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第四节 凝胶过滤层析

( Gel filtration chromatography，GFC )



2

利用凝胶粒子为固定相，根据料液中溶质相对分
子质量的差别进行分离的液相层析法。

一、原理与操作

原理

凝胶介质像分子筛一样，将大小不同的分子进行
分离，因而又叫体积排阻色谱





•凝胶过滤的基本原理：

• 含有尺寸大小不同分子的样品进入层析柱
后，较大的分子较大的分子不能通过孔道扩散进入凝
胶珠体内部，较小的分子较小的分子可以通过部分孔
道，更小的分子更小的分子可通过任意孔道扩散进入
珠体内部。从而使得小分子移动最慢,中等
分子次之，不同分子尺寸的分子先后顺序
不同流出层析柱，达到分离的目的。



§凝胶过滤层析过程示意图

§小分子进入葡聚糖珠内

§大分子不能进入珠内，经
珠之间缝隙流出

§凝胶基质

§凝胶珠

§带网孔的
葡聚糖珠
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操作
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① 亲水性高，表面惰性；
②稳定性强，在较宽的pH和离子强度范围以及化学

试剂中保持稳定，使用寿命长；
③具有一定的孔径分布范围；
④机械强度高，允许较高的操作压力 (流速)。

二、凝胶过滤介质

蛋白质等生物大分子的分级分离、除盐和分子
量测定

2、介质的要求

1、应用
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(1) Sephadex G是最传统的软凝胶过滤介质,是利用
葡聚糖交联制备的，交联剂采用环氧氯丙烷。G后
面的数字越大表示孔径越大，排阻极限也越大。

3、介质的种类

(2)琼脂糖凝胶Sepharose机械强度较低。Sepharose
CL是利用环氧氯丙烷交联制备的琼脂糖凝胶，机械
强度较普通Sepharose高。

(3) TSK凝胶是利用亲水性合成高分子制备的凝胶过
滤介质，有较高的机械强度，其中HW系列为半刚
性凝胶，适用于中压液相层析;  PW系列机械强度更

高，适用于高压液相层析。
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（4）Superdex凝胶粒径为24-44µm，分离精度高
，适用于高效液相层析。

（5）Superose常用于高效离子交换层析和高效亲
和层析的载体。



• (1)柱体积：柱体积是指凝胶装柱后，从柱的底

板到凝胶沉积表面的体积。在色谱柱中充满凝

胶的部分称为凝胶床，因此柱体积又称“床”体

积，常用Vt表示。

• 峰洗脱体积：指被分离物质通过凝胶柱所需洗

脱液的体积，常用Ve表示。

4、凝胶特性参数



① 外水体积：色谱柱内凝胶颗粒间隙，这部分体积称外水

体积，亦称间隙体积，常用Vo表示。

– 空隙体积可用相对分子质量大于排阻极限的溶质测

定。

– 一般使用平均相对分子质量为2000kD的水溶性蓝色

葡聚糖 (blue dextran)。

② 内水体积：因为凝胶为三维网状结构，颗粒内部仍有空

间，液体可进入颗粒内部，这就分间隙的总和为内水体

积，常用Vi表示。不包括固体支持物的体积（Vg）。

③ 支持物的体积（Vg）



【基本概念】

外水体积、内水体积、柱床体积外水体积、内水体积、柱床体积

外水体积（外水体积（VVoo）是指凝胶柱中凝胶颗粒周围空间的）是指凝胶柱中凝胶颗粒周围空间的

体积内水体积（体积内水体积（VVii）是指凝胶颗粒中孔穴的体积。）是指凝胶颗粒中孔穴的体积。

柱床体积柱床体积是（是（VVtt）凝胶柱所能容纳的总体积。）凝胶柱所能容纳的总体积。
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(2)排阻极限（exclusion limit）：

指不能扩散到凝胶网络内部的最小分子的相对分子
质量，其洗脱体积为V0。

(3)分级范围(fractionation  range):

能为凝胶阻滞并且相互之间可以得到分离的溶质的

相对分子质量范围。
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市售干燥凝胶颗粒使用前要用水溶液进行溶胀处

理，溶胀后每克干凝胶所吸收的水分的百分数

（4）溶胀率:

溶胀率=  100% ×(溶胀处理平衡后重量-干燥重量)
干燥重量

Sphadex G50的溶胀率为500%士30%。
Sphadex G系列中的凝胶型号与溶胀率有关。
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一般为球形，粒径越小，HETP越小，分离效率越

高。

凝胶粒径多用筛目或微米表示。

软凝胶粒径较大，一般为50-150µm(100-200目)，硬
凝胶粒径较小，一般为5-50µm。

例如，Sepharose和Sephadex凝胶粒径分布为45-165µm
，而Superose和TSK Toyopearl HW系列可小到20-
40µm，甚至6-10µm。

(5)凝胶粒径:



• （6）填充体积（Packing volume）

• 1克干凝胶溶胀后所占有的体积。由此可以估

算装满一定体积的层析柱所需的干凝胶量。譬

如，SephadexG50的填充体积为9－11cm3/g，

也叫溶胀因子。
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三、 影响分离特性的因素

1、流动相流速

蛋白质分离时，流速对分离度的影响是一个很重

要的因素，一般在低流速下蛋白质分离是比在低流速下蛋白质分离是比

较理想较理想。
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2、样品容量

进样体积和样品的浓度将明
显地影响蛋白质的分离度。

样品的浓度范围一般在0.01%--0.5%，最好是高浓

度、小体积，在一般范围内可以得到好的分离效
果，蛋白质的样品体积为柱体积的1%--3%比较合

适。
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实际上，料液浓度较高时，洗脱曲线常呈现不

对称形状，如出现吐舌或拖尾，甚至出现分裂

的两个峰，使HETP急剧增大。

主要原因是料液区和流动相的粘度差引起的。

经验表明，料液与流动相的粘度比需小于2

料液浓度

理论上，洗脱时间和HETP与料液浓度无关。



要分离的分子分为三类：
A类：dA＞最大孔径，全排阻（出）

凝胶对它无阻滞，最早流出；Kd=0

C类：dC＜最小孔径，能进入全部孔隙区

阻滞最大，流速最慢，最晚流出； Kd=1

B类：最小孔径＜dB＜最大孔径，进入部分孔隙区

大小不同B类分子之间阻滞不同，可以分离

0＜Kd＜1

3、相对分子质量与分配系数

把B类分子的分离称为分级分离B′B″…

把A、B、C类分子间分离称为组别分离A B C



4、凝胶粒度的影响

• 凝胶粒度的大小对分离效果有直接的影响。一般来说

，细粒凝胶柱流速低，但洗脱峰窄，分辨率高，多用

于精制分离或分析等。粗粒凝胶柱流速高，但洗脱峰

平坦，分辨率低，多用于粗制分离，脱盐等。

同一流速下不同粒度的SephadexG-25柱的洗脱效果



四、凝胶过滤层析实验技术

• 选择适宜的凝胶是取得良好分离效果的最根本的保

证。选取何种凝胶及其型号、粒度，一方面要考虑

凝胶的性质，包括凝胶的分离范围（渗入限与排阻

限）、理化稳定性、强度、非特异吸附性质等

1、凝胶的选择

另一方面：

对生物样品来说，经常遇到的是两种分离形式



组别分离

• 目的是分开样品中分子量悬殊的“较大分子组”和“较小

分子组”两类物质，并不要求分离分子量相近的组分

• 选择凝胶时，应使样品中大分子组的分子量大于其排阻

限，而小分子组的分子量小于渗入限。也就是说大分子

的分配系数Kd=0，小分子的Kd＝1。这样能取得最好

的分离效果。

例题：从某蛋白质溶液（MW=5500D）中除去无机盐，

应选择下列哪种凝胶最合适？

B. Sephadex G-25（分级范围，1000-5000 D）

A. Sephadex G-15（分级范围， <1,500 D）

C. Sephadex G-150（分级范围， 5,000-400,000 D）



分级分离

• 使各种物质的Kd值尽可能相差大一些。

• 首先决不能使它们的分子量都分布在凝胶分离范围
的一侧，也就是Kd不要都接近于0或1，而要使组

分的分子量尽可能分布在凝胶分离范围的两侧，或

接近两侧的位置。

• 如果样品中含有3个组分的话，最好一个接近全排

阻，另一个接近全渗入，第三个为部分渗入，且分

子量大于渗入限的3倍，并小于排阻限的1／3。

•目的是分开分子量不很悬殊的大分子物质



例题：从某三种蛋白质混合溶液（MW=5000、20,000、

60,000）中除去无机盐，应选择下列哪种凝胶最合适？

B. Sephadex G-75（分级范围， 3,000~70,000 D）

A. Sephadex G-25（分级范围， 1000-5000 D）

C. Sephadex G-150（分级范围， 5,000-400,000 D）



一般柱长度不超过一般柱长度不超过100cm100cm，为得到高分辨率，可以将可以将

柱子串联使用柱子串联使用。用于分组分离的凝胶柱，如脱盐柱由

于对分辨率要求较低，所以一般比较短。

2、层析柱的选择

层析柱大小主要是根据样品量的多少以及
对分辨率的要求来进行选择。

层析柱的长度对分辨率影响较大，长的层析柱分辨率

要比短的高；但层析柱长度不能过长，否则会引起柱

子不均一、流速过慢等实验上的一些困难。



在凝胶层析中流动相只是起运载工具的作用，一般

不依赖于流动相性质和组成的改变来提高分辨率，

改变洗脱液的主要目的是为了消除组分与固定相的改变洗脱液的主要目的是为了消除组分与固定相的

吸附等相互作用吸附等相互作用，所以和其他层析方法相比，凝胶

层析洗脱液的选择不那么严格。

3、洗脱液的选择



由于凝胶层析的分离机理简单以及凝胶稳定

工作的pH值范围较广，所以洗脱液的选择主要取

决于待分离样品，一般来说只要能溶解被洗脱物

质并不使其变性的缓冲液都可以用于凝胶层析。

为了防止凝胶可能有吸附作用，一般

洗脱液都含有一定浓度的盐。



• 样品的粘度：粘度大产生介

质吸附，一般要求样品粘度

小于0.01Pa·s

• 样品的浓度：样品浓度以不

大于4％为宜，样品浓度过大

往往导致粘度增大。如果样

品浑浊，应先过滤或离心除

去颗粒后上柱。

• 样品的体积：分析用量一般

应低于总柱体积的5%，制备

用量一般为15%或更多（20-

30%）。

样品黏度对洗脱曲线的影响

（1）加葡萄糖2 000，使终浓度为5%，
相对粘度11.8;（2）加葡萄糖2 000，使
终浓度为2.5%，相对粘度4.2; （3）加
葡萄糖2 000，使终浓度为1%.

4、样品的准备



要恒定而且合适

方法：a.使用恒流泵，b.恒压重力洗脱。

洗脱速度取决于柱长、凝胶种类、颗粒大小等取决于柱长、凝胶种类、颗粒大小等。

洗脱速度慢，样品可以与凝胶基质充分平衡，分离效果

好，但过慢会造成样品扩散加剧，区带变宽，反而会降低

分辨率，而且实验时间延长。

选择合适的洗脱速度，可以通过预备实验来选择选择合适的洗脱速度，可以通过预备实验来选择。。

市售的凝胶一般会提供一个建议流速，可供参考。

5、洗脱速度
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四、GFC 的应用及特点

l、分离纯化
GFC可用于相对分子质量从几百到l06数量级的物

质的分离纯化，是蛋白质、肽、脂质、抗生素、糖类
、核酸以及病毒(50-400nm)的分离与分析中常用的液

相层析法。

GFC还可用于医药产业中无热原水的制备以及低分

子生物制剂中抗原性杂质的除去。

（1）酶解产物的分离

（2）纯化青霉素
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2·脱盐

另一主要用途是生物大分子溶液的脱盐，以及除去其
中的低相对分子质量物质。

3、相对分子质量的测定（分级分离）

m＝a－blogMW



测定相对分子质量

• 标准曲线法

Ø 对于特定的测定系统，先以3个以上（越多越好）的已知分子量的标准蛋

白（目前已有配套标准蛋白系列产品出售）过柱，测取各自的Ve值。以

Ve作纵坐标，LogM作横坐标制做标准曲线。

Ø 在同一测定系统中测出未知物质的Ve值便可由标准曲线求得分子量。分

子量在10 000～150 000之间的球形蛋白用此法测出的分子量误差在10％

左右。

Ve

log M

标准曲线



34

4、GFC的特点

①溶质与介质不发生相互作用，可采用恒定洗脱法洗

脱展开，操作条件温和，产品收率可接近100%；

②每批分离操作结束后不需要进行介质的清洗或再生
，故容易实施循环操作，提高产品纯度；

③作为脱盐手段，GFC比透析法速度快，精度高；与

超滤法相比，剪切应力小，蛋白质活性收率高；
④分离机理简单，操作参数少，容易规模放大。
⑤操作简便，凝胶过滤介质相对价廉易得。
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Ø仅根据溶质之间分子量的差别进行分离，选

择性低，料液处理量小；

Ø经GFC洗脱展开后产品被稀释。因此需要在

具有浓缩作用的单元操作(如超滤、离子交换和

亲和层析等)后使用。

Ø料液处理量小，并且样品粘度不宜太高。

GFC的缺点：
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一、 原理
离子交换层析是利用离子交换剂为固定相，

根据荷电溶质与离子交换剂之间静电相互作用力的
差别进行溶质分离的洗脱层析法。

第五节 离子交换层析
Ion exchange chromatography, IEC



ü离子交换层析原理示意图



分辨率高、工作容量大，易操作，
是分离纯化蛋白质、多肽、核酸以及大部分发酵
产物的重要方法，在生化分离中约有75％采用离

子交换层析。

1、特点
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2、离子交换树脂的分类

根据可电离的交换基团或功能基团

阳离子交换树脂

酸性电离基团
可交换阳离子

阴离子交换树脂

碱性电离基团
可交换阴离子

强酸

弱酸

强碱

弱碱
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SO3-

强酸性：

Sephadex 磺酸基

强碱性：

Sephadex 二乙胺乙基DEAE

(CH2)2-N
+H

C2H5

C2H5

基质 活性功能基团
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常用的阴离子交换基有：

DEAE（二乙胺乙基，pH<8.6)；

QAE（季胺乙基）。

常用的阳离子交换基有：

CM（羧甲基，pH>4)；

SP（磺丙基）。
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（1） 纤维素类

离子交换纤维是最早用于生物大分子分离的介质，
具有松散的亲水网络、孔隙大、表面积大等优点。

Ø葡聚糖系 在Sephadex G25及G50两种凝胶介

质上引入功能基后，产生的多种离子交换介质. 

Ø琼脂糖系 琼脂糖凝胶介质上引入功能基可得

到多种离子交换介质，

3、 离子交换介质

（2） 多糖类
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（3） 树脂类

该类离子交换介质商品化型号主要为Toyoperal系列。

类 型
性 能

DEAE-Toyoperal
650

CM-Toyoperal
650

介质类型 WB WA

粒径（S）/μm 20～40 20～40

粒径（M）/μm 40～80 40～80

功能基pK值 11.5（可用于酸性蛋白） 4.7

排阻极限（PEG） 1 000 000 1 000 000

交
换
容
量

全交换容量/mmol·g－1 108 120

有效
容量

/mg·ml－1

牛血清蛋白 26 45

铁蛋白 15 －

甲状腺球蛋白 11.5 －

流 速/cm·h－1 >300 >300
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对蛋白质、肽及低聚核苷酸等有很高的分离效果
，其粒径分布极窄（10μm），有3种类型的功能
基。Mini系为粒径最小的离子交换剂。

（4） Mono Beads系

牌号 排阻极限
粒径
/μm

pH稳定

性
[短时清
洗]

全交换容量
/μmol·ml－1 特性/应用

Mono Q 1×107 10
2～12

[2～14]
270～370

强碱性阴离子交换介质，适用
于单科隆抗体的分离

Mono S 1×107 10
2～12

[2～14]
140～180

强酸性阳离子交换介质，适于
分离多肽

Mono P 1×107 10
2～12

[2～14]
150～210

弱碱性阴离子交换介质，可用
于聚焦色谱

Mini Q － 3
3～11

[1～14]
－

强碱性阴离子交换介质，有极
高的分辨率

Mini S － 3
3～11

[1～14]
－

强酸性阳离子交换介质，有极
高的分辨率
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二、离子交换层析的洗脱方式

∞+= m
I

A
Im

B
)(

荷电溶质在离子交换剂上的分配系数

m∞为离子强度无限大时溶质的分配系数，是静电

相互作用以外的非特异性吸附引起的溶质在离子
交换剂上的分配。

流动相的离子强度
B为吸附１个

蛋白质分子所
交换的反离子
数

b
B

a
=
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Øm蛋白质对I非常敏感，I的微小改变，就会引起m
的很大变化;

Ø不同蛋白质的B值相差很大，即在同一I值下不
同蛋白质分配系数可能相差非常大(数量级)。

IEC操作采用恒定洗脱法的问题？
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l使恒定洗脱条件下难于洗脱的溶质在较小的
流动相体积下洗脱；

l在改善分离度的同时缩短洗脱时间。

n线性梯度洗脱法

n离子强度阶跃增大的逐次洗脱法
解决方法：

1、线性梯度洗脱

特点：流动相离子强度线性增大

m连续降低 溶质的移动速度逐渐增大

优点：
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如果流动相离子强度的阶跃速度很快 ,逐次洗脱

接近线性梯度洗脱；反之则接近恒定洗脱。

2、逐次洗脱过程

特点：
流动相的离子强度阶跃增大;
m阶段式降低;

溶质的移动速度阶段式增大

逐次洗脱是介于恒定洗脱和线性梯度洗脱之间的
一种洗脱法。
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IEC柱内溶质区带移动行为可大致分为两种

m>0 m=0
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线性梯度洗脱和逐次洗脱的特点：

溶质在洗脱过程中得到浓缩

流动相离子强度 (盐浓度)连续增大

，不出现干扰峰，操作范围广

(1)线性梯度洗脱法

需要特殊的调配浓度梯度的设备缺点：

优点：
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如果料液组成未知，应首先采用线
性梯度洗脱法，确定各种组分的分
配特性以及层析操作的条件。

（2)逐次洗脱法

优点：
利用切换不同盐浓度的流动相溶液
进行洗脱，不需要特殊梯度设备，
操作简便；

缺点：

流动相浓度不连续变化，易出现干
扰峰。出现多组分洗脱峰重叠的现
象，因此洗脱操作参数 (如盐浓度，
体积)的设计较困难.

实际操作
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强型离子交换树脂，操作pH宽广，但难于解吸。

如用强酸、碱等；
在实用中，多用弱型离子交换树脂，容易解吸。

1、树脂选择

三、离子交换的影响因素

考虑：蛋白质的等电点、介
质的电离常数pK，全交换容
量等参数。
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如阴离子交换树脂，当pH>pI时，蛋白质带有
负电，pH越高，负电荷越多，越容易吸附在

阴离子交换树脂上。
结果吸附容量大，但解吸时困难。

2、 pH ——影响吸附的最重要的一个因素

原因： pH决定蛋白质的带电荷大小，直接影响

蛋白质在离子交换吸附剂上的吸附。
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高离子将会解吸吸附的溶质。所以离子交换一般
不接在盐析分离后。如果必须在盐析后，也应该
先除盐后，再进行离子交换。
缓冲液中的离子强度的选择也很重要，一般在10
－50mmol/L。离子强度越低，吸附越强，但也

越难解吸。具体浓度要由试验确定。

3、离子强度

离子交换吸附在很低的离子强度下进行

原
因

ZI

m
m 1=



1、离子交换剂的选择

（1）阴阳离子交换剂的选择

依据被分离组分所带电荷

若带正电荷，用阳离子交换剂

若带负正电荷，用阴离子交换剂

若为两性物质，则看其在什么pH范围叫稳定

如：某pro的pI=5.0，若其在pH5~8稳定，

则选择阴离子交换层析；

若其在pH＜5较稳定，

则选择阳离子交换层析

五、离子交换层析实验技术



（2）强、弱离子交换剂的选择

一般，强性离子交换剂适用范围广，常用于制

备去离子水和分离在极端pH中解离且较稳定的物

质；而弱性离子交换剂的适用范围相对较窄，在

中性溶液中的交换容量也较高，且用其分离生命

大分子物质时，不易引起失活。

——故分离生物样品时习惯采用弱性离子交换剂



（3）不同基质离子交换剂的选择

常见的几种不溶性基质有树脂、纤维素、葡

聚糖和琼脂糖。在分离生命大分子物质时，一般

选择亲水性基质

（因为由亲水性基质制成的离子交换剂对生命大

分子物质的吸附和洗脱都比较温和，层析时不会

导致被分离物质活性丧失）



2、缓冲液的选择

由于离子交换剂除了可与被分离组分进行

交换外，还可以与缓冲液中的离子进行交换。

离子交换剂吸附被分离物的量与缓冲液的pH值

及离子强度密切相关。



（1）已知pI的生物样品的分离

①pH和离子强度应满足有效成分与离子交换剂结

合，而杂质不能与交换剂结合。pH值一般应比有效

成分的pI值高或低1个单位；

②缓冲液的离子强度pH值，使有效成分与离子交换

剂疏松结合，而杂质与交换剂牢固结合；然后选用

高于初始缓冲液离子强度的缓冲液作为洗脱液，使

有效成分解离下来，而杂质不解离，达到分离的目

的。



（2）未知pI的生物样品的分离

关键在于了解有效成分的pI

①起始缓冲液pH的选择：看哪一管的有效成分完全被吸附
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——可以采用膨胀床直接

处理发酵液或破碎液

3 、操作形式的选择

固定床或膨胀床

柱子状吸附还是批次投料
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五、应用举例

1、 氨基酸和碱性肽类的分离

IEC是蛋白质，肽和核酸等产物的主要纯化手段。
具有通用性，选择性远高于GFC。

2、 碱性水溶性抗生素的分离

3、蛋白质的分离纯化

目前约有80％的蛋白质分离纯化中用到离子交换
。离子交换纯化倍数一般可达到3－10倍左右。离

子交换层析中一般采用盐浓度梯度洗脱，以达到
高分辨率。
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①料液处理量大，具有浓缩作用，可在较高流速
下操作；

②应用范围广泛，优化操作条件可大幅度提高分
离的选择性，所需柱长较短；

③产品回收率高；
④商品化的离子交换剂种类多，选择余地大，价
格也远低于亲和吸附剂。

IEC具有如下的特点：
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第六节 疏水性相互作用层析

利用表面偶联弱疏水性基团(疏水性配基)的疏水

性吸附剂为固定相，根据蛋白质与疏水性吸附
剂间的弱疏水性相互作用的差别进行蛋白质类
生物大分子分离纯化的洗脱层析法。

一、原理

(Hydrophobic interaction chromatography，HIC)
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疏水基团可与亲水性固定相表面偶联的短链烷基
、苯基等弱疏水基发生疏水性相互作用，被固定
相 (疏水性吸附剂)所吸附。

亲水性蛋白质表面均含有一定量的疏水性基团，
疏水性氨基酸（如酪氨酸、苯丙氨酸等)含量较多
的蛋白质疏水性基团多，疏水性也大。

依据：
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在离子强度较高的盐溶液中，蛋白质表面疏水部
位的水化层被破坏，裸露出疏水部位，疏水性相
互作用增大。

蛋白质在疏水性吸附剂上的分配系数随流动相盐
析盐浓度 (离子强度)的提高而增大。

特点：

HlC洗脱则主要采用降低流动相离子强度的线
性梯度洗脱法或逐次洗脱法。
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二、疏水性吸附剂

各种凝胶过滤介质经偶联疏水性配基后均可用作疏
水性吸附剂。

常用的疏水性配基
苯基、短链烷基(C3-C8)、烷

氨基、聚乙二醇和聚醚等。
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①疏水性吸附作用与配基的疏水性 (疏水链长度)
和配基密度成正比;

②疏水性高的配基应较疏水性低的配基修饰密度
低。

③一般配基修饰密度在l0-40µmol/cm3之间。
④配基修饰密度过小则疏水性吸附作用不足，密
度过大则洗脱困难。

特点：



三、影响疏水性吸附的因素

（1）离子强度及种类

随离子强度的提高而增大，高价阴离子存在吸附作

用较强，常用硫酸铵、硫酸钠和氯化钠等盐溶液为

流动相，在略低于盐析点的盐浓度下进料，逐步降

低浓度洗脱。

（2）破坏水化作用的物质

SCN-，ClO4和I-等半径大、电荷密度低的阴离子

疏水性吸附减弱，蛋白质易于洗脱

乙二醇、丙三醇等含羟基的物质 洗脱促进剂



（3）表面活性剂

与吸附剂及蛋白质的疏水部位结合，减弱
蛋白质的疏水性吸附。

膜蛋白的分离

表面活性剂的种类和浓度



• HIC与IEC作用机理不同，互相取长补短；

• 由于在高浓度盐溶液中疏水性吸附作用较大，因

此HIC可直接分离盐析后的蛋白质溶液；

• 通过调节疏水培基链长和密度调节吸附力，因此

可以根据目标产物的性质选择适宜的吸附剂；

• 吸附剂种类多，选择余地大，价格与粒子交换剂

相当。

四、HIC的特点
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1. 液相色谱的原理及分类。
2. 凝胶过滤色谱、离子交换色谱、疏水性相互作用色
谱的分离原理；

3. 层析介质的特点和最常用的层析基质；

4. 容量因子、选择性和理论塔板数如何影响分离度？
5. 何为凝胶过滤层析的排阻极限与分级范围？

6. 凝胶过滤层析中待分离的物质可以分为哪几类，分
离方式可以分为哪几类？

7. 色谱分离中的各参数如何影响分离效率？
8. 如何确定凝胶过滤层析的实验操作参数？
9. 凝胶过滤层析有那几个方面的应用。

思考题?



• 凝胶层析、离子交换层析、疏水性相互

作用层析的原理、洗脱方法与特点、影

响因素、实验参数选择?


