
生物化学实验室规则

实验前必须认真预习实验内容，明确本次实验的目的和要求，掌握实验的基本原

理，否则不能进行实验。

实验时应自觉遵守实验室纪律，保持室内安静，不能大声说笑和喧哗。

实验过程中要听从教师指导，认真按照实验步骤和操作规程进行实验。若想改进

和设计新的实验方法，必须取得实验指导教师的同意。实验时应认真进行实验记录，实验

完毕后应及时整理数据，按时交实验报告。

实验台面、试剂架、水池以及各种实验仪器内外都必须保持清洁整齐，药品用完后

立即盖好瓶盖放回原处，严禁瓶盖及药勺混杂，切勿使药品洒落在实验台面上。

凝胶等化学试剂，用后

所用试剂和去离子水要注意节省，按实验实际需求使用，多余的重要试剂和各种

有机试剂要按教师要求进行回收，昂贵的如

必须及时回收，不得丢弃。

制备的试剂和实验过程中的样品，必须贴上标签、写上品名、浓度和日期等。存放

在冰箱中的易挥发溶液和酸性溶液，必须严密封口。

实验完毕后必须及时洗净各种仪器并放好，保持实验台面和实验柜内的整洁。毛

刷用后必须立即挂好，各种器皿不得丢弃在水池内。

仪等贵重仪器必须经过考核。仪器发生故

使用贵重精密仪器应严格遵守操作规程。使用分光光度计时不得将溶液洒在仪

器内外和地面上。使用高速冷冻离心机、

障应立即报告实验指导教师，未经许可不得自己随意检修。

实验室内严禁吸烟、进食，严禁用嘴吸移液管和虹吸管。易燃液体不得接近明火

和电炉，凡产生烟雾、有害气体和不良气味的实验，均应在通风柜内进行。

严禁使用其他组的仪器，不得将器皿遗弃在实验台面上，损坏的玻璃仪器要及时

向指导教师报告，并自觉登记，学期结束时按规定进行处理。

每位学生要熟悉实验室内水、电闸的位置，注意节约用水，烘箱和电炉用完后必

须立即断电，要严格遵守实验室安全用电规则和其他安全规则。

每次实验完毕，值日生要认真做好实验室的卫生值日工作。最后离开实验室的

实验人员，必须检查并关好水、电、门、窗。



实验室安全及防护

生物化学实验室可以说是“五毒”俱全，即着火、爆炸、中毒、触电和割伤的危险均时刻

存在。因此要求每位在生化实验室工作的人员都必须有充分的安全意识、严格的防范措

施，一旦发生意外能进行正确处理，以防事故扩大。

一、预防火灾必须严格遵守以下操作规程

严禁在开口容器和密闭体系中用明火加热有机溶剂，只能使用加热套或水浴

加热。

废有机溶剂不得倒入废物桶，应倒入回收瓶，以后再集中处理。量少时用水稀释

后排入下水道。

不得在烘箱内存放、干燥、烘烤有机物。

在有明火的实验台面上不允许放置开口的有机溶剂或倾倒有机溶剂。

二、灭火方法

实验室中一旦发生火灾切不可惊慌失措，要保持镇静，根据具体情况正确进行灭火或

立即报火警（火警电话

容器中的易燃物着火时，需用灭火毯盖灭。

乙醇、丙酮等可溶于水的有机溶剂着火时可以用水灭火。汽油、乙醚、甲苯等有机

溶剂着火时不能用水灭火，只能用灭火毯和砂土盖灭。

导线、电器和仪器着火时不能用水和二氧化碳灭火器灭火，应先切断电源，然后用

灭火器（内装二氟一氯一溴甲烷）灭火。

个人衣服着火时，切勿慌张奔跑，以免风助火势，应迅速脱衣，用水龙头浇水灭火，

火势过大时可就地卧倒打滚压灭火焰。

三、中毒

生化实验室常见的化学致癌物有：石棉、砷化物、铬酸盐、溴化乙锭等。

剧毒物有：氟化物、砷化物、乙腈、甲醇、氯化氢、汞及其化合物等。

中毒的原因主要是不慎吸入、误食或由皮肤渗入。

中毒的预防：

保护好眼睛最重要，使用有毒或有刺激性气体时，必须佩戴防护眼镜，并应在通风

橱内进行。



先接好线路再插接电源，反之先关电源再拆线路；

如遇有人触电要先切断电源再救人。

头、插座和不良导线应及时更换； 仪

四 、外 伤

坏的接头、插不能用湿手接触电器； 电源裸露部分都应绝缘；防止触电

电炉、

电器、电线

用有毒物品时必须戴橡皮手套。

严禁用嘴吸移液管，严禁在实验室内饮水、进食、吸烟，禁止赤膊和穿拖鞋。

不要用乙醇等有机溶剂擦洗溅洒在皮肤上的药品。

器使用前要先检查外壳是否带电；

防止电器着火

生锈的电器、接触不良的导线接头要及时处理；相匹配；

保险丝、电源线的截面积、插头和插座都要与使用的额定电流

三条线要平均用电；

仪器长时间不用要拔下插头，并及时拉闸；烘箱等电热设备不可过夜使用；

着火不可用泡沫灭火器灭火。
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次后，倒置于清洁处晾干。

浸于

于

燥备用。

（二）用过的玻璃仪器清洗

一般非计量玻璃仪器或粗容量仪器，如试管、烧杯、量筒等先用肥皂水刷洗，再用

自来水冲洗干净，最后用蒸馏水冲洗

容量分析仪器，如吸量管、滴定管、容量瓶等，先用自来水冲洗，晾干后，于铬酸洗

液浸泡数小时，然后用自来水和蒸馏水冲洗干净，干燥备用。

比色皿用毕立即用自来水反复冲洗，如有污物黏附于皿壁，宜用盐酸或适当溶剂

清洗，然后用自来水、蒸馏水冲洗干净。切忌用刷子、粗糙的布或滤纸等擦拭。洗净后，倒

置晾干备用。

二、清洗液的原理与制备

）和浓硫酸制备而成。

铬酸洗液　　　　广泛用于玻璃仪器的洗涤，其清洁效力来自于它的强氧化性和强酸

性。由重铬酸钾（

硫酸越浓，铬酐越多，其清洁效力越强。因洗液具有强腐蚀性，所以使用时，必须注意

安全。当洗液由棕红色变为绿色时，不宜再用。

生物化学实验基本操作

一、玻璃仪器的洗涤与清洁

生化实验所用的各种玻璃仪器，其清洁程度将直接影响实验的可靠性和准确性。因

此，玻璃仪器的清洗不仅是实验前后的常规工作，而且是一项最基本的技术。

洗涤过的玻璃仪器要求清洁透明，表面不含可溶解的物质，水沿器皿壁自然下流时不

挂水珠。

玻璃仪器的清洗方法很多，需要根据实验的要求，以及污物性质选用不同的清洗

方法。

（一）新购置的玻璃仪器清洗

新购置的玻璃仪器表面附着油污和灰尘，特别是附着有游离的金属离子，清洗方法

如下：

先用肥皂水刷洗，用流水冲净。

溶液中煮沸，用流水冲净。

溶液中浸泡过夜。流水洗净酸液，用少量蒸馏水多次冲洗后，干



水使其尽量溶解，然后慢慢加入烧杯之中，加

【制备方法】

取重铬酸钾 置于

工业用硫酸，边加边搅拌，冷却后备用。

，边加工业用浓硫酸置于烧杯中，小心加热，然后慢慢加入重铬酸钾取

边搅拌，待全部溶解后冷却，贮于具塞瓶中。

肥皂水和洗衣粉溶液　　是最常用的洗涤剂，主要是利用其乳化作用以除去污垢，

一般玻璃仪器均可用其刷洗。

水溶液　　主要用于洗涤油污。所洗仪器不可用于磷的测定。

洗液，加热煮沸，可去除玻璃器皿内部洗液 的

钙、镁盐类的白色沉淀和不易溶解的重金属盐类。

乙醇可以除去玻璃器皿上的染料附着物。的盐酸

的尿素溶液是血污和蛋白质的良好洗液。尿素洗液

草酸溶液中，加入少量浓硫酸或浓盐酸，可清洗高锰酸钾的痕迹。

乙醇洗液

草酸洗液于

盐酸

硝酸混合液　　用于清洗难以去除的有机物，最适合于洗净滴定管。乙醇

三、吸量管的种类和使用

吸量管是生化实验最常用的玻璃仪器之一，测定的准确性和吸量管的正确选择与使

用密切相关。

（一）吸量管的分类

液体所用。此种吸量管只有一个奥氏吸量管供准确量取

的液体，这种吸量管只有一

刻度，当放出所量取的液体时，管尖残留的液体必须吹入容器内。

移液管常用来量取

秒钟，注意管壁残留个刻度，放液时，量取的液体自然流出后，管尖需在容器内壁停留

液体不要吹出。

以下任意体积的溶液。一般刻度包括尖端部分，将所量刻度吸量管供量取

液体全部放出后，还需要吹出残留于管尖的溶液。此类吸量管为“吹出式”，吸量管上端标

有“吹”字。未标“吹”字的吸量管，则不必吹出管尖的残留液体。

（二）吸量管的选择

量取整数体积液体，并且量取要求准确时，应选用奥氏吸量管。

量取大体积液体时要用移液管。

应选用量取任意体积的液体时，应选用取液量最接近的吸量管，如欲取

的刻度吸量管。

时，应

在同一试验中，如欲加同种试剂于不同管中，并且取量不同时，应选择一支与最大

取液量最接近的刻度吸量管，如各试管应加的试剂量为

刻度吸量管。选用一支

（三）吸量管的使用

拿法　　中指和拇指拿住吸量管的上端，食指置于吸量管顶端。

取液　　用吸耳球吸液体至刻度上，注意液面上升，吸完后用食指堵住吸量管上端，



思考题

之间的五组液体，应选何种量器，为什么？

并用滤纸擦拭其外壁。

调刻度　　吸量管与地面保持垂直，下口与试剂瓶接触并成一角度，用食指控制液

体下降至最上一刻度液体凹面处，刻度和视线应在同一水平面上。

放液　　吸量管移入准备接受溶液的容器中，仍使其出口尖端接触器壁并成一角

度，吸量管保持垂直，放开食指，使液体自动流出。

四、微量加样器的分类和使用

（一）分类

固定容量　　常用的有

可调容量　　常用的有

等不同规格。

每种微量加样器都有专用的聚丙烯塑料吸头，吸头通常是一次性使用。

（二）使用

加样器是一种在一定容量范围内可随意调节的精密取液装置，其取液量取决于装置

内活塞上下的移动距离，该距离调节可通过调节轮控制螺杆实现。

部，用拇指按住塞杆顶端的按钮，向下按到第一停点。

将相应的聚丙烯塑料吸头装在吸液杆顶端，并轻轻旋转一下以确保密封。然后用

四指并拢握住加样器

将加样器的吸头插入待取的溶液中，缓慢松开按钮，吸上液体，并停留

将吸头沿器壁取出，用吸水纸擦去吸头表面附着的液体。

，再按压到第二排液时吸头接触倾斜的器皿壁，先将按钮按到第一停点，停留

停点。

吹出吸头尖部的剩余溶液，然后按下吸头推杆，将吸头推人废物缸内。

（三）注意事项

吸取液体时一定要缓慢平稳地松开拇指，绝不允许突然松开，以防液体吸人过快

而进人微量加样器内腐蚀柱塞造成漏气。

为获得较高的精度，吸头需预先吸取一次样品溶液，然后再正式移液，因为吸取血

清蛋白溶液或有机溶剂时，吸头内壁会残留一层“液膜”，造成排液量偏小而产生误差。

浓度和黏度大的液体，会产生误差，为消除其误差，可由实验确定补偿量，补偿量

可用调节旋钮改变读数窗的读数来进行设定。

时每可用分析天平称量纯水的重量并用计算的方法，来校正微量加样器，

蒸馏水重

某实验需量取

常用的清洁液有哪几种，如何制备？

如何正确使用吸量管？

如何正确使用微量加样器？



第一章　　分光光度技术

第一节　　基本原理

有色物质的显色，是由于它对光线的吸收具有选择性。人肉眼可见的光线称为可见

的光线叫紫外线，波长大于光，为波长范围 的电磁波，波长小于

的叫红外线。可见光区的电磁波因波长不同，呈现出不同的颜色。这些不同颜色

分光光度法（ ）是利用物质特有的吸收光谱来鉴别物质或测定其

含量的一项技术，该技术灵敏度强，精确度高，操作简便、快速，对于复杂的组分系统，勿需

分离即可检测出其中的微量组分，因此分光光度法已成为生物学研究领域中广泛使用的

方法之一。

的电磁波称为单色光，将电磁波按波长顺序排列起来，即得：

一切物质都会对某些波长的光进行选择性吸收，有色溶液之所以呈现出不同的颜色，

是由于物质对光的选择性吸收所致。某些无色物质虽然对可见光无吸收作用，但能选择

性吸收特定波长的紫外线或红外线。物质的吸收光谱与它们本身的分子结构有关，不同

物质由于其分子结构不同，对不同波长光线的吸收能力也不同。每种物质都具有特定的

吸收光谱，在一定条件下，其吸收程度与该物质浓度成正比，因此可利用各种物质不同的

吸收光谱及其强度，对不同物质进行定性和定量分析。

定律，该定律阐明了溶液对单色光吸收的多分光光度法依据的原理是

定律　　当单色光通过一吸收光的介质时，其光强度随吸收光介质

少与溶液浓度及溶液厚度之间的关系。

朗伯（

的厚度增加而呈指数减少，即
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因标准液和测定液中溶质为同一物，

可换算成下式：

值相同，即：

，故上二式可写成：

：介质的厚度）：出射光强度，：入射光强度，（

定律：单色光通过一光吸收介质时，光强度随介质浓度增长而呈指数

定律。

为

通常以百分率表示。

取对数

比尔（

减少。即

溶液浓度）

比尔（

）系一常数，即消光系数，也叫摩尔吸光度；透光度

两者结合在一起为朗伯

式中

称为吸光度（

采用适当的光源、棱镜和适当的光源接收器，让某一波长的光透过某一溶液，通过仪

器的测定，定性鉴别物质或定量测定某一组分含量的方法即为分光光度法。通过对光波

长的调整，可使溶质浓度的测定范围不仅仅局限于可见光，尚可扩大到紫外光区和红外光

区。经单色器（棱镜）得到的光源虽然不是纯的单色光，但波长范围更狭窄，更符合

定律，其灵敏度大为提高。

计算

标准管法（标准比较法）实际测定过程中，用一已知浓度的测定物按测定管同样

处理显色，读出吸光度，再根据前式计算，即

式中 分别为已知浓度分别为已知浓度标准管和未知浓度测定管吸光度；

标准管和未知浓度测定管中测定物浓度。因盛标准液和测定液的比色杯径长相同（

上式为实验操作中常用计算式。因比色皿本身和溶剂也会产生一定的光吸收，故设

置一个空白管，即其中除了待测溶质以外，其他的成分完全相同。以空白管对准光路对仪

器调零，消除非待测物的吸收，所测值即为待测物的光吸收。

标准曲线法　　先制备一系列已知不同浓度的测定物溶液，按测定管同样方法处理

显色，分别读取各管吸光度，以各管吸光度为纵坐标，各管溶液浓度为横坐标，在方格坐标

纸上作图得标准曲线。以后进行测定时，就无需再作标准管，以测定管吸光度从标准曲线

上可求得测定物的浓度。



第二节　　　　仪器的结构

一般认为，标准曲线范围在测定物浓度的一半到二倍之间，并使吸光度在

范围内为宜。所作标准曲线仅供短期使用。标准曲线制作与测定管测定应在同一台仪器

上进行。尽管型号相同，操作条件完全一样，因不是同一台仪器，其结果会有一定误差。

分光光度计是一种靠光栅或棱镜提供单色光的，复杂、精巧的仪器。它不仅能在可见

光区测定有色物质的吸收光谱，而且也能在紫外光区和红外光区测定无色物质的吸收光

谱。分光光度计的种类很多，其原理和结构基本相似，一般都包括以下几个部件：

光源　　分光光度计上常用的光源有两种，即钨灯和氢灯（或氘灯）。在可见光区，

近紫外光区和近红外光区常用钨灯；在紫外光区，多使用氢灯（或氘灯）。

单色器　　它是把混合光分解为单一波长光的装置。多用棱镜或光栅作为它的色

散元件。光波通过棱镜时，不同波长的光折射率不同，波长愈短，折射率则愈大，反之，波

长愈长，折射率则愈小，因而能将不同波长的光分开。

吸收池（比色皿、比色池）一般由玻璃、石英和熔凝石英制成，用来盛被测试的

溶液。

检测器　　由光电池、光电管、光电倍增管组成。

测量装置　　以电流表、波长分度盘和测量读数盘的形式输出测量结果，现代的仪

器常附有自动记录器，可自动描出记录曲线。

系统及数字显示器等部件组成。工作原理见图

型光栅分光光度计由光源室、单色器、样品室、光电管暗盒、电子（一）仪器结构：

一 、 型分光光度计

第三节　　　　常见分光光度计



，将选择开关置于“接通电源预热

分钟。

，盖上试样室

型分光光度计的结构图图

（二）操作方法

接通电源开关。

”档（放大倍率最小）。将灵敏度旋钮调至“

，波长调至测试用波长，预热

”旋钮，使数字显示为“

开启电源，指示灯亮，选择开关置于“

打开试样室盖（光门自动关闭），调节“

”旋钮，使数字显示盖，使比色皿架处于空白液体位置，使光电管受光，调节透过率“

为“

”和“ ”即可进行测定工作。预热后，按步骤 连续几次调整“

调节吸光度调零旋钮，使数字显示为“ ，然后将被测样品移入光路，显示值

即为被测样品的吸光度值。

的测量：将选择开关由“ ”旋置“浓度 ，将已标定浓度的样品放入光路，调节

浓度旋钮，使数字显示为标定值，将被测样品放入光路，即可读出被测样品的浓度。

型紫外光栅分光光度计二、

，档。

选择所需波长，打开样品室盖，将空白液置于光路上。

调节灵敏度转盘由低到高逐步增加。

”旋钮，使数字显示为透光度。盖上样品室盖，调节“

将待测样品推进光路，进行测量。

”钮为吸光度“”档（空白液时，调节消光“ ）可读出吸光度

值。

，档（标准液移入光路），显示的是相应的标准值，再将待测样

品推进光路，即可读出浓度值。

注意事项：

如果选择开关置于“

如果选择开关置于“



思考题

比色皿的使用和清洗　　分光光度计比色皿类型多样，但最常用的是光径

方形杯。由于

的立

以下的光不能透过玻璃比色皿，紫外光区测量时要用石英比色皿。

同组使用的比色皿必须配套，以装有纯溶剂的比色皿，在试验波长下，测定光吸收是否一

致而进行挑选、搭配。

比色皿四面仅有两面系光滑透明，具有光学性质，另两面则无，它们常以磨玻璃为材

料，以示区别。比色皿光学表面不能有任何污损，否则会引起光吸收的增加。

。每次使用后，应立即

比色皿中所盛溶液不能太少，否则光路不能透过待测溶液；但也不能太多，否则溶液

易洒出，从而污损或腐蚀仪器，一般所盛液体约占全部容积的

次。比色皿的外表面应以高质量的柔软倒空或以吸液泵吸干，然后用水冲洗比色皿

擦镜纸擦干净，不能使用易磨损比色皿的普通纱布。

波长选择　　　　选择波长是测定的关键，可根据被测物的最大吸收峰选择合适的波

长。测定时应固定波长，防止波长改变，造成错误结果。

分光光度法的原理依据的是什么定律？

使用分光光度计时应注意些什么？

（ 郭 强 ）

此为试读,需要完整PDF请访问: www.ertongbook.com



）利用凝胶层析介质交联度的不同所形成网孔

过程中，通过不断地吸附 吸附解吸

的迁移，从而达到分离的目的。

层析的分类方法有三种：

根据所处的物理状态分类　　气相层析和液相层析。气相层析指的是流动相为气

体，固定相可以是液体（气液层析）也可以是固体（气固层析）；液相层析指的是流动相为液

体，固定相可以是液体（液液层析）也可以固体（液固层析）。

根据层析的方式分类　　纸层析、薄层层析和柱层析。纸层析指的是以滤纸作固定

相进行的层析；薄层层析是将固定相研成粉末，再压成薄膜或薄板，类似于纸层析；柱层析

是将固定相装于柱内的层析。

）利用吸附层析介质表面的活性分子或

根据层析的原理分类

）吸附层析（

活性基团，对流动相中不同溶质产生吸附作用，依据其对不同溶质吸附能力的强弱而进行

的分离方法称为吸附层析。

）利用分离组分在固定相和流动相中不断）分配层析（

发生吸附和解吸作用，在移动的过程中物质在两相之间进行分配。依据被分离物质在两

相中分配系数的差异而进行分离的方法称为分配层析。

）凝胶层析（

径大小，在层析时能阻止比网孔直径大的生物大分子通过。依据流动相中溶质的分子量

大小差异而进行分离的方法，称为凝胶层析。

）利用固定相球形介质表面活性）离子交换层析（

基团经化学键合方法，将具有交换能力的离子基团固定在固定相上面，这些离子基团可以

与流动相中离子发生可逆性交换反应而进行分离的方法，称为离子交换层析。

）利用固定相载体表面偶联具有特殊亲和）亲和层析（

第二章　　层析技术

层析技术（ ）是目前广泛应用于物质的分离纯化、分析鉴

定的技术之一。它是利用混合物中各组分的理化性质（吸附力、分子形状、大小、分子极

性、分子亲和力以及分配系数等）的差异，在物质经过两相时，不断地进行交换、分配等

过程。

任何层析都具有两个相，即固定相和流动相。固定相固定不变，流动相对固定相作单

相的相对运动，从而推动样品中各组分通过固定相向前移动。由于混合物中各组分的理

化性质不同，对流动相和固定相具有不同的作用力，因此在流动相推动样品通过固定相的

解吸作用，造成混合物中各组分距离不等



第一节　　　　吸附层析

一、基本原理

作用的配基，这些配基可以与流动相中溶质分子发生可逆的特异性结合而进行分离的方

法，称为亲和层析。

）利用固定相载体上偶联的亚）金属螯合层析（

氨基乙二酸为配基与二价金属离子发生螯合作用，结合在固定相上，二价金属离子可以与

流动相中含半胱氨酸、组氨酸、咪唑及其类似物发生特异螯合作用而进行分离的方法，称

为金属螯合层析。

）利用固定相载体上偶联的疏水性配）疏水层析（

基与流动相中的一些疏水分子发生可逆性结合而进行分离的方法，称为疏水层析。

）反相层析（ ）利用固定相载体上偶联的疏水性较

强的配基，在一定非极性的溶剂中与溶剂中疏水分子发生作用，以非极性配基为固定相，

极性溶剂为流动相来分离不同极性的物质的方法，称为反相层析。

吸附层析（ ）指溶液中的溶质随流动相通过吸附介质时，

柱内的吸附介质表面吸附基团对溶质发生吸附，某些溶质就会被吸附在介质上。介质表

面的活性基团不同对溶质产生的吸附力有较大的差别。因此，利用介质对溶质吸附力的

强弱，将不同溶质分开。凡是利用固定相表面的活性基团来吸附流动相中溶质而进行分

离的方法称为吸附层析。

任何两个相都可以形成界面，其中一个相的物质或溶解在其中的溶质表面上发生密

集的行为，称为吸附。能够将其他物质聚集到自已表面上的物质，称吸附剂；聚集于吸附

剂表面的物质称吸附物。当混合物随流动相流经由吸附剂组成的固定相时，由于吸附剂

对不同的物质具有不同的吸附力，从而使不同组分的移动速度也不相同，最终达到分离的

目的。

吸附力的产生　　固体表面上的分子（分子或原子）和固体内部的分子所受的吸引

力不相等，在内部分子与分子之间的相互作用力是对称的，其力场相互抵消，而在固体表

面的分子所受的力是不对称的，向内的一侧受到的力较大，表面一侧受到的力较小，形成

了分子间的内引力，这种内引力对周围的分子具有一定的吸附作用。当气体分子或溶质

分子在运动过程中碰到吸附介质表面时，受其内部分子引力的作用，就会被吸引而停留在

固体表面。不同的物质被吸附的紧密程度不同，利用吸附能力的强弱进行吸附层析。

吸附　　在一定条件下，吸附介质与吸附物之间的相互作用，二者结合在一起。当

改变它们的吸附环境后，二者又可以分开。吸附介质对周围分子的吸附力是微弱的，根据

吸附介质的性质，可分为物理吸附和化学吸附。

物理吸附　　指依靠分子间相互作用的范德华力引起的吸附。物理吸附的特点为

对吸附分子无选择性，吸附速度快，吸附是可逆的，吸附过程中释放的能量较小，吸附力较

强，被吸附的分子容易解吸附。



第二节 离子交换层析

）是利用固定相偶联的离子交换基团和

质呈化学惰性；

比粉末活性炭小；

离子交换层析（

吸附能力强，同时具吸附可逆性；

对洗脱液及被分离物

分子扩散速度应尽可能地快。

常用吸附剂是多孔结构的，粒子大小、形状以及孔的结构是影响层析的基本因素。下

面简要介绍几种常用吸附剂：

硅胶　　硅胶略带酸性，适用于中性和酸性物质的分离，如氨基酸、糖、脂类等，其优

点是化学惰性强、吸附量大、制备容易。

氧化铝　　氧化铝略带碱性，适用于中性及碱性物质的分离，如生物碱、类固醇、维

生素、氨基酸等，其优点是吸附量大、价格低廉、分离效果好。

炭：颗粒极细，呈粉末状，吸附量及吸附力大；

活性炭　　活性炭大多以木屑为原料。根据其粗细程度可分为三种：①粉末活性

颗粒活性炭：颗粒较大，表面积及吸附力都

锦纶 活性炭：以锦纶为黏合剂，将粉末活性炭制成颗粒，表面积介于

粉末活性炭和颗粒活性炭之间，吸附能力较两者弱。

三、吸附层析技术

吸附剂的选择　　吸附剂的选择是吸附层析的关键，吸附层析介质种类繁多，目前

还没有一种固定的选择原则，一般要通过预实验来确定。

溶剂和洗脱剂的选择　　溶剂和洗脱剂的选择主要考虑样品的溶解度和稳定性

种好的溶剂应该对样品有很好的溶解性，有利于吸附介质对溶质的吸附；而洗脱剂则对被

吸附在吸附介质上的样品有较强的解吸附能力，被洗下的物质具有较好的稳定性，不发生

聚合、沉淀、变性和相关的化学反应。

流动相解离的离子化合物之间发生可逆的离子交换反应而进行的分离方法。

一、基本原理

离子交换层析是利用离子交换剂对各种离子的亲和力不同，借以分离混合物中各种

值和一定离

离子的一种层析技术。其主要特点是依靠带有相反电荷的颗粒之间的吸引力的作用。离

子交换层析的固定相是带有大量电荷的离子交换剂，流动相是具有一定

子强度的电解质溶液。当混合物溶液中带有与离子交换剂相反电荷的溶质流经离子交换

剂时，后者即对不同溶质进行选择性吸附，随后，用带有与溶质相同电荷的洗脱液进行洗

脱，被吸附的溶质可被置换而洗脱下来，从而达到分离混合物中各种带电荷溶质的目的。

化学吸附　　指依靠物质中的化学键的作用引起吸附。化学吸附的特点是对吸附

分子有选择性，吸附速度慢，吸附过程中释放的能量较大，吸附力强，被吸附的分子不易解

吸附。

二、常用吸附剂的类型及特性

层析用的吸附剂应该满足以下要求：①在层析溶剂中不溶解；



团，它们可以带净正电荷，也可以带净负电荷，其带净电荷情况取决于溶液

图 离子交换基本原理

开始状态 吸附样品 开始洗脱 洗脱结束 再生

二、离子交换层析介质

离子交换剂按其所带电荷的性质分为阴离子交换剂和阳离子交换剂两类。阴离子交

换剂本身带有正电荷，可以吸引并结合混合物中带负电荷的物质；阳离子交换剂本身带有

负电荷，可以吸引并结合混合物中带正电荷的物质。图 是以阴离子交换剂为例，说明

离子交换层析的一般原理。许多生物物质，如氨基酸、蛋白质、核苷酸等都具有离子化基

值以及化

合物的等电点，因此可以利用化合物的带净电荷不同，从混合物中加以分离。

树脂颗粒上可置换的阴离子

样品中电荷密度较低的阴离子

样品中电荷密度较高的阴离子

洗脱液中的阴离子

离子交换介质主要由惰性载体和交换基团两部分组成。载体是由高分子化合物聚合

或多糖类化合物交联而成的球形颗粒，交换基团一般都是由容易解离的酸性基团或碱性

基团组成。

载体的基本性质　　载体应当具有良好的亲水性、水不溶性、较好的化学稳定性和

较多的容易被活化基团。

离子交换基团的性质　　离子交换基团分酸性离子基团也称为阳离子交换基团和

碱性离子基团（也称为阴离子交换基团）。离子交换基团在溶液中吸附电荷相反的离子，

该离子基团可与被分离的物质发生可逆性的交换作用。

离子交换基团的分类　　根据离子交换基团的酸、碱性质可以分为以下几类。

强酸型阳离子交换基团（如磺酸基）、中强酸型阳离子交换基团（磷酸基）、弱酸型阳离

子交换基团（如羧酸基）、强碱型阴离子交换基团（如季氨基）、弱碱型阴离子交换基团（如

伯氨基）。常用离子交换基团见表



交换基团的交换反应式

阳离子交换基团

二乙基氨基乙基：

氨基乙基：

三、常用的离子交换介质

磺酸基：

磷酸基：

羧甲基：

阴离子交换基团

三乙基氨基乙基：

常用的离子交换剂主要有离子交换树脂、离子交换纤维素、离子交换葡聚糖或离子交

换琼脂糖凝胶等。

离子交换树脂　　苯乙烯作为单体，苯二乙烯作为交联剂，进行聚合和交联反应生

成的具有三维网状结构的高聚物，其上再引入所需要的酸性基团或碱性基团。带酸性基

团的属阳离子交换树脂，带碱性基团的属阴离子交换树脂。

离子交换纤维素　　离子交换纤维素对蛋白质和核酸的纯化极为有用，生物大分子

不能渗入到交联的结构中，因此不能在一般的树脂上被分离，而纤维素之所以具有分离、

纯化高分子量化合物的能力，是因为它具有松散的亲水性网状结构，有较大的表面积，大

表 常用离子交换基团



第三节　　凝胶层析

一、基本原理

分子可以自由通过。因此对生物大分子来说，纤维素的交换能力比离子交换树脂要大，同

种是二乙基氨基纤维素，即

时纤维素来源于生物材料，洗脱条件温和，回收率高。常用的离子交换纤维素有两种，一

纤维素，属阴离子交换剂；另一种是羧甲基纤维素，即

纤维素，属阳离子交换剂。

离子交换葡聚糖或离子交换琼脂糖凝胶　　将离子交换基团联结于交联葡聚糖或

琼脂糖上而制成的各种交换剂。交联葡聚糖和琼脂糖具有三维网状结构，因此这种交换

剂既有离子交换作用，又具有分子筛作用。

四、离子交换层析技术

离子交换层析介质的选择　　在液相层析分离中，选用阳离子交换层析介质还是阴

离子交换层析介质，主要取决于被分离物质在溶液中的解离度及解离后离子所带电荷的

性质，如果是正离子应当选用阳离子层析介质，负离子则选用阴离子层析介质。

缓冲液的选择　　离子交换层析的缓冲液来源很广，凡是由弱酸和强碱、强酸和弱

碱、弱酸和弱碱组成，并具有一定缓冲容量的溶液均可以作为缓冲液。选择缓冲液主要考

虑以下几方面： 有利于再次纯化所用的缓冲溶液的有利于被分离物质的分离和稳定；

衔接；

冲容量、

有利于从分离的样液中除去缓冲离子等。缓冲溶液主要包括缓冲溶液的浓度、缓

值、离子强度和保护剂等。

凝胶层析（ ）又称凝胶过滤、凝胶色谱、分子筛层析、分子排阻层

析等，是指混合物随流动相流经固定相的层析柱时，混合物中各组分按其分子大小不同而

被分离的技术。

凝胶层析的固定相是凝胶。凝胶是一种不带电荷的具有三维空间多孔网状结构的物

质，凝胶的每个颗粒内部都具有很多细微的小孔，如同筛子一样，小的分子可以进入凝胶

网孔，而大的分子则被排阻于凝胶颗粒之外，因而具有分子筛的性质。

动： 作不定向扩散运动。分子量小的物质，在不定向扩散中

当样品加到凝胶层析柱时，样品随洗脱液的流动而移动，这时的样品一般作两种运

随洗脱液垂直向下移动；

，可以形象地说明

可以进入到凝胶孔内部，然后再扩散出来，故流程长，通过柱子的速度慢，一般后流出层析

柱；分子量大的物质，由于不能进入凝胶孔内部，只能在凝胶颗粒之间移动，故流程短，先

流出层析柱。这样，分子量大小不同的物质就会彼此得到分离。图

这个分离过程。

表示。凝胶颗粒空隙之间的水称外水，凝胶孔隙中的水称内水，用

用 ）表示，层析柱的

总体积以

）表示，层析柱中凝胶颗粒的体积用

）表示，即
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