强的质量传递介质，两次

进样间仍需运行至少几分钟。较为广泛应用的

制备介质或酶反应则需要更长的运行时间。为

了满足众多应用所需的通量要求，必然需要进

行并行处理。

定量结合与洗脱 

如果采用色谱法定量一定浓度范围的样品和基

质中的目标蛋白质，关键在于分析目标物的结

合与洗脱要近乎完整并具有高度重现性。即使

是仅涉及定性结构分析的应用，定量结合与洗

脱对于防止不同形式蛋白质之间的结果偏差仍

是十分重要的。在很多情况下，如果可以同时

实现定量和定性结构分析，便可以节省珍贵的

样品。

为了定量回收目标蛋白质，必须达到两个不同

的技术要求。一个是完全结合，这要求样品与

树脂有足够的接触时间，从而 1) 让目标蛋白质

与结合表面接触（质量传递）以及 2) 与表面上

的选择性结合基团相互作用（结合动力学）。前者

常受限于蛋白质大分子的低扩散速率，而后者也

可能会进行缓慢，尤其是对于特定的抗体 / 抗原

相互作用。

另一个要求是未结合杂质的高效洗涤以及目标

蛋白质的完全洗脱。这些步骤需要足够的传质

时间，尽管其要求通常不及对定量结合的要求

那样严格。将冲洗或洗脱的“游离”分子从树

脂中完全分离是至关重要的。该过程在以批量

处理或平衡吸附模式（冲洗液或洗脱液的体积

与树脂体积平衡）使用树脂时，很难定量完成。

技术要求 

过去 50 多年以来，已证实液相色谱是一种用

于从复杂样品中纯化蛋白质的高度稳定的通用

技术，对于分析和制备均适用。通常有两种色

谱方法：主要基于分子大小、电荷以及疏水性

的物理模式，以及基于目标蛋白抗体或其他树

脂固化配体间选择性结合作用的亲和模式。不

管是单独或是结合使用这些方法，都可以从各

种样品基质中分离几乎任何蛋白质，并且具有

理想的产率。除此之外，还开发了一种已经过

验证的固定化酶技术，这种技术以填充床的形

式进行操作，在含有蛋白质的基质上驱动特定

的化学反应。

要让液相色谱达到高通量分析要求是一项艰巨

的任务。为了应对这一挑战，必须达到一系列

有关规模、通量、定量结合与洗脱、受控流速、

空气夹杂以及微孔板规格的严格技术要求。

规模 

生物制药研发中的分析样品通常以低丰度存在

于复杂基质中，这类样品较为珍贵，可用于数

种不同用途。典型的样品体积为数十至数百微

升，目标蛋白质的量为飞克级至微克级。典型

的蛋白质色谱系统适用于数量级较大的样品，

而 HPLC 系统可适用于上述样品范围，但通常

不能回收纯化的目标蛋白质。

通量 

根据具体应用情况的不同，蛋白质分析的通量

要求变化很大。然而，样品量的持续增大使得

对新技术方法的考虑成为整个生物制药行业的

共同话题。在许多应用中，常常会需要处理成

百上千批次的样品。
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微柱 

AssayMAP 微柱具有 5 µL 填充树脂床。该树

脂床介于装在微柱壳体中的两个支撑型无纺过

滤隔片之间。任何粒径为约 20 至 100 µm 的

树脂均可用作微柱填料，包括所有常见色谱模

式中的聚合物、琼脂糖或硅基材料，以及固定

化酶载体。在高度受控的条件下，将树脂填充

至树脂床并轻微地压紧，以确保正反流向的稳

定性，并对每个微柱进行压降测试，以确保填

充适当。

该树脂床包含于壳体中，该壳体的几何学设计

使其可从各种常用样品容器（包括 96 孔板和 

384 孔板）中精确地吸取小体积液体并注入树

脂床。紧邻上树脂床隔片上方的是一个小型圆

锥形入口密封圈，可作为小型 Luer 型接口直

接连接树脂床与下文所述的液体处理器。入口

密封圈上方是容量为 200 µL 的样品杯。样品

杯内部设计有小的肋条，可使微柱与标准实验

室移液管匹配并防止形成气密密封（因此液体

不会因气压而突然流过树脂床，否则会导致夹

杂气体）。

停留时间也长得多，所以很难或不可能将真空

调节至足够低以达到需要的控制流速。此外，

在使用高蛋白含量样品时，真空歧管系统常遇

到泡沫问题。

离心力是用于驱动液体通过小型多填充床的另

一种方法。所谓的“离心柱”广泛用于蛋白质

分离，并且具有 50 至 1000 µL 范围的床体积，

这个体积对许多蛋白质分析应用来说明显过

大。较小的床体积会导致夹杂气体和床干燥等

问题。停留时间限值可通过离心柱达到，在某

些应用中不同柱之间的流速差异使其难以得到

的定量结果。

高通量微量色谱平台 

Agilent Bravo 蛋白质纯化系统具有 AssayMAP1 
高通量微量色谱平台，专为满足蛋白质分

析中定量样品制备的所有技术要求而设计。

AssayMAP 系统包括微量色谱柱、专用的相关

实验器皿，以及液体处理装置，该装置可与色

谱柱相连接并且可以 96 通道微孔板形式提供

精确的流量控制。

规格 

SBS/ANSI 微孔板规格已成为处理蛋白质分析

样品的标准，很多用户在液体处理、自动化以

及专用于处理微孔板的检测系统上进行了大量

投资。高通量微量色谱系统应完全符合此标准。

但是，由于不同应用中要处理的样品数量差异

很大，集 96 柱于一个单元的系统并不太理想。

以前的方法 

研究人员曾尝试过很多方法用于蛋白质的高通

量微量色谱分析，但是每种方法都具有明显的

缺陷。其中一种方法是使用多种方法形成一种

在移液头远端具有填充树脂床的色谱柱。有多

种含有常用蛋白树脂的移液头色谱柱可供选

择，床体积在 5 至 10 µL 的范围内。采用空气

排送的方法将液体吸入和排出移液头，以及通

过树脂床，这将产生高度可变且极难控制的流

速并伴有空气夹杂问题。由于只有单一的入口

和出口贯穿填充床，洗涤和洗脱以批量模式操

作，为达到平衡需要多个步骤并产生较高的稀

释因子。移液头色谱柱可有效用于定性萃取，

但从未成功应用于定量色谱分析。

另一个常用方法是使用具有真空歧管的填充床

柱，该真空歧管可利用气体压力驱动液体通过

填充床。该方法常常成功用于小分子的固相萃

取，并且常可提供定量结果。但是，由于蛋白

质的扩散速率比小分子低得多，定量结合所需

图 1. AssayMAP 微柱

1. AssayMAP 是 BioSystem Development 的美国注册商标。
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也可进行常规液体处理。探头注射器安装在经

改进的标准移液头上，因此可平行处理多达 96 
个微孔板样品。

探头可自行从不同容器中精确吸取和排出液体，

因此可通过向上流动或向下流动的方式从填充

床中将其泵出或回收。同时还可连接标准移液

头，使得同一液体处理系统可进行微柱操作，

实验器皿

AssayMAP 微柱提供于特别模制的支架中，该

支架拥有 8 × 12 阵列的 96 个单元，可安装于

几乎任何标准 96 孔板上，微柱可精确位于正

中并且出口端刚好位于孔入口的下方。微柱松

散地固定于支架上，这样液体处理系统便可较

为容易地将其取出并且不会干扰支架，无论使

用全部或部分微柱。

与微柱同时提供的还有特别模制的“接收板”，

安装于支架下方。微柱悬空于接收板孔中， 
柱头刚好位于孔底部上方，因此填充床可浸没

于孔内的液体中。这样接收板就可以保护微柱，

并在运输过程中使微柱保持湿润。在自动化系

统的操作过程中，接收板可为支架提供支持以

防止其弯曲，从而确保在任何位置都能可靠地

取出微柱。

探头注射器和液体处理器 

AssayMAP 系统的另一个重要元件是液体处理

系统 — 带有 96AM 移液头的 Agilent Bravo 
系统，专为通过微柱的液体提供精确的、主动

排送的流速控制而设计。系统的核心是一组注

射器，这些注射器都直接与移液探头相连，并

包含有特殊设计的柱塞杆。探头尖端被设计为

与微柱填充床上方的入口密封圈紧密配合，从

而在注射器内部和填充床之间形成直接液体连

接。密封锥足够小，以至于即使形成密封仅需

一千克左右液体的压力，它也可保持至少 15 

bar 的液体压力。

注射器柱塞杆也具有与探头内部紧密结合的尖

锥形设计。在此设计中，注射器内的死体积超

低，可有效排出气泡（气泡可能会导致流量控

制不稳定）并实现样品和试剂之间的高效清洗。

借助合适的注射器驱动系统，通过微柱的流速

可具有较广的范围，从远低于 1 µL/min 至约 

100 µL/s。

图 2. AssayMAP 实验器皿 

图 3. 用于蛋白质纯化的探头注射器和 Agilent Bravo 系统
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操作模式 

通过安装于探头注射器上的 AssayMAP 微柱，

可使样品、缓冲液和试剂以精确控制的流速通

过树脂床（向上吸取或向下排出）。向上吸取具

有可通过树脂床依次泵入一系列不同液体的优

势，且避免了更换液体时断开微柱连接和洗涤

注射器的麻烦，这样可以使方案变得十分高效

快速。向下排出常用于将洗脱液回收至微板孔

中的步骤，并且也可用于向树脂床施加高压（例

如，在处理高粘性或含颗粒的样品时）。样品还

可快速循环吸取和排出，从而在整个树脂床上

均匀分布结合物，非常适用于固定化或包被步

骤。

软件  

Agilent VWorks 自动化控制软件操作简便，

可精确控制液体处理操作，从而快速配置 

AssayMAP 相关应用。用户可利用预配置的表

格、方案和宏，无需定制便可运行默认应用，

同时还可编辑液体处理和流速参数，对特定分

析物分离方法进行优化。拖放宏图标即可实现

基本的平衡、洗脱、灌注以及洗涤步骤，还可

对特定的 96AM 工作进行编辑。在 96AM 吸

取和排出工作中可以调节流速，为实际色谱分

离提供精度控制。

应用 

通常，高通量微量色谱的蛋白质分析应用主要

涉及纯化、定量和反应。纯化的目的是将样品

中的目标蛋白质与所有或大部分杂质分离，分

离出的目标物用于进一步操作。定量的目的是

图 4. 应用实例 

测定样品中目标蛋白质的含量。反应的目的是

通过酶或其他反应物对目标蛋白质进行化学修

饰。样品制备方案可能涉及这些步骤的全部或

一部分。以下为应用实例。

含有人 IgC 的样品在 AssayMAP 蛋白质 A 微柱上纯化，洗脱至微孔板中并使用 A280nm 
定量。显示了使用不同样品体积的结果。定量结合容量 >100 µg hlgG

使用商购微孔板 ELISA 试剂盒中的试剂，在 AssayMAP ELISA 微柱上定量含蛋白质 A 的
样品，采用标准读数板读取。结果与标准微孔板规格基本相同，但运行时间 <30 分钟
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免疫分析 

AssayMAP 微柱还可用于执行多种不同类型

的免疫分析，包括 ELISA。针对这些应用，微

柱被填充以具有疏水表面的大颗粒、非多孔微

球。表面的化学性质和微柱内的总表面积均与

很多免疫分析程序中用作固相的标准微板孔相

似。然而，鉴于填充床的规格，样品中分子的

扩散路径要短得多，更容易与固相表面的结合

配体接触 — 相对于微板孔的毫米级大小，微

球之间只有微米级间隙。最终，结合反应可以

更快完成，无需耗时较长的孵育步骤。标准的

夹心 ELISA 可在 30 分钟内完成（从包被到读

数），而标准微孔板法则需要 4 至 24 小时，前

者使用与基于板的方法相同的试剂、缓冲液和标 
准品。

亲和纯化与定量 

最基本的应用或许是在微柱中使用树脂固定化

的亲和配体选择性结合目标蛋白质。在洗掉未

结合的杂质后，纯化的目标蛋白质被洗脱并于

微板孔中回收。亲和配体可包括蛋白质配体（如

针对目标抗体的蛋白质 A）、抗体和抗原、细

胞表面受体或合成化学配体（如在固定化金属

亲和色谱中用于针对目标蛋白质的配体，其中

目标蛋白质带有组氨酸标签）。使用疏水性吸附

或如生物素 / 链霉亲合素结合等方法，可在填

充或原位固定配体前将其固定在树脂上。另外，

可使用非亲和树脂，包括离子交换树脂、疏水

作用树脂、反相树脂以及其他树脂。

在标准读数板上使用 280 nm 下的紫外吸光法

或蛋白检测试剂（如考马斯亮蓝），可精确定量

微板孔中从填充床微柱回收的目标蛋白质。由

于微柱本身可定量结合与洗脱，所以通过这个

简单的方法可精确定量原始样品中的目标蛋白

质。该方法的灵敏度范围和分析精度通常与蛋

白质 HPLC 相似，但因其可同时运行多个样品，

所以通量非常高。

除定量外，回收的目标蛋白质可以纯化形式 
用于其他分析方法。对于具有 5 µL 填充床的 
微柱，单个样品中回收的量通常可以在 1 至 

100 µg 的范围内，足以应对很多分析应用。

在 AssayMAP 系统上进行的免疫分析从包被

步骤开始，该步骤通常仅需几分钟；无需对微

柱进行预包被和后续存储。封闭后，以足够低

的流速加载样品，保证完全结合（通常为约 5 

µL/min）。为得到最大灵敏度，用标记偶联抗

体预孵育样品通常较为有利，但在其他情况下，

偶联抗体是在样品之后加载到微柱中。经过洗

涤（由于填充床形式的使用，此过程快速高效）

后，注射器中充满了酶底物溶液（通过微柱注

入），微孔板将收集终产物，以便在标准读数板

上进行读数。因为产物量（以及由此产生的信

号）与填充床中底物溶液停留时间成反比，通

过 Agilent Bravo 96AM 对流速进行精确控制

是该步骤的关键。

图 5. 在微柱分析和基于板的分析中扩散路径的比较 
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总结

生物制药行业对蛋白质分析的要求与日俱增。

色谱法是久经考验的高效通用方法，可用于蛋

白质样品的纯化、定量和反应，但是要满足规

模、通量、定量结合与洗脱以及其他技术问题

仍非易事。AssayMAP 高通量微量色谱方法和

蛋白质纯化的 Agilent Bravo 系统相结合是一

种多功能的工作流程解决方案，可满足生物制

剂发现和开发的日益增长的需求。

高通量微量色谱可用于大幅提高此工作的速度

并实现自动化。首先，使用上述亲和纯化方法

从复杂样品中纯化目标糖蛋白，然后将其固定

于微柱中的树脂上。然后让糖蛋白与酶（例如

可以选择性裂解多糖基团的 PNGase F）接触。

释放的多糖从微柱中洗脱并收集于孔中，然后

与荧光标记反应以用于灵敏的分析。在某些方

法中，标记多糖将结合于纯化柱中，冲洗过量

的标记物，纯化的标记糖蛋白被洗脱，用于 

HPLC、LC/MS 或毛细管电泳分析。

多糖分析

多糖分析是制备样品后进行的一种较为复杂的

蛋白质结构分析。生物制剂蛋白质中发现的糖

谱可能非常复杂，并在表达细胞培养条件下通

过一种尚不清楚的方式受到控制，但可显著影

响药物的安全性、有效性和功效。对多糖分析

的需求正在迅速增多，但糖谱分析的样品制备

通常是一种长期的、手动的、劳动量大的方法。

通常一次只能处理数十种样品，并且从开始到

结束，整个过程可能需要 3 天。
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