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Active Protein Solutions

蛋白质浓缩技术介绍及操作简介

简介

蛋白质在制备过程中，由于蛋白分离纯化过程而使得样品变得很稀，澄清后的蛋白质溶液常常需要进行浓缩，以提

高蛋白质浓度，减少样品体积，这样有利于随后进一步进行蛋白质色谱纯化。

浓缩技术分类

常用的浓缩方法有吸附法、超滤法、沉淀法、透析干燥法等。每种方法都有自己的优缺点，比如吸附法选择性比较

差，不能连续操作，浓缩倍数低；超滤法成本低，操作方便，条件温和，能较好的保持生物大分子活性，回收率高

等；沉淀作用对样品中的蛋白质浓度要在 100mg/L 以上，并且由于相变导致收率较低；透析法浓缩需要比较长的

时间，体积也受到一定限制；冷冻干燥所需时间长，收率低且在浓缩蛋白的同时也浓缩了盐。

吸附法

吸附法是指通过吸附剂直接吸收除去溶液中水分子使之浓缩。所用的吸附剂必须与溶液不起化学反应，对蛋白不吸

附，易于溶液分开。吸附法是最简单快速的浓缩蛋白质溶液的方法，所需仪器简单，适用于稳定性较差的蛋白质。

常用的吸附法主要有透析袋浓缩和凝胶浓缩。

超滤法

超滤法是使用一种特殊的薄膜，能够对溶液中各种溶质分子进行选择性过滤。液体在一定压力作用下通过膜时，溶

剂和小分子透过，大分子受阻保留。该方法最适于生物大分子尤其是蛋白质的浓缩或脱盐。应用超滤法的关键在于

膜的选择，水的流速，分子量和截止值等。

沉淀法

沉淀法是早期的蛋白纯化分离方法，但现在只用于蛋白质的初步分离，然后采用色谱法进一步纯化。蛋白质分子在

水溶液中离子集团相互作用，通过改变 PH值或离子强度，加入有机溶剂或多聚物，可以促进蛋白质分子凝聚，形

成蛋白质沉淀，再通过离心或过滤可以获得沉淀物，然后利用合适的缓冲液清洗，溶解沉淀物，再经过透析或凝胶

过滤，除去残留的溶剂成分。
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浓缩操作实验方法

透析袋浓缩

材料：

50%乙醇

10mmol/L EDTA，PH 8.0

0.05mmol/L NaHCO3

1g/L 叠氮钠

蛋白质溶液

透析袋

透析袋夹

方法：

1. 选择合适 MWCO 的透析袋，剪下需要长度的干透析袋，只能用无粉手套触摸透析袋；

2. 用透析夹关闭透析袋的一端，把蛋白样品加入透析袋中，再关闭另一端，在透析袋里留下一定的空间，并检查

每一端样品有无渗漏；

3. 将装好样品的透析袋放入装有透析袋放入装有透析缓冲液的烧杯中，确信透析袋被完全浸没，然后把烧杯放在

磁力搅拌器上搅拌，整个装置放在有适当温度（通常为 4℃，以增加蛋白质稳定性）的环境中；

4. 可以通过测定透析缓冲液缓冲液的电导来检测，当透析液的电导增加慢下来时，就更换缓冲液，直到在经过

1~2h 的搅拌后电导基本保持不变为止，如果没有电导仪，至少再换一次缓冲液，间隔时间为 4~6h，若样品

体积较大或透析袋大于 20mm，间隔时间可为 8~12h；

5. 从缓冲液中取出透析袋，用蒸馏水冲洗，除去夹子后将透析过的样品小心倒入容器内；

6. 通过比较透析样品和未用过的透析缓冲液的电导值，证实达到所希望的盐浓度。

如何处理新的透析袋

将减下的新的透析袋浸入蒸馏水中，用手指捏住透析袋将俩层分开，先用 50%乙醇彻底冲洗透析袋里外侧（如果是

蛋白方面的工作，建议不要煮透析袋，为了更彻底地除去甘油和硫，可以将透析袋浸入到 50%的乙醇中），然后在

一个 1L 的烧杯中混合 400mL 10mmol/L EDTA（PH 8.0）和 400mL 0.05mmol/L NaHCO3，将透析袋移入烧杯
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中，用磁力搅拌器搅拌 30min；用 800mL 水替换溶液，搅拌 10min，重复一次，将透析袋移入新蒸馏水中。透析

袋用完之后，4℃保存于含 0.1%叠氮化钠的水中，任何时候都不要让透析袋变干。

超滤浓缩

浓缩样品

1. 要浓缩的样品含盐量必须 0.3M 以上，含盐量低的样品须补加到 0.3MNaCl；

2. 在内管（附有 3KD 膜）中加入 500μl 样品，将内管套入外管；

3. 对称放置离心管，14520rpm（即 14000g）离心。（离心 5min 约浓缩 2 倍，10min 约 4 倍，15min 约 6

倍，20min 约 8 倍，30min 约 10 倍）；

4. 离心结束后，将内管倒置套在另一个干净的离心管呢，3880rpm 离心 min 收集浓缩后的样品。或者用移液器

直接吸出内管中的样品。

浓缩管使用后的处理和保存

1. 使用完的浓缩管，立即加入 500μl 含 1MNaCl 的缓冲液（此缓冲液与浓缩样品的缓冲液一致），8000rpm 离

心 20min；

2. 甩净内管中的盐溶液，将内管放入超纯水中浸泡 1h；

3. 内管加入超纯水 500μl，8000rpm 离心 5min；

4. 甩净内管中的水，加入 500μl0.2MNaOH，8000rpm 离心 20min；

5. 甩净内管中的 NaOH 溶液，用超纯水再 8000rpm 离心 5min；

6. 甩净内管中的水，放入含 0.2-0.5‰NaN3 的生理盐水中；

7. 外管用自来水洗净后，用超纯水冲洗干净，晾干。
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