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Количественное выделение пептидов и  других природных соединений и  их синтети-
ческих аналогов представляет собой непростую задачу. Традиционно для ее решения 
используют препаративную ВЭЖХ. Однако, наряду с  высокой эффективностью, у  этого 
метода имеется и  ряд существенных недостатков: низкая производительность, высо-
кая стоимость колонок, большие объемы используемых растворителей и трудность уда-
ления водной фазы, длительность разделения. Альтернативным методом выделения 
пептидов служит несколько менее эффективный, но зато быстрый и  недорогой метод 
флэш-хроматографии в  обращенной фазе. В  некоторых случаях флэш-хроматография 
позволяет получить чистый пептид, в других – максимально обогатить смесь перед фи-
нальным ВЭЖХ-разделением. Рациональное сочетание ВЭЖХ и  флэш-хроматографии 
дает возможность получать граммовые количества индивидуальных пептидов при ми-
нимальных затратах.

Любой химик-синтетик согласится, что синтезиро-
вать целевое вещество – это только часть задачи. Про-
цесс выделения вещества из  реакционной смеси зача-
стую бывает более долгим и трудоемким, чем сам синтез. 
Для выделения малых органических молекул наиболее 
часто используют колоночную хроматографию на сили-
кагеле. Систему для выделения и  очистки подбирают 
с помощью тонкослойной хроматографии (ТСХ), а затем 
переносят на  колонку. Обычно подвижной фазой слу-
жит смесь гексан–этилацетат, реже – хлороформ–мета-
нол. Значительно сложнее выделять полярные органи-
ческие соединения, такие как пептиды, олигосахариды 
и другие природные вещества, и их синтетические ана-
логи. На пластине ТСХ в  стандартных системах такие 
соединения едва отрываются от старта. Чтобы придать 
им хоть какую-то подвижность, приходится использо-
вать более полярные и  тяжелые системы: изопропа-
нол–аммиак или бутанол–уксусная кислота–вода. Эти 
системы обеспечивают разделение, однако движение 
растворителя по  пластине происходит чрезвычайно 
медленно, на получение одной хроматограммы на ТСХ-
пластинке уходит не менее получаса. Проводить пре-
паративную колоночную хроматографию в  таких усло-
виях практически невозможно.

Золотым стандартом для разделения пептидов 
служит препаративная ВЭЖХ на  колонках С18. Тем не 
менее такие колонки достаточно дороги, а за один цикл 
можно разделить лишь очень небольшое количество 
вещества: от 5 мг до нескольких десятков. Для исследо-
вательских задач такого количества обычно хватает, но 

если речь идет о  доклинических и  клинических испы-
таниях, подобной производительности недостаточно. 
Для наработки необходимого количества соединения 
требуется провести ВЭЖХ-разделение несколько раз, 
что существенно удлиняет время очистки продукта. 
Другая проблема при использовании препаративной 
ВЭЖХ связана с необходимостью упаривания большого 
количества водного растворителя. На роторном испа-
рителе он отгоняется плохо, поэтому после длитель-
ного упаривания на  роторе приходится использовать 
лиофильную сушку.

Отгонка больших количеств растворителя может 
вызывать ряд дополнительных проблем в  случае низ-
кой устойчивости вещества к  нагреванию или воз-
действию водной среды с добавками кислоты. С такой 
проблемой столкнулась автор статьи, работая над 
проектом по  синтетическим аналогам цефалоспори-
нов [1]. Цефалоспорины содержат β-лактамный цикл, 
который раскрывается при температуре выше 40°C, 
поэтому длительное упаривание водных фракций 
после ВЭЖХ-разделения на роторном испарителе при-
водило к потере вещества и повторному загрязнению 
продуктами деградации. В  то же время объемы рас-
творителя были слишком велики для лиофильного 
высушивания. Мы попробовали проводить очистку 
колоночной хроматографией на  обращенно-фазо-
вом сорбенте С18 (Fluka). В  качестве подвижной фазы 
использовали систему вода–ацетонитрил с  неболь-
шим добавлением трифторуксусной кислоты, кон-
троль фракции осуществляли на  обращенно-фазовых 
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ТСХ-пластинах. Однако и  такой вариант очистки был 
далек от  идеального, поскольку использование высо-
кополярных растворителей приводило к тому, что ско-
рость выхода фракций с колонки оказывалась чрезвы-
чайно низкой, и вследствие длительного нахождения 
цефалоспорина на  колонке наблюдалось частичное 
раскрытие цикла. Чтобы как-то ускорить очистку, при-
ходилось периодически подключать к  приемнику 
фракций водоструйный насос, но это делало процесс 
трудно контролируемым.

Таким образом, препаративное выделение поляр-
ных природных соединений и  синтетических анало-
гов часто является наиболее проблематичной стадией 
при их получении. Для облегчения этой задачи может 
быть использована флэш-хроматография в  обращен-
ной фазе.

Развитие метода флэш-хроматографии 
в обращенной фазе
В  1978  году Кларк Стилл (Clark Still) и  его коллеги 
из  Колумбийского университета опубликовали 
работу, положившую начало новому виду препара-
тивной хроматографии, который они назвали флэш-
хроматографией [2]. Разработанная методика позво-
ляла очищать образцы от  10  мг до  10 г за  10–15  мин. 
Флэш-хроматография, также известная как хромато-
графия среднего давления, стала альтернативой мед-
ленной и  часто неэффективной гравитационной хро-
матографии. Новый метод имел два основных отличия 
от  классической колоночной гравитационной хрома-
тографии: во-первых, размер силикагеля составлял 
40–63 мкм (250–400 меш) по сравнению со стандартным 
силикагелем для колоночной хроматографии с  разме-
ром частиц 200–500 мкм (35–60 меш), а во-вторых, для 
обеспечения движения растворителя через колонку 
с  сорбентом применялось давление около 10–15 psi 
(фунтов на квадратный дюйм).

Метод флэш-хроматографии быстро завоевал 
популярность среди химиков. В  конце 1990-х годов 
несколько компаний в  разных странах (Biotage в  Шве-
ции, Buchi в  Швейцарии, Grace в  США и  др.) начали 
выпуск флэш-хроматографов, позволяющих в  значи-
тельной степени оптимизировать процесс: задать гра-
диент растворителей, автоматизировать сбор и анализ 
фракций, тем самым не только значительно ускоряя 
разделение, но и делая его более эффективным. Наряду 
с  традиционными стеклянными колонками, которые 
химики-синтетики заполняли самостоятельно, стали 
выпускаться одноразовые пластиковые колонки, 
заполненные сорбентом. Повышение эффективности 
отразилось в  названиях методов, которые компании 

предлагали использовать для разделения, например, 
Interchim – Ultra-Performance Flash Purification (UPFP, 
ультрапроизводительная флэш-очистка), Biotage – High 
performance flash chromatography (HPFC, высокопроиз-
водительная флэш-хроматография) и др.

Сегодня оборудование для флэш-хроматографии 
выпускают компании Biotage, Buchi, Gilson, Grace, 
Agilent Technologies, Teledyne ISCO, Interchim, Santai 
Technologies, SiliCycle, Analogix, Amgen, Moritex и др.

Вслед за  работами по  разделению реакционных 
смесей флэш-хроматографией на  силикагеле стали 
появляться работы по  очистке полярных соедине-
ний на  колонках с  обращенной фазой. Одной из  пер-
вых подобных работ (1987) стало разделение экстрак-
тов морских беспозвоночных животных, обитающих 
у  берегов Новой Зеландии. Эти экстракты содержали 
полярные соединения, обладающие высокой противо-
вирусной и  противоопухолевой активностью. Авторы 
искали недорогой метод их выделения в количествах 
от  нескольких граммов до  килограммов [3]. Таким 
методом стала флэш-хроматография при умерен-
ном давлении (не указаны точные значения) на  сте-
клянной колонке с  силикагелем, который авторы 
предварительно самостоятельно модифицировали 
н-октадецилтрихлорсиланом. Разделение вели в  гра-
диенте метанола в системе вода–метанол, последние 
фракции вымывались хлористым метиленом.

На первый взгляд, препаративное разделение сме-
сей в  обращенной фазе кажется дорогостоящим. Дей-
ствительно, 250 г обращенно-фазового сорбента С18 
для колоночной хроматографии (Merck, 0756-250G) 
стоят 1160  долларов, в  то время как 1  кг нормально-
фазового силикагеля (236799-1KG) – всего 352  доллара, 
т.е. в  13 раз  дешевле. Однако, в  отличие от  обычного 
силикагеля, обращенно-фазовый сорбент можно про-
мывать и  повторно использовать много раз, поэтому, 
несмотря на  внушительные первоначальные затраты, 
стоимость одного разделения сравнима с разделением 
в нормально-фазовом режиме.

Разделение пептидов: ВЭЖХ или флэш-
хроматография?
Обширный класс терапевтических препаратов вклю-
чает природные и  синтетические пептиды. К насто-
ящему времени в  США, Европе и  Японии одобрены 
к применению свыше 60 пептидных препаратов, более 
150 препаратов находятся в активной клинической раз-
работке, а еще 260 – проходят разные стадии клиниче-
ских исследований [4]. Основная доля этих препаратов 
приходится на  синтетические пептиды. Поиск "кан-
дидатов" среди этого класса соединений продолжа-
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ется, поэтому актуальна проблема очистки пептидов 
в граммовых и килограммовых количествах.

Обычно синтез пептидов осуществляют твердо-
фазным методом на  специальных смолах, поэтому 
чистота получаемых продуктов достаточно высока. 
В  то же время примеси, образующиеся в  результате 
такого подхода, имеют близкие свойства с  целевым 
продуктом, поскольку возникают из-за неполного про-
хождения какой-либо из стадий наращивания пептид-
ной цепи. Это обусловливает характерный вид хрома-
тограммы реакционной смеси после отщепления со 
смолы: незначительное количество примесей, время 
удерживания которых близко ко времени удержива-
ния целевого пептида.

Выбирая метод очистки, необходимо учитывать 
задачи, стоящие перед исследователем, а  также пре-
имущества и  недостатки каждого из  методов: пре-
паративной ВЭЖ Х и  обращенно-фазовой флэш-
хроматографии (табл.1). Размер частиц в стационарной 
фазе для флэш-хроматографии больше по  сравнению 
с  размером частиц в  ВЭЖ Х-колонке, что приводит 
к  ухудшению разрешения. Однако для препаратив-
ного разделения этот фактор может быть не столь 
важен. Зависимость между нагрузкой образца, эффек-
тивностью (числом теоретических тарелок) и  разме-
ром частиц может быть представлена графиком, изо-
браженным на рис.1 [5]. Видно, что при малой нагрузке 
(аналитическое разделение) эффективность колонки 
с  размером частиц 12  мкм более чем в  6 раз  выше 
эффективности колонки с размером частиц 32–63 мкм, 

но при увеличении нагрузки (препаративное разделе-
ние) эффективность колонки практически одинакова 
для любой размерности частиц. В то же время исполь-
зование более крупных частиц позволяет значительно 
увеличить нагрузку образца и  сократить время про-
хождения подвижной фазы через колонку. К безуслов-
ным преимуществам флэш-хроматографии относится 
стоимость картриджа, которая существенно ниже сто-
имости препаративной ВЭЖ Х-колонки. Кроме того, 
объем применяемых растворителей значительно 
меньше, что облегчает упаривание и  уменьшает эко-
логический вред.

Таким образом, каждый из  методов имеет свои 
преимущества и ограничения, и флэш-хроматография 
не может полностью заменить препаративную ВЭЖХ. 
В некоторых случаях после проведения твердофазного 
синтеза пептид отщепляется от  смолы с  достаточно 
высокой степенью чистоты, и  флэш-хроматография 
позволяет получить индивидуальный продукт. В  дру-
гих случаях, особенно при выделении пептидов из при-
родного сырья, флэш-хроматография не может обе-
спечить необходимую степень чистоты, но позволяет 
значительно обогатить образец перед финальной 
ВЭЖХ-очисткой. 

Для сравнения двух методов авторы [6] синтези-
ровали антипараллельный суперспиральный пеп-
тид, состоящий из  44 аминокислотных остатков: H-K
RKKQKRKRKR AKQLRKRLQALEWQL AQIRKELQA AEKEEA
QIE-NH2. По данным аналитической ВЭЖХ, чистота 
этого пептида составляла около 35%. Два образца 
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Рис.1. Эффективность разделения на  обращенно-фазовых 
колонках в зависимости от величины нагрузки

Табл.1. Основные отличия флэш-хроматографии от ВЭЖХ

Флэш-
хроматография

ВЭЖХ

Основная  
задача

Быстрая очистка 
больших коли-
честв пептида

Максимальная 
чистота конеч-
ного продукта

Размер  
частиц, мкм

25 от 7 до 15

Давление, psi
От низкого до  
умеренного, <100

Высокое, 
400–2000

Цена колонки/
картриджа

Умеренная Высокая
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по 150 мг неочищенного пептида растворили в 2 мл 50% 
водного ацетонитрила, один образец очищали с помо-
щью флэш-хроматографии (рис.2), а  другой обра-
зец – с  помощью ВЭЖХ. В  качестве мобильной фазы 
в  обоих случаях использовали градиентное элюирова-
ние: буфер А  – вода (0,1% муравьиной кислоты), буфер 
В  – ацетонитрил (0,1% муравьиной кислоты). Сравни-
тельные результаты препаративного разделения обо-
ими методами приведены в табл.2. 

Исследование показало, что флэш-хроматографи
ческая очистка не уступала ВЭЖХ по  суммарному 
выходу и чистоте продукта, но требовала меньших вре-
мени и расхода растворителей.

Улучшение разделения пептидов
Боковые цепи пептида могут содержать основные или 
кислотные группы, которые в  растворе могут нахо-
диться в  протонированном или депротонированном 
состояниях. В случае, если эти группы находятся в рав-
новесии, может происходить уширение или даже рас-
щепление пика пептида. Для того чтобы избежать 
подобных сложностей и  перевести соединение в  еди-

ную протонированную или депротонированную форму, 
используют рН-модификатор. В  большинстве случаев 
при разделении пептидов в качестве рН-модификатора 
выступает трифторуксусная или муравьиная кислота, 
а рН подвижной фазы составляет 2–2,5. Однако иногда 
для лучшего разделения применяют альтернативные 
добавки, такие как фосфат натрия, формиат аммо-
ния, пентафторпропионовая кислота, гептафтормас-
ляная кислота и  др. Эти добавки не только контроли-
руют pH, но и образуют ионные пары с анализируемым 
веществом. Кислотные добавки дополнительно пода-
вляют диссоциацию остаточных силанольных групп. 
Показано, что изменение содержания и концентрации 
модифицирующих добавок может оказывать значи-
тельное влияние на  эффективность разделения. На 
рис.3а приведена хроматограмма модельной смеси 
положительно заряженных пептидов на ВЭЖХ-колонке 
С18 в  присутствии 10мМ фосфорной, трифторуксусной, 
пентафторпропионовой и  гептафтормасляной кислот, 
а  на рис.3б – зависимость эффективности разделения 
тех же пептидов от  концентрации трифторуксусной 
кислоты [7].
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Рис.2. Флэш-хроматограмма очистки 44-членного 
антипараллельного суперспирального пептида

Хроматографический метод

Картридж Biotage SNAP Bio C18, 25 г

Скорость потока 45 мл/мин

Растворитель А
Вода (0,1% муравьиной 
кислоты)

Растворитель В
Ацетонитрил (0,1% муравьи-
ной кислоты)

Табл.2. Сравнительные результаты препаративного разде-
ления 150 мг 44-членного антипараллельного суперспираль-
ного пептида методами флэш-хроматографии и ВЭЖХ

Метод  
очистки

ВЭЖХ
Флэш-

хроматография

Колонка/
картридж

Phenomenex 
Gemini 5 um 
NX-C18 110A, 
100 × 21.2 mm

Biotage SNAP  
Bio C18, 25 g

Общее 
количество 
пептида, мг

150 150

Количество 
циклов очистки

4 1

Количество 
очищенного 
пептида, мг

33 30

Общий объем 
буфера А, мл

1777 1041

Общий объем 
буфера В, мл

1514 477

Общее время 
очистки, мин

160 (каждый 
цикл – по 40)

27
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Описанные закономерности с  успехом могут быть 
использованы и для препаративного разделения смесей 
пептидов.

В работе [5] описывается применение рН-модификатора 
для разделения окисленной и восстановленной форм девя-
тичленного пептида – окситоцина. В стандартных условиях 
при рН 2–2,5 в  присутствии 0,1% трифторуксусной кислоты 
боковые тиольные группы цистеина находятся в  протони-
рованной форме, при этом разница в  гидрофобности для 
линейного и  циклического полипептида невелика. Хотя 
на  аналитической ВЭЖХ-хроматограмме пики соедине-
ний разделяются (рис.4а), увеличение нагрузки на  флэш-
колонке приводит к  слиянию этих пиков и  невозможности 
разделения (рис.4б). Авторы заметили, что pKa цистеиновых 
SH-групп составляет около 8,34, и  использовали возмож-
ность депротонирования этих групп при повышении рН 
выше указанного значения. Замена модификатора на  0,1% 
гидроксид аммония позволила достичь рН 10, при этом пики 
циклической и  линейной форм окситоцина оказались раз-
деленными более чем десятью объемами колонки (рис.4в).

Примеры успешного разделения 
пептидных смесей
Авторы работы [8] синтезировали ряд пептидов, содер-
жащих от 10 до 16 аминокислотных остатков (ТАТ-10, ТАТ-
14, ТАТ-14Sc, ТАТ-14mer и  ТАТ-16). Эти соединения инги-
бируют разложение ядерного фактора Nrf2 и  таким 
образом могут оказывать противовоспалительное дей-
ствие. Синтез осуществляли на синтезаторе, используя 
коммерческую смолу Wang и стандартную Fmoc-химию. 
После отщепления со смолы смесью трифторуксусная 
кислота–вода–триизопропилсилан (95:2,5:2,5), раствор 
упаривали, пептид высаживали диэтиловым эфиром, 
растворяли в  уксусной кислоте и  лиофилизировали. 
Основную очистку проводили методом обращенно-
фазовой флэш-хроматографии на С18 картридже весом 
12 г с помощью флэш-системы Biotage Isolera. Градиент-
ное элюирование проводили в  системе метанол–вода, 
используя в  качестве модификатора 0,05% трифторук-
сусную кислоту, УФ-детектирование осуществляли при 
длинах волн 214 и 254 нм.
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Рис.3. Разделение модельной смеси пептидов в присутствии 10мМ фосфорной, трифторуксусной, пентафторпропионовой 
и гептафтормасляной кислот (а) и различных концентраций трифторуксусной кислоты (б) [7]
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После флэш-очистки пептид ТАТ-10 не содержал 
никаких примесей, остальные пептиды дополни-
тельно очищали препаративной ВЭЖХ в той же системе 
на колонке Agilent Technologies ZORBAX Eclipse XDB-C18 
(5 мкм, 9,4×250 мм).

В  работе [9] сравнивали возможности двух кар-
триджей Biotage SNAP Ultra C18 30 g и Biotage SNAP Bio 
C18 300 Å 25 g для препаративной очистки 34-членного 
пептида YY3-36 – гормона  из  семейства  панкреатиче-
ского полипептида. Картриджи имеют сравнимый раз-
мер сферических частиц (25 и  20  мкм соответственно), 

однако в  последнем размер пор существенно больше 
и  достигает 300 Å. Пептид YY3-36 синтезировали 
на  автоматическом микроволновом пептидном син-
тезаторе с  использованием Fmoc-защищенных амино-
кислот, чистота после отщепления со смолы составила 
65%. Вещество (500 мг) растворили в 15 мл 50% водного 
ацетонитрила, а  затем провели сравнительное раз-
деление 5  мл аликвот раствора на  двух стационарных 
фазах (рис.5). В  обоих случаях использовалось гради-
ентное элюирование водным ацетонитрилом, содер-
жащим 0,1% муравьиной кислоты, скорость потока 
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Рис.4. Аналитическая ВЭЖХ-хроматограмма смеси окисленного и  восстановленного окситоцина (а); попытка разделения 
на флэш-колонке при рН 2,5 (б); разделение на флэш-колонке при рН 10 (в)
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45  мл/мин. В  результате в  обоих картриджах был полу-
чен пептид с чистотой выше 95%, однако выход пептида 
в первом случае был меньшим, чем во втором (15 и 20 мг 
соответственно). 

* * * *
Таким образом, флэш-хроматография в  обращен-

ной фазе может служить недорогим и  удобным мето-
дом быстрого и  эффективного разделения пептидов 
и  других полярных природных соединений. В  зави-
симости от  исходной чистоты и  природы примесей 

этот метод может использоваться как в качестве един-
ственной стадии очистки, так и для предварительного 
обогащения и  удаления большинства нежелательных 
примесей перед финальной очисткой (полировкой) 
с помощью ВЭЖХ.

Флэш-хроматография позволяет быстро получить 
значительное количество пептида за  один цикл, что 
выгодно отличает ее от дорогостоящего и длительного 
выделения методом ВЭЖХ. В  то же время недостаточ-
ная эффективность разделения не позволяет полно-
стью отказаться от  последнего метода. Для оптималь-
ной работы необходимо грамотно и вдумчиво сочетать 
оба метода, добиваясь наилучших результатов при 
минимальных затратах.
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Рис.5. а – пептид до очистки; б – препаративная очистка 
на колонке Biotage SNAP Bio; в – пептид после флэш-очистки 

Методы, технологии, инструменты




