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产品规格：5ml  □        25ml  □        100ml  □
工作原理
内毒素（即脂多糖）是革兰氏阴性细菌细胞壁的主要组成部分，广泛存在我们的试剂耗材和样品之中，是生物医学试验和医药制品中的一大污染源，是蛋白、核酸、多糖等生物大分子纯化过程中最令人头疼的杂质之一。尤其是在利用革兰氏阴性菌生产的相关制品中，内毒素的含量可达到几百万单位每毫克样品，包括大肠杆菌重组表达蛋白。内毒素对哺乳动物的免疫系统具有极强的刺激性，极微量的内毒素即可引起动物机体发热甚至死亡，对动物细胞有很强的毒性，严重影响着各种体内外试验和药物的安全性。内毒素结构成分复杂，含有多糖、蛋白、脂质等成分，热稳定性和化学稳定性极强，常规方法很难除去。为了保证生物医学试验的成功率、可靠性，生物医药制品的安全性、有效性，彻底地去除样品和溶液中的内毒素一直是我们纯化工艺上的重点内容。
本产品利用Polymyxin B 亲和层析技术（Polymyxin B-Agarose）来实现这一工艺，达到有效地去除内毒素的目的。Polymyxin B-Agarose，即PMB 亲和层析介质，是将Polymyxin B 通过共价偶联的方式固定在琼脂糖凝胶上，利用Polymyxin B 能够特异性亲和内毒素的特性，除去溶液和生物制品中的内毒素。Polymyxin B（PMB）是从多粘芽孢杆菌中分离出来的一种强阳离子环抗生素，是目前发现的唯一一种能特异性亲和吸附内毒素(脂多糖)的抗生素。它对大部分的革兰氏阴性菌有效，主要是通过结合细菌膜上的脂多糖成分来发挥作用。由于它能够特异性高效亲和细菌细胞膜上的脂多糖，Polymyxin B-Agarose 用于除去溶液和生物制品中的内毒素，已经逐渐成为了纯化过程中去除内毒素的主流方法。

产品特性
	外观
	凝胶微球悬浮液，保存于20%乙醇溶液

	颜色
	白色或米白色

	基质
	4%交联琼脂糖

	配基
	Polymyxin B

	靶分子
	内毒素（脂多糖）

	载量
	2,000,000-5,000,000 EU内毒素/ml凝胶



操作方法
A 层析柱纯化步骤
1 装柱，将凝胶介质轻轻混悬起来，取适量的凝胶（如10 mL）装填于无内毒素层析柱或离心柱中。
2 洗涤介质，用3~5 倍柱体积的无内毒素水或缓冲液洗涤凝胶，洗去凝胶保存液（20% Ethanol）。凡是遇到凝胶第一次使用、长时间停用、更换层析柱的情况，必须要按步骤8 对凝胶介质进行再生处理。
3 平衡介质，用5~10 倍柱体积的样品缓冲液（可以使用0.9% NaCl 或pH 7.2，0.1 M PBS）平衡柱子。
4 上样，上样速度宜缓慢（如大肠杆菌表达重组蛋白10mg/mL，50,000 EU, 10 mL），建议流速小于2 mL/min。
5 收样，收集样品流穿液，用1 倍柱体积的的无内毒素缓冲液（pH 7.2-7.8，盐离子浓度50mM~500mM）洗涤凝胶，建议流速为0.2 mL/min，收集洗脱液与流穿液合并，即为去内毒素的纯化样品。
6 样品保存，建议纯化好的高纯的蛋白样品立即冻干或是加50% Glycerol 保存于-20℃以下，否则样品很容易聚集沉淀或是降解。
7 样品检测，纯化好的样品进行内毒素检测试验，内毒素应小于0.1 EU/mg 蛋白。如果内毒残留量过高，请将样品再上样1-2 次，以去除更多的内毒素。
8 再生介质，用5-10 倍柱体积的1% DOC（脱氧胆酸钠）洗涤凝胶介质，然后用10 倍柱体积无内毒素水洗涤凝胶介质。
9 保存介质，用3-5 倍柱体积20% Ethanol 洗涤凝胶，将凝胶保存于20% Ethanol 中。如果使用方法恰当，本介质至少可以再生使用10 次。

B 重力流纯化步骤
1 移除保存液，将凝胶介质轻轻混悬起来，取适量的凝胶（如10 mL）于离心管中，静置至完全沉淀或置于离心机中以6000 rpm的转速离心5min或以0.45m的滤膜真空抽滤，去除上清液或滤液。
2 清洗凝胶介质，用3-5 倍凝胶体积的无内毒素水或缓冲液混悬凝胶，静置至完全沉淀或置于离心机中以6000 rpm的转速离心5min或以0.45m的滤膜真空抽滤，去除上清液或滤液，洗涤3-5 次。凡是遇到凝胶第一次使用、长时间停用等情况，必须要按步骤5 对凝胶介质进行再生处理。
3 平衡凝胶介质，用3-5 倍凝胶体积的样品缓冲液混悬凝胶，静置至完全沉淀或置于离心机中以6000 rpm的转速离心5min或以0.45m的滤膜真空抽滤，去除上清液或滤液。可根据实际需要再平衡1~2次。
4 去除内毒素，根据样品的内毒素含量及性质将适量样品（如50-5000 mL）加入清洗平衡好的凝胶中，混悬，每隔5min混悬1次，静置结合15-30min，静置至完全沉淀或置于离心机中以6000 rpm的转速离心5min或以0.45m的滤膜真空抽滤，回收上清液或滤液，即为去内毒素的纯化样品。
5 再生介质，用3-5 倍凝胶体积的1% DOC（脱氧胆酸钠）洗涤凝胶介质，然后用3-5 倍凝胶体积无内毒素水洗涤凝胶介质。
6 保存介质，用3-5 倍凝胶体积20% Ethanol 洗涤凝胶，将凝胶保存于20% Ethanol 中。如果使用方法恰当，本介质至少可以再生使用10 次。

注意事项
1 使用本公司产品前请仔细阅读本产品说明书及相关文献报道，或咨询我公司技术服务人员。
2 本产品系Polymyxin B-Agarose 即PMB 亲和介质，吸附的物质是内毒素即脂多糖。若您的纯化产物不是内毒素，而是想去除样品中的内毒素，请务必一定要收集好流穿液，即您纯化好的样品。
3 本产品所涉及到的参数均是在本公司模式蛋白的质控中获得。请您在使用本产品前充分了解自己样品的特性。我们不能保证您的样品和操作方案一定可达到本说明中所陈述的纯化效果。请务必坚持一个蛋白一个纯化工艺的原则。
4 由于内毒素本身结构含有脂链、蛋白、多糖，是十分复杂的生物大分子，它能够在缓冲液中通过疏水作用等方式与您的目的分子结合在一起。因此在样品纯化过程中，去除内毒素的同时有可能照成您样品的损失，损失率与您目的分子和内毒素的结合强度相关，您目的分子和内毒素的结合强度与样品缓冲液的盐离子浓度、pH 等相关。
5 为了获得更高的样品回收率和内毒素去除率，建议您将待处理的样品保存在pH 7-8、盐离子浓度50mM-500mM 缓冲液中，所含内毒素总量不大于介质最高载量的1/10，并根据自己的样品特性摸索最适合的纯化工艺。

储存条件
2-8℃，严禁冻结。有效期12个月

仅供科学研究，不得用于临床治疗
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