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碱性磷酸酶的凝胶过滤柱层析



实验目的

1.通过凝胶过滤柱层析对碱性磷酸酶进行进
一步纯化

2.学习并掌握凝胶过滤柱层析分离蛋白质的
原理和方法

3.利用凝胶过滤柱层析实验了解并掌握蛋白
纯化系统操作



实验材料及试剂

• 材料
–凝胶柱：superdex200 10/300GL（GE预装柱）
–蛋白样品：碱性磷酸酶DEAE含0.25M NaCl洗脱液
（要做过滤处理，小滤器）

• 试剂
–含0.1M NaCl的Tris缓冲液
（10mM Tris7.5,	100mM	NaCl)
–缓冲液需经0.45uM滤膜过滤后备用



实验原理

• 层析原理
• 层析系统介绍



层析原理
－－根据生物分子与填料的相互作用原理不同分成五个类型
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1.	Spherical	particles	packed	 into	a	column.

2.	Sample	applied. 3.	Buffer	(mobile	phase)	and	sample	
move	through	column. Molecules	diffuse	
in	and	out	of	matrix

4.	Large	molecules	leave	the	column	first	
followed	by	smaller	molecules	in	order	of	
size.Molecules	larger	than	the matrix pores
pass	straight	through.

Diffusion

Buffer

Diffusion into the pores

Diffusion out of the pores
Buffer

凝胶过滤层析

根据分子的大小不同来分离的，大分子由于进入不到填料孔径内，走的路
径短所以先从层析柱中流出来，小分子相反。



凝胶过滤层析

• 凝胶过滤层析(gel	filtration	chromatography)法又称
为排阻层析或分子筛方法，主要是根据蛋白质的
大小和形状，即蛋白质的质量进行分离和纯化。
层析柱中的填料是某些惰性的多孔网状结构物质，
多是交联的聚糖（如葡聚糖或琼脂糖）类物质，
使蛋白质中的物质按分子大小的不同进行分离。
也叫做分子排阻层析或者分子筛。

• 一般是大分子先流出来，小分子后流出来。



不同填料有特定的分离范围

1k                          10k                       100k                    1000k



Superdex200

－GE protocol



离子交换层析（IEX）

• 离子交换层析是一种吸附层析,根据带电荷的分子和
层析填料上相反电荷之间可逆的相互作用进行分离.

• 离子交换层析是基于分子之间电荷的差异进行分离.

带电荷的表面

•生物大分子如蛋白质的表面是带有电荷的
•净电荷是正的或负的
•净电荷随pH改变



上样和清洗 洗脱平衡 再生
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阴离子交换介质

离子交换的原理
－－生物大分子和填料相互结合，在一定的条件下又可以解离。



离子交换填料上也是带有电荷的

•阴离子交换填料
ü阴离子带负电荷
ü阴离子交换剂是带正电荷的配基，结合带负电荷的分
子，替换样品溶液中的阴离子

ü最常见的配基有 Q,	DEAE,	ANX

• 阳离子交换填料
ü阳离子带正电荷
ü阳离子交换剂是带负电荷的配基，结合带正电荷的分
子，替换样品溶液中的阳离子

ü最常见的配基有 S,	SP,	CM
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什么是疏水层析?

• 疏水层析是一种液相吸附
层系，它是依据生物分子
之间的疏水性的差别来进
行分离的。

• 组成蛋白质的氨基酸有的
是疏水性质的，所以蛋白
质上具有一些疏水区域。



将疏水性的化学集团偶联到填料上，这种填料就可以和蛋白质以疏水作用相互结合

溶质分子

表面暴露的疏水集团配基
水分子

流体中的水分子

ΔG = ΔH - T ΔS



什么是亲和层析?
• 亲和层析是一种通过生物分子之间的特异性的相互作用来分
离物质的层析方法.如酶和底物、抗原与抗体的非常专一的
相互作用。将配基固定在填料上，就可以结合相应的生物分
子，再采用合适的方法使之解离。

亲和层析的用途：

•带有标签的蛋白
•酶
•单克隆和多克隆抗体
•DNA结合蛋白 . . . . . .



层析系统



层析设备是逐渐发展的，以往做层析设备需要用到多种设备，如
泵、检测器、记录仪等，AKTApurifier将各种设备整合到了一起，

通过软件来控制层析过程。



AKTApurifier



液体输送系统-柱塞泵

流速范围：
10ul/min~100ml/min

最高压力：20MP



检测系统-紫外检测器

• 紫外吸光值
– 190nm～700nm
– 同时检测三个波长
– 氙灯

• 电导

• pH



三通阀



系统泵
双泵，四泵头



梯度混合器

压力感受器



在位过滤器



pH流动池

从电导流动池出来到达pH流动
池可以演示pH探头的使用方法



上样阀



上样阀的三种状态

除了使用样品环上样外根据不同样品体积还可以

采用其他的上样方式如：

•Sample	loop：0.01~5ml

•Superloop:	 						1ml~150ml

•Sample	pump:	0.5~1L

•System	pump:	>50ml



System Pump

LOAD

Sample
Loop

Sample

Load 状态下的通路为从泵过来的液体通过7到1到柱子。样品环接在2和6之间
这时如果将样品从3号打进去就会打到2号进入样品环充满整个样品环后从4号流出
也可以将loop换成super loop，位置还是接在2、6之间

1

7

6

2

4 5

上样阀是个7通阀，阀芯上的通路决定了液体的流向，有三
种状态：load，inject，waste

Waste

Syringe Needle
Adaptor

3



柱位阀



样品收集器



流路介绍



仪器操作

Unicorn	Software



Unicorn软件界面



系统控制窗口

运行时各种检测曲线Curves

流路图Flow Scheme

工具栏Toolbar

运行数据Run Data

执行过的命令在Logbook中

对设备的手动控制，层析过程的检测



方法编辑窗口

编辑一个全自动运行的方法，让AKTA全自动运行



结果处理窗口

层析结果分析和处理，包括积分、输出报告、以及曲线的处理



实验操作

准备缓冲液、
样品和层析柱

清洗及管道准
备

安装层析柱

开始纯化 收集样品 结束实验



准备缓冲液、
样品和层析柱

•样品：碱性磷酸酶（上样量100ul）
•缓冲液：含0.1M NaCl的Tris缓冲液
•层析柱：Superdex200 10/300GL
•**所有的工作溶液和样品必须经过0.45µm的滤膜过滤，以防堵塞层析柱

清洗及管
道准备

•让管道内充满缓冲液
•System	Control窗口中的主菜单中点击Manual，选择 Pump→Pump wash	purifier，选中A管道为ON， Execute。

安装层析
柱

•Manual里选择Pump→Flow rate，输入流速0.5mL/min，Execute。
•将柱子连接到系统中，注意避免气泡进入柱子
•平衡层析柱，至Uv数值无变化，基线走平

开始纯化

•将样品推入样品环：将样品吸进注射器，推掉气泡，从InjectionValve的3号位推入，推好后不要取下注射器；
•等待柱子平衡好 (UV,	电导无变化)
•上样：在Manual里选择Flowpath→InjectionValve→Inject，Execute。

收集样品

•检查收集器是否已经准备就绪
•Frac→Man_fractionation，在fraction	 size中输入每管收集体积， exectue。
•结束收集：Frac→fractionation_stop，exectue。

结束实验

•按工具栏中的end按钮结束实验
•20％的乙醇冲洗系统和柱子后，拆下柱子。



 HiLoad26041  H6ERA153T305 AND KPNA6 78T505 20151222:10_UV  HiLoad26041  H6ERA153T305 AND KPNA6 78T505 20151222:10_Cond  HiLoad26041  H6ERA153T305 AND KPNA6 78T505 20151222:10_Cond%
 HiLoad26041  H6ERA153T305 AND KPNA6 78T505 20151222:10_Conc  HiLoad26041  H6ERA153T305 AND KPNA6 78T505 20151222:10_Flow  HiLoad26041  H6ERA153T305 AND KPNA6 78T505 20151222:10_Temp
 HiLoad26041  H6ERA153T305 AND KPNA6 78T505 20151222:10_Fractions  HiLoad26041  H6ERA153T305 AND KPNA6 78T505 20151222:10_Inject  HiLoad26041  H6ERA153T305 AND KPNA6 78T505 20151222:10_Logbook
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牛血清白蛋白（BSA）的脱盐实验



实验目的和原理

• 目的：利用脱盐实验熟悉蛋白纯化系统操作

• 原理：蛋白质是生物大分子，分子量比盐等小分
子大许多倍，用凝胶过滤方法可以非常容易的将
大分子蛋白质和小分子盐类分开达到脱盐的目的，
可通过紫外和电导检测器监控整个层析脱盐的过
程。在该实验中，蛋白质是大分子，盐离子是小
分子，因此蛋白质先出来（280nm有特征吸收），
盐离子后出来（电导值显示）



准备缓冲液、
样品和层析柱

•样品：1mg/mLBSA，0.5M	NaCl溶液 2mL
•缓冲液：去离子水
•层析柱：HiTrap Desalting		5	mL
•**所有的工作溶液和样品必须经过0.45µm的滤膜过滤，以防堵塞层析柱

清洗及管
道准备

•让管道内充满缓冲液
•System	Control窗口中的主菜单中点击Manual，选择 Pump→Pump wash	purifier，选中A管道为ON， Execute。

安装层析
柱

•Manual里选择Pump→Flow rate，输入流速0.5mL/min，Execute。
•将柱子连接到系统中，注意避免气泡进入柱子
•流速升至5mL/min，平衡层析柱

开始纯化

•将样品推入样品环：将样品吸进注射器，推掉气泡，从InjectionValve的3号位推入，推好后不要取下注射器；
•等待柱子平衡好 (UV,	电导无变化)
•上样：在Manual里选择Flowpath→InjectionValve→Inject，Execute。

收集样品

•检查收集器是否已经准备就绪
•Frac→Man_fractionation，在fraction	 size中输入每管收集体积， exectue。
•结束收集：Frac→fractionation_stop，exectue。

结束实验

•按工具栏中的end按钮结束实验
•20％的乙醇冲洗系统和柱子后，拆下柱子。



实验结果
 Manual run 4:10_UV  Manual run 4:10_Cond  Manual run 4:10_Inject  Manual run 4:10_Logbook

  0

 20

 40

 60

 80

100

120

mAU

0.0 2.0 4.0 6.0 8.0 ml


