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接枝多胺聚合物制备大孔阴离子交换色谱介质
及其蛋白吸附行为评价
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摘要：以环氧活化聚甲基丙烯酸酯大孔微球（ＦａｓｔＳｅｐ⁃ｅｐｏｘｙ）为基质，通过接枝聚（烯丙基胺）（ＰＡＡ）制备了大孔阴

离子交换色谱介质（ＦａｓｔＳｅｐ⁃ＰＡＡ）。 考察了介质的合成条件对离子交换容量（ ＩＣ）及蛋白结合容量的影响，发现 ＩＣ
随 ＰＡＡ 浓度、反应时间和溶液 ｐＨ 的增加均表现为增长趋势；同时结合蛋白吸附容量的变化选择了最优合成条件。
通过扫描电子显微镜观察介质的表面形貌，发现其孔隙连通性较好，且接枝前后介质孔道结构无明显变化，ＰＡＡ 配

基密度对介质结构无明显影响。 此外，通过压汞法和氮气吸附法测定接枝前后不同介质的孔径尺寸和孔径分布情

况，并考察该类介质的孔径与蛋白吸附行为的关系，发现其蛋白结合容量未出现随介质孔径尺寸增加而显著下降

的现象，且孔径尺寸增加更有利于蛋白在介质内部传质。 在 １２６ ｃｍ ／ ｈ的流速下 ＦａｓｔＳｅｐ⁃ＰＡＡ 介质的原始孔径（即
ＦａｓｔＳｅｐ⁃ｅｐｏｘｙ 的孔径）为 ４００ ｎｍ 时的蛋白动态结合容量（ＤＢＣ）最高（７０􀆰 ３ ｇ ／ Ｌ），该孔径下介质比表面积大，蛋
白可吸附位点较多；原始孔径为 ７００ ｎｍ 及以下的介质蛋白 ＤＢＣ 均随流速增加而均有一定下降；原始孔径为１ ０００
ｎｍ 的介质蛋白 ＤＢＣ 几乎不受流速影响，流速由 １２６ ｃｍ ／ ｈ增加至 ６２８ ｃｍ ／ ｈ时蛋白 ＤＢＣ 仅下降 ３􀆰 ５％，且在 ６２８
ｃｍ ／ ｈ 的流速下能保持 ５７􀆰 ７ ｇ ／ Ｌ ，蛋白分子在该孔径下的扩散速率受限较小，传质性能优异，这一特性表明该类大

孔聚合物阴离子交换色谱介质在蛋白高通量分离中具有较大的优势。
关键词：大孔聚合物微球；阴离子交换色谱介质；接枝法；蛋白结合容量
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ｇｒｅａｔ ｐｏｔｅｎｔｉａｌ ｆｏｒ ｔｈｅ ｈｉｇｈ⁃ｔｈｒｏｕｇｈｐｕｔ ｓｅｐａｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｐｒｏｔｅｉｎｓ．

引用本文：姜泽平，郭旺，李子炀，侯恒扬，霍文迪，王佳一，马磊，靳海波，黄永东，张荣月． 接枝多胺聚合物制备大孔阴离子交换色谱介

质及其蛋白吸附行为评价． 色谱，２０２４，４２（４）：３６０－３６７．
ＪＩＡＮＧ Ｚｅｐｉｎｇ， ＧＵＯ Ｗａｎｇ， ＬＩ Ｚｉｙａｎｇ， ＨＯＵ Ｈｅｎｇｙａｎｇ， ＨＵＯ Ｗｅｎｄｉ， ＷＡＮＧ Ｊｉａｙｉ， ＭＡ Ｌｅｉ， ＪＩＮ Ｈａｉｂｏ， ＨＵＡＮＧ Ｙｏｎｇｄｏｎｇ，
ＺＨＡＮＧ Ｒｏｎｇｙｕｅ． Ｐｒｅｐａｒａｔｉｏｎ ｏｆ ａ ｍａｃｒｏｐｏｒｏｕｓ ａｎｉｏｎ ｅｘｃｈａｎｇｅ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｉｃ ｍｅｄｉｕｍ ｂｙ ｐｏｌｙａｍｉｎｅ ｇｒａｆｔｉｎｇ ａｎｄ ｅｖａｌｕａｔｉｏｎ ｏｆ
ｉｔｓ ｐｒｏｔｅｉｎ⁃ａｄｓｏｒｐｔｉｏｎ ｂｅｈａｖｉｏｒ． Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ，２０２４，４２（４）：３６０－３６７．

Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ： ｍａｃｒｏｐｏｒｏｕｓ ｐｏｌｙｍｅｒ ｍｉｃｒｏｓｐｈｅｒｅｓ； ａｎｉｏｎ ｅｘｃｈａｎｇｅ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｉｃ ｍｅｄｉａ；
ｇｒａｆｔｉｎｇ； ｂｉｎｄｉｎｇ ｃａｐａｃｉｔｙ ｏｆ ｐｒｏｔｅｉｎｓ

　 　 生物技术的快速发展和人们近年来对生物药物

需求的增加，促进了生物制药规模的迅速增长。 生

物制药上游制备规模的增加对下游的分离纯化技术

提出了新的挑战，色谱技术作为当前主流的分离纯

化技术［１］，色谱介质的性能起到决定性作用，其中

高通量是色谱介质的重要参数［２］。 当前常用的色

谱介质多以琼脂糖为基质，其本身质地软（耐压＜
０􀆰 ３ ＭＰａ）、平均孔径小（３０～５０ ｎｍ） ［３］，在高通量分

离纯化应用中受到一定限制。 为弥补琼脂糖基质色

谱介质的这一不足，近年来以有机聚合物为基质的

色谱介质受到越来越多的关注，如以聚苯乙烯［４］ 和

聚丙烯酸酯类［５］ 微球为基质的色谱介质机械强度

高，耐压性可高达 １０ ＭＰａ［６］，同时其孔径调控范围

广（１００～１ ０００ ｎｍ） ［７］，能更好地满足高通量分离纯

化的需求。
　 　 聚合物基质的色谱介质在机械强度和孔径尺寸

方面弥补了常规琼脂糖色谱介质的不足，但因为其

本身孔径尺寸大、比表面积低等特点，致使其蛋白结

合容量低［８］，尤其对于大孔聚合物色谱介质来说更

是如此。 为提高介质吸附容量，在微球表面接枝聚

合物配基是常用策略，利用该类分子的功能基团数

目多、分子构象多变等特性，可提高蛋白分子的捕获

效率。 如本研究小组曾以支化的聚乙烯亚胺（ＰＥＩ）
为配基［９］制备了阴离子交换色谱介质，ＰＥＩ 分子具
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有多个氨基基团，增加了大孔聚丙烯酸酯微球表面

的氨基数量，同时 ＰＥＩ 长链分子通过“链传递”机

理［１０］进一步提高了蛋白大分子在介质内部的传质，
从而增加蛋白的结合容量和传质速率。 聚（烯丙基

胺）（ＰＡＡ）作为聚合物配基，其具有直链结构，所带

氨基均为伯胺基团，这较 ＰＥＩ 配基的支链结构更为

简单，所带氨基种类也更为单一，因此更适合用于对

阴离子交换配基的吸附与色谱行为进行系统研

究［１１－１８］。 目前该配基在琼脂糖类色谱介质上已有

应用，孙彦课题组曾对不同相对分子质量的 ＰＡＡ 配

基接枝介质的吸附与色谱行为进行系统研究［１９－２１］，
其中 １７􀆰 ５ ｋＤａ 的 ＰＡＡ 配基获得了更高的吸附容量

与传质性能，其蛋白结合容量比接枝 ＰＥＩ 的介质提

高 ２０％ 以上，远超其他类型的阴离子交换色谱介

质。 但以大孔聚合物微球为基质的该类色谱介质的

研究目前较少，其制备方法、配基类型、蛋白吸附行

为等研究内容有待深入探究。
　 　 本工作以大孔聚丙烯酸酯类微球为基质，通过

“ ｇｒａｆｔｉｎｇ ｔｏ ”方法接枝 ＰＡＡ 配基制备了大孔阴离

子交换色谱介质（ＦａｓｔＳｅｐ⁃ＰＡＡ），研究了以 ＰＡＡ 为

配基的阴离子交换色谱介质的制备方法，探讨了配

基密度、孔径尺寸与蛋白结合容量的关系，为该类聚

合物色谱介质的制备和应用提供一定的理论参考。

１　 实验部分

１．１　 仪器与试剂

　 　 扫描电子显微镜（ＳＥＭ），韩国 ＣＯＸＥＭ 公司；
ＴＧ １６ 台式高速离心机（ＴＭＨＳＣ），上海卢湘仪离心

机仪器有限公司；全自动比表面及孔径分析仪

（ＢＥＴ），金埃谱（南京）科技有限公司；高性能全自

动压汞仪 （ＭＩＰ），深圳华普通用科技有限公司；
ＳＣＧ⁃１００ 型蛋白色谱仪，苏州赛谱仪器有限公司；Ｌ５
紫外可见分光光度计（ＵＶ⁃Ｖｉｓ），上海仪电分析仪器

有限公司；ＳＨＡ⁃ＢＡ 型水浴恒温振荡器（ ＩＳ），金坛市

荣华仪器制造有限公司；Ｅ１６７７ 垂直混合仪（ＶＭ），
宁波新芝生物科技股份有限公司。
　 　 环氧活化聚甲基丙烯酸酯大孔微球（ＦａｓｔＳｅｐ⁃
ｅｐｏｘｙ，其微球表面为环氧基团）定制于北京博尔赛

谱生物科技有限公司，牛血清白蛋白（ＢＳＡ，纯度

９８％）购于北京百灵威科技有限公司，ＰＡＡ（分子质

量 １０ ～ ２０ ｋＤａ，纯度 ９８％）购于北京华威锐科化工

有限公司，以上试剂使用前均未进一步纯化。

１．２　 大孔微球表面接枝 ＰＡＡ
　 　 大孔阴离子交换色谱介质的制备过程如下：将
４􀆰 ０ ｇ ＰＡＡ 溶解于 ２０ ｍＬ 去离子水中，用 ０􀆰 ５ ｍｏｌ ／ Ｌ
ＮａＯＨ 调节 ｐＨ ＝ １２􀆰 ０，将 ２􀆰 ０ ｇ 干燥恒重的大孔微

球 ＦａｓｔＳｅｐ⁃ｅｐｏｘｙ 一并加入 ５０ ｍＬ 离心管中，于垂

直混合仪上室温反应 １２ ｈ，反应完毕后，将制得的

微球用去离子水洗涤至中性，于 ２５ ℃真空干燥 ２４ ｈ
后室温存放备用，将其命名为 ＦａｓｔＳｅｐ⁃ＰＡＡ（依据原

料微球的厂家标示孔径，分别命名为 ＦａｓｔＳｅｐ⁃ＰＡＡ⁃
３００、４００、５００、７００、１０００）。
１．３　 ＦａｓｔＳｅｐ⁃ＰＡＡ 容量

１．３．１　 离子交换容量（ ＩＣ）
　 　 量取 １０ ｍＬ ＦａｓｔＳｅｐ⁃ＰＡＡ 加入色谱柱中，将 ５０
ｍＬ １ ｍｏｌ ／ Ｌ ＮａＯＨ 加入色谱柱内，自然流尽后用去

离子水洗涤至中性，准确量取 ４０ ｍＬ ０􀆰 １ ｍｏｌ ／ Ｌ ＨＣｌ
加入色谱柱内，收集流出液并用 ５０ ｍＬ １ ｍｏｌ ／ Ｌ
ＮａＣｌ 洗涤收集，在流出液中滴加 １ ～ ２ 滴酚酞指示

剂，用 ０􀆰 １ ｍｏｌ ／ Ｌ ＮａＯＨ 进行滴定，至溶液由无色变

为粉色，记录滴定所消耗的 ＮａＯＨ 溶液体积，按式

（１）计算离子交换容量：

ＩＣ＝
ＶＨＣｌｃＨＣｌ－ＶＮａｏＨｃＮａＯＨ

Ｖ球

（１）

式中：ＶＨＣｌ为 ＨＣｌ 溶液体积，ｍＬ； ｃＨＣｌ为 ＨＣｌ 溶液浓

度，ｍｏｌ ／ Ｌ； ＶＮａｏＨ 为 ＮａＯＨ 溶液体积，ｍＬ； ｃＮａＯＨ 为

ＮａＯＨ 溶液浓度，ｍｏｌ ／ Ｌ； Ｖ球 为微球体积，ｍＬ。
１．３．２　 蛋白静态结合容量（ＳＢＣ）
　 　 将一定量的 ＦａｓｔＳｅｐ⁃ＰＡＡ 与 ＢＳＡ 溶液（该溶

液用 ５０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ｐＨ ８􀆰 ０ 的 Ｔｒｉｓ⁃ＨＣｌ 缓冲液配制）
混合，室温吸附 ６ ｈ，离心后取上清液，用紫外可见

分光光度计在 ２８０ ｎｍ 波长下测定其吸收值，通过

标准曲线计算剩余蛋白浓度 Ｃ剩余，按式（２）计算蛋

白静态结合容量：

ＳＢＣ＝
（Ｃ初始－Ｃ剩余）ＶＢＳＡ

Ｖ球

（２）

式中：Ｃ初始为初始 ＢＳＡ 溶液的质量浓度，ｇ ／ Ｌ； Ｃ剩余

为剩余 ＢＳＡ 溶液的质量浓度，ｇ ／ Ｌ； ＶＢＳＡ为 ＢＳＡ 溶

液体积，ｍＬ。
１．３．３　 蛋白动态结合容量（ＤＢＣ）
　 　 将介质装填于聚丙烯色谱柱（Φ ７􀆰 ８ ｍｍ×１３
ｍｍ）中，以 ５０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ｐＨ ８􀆰 ０ Ｔｒｉｓ⁃ＨＣｌ 缓冲溶液

作为平衡缓冲溶液，１ ｍｏｌ ／ Ｌ 氯化钠溶液作为洗脱

液（该溶液用 ５０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ｐＨ ８􀆰 ０ Ｔｒｉｓ⁃ＨＣｌ 缓冲溶
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液配制），先用平衡缓冲液将色谱柱平衡至基线平

稳，之后切换进样阀至蛋白溶液（２ ｇ ／ Ｌ ＢＳＡ 溶液）
进行液体自动进样，当流穿曲线高度达到最高点后

停止进样，先用平衡缓冲溶液冲洗色谱柱至基线重

新平稳，然后用洗脱液对蛋白进行洗脱，记录 １０％
流穿体积，按式（３）计算蛋白动态结合容量：

ＤＢＣ＝ＣＢＳＡＶ１０％ 流穿 ／ Ｖ球 （３）
式中：ＣＢＳＡ为进样蛋白的质量浓度，ｇ ／ Ｌ； Ｖ１０％ 流穿为

１０％ 流穿体积，ｍＬ。
１．４　 介质结构及孔径尺寸测定

　 　 介质的表面形貌结构通过 ＳＥＭ 进行观察；其比

表面积分析采用氮气吸附法测定；采用压汞法对介

质孔径尺寸和分布进行表征。

２　 结果与讨论

２．１　 反应条件对介质 ＩＣ 及蛋白 ＳＢＣ 的影响

２．１．１　 ＰＡＡ 浓度

　 　 以 ＦａｓｔＳｅｐ⁃ｅｐｏｘｙ 为基质，通过微球表面的环

氧基与 ＰＡＡ 分子的伯氨基反应，将 ＰＡＡ 分子接枝

至大孔微球表面，制备得到 ＦａｓｔＳｅｐ⁃ＰＡＡ，其制备过

程如图 １ 所示。

图 １　 ＦａｓｔＳｅｐ⁃ＰＡＡ 的制备过程
Ｆｉｇ． １　 Ｓｃｈｅｍｅ ｆｏｒ ｐｒｅｐａｒａｔｉｏｎ ｏｆ ＦａｓｔＳｅｐ⁃ＰＡＡ

　 　 介质表面氨基数量决定其表面吸附位点数量，
故首先考察了 ＰＡＡ 质量浓度（ＣＰＡＡ）对蛋白静态结

合容量的影响，其结果如图 ２ 所示。 随着 ＣＰＡＡ的增

加，ＩＣ 增加，ＳＢＣ 先增加后不变。 在 ＣＰＡＡ小于 ０􀆰 ０５
ｇ ／ ｍＬ 时，ＩＣ 较低，蛋白吸附位点较少，故 ＳＢＣ 较

低；增加 ＣＰＡＡ， ＩＣ 增高，蛋白吸附位点增多，蛋白结

合能力增加，ＣＰＡＡ为 ０􀆰 ２ ｇ ／ ｍＬ 时 ＳＢＣ 达到最高值

（１０１􀆰 ３ ｇ ／ Ｌ）；继续增加 ＣＰＡＡ， ＩＣ 继续增加，但 ＳＢＣ
不再随之增加。 类似规律出现在李明等［１９］ 的研究

中，该研究将 １７􀆰 ５ ｋＤａ 的 ＰＡＡ 分别接枝到琼脂糖

介质（Ｓｅｐｈａｒｏｓｅ ＦＦ）上，制备得到一系列不同 ＩＣ
的阴离子交换色谱介质（Ｓｅｐｈａｒｏｓｅ ＦＦ⁃ＰＡＡ⁃Ｓ），分
别考察了 ＩＣ 对蛋白 ＳＢＣ 的影响，发现随 ＩＣ 增加，

图 ２　 ＰＡＡ 质量浓度对介质 ＩＣ 和蛋白 ＳＢＣ 的影响（ｎ＝３）
Ｆｉｇ． ２　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｍａｓｓ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｏｆ ＰＡＡ （ＣＰＡＡ） ｏｎ

ｉｏｎ ｅｘｃｈａｎｇｅ ｃａｐａｃｉｔｙ （ＩＣ） ｏｆ ｍｅｄｉａ ａｎｄ ｓｔａｔｉｃ
ｂｉｎｄｉｎｇ ｃａｐａｃｉｔｙ （ＳＢＣ） ｏｆ ｐｒｏｔｅｉｎ （ｎ＝３）

　

蛋白吸附位点增加，蛋白 ＳＢＣ 增加；此外，链伸展程

度增加、链间距减小会使蛋白 ＳＢＣ 快速增加，而孔

隙体积减小则会使蛋白 ＳＢＣ 降低。 所以随着 ＣＰＡＡ

的增多，微球内部分孔隙体积被占据，空间位阻逐渐

增大，蛋白的可及孔隙空间减小［１４，１９］，故随配基密

度增加 ＳＢＣ 基本保持不变，所以在后续实验中不再

继续增加 ＰＡＡ 浓度，选择 ０． ２ ｇ ／ ｍＬ 为最优单体

浓度。

图 ３　 反应时间对介质 ＩＣ 和蛋白 ＳＢＣ 的影响（ｎ＝３）
Ｆｉｇ． ３　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｒｅａｃｔｉｏｎ ｔｉｍｅ ｏｎ ｍｅｄｉａ ＩＣ

ａｎｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ＳＢＣ （ｎ＝３）

２．１．２　 反应时间

　 　 反应时间对介质 ＩＣ 及蛋白 ＳＢＣ 的影响规律如

图 ３ 所示，考察范围为 ０􀆰 ５ ～ ４８ ｈ，随着反应时间的

增加，ＩＣ 先增加后逐渐稳定，而 ＳＢＣ 则略有下降。
根据 ＩＣ 随反应时间的变化趋势，可以将反应时间分

为 ３ 个阶段（反应初期、反应中期和反应末期）。 在

反应初期（３ ｈ 内），微球表面富含环氧基，ＰＡＡ 的接

枝速率快，ＩＣ 随时间增加而迅速增加（３ ｈ 时达到

０􀆰 ３１ ｍｏｌ ／ Ｌ）；在反应中期（３～１２ ｈ），微球表面的环

氧基逐渐减少，ＰＡＡ 接枝速率降低，ＩＣ 随时间增加
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而缓慢增加（１２ ｈ 时达到 ０􀆰 ３７ ｍｏｌ ／ Ｌ）；在反应末期

（１２～４８ ｈ），微球表面的环氧基几乎完全被反应掉，
ＰＡＡ 不再继续增加，ＩＣ 随时间增加而基本保持不变

（４８ ｈ 时保持在 ０􀆰 ３７ ｍｏｌ ／ Ｌ）。 随着反应时间的增

加，接枝的 ＰＡＡ 链不断增多，互相缠绕，造成了微球

内部分孔隙体积被占据，孔内空间位阻逐渐增大，蛋
白的可及孔隙空间减小［１５］，故 ＳＢＣ 稍有下降（０􀆰 ５
ｈ 时 １１０􀆰 ５ ｇ ／ Ｌ， ４８ ｈ 时 ９９􀆰 ０ ｇ ／ Ｌ）。 因此，为了获

得最佳的接枝效果，需要选择合适的反应时间，通过

比较不同反应时间下的 ＳＢＣ 和 ＩＣ，找到最佳的反

应时间。 在接枝 ＰＡＡ 单体的过程中当反应时间为

１２ ｈ 时，ＳＢＣ 达到最高，故选择 １２ ｈ 作为最优反应

时间。

图 ４　 ｐＨ 对介质 ＩＣ 和蛋白 ＳＢＣ 的影响（ｎ＝３）
Ｆｉｇ． ４　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｐＨ ｏｎ ｍｅｄｉａ ＩＣ ａｎｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ＳＢＣ （ｎ＝３）

２．１．３　 ｐＨ 值

　 　 反应溶液的 ｐＨ 值影响 ＰＡＡ 中氨基的质子化

程度，进而影响其反应效率，通过考察 ｐＨ ７ ～ １４ 范

围内 ＩＣ 和 ＳＢＣ 的变化（如图 ４ 所示），发现二者都

随着 ｐＨ 升高先增加后减小，在 ｐＨ １２ 时为最大值，
ＩＣ＝ ０􀆰 ３７ ｍｏｌ ／ Ｌ， ＳＢＣ＝ １０６􀆰 ８６ ｇ ／ Ｌ。 ｐＨ 对环氧基

的反应活性和氨基质子化程度有较大影响，其影响

规律［９］如下：环氧基本身存在较大角张力，性质活

泼，易于发生亲核取代反应而开环，在碱性条件下，
亲核试剂优先进攻取代较少的碳原子，反应较容易

发生；在酸性条件下，亲核试剂优先进攻取代较多的

碳原子，反应位阻大从而较难反应。 ＰＡＡ 是直链碱

性聚电解质，ｐＫａ ＝ ９􀆰 ６７［２２］。 当 ｐＨ＜９􀆰 ６７ 时，ＰＡＡ
链上的氨基质子化，即以－ＮＨ３

＋和－ＮＨ２
＋形式存在，

接枝 ＰＡＡ 后的微球与游离的 ＰＡＡ 之间静电斥力增

加，ＰＡＡ 接枝效率低；当 ｐＨ ＞ ９􀆰 ６７ 时，ＰＡＡ 链上的

氨基脱质子化，即以－ＮＨ２ 形式存在，游离的 ＰＡＡ
在微球中的扩散不受限制，ＰＡＡ 接枝效率高［２２］。 此

外，继续增加 ｐＨ 值，会增加微球上环氧基水解的反

应速率［５］，导致接枝效率降低，因此存在最优 ｐＨ 值

（ｐＨ １２）。
２．２　 色谱介质的表面形貌表征

　 　 通过 ＳＥＭ 对 ＦａｓｔＳｅｐ⁃ｅｐｏｘｙ 和 ＦａｓｔＳｅｐ⁃ＰＡＡ
的形貌进行了表征， 如图 ５ 所示。 从 ＦａｓｔＳｅｐ⁃
ｅｐｏｘｙ的全貌、表面及内部结构图，可以看出，该微

球的表面及内部均存在微米级的大孔，同时孔隙之

间有较好的连通性，这些特征均有利于蛋白等生物

大分子在介质内部的自由扩散。
　 　 将图 ５ 中低 ＩＣ （ ０􀆰 ２０ ｍｏｌ ／ Ｌ） 与高 ＩＣ （ ０􀆰 ３７
ｍｏｌ ／ Ｌ）的 ＦａｓｔＳｅｐ⁃ＰＡＡ 的全貌、表面及内部结构图

与 ＦａｓｔＳｅｐ⁃ｅｐｏｘｙ 进行对比，发现其接枝前后，微球

球形未发生变化，微球表面及内部孔道结构无明显

变化，孔道连通性较好，内外部孔径无明显差异，蛋
白传质无影响。
２．３　 色谱介质孔径对蛋白 ＤＢＣ 的影响

　 　 色谱介质孔径尺寸对于蛋白传质有显著影

响［２３，２４］，本工作考察了 ＦａｓｔＳｅｐ⁃ＰＡＡ 原始孔径尺寸

（即 ＦａｓｔＳｅｐ⁃ｅｐｏｘｙ 的孔径尺寸）对蛋白 ＤＢＣ 的影

响规律。 首先通过压汞法测定 ＦａｓｔＳｅｐ⁃ｅｐｏｘｙ 的孔

径尺寸（厂家标注平均孔径尺寸范围 ３００ ～ １ ０００
ｎｍ），其结果如图 ６ 所示，测得的平均孔径与微球厂

家说明书所给的平均孔径较为相符，因此下文继续

按厂家所提供的平均孔径对其进行区分。
　 　 对不同孔径的 ＦａｓｔＳｅｐ⁃ＰＡＡ 色谱介质进行了

蛋白 ＤＢＣ 测定，其结果如表 １ 所示。 在 ３００ ～ １ ０００
ｎｍ 孔径范围内，其蛋白 ＤＢＣ 并未出现随介质孔径

尺寸增加而显著下降的现象。 其中原始孔径为 ４００
ｎｍ 的介质蛋白动态结合容量最高（７０􀆰 ３ ｇ ／ Ｌ）；原
始孔径增大至 １ ０００ ｎｍ 孔径时，其蛋白动态结合容

量有所下降，但仍能保持在 ６０􀆰 ０ ｇ ／ Ｌ 水平，这是因

为孔径增大有利于提高蛋白在介质内部的传质速

度，这抵消了由孔径增大导致比表面积降低带来的

部分不利影响；减小原始孔径至 ３００ ｎｍ 时，Ｆａｓｔ⁃
Ｓｅｐ⁃ＰＡＡ 介质的 ＤＢＣ 稍有降低（６８􀆰 ６ ｇ ／ Ｌ），这可

能是由于接枝的大分子 ＰＡＡ 长链占据了部分孔隙

内空间，孔内空间位阻增大，导致蛋白的可及孔隙空

间减小，ＤＢＣ 降低［１４，１９］。
　 　 为更进一步分析接枝 ＰＡＡ 对于介质结构的影

响，采用氮气吸附法测定了接枝后不同孔径的色谱

介质的孔径分布。 本工作所用 ＰＡＡ 分子的分子质

量范围为 １０～２０ ｋＤａ，根据文献［２５］，按式（４）计算

ＰＡＡ 的分子半径：
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图 ５　 ＦａｓｔＳｅｐ⁃ｅｐｏｘｙ 与 ＦａｓｔＳｅｐ⁃ＰＡＡ 的 ＳＥＭ 图
Ｆｉｇ． ５　 ＳＥＭ ｉｍａｇｅｓ ｏｆ ＦａｓｔＳｅｐ⁃ｅｐｏｘｙ ａｎｄ ＦａｓｔＳｅｐ⁃ＰＡＡ

ａ． ｂｕｌｋ； ｂ． ｓｕｒｆａｃｅ； ｃ． ｉｎｔｅｒｎａｌ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ．

图 ６　 压汞法测定的 ＦａｓｔＳｅｐ⁃ｅｐｏｘｙ 的孔径分布
Ｆｉｇ． ６　 Ｐｏｒｅ ｄｉａｍｅｔｅｒ ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎｓ ｏｆ ＦａｓｔＳｅｐ⁃ｅｐｏｘｙ

ｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄ ｂｙ ｍｅｒｃｕｒｙ ｉｎｔｒｕｓｉｏｎ ｍｅｔｈｏｄ

ｒ＝
ｋＢＴＭ０􀆰 ５４９

４πηＫ
（４）

式中：ｋＢ 是玻尔兹曼常数，１􀆰 ３８０ ６４９×１０－２３ Ｊ ／ Ｋ； Ｔ
是温度，Ｋ； Ｍ 是聚合物的相对分子质量；η 是黏度，
Ｐａ·Ｓ； Ｋ＝３×１０－８ ｍ２ ／ ｓ，由聚合物⁃溶剂系统所决定。

表 １　 不同原始孔径的 ＦａｓｔＳｅｐ⁃ＰＡＡ 的 ＤＢＣ
Ｔａｂｌｅ １　 Ｄｙｎａｍｉｃ ｂｉｎｄｉｎｇ ｃａｐａｃｉｔｉｅｓ （ＤＢＣ） ｏｎ ＦａｓｔＳｅｐ⁃

ＰＡＡ ｗｉｔｈ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｏｒｉｇｉｎａｌ ｐｏｒｅ ｄｉａｍｅｔｅｒｓ
ＦａｓｔＳｅｐ⁃ｅｐｏｘｙ
ｐｏｒｅ ｓｉｚｅａ ／ ｎｍ

ＦａｓｔＳｅｐ⁃ｅｐｏｘｙ
ｐｏｒｅ ｓｉｚｅｂ ／ ｎｍ

ＤＢＣ ／ （ｇ ／ Ｌ）

３００ ３２４ ６８．６
４００ ４１９ ７０．３
５００ ５４１ ６１．３
７００ ７１７ ５８．６
１０００ １０３８ ６０．０

　 ａ： ＦａｓｔＳｅｐ⁃ｅｐｏｘｙ ａｖｅｒａｇｅ ｐｏｒｅ ｓｉｚｅ ｐｒｏｖｉｄｅｄ ｂｙ ｍａｎｕｆａｃ⁃
ｔｕｒｅｒ’ ｓ ｉｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎｓ； ｂ： ＦａｓｔＳｅｐ⁃ｅｐｏｘｙ ａｖｅｒａｇｅ ｐｏｒｅ ｓｉｚｅ ｂｙ
ｍｅｒｃｕｒｙ ｉｎｔｒｕｓｉｏｎ ｍｅｔｈｏｄ．

　 　 将所用的 ＰＡＡ 分子的相对分子质量和具体实

验环境温度代入公式（４）计算得到的 ＰＡＡ 分子尺

寸为 １􀆰 ７～２􀆰 ５ ｎｍ，该类分子化学键合至孔道表面

后，对介质的介孔（２～ ５０ ｎｍ）影响较大，因此，文中

采用氮气吸附法主要对介质中小于 １００ ｎｍ 的孔径

进行分析对比，所测定结果如图 ７ 所示。 从 ＢＥＴ 图

中可以看出：接枝后的介质 ＦａｓｔＳｅｐ⁃ＰＡＡ 孔径分布

均主要由介孔组成，大孔（＞５０ ｎｍ）含量随孔径增加
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而增加，而微孔（＜２ ｎｍ）则几乎没有，这是因为接枝

ＰＡＡ 堵塞了微孔［１９，２１］。
　 　 图 ７ 显示 ＦａｓｔＳｅｐ⁃ＰＡＡ⁃３００、４００、５００、７００ 和

１０００ 孔径分布主要集中于 ２～１０、５～２０、１０～４０、１０～
５０ 和 １０ ～ ６０ ｎｍ。 对比 ＰＡＡ 分子尺寸发现，Ｆａｓｔ⁃
Ｓｅｐ⁃ＰＡＡ⁃３００ 结构受 ＰＡＡ 接枝影响最大，ＰＡＡ 的接

枝会导致介质孔隙内空间减小，孔内空间位阻增加，
导致蛋白的可及孔隙空间减小，从而造成了蛋白结

合容量的降低［１９，２１］；而其他孔径介质结构虽然也受

ＰＡＡ 接枝影响，但孔径增加有利于提高蛋白分子在

介质内部的传质速率，这一效应有利于提高蛋白结

合容量，这抵消了接枝 ＰＡＡ 带来的不利影响，因此

出现了 ＤＢＣ 随孔径增加而不变的情况。
２．４　 流速对色谱介质的蛋白 ＤＢＣ 的影响

　 　 介质孔径增加通常有利于蛋白分子在其内部传

图 ７　 ＢＥＴ 测定不同孔径 ＦａｓｔＳｅｐ⁃ＰＡＡ 的比表面积
Ｆｉｇ． ７　 Ｓｐｅｃｉｆｉｃ ｓｕｒｆａｃｅ ａｒｅａ ｏｆ ＦａｓｔＳｅｐ⁃ＰＡＡ

ｗｉｔｈ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｐｏｒｅｓ ｂｙ ＢＥＴ

质［２，７，２６］。 为了进一步验证 ２􀆰 ３ 节中的孔径尺寸影

响蛋白传质的结果，分别测定不同孔径的介质在

６３、１２６、 ２５１、 ３７７、 ５０２、 ６２８ ｃｍ ／ ｈ 流速下的蛋白

ＤＢＣ，不同孔径的色谱介质的蛋白 ＤＢＣ 随流速变化

如表 ２ 所示。 在相同流速下，比较不同孔径介质的

蛋白 ＤＢＣ， ＦａｓｔＳｅｐ⁃ＰＡＡ⁃４００ 均表现出较高的蛋白

ＤＢＣ，这是因为相比较其他较大孔径的介质，该孔径

比表面积较大，蛋白可吸附位点较多；而 ＦａｓｔＳｅｐ⁃
ＰＡＡ⁃３００ 接枝 ＰＡＡ 后孔隙内空间减小，孔内空间位

阻增加，蛋白可及孔隙空间减小，ＤＢＣ 下降，这抵消

了比表面积增大带来的部分优势［１９，２０］。
　 　 在较小原始孔径 （ ３００、４００、５００、７００ ｎｍ） 的

ＦａｓｔＳｅｐ⁃ＰＡＡ 介质的蛋白 ＤＢＣ 测试中，随着流速的

增加，蛋白的穿透体积减小，蛋白 ＤＢＣ 下降，比较

１２６ ｃｍ ／ ｈ 和 ６２８ ｃｍ ／ ｈ 流速下的蛋白 ＤＢＣ，流速增

加 ５ 倍，蛋白 ＤＢＣ 下降幅度均在 １３％ ～２１％，这是因

为介质本身孔径就相对较小，而且吸附的蛋白也会

占据部分孔隙内空间，造成孔内空间位阻增加，甚至

堵塞孔道，因此随着流速的增加，越来越多的蛋白分

子来不及扩散进入介质内部，造成了 ＤＢＣ 的下

降［２，９］；而在较大原始孔径（１ ０００ ｎｍ）的 ＦａｓｔＳｅｐ⁃
ＰＡＡ 介质测试中，随着流速的增加，蛋白 ＤＢＣ 降低

幅度较小（５７ ～ ６３ ｇ ／ Ｌ），流速增加 ５ 倍，蛋白 ＤＢＣ
仅下降 ３􀆰 ５％，这说明蛋白分子在该孔径下的扩散速

率受限较小［２，９］，该孔径介质的传质性能优异，适合

于高通量分离纯化，而且在 ６２８ ｃｍ ／ ｈ 的流速下蛋

白 ＤＢＣ 能够保持在 ５７􀆰 ７ ｇ ／ Ｌ。
表 ２　 不同原始孔径的 ＦａｓｔＳｅｐ⁃ＰＡＡ 在不同流速下的 ＤＢＣ

Ｔａｂｌｅ ２　 ＤＢＣ ｏｆ ＦａｓｔＳｅｐ⁃ＰＡＡ ｗｉｔｈ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｏｒｉｇｉｎａｌ ｐｏｒｅ ｄｉａｍｅｔｅｒｓ ａｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｆｌｏｗ ｒａｔｅｓ
Ｏｒｉｇｉｎａｌ ｐｏｒｅ
ｓｉｚｅａ ／ ｎｍ

ＤＢＣ ｕｎｄｅｒ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｆｌｏｗ ｒａｔｅｓ ／ （ｇ ／ Ｌ）
６３ ｃｍ ／ ｈ １２６ ｃｍ ／ ｈ ２５１ ｃｍ ／ ｈ ３７７ ｃｍ ／ ｈ ５０２ ｃｍ ／ ｈ ６２８ ｃｍ ／ ｈ

Ｄｅｃｒｅａｓｅ ｉｎ
ＤＢＣｂ ／ ％

３００ ６８．７ ６８．６ ６０．１ ５９．４ ６５．５ ５８．７ １４．４
４００ ７６．４ ７０．３ ６２．９ ６３．３ ５９．７ ５６．３ １９．９
５００ ６８．０ ６１．３ ６２．１ ５８．１ ５６．３ ５２．９ １３．７
７００ ６８．２ ５８．６ ６０．３ ５５．９ ５１．０ ４６．５ ２０．６
１０００ ５６．９ ６０．０ ６２．９ ６２．３ ５９．７ ５７．７ ３．５

　 ａ： ＦａｓｔＳｅｐ⁃ｅｐｏｘｙ ａｖｅｒａｇｅ ｐｏｒｅ ｓｉｚｅ ｗａｓ ｐｒｏｖｉｄｅｄ ｂｙ ｍａｎｕｆａｃｔｕｒｅｒ’ ｓ ｉｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎｓ． ｂ： Ｔｈｅ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ ｉｎ ｐｒｏｔｅｉｎ ＤＢＣ ｏｎ ｃｈｒｏｍａｔｏ⁃
ｇｒａｐｈｉｃ ｍｅｄｉａ ｗｉｔｈ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｐｏｒｅ ｓｉｚｅｓ ｗｅｒｅ ｃａｌｃｕｌａｔｅｄ ａｔ ｆｌｏｗ ｒａｔｅｓ ｏｆ １２６ ｃｍ ／ ｈ ａｎｄ ６２８ ｃｍ ／ ｈ， ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ．

３　 结论

　 　 本工作以大孔聚丙烯酸酯微球为基质，通过接

枝聚（烯丙基胺）制备了大孔阴离子交换层析介质。
通过精确控制接枝过程中的反应条件，进一步优化

接枝效率，获得了具有高性能的介质；进一步探究了

孔径、流速对蛋白动态结合容量的影响，结果表明

ＦａｓｔＳｅｐ⁃ＰＡＡ⁃１０００ 介质的蛋白传质性能优异，在高

通量分离纯化中具有较好的应用前景。
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