
 第三章

层析技术

层析法（ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ）又称层析技术或色谱法，它是利用样品中不同物质在不同相
态的选择性分配，以流动相对固定相中的混合物进行洗脱，混合样品中不同组分会以不同

的速度沿固定相移动，最终达到分离目的的分离技术。

图 １ －３ －１　 层析柱示意图

层析法最早在 １９０６ 年由俄国植物学家 Ｍ Ｔｓｗｅｔｔ发现并
命名。他将植物色素的石油醚提取液倾入装满碳酸钙

（ＣａＣＯ３）颗粒的玻璃管中，再加入石油醚使其自由流下（图
１ － ３ － １），结果植物色素中的各组分分离形成不同颜色的色
带，Ｔｓｗｅｔｔ将其称之为色谱。装有碳酸钙的玻璃管称为色谱
柱（ｃｏｌｕｍｎ），管内填料碳酸钙称为固定相（ｓｔａｔｉｏｎａｒｙ ｐｈａｓｅ），
洗脱液石油醚为流动相（ｍｏｂｉｌｅ ｐｈａｓｅ）。

目前，层析法作为一种重要的分析、分离和纯化技术，已

广泛地应用于科学研究与工业生产上，在石油、化工、医药卫

生、生物科学、环境科学、农林科学等领域都发挥着十分重要的作用。

第一节　 层析原理

层析法是一种基于被分离物质的理化性质及生物学特性不同，使它们在某种基质中移

动速度不同而进行分离和分析的技术。例如：利用物质在溶解度、吸附能力、立体化学特性

及分子大小、带电性质及离子交换、亲和力大小及特异的生物学反应等方面的差异，使其在

流动相与固定相之间的分配系数（或称分配常数）不同，达到彼此分离的目的。

任何层析体系都由两相构成：一是固定相，固定相可以是固体物质（如吸附剂、凝胶、

离子交换剂等），也可以是液体物质（如固定在硅胶或纤维素上的溶液），这些基质能与

待分离的化合物进行可逆的吸附、溶解、交换等作用；另一个是流动相，在层析过程中，推

动固定相上待分离的物质朝着一个方向移动的液体或气体，都称为流动相，流动相在柱

层析中一般称为洗脱剂，在薄层层析中常称为展层剂。当待分离的混合物通过固定相

时，由于各组分的理化性质存在差异，与两相发生相互作用（吸附、溶解、结合等）的能力

不同，在两相中的分配（含量对比）不同，与固定相相互作用力越弱的组分，随流动相移

动时受到的阻滞作用越小，向前移动的速度越快。反之，与固定相作用越强的组分，向前

移动速度越慢。分步收集流出液，可得到样品中所含的各单一组分，从而达到将各组分

分离的目的。
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第二节　 层析分类及常用层析技术介绍

一、 层析分类

１ 根据固定相基质的形式分类，层析可以分为纸层析、薄层层析和柱层析（表 １ － ３ －
１）。纸层析是指以滤纸作为基质的层析。薄层层析是将基质在玻璃或塑料等光滑表面铺
成一薄层，在薄层上进行层析。柱层析则是指将基质填装在管中形成柱形，在柱中进行层

析。纸层析和薄层层析主要适用于小分子物质的快速检测分析和少量分离制备，通常为一

次性使用，而柱层析是常用的层析形式，适用于样品分析、分离。生物化学中常用的凝胶层

析、离子交换层析、亲和层析、高效液相色谱等多采用柱层析。

表 １ －３ －１　 按固定相基质形式分类

名称 根据固定相基质形式

柱层析 固定相装于柱内，使样品沿着一个方向前移而达到分离

薄层层析 将适当黏度的固定相均匀涂铺在薄板上，点样后用流动相展开，使组分分离

纸层析 用滤纸用作载体，点样后用流动相展开，使各组分分离

薄膜层析 将适当的高分子有机吸附剂制成薄膜，以类似纸层析方法进行物质的分离

２ 根据层析分离原理不同分类，层析可以分为吸附层析、分配层析、凝胶过滤层析、离
子交换层析、亲和层析等（表 １ － ３ － ２）。

表 １ －３ －２　 按层析分离原理分类

名称 分离原理

吸附层析 固定相是固体吸附剂，各组分在吸附剂表面吸附能力不同

分配层析 各组分在流动相和静止液相（固相）中的分配系数不同

离子交换层析 固定相是离子交换剂，各组分与离子交换剂亲和力不同

凝胶过滤层析 固定相是多孔凝胶，各组分因分子大小不同，在凝胶上受阻滞的程度不同

亲和层析 固定相只能与一种待分离组分专一结合，而与无亲和力的其他组分分离

３ 根据流动相的形式分类，层析可以分为液相层析和气相层析（表 １ － ３ － ３）。气相层
析是指流动相为气体的层析，而液相层析指流动相为液体的层析。气相层析测定样品时需

要汽化，大大限制了其在生化领域的应用，主要用于氨基酸、核酸、糖类、脂肪酸等小分子的

分析鉴定。液相层析是生物医学领域最常用的层析形式，适于生物样品的分析、分离。

表 １ －３ －３　 按流动相形式分类

固定相
流动相

液体 气体

液体 液 －液层析法 气 －液层析法

固体 液 －固层析法 气 －固层析法

９１



医学生物化学与分子生物学实验指导　

二、 常用层析技术介绍

（一）吸附层析

１ 原理　 吸附是指某些物质能够从溶液中将溶质浓集在其表面的现象。吸附层析
（ａｄｓｏｒｐｔｉｏｎ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ）是把吸附剂如硅胶、氧化铝、活性炭、淀粉、纤维素及陶土等
装入玻璃柱内（柱层析）或涂布于玻璃板上（薄层层析）作为固定相，吸附剂的吸附能力

受溶剂影响会发生改变，当样品组分被吸附剂吸附后，加入适当的洗脱液（展层剂），可

改变吸附剂的吸附能力并使样品溶解，解吸的样品随洗脱液向前移动。随之样品再被吸

附剂重新吸附，再被洗脱液解吸，经如此反复的吸附 －解吸 －再吸附 －再解吸的过程，样品
即可沿着洗脱液的前进方向移动。由于同一吸附剂对样品中不同组分的吸附能力有差异，

流动相也有不同的解吸能力，与吸附剂结合紧密的组分较难被展层剂解吸，而与吸附剂松

散结合的组分则较容易被解吸，所以在洗脱过程中样品各组分移动的距离不同而使其分

开，这就是吸附层析的基本过程。吸附剂吸附能力的强弱与被吸附物质的化学结构、溶剂

和吸附剂的性质有关。使被吸附物质从吸附剂上解吸下来的过程称为“洗脱”（ｅｌｕｔｉｏｎ）或
“展层”。

２ 分类
（１）柱层析（ｃｏｌｕｍｎ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ）：是将吸附剂装入玻璃管柱中对混合物进行层析

分离。层析柱内充填溶剂湿润的吸附剂，待分离样品从柱顶部加入，样品完全进入吸附柱

后，再加入适量洗脱液洗脱。假如待分离的样品内含有 Ａ、Ｂ 两种组分，在洗脱过程中，随
着流动相流经固定相，样品组分在柱内连续不断地进行吸附、解吸、再吸附、再解吸过程。

由于洗脱液和吸附剂对 Ａ和 Ｂ的溶解力与吸附力不同，Ａ 和 Ｂ 在柱内移动的速率也不同。
溶解度大而吸附力小的物质在前，相反，溶解度小而吸附力大的物质在后，经过一段时间以

后，Ａ、Ｂ两种物质可在柱的不同区域各自形成区带。然后继续用洗脱液洗脱，分段收集，直
到各组分按顺序先后完全从柱中洗出为止（图 １ － ３ － ２）。

图 １ －３ －２　 柱层析的分离过程

（２）薄层层析（ｔｈｉｎ ｌａｙｅｒ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ）：是利用玻璃板作为固定相载体，在玻璃板上
均匀涂布一层吸附剂作为固定相，把待分离的样品点样在薄层层析板上，然后选择合适的
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溶剂系统（展层剂）作为流动相，利用毛细管现象进行展开，从而达到对样品分离的目的。

由于整个层析过程是在薄层板上进行，所以称为薄层层析或薄板层析（图 １ － ３ － ３）。

图 １ －３ －３　 直立式
层析缸示意图

１ 层析缸；２ 薄层层析板；
３ 展开剂饱和蒸气；４ 流动相

薄层层析的原理视固定相而异。若涂布物质是吸附剂，

如氧化铝、硅胶等，则属于吸附薄层层析：若涂布的是纤维素、

硅藻土等，则属于分配薄层层析；若涂布的是离子交换剂如离

子交换纤维素，则属于离子交换薄层层析。其中主要的是吸

附薄层层析，简称薄层层析。

层析所用吸附剂一般应满足以下几个要求：一是要具有

较大的表面积和足够的吸附能力，且对不同物质的吸附力有

所差异；二是吸附剂不能与被吸附物质和展开剂发生化学反

应，不破坏或降解样品各组分；三是吸附剂的粒度要求大小适

中，粒度过大则展层太快，分离效果差，粒度太细小则展层过

慢，斑点易扩散或出现拖尾现象；四是吸附剂具有可逆吸附性，既能吸附样品组分，又易于

解吸。薄层层析中最常用的吸附剂是硅胶和氧化铝。硅胶略带酸性，适用于中性和酸性物

质如氨基酸、糖类、磷脂、类固醇等的分离，但不适用于碱性物质分离；氧化铝略带碱性，适

用于中性及碱性物质如生物碱、食物染料、酚类、维生素等的分离。

薄层层析广泛应用于生化、医药、化工等方面，具有以下优点：设备简单，操作方便，样

品展层时间较短，分离效果较好；可采用腐蚀性的显色剂，耐高温下显色；各种无机和有机

化合物都可进行分离。

（二）分配层析

１ 原理　 分配层析（ｐａｒｔｉｔｉｏｎ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ）是利用混合物中各组分在两种不同溶剂
中的分配系数不同而使物质分离的方法。分配系数是指一种溶质在两种互不相溶的溶剂

中的溶解达到平衡时，该溶质在两种溶剂中所具有浓度之比。不同的物质因其在各种溶剂

中的溶解度不同，因而也就有不同的分配系数。分配层析以物质在两相中的浓度比，即以

分配系数为依据，分配系数在等温条件下可用下式表示：

Ｋｄ ＝
ｃ２
ｃ１

式中 Ｋｄ为分配系数：ｃ２是物质在固定相中的浓度；ｃ１是物质在流动相中的浓度。分配系数
与温度、溶质及溶剂的性质有关。

在分配层析中，大多选用多孔物质为支持物，利用它对极性溶剂的亲和力，吸附某种

极性溶剂作为固定相，这种固定相极性溶剂在层析过程中始终固定在支持物上。用另一

种非极性溶剂流经固定相，此移动溶剂称为流动相。如果把待分离物质的混合物样品点

加在多孔支持物上，在层析过程中，当流动相沿着支持物流经样品时，样品中各种物质便

会按分配系数大小转入流动相向前移动；当遇到前方的固定相时，溶于流动相的物质又

将与固定相进行重新分配，一部分转入固定相中。因此，随着流动相的不断移动，样品中

的物质便在流动相和固定相之间进行连续的、动态的分配，这种情况相当于非极性溶剂

中对物质的连续抽提过程。由于各种物质的分配系数不同，分配系数较大的物质留在固

定相中较多，在流动相中较少，层析过程中它向前移动较慢；相反，分配系数较小的物质
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进入流动相较多而留在固定相中较少，层析时向前移动就较快，据此原理，样品中各种物

质就能被分离开来。

分配层析中应用最广泛的支持物是滤纸，此外还有硅胶、硅藻土、纤维素粉、淀粉和微

孔聚乙烯粉等。下面以纸层析为例进行介绍。

２ 纸层析　 是以滤纸为支持物。滤纸纤维和水有较强的亲和力，能吸收 ２２ ％左右的
水，而且其中 ６ ％ ～７ ％的水是以氢键形式与纤维素的羟基结合，在一般条件下较难脱去，
而滤纸纤维与有机溶剂的亲和力甚弱，所以一般的纸层析实际上是以滤纸纤维的结合水为

固定相，以有机溶剂为流动相，当流动相沿纸经过样品时，样品点上的溶质在水和有机相之

间不断进行分配，一部分样品随流动相移动，进入无溶质区，此时又重新分配，一部分溶质

由流动相进入固定相（水相）。随着流动相的不断移动，各种不同的部分按其各自的分配系

数不断进行分配，并沿着流动相移动，从而使物质得到分离和提纯。

溶质在滤纸上的移动速率可用比移值来表示。

比移值（Ｒ ｆ）＝
原点到层析点中心的距离

原点到溶剂前沿的距离

Ｒ ｆ 值取决于被分离物质在两相间的分配系数以及两相的体积比。由于两相体积比在
同一实验条件下是常数，所以 Ｒ ｆ 值主要决定于分配系数。不同物质分配系数不同，Ｒ ｆ 值也
不同。对于某种给定的化合物而言，在标准条件下 Ｒ ｆ 是常数。

纸层析按层析方式不同可分为三种，即垂直上行纸层析（图 １ － ３ － ４）、垂直下行纸层
析和水平环形纸层析。为提高分辨率，纸层析也可用两种不同的展开剂进行双向纸层析。

双向纸层析一般把滤纸剪成长方形。一角点样，先用一种溶剂系统展开，吹干后转 ９０°，再
用第二种溶剂系统进行第二次展开。这样，单向纸层析难以分离的某些物质，通过双向层

析往往可以获得比较理想的分离效果。

图 １ －３ －４　 垂直纸层析装置
Ａ 纸层析制备　 Ｂ 层析缸及展层　 Ｃ 层析展开图

纸层析设备简单、价廉，可用于氨基酸、肽类、核苷酸、糖类、维生素、有机酸等多种小分

子物质分离、定性和定量。纸层析具体操作分为样品处理、点样、展层、显色、Ｒ ｆ 值计算及定
量分析等若干步骤。
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（三）凝胶过滤层析

１ 概念　 凝胶过滤层析（ｇｅｌ ｆｉｌｔｒａｔｉｏｎ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ，ＧＦＣ）又称分子排阻层析（ｍｏｌｅｃ
ｕｌａｒ ｅｘｃｌｕｓｉｏｎ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ），是指样品混合物随流动相流经固定相的凝胶层析柱时，混合
物中各物质因分子大小不同而被分离的层析技术。凝胶颗粒多是交联聚糖类物质（如葡聚

糖或琼脂糖），具有三维多孔性网状结构，不带电荷，对样品组分起到滤过或“筛子”作用，

因此又称分子筛层析（ｇｅｌ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ）。
凝胶过滤层析的优点主要表现在：层析所用凝胶为惰性载体，吸附力弱，不带电荷，操

作条件比较温和，不需要有机溶剂，而且可以保持被分离组分的理化性质不变。

２ 原理　 凝胶过滤层析时，把凝胶颗粒装填在层析柱内（装柱），再把待分离的混合物
自柱顶加入，然后用合适的洗脱液进行洗脱。在洗脱过程中，混合物中各物质主要依据分

子的大小进行层析分配，相对分子质量大的物质（直径较大），不能进入凝胶颗粒的网孔内，

而被排阻在凝胶颗粒外，只能沿着凝胶颗粒的间隙向下移动，在洗脱液的“冲洗”下，它们流

速较快，“流程”相对较短，先从层析柱洗出。而相对分子质量小的物质（直径较小），能够

顺利穿过颗粒表面网孔进入颗粒内部即被滞留在凝胶内部，洗脱液洗脱时，这些小分子物

质先在孔隙中间扩散，再被洗出至孔隙，再次进入颗粒内部……如此不断地入出和出入，直

至这些物质最终被洗出柱外。由于小分子物质的流程较长，因而洗脱时间较长，后出层

析柱。

总之，凝胶过滤层析分离样品时，样品各组分根据相对分子质量大小得到有效分离。

相对分子质量大的物质先出柱，相对分子质量小的物质后出柱（图 １ － ３ － ５）。

图 １ －３ －５　 凝胶过滤分离蛋白
Ａ 样品过柱　 Ｂ 大分子蛋白先被洗脱出柱　 Ｃ 小分子蛋白后被洗脱出柱

常用凝胶主要有交联葡聚糖凝胶（商品名：Ｓｅｐｈａｄｅｘ），聚丙烯酰胺凝胶（商品名：Ｂｉｏ
Ｇｅｌ），琼脂糖凝胶（商品名：Ｓｅｐｈａｒｏｓｅ）等。如常用的交联葡聚糖是将葡聚糖（ｄｅｘｔｒａｎ）悬浮
于有机溶剂，加入交联剂表氯醇交联聚合而成多糖链的三维结构（图 １ － ３ － ６），这种聚合
物为白色珠状微粒，是多孔性网状结构，凝胶的孔径大小与交联剂的量有关，交联剂多则交

联度大，网状结构紧密，孔径小，交联剂少则孔径大。凝胶过滤层析实验时，要根据目标样

品的分子大小不同来选择不同型号的凝胶（表 １ － ３ － ４）。
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图 １ －３ －６　 交联葡聚糖凝胶的形成

表 １ －３ －４　 交联葡聚糖的规格及性质

型号
分离相对分子质量范围

糖类 蛋白质或肽

吸水量

（ｇ水 ／ ｇ干凝胶）
柱床体积

（ｍＬ ／ ｇ干凝胶）
浸泡时间（ｈ）

２０ ～ ２５ ℃ ９０ ～ １００ ℃

Ｇ －１０ ＜ ７００ ＜ ７００ １ ２ ３ １

Ｇ － １５ ＜ １ ５００ ＜ １ ５００ １ ５ ３ ３ １

Ｇ － ２５ １００ ～ ５ ０００ １ ０００ ～ ５ ０００ ２ ５ ５ ３ １

Ｇ － ５０ ５００ ～ １０ ０００ １ ５００ ～ ３０ ０００ ５ ０ １０ ３ １

Ｇ － ７５ １ ０００ ～ ５０ ０００ ３ ０００ ～ ７０ ０００ ９ ５ １２ ～ １５ ２４ ３

Ｇ － １００ １００ ～ １００ ０００ ４ ０００ ～ １５０ ０００ １０ １５ ～ ２０ ７２ ５

Ｇ － １５０ １００ ～ １５０ ０００ ５ ０００ ～ ４００ ０００ １５ ２０ ～ ３０ ７２ ５

Ｇ － ２００ １ ０００ ～ ２００ ０００ ５ ０００ ～ ８００ ０００ ２０ ３０ ～ ４０ ７２ ５

３ 凝胶过滤层析应用
（１）脱盐：生物大分子如蛋白质、核酸、多糖等溶液中常含有的相对分子质量低的杂

质，利用凝胶层析法可将其除去，这一操作过程称为脱盐。

（２）分离提纯：凝胶过滤层析广泛用于酶、蛋白质、多糖、激素、生物碱等物质的分离
提纯。

（３）相对分子质量测定：在同一条件下，用一系列已知相对分子质量的标准品在同一
凝胶柱内层析，记录每分钟成分的洗脱体积，并以洗脱体积对相对分子质量的对数作图，在

一定相对分子质量范围内得到一条直线即相对分子质量标准曲线。在测定未知样品的相
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对分子质量时，可将此样品加在测定标准曲线的凝胶柱内，相同洗脱液洗脱，根据洗脱体

积，在标准曲线上查出其对应的相对分子质量大小。

（４）样品浓缩：通常将 ＳｅｐｈａｄｅｘＧ２５ 或 ５０ 干胶投入到稀的高分子溶液中，此时水分
和相对分子质量低的物质就会进入凝胶粒子内部的孔隙中，而高分子物质则被排阻在凝胶

颗粒之外，再经离心或过滤，将溶胀的凝胶分离，就得到了浓缩的高分子溶液。

（四）离子交换层析

１ 概念　 离子交换层析（ｉｏｎ ｅｘｃｈａｎｇｅ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ，ＩＥＣ）是利用离子交换剂为固定
相，根据流动相中各组分离子与交换剂上的平衡离子进行可逆交换时的结合力大小差异进

行有效分离的一种层析技术。固定相是载有大量电荷的离子交换剂，流动相是具有一定

ｐＨ和离子强度的电解质溶液。
２ 原理　 离子交换层析法主要依赖电荷间的相互作用，利用带电分子中电荷的微小

差异而进行分离。当样品溶液中带有与离子交换剂相反电荷的组分流经离子交换剂时，后

者即对样品各组分选择性结合（电荷吸附结合）。随后，当带有与溶质相同电荷的流动相流

经离子交换剂固定相时，被吸附的样品组分可被置换而洗脱下来（离子交换），从而达到分

离样品中各带电组分之目的。因此，离子交换层析实质上是一种特殊的吸附作用。

几乎所有的生物大分子都是有极性的，在某条件下都可以使其带电荷而成为离子。因

此，离子交换层析广泛应用于各类生化分子如氨基酸、蛋白质、多肽、糖类等生化制品的分

离纯化。

３ 离子交换剂　 离子交换层析的固定相是离子交换剂，它是由一类不溶于水的惰性
高分子聚合物基质通过一定的化学反应共价结合上某种电荷基团形成的。离子交换剂由

三部分构成：高分子聚合物基质、电荷基团和平衡离子。电荷基团与高分子聚合物共价结

合，形成一个带电荷的可进行离子交换的基团。平衡离子是结合于电荷基团上的相反离

子，它能与溶液中其他的离子基团发生可逆的交换反应。平衡离子带正电荷的离子交换剂

能与带正电荷的离子基团发生交换作用，称为阳离子交换剂；平衡离子带负电荷的离子交

换剂与带负电荷的离子基团发生交换作用，称为阴离子交换剂。在一定条件下，溶液中的

某种离子基团可以把平衡离子置换出来，并通过电荷基团结合到固定相上，而平衡离子则

进入流动相，这就是离子交换层析的基本置换反应。通过在不同条件下的多次置换反应，

就可以对溶液中不同的离子基团进行分离。

离子交换剂按化学性质可分为离子交换树脂、离子交换纤维素和离子交换交联葡聚糖

等。按可交换的离子及其交换性能又可分为阳离子交换剂（包括强酸型与弱酸型）和阴离

子交换剂（包括强碱型与弱碱型）两大类（表 １ － ３ － ５）。

表 １ －３ －５　 离子交换树脂的类型

类型 交换基团 商品型号举例

强酸性阳离子交换树脂 磺酸基（—ＳＯ３Ｈ）

酚羟基（—ＯＨ）
国产强酸 １ × ７（７３２），Ｚｅｒｏｌｉｔ ２２５（英）
Ｄｏｗｅ × ５０ 或 Ａｍｂｅｒｌｉｔｅ ＩＲ － １２０（美）

弱酸性阳离子交换树脂 羧基（—ＣＯＯＨ） 国产弱酸 １０１ × １２８（７２４），Ｚｅｒｏｌｉｔ（英）
Ａｍｂｅｒｌｉｔｅ ＩＲＣ － ５０（美）
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续表

类型 交换基团 商品型号举例

强碱性阴离子交换树脂 季铵基［—Ｎ（ＣＨ３）３］ 国产弱酸 ２０１ × ７（７１７）及 ２０１ × ４（７１１）
Ｚｅｒｏｌｉｔ ＦＦ（英）

弱碱性阴离子交换树脂 伯胺基（—ＮＨ２）

仲胺基（—ＮＨＲ）
叔胺基（—ＮＲ２）

国产弱碱 ３０１（７０１）
Ｚｅｒｏｌｉｔ Ｈ（英）
Ａｍｂｅｒｌｉｔｅ ＩＲ － ４５（美）

４ 离子交换柱层析操作　 离子交换层析通常采用柱层析，其过程包括离子交换剂的
选择、离子交换剂使用前处理与转型、装柱、样品制备及加样、洗脱、检测及离子交换剂再生

等步骤。

离子交换剂在使用前要用水浸泡使之充分膨胀，再用酸或碱处理，使之转变为带 Ｈ ＋或
ＯＨ －的形式，称之为转型。如果离子交换剂已经使用过，也可以用这种处理方法使它恢复
为原来的离子型，这种处理称为再生。处理好的离子交换剂装柱后，即可上样进行离子交

换层析分离。下面以阴离子交换剂为例简单介绍离子交换层析的基本分离过程（图 １ －
３ － ７）。

图 １ －３ －７　 离子交换层析分离蛋白质

阴离子交换剂的电荷基团带正电，装柱平衡后，与缓冲溶液中的带负电荷的平衡离子

结合。待分离溶液中可能有正电基团、负电基团和中性基团。加样后，负电基团可以与平

衡离子进行可逆的置换反应，而结合到离子交换剂上。而正电基团和中性基团则不能与离

子交换剂结合，随流动相流出而被去除。通过选择合适的洗脱方式和洗脱液，如增加离子

强度的梯度洗脱，随着洗脱液离子强度的增加，洗脱液中的离子可以逐步与结合在离子交

换剂上的各种负电基团进行交换，而将各种负电基团置换出来，随洗脱液流出。与离子交

换剂结合力小的负电基团先被置换出来，而与离子交换剂结合力强的需要较高的离子强度

才能被置换出来，这样带不同负电基团的组分就会按其与离子交换剂结合力从小到大的顺
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序逐步被洗脱下来，分级分离。

（五）亲和层析

１ 概念　 亲和层析（ａｆｆｉｎｉｔｙ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ）是利用生物分子间专一的亲和力而进行分
离的一种层析技术。亲和层析是分离纯化蛋白质、酶等生物大分子最为特异而有效的层析

技术，分离过程简单、快速，分辨率高，在生物组分分离中有广泛的应用。同时它也可以用

于某些生物大分子结构和功能的研究。

２ 原理　 生物分子间存在很多特异性的相互作用，如抗原 －抗体、酶 －底物或抑制
剂、激素 －受体等，它们之间都能够专一而可逆地结合，这种结合力就称为亲和力。亲和层
析的分离原理就是通过将具有亲和力的两个分子中的一个固定在不溶性基质上，利用分子

间亲和力的特异性和可逆性，对另一个分子进行分离纯化。被固定在基质上的分子称为配

体，配体和基质是共价结合的，构成亲和层析的固定相，称为亲和吸附剂；与配体特异亲和

的样品组分称为配基。亲和层析时首先选择与待分离的生物大分子有亲和力的物质作为

配体，例如分离酶可以选择其底物类似物或竞争性抑制剂为配体，分离抗体可以选择抗原

作为配体等。并将配体共价结合在适当的不溶性基质上，如常用的 Ｓｅｐｈａｒｏｓｅ４Ｂ 等。将制
备的亲和吸附剂装柱平衡，当样品溶液通过亲和层析柱的时候，待分离的生物分子就与配

体发生特异性的结合，从而留在固定相上；而其他杂质不能与配体结合，仍在流动相中，并

随洗脱液流出，这样层析柱中就只有待分离的生物分子。通过适当的洗脱液将其从配体上

洗脱下来，就得到了纯化的待分离物质。

亲和层析是利用生物分子所具有的特异的生物学性质———亲和力来进行分离纯化的。

由于生物分子间的亲和力具有高度的专一性，使得亲和层析的分辨率很高，是分离生物大

分子的一种理想的层析方法。

３ 亲和吸附剂　 亲和吸附剂的选择和制备是亲和层析的关键步骤，此过程包括基质
和配体的选择、基质活化、配体与基质的偶联。

（１）基质
１）基质的性质：亲和层析基质应具以下性质：①具有较好的理化稳定性；②能与配体

稳定结合；③基质本身与样品各个组分均没有明显的非特异性吸附，且不影响配体与待分
离组分的结合。常用作亲和层析的基质有纤维素、交联葡聚糖、琼脂糖、聚丙烯酰胺等凝

胶，其中以琼脂糖凝胶应用最为广泛。

２）基质的活化：基质的活化是指通过对基质进行化学处理，使其表面的一些化学基团
转变为易与特定配体结合的活性基团。溴化氰活化法是最常用的活化方法之一，活化主要

是生成可与伯胺基反应的亚胺碳酸活性基团，含有伯胺基的配体如氨基酸、蛋白质都可以

结合在活化基质上。

（２）配体：理想的配体应具有以下性质：①配体与待分离组分有特异的强亲和力，且对
其他组分没有非特异性吸附作用；②配体能与基质共价稳定结合，偶联过程不影响配体与
待分离组分的亲和力；③配体本身应具有较好稳定性，可多次重复使用。

（３）配体与基质的偶联：基质活化处理后，其表面具有多种活性基团，这些基团在温和
的条件下可与含氨基、羧基、醛基、酮基、羟基、硫醇基等多种配体反应，使配体偶联在基质

上。配体和基质偶联后，必须要反复洗涤，以去除未偶联的配体。
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（４）亲和吸附剂再生：将使用过的亲和吸附剂，通过特定方法去除吸附在其基质和配
体上结合的杂质，使亲和吸附剂恢复亲和吸附能力，此过程称为吸附剂再生。一般情况下，

使用过的亲和层析柱，用大量的洗脱液或高浓度的盐溶液洗涤，再用平衡液平衡即可再次

使用。

４ 亲和层析操作　 亲和层析的基本操作如图 １ － ３ － ８ 所示：选择能与待分离组分特异
识别及可逆结合的配体分子；将配体活化后，共价结合到层析基质载体上，即配体与基质的

偶联固定；把基质 －配体复合物装入层析柱内做成亲和层析柱；上样→洗涤杂质→洗脱收
集亲和分子（待分离组分）→亲和吸附剂再生。

图 １ －３ －８　 亲和层析分离大分子示意图
Ａ 配体的选择　 Ｂ 配体偶联载体基质　 Ｃ 上样亲和，杂质分离　 Ｄ 目标样品洗脱分离

５ 亲和层析应用　 亲和层析在生物大分子分离纯化方面的应用极为广泛，下面举例
简单介绍几种常见的亲和层析应用。

（１）抗原和抗体：利用抗原、抗体间高特异的亲和力而进行亲和层析分离的方法称为
免疫亲和层析。例如将抗原结合于亲和层析基质上，就可以从血清中分离其对应的抗体。

（２）激素与受体：利用激素和受体间的高亲和力进行亲和层析是分离受体的重要方
法。目前已经用亲和层析方法纯化出了大量的受体，如乙酰胆碱、肾上腺素、生长激素、胰

岛素等多种递质或激素的受体。

（３）多核苷酸和核酸：利用 ｐｏｌｙ（Ｕ）作为配体可以用于分离 ｍＲＮＡ 以及各种 ｐｏｌｙ（Ｕ）
结合蛋白。Ｐｏｌｙ（Ａ）可以用于分离各种 ＲＮＡ、ＲＮＡ聚合酶以及 ｐｏｌｙ（Ａ）结合蛋白。以 ＤＮＡ
作为配体可分离各种 ＤＮＡ结合蛋白、ＤＮＡ聚合酶、ＲＮＡ聚合酶等。

（４）细胞分离：利用配体与细胞表面受体的相互作用，亲和层析可用于细胞分离。例
如凝集素可用于分离红细胞以及淋巴细胞，胰岛素可用于脂肪细胞分离等。

（张　 伟）
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