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E8_8D_AF_E9_89_B4_E5_c23_248815.htm 【 全 文 】 凝胶色谱

技术是六十年代初发展起来的一种快速而又简单的分离分技

术，由于设备简单、操作方便，不需要有机溶剂，对高分子

物质有很高的分离效果。目前已经被生物化学、分子生物学

、生物工程学、分子免疫学以及医学等有关领域广泛采用，

不但应用于科学实验研究，而且已经大规模地用于工业生产

。 一、基本理论 （一）分子筛效益 一个含有各种分子的样品

溶液缓慢地流经凝胶色谱柱时，各分子在柱内同时进行着两

种不同的运动：垂直向下的移动和无定向的扩散运动。大分

子物质由于直径较大，不易进入凝胶颗粒的微孔，而只能分

布颗粒之间，所以在洗脱时向下移动的速度较快。小分子物

质除了可在凝胶颗粒间隙中扩散外，还可以进入凝胶颗粒的

微孔中，即进入凝胶相内，在向下移动的过程中，从一个凝

胶内扩散到颗粒间隙后再进入另一凝胶颗粒，如此不断地进

入和扩散，小分子物质的下移速度落后于大分子物质，从而

使样品中分子大的先流出色谱柱，中等分子的后流出，分子

最小的最后流出，这种现象叫分子筛效应。具有多孔的凝胶

就是分子筛。各种分子筛的孔隙大小分布有一定范围，有最

大极限和最小极限。分子直径比凝胶最大孔隙直径大的，就

会全部被排阻在凝胶颗粒之外，这种情况叫全排阻。两种全

排阻的分子即使大小不同，也不能有分离效果。直径比凝胶

最小孔直径小的分子能进入凝胶的全部孔隙。如果两种分子

都能全部进入凝胶孔隙，即使它们的大小有差别，也不会有



好的分离效果。因此，一定的分子筛有它一定的使用范围。

综上所述，在凝胶色谱中会有三种情况，一是分子很小，能

进入分子筛全部的内孔隙；二是分子很大，完全不能进入凝

胶的任何内孔隙；三是分子大小适中，能进入凝胶的内孔隙

中孔径大小相应的部分。大、中、小三类分子彼此间较易分

开，但每种凝胶分离范围之外的分子，在不改变凝胶种类的

情况下是很难分离的。对于分子大小不同，但同属于凝胶分

离范围内各种分子，在凝胶床中的分布情况是不同的：分子

较大的只能进入孔径较大的那一部分凝胶孔隙内，而分子的

可进入较多的凝胶颗粒内，这样分子较大的在凝胶床内移动

距离较短，分子较小的移动距离较长。于是分子较大的先通

过凝胶床而分子较小的后通过凝胶床，这样就利用分子筛可

将分子量不同的物质分离。另外，凝胶本身具有三维网状结

构，大的分子在通过这种网状结构上的孔隙时阻力较大，小

分子通过时阻力较小。分子量大小不同的多种成份在通过凝

胶床时，按照分子量大小“排队，凝胶表现分子筛效应。 （

二）色谱柱的重要参数 ⑴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，因引柱体积又称“床”体积，常用Vt 表示

。 ⑵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。 ⑶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，又称定相体积，常用Vi表

示。 不包括固体支持物的体积（Vg）。 ⑷峰洗脱体积：是指

被分离物质通过凝胶柱所需洗脱液有体积，常用Ve 表示。当

使用样品的体积很少时，（与洗脱体积比较可以忽略不计）



，在洗脱图中，从加样到峰顶位置所用洗脱液体积为Ve。 当

样品体积与洗脱体积比较不能忽略时，洗脱体积计算可以从

样品体积的一半到峰顶位置。当样品很大时，洗脱体积计算

可以从应用样品开始到洗脱峰升高的弯曲点（或半高处）。 

二、凝胶的种类及性质 （一）交联葡聚糖凝胶（Sephadex） 

⑴Sephadex G交联葡聚糖的商品名为Sephndex，不同规格型号

的葡聚糖用英文字母G表示，G后面的阿拉伯数为凝胶得水值

的10倍。例如，G-25为每克凝胶膨胀时吸水2.5克，同样G-200

克每克千胶吸水20克。交联葡聚糖凝胶的种类有G-10，G-15

，G-25，G-50，G-75，G-100，G-150，和G-200。因此，“G

”反映，凝胶的交联程度，膨胀程度及分部范围。 

⑵Sephadex LH-20，是─Sephadex G-25的羧丙基衍生物， 能

溶于水及亲脂溶剂，用于分离不溶于水的物质。 （二）琼脂

糖凝胶： 商品名很多，常见的有，Sepharose（瑞典

，pharmacia ），Bio-Gel-A（美国Bio-Rad）等。琼脂糖凝胶

是依靠糖链之间的次级链如氢键来维持网状结构，网状结构

的疏密依靠琼脂糖的浓度。一般情况下，它的结构是稳定的

，可以在许多条件下使用（如水，pH4-9范围内的盐溶液）。

琼脂糖凝胶在40℃以上开始融化，也不能高压消毒，可用化

学灭菌活处理。 （三）聚丙烯酰胺凝胶： 是一种人工合成凝

胶，是以丙烯酰胺为单位， 由甲叉双丙烯酰胺交联成的，经

干燥粉碎或加工成形制成粒状，控制交联剂的用量可制成各

种型号的凝胶。交联剂越多，孔隙越小。聚丙烯酰胺凝胶的

商品为生物胶－P （Bio-Gel P），由美国Bio-Rod厂生产，型

号很多，从P-2至P-300共10种，P 后面的数字再乘1000就相当

于该凝胶的排阻限度。 （四）聚苯乙烯凝胶商品为Styrogel ，



具有大网孔结构， 可用于分离分子量1600到40，000，000的

生物大分子，适用于有机多聚物，分子量测定和脂溶性天然

物的分级，凝胶机械强度好，洗脱剂可用甲基亚砜。 三、实

验技术 （一）层析柱 层析柱是凝胶层析技术中的主体，一般

用玻璃管或有机玻璃管。层析柱的直径大小不影响分离度，

样品用量大，可加大柱的直径，一般制备用凝胶柱，直径大

于2厘米，但在加样时应将样品均匀分布于凝胶柱床面上。此

外， 直径加大，洗脱液体体积增大，样品稀释度大。分离度

取决于柱高，为分离不同组分，凝胶柱床必须有适宜的高度

，分离度与柱高的平方根相关，但由于软凝胶柱过高挤压变

形阻塞，一般不超过1米。分族分离时用短柱，一般凝胶柱

长20-30厘米，柱高与直径的比较5:1─10:1，凝胶床体积为样

品溶液体积的4-10倍。 分级分离时柱高与直径之线为20:1

─100:1，常用凝胶柱有50amp.times.25厘米。层析柱滤板下的

死体积应尽可能的小，如果支掌滤板下的死体积大，被分离

组分之间重新混合的可能性就大，其结果是影响洗脱峰形，

出现拖尾出象，降低分辩力。在精确分离时，死体积不能超

过总床体积的1/1000。 （二）凝胶的选择 根据所需凝胶体积

，估计所需干胶的量。 一般葡聚糖凝胶吸水后的凝胶体积约

为其吸水量的2倍，例如Sephadex G-20的吸水量为20，1 

克Sephadex G─200吸水后形成的凝胶体积约40ml。凝胶的粒

度也可影响层析分离效果。粒度细胞分离效果好，但阻力大

，流速慢。一般实验室分离蛋白质采用100-200号筛目的

的Sephadex G-200效果好， 脱盐用Sephadex G-25、G-50，用

粗粒，短柱，流速快。 （三）凝胶的制备 商品凝胶是干燥的

颗粒使用前需直接在欲使用的洗脱液中膨胀。为了加速膨胀



，可用加热法，即在沸水浴中将湿凝胶逐渐升温至近沸，这

样可大大中速膨胀，通常在1-2小时内即可完成。特别是在使

用软胶时， 自然膨胀需24小时至数天，而用加热法在几小时

内就可完成。这种方法不但节约时间，而且还可消毒，除去

凝胶中污染的细菌和排除胶内的空气。 （四）样品溶液的处

理 样品溶液如有沉淀应过滤或离心除去，如含脂类可高速离

心或通过Sephadex G-15短柱除去。样品的粘度不可大，含蛋

白为超过4％，粘度高影响分离效果。上柱样品液的体积根据

凝胶床体积的分离要求确定。分离蛋白质样品的体积为凝胶

床的1-4％（一般约0.5-2ml），进行分族分离时样品液可为凝

胶床的10％，在蛋白质溶液除盐时，样品可达凝胶床的20-30

％。 分级分离样品体积要小，使样品层尽可能窄，洗脱出的

峰形较好。 （五）防止微生物的污染 交联葡聚糖和琼脂糖都

是多糖类物质，防止微生物的生长，在凝胶层析中十分重要

，常用的抑菌剂有: ⑴叠氨钠（NaN3）在凝胶层析中只要

用0.02％叠氮钠已足够防止微生物的生长，叠氮钠易溶一水，

在20℃时约为40％；它不与蛋白质或碳水化合物相互作用，

因此叠氮钠不影响抗体活力；不会改变蛋白质和碳水化合物

的层析我特性。叠氮钠可干扰荧光标记蛋白质。 ⑵可乐

酮[Cl3C-C(OH)(CH3)2]在凝胶层析中使用浓度为0.01-0.02％

。在微酸性溶液中它的杀菌效果最佳，在强碱性溶液中或温

度高于60℃时易引起分解而失效。 ⑶乙基汞代巯基水杨酸钠 

在凝胶层析中作为抑菌剂使用浓度为0.05-0. 01％。在微酸性

溶液中最为有效。重金属离子可使乙基代巯基的物质结合，

因而包含疏基的蛋白质可在不同程度上降低它的抑菌效果。 

⑷苯基汞代盐 在凝胶层析中使用浓度为0.001-0.01％。在微碱



性溶液中抑效果最佳，长时间放置时可与卤素、硝酸根离子

作用而产生沉淀；还原剂可引起此化合物分解；含疏基的物

质亦可降低或抑制它的抑菌作用。 100Test 下载频道开通，各

类考试题目直接下载。详细请访问 www.100test.com 


