ITC样品准备
[bookmark: OLE_LINK1][bookmark: OLE_LINK2]VP-ITC型微量量热仪只接受流动性较高的液体样本，无法检测气态、固态或粘稠度较高的液态样本。液体样本一般建议基于水配置的溶液，不接受挥发性的有机溶剂。

1、对于已知解离常数KD，但未知热变化水平的实验：
被滴定物浓度要求：10~1000 KD
被滴定物体积要求：至少2mL，最好2.5mL以上
滴定物浓度要求：必须同时满足大于等于20倍被滴定物浓度且超过KD
滴定物体积要求：至少500 μl，最好800μl以上
备注：若须获得理想数据，建议被滴定物浓度为解离常数的10-1000倍，若由于溶解度等原因浓度无法满足上述要求，可视滴定热变化情况，在满足仪器最低检测量度内使用低浓度检测。

2、对于未知解离常数KD，且未知热变化水平的实验:
被滴定物浓度要求：50 μM及以上
被滴定物体积要求：至少2mL，最好2.5mL以上
滴定物浓度要求：大于等于20倍被滴定物浓度
滴定物体积要求：至少500 μl，最好800μl以上
备注：样品母液浓度尽量高，可现场稀释，现场须带100 ml以上相应的buffer来稀释和润洗仪器。

3、滴定物与被滴定物buffer匹配问题
   ITC是一款灵敏的热量检测仪，微量的热变化都能被监测到。在滴定过程中，除了产生反应热外，还有可能会产生其他的热变化：如稀释热、中和热等，因此，在进行滴定时须务必满足一个大原则——滴定物与被滴定物所处的buffer环境完全一致。
以下列举部分经常导致的buffer不一致的原因：
1、 缓冲溶液不是同一批，盐浓度和PH都可能存在差异；
2、 滴定物母液与实验buffer不一致，稀释过程中引入部分母液中的成分，建议被滴定物也按相应比例引入滴定物母液中的成分；
3、 被滴定物源于各种生物方法提取，溶液置换不完全。建议使用凝胶脱盐或超滤等方法置换buffer，收集超滤下的buffer或者凝胶脱盐buffer作为滴定物的稀释buffer。

4、注意事项
[bookmark: _GoBack]1、需自带100mL以上样品所用缓冲液用于润洗仪器（若样品本身是溶解在水中的无需带缓冲液）
2、若样品为小分子且缓冲液中加有DMSO请提前告知
3、需确保上机样品不会随时间和滴定反应的进行有沉淀或析出结晶



样品制备要求：
1. 使用透析、脱盐柱或者超滤方法将蛋白样品统一到一致的缓冲液中。
2. 对于样品中的甘油、表面活性剂等添加剂需要额外增加透析时间或超滤次数。
3. 透析过程保持蛋白活性！
4. 保留透析或超滤尾液，用于：溶解小分子样品；稀释样品；做Control实验。
5. 透析或超滤后的样品需要重新浓缩并准确定量。
6. 改变缓冲液成分，以提高蛋白的稳定性和溶解性。例如PH、盐离子浓度或其他添加剂。
7. 对于由100%DMSO溶解的小分子母液，使用蛋白的透析尾液稀释至目标DMSO含量，如5%。向透析过的蛋白添加DMSO，达到与小分子相同的DMSO含量。
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