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B4_E4_B8_AD_c23_647715.htm 凝胶色谱法简介包括：基本理

论，凝胶的种类及性质，实验技术。 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。 医.学教育网

搜集整理 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）。 更多信息请访问：#0000ff>执业药师课程免费试听
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