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摘要:胰高血糖素样肽－１(ＧＬＰ－１)在细胞构建过程中产生信号肽和 Ｎ－２、Ｎ－２２ 截短型等多种杂质ꎬ分离纯化难度大ꎮ 以

聚甲基丙烯酸酯(ＰＭＭＡ)、聚苯乙烯－二乙烯基苯(ＰＳ－ＤＶＢ)和交联琼脂糖(ＡＧ)３ 种不同基质(ｍａｔｒｉｘ)的阴离子交换填料为研
究对象ꎬ探讨填料基质、表面微观结构与层析分离效果之间的关系ꎮ 研究结果表明ꎬＰＭＭＡ 强阴离子交换填料对分离 ＧＬＰ－１ 具
有高选择性ꎻ粒径均匀度、机械强度以及表面孔径对样品分离效果具有很大影响ꎮ
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　 　 胰高血糖素样肽－１(ＧＬＰ－１)是肠道内 Ｌ 细胞

分泌的一种肽类激素ꎬ由胰高血糖素原转化而来ꎬ是
一种重要的肠促胰岛素ꎬ是目前能诱导胰岛素分泌

的最强物质之一[１－２]ꎮ ＧＬＰ－１ 在细胞构建过程中会

产生多种杂质ꎬ需采用多种步骤分离纯化[３]ꎮ 目前

用于纯化分离的色谱填料主要有无机填料和有机聚

合物填料[４－８]ꎮ 无机填料粒径可控ꎬ但 ｐＨ 使用范围

窄(２􀆰 ０~ ８􀆰 ０)ꎬ应用受限[９]ꎮ 有机聚合物填料易被

衍生优化ꎬ选择性好、负载能力强、色谱容量高ꎮ 有

机聚合物填料表面官能团较多ꎬ功能基可直接键合到

基质上ꎬ特别是大孔填料载量高、应用广ꎮ 此外ꎬ相对

于无机物材料而言属于软材料ꎬ受压后易恢复[１０－１２]ꎮ
ＧＬＰ－１ 发酵液经过 Ｐｒｏｔｅｉｎ Ａ 亲和层析柱分离

纯化后ꎬ需进一步采用阴离子层析柱去除杂质离子ꎮ
从理论上讲ꎬ采用阴离子交换填料去除杂质离子ꎬ其
性能优劣主要与填料所含强碱性基团(如季胺基)、

填料类型 (凝胶型、大孔型) 以及颗粒尺寸等有

关[１３－１４]ꎮ 对于填料基质(ｍａｔｒｉｘ)是否产生影响ꎬ一般

考虑较少ꎮ 但在实验过程中发现ꎬ采用不同材质制备

的填料基质对分离纯化效果会产生一定的影响ꎮ 因

此ꎬ笔者分别选取聚甲基丙烯酸酯类(ＰＭＭＡ)、聚苯

乙烯－二乙烯基苯(ＰＳ－ＤＶＢ)和交联琼脂糖(ＡＧ)为
基质的阴离子交换填料各 ２ 种ꎬ探讨其分离纯化效

果与填料基质、微观结构之间的关系ꎬ为工业化生产

提供一些可借鉴的理论分析和实验数据ꎮ

１　 实验部分

１􀆰 １　 实验材料

实验所用强阴离子交换(季铵盐)填料包括聚

甲基丙烯酸酯类:ＰＭＭＡ－１(国产)、ＰＭＭＡ－２(国
产)ꎻ聚苯乙烯－二乙烯基苯类:ＰＳ－１(美国)、ＰＳ－２
(美国)ꎻ交联琼脂糖类:ＡＧ－１(美国)、ＡＧ－２(国产)ꎮ
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无水乙醇(ＥｔＯＨ)ꎬＡＲꎬ国药集团化学试剂有限

公司生产ꎻ氢氧化钠(ＮａＯＨ)ꎬＡＲꎬ湖南尔康制药有

限公司生产ꎻＴｒｉｓ－ｂａｓｅ(Ｍｅｒｃｋ)、Ｂｉｓ－Ｔｒｉｓ(Ｍｅｒｃｋ)、
９５％乙醇ꎬ吉林新天龙试剂有限公司生产ꎻ氯化钠

(ＮａＣｌ)ꎬＡＲꎬ河北华晨药业有限公司生产ꎻ冰醋酸

(ＣＨ３ＣＯＯＨ)ꎬＡＲꎬ台山新宁试剂有限公司生产ꎮ
１􀆰 ２　 实验方法

利用 ＡＫＴＡ ａｖａｎｔ 层析仪 ( ＧＥ Ｈｅａｌｔｈｃａｒｅ) 对

Ｐｒｏｔｅｉｎ Ａ 亲和层析柱捕获单克隆抗体、低 ｐＨ 孵育

后的 ＧＬＰ －１ 进行分析ꎬ采用阴离子交换法纯化分

离ꎮ 采 用 １６ ｍｍｏｌ / Ｌ ＮａＣｌ、 ３０ ｍｍｏｌ / Ｌ Ｔｒｉｓ 和

３０ ｍｍｏｌ / Ｌ Ｂｉｓ－Ｔｒｉｓ 作为平衡液ꎬｐＨ 为 ７ꎬ柱载量在

３２~３４ ｍｇ / ｍＬ 之间ꎬ在 ｐＨ 为 ７ 左右进行线性梯度

洗脱ꎬ检测波长为 ２８０ ｎｍꎮ 用 １ ｍｏｌ / Ｌ ＮａＣｌ 再生层

析柱ꎬ并储存在 １０ ｍｍｏｌ / Ｌ ＮａＯＨ 中ꎮ 通过蛋白截

短测试(Ｔｒｕｎｃａｔｉｏｎ)方法检测杂质的含量ꎬ对比收

率、杂质去除率等ꎬ得到最优选择ꎮ
１􀆰 ３　 填料表征

利用 Ｎｉｃｏｌｅｔ ｉＳ１０ 傅里叶红外光谱仪测定填料

组成ꎬ测量范围为 ５００~４ ０００ ｃｍ－１ꎬ测样前将填料干

燥直至恒重ꎬ将干燥后的填料微球与溴化钾(ＫＢｒ)
粉末混合并研磨均匀ꎬ压成透明薄片ꎮ 用飞纳台式

扫描电镜( Ｐｈｅｎｏｍ ＸＬ) 对微球进行形貌表征ꎬ用
ＩｍａｇｅＪ 软件测定微球粒径分布ꎮ

２　 结果与讨论

２􀆰 １　 分离效果对比

经过 Ｐｒｏｔｅｉｎ Ａ 亲和层析纯化后ꎬ样品中含有一

些截短型蛋白 Ｎ－２２ 和 Ｎ－２ 等ꎬ这些蛋白没有活

性ꎬ对于目标蛋白来说属于杂质ꎬ故采用阴离子交换

填料去除ꎮ 上样前 ＧＬＰ－１ 样品中 Ｎ－２２ 质量分数

为 ４􀆰 ８％ꎬＮ－２ 质量分数为 ９􀆰 ４％ꎬ目标蛋白的质量

分数为 ８１􀆰 ７％ꎬ信号肽的质量分数为 １􀆰 ６％ꎮ ３ 种不

同基质填料在 ＡＫＴＡ 层析仪上对 ＧＬＰ－１ 分离后进

行 Ｔｒｕｎｃａｔｉｏｎ 检测ꎬ结果如表 １ 所示ꎮ
表 １　 不同填料分离 ＧＬＰ－１ 的效果对比

填料

类别
序号

目标蛋白

主峰收率
Ｎ－２

Ｎ－２２
去除效果

信号肽

ＰＳ １ Ｂ Ｃ Ａ Ａ
　 ２ Ｂ Ｃ Ｂ Ａ
ＡＧ １ Ｂ Ｃ Ｂ Ａ
　 ２ Ａ Ｃ Ａ Ａ
ＰＭＭＡ １ Ａ Ａ Ａ Ａ
　 ２ Ｂ Ｂ Ｂ Ｃ

　 　 注:Ａ 为优ꎻＢ 为中ꎻＣ 为差ꎮ

经过聚苯乙烯 －二乙烯基苯类填料 ＰＳ － １ 和

ＰＳ－２ 层析柱分离后ꎬ样品中 Ｎ － ２２ 质量分数由

４􀆰 ８％依次下降为 ０􀆰 ８％和 ３􀆰 ０％ꎻ目标蛋白的质量分

数由 ８１􀆰 ７％上升为 ８５􀆰 ８％和 ８６􀆰 ７％ꎬ信号肽完全被

去除ꎬ但 Ｎ－２ 的分离效果较差ꎬ无法与目标蛋白有

效分离ꎮ 以交联琼脂糖为基质的 ２ 种填料(ＡＧ－１、
ＡＧ－２) 的分离效果为:Ｎ － ２２ 的质量分数分别为

２􀆰 １％、２􀆰 ８％ꎻ目标蛋白质量分数分别为 ８７􀆰 ８％、
８５􀆰 ５％ꎬ信号肽的质量分数为 ０％ꎬ能够完全去除ꎮ
但对 Ｎ－２ 的分离效果仍旧不显著ꎮ 上述 ２ 类基质

填料对 ＧＬＰ－１ 的分离效果相似ꎬ无法将 Ｎ－２ 杂质

与目标蛋白有效分离ꎮ 选取 ２ 种 ＰＭＭＡ 基质填料进

行相同的分离实验ꎬ结果产生差异ꎮ 使用 ＰＭＭＡ－２
填料检测到 ０􀆰 １％的信号肽、１􀆰 ８％的 Ｎ－２２ꎬ相对于

其他填料ꎬ信号肽无法完全去除ꎬ分离效果不理想ꎮ
但 ＰＭＭＡ－１ 却表现出优异的分离效果ꎬ目标蛋白质

量分数为 ８９􀆰 ３％ꎬ且很好地分离出 Ｎ－２ꎬ质量分数

为 ９􀆰 ３％ꎬ这是其他填料无法实现的ꎮ 信号肽也可

以完全去除ꎬＮ－２２ 质量分数为 ０􀆰 ７％ꎮ
通过上述对比实验可以看出ꎬ同样为强阴离子

交换(季铵盐)填料ꎬ但分离效果产生很大的不同ꎮ
因此ꎬ从填料的基质组成、结构以及表面微观状态进

行分析获取填料性能与分离效果之间的关系具有一

定的研究意义[１５]ꎮ
２􀆰 ２　 填料表面形貌分析

ＰＳ－ＤＶＢ 基质填料的 ＳＥＭ 图如图 １ 所示ꎬＰＳ－
ＤＶＢ 基质填料的粒径分布图如图 ２ 所示ꎮ

从图 １ 中可以看出ꎬ同样都是聚苯乙烯－二乙

烯基苯为基质的填料ꎬ其形貌结构不同ꎬ二者机械强

度高ꎬ使用后表面无明显破损ꎬＰＳ－１ 的孔隙更加致

　 　 　 　 　 　 　

(ａ)ＰＳ－１(８００×) (ｂ)ＰＳ－１(１ ５００×)

(ｃ)ＰＳ－１(５ ０００×) (ｄ)ＰＳ－２(３００×)
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(ｅ)ＰＳ－２(８００×) (ｆ)ＰＳ－２(４ ７００×)

图 １　 ＰＳ－ＤＶＢ 基质填料的 ＳＥＭ 图

(ａ)ＰＳ－１ (ｂ)ＰＳ－２

图 ２　 ＰＳ－ＤＶＢ 基质填料的粒径分布图

密ꎮ 从图 ２ 中可以看出ꎬ单分散的 ＰＳ－１ 粒径分布

集中在 １４~１５ μｍꎬ分布窄ꎬ高的交联度保证了填料

的机械稳定性ꎮ 其孔径致密ꎬ小于 ２００ ｎｍꎬ动态载

量较低ꎮ 虽然颗粒均一ꎬ但粒径较小ꎬ填充致密ꎬ柱
压高ꎬ对生产不利ꎮ ＰＳ－２ 填料粒径分布不均一ꎬ主
要集中在 ３０~６０ μｍꎬ微球表面相对粗糙ꎬ表面孔径

大ꎬ内孔扩散产生微孔吸附问题ꎮ 较宽的粒径分布

对后压和分离阻抗都有负面影响ꎬ不利于高速液流

的运行[１６]ꎮ
ＡＧ 基质填料的 ＳＥＭ 图如图 ３ 所示ꎬＡＧ 基质填

料的粒径分布图如图 ４ 所示ꎮ
从图 ３ 和图 ４ 中可以看出ꎬ同样都是以交联琼

脂糖(ＡＧ)为基质ꎬ其形貌结构不同ꎬ但都存在机械

强度低、表面出现部分破损、粒径分布宽ꎮ ＡＧ－１ 的

　 　 　 　 　 　 　

(ａ)ＡＧ－１(３００×) (ｂ)ＡＧ－１(１ ５００×)

(ｃ)ＡＧ－１(３ ８００×) (ｄ)ＡＧ－２(３００×)

(ｅ)ＡＧ－２(８００×) (ｆ)ＡＧ－２(４ ７００×)

图 ３　 ＡＧ 基质填料的 ＳＥＭ 图

(ａ)ＡＧ－１ (ｂ)ＡＧ－２

图 ４　 ＡＧ 基质填料的粒径分布图

粒径分布集中在 ２０ ~ ８０ μｍꎬＡＧ － ２ 集中在 ２０ ~
４０ μｍꎬ球形颗粒之间的接触面积未达到最小ꎬ多孔

材料的比表面积小ꎬ限制了暴露的活性位点ꎬ致使功

能基团对目标物质的捕获能力下降ꎬ分离效果差ꎮ
从图 ３ 中 ＡＧ－１ 填料的破损形貌推测ꎬ填料在合成

过程中有可能出现了“二次成核”甚至“多次成核”
现象ꎮ 此外ꎬ表面微孔致密、孔径很小ꎬ不利于对生

物大分子的捕获ꎮ
ＰＭＭＡ 基质填料的 ＳＥＭ 图如图 ５ 所示ꎬＰＭＭＡ

基质填料的粒径分布图如图 ６ 所示ꎮ
从图 ５ 中可以看出ꎬ２ 种填料的孔径较大ꎬ机械

性能好ꎮ 从图 ６ 中可以看出ꎬ粒径分布都非常均一ꎬ
ＰＭＭＡ－１ 的粒径分布集中在 ２８ ~ ３０ μｍꎬ粒径分布

　 　 　 　 　 　 　

(ａ)ＰＭＭＡ－１(１ ９００×) (ｂ)ＰＭＭＡ－１(３ ４００×)

(ｃ)ＰＭＭＡ－１(８ ２００×) (ｄ)ＰＭＭＡ－２(１ ５００×)
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(ｅ)ＰＭＭＡ－２(２ ９００×) (ｆ)ＰＭＭＡ－２(８ ９００×)

图 ５　 ＰＭＭＡ 基质填料的 ＳＥＭ 图

(ａ)ＰＭＭＡ－１ (ｂ)ＰＭＭＡ－２

图 ６　 ＰＭＭＡ 基质填料的粒径分布图

最窄ꎬ微球均匀度高ꎬ孔径集中分布在 ３００ ~ ５００ ｎｍ
之间ꎬ蛋白质在孔隙中的传质很大程度上取决于微

球的结构特征ꎬ不受流速影响[１７]ꎮ ＰＭＭＡ－１ 微球

表面无明显缺陷ꎬ粒径分布的一致性更有利于高速

液流的运行ꎬ特别在原位清洗和再平衡工艺中ꎬ可增

加系统的通量及工作能力ꎮ ＰＭＭＡ－２ 粒径分布宽ꎬ
在 ３０~６０ μｍ 之间ꎬ其对于信号肽的捕捉能力也差ꎮ

对比上述 ６ 种基质结构不同的填料可以看出ꎬ
相对于 ＰＭＭＡ－１ꎬ其他 ５ 种填料的粒径分布都较

宽ꎮ 由此初步推测ꎬ粒径分布在分离效果方面起到

了关键的作用ꎮ 在装柱过程中ꎬ粒径分布窄的球形

颗粒之间的接触面积达到最小ꎬ比表面积大ꎬ床层压

力降小ꎮ 此外ꎬ微球均匀ꎬ能够暴露出更多的活性位

点ꎬ孔径大可提高功能基团对生物大分子的捕获

能力ꎮ
２􀆰 ３　 填料组成分析

ＰＳ－ＤＶＢ 基质填料的 ＦＴ－ＩＲ 谱图如图 ７ 所示ꎮ

１—ＰＳ－１ꎻ２—ＰＳ－２

图 ７　 ＰＳ－ＤＶＢ 基质填料的 ＦＴ－ＩＲ 谱图

从图 ７ 中可以看出ꎬ２ 种填料都是以聚苯乙烯－
二乙烯基苯( ＰＳ －ＤＶＢ) 为基质ꎬ由于季铵盐没有

Ｎ—Ｈ 相关的振动ꎬ所以 ３ ４４０ ｃｍ－１ 处吸收峰为

Ｏ—Ｈ 伸缩振动峰ꎮ 填料在测试前虽然进行了水分

的脱除ꎬ但对于比表面积很大的多孔表面ꎬ孔道内的

乙醇保存液及水分很难完全脱除ꎮ 此外ꎬ离子交换

填料为了具有更好的生物相容性ꎬ都要进行表面亲

水性改性ꎬ减少非特异性吸附ꎬ因此ꎬ羟基峰明显ꎮ
３ ０２５ ｃｍ－１处吸收峰为苯环双键􀪅􀪅Ｃ—Ｈ 的伸缩振

动峰ꎻ２ ９２３ ｃｍ－１处为饱和 Ｃ—Ｈ 的伸缩振动峰ꎮ 在

１ ５０９、１ ４９２、１ ４５２ ｃｍ－１附近出现的吸收峰是苯环的

骨架振动引起ꎬ８６０ ~ ７８０ ｃｍ－１之间出现吸收峰说明

苯环有对位二取代ꎻ７０９ ｃｍ－１处的吸收峰为单取代ꎮ
季铵盐虽然没有 Ｎ—Ｈ 键ꎬ但在 １ １１０ ｃｍ－１处出现明

显的 Ｃ—Ｎ 伸缩振动峰ꎮ
ＡＧ 基质填料的 ＦＴ－ＩＲ 谱图如图 ８ 所示ꎮ

１—ＡＧ－１ꎻ２—ＡＧ－２

图 ８　 ＡＧ 基质填料的 ＦＴ－ＩＲ 谱图

从图 ８ 中可以看出ꎬ以交联琼脂糖为基质的填

料 ＡＧ－１ 和 ＡＧ－２ 主要吸收峰相似ꎬ均为典型的琼

脂糖ꎮ ３ ４００ ｃｍ－１左右为—ＯＨ 吸收峰ꎬ是多糖的特

征吸收峰ꎻ２ ９００ ｃｍ－１ 处出现—ＣＨ３、—ＣＨ２ 的特征

峰ꎻ１ ６６０ ｃｍ－１为酯键中羰基特征吸收峰ꎬ１ ３６０ ｃｍ－１

处有较弱的 Ｃ􀪅􀪅Ｏ 对称吸收峰ꎬ此峰是琼脂糖中羟

基化的特征吸收峰[１８－１９]ꎮ 在 １ １１０ ｃｍ－１处也出现了

季铵盐明显的 Ｃ—Ｎ 伸缩振动峰ꎮ
ＰＭＭＡ 基质填料的 ＦＴ－ＩＲ 谱图如图 ９ 所示ꎮ

１—ＰＭＭＡ－１ꎻ２—ＰＭＭＡ－２

图 ９　 ＰＭＭＡ 基质填料的 ＦＴ－ＩＲ 谱图
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从图 ９ 中可以看出ꎬ２ 种填料的吸收峰也基本

相似ꎮ ３ ４００ ｃｍ－１处为—ＯＨ 吸收峰ꎬ２ ９５３ ｃｍ－１ 处

为—ＣＨ３、—ＣＨ２ 的伸缩振动吸收峰ꎻ１ ７２４ ｃｍ－１ 处

吸收峰强度高ꎬ为酯羰基的 Ｃ􀪅􀪅Ｏ 伸缩振动特征吸

收ꎮ １ ２６６ ｃｍ－１和 １ １４６ ｃｍ－１处为 Ｃ—Ｏ—Ｃ 键的伸

缩振动吸收峰ꎮ 对比 ＰＭＭＡ － １ 和 ＰＭＭＡ － ２ 在

１ １１０~１ １６０ ｃｍ－１处的吸收峰可以看出ꎬ由于季铵

盐的 Ｃ—Ｎ 伸缩振动与 Ｃ—Ｏ—Ｃ 键的伸缩振动波

长相近ꎬ使得 ＰＭＭＡ－１ 谱图中 １ １５０ ｃｍ－１附近峰形

变宽ꎬ说明季铵盐在 ＰＭＭＡ－１ 表面含量高ꎬ活性位

点多ꎮ
６ 种填料的 ＦＴ－ＩＲ 谱图分析可以看出ꎬ用于生

物大分子纯化分离的强阴离子交换(季铵盐)填料ꎬ
虽然其聚合物基质不同ꎬ但其表面体现出的性质相

似ꎬ疏水性聚合物基质都进行了亲水性改性ꎬ增强其

与生物大分子的相容性ꎮ 填料分离纯化性能的差异

性虽然与表面键合的季铵盐官能团有关ꎬ但在实际

分离过程中ꎬ填料微球的机械强度、表面形貌、粒径

和孔径等结构因素产生了很大的影响ꎮ

３　 结论

评价了 ６ 种填料分离纯化 ＧＬＰ－１ 的层析效果ꎬ
并对其形貌、结构、化学组成进行了分析ꎮ 结果表

明ꎬＰＭＭＡ－１ 填料的分离纯化效果最好ꎮ 通过对比

分析可知ꎬ填料粒径均匀度高、粒径分布集中(２８ ~
３０ μｍ)、孔径大(３００~５００ ｎｍ)ꎬ表面无缺陷的阴离

子交换树脂对 ＧＬＰ－１ 具有高选择性、分辨率好ꎮ 因

此ꎬ在实际生产过程中ꎬ对于填料的选取需从表面官

能团、粒径均匀度、机械强度以及表面孔径等方面进

行综合对比评价ꎮ
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