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在进行 10 至 20 次分离循环后，或在其他有需要的情况下，执行以下常规清洗循环。

1.1 在位清洗 (CIP)

1.2 常规清洗

第一章

分子筛的清洗与维护
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第一章

注意：
1、进行在位清洗时，建议采用反向流。
2、在在位清洗程序完成后如需储存，在转移至 20 % 乙醇之前，务必用缓冲液冲洗
至中性 pH 值。

在下一次运行之前，平衡层析柱，直至紫外基线和 pH 值稳定。测定柱效确认预装
柱是否恢复。

注意：以上流速为室温下推荐流速，在冷室或冷柜中运行，建议流速减半。清洗过
程中时刻观察压力情况，压力过高时请酌情减慢流速。

1
以 0.5 mL / min 的流速，用 1 CV 的 0.5 M 氢氧化钠、0.5 M 乙酸或 30 % - 70 % 
乙腈冲洗层析柱。

2
立即用 1 CV 的水冲洗层析柱，随后以 0.5 mL / min 的流速用至少 2 CV 的缓
冲洗脱液冲洗。

以SuperdexTM 30 Increase 10/300为例



如果层析柱性能未恢复，用 3 CV 的 0.5 M 精氨酸冲洗层析柱。用至少 2 CV
的水冲洗。

2

4
更换层析柱顶部的滤膜。（因为污染物会随着液体流动进入，其中很多会
被滤膜拦截。）

如有必要，小心地悬浮凝胶柱床顶部 2 至 3 毫米的部分，然后用滴管将其
移除。调整适配器，消除凝胶柱床上方的空隙。

5

如果层析柱性能仍然未恢复，用含有 0.5 M 氯化钠的 0.1 M 乙酸配制的浓
度为 1 mg / mL 的胃蛋白酶溶液填充层析柱，并在室温下放置过夜，或
在 37 ˚C下放置 1 小时。酶处理后，按照 “常规清洗” 部分中描述的程序
清洗层析柱。

3

1
根据污染物的性质，可以使用对应的缓冲液和耐受的清洗溶液。在使用任
何一种清洗溶液后，都要用至少 2 CV 的水冲洗，然后再用 2 CV 的缓冲洗
脱液冲洗。

第一章
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1.3 强力清洗
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第二章

2.1 His 亲和柱

第二章

亲和柱的清洗与维护

剥离处理

再螯合

如果要纯化的是同一种蛋白质，那么在每次纯化之间无需对填料进行剥离处理；根
据提取物、提取物体积、目标蛋白质等情况，在进行五到七次纯化后对介质进行再
螯合就足够了。

再生

为了去除残留的镍离子（Ni²+），用 5 CV 的 20 mM 磷酸钠、0.5 M 氯化
钠、50 mM乙二胺四乙酸（EDTA），pH 值为 7.4 的溶液进行冲洗。在对
层析柱进行再螯合之前，先用至少 5 CV 的结合缓冲液冲洗以去除残留的 
EDTA，然后再用 5 CV 的蒸馏水冲洗。

将 0.5 CV 的 0.1 M 硫酸镍（溶于蒸馏水中）上样到层析柱中。

用 5 CV 的蒸馏水冲洗层析柱，接着用 5 CV 的结合缓冲液冲洗（以调节 
pH 值），然后再将层析柱储存于 20 % 的乙醇中。

在某些应用中，诸如变性蛋白质或脂质之类的物质在再生过程中无法被
清洗下来。这些物质可以通过在位清洗（CIP）的方式去除。



在位清洗 (CIP)

当发现层析柱性能下降或柱压升高时，应进行清洗。

去除镍离子（Ni²+）后的层析柱可通过以下方法进行清洗：

疏水结合蛋白，脂蛋白，脂质

沉淀蛋白，疏水结合蛋白，脂质

离子结合蛋白质

用 10 CV 的 1.5 M 的氯化钠溶液冲洗。然后再用 10 CV 的蒸馏水冲洗。

用 1 M 的氢氧化钠溶液冲洗层析柱，接触时间通常为 1 至 2 小时（若要去
除内毒素，则需 12 小时或更长时间）。然后用大约 10 CV 的结合缓冲液
冲洗，接着再用 10 CV 的蒸馏水冲洗。

用 5 到 10 CV 的 30% 异丙醇冲洗约 15 到 20 分钟。然后用大约 10 CV 的蒸
馏水冲洗。

或者，用 2 CV 的碱性或酸性洗涤剂溶液冲洗。例如，使用含 0.1 % 到 0.5 % 
非离子型洗涤剂的 0.1 M 乙酸溶液，接触时间为 1 到 2 小时。处理之后，务
必用 5 到 10 CV 的 70 % 乙醇冲洗以去除残留的洗涤剂。然后再用大约 10 CV
的蒸馏水冲洗。

在清洗之前，需按照推荐的步骤剥离镍离子（Ni²+）（见 “再生”）。

清洗时建议设置液流方向反向或将层析柱反向接入系统。

清洗后，将层析柱储存在 20 % 的乙醇中；或者在储存于乙醇之前，对其
进行镍离子（Ni²+）的再螯合。

第二章
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Ni Sepharose  excel & HisTrap excel 在位清洗 (CIP)

当观察到柱压升高时，就应该对层析柱进行清洗。下面的表格中描述了不同的在位
清洗（CIP）方法。在进行在位清洗过程中，流速不得超过 150 cm / h。



疏水结合蛋白，脂蛋白，脂质

其余标签蛋白层析纯化柱清洗方法详见说明书。

沉淀蛋白，疏水结合蛋白，脂质

离子结合蛋白质

用 10 CV 的 1.5 M 的氯化钠溶液冲洗。然后再用 10 个 CV 的蒸馏水或平衡
缓冲液冲洗。

用 1 M 的氢氧化钠溶液冲洗层析柱，接触时间通常为 1 至 2 小时（若要去
除内毒素，则需 12 小时或更长时间）。然后用大约 10 CV 的平衡缓冲液
冲洗。

用 5 到 10 CV 的 30 % 异丙醇冲洗约 15 到 20 分钟。然后用大约 10 CV 的蒸
馏水或平衡缓冲液冲洗。

或者，用 2 CV 的碱性或酸性洗涤剂溶液冲洗。例如，使用含 0.1 % 到 0.5 % 
非离子型洗涤剂的 0.1 M 乙酸溶液，接触时间为 1 到 2 小时。处理之后，务
必用 5 到 10 CV 的 70 % 乙醇冲洗以去除残留的洗涤剂。然后再用大约 10 CV
的平衡缓冲液冲洗。

第二章
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2.2 抗体亲和层析柱
以MabSelectTM PrismA为例

必须定期进行在位清洗，以防止污染物富集，并维持预装柱的载量、流动性能以及
整体性能。

建议在以下情况下进行在位清洗：
· 当注意到柱压升高时。
· 如果观察到层析柱性能下降。
· 当同一根层析柱用于纯化不同蛋白质时，为防止可能出现的交叉污染。

在位清洗 (CIP)
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第二章

建议清洗步骤：

在使用 NaOH 清洗之前，需要将层析柱保存在中性 pH 环境中，避免因为酸碱接
触导致层析柱发热的现象。另外，NaOH 的浓度可以根据层析柱的使用程度进行
调整。

对于特殊配基的抗体层析柱，请参照说明书进行相关操作。 

用 3 CV 的缓冲液冲洗层析柱。1

以低流速用至少 3 CV 的 NaOH（0.5 ~ 1 M ）冲洗层析柱至少 15 分钟。2

立即用至少 5 CV 的经过除菌过滤且 pH 值在 7 至 8 之间的结合缓冲液冲洗。3

使用 20 % 乙醇置换结合缓冲液并将层析柱保存在 2 - 8 °C 环境中。4



08

3.1 再生

第三章

离子柱的清洗与维护

第三章

用 5 CV 的 1 M NaCl（100 % B）洗涤，以洗脱柱子上剩余的结合物质。1

2
用 5 至 10 CV 的起始缓冲液重新平衡，直到洗脱液的 pH 值和电导率达到
所需值。

用至少 2 CV 的 2 M NaCl 冲洗。1

用至少 4 CV 的 1 M NaOH 进行洗涤。2

用至少 2 CV 的 2 M NaCl 洗涤。3

用至少 5 CV 的起始缓冲液或储存缓冲液洗涤，至 pH 值和电导率达到要求。5

注意：建议全程反向冲洗，以便于杂质尽快从柱子中流出。

用至少 2 CV 的蒸馏水冲洗，直至紫外基线和洗脱液 pH 值稳定。4

3.2 常规清洗方法
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第三章

3.3 去除沉淀的蛋白质的清洗方法

3.4 去除脂质、疏水结合蛋白或脂蛋白的
        清洗方法

方法1：盐酸胍

用 2 CV 6 M 盐酸胍洗涤。1

立即用至少 5 CV pH 值为 7.0 至 8.0 的缓冲液洗涤。2

用至少 2 CV 的蒸馏水冲洗，直至紫外基线和洗脱液 pH 值稳定。3

用至少 5 CV 的起始缓冲液或储存缓冲液洗涤，至 pH 值和电导率达到要求。4

注意：建议全程反向冲洗，以便于杂质尽快从柱子中流出。

方法2：胃蛋白酶

1
注入 1 CV 胃蛋白酶（1 mg / mL 于 500 mM NaCl、100 mM 乙酸中）。在室
温下放置过夜或在 37 °C 下放置 1 小时。

用至少 2 CV 的蒸馏水冲洗，直至紫外基线和洗脱液 pH 值稳定。2

用至少 5 CV 的起始缓冲液或储存缓冲液洗涤，至pH 值和电导率达到要求。3

注意：建议全程反向冲洗，以便于杂质尽快从柱子中流出。

方法1：醇类清洗

用 4 CV 不超过 70% 的乙醇或 30% 的异丙醇清洗。1
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第三章

用至少 2 CV 的蒸馏水冲洗，直至紫外基线和洗脱液 pH 值稳定。2

用至少 5 CV 的起始缓冲液或储存缓冲液洗涤，至 pH 值和电导率达到要求。3

注意：建议全程反向冲洗，以便于杂质尽快从柱子中流出。

方法2：去垢剂

1
用 2 CV 含去垢剂的碱性或酸性溶液清洗，例如 100 mM 乙酸中添加0.1% 
至 0.5% 的非离子去垢剂。

用至少 2 CV 的蒸馏水冲洗，直至紫外基线和洗脱液 pH 值稳定。2

用至少 5 CV 的起始缓冲液或储存缓冲液洗涤，至 pH 值和电导率达到要求。3

注意：建议全程反向冲洗，以便于杂质尽快从柱子中流出。
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第四章

疏水柱的清洗与维护

4.1 再生

4.2 常规清洗

第四章

用 2 至 5 个 CV 的无盐洗脱缓冲液清洗，洗脱任何残留的疏水结合物质。

通过用不含盐的缓冲溶液清洗 HIC 填料，可以有效洗脱大多数结合的蛋白质。在每
次运行结束时，应包括无盐再生步骤，去除仍然结合在填料上的任何分子。密切关
注紫外线吸收率，以便根据需要缩短或延长再生步骤。

有时蛋白与填料间疏水相互作用很强，以至于可能需要使用更严苛的条件洗掉所有
结合的物质，例如，0.5 至 1.0 M 氢氧化钠、70 % 乙醇或 30 % 异丙醇。

用至少 4 个 CV 的 1 M NaOH 清洗。1

用至少 3 个 CV 的水清洗，或直到洗脱液 pH 为中性。2

4.3 强力清洗

方法1

用至少 2 个 CV 的水以推荐流速清洗。1
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第四章

用至少 4 个 CV 的 70 % 乙醇或 30 % 异丙醇以推荐流速清洗。2

用至少 4 个 CV 的蒸馏水以与步骤 1 中相同的流速清洗。3

4
要开始新的分离：用至少 3 个 CV 的起始缓冲液再平衡，或者直到在推荐
流速下达到正确的洗脱液 pH 值。

1
用最多两个 CV 的 0.05 % 非离子去垢剂 ( 例如 Tween™-20 ) 以推荐流速溶
于 1 M 乙酸溶液进行清洗。

用至少 4 个 CV 的 70 % 乙醇清洗。2

用至少 4 个 CV 的蒸馏水以与步骤 1 中相同的流速清洗。3

4
要开始新的分离：用至少 3 个 CV 的起始缓冲液再平衡，或者直到在推荐
流速下达到正确的洗脱液 pH 值。

方法2
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第五章

层析柱的正确储存

层析柱储存时，小体积（1 mL, 5mL）层析柱先用 4 CV 的蒸馏水清洗，再用 4 CV 
的 20% 乙醇清洗，大体积层析柱（20 mL或自装柱）可减少至2 CV清洗体积。对
于使用 SP 和 S 配基的阳离子交换层析柱，需要在 20 % 的乙醇溶液中加入 0.2 M 
乙酸钠。对乙醇/水混合溶液进行彻底脱气，并以低流速充入柱中，以避免层析柱
超压。

第五章

5.1 储存液

室温储存，或长期储存于 4 °C 至 8 °C。切勿冷冻。

5.2 储存温度

5.3 储存装置的使用
取下时先向下按压弹簧帽，抽出固定杆，再旋下整个
保护装置（图 5.1 左）。

装回时，旋上不带弹簧的保护装置，压入弹簧帽，使
得孔与孔对准，再插入固定杆（图 5.1右）。

液体不足时，可使用注射器和接头对储存装置进行补
液，取下弹簧帽，用注射器从一端注入 20 % 乙醇，
注意排除气泡，注入到管子上的标线以上为止。 

图 5.1

扫码查看
视频解析
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第六章

层析柱与设备的连接

6.1 Tricorn/XK/HiScale层析柱接入系统

第六章

将 ÄKTA 系统流速设置为 0.5 mL / min，切换到对应柱位流路，确保管路中
没有气泡。

2

查阅层析柱说明书，正确设置报警压。1

拧开层析柱上端堵头，将管路伸入层析柱柱头中并持续泵送液体。3

待层析柱柱头上端有液面凸起后，将上端接头拧上但不拧紧。4

打开层析柱下端堵头，拧紧上端接头。5

待层析柱下端有液体流出后将层析柱连接入 ÄKTA 系统中。6

扫码查看
视频解析
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第六章

6.2 HiTrapTM 预装柱接入系统

将 ÄKTA 系统流速设置为 0.5 mL / min，切换到对应柱位流路，确保管路中
没有气泡。

2

查阅层析柱说明书，正确设置报警压。1

拧开层析柱上端堵头，将管路伸入层析柱柱头中并持续泵送液体。3

待层析柱柱头上端有液面凸起后，将上端接头拧上但不拧紧。4

掰断层析柱下端塑封口，拧紧上端接头。5

待层析柱下端有液体流出后将层析柱连接入 ÄKTA 系统中。6

扫码查看
视频解析



第七章

第七章

常见问题解答

7.1  层析柱进气

16

发现系统出现气泡后，首先暂停正在运行的实验，检查气泡所处的位置：

若气泡位于入口管道中且尚未进入泵头

若气泡已进入泵头尚未进入层析柱

若气泡已经进入层析柱

注意：若层析柱进入气泡较多且时间较长，有可能已经对填料造成不可逆的伤害无
法恢复，具体可由冲洗后层析柱能否满足分离要求决定。

使用泵冲洗的命令排出气泡，在泵冲洗过程中，确认废液管道 W1 有连续
液体流出，无周期卡顿。

若泵冲洗过程中发现 W1 无液体流出，在泵冲洗结束后进行泵头手动抽气。

此时通过泵冲洗的命令一般无法将气泡排出，可直接进行泵头手动抽气，
抽气后再运行泵冲洗命令，保证气泡完全排出。

首先按照上方的方法对系统进行排气，系统确保无气泡之后反向连接层析
柱（若系统有柱位阀，可直接将流向切换为 up flow），使缓冲液流向为
从下往上，之后，设置低流速，直至肉眼看层析柱中无明显气泡且紫外曲
线维持稳定。



7.2  层析柱超压
第一时间暂停流速。

对于 Tricorn 柱，使用记号笔在柱床高度面做好标记。随后向上拔出上柱
头的黑色锁扣，旋转红色端头使得柱头下降到刚好接触填料液面即可。

对于 XK / HiScale 柱，使用记号笔在柱床高度面做好标记。随后旋转调节
杆，使得柱头下降到刚好接触填料液面即可。

观察在压力释放的状态下填料是否能够回弹。

7.3  如何避免层析系统压力升高

实验缓冲液及样品均需使用 0.22 / 0.45 μm 滤膜过滤；当样品小于 1 mL 
时，可将样品高速离心（ ≥ 10000 g，10 min ）后，取上清上样。

实验运行结束后务必及时使用 ddH2O 及 20 % 乙醇冲洗并保存系统，切勿
将实验缓冲液静置于系统中。

所有的层析柱、填料均有建议的 CIP 频率及步骤，良好的层析柱维护程序
可保证层析柱可以在较长时间内维持良好的性能。

7.4  层析柱有色素该怎么去除

第七章
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色素性质较复杂，可以根据填料的耐受情况，尝试使用高盐、NaOH、有
机溶剂（如 30 % 异丙醇或乙醇）或酸（如 0.01 M HCl）处理，最好将填
料拆出，分别浸泡在不同试剂中。

也可以考虑使用混合试剂进行处理，例如：通过混合 8 M 尿素 + 0.5 M 乙
酸 + 2 M NaCl，对于和阴离子交换等介质紧密结合的化合物，通常很有
效；或者1 M NaOH混合 1-2 M 盐；可以耐受有机溶剂的情况下，尝试 1 M 
NaOH 混合 20 - 30 % 的异丙醇；根据色素的不同性质，也可以尝试不同的
去污剂，注意避免操作中产生气泡。 如果去除不掉，可以定期把色素污
染部分的填料去除，或验证是否对于样品纯化造成影响。
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7.6  填料如何储存？
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Fronting Peaks 为色谱峰前倾，表示柱子可能装的太紧，建议降低流速 ；
样品超载，建议降低上样量 ；填料中形成一条通路（Channeling）造成部
分样品的路径缩短 ；柱子存在污染。

Tailing peaks 为色谱峰拖尾，表示柱子可能装的太松，建议使用更高流
速 ；由于上样 buffer 条件不合适，造成样品没有和填料结合，建议调节上
样 buffer 中的 pH 和盐浓度 ；样品太粘稠，可以稀释或更换 buffer 体系 ；
柱子存在污染 ；系统体积大造成峰变宽，检查系统模块、管线和接头。

大部分填料可以在 4 - 40 °C 储存，或参考说明书。切勿冷冻，当环境温度
低于 0 °C 时，运输和储存时需要添加保温材料，避免保存液冷冻结冰。
储存过程中，注意避免填料干燥，长期不用的层析柱，接头处可能缓慢挥
发导致填料干燥。低温储存时，避免产生气泡。

储存液 ：对于耐碱的层析介质，可以使用 0.01 M NaOH 作为储存液 ；对于
不耐碱的层析介质，比如亲和介质，一般是用 20 % 的乙醇或 2 % 苯甲醇
作为储存试剂。填料在进行储存的过程中，需要注意污染的问题，因此建
议定期更换储存液。
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7.7  纯化实验中对样品有什么要求？

无论哪一种纯化方式，我们都需要保证样品可溶无颗粒，因此上样前需要
通过离心或者过滤处理，在必要的情况下，需要对样品的稳定性进行测
试，以避免纯化过程中发生样品的降解、聚集、变性。

样品的上样条件需要与所选择的纯化方式相匹配，如 pH 和离子强度。必
要时可通过脱盐或者膜过滤等方式对样品的缓冲液条件进行优化。

在分子筛实验过程中，上样量有严格要求，具体请参考对应柱子的说明
书，有推荐最大上样体积，而对于样品的浓度，在高分辨分离时建议不超
过 10 mg / ml 的浓度，另外可以通过核酸酶处理降低样品中核酸含量以降
低样品的粘度。

在其它结合模式纯化（离子交换、亲和层析、疏水作用层析等）过程中，
我们需要根据载量确定填料用量，而上样体积不是限制因素（因为结合为
动态平衡，所以样品浓度对结合效率有一定影响，当样品浓度较低时，需
要浓缩后上样）。

更多问题可扫描二维码进行查阅
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