
Tel: （025） 5889- 4959 www.DetaiBio.com Order@DetaiBio.com

活性蛋白整体方案
Active Protein Solutions

离子交换色谱的原理介绍和实际操作

离子交换色谱是蛋白纯化技术中常用的一种纯化方法，其原理是指

被分离物质所带的电荷可与离子交换剂所带的相反电荷结合，这种

带电分子与固定相之间的结合作用是可逆的，在改变 pH 或者用逐

渐增加离子强度的缓冲液洗脱时，离子交换剂上结合的物质可与洗

脱液中的离子发生交换而被洗脱到溶液中。由于不同物质的电荷不

同，其与离子交换剂的结合能力也不同，所以被洗脱到溶液中的顺

序也不同，从而被分离出来。

离子交换剂是由不溶于水的网状结构高分子聚合物骨架构成，骨架

上有许多共价结合的带电基团，如果侧链是带正电基团，就可与带

负离子相结合，称为阴离子交换剂，吸附带负电蛋白质。如果侧链是带负电的基团，则称为阳离子交换剂。强离子

交换树脂在宽 pH 范围内保持离子化，而弱离子交换树脂只在窄 pH 值内离子化。

类型 名称 英文符号

阴离子交换剂

二乙基氨乙基

季氨基乙基

季氨基

三乙基氨乙基

氨乙基

AE

QAE

Q

TEAE

AE

阳离子交换剂

羧甲基

磺丙基

磺甲基

磷酸基

CM

SP

S

P

绝大多数重组蛋白纯化都要用到离子交换。离子交换色谱的基础是高分辨率，可以直接放大规模应用在工业上，柱

再生容易，还可以使蛋白浓缩。大多数蛋白质的静电荷是负值，因此阴离子交换色谱的应用最为广泛。

实验设计
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介质的选择

离子交换介质首先要考虑目的分子的大小，因为目的分子会影响其接近介质上的带电功能集团，因此也会影响介质

对目的分子的动力载量，从而影响其分离。

对于大多数纯化步骤来说，建议从开始的阶段使用强离子交换柱，可在摸索方法的过程中有一个宽的 pH 范围。对

于已知等电点的蛋白质，可根据其等电点来选择。而未知等电点的蛋白质，在实际操作中常采用这样的方法，先选

择一个阴离子交换剂，再选择一个中性的 pH 缓冲液，将蛋白质样品透析至 pH7.0，然后过阴离子交换柱。根据过

柱后的结果确定下一个使用的缓冲液 pH。

流动相的选择

离子交换色谱的流动相必需是有一定离子强度的并对 pH 有一定缓冲能力的溶液。为了避免目的蛋白失活，使用缓

冲液可稳定流动相的 pH，使之在色谱过程中不发生明显变化，同时可稳定目的分子上的电荷量，保证色谱结果的

重要性。

选择缓冲液一般按照以下原则：阳离子交换剂应选用阴离子缓冲液，可用柠檬酸盐、磷酸盐、醋酸盐、甘氨酸盐等；

阴离子交换剂应选用阳离子缓冲液，可用烷基胺、Tris、氨基乙醇胺、乙二胺、咪唑等；起始缓冲液的浓度应尽可

能低（<100mmol/L）这样可以使色谱柱上更多的吸附分离物质；缓冲液应不含会影响被分离物质活性和溶解度成

分，洗脱时尽量不采用 pH 梯度洗脱。

色谱柱的选择

离子交换色谱通常选用粗短柱，即高径比小的色谱柱。典型的离子交换柱高度在 5~20cm，高径比一般小于 5。如

果需要增加离子交换剂的体积，只能从增加柱的直径而不能增加其高度。如果是连续梯度洗脱，可以适当增加柱的

长度。

案例介绍

离子交换是蛋白纯化中的重要手段，即可以用于捕获阶段，也可以用于精纯阶段。

预处理和装柱

1. 将超纯水与沉降胶按 1:3 比例悬浮，轻轻搅匀；
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2. 将色谱柱固定到设备支架上，链接出口管道，从柱底端进口反向泵入超纯水，排除管道及筛板中的气泡，停泵，

然后从出口端放出部分超纯水，保留 1~2cm 高度超纯水，封死出口端，然后正向冲洗进口端管道和适配器，

排除筛板和管道中气泡；

3. 通过玻璃棒引流将悬浮胶导入色谱柱，在柱上端补充部分超纯水，搅匀，装上适配器；

4. 将柱出口端与色谱设备连接，以 0.2MPa 恒压装柱，装填至恒定的柱床高度，标记柱床胶面位置，关闭泵，松

开适配器，降低适配器至胶面下 2mm 处，继续装填，待柱床高度稳定后，标记柱床胶面位置，降低适配器至

柱上标记柱床位置下 2mm。固定适配器，继续装填 2~3 柱体积；

5. 确定柱体积，测量柱高，计算柱体积及记录装柱时的最大流速；

6. 选择最佳线速，用 0.5mol/L NaOH 冲洗柱，冲洗 3~5 体积；

7. 接着用超纯水冲柱，冲洗 10 柱体积，至 pH 显示接近超纯水 pH。

柱的平衡

20mmol/L 磷酸盐缓冲液，pH6.5，用 10 柱体积平衡缓冲液平衡柱子，直至 pH 及电导率监控显示与平衡缓冲液

的 pH 及电导一致。

加样

根据柱体积及装柱的最大流速确定上样流速，上样流速不超过装柱最大流速的 75%，同时，上样流速也要尽可能低，

保证样品和介质充分发生作用。

洗脱

上样结束后，用平衡缓冲液冲洗 1~2 柱体积，使 UV280 响应信号重新回到基线。

之后用含有 0.5mol/L NaCL 的溶液洗脱，冲洗 2~3 柱体积，收集色谱峰。

常见问题分析

一、纯化后样品纯度不高怎么办？

1. 若目标蛋白和杂蛋白等电点差异较大，目标蛋白通过穿透步骤获得，通过调节起始缓冲液 pH，使目标蛋白与填

料之间的静电作用更强；

若目标蛋白和杂蛋白等电点差异较小，目标蛋白通过洗脱步骤获得，过调节起始缓冲液 pH，使目标蛋白与填料之

间的静电作用更强；再调节洗脱溶液的离子强度和 pH，使目标蛋白与杂蛋白逐渐分离；

http://www.detaibio.com/
mailto:Order@DetaiBio.com


Tel: （025） 5889- 4959 www.DetaiBio.com Order@DetaiBio.com

活性蛋白整体方案
Active Protein Solutions

选择合适的离子交换填料及粒径；

柱没有经过起始缓冲液的充分平衡；

降低洗脱流速；

调整样品溶液黏度。

二、纯化后的蛋白收率较低怎么办？

调整样品 pH，使样品 pH 与起始缓冲液 pH 保持一致；

改变洗脱模式，如将线性梯度模式改变为阶段性梯度洗脱；

改变洗脱方法，如将 pH 洗脱方法改为盐梯度洗脱方法；

改变洗脱强度。

三、样品过于粘稠怎么处理？

样品过于粘稠可能是由于含有的蛋白太多，或者含有大分子量的核酸分子，通常有以下解决方法：

增加裂解前稀释细胞所用体积；

增加裂解时间，直至黏度下降，或者增加 DNase 和 Mg2+的剂量；

增加机械裂解细胞的效率；

降低上样流速。
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