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章节摘录

版权页：   插图：   （2）利用两种液体比重不同而分层的原理，将高比重样品加入床表面低比重的洗
脱液之中，样品就慢慢均匀地下沉于床表面，再打开出口，使样品渗于层析床。
如果样品比重不够大时，由于糖不干扰层析效果，可在样品加入1％的葡萄糖或蔗糖。
当洗脱液流至床表面以上1cm左右时，关闭出口，然后将装有样品中的滴管头插入洗脱液表层以下2
～3mm处，慢慢滴入样品（切勿用力，以免搅混床表面），使样品和洗脱液分层，然后在上层再加适
量洗脱液，并接上恒压洗脱瓶，开始层析。
吸管的插入或取出都有可能带入气泡，因此在加样品时必须十分注意。
尤其是取出滴管时，更应特别注意，洗脱液有可能倒吸而使样品稀释。
 除了人工加样品外，也可用微量泵控制。
在使用泵前，必须检查各接头处有否漏液现象，以防止因样品的流失而造成较大的实验误差。
连接微量泵时，上行和下行层析都一样，在离进口端尽可能短的距离处接上一个三通阀门，并用聚四
氟乙烯管相连。
加样品时，将通洗脱液一相关住，使层析床和另一相相通。
然后用小型微量泵，恒压调节瓶或注射器加样品。
 （二）洗脱与收集 为了防止柱床积的变化，造成流速降低及重复性下降，整个洗脱过程中始终保持
一定的操作压，并不超限是很必要的。
流速不宜过快且要稳定。
洗脱液的成分也不应改变，以防凝胶颗粒的涨缩引起柱床体积变化或流速改变。
在许多情况下可以用水作洗脱剂，但为了防止非特异吸附，避免一些蛋白质在纯水中难以溶解（析出
沉淀），以及蛋白质稳定性等问题的发生，常采用缓冲盐溶液进行洗脱。
洗脱用盐等介质应比较容易除去才好，通常，氨水、醋酸、甲酸铵等易发挥的物质用得较多。
对一些吸附较强的物质也可采用水和有机溶剂（如水一甲醇，水一丙酮等）的混合物进行洗脱。
 洗脱剂的流速对分离效果也有很大影响，图7—17显示了同一凝胶柱在不同流速下的洗脱曲线。
可见较快的流速下得到的洗脱峰也宽。
流速低洗脱峰窄而高。
也就是说，流速较低，分辨率较高，样品稀释较轻。
 洗脱时的流速与操作压有关，与凝胶的型号和粒度也有关。
在同样的操作压下洗脱时往往编号小的葡聚糖凝胶，以及颗粒粗的凝胶流速大；编号大的，粒度细的
流速慢。
对于某种凝胶来说，在一定范围内流速（V）与操作压（P）成正比，与柱长（L）成反比：V=KAP
／L （7—11） 而对于强度差的凝胶，符合公式7—11的压力范围很小。
进一步加大压力时，由于凝胶颗粒变形流速反而降低。
常见的几种葡聚糖凝胶柱床承受压力与洗脱流速的关系见图7—18。
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