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离子交换填料中离子交换基团的种类
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什么是离子交换色谱

利用分析样品和填料中导入的离子交换基团之间的静电相互作用的差异的分离模式。根据离子交换

官能团的电荷不同，可分为阴离子交换色谱和阳离子交换色谱。阴离子交换色谱用填料中，导入了阳离

子性的叔氨基或季铵基等；阳离子交换色谱用填料中，导入了阴离子性的磺酸基或羧基等。蛋白的静电

性质随 pH值的变化而发生变化。正负电荷正好平衡时，整体不带电荷的固有 pH值称为等电点（表示

为 PI）。在更低 pH值时，整体带正电荷；更高 pH值时，整体带负电荷。见下图。

pH 变化引起蛋白电荷状态变化的示意图

因此在阴离子交换色谱中，用 pH 值略高于（+0.5 至+1.0）等电点的流动相；在阳离子交换色谱中，

用 pH 值略低于（-0.5 至-1.0）等电点的流动相作为分离条件优化的初始起点。

与填料静电结合的分析样品一般使用盐浓度梯度洗脱法进行洗脱。增加流动相的离子强度（盐浓度）

时，静电相互作用会逐渐减弱。当与离子交换基的静电结合断开时，分析样品会在色谱柱内移动，如下

图。由于分析样品不同，脱离填料时的盐浓度也就不同。因此，样品中等电点不同的组分就在不同时间

被洗脱而分离开。由于蛋白的静电性质随 pH值的变化而变化，因此，也可以通过改变 pH值进行分离

（称为 pH梯度洗脱法）。

蛋白离子交换反应的示意图（阳离子交换）



离子交换色谱具有分辨率高、吸附量大（载量高）等特点。并且，通过调整梯度洗脱的梯度，可以

轻松调控或优化分离。

氨基酸和电荷

由于构成蛋白的氨基酸具有酸性、碱性货不带电荷的侧链，因此，蛋白本身的静电特性也会随着这

些氨基酸组合的不同而变化。另外，由于末端存在未结合肽的羧基（C末端）和氨基（N末端），因此

蛋白将始终显示离子性质。

离子交换基团的种类

一般离子交换色谱用填料中，导入的离子交换基团的种类如下表所示。

离子交换基团的种类和构造

交换基团不同，吸附特性、分离选择性也不同。因此，选择适合要进行测定的分析样品的填料非常

重要。因离子交换基团不同而造成的选择性差异如下图所示。下图 a中，三种蛋白在磺酸基型填料上获

得良好的分离；于此相对，使用羧基型填料时，细胞色素 C和溶菌酶的洗脱峰接近，未能充分分离。

另一方面，在下图 b中，三种蛋白在羧基型填料上均获得了良好的分离；于此相对，使用羧基型填料时，

胰蛋白酶原和核糖核酸酶 A洗脱峰接近，未能充分分离。

不同离子交换基团的选择性差异

离子交换基团导入方法的差异

传统的离子交换色谱用填料，一般在基质表面单纯地导入离子交换基团。最近，出现了为增加吸附

载量，导入缓慢交换的离子交换基团的方法（网状化）以及在侧链中引入具有离子交换基团的单链聚合



物的方法（接枝聚合）等，如下图。通过网状化或接枝聚合化，可立体地导入离子交换基团，因为获得

更高的吸附载量。另外，通过立体导入，有时还可获得不同的选择性。

官能团导入方法及其性质
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