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反相层析技术在多肽纯化中的优化策略 
及环境友好性探讨 

周光旭  方  宝  易旭东  刘  敏

太极集团重庆涪陵制药厂有限公司，重庆

摘  要｜反相高效液相色谱（RP-HPLC）可对复杂的多肽混合物进行有效分离，是现阶段应用最为普遍的多肽纯化方

法。传统RP-HPLC工艺存在溶剂消耗高、废液处理环保相关问题。如何优化RP-HPLC工艺，进而提高纯化效

率、减轻对环境的负担，成为当下研究的焦点。本文归纳了RP-HPLC在多肽纯化中的应用，接着探讨了几种优

化途径，涵盖对色谱条件的精细调控、新型固定相材料的应用以及绿色溶剂的替代措施，水—醇体系、离子液

体和低共熔溶剂等绿色溶剂被提出作为环境友好型替代选项。采用超高效液相色谱（UHPLC）和其他集成技术

相配合，如耐溶剂纳滤（OSN）这种，有望进一步提高纯化效率，同时减少溶剂消耗，最后对RP- HPLC技术

未来的发展方向予以展望，提出采用智能化工艺与绿色化技术相结合，有潜力推动多肽药物生产向更可持续的

方向发展。
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1  引言

多肽是由氨基酸通过肽键连接而成的生物活性分

子，在激素调节、免疫反应以及细胞通讯等生理进程中

扮演关键作用［1］。伴随生物医药技术的革新，多肽在

疾病治疗、疫苗开发及靶向药物等方面显示出广阔的前

景，尤其针对像糖尿病、肿瘤这样的疾病，多肽药物鉴

于其高靶点选择性与低免疫原性而备受推崇。多肽药物

大多存在口服生物利用度低（一般<2%）、易被酶分解

的缺点，一般需进行注射给药，这对药物纯度及杂质的

控制（例如宿主蛋白、缺失肽等状况）提出了近乎严苛

的要求［2，3］。因此，推进高效、高分辨率纯化技术的发

展是多肽药物研发及生产的核心要素。

为保证多肽药物的生物活性与疗效，高效纯化技术

成为关键所在［4］。反相高效液相色谱（RP-HPLC）以疏

水性固定相与极性流动相的相互作用为基础，凭借出色

的分辨率及灵活性，已成为多肽纯化的主流技术［5］，但

传统RP - HPLC工艺在处理结构相似多肽的精准分离、

规模化放大时的收率保障，以及应对大量有机溶剂消耗

带来的环境与经济成本等方面，依然面临明显挑战。在

追求更高纯化性能的同时，依靠系统性策略降低该技术

的环境副作用，已成为此领域关键的发展方向，本文将

围绕RP-HPLC在多肽纯化方面的应用及优化策略展开论
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述，着重探讨如何通过调整色谱条件、引入新型固定相

材料以及选用绿色溶剂替代方案，进而提高技术的效率

以及环境友好度，通过对现有技术的剖析与研讨，为实

现更绿色、高效的多肽药物生产提供切实可行的方案。

2  反相层析技术在多肽纯化中的应用及
挑战

2.1  工作原理与技术优势

RP-HPLC分离的核心是多肽分子与固定相（通常为

C18或C8键合硅胶）之间的疏水相互作用，在由水以及有

机溶剂（如乙腈、甲醇）组成的流动相里，多肽按照其

疏水性的差异被选择性地洗脱：疏水性越高，保留时长

越长，梯度洗脱靠逐步提升有机相的比例达成，达成复

杂混合物内各组分的有效分离目的。

该技术的优势显著：拥有高分辨率及选择性，可以

分辨仅有个别氨基酸不一样的多肽；方法灵活度很强，

可借助调整流动相成分、pH、温度，以及固定相种类，

契合不同理化性质的多肽；技术达到成熟稳定水平，较

易从分析规模扩大至制备及生产规模；与分析技术的相

融性出色，纯化产物可直接拿去做质谱、活性检测等下

游分析。

为优化分离的效果，尤其针对碱性的或带电的多

肽，大多要在流动相添加离子对试剂（如三氟乙酸，

TFA）。TFA主要经由两种机制发挥作用［6］：（1）和多

肽带正电基团产生疏水性离子对，加大其在固定相上的

保留量；（2）贴于固定相的表面之上，动态修整其色谱

性质，以此改进峰形与分离的效果。

2.2  面临的主要挑战

RP-HPLC应用于多肽纯化时面临的挑战，主要由多

肽分子本身的复杂性、工艺放大规律，以及环境可持续

性要求引起的。

（1）分子复杂特性引发的技术难题：多肽在序

列、疏水性、电荷及空间构象上的细微差异，可能导致

色谱行为高度相似，对分离选择性提出苛刻要求，在合

成或表达过程中产生的结构相似杂质（像缺失肽、异构

体），去除尤为不易。

（2）规模化生产里的工艺挑战点：放大操作期

间，因上样量增加，柱效出现下降，表现为峰展宽以

及分辨率出现降低，必须在载样量、流速、梯度以及回

收率之间谋求新的平衡，在工艺开发与放大上成本支出

高昂。

（3）环境跟成本的可持续性挑战：传统工艺要大量

依赖高纯度的有机溶剂，生产这些溶剂需要消耗大量能

源，使用时挥发性有机化合物（VOCs）排放引起安全与

环境方面的风险，后续处理这些废液成本高昂，跟日渐

严格的环保法规（像REACH，绿色化学原则相悖离。

3  反相层析技术的优化策略

3.1  色谱条件的精细化调控

分离选择性的决定性要素是流动相组成，除传统的

水-乙腈/甲醇构成的体系外，采用乙醇、异丙醇等低毒性

醇类进行全部或部分替代，是主要的绿色化路径，但在

方法开发中，需要重新评估其洗脱强度差异，优化梯度

程序也同样关键，通过设计线性、非线性或多步梯度，

可在保证分离度的前提下，有效缩短运行时间并削减溶

剂用量。

柱温、流速与pH值是需协同优化的参数，适度把柱

温提高（如30～50℃）可降低流动相的粘性，加大传质

的效率，由此改善分离状况与峰的形状，流速的优化要

在分辨率跟分析时间/溶剂用量之间实现平衡，精准调整

pH能改变多肽的电离状态，有效把控其保留特性，对带

电多肽的分离十分关键。

3.2  新型固定相材料的应用

RP-HPLC的固定相材料也取得了显著创新与改进，

传统固定相材料以硅胶基质为主，通常通过在硅胶表面

键合疏水性链（像C18）实现分离，尽管这些材料在分

离大部分多肽时呈现出良好表现，但随着对分辨率以及

选择性要求不断增高，研究者开始聚焦于新型固定相的

开发。

功能化硅胶基固定相得到了普遍应用，经由在硅胶

表面添加多种功能基团，可调控其对不同多肽的吸附能

力大小，由此实现更强的选择性，这类固定相材料可依

据不同的多肽特性，按需求调整其表面性质，提升分离

的效率与选择性。

聚合物基固定相也被导入到RP-HPLC里面，聚合物

基材料体现出较高的化学稳定性、较强的机械强度以及

更好的生物相容性，聚合物基固定相不仅能给予更高的

稳定性，提高色谱柱的使用寿期，而且一般能够给出更

大的孔隙结构，适宜分离相对较大的蛋白或多肽分子，

应用这些新型固定相材料，既提升了多肽纯化的分辨

率，又提升了纯度，也拓宽了RP-HPLC的应用范畴，尤

其在复杂样品的分离操作里具有明显优势。

3.3  多肽样品的预处理

有效的样品预处理对提高RP-HPLC纯化效率、延长

色谱柱使用寿命意义重大，通过去除杂质、优化样品的

溶解状态，可显著提升分离的成效，就合成多肽而言，

固相萃取（SPE）法常用来去除大量盐分和短肽杂质，

SPE凭借选择性吸附目标物质，协助去掉不需要的杂质，

拉高多肽的纯度数值。再有一种常用方法是沉淀法，利

用调整样品的离子强度使杂质沉淀下来，进而把这些干

扰性的物质给除掉，调整样品的pH值以及离子强度也能

优化多肽的溶解性，减弱非特异性吸附的影响，这能保

证多肽处于最理想的分离状态，以此改进纯化的效果。
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就低浓度样品而言，事先进行浓缩（如超滤或者冻干）

是提升纯化通量的关键手段，超滤借助除去水分，加大

样品的浓度；冻干可把溶液中的水分去掉，保障多肽的

稳定性，经过浓缩处理的样品能增加上样量，增进纯化

工作效率，采用合理的样品预处理方式，有助于提高RP-

HPLC的纯化效率，降低杂质的干扰，增加色谱柱的使用

寿长。

3.4  集成化与智能化策略

整合上述策略，辅以高通量筛选（HTS）以及基于

模型的工艺开发途径，可大幅度加速优化进程。结合计

算模拟预测多肽保留行为，指导初始条件选择，再通过

实验设计（DoE）快速明确最优参数组合，是实现高效、

绿色纯化工艺开发的未来方向。

4  环境友好性与可持续性改进路径

伴随全球环保意识的提高与可持续发展目标的带动，

常用的多肽纯化技术中，其环境友好及可持续的特性渐

渐成为关注要点。虽然传统的RP-HPLC技术因高效以及

应用广泛而普遍被采用，但依靠大量有机溶剂、化学试

剂，同时消耗能源，对环境和经济形成了一定的压力。

4.1  传统溶剂的环境负担分析

在多肽纯化操作中，RP-HPLC技术对环境的主要

压力是大量使用乙腈、甲醇等有机溶剂引起的，生产这

些溶剂依赖于化石资源，存在较高的能源消耗，而在其

生产进程中会释放出大量的温室气体，对气候的变化造

成负面影响，乙腈以及甲醇等有机溶剂挥发性比较强，

作为挥发性的有机化合物，使用时会散发到空气里面，

造成空气环境污染，进而对操作人员的健康产生威胁，

长时间接触这些溶剂挥发的气体，也许会造成呼吸道刺

激、神经系统损伤等健康隐患。

RP-HPLC采用的有机溶剂在纯化操作中产生的废液

处理是个巨大环保挑战，溶剂废液往往含有有毒物质，

若处置不妥当，不仅会加大废物处置的花销，还可能对

水体和土壤产生持久的污染后果，废液中通常含有有害

有机化学物质，这些物质进入环境后，会对水生生物、

植物乃至整个生态系统造成长期破坏，要处理废水，不

仅需高效的处理技术，还牵扯到高昂的费用，这肯定增

加了制药或实验过程中的运营难题。

除了有机溶剂之外，RP-HPLC过程中采用的三氟乙

酸（TFA）也引发了环境压力，TFA为一种强酸性化学物

质，一般用作离子对试剂，TFA废液呈现出较强的腐蚀

性，必须进行复杂的中和处理之后安全排放，未经中和

处理的TFA废液直接排放可能对水源、土壤和生物系统造

成重大损害，因为TFA的处理程序繁琐且花费高昂，这让

RP-HPLC应用在环境方面的负担进一步加剧。

使用RP-HPLC的过程中会大量消耗有机溶剂，又会生

成有毒的废液，不但直接对环境形成污染，又让废物处理

的复杂程度和费用上升，在环保要求一天天变严的今天，

寻求更绿色、更高效的溶剂替代品以及废液处理对策，已

成为RP-HPLC技术应用时的一项关键挑战及研究方向。

4.2  绿色替代溶剂的探索与应用局限

搜寻环境友好的溶剂替代方案已成为RP-HPLC技术

中的关键研究热点，伴随环保法规愈发严格和绿色化学

理念的推行，研究者们纷纷尝试探索减少对传统溶剂的

依赖途径，尤其是减少诸如乙腈、甲醇这类挥发性有机

溶剂的使用，以弱化其对环境造成的消极影响。

水-乙醇/异丙醇体系是当下最可行、且具备较高

工业化潜力的溶剂替代方案，水和乙醇或者异丙醇组成

的混合体系在多肽分离上取得了显著应用成果，尤其是

在实施极性较强的多肽分离时，具备优良的溶解性能，

即便这种替代方案仍旧要重新开拓并优化相关的色谱方

法，但已有研究证实，通过恰当调控水-醇混合溶剂的比

例，可以在维持分离效果的同时，减少传统有机溶剂的

使用频次，减少对环境的损害，随着工业化应用的逐步

拓展，该体系已成功应用于多种多肽的制备中，且展现

出宽泛的应用空间。

离子液体作为新型绿色溶剂，缘于其挥发性极低、

可设计性表现优越等特性，引起了广泛的关注。离子液

体呈现出低挥发性以及较高的热稳定性，因此在高温或

极端条件下的应用表现上佳；鉴于其极低的蒸汽压力，

可有效降低溶剂挥发造成的污染。离子液体呈现出高粘

度、高成本，以及和传统色谱系统兼容性欠佳的情形，

妨碍了其在工业化规模生产里的运用，离子液体回收起

来难度不小，虽说其可回收的概率比较高，但回收流

程繁琐且费用高昂，这进一步增添了其大规模应用的

阻碍。

低共熔溶剂（DESs）同样体现出较低的挥发性与较

强的可设计性，在一定程度上可对传统溶剂进行替代，

DESs表现出的高粘度以及和常规色谱系统的兼容性相关

难题，令其在实际应用方面面临挑战，DESs作为绿色溶

剂，在一些特殊情形下依旧展现出巨大潜力，尤其是在

对低温和高粘度溶剂存在需求的应用场合。

虽说离子液体和低共熔溶剂在环保性以及性能上优

势显著，但高成本、回收方面的困难以及和色谱系统的

兼容性问题，依旧是制约其在工业化规模应用的关键因

素，当前更符合实际的做法是通过削减传统溶剂使用量

来降低环境压力，并非完全把传统溶剂替代。借助优化

色谱条件、强化分离效率以及采用小规格的色谱柱，可

切实减少溶剂的消耗量，同时保证纯化过程在高效的同

时兼顾环境友好，渐渐减少有害溶剂的用量，且结合绿

色溶剂的部分应用实例，会是RP - HPLC技术往绿色化转

型的重要发展路径。

4.3  系统性减废与资源化策略

（1）工艺端减量：采用超高效液相色谱（UHPLC）
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抑或整体柱技术，借助其高柱效，于更短时间、更低溶

剂消耗下完成分离操作，调整并优化梯度程序，降低等

度洗脱与高比例有机相的冲洗时长。

（2）工程端回收：构建高效的溶剂蒸馏回收体系，

就大规模生产而言，溶剂回收率可实现70%～90%，能有

效减少原材料成本以及环境排放，耐溶剂纳滤（OSN）等

技术可运用到在线浓缩以及溶剂交换中，进一步降低新

鲜溶剂的消耗数量。

（3）废液合规管理：认真落实废液分类收集要求，

对含TFA等特殊废液开展专门的中和及预先处理，保证契

合环保法规要求后再排放或转由专业机构去处理。

5  案例分析与工业化前景

5.1  优化实践案例

案例一：艾塞那肽工艺整合与溶剂减量。针对艾

塞那肽（39肽），研究者将传统的三步纯化步骤优化为

两步RP-HPLC策略［7］。最初选用选择性C8填料开展捕

获工作，经优化梯度后，直接一步把纯度从66%提高至

96.5%；随后换用醋酸铵缓冲体系实施精制，最终纯度达

到99.3%的水平，总收率实现了78%，主要效益在于实施

工艺整合，令乙腈总消耗量跟原工艺相比降低约40%，实

现了效率跟绿色化状态的双重提升。

案例二：司美格鲁肽固定相创新应对高疏水性挑

战。司美格鲁肽因脂肪酸修饰，疏水性极为强烈，在传

统C18柱上出现严重拖尾现象，采用经表面修饰与孔径

优化处理的专用C8填料，明显优化了峰形，把动态载量

增长到15 mg/mL，一次纯化就能从纯度82%的粗品里得

到纯度99.6%的产品，实现了88%的回收率，该案例彰显

了针对特定分子特性去选择或者开发专用固定相的重要

意义。

案例三：替尔泊肽（片段）耦合技术实现资源闭

环。在替尔泊肽衍生多肽的提纯操作中，将RP-HPLC与

耐溶剂纳滤（OSN）加以耦合，当RP-HPLC初步纯化结

束后，利用OSN对洗脱液进行在线浓缩与溶剂置换操作，

大幅降低含产物流动相里乙腈的含量大幅降低后回收，

与此同时浓缩产物，该集成工艺让溶剂总用量下降了

35%，产物的质量回收百分比提升了10%，展现了末端处

理技术在提高工艺经济性以及环保性上的潜力。

5.2  工业化应用前景与挑战

伴随多肽药物市场的不断扩大，RP-HPLC在工业化

应用上前景十分宽广，核心面临的机遇为：绿色生产需

求带动工艺优化及溶剂替换；连续流色谱等新技术有潜

力提高生产效率并降低溶剂消耗程度；智能制造凭借实

时监控和自适应控制提升工艺的稳健性。

然而，挑战并存。规模化状态下，溶剂消耗以及废

液处理造成的环保压力巨大；高性能填料及回收设备一

开始的投资成本就很高；做每一种新多肽的个性化工艺

开发依旧要花费大量时间精力，未来发展靠的是产学研

之间的合作，一同促进从绿色溶剂、高效设备直至智能

工艺控制的全链条创新。

6  结论与展望

反相层析技术（RP-HPLC）凭借其高分辨率及灵活

性，依旧是多肽纯化不可替代的核心方式，面临分子复

杂性、放大难题与环境可持续性要求，依靠色谱条件精

细把控、应用新型固定相、开展智能工艺打造等策略，

可持续增进其纯化效率。

增强环境友好性属于一项系统工程，其实际能走通

的路径为：优先凭借工艺优化和工程回收极大减少传统

溶剂的用量，并逐步落实水—醇体系等更绿色溶剂的替

代运用，集成化工艺设计可同时实现纯度、收率，以及

环保指标的多重优化。

该领域的研究重点应放在：（1）研发兼具优异色

谱性能与真正可持续性的新一代绿色溶剂；（2）开发

高效、低能耗的废液资源化及溶剂回收新方法；（3）采

用人工智能和数字孪生技术，实现多肽纯化工艺的快速

预评与优化；（4）促进连续、集成的绿色纯化平台从实

验室迈向工业生产，凭借多学科交叉跟技术整合，RP-

HPLC技术必定可在保证多肽药物供给的阶段，为制药产

业的绿色可持续发展注入更大动力。
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Abstract: Reversed-phase high-performance liquid chromatography (RP-HPLC) is an effective method for separating 
complex peptide mixtures and currently the most widely used technique for peptide purification. Traditional RP-HPLC 
processes face challenges such as high solvent consumption and environmental issues related to waste liquid disposal. 
Therefore, optimizing RP-HPLC processes to improve purification efficiency and reduce environmental impact has 
become a focal point of current research. This article summarizes the application of RP-HPLC in peptide purification 
and explores several optimization strategies, including fine-tuning chromatographic conditions, the use of novel 
stationary phase materials, and the substitution with green solvents. Environmentally friendly alternatives such as water-
alcohol systems, ionic liquids, and deep eutectic solvents are proposed as green solvent options. By integrating ultra-
high-performance liquid chromatography (UHPLC) with other technologies, such as organic solvent nanofiltration 
(OSN), purification efficiency can be further enhanced while reducing solvent consumption. Finally, the future 
development directions of RP-HPLC technology are discussed, highlighting that the combination of intelligent processes 
and green technologies has the potential to promote more sustainable peptide drug production.
Key words: Reversed-phase high-performance liquid chromatography; Peptide purification; Green solvents; Waste 
liquid management; Optimization strategies


