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摘要 :空间排斤色谱法是一种高分子聚合物的柱分级分离技术
,

通过这种方法可以使柱中浓解的聚合物分子按其大小被分离
。

空

间排斥色语法在生物化学
、

高分子化学
、

无机化学
、

医学
、

临床等领城内得到了广泛的应 用
。

本文时空间排斥色讲法的发展历程
、

基本原理
、

常用凝胶的性质等进行了详尽的论述
。

着重介绍 了空间排斤色谱法在酶的脱盐
、

酶溶液的浓缩
、

酶的分离与纯化
、

酶的

分子量测定中的应用
,

它已成为测定高聚物分子量分布的重要工具
。

最后 指出空间排斤色谱法结合其它检侧器将代替传统空间

排斤色谙法
,

加速空间排斥色语法不断向快速
、

高效方向发展
。
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前言

生命活动离不开酶的催化作川
,

生物体内的各种化学反应

几乎都是在酶的催化下进行的川。

自 1926 年zIl ,

美国生化学家

aJ m es B
.

us m ne r 从刀豆中分离纯化得到第一个脉酶结品以来
,

酶的研究工作进展迅速
,

在陆续发现的二千多种酶中
、

科学家

已经成功的将 3 00 多种酶制成结品
,

达到了相当高的纯化程

度
,

在对酶的不断探索研究的同时
,

产生了多种类型的研究技

术方法中
.

空间排斥色谱法是目前最为常用的研究技术之一
。

空间排斥色谱法 (S t
e r ie E x e lu s io n C hor m a ot g ar P hy

,

S EC )
.

又

称为立体排斥色谱法或凝胶色谱法
,

是只十年前才发展起来的

一种新型液相色谱分离技术之一
。

S EC 是指使用凝胶为固定相

的色谱法
,

它是靠高分子样品的分子尺寸与凝胶的孔径间的关

系即渗透系数差别而分离的131 。

按流动相的性质不同分为
:

使用

水溶液作为流动相的凝胶色谱法称为凝胶过滤色谱法 (G e1 Fil
-

tr a t io n e h or m a to g 即h y ; G FC )
,

多用于分析水溶性样品 ; 而使用

有机溶剂作为流动相的凝胶色谱法称为凝胶渗透色谱法 (G el
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多用于分析脂溶性样品
。

木

文介绍了空间排斥色谱法的发展历程
、

基木原理
、

常用凝胶的

性质等
,

着重介绍空间排斥色谱法在酶的脱盐
、

酶溶液的浓缩
、

分离纯化
、

分子量测定中的应用
。

空间排斥色谱法概述

1
.

1 空间排斥色谱法的发展历程

凝胶过滤色谱是六十年代初发展起来的快速而简便的分

离技术l’I 。

由于设备简单
、

操作方便
,

不需有机溶剂
.

对高分子物

质有很高的分离效果
,

从而快速的成为现代色谱法中的不可或

缺的一员
。

二十世纪六十年代 J
.

C
.

M 。 。 er 在总结了前人经验的

基础上
,

结合大网状结构离子交换树脂制备的经验
.

将高
一

交联

度聚苯乙烯凝胶用作柱填料
.

同时配以连续式高灵敏度的示差

折光仪
,

制成了快速且自动化的高分子物质分子童及分子址分

布的测定仪
,

从而创立了液相色谱中的凝胶渗透色谱技术
。

197 9 年
,

W he r C T 等人 l,l 在改进原有分离柱
,

设计了两种不同

气孔的柱型
: 20 00 SW 和 30 00SW

。

分离纯化了核酸和蛋自J玉
,

发现改进后的柱型
.

分离速度和效果有明显提高
,

从而实现了

高速分离生物大分子
。

随着 S EC 色谱技术的逐步改进
,

S EC 目



前可与多种结合各种新型检测器 (如 uV
、

盯
·

IR
、

L s
、

vio e sm e-

t e r等 )
,

分析多肤
、

蛋自
、

生物酶
、

寡聚核昔酸
、

多聚核背酸
、

多

糖等多种生物样品
,

成为当代科技发展不可或缺的分析手段之

1
.

2 空间排斥色谱法的原理概论

空间排阻色谱法 (SE C) 原理主要是利用具有一定孔径分布

的多孔填料的网状结构凝胶分子筛的作用
,

将不同分子量的物

质就按分子址从大到小的次序流出而得到分离 (图 1)回
。

1
.

3 空间排斥色谱法常用的凝胶

空间排阻色谱法对于凝胶有一定要求
,

一般要求凝胶具有

惰性
,

与溶质分子不发生任何作用 ;离子基团含量低
,

孔径大小

要均一
,

选择范围要宽和机械强度要高等门。

常用的凝胶有如下

几种
:

1
.

3
.

1 交联葡聚糖凝胶 (S e Ph a d e x )

这种凝胶是以葡聚糖凝胶为原料
,

交联剂为环氧氯丙烷
,

在碱性条件下制成三维网状结构 es Ph ad ex
,

S Pe h da xe G
一

10 至

G
一

20 0 共有 8 种
。

该种凝胶具有稳定性好
,

水中溶胀快
,

pH 3 ~

10 可以应用的特点
。

1
.

3 2 交联琼脂糖凝胶 (S e P har o s e
)

交联琼脂糖凝胶是琼脂为原料经过精制
、

交联而成交联琼

脂糖凝胶(S
e p h a or s e

)
,

瑞典 p h amr a e ia F in e C h em ie a ls 商品名为

s e ph a or s e C L
一

ZB
、

C L
一

4B
、

c L
一

6B 等产品
。

交联琼脂糖凝胶的优

点为多孔
、

流动性好
、

分离稳定性好
、

适于高温 110 ℃ ~ 120 ℃

灭菌操作
。

!
.

3
.

3 聚丙烯酞胺凝胶

聚丙烯酞胺凝胶是丙烯酞胺与交联剂 N, N
’ 一

甲叉双丙烯

酞胺聚合而成的网状高分子物质
,

常用的聚丙烯酸胺凝胶如

下
。

聚丙烯酸胺凝胶具有机械强度好
、

有弹性
、

透明
、

有较好的

热稳定性和化学稳定性
,

是一种非离子型凝胶
,

故在酶和蛋白

质纯化中得到广泛应用
。

2 空间排斥色谱法在酶学中的应用

2
.

! 作为酶的脱盐工具

在酶的逐级分离过程中
,

一般首先采用盐析法对含有酶溶

液的样品进行粗分离
,

在用盐析沉淀分离后
,

需要将酶蛋 白中

的盐除去
,

常用的办法是透析
,

即把酶溶液装人透析袋内
,

用缓

冲液进行透析
,

并不断的更换缓冲液
,

但是透析所需时间较长
,

需要反复多次进行
,

而样品中的盐离子也不能完全去除
。

与采用透析带的透析法脱盐相比较
,

使用葡萄糖凝胶 G
一

25

或 G
一

50 过柱的 S EC 法除盐的速度更快
.

酶类成分在分离过程

中不易变性阳 } , 除盐效果也较好
。

葡聚糖凝胶 SPe had ex G
一

25

因流动阻力小
,

交联度适宜
,

常用于酶溶液的脱盐
。

在进行酶样

品的脱盐时应先使用含有挥发性盐类
,

如甲酸钱
、

醋酸按等缓

冲液使层析柱平衡
,

然后加人样品并用同种缓冲液洗脱
,

取得

洗脱液后再用冷冻干燥法除去挥发盐类
。

.2 2 酶溶液的浓缩

酶的浓缩有很多方法
。

大致有超滤法
,

沉淀法和透析法
。

超

滤比较温和
,

对酶不会有修饰和改变
,

酶的种类一般不会有丢

失
。

它的缺点是总样品的量可能会减少 (被膜所吸附 )
。

另外超

滤对样品的要求比较高
。

沉淀法比较快速
.

容易操作
,

对盐
,

甘

油
,

去垢剂的耐受性好
。

缺点是可能会有部分种类的蛋自没有

被沉淀下来 (丢失 )
。

沉淀法中
,

又以 T C A 法最为普遍使用
。

使

用 TC A 法时
,

一定要用冷的纯丙酮清洗蛋白沉淀两次
,

去处残

留的 T C A 和其他沉淀下来的杂质
。

透析法只使用于址比较大

的样品
,

量小时
,

操作困难
。

相比这三种方法而言
,

S EC 法更加方便与快速
,

而且对样

舒
:

在浓缩前后性质不会造成影响
。

在干燥的葡聚糖凝胶颗粒内

部
,

有大量的孔隙
。

当把干燥的凝胶颗粒投人到稀的酶溶液中

时
,

水和分子量低的物质就会进人凝胶粒子内部的孔隙
,

直到

充满为止
,

而高分子物质则排阻于凝胶颗粒之外
,

因此经过十

几分钟后通过离心或过滤就可分离出膨胀的凝胶颗粒
,

得到浓

缩的酶溶液
,

其中的离子强度和 PI 诬值都能保持不变’ `)t] 。

.2 3 酶的分离纯化

酶的分离纯化属于生物技术的下游工程D( o w n st er a m p or
-

ee ss ), 是提高酶产品获得率的关键 ’ `” 。

在酶制剂的应用中
,

一般

工业用的酶
,

往往采用液体粗酶液即可 ; 然而
,

应用于医药
、

生

化级的酶液必须进行纯化
,

酶的纯化的目的主要是把粗酶液制

备成纯度高的酶制品
。

在应用凝胶渗透色谱法对于酶的提纯

中
,

可以使酶的提纯倍数成倍提高
,

同时使酶的纯度也相应提

高四
。

Ai hc S 等113 !对大肠杆菌表达的 日
一

葡萄糖背酸酶的分离

纯化中使用 S EC 对酶进行分离纯化
,

最终获得 23 m g 的高纯度

的卜 葡萄糖昔酸酶
。

M ga al hae s A 等, ’ 4 {在分离纯化两种蛇毒凝

血酶 T L E
一

B 和 T L E干
,

通过逐步提纯
,

使用 S EC 分离纯化蛇毒

凝血酶
,

获得了高纯度的酶
。

.2 4 测定酶的分子 t

用一系列已知分子量的标准样品放人同一凝胶层析柱内
,

令其在同一条件下进行凝胶层析分离
,

记下每一种成分的洗脱

体积
,

并以洗脱体积对分子量的对数作图
,

在一定分子星范围

内可得到一条直线
,

这就是分子星的标准曲线
,

测定未知酶的

分子量时
,

可将此样品加在测定了标准曲线的凝胶柱内
,

洗脱

后根据此样品的洗脱体积
,

可以在标准曲线上查出它的分子

量
。

用这种方法测定酶的分子过具有不需复杂的仪器设备
,

操

作简便
,

样品用量少的优点 131 。

如图 2 所示
。
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Alo bF 等 3 11 1在水解神经肤临床治疗研究中
,

使用 S EC 测定

神经肤激活酶的表观分子过来判断治疗效果
,

为临床治疗提供

了依据
。

刘艳群等`161使用示差折光检测仪及凝胶渗透色谱系

统
,

直接测定了葡聚糖的相对分子质量及相对分子质量分布
,

优化了色谱操作条件
,

证明凝胶渗透色谱是监控淀粉酶解反应

程度的一种有效手段
。

林鹏凌等, , , l采用 SEC 与 S hod ex K D
一

8 02
.

5
、

K D
一

80 3
、

K D
·

8 04
、

K D
一

80 5凝胶柱 4 柱串联
,

二甲基甲酸胺作

流动相
.

用示差折光检测器测定聚氨醋树脂的平均相对分子质

星
。

陈轶兰等 Isl !用高效凝胶渗透色谱法测定多糖的分子量
。

陶

惠芬等, ’, l用凝胶渗透色谱法测定四氟乙烯
一

丙烯共聚物的分子

址和分子量分布
。

晨光化工研究院九室俐采用凝胶渗透色谱法

测定聚碳酸醋的分子量分布
。

目前测定生物大分子
、

多聚物多

采用此 S EC 测定分子量及分布
。

.2 4 分级筛选获得纳米级酶制剂

使用 S EC 法分级筛选相同大小的生物酶制剂
,

不但可以

获得纳米级的酶产品
,

而且可以鉴别分离获得的样品分子的均

匀性
。
199 3 年

,

T
.

S ie bnar d s 等人 12 ,吱用 2 5 , m 的二氧化硅填充

柱分离获得了不同等级大小的 n3 m
一

2n0 m 的纳米胶体金
,

使用

该方法用于酶的大小测定及等级分配
,

可以分离获得不同级别

大小的纳米级酶制剂
。

用于临床特殊治疗
。

任东文等阵 I运用凝

胶渗透色谱研究了脱乙酞度及相对分子质量分布相似
,

分析检

测了壳聚糖材料在降解扭程中的重均相对分子质址
、

相对分子

质量多分散性和相对分子质量分布的变化
。

发现聚合单元为随

机分布的壳聚糖样品
,

其降解是均匀的 ; 而聚合单元为段状分

布的壳聚样品
.

其降解是非均匀的; 表明其聚合单元的分布方

式决定壳聚糖材料酶降解过程的均匀性
。

3 展望

三十多年来
,

空间排斥色谱法的理论
、

实验技术和仪器的

性能等方面有了突飞猛进的发展
。

随着各种生命科学的发展
,

人们对生命的不断探索
,

生物活性大分子的分离和纯化工作显

得尤为重要
,

空间排斥色谱法现已广泛应用生物酶
、

寡聚核背

酸
、

多聚核背酸
、

多糖
、

多肤
、

蛋白质及其它生物活性大分子的

分离和纯化工作
,

成为科研和生产中不可缺少的项目之一
。

另

外
,

空间排斥色谱法还广泛川于研究生物活性大分子的其它性

质
,

组成分布等方面
。

作为一种经典的
、

常用的色谱技术
,

空间排斥色谱法在生

物化学
、

高分子化学
、

无机化学
、

医学
、

临床等领域获得了越来

越广泛的应用
。

面对 21 世纪的生命科学
、

基因工程
、

生物工程

等学科的需要
,

它将推动色谱学向前发展
,

同时色谱学也将由

于多种色谱技术自身的完善以及其它诸多学科技术的融人
,

更

加飞速的发展
。
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