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前言

　　在当前日益广泛的蛋白质结构和功能研究中，尤其是在从生物材料中进行多种蛋白的分离、纯化
和鉴定的研究中，蛋白质样品的分析和制备技术的应用日益广泛。
特别是当前分子生物学和现代医学的发展对不同生物组织中蛋白的研究日益增多，了解和掌握此类蛋
白分析、分离的现代化方法，对于研究者来说显得尤为重要。
　　生命科学是实验性很强的科学，所以生命科学的发展对实验技术提出了更高要求。
为了有助于生命科学工作者进一步了解蛋白纯化相关实验，更好地设计实验方案，更有效地开展实验
过程，更合理地处理实验结果，我们编写了《蛋白质纯化实验方案与应用》。
　　《蛋白质纯化实验方案与应用》详细介绍了材料的预处理、蛋白质的粗提、经典色谱分离、高效
液相色谱、质谱、电色谱、分子印迹、电泳以及蛋白质检测的基本原理及实验设计方案。
《蛋白质纯化实验方案与应用》强调可操作性，对每一项实验技术都系统介绍其原理方法和实验过程
，让读者了解到每一点成就都是建立在大量方案设计、具体步骤以及实验结果的正确处理的基础之上
的。
其中不仅含有经典的实验技术，还特别突出了当前实验的新理论、新技术与新发展，给蛋白质纯化专
业人员以借鉴和引导作用。
　　《蛋白质纯化实验方案与应用》的完成离不开南开大学生命科学学院相关实验室的老师和同学们
的大力支持，同时GE公司提供的案例对编者启发很大，在此一并表示感谢。
　　由于水平所限，《蛋白质纯化实验方案与应用》中涉及的某些特殊领域，编者未能面面俱到，同
时书中错漏之处在所难免，敬请广大读者批评指正。
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内容概要

本书详细介绍了各类蛋白质纯化实验技术，包括材料的预处理、蛋白质的粗提、经典色谱方法、高效
液相色谱、质谱、电色谱、分子印迹、电泳以及蛋白质检测的实验方案及应用实例。
    强调可操作性，对每一项实验技术，都系统介绍其原理方法和实验过程，特别注重讲解问题分析及
解决方案，让读者了解到每一点成就都是建立在大量方案设计、具体步骤以及实验结果的正确处理的
基础之上。
    不仅含有经典的实验技术，还特别突出了当前实验的新理论、新技术与新发展，给予蛋白质纯化专
业人员以借鉴和引导作用。
    本书对于遗传学、细胞生物学、分子生物学，以及医学和生物工程领域研究人员开展蛋白质相关研
究，具有很强的参考价值。
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章节摘录

　　固定相（色谱颗粒，通常填充在圆柱中），流动相（通常是缓冲液）。
除凝胶过滤色谱外，所有应用于蛋白质纯化的柱色谱都具有吸附性质。
在通常情况下分离蛋白质混合物时，进样后柱色谱条件能够选择性保留目的蛋白。
在理想状态下，此目的蛋白为唯一保留在色谱柱上的组分，但事实上很难实现。
上样完成后，色谱柱用流动相冲洗（灌洗）以除去不被色谱柱保留的组分。
改变流动相的组成，将色谱柱吸附的组分洗脱下来，洗脱液收集于试管中，用于进一步的总蛋白测定
和目的蛋白检测，收集含有目的蛋白的部分用于下一步的纯化，这就是用色谱法分离纯化蛋白质的基
本步骤。
　　任何纯化过程的初始步骤均可以设计成为：①分离和浓缩目的蛋白；②去除大部分杂质，包括颗
粒物、脂质和可能污染或堵塞色谱柱的其他物质。
初始化步骤不是着重于目的蛋白的纯化程度，而在于对目标蛋白有很高的回收率。
在经过了粗分离之后，蛋白纯化就进入下一阶段，称为中间纯化期。
在这个阶段，样品中应当仅存留少量的其他类型的生物分子（如脂质和核酸）。
目的蛋白和残留的杂蛋白质可能具有相同的结构和功能的属性，其性质取决于粗分离所用的分离技术
。
所以在中间纯化期最好选择与粗分离期所选择的不同属性对目的蛋白和杂质蛋白进行分离。
联合使用离子交换色谱和疏水相互作用色谱或者联合使用阳离子交换和阴离子交换都是非常有效的蛋
白质分离纯化策略。
在中间纯化期所用的色谱技术应该根据单一理化性质的细小差异将目的蛋白和杂蛋白分开，首要目标
是高分辨率和高回收率，要实现这些目标，应该选用直径更小的色谱介质，较小的凝胶颗粒介质的优
点是能减小峰宽，从而提高分辨率。
　　每一个蛋白质具有一系列别于其他蛋白质分子的特定属性，这些属性包括大小、形状、总电荷、
表面疏水基团百分率、与特定配基结合的能力等等。
单就任何一项属性作比较，有相当多的蛋白质分子与其他蛋白质分子在性质上相近。
但是，所有蛋白质都具备独特的上述属性的特定组合，构成了这个蛋白质特有的色谱&ldquo;指
纹&rdquo;。
色谱技术可以根据蛋白质这些属性上的差异将不同的蛋白质进行分离，采用任何一个利用蛋白质分子
性质差异的色谱技术将大大提高目标蛋白的纯度，组合使用这些色谱技术可以制备高纯度的蛋白质。
用于蛋白质分离纯化的色谱方法主要有凝胶过滤色谱、离子交换色谱、亲和色谱、疏水色谱。
每种色谱方法都有自己的特点：①凝胶过滤色谱，根据蛋白质分子量或分子形状的差异达到分离的目
的，效率不高，对低浓度的样品没有富集作用，上样量小；②离子交换色谱，根据蛋白质在特定pH条
件下表面电荷的差异进行分离，样品必须没有高浓度的盐；③疏水色谱，根据蛋白质表面疏水性的差
异分离蛋白质，分离效率高，上样量大，特别适合分离盐析沉淀的样品；④亲和色谱，基于蛋白质和
特定配基之间的特异结合作用进行分离，是最有效的手段，关键是了解目标蛋白的特性以便选择合适
的色谱填料。
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