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为鼹决膜吸附壳u的污染问题，本文提出了纤维色谱与纤维吸附剂的概念，期

望能够克服膜色谱和颗粒填充色谱的缺点。本研究采用可控相转化法，制备了多

种类型离子交换树脂填充纤维吸附剂，并对其性能进行了表征。

(1)以聚醚砜(PES)为纤维吸附剂的基质材料，粉状Lewatit阳离子交换

树脂(cNP80ws和SPll2ws)用做分离蛋白质的功能性微粒，采用外部液体调

控相分离过程，制备了不同形态结构的阳离子交换树脂填充PES纤维吸附剂。

研究了外部液体、树脂种类与填充量对纤维吸附剂形态结构的影响。研究发现多

种外部液体，；n--乙二醇单乙醚、三缩四乙二醇、丙酮、N．甲基毗咯烷酮／水混

合液等，与纺丝细流接触后改变了聚合物溶液的相分离路径，形成了表皮具有开

iL结构的树腊填充PES纤维吸附剂。

(2)研究了树脂填充PES纤维吸附剂对模型蛋白质牛血清蛋白(BsA)的

吸附与脱附性能，探讨了吸附剂表面形态结构、填充树脂神类、树腊填充量、纤

维直径、吸附剂状态等因素对吸附与脱附性能的影响，分析了蛋白质吸附热力学

与动力学过程，并对蛋白质传质机理进行了初步探讨。研究结果表明，表皮具有

开孔结构的树脂填充纤维吸附剂具有较好的吸附与脱附性能，其蛋白质吸附容量

为68．2～93．2mg BSA／g吸附剂(树腊填充量50％)；蛋白质在树脂填充纤维吸附剂

中的吸附过程符合朗格缪尔吸附模型；溶质在表皮具有开孔结构纤维吸附剂中传

质阻力较低。对于蛋白质在树脂填充纤维吸附剂中的传质过程，本文提出纤维吸

附剂基体内的孔扩散与树脂内的孔扩散是速率控制步骤。

(3)考察了BSA溶液pH、BSA浓度、洗脱剂pH和离子强度、吸附剂预

处理与后处理、吸附剂再生以及料液流动状态等因素对吸附剂吸附与脱附性能的

影响。研究结果对蛋白质的分离具有重要的参考价值。

(4)为了降低聚合物基质材料对蛋白质的吸附，以乙烯一乙烯醇共聚物

(EVAL)为纤维基质材料，制备了表皮具有一定开孔度的树脂CNP80ws填充

EVAL纤维吸附剂。研究了该纤维吸附剂的形态结构及其影响因素。以牛血清蛋

白为模型物，对其吸附与脱附性能进行了表征。研究结果表明，树脂填充EVAL

纤维吸附剂的吸附容量约为54rag BSA／g吸附剂(树脂填充量50％)；与树脂填充
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PES纤维吸附剂相比，虽然树脂填充EVAL纤维吸附剂具有较低的吸附容量但其

脱附率较高。

(5)采用羟基保护的方法，对聚乙烯醇进行部分缩乙醛化改性，再以所得

聚乙烯醇缩乙醛为制膜材料，相转化成膜后，在酸性条件下，一步完成对膜的脱

乙醛和戊二醛交联处理过程，制备了改性聚乙烯醇超滤膜。探讨了聚乙烯醇缩乙

醛浓度、铸膜液温度、凝固浴温度与盐含量以及添加剂含量等因素对膜性能的影

响，研究了膜的形态结构、膜的亲水性以及膜耐污染性能。研究结果表明，此膜

具有较小的接触角、良好的亲水性以及较好的耐污染性能。改性聚乙烯醇亲水性

多孔膜不仅有可能用作纤维色谱的基质材料，而且对抗污染超滤膜的研究具有重

要价值。

关键词：纤维吸附剂、纤维色谱、膜吸附剂、膜色谱、膜、聚醚砜、乙烯一乙烯

醇共聚物、牛血清蛋白



Abstract

Membrane chromatography as a competent method has widely used on

bioseparation．In order to solve the problem of fouling by impurities，we proposed the

new concept offiber adsorber,which could be used as the medium ofchromatography．

Another new concept is the fiber chromatography which is loaded with fiber adsorber

in some conformations．

The mixed functional fiber was chose as research platform．The method of

controlled phase transfer was used to prepare the mixed functional fiber adsorber in

this work．Resin mixed fibrous adsorbers are a new type of ion exchange adsorbers．

To improve the performance of mass transport of these adsorbers a study was

carried out to increase the surface porosity and the pore interconnectivity of the

adsorber．For this different external liquids were applied in the phase inversion

process，such as diethylene glycol monoethyl ether，acetone，tetra-ethylene glycol，and

NMP／water mixtures．Using the same external liquid the surface of polyethersulphone

matrix was rougher by use of weak cationic resins(CNP80ws)than by use of strong

cationic resins(SPl 12ws)．Applying of a high resin loading resulted in a hi曲surface

porosity．

The resin mixed PES·based fibrous adsorber was developed to study its

adsorption and desorption behavior with BSA in this work．The fibrous adsorber with

open pore s1．硼ace had much better adsorption and desorption behavior vEth higher

diffusion coefficient．The adsorption capacity of fibrous adsorber with open pore

surface was comparable wjtll the resin’s static adsorption capacity．The high loading

of resin in fibrous adsorber had hi曲adsorption capac时and hi曲desorption．The

adsorption capacity of the adsorber with thin diameter was higber than thick fibrous

adsorber．The adsorption isotherm demonstrated that the adsorption was well fitting

the langmmr model．As for the mass transport process it could be imaged that the pore

diffusion in the pore of fiber matrix and the pore of resin particle should possibly be

the rate—determined process．
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The influence of operation parameters On the behavior of adsorption and

desorption of BSA with the weak acidic type cation exchange resin mixed PES—based

fibrous adsorber in different structures was also investigated in this work．These

factors are pH and flow state of BSA buffer solution,the choice of eluents，

pre·treatment and post-treatment of fibrous adsorber，and regeneration of adsorbers

etc．

In order to reduce non·specific adsorption caused by hydrophobic attraction，

Another hydrophilic polymer EVAL was chose as the fiber substrate tO form matrix of

fiber．Incorporated with resin powder in fiber matrix，the resin CNP80ws mixed

EVAL fiber adsorber wim some extent of open pore on its surface was prepared by

the method of controlled phase transfer．The morphological structures of fiber

adsorbers and some factors influenced were investigated．The behavior of adsorption

and desorption with model protein BSA was also studied．The results shown that the

desorption ofresin CNP80ws mixed EVAL fiber adsorber was much better．

In this work the hydrophilic polymer used as the fiber adsorber substrate was

developed in order to weak the binding of substrate with protein．Poly(vinyl alcoh01)

was partly modified by acetaldehyde in order to protect the-OH group on the chain

of PVA．The modified PVA with aldehyde was easy to get porous UF membrane

through phase transfer method．The modified PVA membrane Was treated with

glutaraidehyde in acidic condition．The aim of this step was to remove aldehyde and

crosslink PVA membrane，which was carried out at saiTle time in single step．The

result Was to get the hydrophilic membrane with good mechanical strength．It could

be predicted that this modified PVA hydrophilic porous membrane would be

hopefully used as subs订ate in fiber and／or membrane chromatography．

Key words：membrane，chromatography,membrane chromatography,membrane

adsorber,fiber adsorber，fiber chromatography,resin mixed membrane，resin mixed

fiber,PES，EVAL，BSA
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第一章 序言

1．1论文的选题依据

膜色谱(membralle chromatography)是近期发展起来的新型生物分离技术。

它是膜分离技术和色谱技术二者之间有机结合的产物。膜色谱介质是通过选择制

各合适的膜，将对生物大分子有特异性和选择性的基团连接到膜的表面及孔壁中

去制备而成⋯。

膜色谱组件是由一张或多张功能性膜片构成的，其功能相当于短而粗的色谱

柱。按照功能分类，膜色谱可分为亲和膜色谱、离子交换膜色谱、固定化金属螯

合膜色谱、疏水膜色谱、多级膜色谱等[21， 其中离子交换膜色谱是膜色谱中的

一个大类，按照荷电基团的不同可分为磺酸类(S)、季铵盐类(e)、二乙基胺

乙基(DEAE)、及磺丙基(sP)等。至今已报道多种类型膜色谱组件[3 41，例如：

平板式、中空纤维、螺旋卷式及折叠式等，其中一些已得到应用。

由于以多孔膜作为基质材料，使膜色谱具有很多的潜在优势口】。例如，料液

流速加快、停留时间缩短，压力降适宜，蛋白质的吸附分离所需的时间只是普通

填充柱十分之一，膜吸附剂具有较高的蛋白质吸附容量，蛋白质可快速地被浓缩

至10倍甚至更多，其回收率可达到850／一100％。

膜色谱作为一种有竞争力的分离方法在生物制品的分离纯化中应用明显增

加。它主要用于蛋白质及单克隆抗体等生物大分子的分离纯化以及热原等污染物

的去除。有人称该方法是蛋白质下游处理的完整性技术[61。然而，应用膜色谱技

术需要对料液进行预处理，须除去料液中的不溶性颗粒与类脂等物质，否则这些

物质将堵塞膜，造成膜吸附荆的性能下降。

鉴于上述原因，本文提出了纤维吸附剂与纤维色谱的概念，期望纤维色谱能

够克服膜色谱与颗粒填充色谱的缺点。

对于纤维吸附剂的研究，本文研究思路为：以杂化纤维为研究平台，选用对

蛋白质吸附较弱的高分子作为基质材料，粉末型大孔离子交换吸附树脂作为功能

微粒，采用可控相分离的方法，研究制各具有离子交换功能的树脂填充纤维吸附

剂，以牛血清蛋白为模型物，对其进行吸附与脱附性能的研究，以确认纤维吸附
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剂作为色谱介质的可行性与有效性，以期用于生物制品的分离纯化。

1．2论文结构与内容

论文的第二章对膜色谱的研究现状进行了综述。简述了膜吸附剂的分类、特

点、制备方法及其应用。

第三章提出了纤维色谱与纤维吸附剂的概念，采用可控相分离方法，量身定

制各种形态结构的树脂填充纤维吸附剂。该章工作采用不同种类的阳离子交换树

脂为功能颗粒，聚醚砜(PES)为纤维基质材料，制备了表皮具有开孔结构的树

脂填充PES纤维吸附剂。研究了该类吸附剂的形态结构以及影响纤维吸附剂形

态结构的因素，并且以牛血清蛋白为模型物，对其进行吸附与脱附性能的初步研

究，以便确认纤维吸附剂作为色谱介质是可行与有效的。

第四章重点研究了不同形态结构的树脂填充PES纤维吸附剂与模型蛋白质的

吸附与脱附行为。探讨了纤维吸附剂形态结构、树脂种类与填充量、纤维尺寸等

因素对吸附剂的吸附与脱附性能的影响。得到了纤维吸附剂的等温吸附曲线，并

与朗格缪尔吸附模型进行了比较。另外，研究并估算了蛋白质在纤维吸附剂中的

有效扩散系数，提出了蛋白质在树脂填充纤维吸附剂中的传质机理。

第五章对影响吸附剂吸附与脱附性能的操作因素进行了探讨。研究了BSA

溶液pH、洗脱剂pH与离子强度、吸附剂的预处理与后处理、BSA溶液流动状

态以及吸附剂的再生等因素对蛋白质的吸附与脱附性能的影响。

为了提高纤维吸附荆的脱附率，降低聚合物基质材料对蛋自质的吸附，第六

章选择乙烯．乙烯醇共聚物(EⅥ札)为纤维基质材料，制备了表皮具有一定开孔

度的树脂CNPS0ws填充EVAL纤维吸附剂。研究了该类吸附剂的形态结构、影

响其形态结构的因素以及对牛血清蛋白的吸附与脱附性能。在该章还对制各的多

种类型吸附剂进行了比较，并提出了进一步研究改进的方向。

第七章对基质材料的选择进行了研究。采用羟基保护的方法，对聚乙烯醇部

分缩乙醛化改性，再以所得聚乙烯醇缩乙醛为制膜材料，相转化成膜后，在酸性

条件下，一步完成对膜的脱乙醛和戊二醛交联处理过程，制备了改性聚乙烯醇超

滤膜。探讨了聚乙烯醇缩乙醛浓度、铸膜液温度、凝固浴温度和盐含量以及添加

2
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剂含量等因素对膜性能的影响，研究了膜的形态结构、膜的亲水性以及膜耐污染

性能。

1．3论文的创新点

(1)为了克服膜色谱及颗粒填充色谱的缺点，提出了纤维吸附剂和纤维色谱的

概念。

(2)制备了离子交换树脂与聚合物基质材料杂化而成的多种纤维吸附剂，如树

脂CNP80ws填充PES纤维吸附剂、树脂SPll2ws填充PES纤维吸附剂、树脂

CNP80ws填充EVAL纤维吸附剂等。这些纤维吸附剂均具有较高的蛋白质吸附

容量，为纤维吸附剂的研究开发提供了一条可行之路。

(3)利用外部液体调控相分离过程，能够量身定制纤维的表面形态结构，从而

制备了表面具有开孔结构的纤维吸附剂。具有这种结构的纤维吸附剂可以降低溶

质的传质阻力，使吸附剂的吸附速率得到提高。

(4)选择羟基保护的方法降低聚乙烯醇的亲水性，使之容易制各成超滤膜，然

后采用一步水解交联法边水解边对膜进行交联，使膜的亲水性恢复，制备了亲水

性超滤膜，为制备非特异性吸附低的纤维吸附剂提供了一条新途径。

(5)分析了蛋白质在树脂填充纤维吸附剂中传质机理，提出了传质阻力方程，

并指出吸附剂基体内的孔扩散与树脂内的孔扩散是吸附过程中传质速率的控制

步骤。这对纤维吸附剂的结构设计具有重要的指导意义。
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第二章 膜色谱技术进展

近年来，生命科学和生物工程得到了迅速发展，分离过程占蛋白、酶、多肽

及疫苗等生物制品成本的30％一60％。分离过程的成效已成为生物技术发展的一

个重要方面。一般来讲，生物制品下游产品的纯化需经过碎片分离、初步纯化与

精制等过程。精制方法包括填充床液相色谱技术、电泳技术、超临界萃取及膜分

离技术等。以颗粒为介质形式的填充床液相色谱技术是解决生物工程下游产品回

收和纯化的高效方法之一。但色谱有其固有缺陷，如流速低、色谱填充料压实结

块、溶质扩散传质慢、柱效率低以及难以放大等。

由于膜分离技术具备低温操作、保活性好、设备较为简单、处理量大、操作

方便、易于实现自动化等特点，作为生物大分子纯化分离的有力工具已得到迅速

发展，尤其适用于工业规模对目标产品的纯化分离。然而，膜分离技术是利用膜

的孑L径大小对目标物进行分离，分离产物的纯度相对较低。例如，采用超滤技术

分离生物大分子时，一般相对分子质量要相差十倍以上才能有效分离，而对于那

些相对分子质量仅相差几倍的体系则分离效果较差。

自20世纪80年代中期就有人试图将膜分离和色谱这两种技术有机的结合起

来，发挥各自的长处，即选择制备合适的膜，将对生物大分子有特异性和选择性

的基团连接到膜的表面及孔壁中去，从而制备一种新型的色谱介质即膜色谱介

质，也有人称之为吸附膜(adsorptive membrane)[1-5】。这种分离技术称为膜色谱

(membrane chromatography)或称为膜吸附剂(membrane adsorber)[I-5]。

2．1膜色谱的工作原理和特点【1．51

膜色谱采用具有一定孔径的膜作为介质，连接配基，利用膜配基与蛋白质等

目标分子之间的相互作用进行分离纯化，当料液以一定流速流过膜时，目标分子

与膜介质表面或膜孔内基团特异性结合，而杂质则透过膜孔流出，待处理结束后

再通过洗脱液将目标分子洗脱下来，其纯化倍数可达数百乃至上千倍，可见其分

离选择性很高。膜色谱中的每一片膜都相当于一个短而粗的吸附床层，膜厚相当

于床层高度，当床层体积一定时，这种结构有利于在相同压降下获得更高的流速，
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从丽提高了分离速度和处理量。

与液相色谱技术相比，由于在膜多孔基质上配基与液流之间扩散路径极短，

传质极快，膜色谱的分离时间显著缩短，分离效率提高；由于膜的空隙率大，孔

表面积很大，所以膜的厚度很薄就能满足分离要求，并且压力降较低。由于膜的

元件都是标准的，膜色谱易于放大，便于实现大规模连续分离和自动操作。

与普通的膜技术相比，用膜色谱分离时，由于它不单是利用膜孔的大小，更

主要的是利用吸附膜的特异性和选择性，所以不受溶质分子量大小的限制。原则

上讲，只要选择合适的膜，采用有效的活化手段，键合上能与溶质产生亲和相互

作用的配位基，它就可以从复杂体系，尤其是细胞培养液和发酵液中分离和制取

出任何一种目标物。可见，膜色谱分离是生物大分子分离纯化的有力工具。然而

在使用时也会发生～些问题，如，料液中的不溶性颗粒与类脂等物质对膜的堵塞

与污染，从而造成膜吸附剂的功能下降。因此，应用膜色谱技术须对料液进行适

当的预处理。

2．2膜色谱介质材料及其组件

吸附膜介质的选择是影响膜色谱分离效果的重要因素之一。理想的膜介质具

有以下的性质：有大量适当大小的孔及较窄的孔径分布，以便偶联尽可能多的配

基，并为配基与目标蛋白的相互作用提供场所：对杂蛋白的吸附应尽可能小，以

提高产品纯度；膜介质上应具有羟基、环氧基等可活化的基团，以便与配基进行

偶合；具有一定的物理与化学稳定性，能承受液流穿过膜孔时产生的剪切力，可

进行反复的吸附、洗脱、再生、灭菌过程：所选膜材料还应易于成膜，且来源广

泛、成本较低。 目前，常用作膜色谱介质的材料可分为天然高分子材料与合成

高分子材料等。

天然高分子材料如纤维素、壳聚糖等，与配基的结合较为方便，且具有较好

的化学稳定性。改性纤维素膜作为亲和膜色谱的基质，其孔隙率较高、孔径较大

(1~2ta m)，但结构均一性较差。为加强机械和化学稳定性，可在偶联配基前

先用环氧氯丙烷交联16]o甲壳素／壳聚糖及其衍生物形成的多孑L膜，可采用有

机硅、过渡金属、酶对其进行改性，改性后可制成特殊功能膜介质。
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合成高分子材料如聚砜、聚酰胺等，具有优良的成膜性能及良好的机械和热

稳定性，活化处理后其性质变化不大，非常适合作为膜介质。聚砜膜活化后可偶

联三嗪染料或金属离子等配基。聚酰胺微孔膜孔径分布较窄且机械稳定性较好，

但存在非特异性吸附，而且配基偶联密度较低。对聚酰胺膜进行酸水解后，可增

加膜上反应性基团数目，并使其具有一定的亲水性，经活化后膜表面含多羟基物

质，可减少非特异性吸附‘”。聚乙烯膜接枝甲基丙烯酸缩水甘油酯也是一种良好

的膜介质E43。

聚醚砜．聚乙烯氧化物．羟乙基纤维素(PES。PEO．HEC)复合膜是以PES和

PEO的共混膜为基膜，在膜的表面共价连接HEC，以增加亲水性基团并便于配

基的偶联，PES．PEO．HEC膜对蛋白质非特异性吸附很小【8]。Tennikova等【91在甲

基丙烯酸缩水甘油酯一乙烯基二甲基丙烯酸酯(GMA．EDMA)共聚膜上进行低聚

物GMA的接枝改性，可提高原来膜的机械强度且减少了膜的非特异性吸附。

膜色谱组件是膜色谱的心脏部分。原则上讲，在超滤和微孔过滤中所使用的

各种形式的膜分离组件都可用作膜色谱组件，但由于亲和膜的制备涉及到膜的活

化、化学改性、间隔臂和配位基的共价结合、样品与配基的偶联及目标物的洗脱

解离等过程。因此，要求它们既要耐酸、碱、各种盐及有机溶剂，又要耐高温消

毒和低温操作。目前，在膜色谱中已使用的有平板式、折叠式、卷式、中空纤维

式等膜组件p】，如图1所示。对于膜色谱组件的设计加工制作，除要求死体积小、

流动性好、能耐压、密封，尽量避免产生涡流及紊流外，还要考虑样品在吸附膜

上的分配、传递速度要快、均匀，不产生泄漏，组装、拆卸、清洗方便等因素。

因此，除膜色谱组件壳体本身要精心设计制作外，还要对分配器、密封圈等作仔

细的制作和选择。

据报道，美国Millipore公司研制了一种小型蝶式膜色谱组件，在膜中夹有

很细的硅胶微粒(粒径1．2微米)，它们与膜压在一起形成带有类似三明治夹心

的复合膜(Memsep)。该组件的体积有1．4mL和1．8mL两种规格，可承受约0．7MPa

压力。在对硅胶进行活化并共价结合上A蛋白后可用于免疫球蛋白IgG的分离。

这种膜色谱组件现已有商品出售⋯。
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折叠式

平板式

卷式

中空纤维式

图1膜色谱组件类型

2．3亲和膜的制各

平板膜堆

一般在选定膜材料以后，常采用以下两种路线制备膜色谱介质：

(1)膜材料一成膜一活化一配基偶联，该路线主要是利用现有商品膜，通过对

其进行偶联改性来获得所需膜色谱柱；

(2)膜材料一活化一配基偶联一成膜，该路线是从最简单的膜材料入手，先制

备功能化的膜材料，再使之成膜。

配基通常是指能够与目标产物进行可逆的和特异性结合的分子或基团，按其

来源可分为天然配基(如凝集素、肝素、核苷酸、蛋白A、蛋白G等)和人工

合成配基(活性染料、过渡金属离子、人工合成肽段、烷基等)两类。天然配基

的性能优于人工合成配基，但其制取和提纯较困难，价格昂贵且使用条件苛刻，
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故实际应用中应结合分离目标慎重考虑。按作用对象，配基又可分为特异性配基

和通用性配基。特异性配基能够与目标分子高度特异性结合，基本上是一一对应

的关系，如单克隆抗体．抗原间的结合，这类配基较为昂贵且不易保存；通用性

配基则能对具有特定基团的某一类分子进行特异性吸附，如凝集素．糖蛋白间的

结合，这类配基的缺点是纯化倍数不如特异性配基。

配基在与载体偶联后，才能形成具有分离作用的亲和介质。偶联方法有两种：

一种是先将普通载体的表面活化，再将配基偶联上去；另一种方法则是先将配基

偶联到载体原料上，再利用偶联后的原料制备亲和载体。一般来说，前一种方法

(先活化再偶联)配基用量较少、利用率较高，应用较广。关于配基偶联方法的

报道很多17J，较常用的有溴化氰法、环氧乙烷法、三嗪法、羰基二眯唑活化法、

高碘酸盐氧化法、硼氢化钠还原法、磺酰氯法、碳二亚胺法、混合酸酐法和氟甲

基吡啶盐法等，其中， 前四种方法目前应用最为普遍和有效。对于金属离子螯

合膜色谱则还需在配体上螫合金属离子E103在分离中金属离子起桥梁作用，一

侧与载体膜相连，另一侧与生物分子配位结合。在螯合金属离子时，金属离子的

配位点既要保证能与螯台剂形成稳定的化合物，又要保证有剩余的位点留给生物

配体。这种方法制得的配体稳定，对蛋白质的吸附量大，吸附．脱附条件温和，

成本低，但需注意金属离子的泄漏问题。

配基可以直接固定在载体上，但由于采用这种方法偶联的配基与目标分子的

结合存在着一定的空间位阻，所以偶联后配基与目标分子的结合常数一般要降低

数倍至数十倍。这种变化对结合力较弱的亲和体系有非常大的影响。为消除这种

现象，可在配基与载体之间引入间隔臂，以增加配基与载体之间的距离，减少空

间位阻的影响a通常，配基与载体之间应插入4～6个亚甲基桥。如果配基本身是

直链大分子，或亲和分离的目标物质为生物小分子，则可以不使用间隔臂。

2．4溶质的传质过程

目前，关于膜色谱的传质机理与数学模型的研究报道逐渐增多‘51，模型中考

虑的因素主要有对流、扩散、吸附、脱附等。另外，孔隙率、膜厚、轴向扩散、

配基密度等因素也需考虑。
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2．4．1颗粒填充色谱

如图2(a)所示，颗粒填充色谱的传质过程是由三个步骤决定的，即颗粒

表面的膜扩散(filmdiffusion)、颗粒孔隙内的孔扩散(pore diffusion)以及溶质

与孔内表面配基或其他作用点的结合动力学(the binging kinetics)。一般来讲，

颗粒内的孔扩散是速率控制步骤。这主要是大分子传递较慢及空间位阻作用的结

果。

恳
(a)颗粒填充色谱 (b)膜色谱

1．膜扩散；2一孔扩散；3一结合动力学

图2传质过程示意图【11

2．4．2膜色谱

如图2(b)所示，以膜为基础的传质过程可分成三个步骤：透过膜孔的对

流过程(convection)、膜孔内的膜扩散(filmdiffusion)以及溶质与孔内表面配基或

其他作用点的结合动力学(the binging kinetics)。但在对流过程中存在局部对流

弥散的现象，其中缘于膜结构的因素有孔的不规则性、弯曲性以及孔径的分布等。

对流弥散是造成膜色谱分离效率较低的主要原因。

与颗粒填充色谱相比，主要差别在于溶质与基体的作用不是发生在颗粒的死

端孔内，而是在膜的通孔内。发生在死端孔内的传质是通过扩散来实现的，而在

／／

，—彳。，＼．L。，．．
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通孔内的传质是通过对流来实现的。由于消除了孔内扩散，使用膜吸附剂减少了

溶质进入基体内的传质阻力，只剩下膜孔内膜扩散作为唯一的传递阻力。通常，

由于膜扩散比孔扩散快几个数量级，所以在膜吸附剂中的传质阻力显著地减少。

根据膜吸附剂的传质机理，溶质的传递可分为对流部分与扩散部分，对流部

分是在泵压下使液体通过膜介质产生的，而扩散部分则为溶质传递到基体的膜扩

散以及在基体内的孔扩散过程。溶质与基质的作用通常由配基与溶质的结合动力

学来描述。

将以上的考虑应用于膜吸附剂传质模型研究，须假设膜孔为规则的圆柱体形

状，并且在圆柱孔内，溶质浓度均匀地自由分布，不存在本体与吸附面之间的传

质阻力。Kula M．R掣”提出了一个连续性方程，用于表达溶质在膜吸附剂的传

质过程：

警十。鲁十纽rot一玩磐m。i十。i十一口s虿。”

式中等代表对流项，见-窘代表扩散传递项，鲁代表配基与溶质之间的吸
附相互作用项。

对于膜色谱传质过程，孔扩散可以省略，扩散项可以用轴向弥散项来代替。

另外，还需在方程中增加溶质对除配基外的基体吸附项。总之，膜吸附剂传质机

理的研究需要在模型研究和实验印证两个方面进一步探索。

2．5膜色谱分类及其进展

根据配基与目标分子的相互作用方式，膜色谱可分为四类：亲和膜色谱、

离子交换膜色谱、疏水作用膜色谱，多级膜色谱。膜色谱可应用于以下几个方面：

(1)蛋白质、病毒，基因等生物活性物质的分离纯化，如白细胞介素一2、“．干

扰素、胰蛋白酶、溶菌酶、甲酸脱氢酶、T．球蛋白、糖蛋白、血清白蛋白、

免疫球蛋白、羧肽酶、核糖核酸、单克隆抗体；

(2)中药有效成份的提纯；

(3)含生物活性物质的除杂、澄清过滤：
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(4)血液净化；

(5)无病毒、无热原水的制备；

(6)超纯水的制备；

2．5．1亲和膜色谱(Affim哆membrane chromatography，AMC)

亲和膜色谱的分离原理与亲和色谱基本相同，主要是基于待分离物质和键

合在膜上的亲和配位基之间的生物特异性相互作用，人们形象地将此相互作用比

喻为锁和钥匙之间的对应关系。如图3所示，当样品溶液顺着膜表面流过，能与

膜的配基产生亲和作用的分子被截留，滞留在膜上，然后再通过洗脱液将目标物

从膜上解离出来，从而达到与其他物质分离的目标。这种分离方式的优点是膜具

有双重分离功能，不仅目标生物大分子可以和其他分子获得分离，而且同时可去

除部分溶剂，达到浓缩目的。

l 料液

。◇：△国
$盛耋

毋

@
一 ◇
国

。

配位基

图3亲和膜分离原理

蛋白质亲和分离中常用的作用体系有抗原一单克隆抗体，激素．受体蛋白，核

酸-核酸结合蛋白，酶一底物／产物／抑制剂／辅酶，免疫球蛋白．蛋白A／蛋白

G，蛋白质．肝素／活性染料／过渡金属离子／肽段等。

美国Pall公司对聚酰胺微孔滤膜(孔径O．2微米)进行化学改性，在膜上键

合了含氨基的活性染料配基，并制备了单克隆或多克隆兔抗鼠IgG免疫球蛋白

[ii】。Millipore公司己研制成功含蛋白A的中空纤维膜分离器，可用作单克隆抗

体的纯化⋯J。Millipore公司研究表明，在一个膜体积为3．5毫升的分离器上，将
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细胞培养上清液在低流速下负荷，15分钟可获得80毫克提纯的单克隆抗体，比

同样体积的琼脂亲合色谱柱生产能力要高100倍以上。Amerace公司研制了一种

聚乙烯醇和硅胶共混的亲和膜，在直径为47毫米的碟式膜上可结合20毫克的牛

血清蛋白Ill】。

陈欢林等¨01采用低温氧或氨等离子体法改性聚丙烯中空纤维微孔膜，使膜

表面产生了．OH，．COOH和C=O等极性基团，制备了Fe，Ni，cu，zn等金属离子螯

合亲和膜，用于溶菌酶的分离，发现螯合膜对溶菌酶有较高的吸附量，其中制成

的Cu2+螯合膜对溶菌酶的平衡吸附量为8 1．t g／em2。

Platonova等n21以特制的肽段为配基，经环氧基团活化，将配基的氨基端偶

联在GMA-EDMA基质膜上，获得了免疫亲和膜介质。由于采用与抗原结合位

点结构相同的肽段代替了传统的蛋白配基(抗原)，成本大为降低，可以有效地

从血清中鉴定和分离免疫球蛋白抗体。所用十五肽和十六肽配基的饱和吸附量可

达O．42mg／ml和1．5mg／ml。

Zeng等⋯3以大孔甲壳素膜作为膜基质，分离小麦细菌凝集素，其机械性能

和通透性较好， 而且由于膜表面有大量的N一乙酰基．D．氨基葡萄糖残基，无需

进一步修饰即可用于蛋白质纯化，最终产品的纯度(>99％)和产量(50mg／1009)

均较高。他们还以对氨基苯(PAB)为配基，分离胰岛素及类胰岛素酶(尿激酶、

血浆酶原活化剂、丝氨酸蛋白酶等)。PAB是一种胰岛素抑制剂，其成本大大低

于其它抑制剂。利用琥珀酸作为连接臂，将PAB偶联到甲壳素膜上，可获得较

高的配基密度(2．7retool／g)，对胰岛素的最大吸附容量可达78．4mg／g

Zusman C14]以凝胶玻璃纤维膜为基质，包埋p53一IgG配基，从结肠癌病人的

血清中分离p53抗原，分离出的蛋白质浓度达到5rag／mr，是近年来肿瘤相关抗

原(TAA)分离的较高水平。

Castilho等阻卯在聚酰胺微孔膜表面交联葡聚糖和聚乙烯醇，获得了具有足够

活化位点和较低蛋白质非特异性吸附的膜基质，同时膜的透过性也得到了提高。

在膜上偶联蛋白A后可用于亲和分离免疫球蛋白IgG。聚酰胺微孔膜具有良好

的机械性能和孔径分布，但其表面供配基偶联的位点较少，而且对蛋白质的非特

异性吸附较强，在交联亲水性的葡聚糖和聚乙烯醇后，膜性能有了较大改进。

2．5．2疏水膜色谱(Hydrophobic interaction membrane chromatography，HIMC)



第二章膜色谱技术进展

由于疏水配基结构简单，通用性好且成本较低， 故疏水色谱已成为蛋白质

分离纯化的常用技术之一。但是，目前常用的疏水色谱大多采用琼脂糖凝胶、葡

聚糖等“软”基质，分离速度不够理想，且不易放大，疏水膜色谱就是在此基础

上发展起来的。

疏水膜色谱上的配基，常用的有甲基、丁基、苯基、辛基、己二胺、聚乙二

醇等，通过目标物质与这些配基之间疏水作用的差异而实现分离。影响疏水膜色

谱性能的主要因素有：盐离子的种类、离子强度、pH、柱温等。

杨利等¨们以纤维素膜为介质，辛基为配基，分离牛血清白蛋白(BSA)，

并将实验结果与传统凝胶柱进行了比较，充分证明了HIMC的高效性。另外，他

们还利用苯基HIMC对牛肝过氧化氢酶(BLC)进行了分离，使得产品比活性比

粗品提高了11．8倍， 回收率接近100％。

中科院大连化物所开发的以纤维素为基质的多种膜色谱介质[173所用配基

为己二胺、甲基、戊烷和苯基等，干介质的配基载量最高可达40 u mo№，介质

对BSA的最大吸附量可达50mg／g。

Tennikova等“酗以十二烷基甲基丙烯酸酯一GMA．EDMA共聚物(15：35：50)为

基质，经0．1ml／L磺酸在80℃条件下处理5h，获得了疏水膜介质，用于分离肌

球素、核酸酶、溶菌酶和胰凝乳蛋白酶。由于采用了梯度洗脱，减少了分离时间

和移动相的用量，从而降低了分离过程的成本，特别适用于制各级酶的分离。

2．5．3离子交换膜色谱(Ion exchange membralle chromatography，IMC)

离子交换膜色谱主要是利用膜介质表面的离子交换基团与目标蛋白等分子

之间的离子交换作用实现分离的，主要用于蛋白质的分离纯化。根据离子交换基

团的性质，可分为强酸型、弱酸型、强碱型、弱碱型。由商用膜改性制得的膜介

质，其成本相对较低H1。在流速较慢的情况下，IMC可通过梯度洗脱分离蛋白

质的混合物。离子交换膜色谱由于操作条件较温和，可以有效地保持蛋白质的活

性，并能延长膜的使用寿命，其缺点是选择性稍差。

Podgornik等¨钔进行了IMC纯化质粒DNA和肽链等生物分子的研究，还

比较了不同洗脱方式的分离效果。采用GMA．DEMA为基质，二乙氨乙基(DEAE)

为离子交换基团，在5ml／min的流速下有效地分离了四种低聚核苷酸(长度分别

为8，10，12和14个核苷酸)，还在同样的基质接上一S03基团后，用于肽链的分

14
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离。

Dosio等㈨3利用阳离子IMC从免疫毒素中分离出了未反应的单克隆抗体。

与羟磷灰石HPLC相比，虽然二者的分离纯度差不多，但IMC分离步骤却大为

简化。

Sasagawa等瞳¨通过射线引发接枝获得GMA膜，先在中空纤维膜上接入环

氧基团，然后通过亚硫酸钠接入S03H基团，再与镁离子交联，制成离子交换膜

介质，用于从蛋清中分离溶菌酶。以NaHC03-NaOH缓冲液为洗脱液，在pH为

9．0时洗脱率达到100％。由于膜上螯合了M92+，使得膜的透过速率也有较大增

加。

杨利等¨71以QAE型IMC分离纯化人尿激肽释放酶，由于采用了径向色谱

技术，省去了传统的盐析和高速冷冻离心等步骤，大大节省了时间。

Sun等瞳23采用纤维素膜共价连接DEAE的径向IMC，从血浆的分离物

(Nitschmann fraction 11I)中分离人凝血酶原，样品的通过速率为20～30ml／min，

在不降低分离效率的前提下，洗脱速率达到40ml／min。这种膜还可用于DNA、

多肽和其它蛋白质的分离。

Zeng等“"在甲壳素膜上偶联乙烯基乙二醇二缩水甘油醚(EGDE)，获得了

非常稳定的离子交换膜，这种膜可在酸或碱溶液中保持较高强度。他们采用三种

低等电点(pI)的蛋白质(卵白蛋白、人血清白蛋白、胰岛素抑制剂)和两种高

pI的蛋白质(溶菌酶、细胞色素)作为目标蛋白，分离两组中任意两种蛋白质的

混合物，获得了很高纯度的产物(>99％)。这种膜适合于从重组蛋白质中分离带

有较高负电荷的内毒素和核酸等物质。

2．5．4多级膜色谱(Multistage membrane chromatography)

为了获得更高的纯化效果，近年来还出现了多级膜色谱[24．26]，即不同类型的

膜吸附剂组合在一起形成新的色谱柱。可以根据目标产物选择适当的膜介质排列

顺序和洗脱方法，以便使上一层洗脱下来的目标蛋白能够被下一层吸附。多级膜

色谱可以大大缩短混合产品的分离时间，有效地节省设备投资。

例如，由阳离子交换膜、染料配基亲和膜及阴离子交换膜构成的多级膜色谱

可以纯化甲酸脱氢酶【24】。由阴离子交换膜与阳离子交换膜构成的多级膜色谱可

制备牛血清蛋白、IgG及乳球蛋白等‘2卯。由染料配基亲和膜、阴离子交换膜及肝
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素亲和膜构成的多级膜色谱可以从大颊鼠细胞培养液中提取电泳级纯度的重组

抗凝血酶Ill[26]。采用阳离子交换膜与金属螯合膜组成的多级膜色谱可纯化尿激

酶【27】。

2．6本章小结

膜色谱是膜技术与固定床色谱技术二者交叉结合的产物，膜色谱作为一种有

竞争力的分离方法在生物分子的分离纯化中的应用日益增加。由于以多孔膜作为

基质材料，膜色谱具有很多的潜在优势。然而，在应用膜色谱技术时应注意料液

对膜的堵塞与污染，以防造成膜吸附剂的性能下降。
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第三章离子交换树脂填充聚醚砜纤维吸附剂的制备与表征

摘要

为了解决膜吸附剂在操作过程中较易被污染的问题，本章提出了纤维吸附剂

的概念，期望能够克服膜色谱和颗粒填充色谱的缺点。本研究以聚醚砜为基质材

料、粉末型大孔离子交换吸附树脂为功能性微粒，采用外部液体调控相分离的方

法，量身定做了表面具有开孔形态结构的离子交换树脂填充纤维吸附剂。本章重

点研究了外部液体、树脂的种类和填充量等因素对纤维吸附剂形态结构的影响，

考察了后处理方法对纤维吸附剂性能的作用，并以牛血清蛋自为模型物，对其吸

附与脱附性能进行了初步研究。研究结果表明，具有开孔表面形态结构的树脂填

充纤维吸附剂具有较好的吸附和脱附性能，作为色谱介质是可行而有效的。

3．1概述

膜色谱组件是由一张或多张功能性膜片构成的，其功能相当于短而粗的色谱

柱。按照功能分类，膜色谱可分为亲和膜色谱、离子交换膜色谱、固定化金属螯

合膜色谱、疏水膜色谱及多级膜色谱等Ⅲ， 其中离子交换膜色谱是膜色谱中的

一个大类，按照荷电基团的类型，它可分为磺酸类(S)、季铵盐类(O)、二乙

基胺乙基(DEAE)及磺丙基等(SP)。至今已报道了多种类型的膜色谱组件【2‘31，例

如，平板式、中空纤维、螺旋卷式及折叠式等，其中有一些已得到较好的应用。

膜色谱技术主要用于蛋白质及单克隆抗体等生物大分子的浓缩以及热原、病

毒等污染物的去除。有人称该方法是蛋白质下游处理的完整性技术H。膜色谱作

为一种有竞争力的分离方法在生物分子的分离纯化中的应用日益增加。

作为膜色谱介质，基质膜配基的导入可分为化学修饰法和物理法。化学修饰

法是在膜的基质上或聚合物链上导入反应性配位基， 已报道的大部分工作是用

化学修饰方法制备膜色谱介质，并集中于现有膜的改性‘”。所用配基为氨基酸、

抗原一抗体配位基、染料配位基、金属螯合配基、离子交换配基等。

物理法是将功能性物质与基质材料通过各种方法杂化而引进功能性配基。由
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于采用化学改性的方法制备膜吸附剂步骤繁琐并且不具有通用性，限制了大规模

应用；采用物理方法制各膜吸附剂简单易行并具有通用性，但其分离纯化的选择

性稍低。物理法制备的膜吸附剂特别适合于除去料液中的杂质，如热原及病毒等。

近年来发展的颗粒填充型膜吸附i／tJ(partiele．10aded membrane adsorbers)就是采用

物理的方法制备的【6‘7】。其制备方法主要有烧结法和相分离法。

(1)烧结法

烧结法是将功能性颗粒与基质材料烧结后制备而成[6】。基质材料有聚四氟乙

烯(PTFE)、玻璃纤维、聚氯乙烯(PVC)等。颗粒吸附剂为硅基类、苯乙烯与

二乙烯基苯共聚物(SDB)、活性炭及离子交换树脂类等。在颗粒填充PTFE膜

吸附剂中占重量10％以O％的PTFE包裹80％～90％的颗粒吸附剂，颗粒的大小直

径约为8微米，其孔径约为20A。由于微小的颗粒具有较大的表面积且填充均匀，

所以被分离样品可以在10．100ml／min流速范围内流动而没有沟流现象产生。

烧结法制备的颗粒填充型膜吸附剂主要用于生物分析样品的浓缩与纯化。

(2)相分离法

Avramescu等报道了采用相分离法制备颗粒填充型膜吸附剂【7]o该法是通过

功能性颗粒均匀地分散在聚合物多孔的基体中实现其功能性。采用浚方法制备的

膜吸附剂使微粒紧紧地被聚合物基体包裹着，具有吸附功能的微粒在膜中含量可

达到25％～75％。该方法的特点是可容易为终端用户提供其所需的功能性配位基，

通过选择不同的微粒与基质材料，可以构建各种功能性膜吸附剂。为此，

Avrameseu等制备了具有离子交换功能的树脂填充EVAL平板膜吸附剂，并利用

该膜对蛋白质混合物进行了分离纯化。由于采用温和的方法制备膜吸附剂，所以

对功能性颗粒的耐热性无任何限制，其适用范围更为广泛。

总上所述，颗粒填充型膜吸附剂的优点是备压低、无沟流、样品容量大、重

复性及再现性好、流速高、较少的脱附体积等：其缺点是当被分离的样品中含有

较高浓度的大分子或悬浮物时该膜吸附剂易被污染堵塞。因此，在分离操作前要

求过滤样品溶液。另一个值得注意的是，烧结法制各的膜吸附剂中的颗粒有可能

在操作中泄漏出来而造成料液污染。

3．2纤维吸附剂与纤维色谱概念的提出与探讨
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3．2．1纤维吸附剂与纤维色谱

为了解决膜吸附剂在操作过程中较易被污染的问题，本文提出了纤维色谱吸

附剂的概念，它是一种用作色谱介质并且具有吸附功能的多孔性纤维，简称为纤

维吸附剂。它可以通过化学或物理的方法将功能基团连接在纤维基体中的多孔壁

上制备而成。

以纤维吸附剂作为色谱的介质，可组成各种构型的色谱柱，用于蛋白质分离，

从而构成了一类新型的色谱技术，可称之为纤维色谱。目的是希望纤维色谱不仅

能克服膜色谱与颗粒填充色谱的缺点，而且尽可能保留他们的优点。按照其作用

功能，纤维色谱同样可分为亲合纤维色谱、离子交换纤维色谱、疏水纤维色谱及

其他功能色谱等。

在纤维色谱系统中纤维色谱柱是其关键部件，由于纤维介质本身所具有的

特点，纤维色谱柱与颗粒填充型色谱有很大不同，与膜色谱也有较大的区别。正

在探索研究中的纤维色谱柱有管壳结构组件和螺旋线圈式组件等(由于此部分工

作刚刚起步，有关纤维色谱柱的内容未在本论文中反映出来)。

与其它类色谱相比，纤维色谱具有如下特点：纤维吸附剂的形态结构易于调

控，纤维直径可根据需要调节，易于规模放大，较好的抗污染操作性能。此外，

纤维色谱可用于大规模地纯化与回收蛋白质，将特别适合于各种杂质的去除。由

于纤维色谱作用机理更接近于颗粒填充型色谱，所以其缺点类似于颗粒填充型色

谱。纤维色谱的不足主要包括：纤维吸附剂传质效率较低，动态吸附量较少。

3．2。2颗粒填充纤维吸附剂

对于纤维吸附剂的研究，本研究以杂化纤维为研究平台，采用可控相分离的

方法，通过选用不同的功能性物质，制备多种类型的填充纤维吸附剂，用于蛋白

质分离纯化。

所谓填充纤维吸附剂是指功能性物质均匀地分散在纤维基体中而制备的纤

维吸附剂。其中，功能性物质对目标物具有选择性作用，纤维基体是一种提供适

宜孔径与通道的多孔性介质，它对目标物具有不吸附或低吸附特性，并且不影响

功能性物质的活性。

为了降低溶质传质阻力，对颗粒填充纤维吸附剂的要求如下：(1)膜的形态

结构：纤维表面是一种开孔结构(open pore structure)，其孔径能满足溶质分子
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的自由出入，但不允许微粒从吸附剂的多孔基体中泄露出来；纤维基体是一种相

互连通的多孔结构，其孔径分布均匀且孑L隙率较高；基体中功能性微粒之间应是

相连通的并允许溶质自由出入。(2)功能性微粒：填充量高、对目标物吸附容量

大、粒径小而均匀。(3)纤维的尺寸：纤维的直径尽可能地细，以便缩短溶质的

传质路径并增加其表面积。(4)基质材料：为降低生物大分子的非特异性吸附与

变性，所选择的聚合物应是亲水性的并且净电荷尽量接近于零。

3．3纤维吸附剂的制备方法

近年来，三孔式喷丝板(triple—orifice spinneret)纺丝技术的发展为中空纤维

的制备提供了新的途径。其中，中间环隙挤出聚合物溶液，内芯通入芯液，外部

环隙通入外部液体。通过选择不同的外部液体可制备多种结构的膜，如用于气体

分离与渗透汽化的致密膜[8、9】，用于超滤与微滤的多孔膜m 1”。

He等Il“采用三孔式喷丝板纺丝技术制备了外表层孔径为微米级的中空纤维

膜。根据相转化理论，当纺丝细流外表层聚合物浓度足够低时才能得到具有开孔

特征的表层结构(open porous top—layer)。但如果聚合物溶液浓度过低，则难以纺

丝成形。为此，He等采用较高浓度聚合物溶液纺丝成形，同时采取适当措施以

使挤出细流外表面的聚合物浓度降低，利用三孔式喷丝板纺丝技术制各了表皮具

有开孔结构的中空纤维膜，其原理如图3．3．1所示。该方法是在聚合物溶液细流

浸入凝匿l浴之前，先使某一溶剂与挤出的聚合物溶液细流外表层接触，溶剂扩散

浸入聚合物细流内，从而使聚合物溶液细流外表层附近的聚合物浓度降低，即图

3．3．1中的路径A—B；此时聚合物本体溶液则保持起始的聚合物浓度，聚合物溶

液细流通过凝固浴后发生了相分离，这就是图中的路径B—C；由于聚合物细流

外表层聚合物浓度降低，从而制备了表皮具有开孔结构的中空纤维膜。该方法的

特点在于可以调控膜表层的形态结构，而对本体的结构影响不明显。三孑L式喷丝

板纺丝技术能很好地将上述两个过程结合起来同时完成，是制膜技术的重大突

破，是对中空纤维形态结构进行可调定制的重大贡献。
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图3．3．1两步法过程中聚合物溶液细流表层组成变化示意图

路径A—B：聚合物溶液细流外层与溶剂接触；路径B—c：凝固浴中发生的相分离

如3．2．2节所述，理想的纤维吸附剂形态结构应该是其表皮具有开孔结构的

多孔性纤维。为此，本工作借鉴相分离法制备颗粒填充膜吸附剂技术与三孔式喷

丝板纺丝技术，采用外部液体调控相分离方法，达到制备具有上述结构特征的颗

粒填充纤维吸附剂的目的。具体来讲，首先将聚合物溶液与功能性颗粒混合均匀

制备纺丝液，然后经过特殊制作的喷丝板挤出后，选择使用合适的外部液体调控

聚合物溶液的相分离过程，浸入凝固浴中沉淀成形，即可得到所需结构特征的纤

维吸附剂。

本研究采用对蛋白质吸附较低的聚醚砜为基质材料，粉末型大孔离子交换吸

附树脂为功能性微粒，采用可控相分离的方法，量身定做表面具有开孔形态结构

的离子交换型树脂填充纤维吸附剂。重点集中于纤维吸附剂的形态结构研究，并

以牛血清蛋白为模型物，对其吸附与脱附性能进行初步研究，以确认纤维吸附剂

作为色谱介质的可行性与有效性。

3．4实验部分

3．4．1原材料

基质材料：聚醚砜(Polyethersulfone，PES)：型号Ultrason@E6020E Mw约

为50000，由BASF制造。

功能性颗粒：Lewatit阳离子交换树脂(Cation exchange resin，CER)：型号



第三章离子交换树脂填充聚醚砜纤维吸附剂的制备与表征

CNP80ws(弱酸型大孔阳离子交换树脂)及SPll2ws(强酸型大孔阳离子交换树

脂)，树脂均为粉末状，平均粒径约lO微米，由Bayer公司提供。

添加剂及其它溶剂：聚乙二醇400(PEG400)(合成级)、二乙二醇单乙醚

(DEGMEE)(合成级)、三缩四7,--醇(TEEG)(合成级)、甘油(CP)、丙酮

(AR)、乙醇(cP)、正己烷(cP)，这些试剂均由Merck公司提供。

溶剂：N-甲基吡咯烷酮(NMP)，纯度99％，购自Acros Organics公司。

蛋白质模型物：牛血清蛋白(BSA)：Fraction V Sigma提供。

新鲜的缓冲溶液用超纯水配制，超纯水用Millipore公司Milli—Q plus纯水机

制造，其电导率为18MQ．CM。

以上所有物品未经进一步纯化直接使用。

3．4．2树脂填充纤维吸附剂的制各

将不同量的Lewatit离子交换树脂粉末(CNP80或SPll2ws)(其性能见表

3．4．1)缓慢加入到浓度为10％,--20％PES的NMP溶液中，搅拌均匀后，静止放

置过夜。PEG400等作为添加剂调节纤维的形态结构。

如图3．4，1所示，聚合物纺丝液从两孔喷丝板的中心管挤出，外层环隙通入

不同溶剂，用于调控纤维的表面结构。纺丝液细流经过高度为20ram的空气间隙

后直接进入水浴沉淀并发生相分离。所制备的纤维经水洗去除添加剂与溶剂后在

空气中干燥存放。纺丝操作条件：纺丝液温度、水浴温度及外部液体温度均为

20"C，室内相对湿度：40％，纤维缠绕速度：6-12m／min。

外部液体

(a)纺丝机

图3．4．1纺丝机与喷丝板

(b)喷丝板
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表3．4．1阳离子交换树脂的性能

3．43树脂填充纤维吸附剂的表征

3．4．3．1纤维吸附剂形态结构

纤维吸附剂的形态结构用型号JEOL JSM．T220A扫描电镜(SEM)观察。

样品的制备如下：观察纤维的断面结构，可以将新鲜的湿态纤维在液氮下冷冻後

使其断裂，样品在室温下真空干燥，然后真空蒸镀一层薄金备用。

为了观察在工作环境下纤维的真实结构，我们用低温扫描电镜技术

(Cryo-SEM)观察湿态纤维的结构。首先，样品被液氮冷冻后折断，在液氮的

保护下，放置在液氮保护的低温样品室内，在随后的观测中样品表面上的冰被低

温真空升华后露出真实结构，在低于一1506C温度下用JEOL JSM一5600LV场发射

扫描电镜直接观察样品的形态结构。

3．4．3．2孔隙率与吸水率

纤维吸附剂的孔隙率可由聚合物所占的体积与在水中平衡后纤维的体积之

差与平衡后纤维的体积之比值计算得到。聚合物的体积用气体比重瓶法测定。三

次试验的平均值为纤维吸附剂的孔隙率。

纤维吸附剂的吸水率可根据湿态下纤维平衡吸附的水重量与干态纤维的重

量比值计算而得。

3．4．3．3牛血清蛋白(BSA)浓度的测定

BSA浓度可在280nm波长下用紫外可见光谱仪测定。本实验用Philips PU

8720 UV／VIS紫外可见光谱仪。

3．4．3．4纤维吸附剂的蛋白质静态吸附容量

纤维吸附剂的蛋白质静态g及gg,f容量可用牛血清蛋白的间歇实验确定。已知

量的纤维吸附剂样品在BSA缓冲溶液中经一定时间浸泡平衡后(本试验取24小

时)，通过测量牛血清蛋白浓度的变化计算纤维吸附剂对蛋白质的静态吸附量，
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单位是mg BSA／g吸附剂。在吸附实验中缓冲溶液采用pH4．5，1 00mM的醋酸-醋

酸钠缓冲液。料液蛋白质的浓度为2mg／ml。

3．4．3．5纤维吸附剂的蛋白质脱附

首先用pH4．5，100raM的醋酸．醋酸钠缓冲液快速冲洗吸附蛋白后的纤维样

品3次，然后将其浸入pH9．0的Tris．HCl缓冲溶液中使蛋白脱附。洗脱过程的

BSA浓度也用上述方法在280nm检测。

所有的吸附与脱附试验均在20*(2的恒温振荡机内振动状态下完成的，振动

的频率是100次／分钟。

3．5结果与讨论

3．5．1纤维吸附剂的形态结构及其外部液体的影响

如图3．5．1所示，使用外部液体制备了表面具有开孔结构的多孔性树脂填充

纤维吸附剂(图3．5．1A)。阳离子交换树脂CNP80ws在纤维吸附剂基体内较为均

匀分布(图3．5．1B)，由于多孔皮层的保护填充在纤维基体中的树脂颗粒在操作

过程中难以泄漏。从图3．5．1C中可以发现，在树脂颗粒周围存在一定体积的自

由空间，并且它们之间是连通的(图3．5．1D)。从这些SEM照片可以推测这种结

构将允许溶质分子以较低的扩散阻力从本体溶液进入纤维内部。另外，由图

3．5．1E和图3．5．1F可知，与纯树脂表面形态结构相比，纤维基体内树脂颗粒的表

面结构清晰并基本保持了原样。
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图3．5．1阳离子交换树脂填充PES纤维吸附剂的SEM照片

A：纤维的表面；B：纤维的横断面；c：纤维的横断面(树脂颗粒与聚合物基体之间的空

间)；D：纤维的横断面(颗粒之间的连接通道)’E：纤维的横断面(包裹在基体内的树脂颗

粒)；F：纯树脂CNP80ws颗粒表面[CER(CNP80ws)．N充量50wt％ 外部液体：

NMP／H20=9／1；纤维直径0．5mm】

如本章3_3节所述，外部液体的使用改变了纤维成形过程中的聚合物溶液相

分离路径，为了制备具有表面开孔结构的纤维吸附剂，我们研究了不同外部液体

对纤维表面结构的影响。图3．5．2表明，外部溶剂对纤维形态结构有很大的影响。

当DEGMEE、TEEG、丙酮及高浓度NMP作为外部液体时，得到了表面开孔的

纤维，其表面孔径可达至U微米级。

如图3．5．3所示，当以NMP／7](混合物为外部液体时，纤维的表面结构趋于

疏松。这是因为外部液体中溶剂NMP含量提高，使纺丝细流相分离速度变慢，

表面的孔径倾向变大；当NMP，水混合液中NMP含量较高且在与聚合物溶液细

流接触过程中不能使之分相时，该混合物中NMP溶剂将稀释细流表皮附近的聚

合物溶液，经过相分离后，在纤维吸附剂表面形成了开孔结构。然而，当外部液

体为纯溶剂NMP时，令人奇怪的是表面开孔结构并未出现，这表明外部液体混

合物中一定量水的存在有助于相转变中形成表皮具有开孔结构的纤维吸附剂。



第三章离子交换树脂填充聚醚砜纤维吸附剂的制备与表征

图3．5．2外部液体对纤维吸附剂表面形态结构的影响

A-未用；B-DEGMEE，C-丙酮；D—TEEG

[CER(CNPSOWS)填充量50州％；纤维直径O，5ram]

图3．5．3外部液体NMP／水混合液对纤维吸附剂形态结构的影响

A-NMP；B-NMP／H20290／1 0；C—NMP／H20=70／30；D—NMP／H20=30／70；E．H20

[(CER(CNP80WS)填充量50wt％；纤维直径O．5ram]
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3．5．2树脂填充PES纤维吸附剂与PES纤维的比较

外部液体对未填充树脂的PES纤维形态结构的影响如图3．5．4所示。一些溶

剂如丙酮、DEGMEE、TEEG以及溶剂含量较高的NMP／水混合液能使纤维表面

更加粗糙并产生开孔结构。其原因是纺丝细流在进入水浴沉淀之前外部溶剂稀释

了细流外表面聚合物溶液，从而在相转变过程中形成了粗糙而开孔的表面结构。

图3．5．4外部液体对纯PES纤维形态结构的影响

PES纤维表面：A-未ff]；B·DEGMEE；c一丙酮；ID-TEEG；E．NMP／TJK--90／10：

PES纤维横断面：F-未用；G—DEGMEE；H．丙酮；I．TEEG：J．NMW／．k：90／10

与纯PES纤维形态结构相比，树脂颗粒填充纤维吸附剂形态结构有以下特
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(1)树脂填充纤维吸附剂的表面更粗糙，表面的孔结构表现得更加开放，

孔径更大。这是由于当填充树脂颗粒时纺丝液很粘稠，而且颗粒具有～定支撑作

用，在外部液体流的机械冲刷与稀释作用下使纺丝细流的外表面变得粗糙，所以

纤维成形后在纤维的表面形成了粗糙的开孔结构。

(2) 图3．5．5表明无论在干态还是在湿态下树脂填充纤维吸附剂内树脂颗

粒周围都存在自由空间。这样的空间应该是溶质如蛋白质等进入纤维基体的自由

通道。

(A) (B)

图3．5。5湿态下纤维吸附剂的低温SEM照片

(A)表面，(B)横截面；

[CER(CNP80WS)填充量50wt％；纤维直径0．5mm，未使用外部液体】

(3)无树脂填充的PES纤维基体结构是非常疏松且相互连通的(图

3．5．4F～J)，而树脂填充纤维吸附剂的空隙率较低，且整个基体不是完全连通的。

(4)树脂颗粒的填充对聚合物的相分离过程可以产生影响。从SEM照片中

可以发现树脂的加入改变了相分离进行方向(图3．5．6)。在树脂填充纤维吸附剂

成形过程中，当相分离的前沿遇到了颗粒(特别大尺寸的颗粒)时，由于聚合物

溶液粘度较高，此时相分离进程将被迫终止。接下来的相分离过程将沿着其他方

向继续进行，树腊颗粒限制了相分离进程中大空腔的空间扩展，在某些情况下，

相分离方向可能沿着轴相方向进行的。因此，可以设想，纳米的掺杂将对吸附剂

的制各是一个有益的尝试。然而，至今对于颗粒在相分离过程的作用我们知之甚

少，这是～个有趣的课题，值得进一步研究。
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图3．5．6纤维吸附剂横断面的SEM照片

【CER(CNP80WS)填充量50wPA；纤维直径o．5mm，未用外部液体1

(5)表3．5．1和表3．5．2列出了在不同的外部液体条件下树脂填充纤维吸附剂

与PES纤维的吸水率和孔隙率。树脂掺杂后纤维的吸水率和孔隙率都变小，其

中一个原因是树脂掺杂后纺丝液固含量提高而粘度增大，成形后纤维结构较为致

密，孔隙率降低。然而，由于阳离子交换树脂具有较强的吸水性，树脂的加入大

大改善了纤维吸附剂的再润湿性能，所以在重新润湿时树脂填充纤维吸附剂吸水

量大并且吸水速率较快。

表3．5．1外部液体对树脂填充纤维吸附剂吸水率和孔隙率的影响

[CER(CNP80WS)填充量50wt％；纤维直径0．5mm]

’)再润湿态：干燥后再用缓冲溶液润湿

表3．5．2外部液体对PES纤维吸水率和孔隙率的影响
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3．5．3离子交换树脂种类与填充量对纤维吸附剂形态结构的影响

图3．5．7(1)为使用外部液体成形的阳离子交换树脂SPll2ws填充纤维吸附剂

SEM结果。与相同填充量的树脂CNP80ws填充纤维吸附剂相比(图3。5．2)，树

脂SPll2ws填充纤维吸附剂的表面较为平滑，实验所用的两种树脂含量、平均

粒度及其分布均是相同的，其中树脂CNP90ws是含交换基团-COOH的弱酸型

阳离子交换树脂，而树脂SPll2ws是含交换基团一s03H的强酸型阳离子交换树

脂。实验中发现，含树脂SPll2ws的纺丝液粘度比相同含量的CNP80ws树脂要

低，其流变性能较好，这不仅有利于形成较为平滑的表面，更容易形成尺寸较大

的空腔，如图3．5．7(2)所示。

图3．5．7(1)树脂SPl 12ws填充纤维吸附剂的表面形态结构

外部液体：A一未用；B-DEGMEE；C．丙酮；D-TEEG

[CER(SPl 12ws)填充量50wt％；纤维直径o．5mm]
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图3．5．7(2)树脂SPll2ws填充纤维吸附剂的横截面形态结构

[CER(SHl2wsy填充50讲嘲外部液体：A-未用；B-DEGMEE；C．丙酮；D-TEEG

如图3．5．8(1)所示，当外部液体采用DEGMEE时，随树脂CNP80ws填充量

的提高，纤维吸附剂表面粗糙度增大。随树脂填充量增加，纺丝液粘度变大而聚

合物相对量减少，当纺丝细流接触外部溶液后外表皮聚合物浓度较低，结果形成

了更加粗糙的表皮结构。然而，当不使用外部溶剂时，树脂的填充量对纤维表面

的粗糙度影响不明显【图3．5．8(2)]。图3．5．9表明，树脂填充量较低，在纤维吸

附剂横截面易形成指状空腔结构。

图3．5．8(1)不同树脂填充量的纤维吸附剂表面形态结构[cER(cNP80ws)填充量

50vet％；外部液体：DEGMEE]树脂填充量：A一10％；B一30％；C一50％：D--60％；E．75％：F．85％



第三章离子交换树脂填充聚醚砜纤维吸附剂的制备与表征

图3．5。8(2)不同树脂填充量的纤维吸附剂表面形态结构

树脂填充量：A-10％；B-30％；C·50％；D-60％；E一75％；12-85％

[CER(CNPSOWS)填充量50wt％；纤维直径0．5ram；未用外部液体】

图3．5．9不同树脂填充量的吸附剂横截面形态结构

树脂填充量：A—10％；B-30％；c-50％；D-60％；E-75％；F．85％

【CER(CNPSOWS)填充量50wt％；纤维直径0，5ram；未用外部液体】

3．5．4后处理方法对树脂填充纤维吸附剂的影响

纤维吸附剂的储存是产品制造过程中的一个重要问题。在纤维后处理过程中

既要保持纤维的原来形态又要尽可能保持其湿态性能。常用的处理方法为湿态保

存、干燥、经专用处理剂处理后干燥及热处理等。

图3．5，10表明，经过40％甘油水溶液处理24小时后纤维吸附剂形态结构变

化不明显。但如果在干燥前先分别经过乙醇和己烷连续处理后，纤维吸附剂表面

变得粗糙且树脂颗粒周围的空间略有缩小(图3．5．1 1)。
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虱3．5．10甘油水溶液处理后纤维吸附剂SEM照片[CER(CNP80WS)填充量50wt％；

纤维直径O．5mm，未用外部液体】：(A)表面；(B)横截面

图3．5．“乙醇和己烷连续处理后纤维吸附剂SEM照片[CER(CNPSOWS)填充量

50wt％；纤维直径0．5mm，未用外部液体]：(A)表面；(B)横截面

表3．5．3列出了不同处理方法对纤维吸附剂尺寸稳定性的影响。从表中可以

看到，经甘油水溶液处理后纤维吸附剂形状基本得以保持。但乙醇和己烷连续处

理后纤维吸附剂的形状收缩较大，这是由于经乙醇和己烷连续处理后聚醚砜在己

烷中被溶胀，使纤维吸附剂基体发生了收缩。采用直接干燥处理的方法，纤维吸

附剂的直径与长度变化不超过5％，干燥的纤维重新湿润后形状几乎无多少变化。

另外，无树脂掺杂的PES纤维具有相似的情形(表3．5．4)，但干燥后纤维的吸水

率明显降低(表3．5．2)。这说明干燥后多孔的PES纤维基体疏水性增加而再润湿

性下降。
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表3．5_3后处理方法对纤维吸附剂尺寸的影响

夕}部液体 未用 DEGMEE

后处理 40wt％甘 乙醇／己 40wt％甘 乙醇／己
自然干燥 自然干燥

方法 油处理 烷处理 油处理 烷处理

△DI’／％ ．5 0 ．6 ．3．6 O

△L2’M ．1 O ．3．3 ．1 0

1)△D代表从湿态至干态纤维直径变化率

2)△L代表从湿态至干态纤维长度变化率

表3．5．4不同状态下无树脂填充PES纤维的尺寸变化+

·处理方法；湿态一干燥一再洞湿

3．5．5树脂填充纤维吸附剂与其他类型吸附剂的比较

树脂填充纤维吸附剂对蛋白质的吸附性能可用静态吸附容量来表征。在本工

作中牛血清蛋白作模型蛋白质，吸附剂的静态吸附容量可由间歇吸附实验来完

成。图3．5．12表明不同表面形态结构的树脂CNP80ws填充PES纤维吸附剂具有

不同的吸附容量。从SEM照片可知，DEGMEE类纤维吸附剂具有开孔的表面结

构，这种结构使纤维吸附剂对BSA吸附不仅容量大而且吸附速率快。图3．5．13

是蛋白质BSA与不同类型吸附剂的复合体在接触洗脱液后脱附实验的结果。可

以看出，具有开孔表面结构的纤维吸附剂与蛋白的复合物更容易解离。不同的树

脂填充纤维吸附剂对蛋白质的吸附与脱附的性能列于表3．5．5。有关纤维吸附剂

对蛋白质的吸附性能研究详见第4章和第5章。
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O 5 10 15 20 25

时间／h

图3．5．12不同表面形态结构的树脂填充纤维吸附剂的吸附性能[CER(CNP80wS)

填充量50wt％；纤维直径0．5ram]：airgap：未用外部液体：DEGMEE：

DEGMEE为外部液体
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图3．5．13不同表面形态结构的树脂填充纤维吸附剂的脱附性能[CER(CNP80WS)

填充量50、矶％；纤维直径0．5mm]：airgap：未用外部液体：DEGMEE：

DEGMEE用作外部液体
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表3．5．5不同表面形态结构的树脂CNP80ws填充纤维吸附剂的吸附与脱附性能·

+)CER(CNP80WS)填充量50wt％，吸附时间24hrs．

如表3．5．6所示，与树脂掺杂EVAL膜吸附剂相比，纤维吸附剂具有相当

的吸附容量，并且略高于纯离子交换树脂的蛋白质吸附容量(有关解释详见第4

章)，表明这种纤维状色谱介质吸附功能可与其它类型色谱介质相媲美。可以相

信，这种表匦具有开孔结构的离子交换树脂填充纤维吸附剂用作离子交换色谱的

介质是可行的。

表3．5．6各种类型吸附剂的吸附性能

吸附剂类型
吸附容量

mg BSA／g树脂 mg 8SA／g吸附剂

3．6本章小结

(1)采用外部液体如DEGMEE，TEEG，NMP／水及丙酮等改变了纤维成形过

程中的聚合物溶液相分离路径，达到了调控纤维吸附剂表面形态结构的目的。通

过可控相转化方法成功制备了基体为多孔性的且表面具有开孔结构的树脂填充

PES纤维吸附剂。
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(2)与填充树脂CNP80ws相比，在同样的制备条件下树脂SPll2ws填充

纤维吸附剂的表面较为平滑，在其断面上易形成指状空腔结构。较高树脂填充量

有助于形成具有粗糙表面结构的纤维吸附剂。

(3)具有开孔表面结构的树脂填充纤维吸附剂具有较好的吸附和脱附性能，

它有利于蛋白质类溶质的传质。树脂填充纤维吸附剂与文献报道的膜吸附剂相比

具有相当的静态吸附容量，可与其它类型色谱介质相媲美，表面具有开孔结构的

离子交换树脂填充纤维吸附剂用作离子交换色谱的介质是可行的。
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第四章树脂填充PES纤维吸附剂的吸附与脱附性能研究

摘要

本章主要研究了树脂填充纤维吸附剂与模型蛋白质之间的吸附与脱附性能。

探讨了吸附剂表面形态结构、填充树脂种类、树腊填充量、纤维直径、吸附剂状

态等因素对吸附剂吸附与脱附性能的影响，分析了蛋白质吸附热力学与动力学过

程，并对蛋白质传质机理进行了初步探讨。研究结果表明，表面具有开孔结构的

树脂填充纤维吸附剂有较好的吸附与脱附性能，其蛋白质吸附容量为68．2～93．2mg

BSA／g吸附剂(树脂填充量50％)；蛋白质在树脂填充纤维吸附剂中的吸附过程

符合朗格缪尔吸附模型；表面具有开孔结构纤维吸附剂的吸附速率与纯树脂相当，

并具有较低的传质阻力。

4．1概述

4．1．1膜色谱

膜色谱是膜技术与固定床色谱技术二者交叉结合的产物‘1~51。由于以多孔膜作

为基质材料，膜色谱具有很多的特点。例如，料液流动快、溶质停留时间短、膜

色谱柱的跨膜压差较低、具有较高蛋白质吸附容量、蛋白质回收率高、膜色谱可

以线性规模放大、膜色谱柱系统可以进行就地清洗(CleanInPlace)操作‘61。

如第三章所述，纤维色谱的概念是在膜色谱基础上提出来的，用于解决在操

作过程中膜色谱易被污染的问题。为此，我们研制了表面具有开孑L结构的离子交

换型树脂填充PES纤维吸附剂(见第三章)。本章重点研究不同形态结构的树脂

填充PES纤维吸附剂与模型蛋白质牛血清蛋白(BSA)之间的吸附与脱附行为。

4．I．2溶质的传质机理

4．1．2．1颗粒填充色谱

颗粒填充色谱的传质过程是由三个步骤构成的，即颗粒表面的膜扩散(illm

diffusion)、孔隙内的孔扩散(pore diffusion)以及溶质与孔隙内表面配基或其他

结合点的结合动力学(thebingingkinetics)。一般来讲，颗粒内的孔扩散是速率控

制步骤。这主要是大分子传递移动较慢的缘故，当存在空间位阻时更加明显。填

充色谱的传质机理已有许多研究报道。
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4．1．2．2膜色谱|2-31

膜色谱的传质过程一般包括：穿过膜孔的对流过程(convection)、膜孔内的

膜扩散(film diffusion)、溶质与膜孔内表面的配基或其他结合点的结合动力学(the

binging kinetics)。

在膜色谱的传质过程中，溶质与基体的作用不是发生在颗粒的死端孔内，而

是在膜的通孔内。在死端孔内的传质是通过扩散来实现的，而在通孔内的传质是

通过对流来实现的。由于消除了孔内扩散，使溶质进入膜基体内的传质阻力明显

地降低。

4．I．2．3等温吸附曲线

已有很多热力学模型例如线性模型、朗格缪尔(Lallgmuir)模型、双朗格缪尔

模型、Freundlich模型、Freundlich．Langmuir模型等提出用来描述溶质在固体

上的吸附过程[6-71。对于蛋白质在离子交换树脂上的吸附，最常用的模型是朗格缪

尔等温吸附模型，该模型假设在被吸附溶质与吸附点之间的反应是可逆的，并且

在被吸附分子之间无永久性的相互作用发生。

4．I．2．4有效扩散系数

吸附过程的初始阶段被认为是由扩散过程控制，扩散过程扩散速率的定量测

量是用扩散系数来表示。蛋白质穿过蛋白质水溶液与膜界面的通量可以考虑为蛋

白质从半无限介质(semi—infinite)扩散到一个平板(Plme)的过程。在这种简化

的情形下，依据Fick第二定律，可推导出方程(1)。从这个方程式可知，在扩散

控制的情形下蛋白质吸附量与时间的平方根成线性关系。按照方程(1)可计算出

有效扩散系数五【9fⅢ。

兽：牟．√掣 (1)
M。五～z2

⋯

式中Mt与M。分别为时间t和无限长时溶质吸附量，D为有效扩散系数，，为

膜的厚度。

4．1．3关于溶质与树脂填充纤维吸附剂之间传质过程的一些考虑

从第三章可知，树脂均匀地分布在纤维基体中构成了树脂填充纤维吸附剂。

以树脂填充纤维吸附剂为介质的纤维色谱传质过程与颗粒填充色谱及膜色谱相比

是有差别的，它包含两个过程，即溶质从本体溶液传递到分布在纤维基体内颗粒
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表面的传质过程以及在颗粒孔隙内的传质过程。因此，树脂填充纤维吸附剂的传

质过程更为复杂，其传质阻力也相对较大。

具体来讲，溶质在树脂填充纤维吸附剂中的吸附过程包括以下几个步骤：(1)

溶质从本体溶液扩散到多孔纤维基体表面的膜扩散过程；(2)溶质从纤维基体孔

隙扩散至树脂颗粒表面或基体内壁吸附点的孔扩散过程；(3)溶质从树脂表面扩

散到树脂孔隙的膜扩散过程；(4)溶质从树脂孔隙扩散到孔隙内壁的孔扩散过程；

(5)溶质与吸附点的结合，并形成了溶质一吸附剂复合体。

依照上述的传质机理，颗粒填充纤维吸附剂的传质阻力可用下式描述：

l／K=I／K麒+1／K孔+I／K颗粒+I／K反应 (2)

I／K颗粒=I／K’膜+1／K’孔+IlK’反应 (3)

式中K是总的传质系数，K*是溶质在纤维表面的膜扩散传质系数，K。是溶质在

纤维基体孔隙内的传质系数，K m#是溶质与颗粒之间相互作用的传质系数，K。。

是溶质与纤维基质的非特异吸附点之间相互作用的传质系数；K’。是溶质在颗粒表

面的膜扩散传质系数，K’n是溶质在颗粒孔隙内的传质系数，K’an是溶质与颗粒吸

附点之间相互作用的传质系数。其中，K。是与吸附剂结构因素相关的传质系数，

例如，孔的尺寸、孔径分布、孔隙率、孔的弯曲度、吸附剂亲水性、吸附剂的形

态结构、吸附剂表面电势能等。

在式(2)中，影响溶质传质阻力的主要因素是纤维基体与颗粒中的孔扩散，

其中，纤维基体中的孔扩散可以通过调整吸附剂形态结构使溶质传质阻力减少。

为此，在第三章我们提出了理想吸附剂的结构特点，并制备了表面具有开孔结构

的树脂填充多孔性PES纤维吸附剂。

4．2实验部分

4。2．1原材料

基质材料：聚醚砜(PES)：型号Ultrason@E6020E Mw一50000，由BASF制

造。
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功能性微粒：Lewatit阳离子交换树脂(cER)：型号：CNP80ws(弱酸阳离

子交换树脂)及SPl 12ws(强酸型大孔阳离子交换树脂)，树脂粉末平均粒径约

10微米，Bayer公司提供。

添加剂及其它溶N．-聚7,--醇400(PEG400)(合成级)、二乙二醇单乙醚

(DEGMEE)(合成级)、三缩四乙二醇(TEEG)(合成级)、丙酮(AR)，Merck

公司提供。

溶剂：N一甲基吡咯烷酮：纯度99％，购自Acros Organics公司。

蛋白质模型物：牛血清蛋白(BSA)：Fraction v，Sigma提供。

新鲜的缓冲溶液用超纯水配制，超纯水用Millipore公司Milli—Q plus纯水机

制造，其电导率为18MQ．CM。

以上所有物品未经进一步纯化直接使用。

4．2．2树脂填充纤维吸附剂的制备

纤维吸附剂的制各同第三章。本实验所用纤维吸附剂的性能见表4．2．1、图

4．2．1、图4．2．2及图4．2。3。

表4．2．1树脂填充纤维吸附剂的性能
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图4．2．1树脂CNP80ws填充纤维吸附剂的表面SEM照片(树脂填充量50％)

a-airgap；b-DEGMEE；c一丙酮：d-TEEG

图4．2．2无树脂填充PES纤维的表面SEM照片

a-airgap；b-DEGMEE；c_丙酮：d-TEEG
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图4．2_3纯树脂SPl 12ws及其填充纤维吸附剂的SEM照片(树脂填充量50％)：表

面：a-airgap；b-DEGMEE；c一丙酮：d-TEEG；e一纯树脂SPIl2w。横断面：f-air gap

4．2．3纤维吸附剂的表征

4．2．3．1吸附剂形态结构

纤维吸附剂的形态结构可以用SEM观察。样品的制备与观察同第三章。

4．2．3．2 BSA浓度的测定

BSA浓度可在280nm波长下用Philips PU 8720 UvⅣIS紫外可见光谱仪测

定。

4．2．3_3纤维吸附剂的蛋白质静态吸附容量

纤维吸附剂的蛋白质静态吸附容量可用牛血清蛋白的间歇实验确定。已知量

的吸附剂样品在BSA缓冲溶液中浸泡平衡后，测量24小时单位重量样品的牛血

清蛋白吸附量。料液蛋白质的浓度为1-2mg／ml，此浓度接近商业分离过程中蛋白

质的真实含量。

在吸附试验中缓冲溶液采用pH4．5，100mM的醋酸缓冲液，此pH低于蛋白质

等电点，使蛋白质BSA呈正电，而纤维吸附剂带负电，蛋白质被包裹纤维中的阳

离子交换树脂吸附，导致本体溶液中蛋白质浓度降低。通过测量牛血清蛋白浓度

的变化计算纤维吸附剂对蛋白质的静态吸附量，其单位为mg BS～(g吸附剂)。

4．2．3．4纤维吸附剂的蛋白质脱附

吸附蛋白后的纤维样品首先用pH4．5，100mM的醋酸缓冲液快速冲洗3次，

然后浸入pH高于蛋白质等电点的洗脱剂中使蛋白脱附。此时蛋白质BSA净电荷

变为负值，由于电荷排斥作用使蛋白质从多孔纤维基体的吸附点上解离，扩散进

入本体溶液中。本实验采用pH9．0Tris-HCl缓冲溶液作为洗脱剂，洗脱步骤的BSA

浓度也用上述的方法在280nm检测。

所有的吸附与脱附实验均在20。C恒温水浴振荡机内完成的，振动频率为100

次／分钟。
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4．2．3．5朗格缪尔等温吸附曲线

将相同重量的纤维吸附剂浸入起始浓度不同的BSA溶液中至不同的平衡浓

度，通过测量纤维吸附剂的吸附量与蛋白质溶液中BSA平衡浓度，即可得到纤维

吸附剂的等温吸附曲线。假设此吸附符合朗格缪尔等温吸附曲线，其表达式为方

程(4)[7】。

嘉=古+鲁x去C ㈣
g+9m gm

+
～

式中q+为吸附剂的吸附量，C+为本体溶液中蛋白质平衡浓度。用1／q’对I／C’做图

的线性模拟可决定蛋白质的解离系数(Kd)和吸附剂的最大吸附容量(q。)。

4．2．3．6有效扩散系数(五)

平板膜的有效扩散系数可根据4．1．2．4节中方程(1)进行估计。对于实心纤

维，其扩散系数可从Fick第二定律推导的方程(5)估计出来‘101，其中假设条件

与平板膜相同。

瓦Mt=去佃!)i一7Dtt7 一七(爿jh⋯㈣
M。石； J r。，；l r

2 J⋯⋯ ⋯7

式中r为纤维的半径，其它参数含义同方程(1)。由于孔径与孔隙率的限制造成

扩散系数较低，在初始阶段，上式第二项与其它项对扩散系数贡献不大，可以忽

略。如果对时间平方根作图，吸附曲线接近直线，根据方程(6)可大致估计蛋白

质的扩散系数：

兽：车．√-『D．t (6)瓦2忑叫7 (6)

4．3结果与讨论

4．3．1树脂填充纤维吸附剂的吸附容量与脱附率

本章采用牛血清蛋白为模型蛋白质，蛋白质静态吸附容量表征吸附剂的吸附

能力。图4．3．1表明不同结构类型树脂填充吸附剂的吸附性能是有差别的。从SEM

照片可知，DEGMEE型、丙酮型及TEEG型纤维吸附剂表面具有开孑L结构，这种

47
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结构类型纤维吸附剂对BSA具有较快的吸附速度和较大吸附容量。图4．3．2表示

当吸附剂与洗脱液接触时两种不同结构类型吸附剂的脱附性能，结果表明，表面

具有开孔结构的纤维吸附剂也同样具有较高的脱附率。

90

鳍
鼍：：
量40

矍i：
勘：

—●一Mrgap——PDEG眶E+TEEG ---)1--丙酮十树脂(0．59)

糌
莲
翟

—_．一airgap—{hDEGMEE
—*丙酮 +TEEG

图4．3．1 不同结构类型树脂填充纤维吸附荆的 图4．3．2不同结构类型树脂填充纤维吸附剂

吸附性能(树脂CNP80ws填充量50％) 的脱附性能(树脂CNP80ws填充量50％)

树脂SPll2ws填充纤维吸附荆与BSA的吸附与脱附性能如图4．3．3所示。尽

管树脂SPl 12ws与树脂CNP80ws具有相近的吸附容量，但树脂SPl 12ws填充纤

维吸附剂对BSA具有更大的吸附容量(图4‘3．3a、表4．3．1)。图4．2．3f表明，树

脂SPl 12ws填充纤维吸附剂比树脂CNP80ws填充吸附剂具有更大的孔隙率及更

多相互连通的孔，这使树脂SPll2ws填充纤维吸附剂中多孑L PES纤维基体对BSA

有更多的吸附。由于吸附在多孔PES纤维基体上的BSA难以解离，所以树脂

SPll2ws填充纤维吸附剂具有较低的脱附率(见图4_3．3b和表4．3．1)。

表4．3．1树脂填充纤维吸附剂的吸附与脱附性能(树脂填充量50％)

注：纯树脂吸附容量(mgBSA／g树脂)：117(树脂CNP80ws)；122(树脂SPll2ws)
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震
莲
毯

≥
譬

占

咖
谗
莲
督

十alrgap—■卜BEG娅E
—★一丙酮—*-TEEG

—●p纯树脂(0．59)

——卜alrgap
—●r一丙酮

卅DEGMEE
—》∈一TEEG

(a) (b)

图4．3．3 树脂SPl 12ws填充PES纤维吸附剂的吸附与脱附性能(树脂填充量50％)

al吸附与时间关系曲线；b：脱附与时间关系曲线

吸附剂的纤维基体应满足以下要求：孔隙率高、蛋白吸附量低、提供足够的

通道供蛋白质自由传输、防止基体内任何树脂的泄漏。不同结构类型的无树脂填

充PES纤维的吸附容量如图4．3．4所示。表皮致密的纤维基体对蛋白质BSA的吸

附量非常低，吸附主要发生在纤维表皮。令我们感兴趣的是，表皮具有开孔结构

的PES纤维基体具有较高的蛋白质吸附容量，说明这种表面结构的纤维基体可以

允许蛋白质自由进入基体多孔网络内，并提供了更多的非特异性吸附点和传输通

道。

—◆一airgap—静～DEGMEE—I■一丙酮—*一TEEG

图4．3．4不同形态结构无树脂填充PES

纤维吸附剂的吸附性能

—◆一DEG衄E(湿态)—豁一DEGMEE(干态)

—●rairg即(湿态)—*一airgap(干态)

图4．3．5无树脂填充PES纤维的状态

对吸附性能的影响
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图4．3．5和图4-3．7表明，无树脂填充PES纤维的状态对蛋白质的吸附与脱附

也有影响。与干态纤维相比，湿态纤维蛋白吸附容量更大，这可能是干燥后纤维

的孔隙率与孔径减小的缘故。图4．3．6及图4．3．7表明，吸附在多孔的PES纤维基

体内蛋白质难以完全脱附，但表皮致密的纤维，其脱附率超过90％，这可能是吸

附点主要集中在纤维光滑表面的缘故。

100

80

《60
*
莲
馨40

20

0

alrgap TEEG Acetoge DEGREE

图4,3．6不同形态结构无树脂填充PES

纤维吸附剂的脱附性能

100

80

羹60
蚕40

20

0

0 20 40 60

时间／h

—●一alrgap(干态)—嘲～airgap(湿态)

—扣一DEGMEE(干态)—}÷一DEGMEE(湿卷)

图4．3．7无树脂填充PES纤维状态对脱附

性能的影响

无树脂填充PES纤维再生对其吸附性能影响见图4．3．8，再生后各类纤维的吸

附容量没有大的差别，表面具有开孔结构的纤维吸附容量明显下降，这可能是未

解离的蛋白质占据了部分纤维基体内的吸附点。这表明吸附在PES纤维基体上的

BSA较为稳定而难以彻底清除。

airgap TEEG Acetone DEGMEE

日第二轮口第一轮

图4．3_8无树脂填充PES纤维再生对吸附性能的影响

蛎蚰∞∞巧趵撕协0

0

一幂莲蓉昱／《∞∞暑田一＼蚓谁莲斟
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与纯离子交换树脂以及纯PES纤维基体对蛋白质吸附相比，发现吸附在树脂

填充纤维吸附剂上的大部分蛋白质是被吸附剂内填充树脂吸附(表4．3_2)。对于

表皮具有开孔结构的吸附剂，大部分填充树脂可自由吸附蛋白质；而对于表皮致

密的吸附剂，由于部分树脂被聚合物包裹使之难咀与蛋白质接触，这部分树脂失

去了对蛋白质的吸附功能。此外，由于蛋白质难以从PES纤维基体吸附点上完全

分离，所以吸附在聚合物上的蛋白质将减少纤维吸附剂总的脱附率。PES基体、

纤维吸附剂及纯树脂的吸附容量列于表4．3．2。

表4．3．2 PES、树脂与纤维吸附剂对BSA的吸附容量

吸附容量／(mg BSA／g吸附剂)

PES纤维基体
纤维吸附剂

聂——面厂树脂(洲P80ws)

+1)校正后的吸附容量等于吸附剂的表观吸附容量减去纯聚合物纤维基体的

吸附容量；2)CER CNP80ws的填充量是50％：

总之，具有开孔结构的树脂填充纤维吸附剂较之表皮致密的吸附剂具有更好

的吸附性，蛋白质更容易从这种结构吸附剂中脱附。这表明蛋白质分子在表皮具

有开孔结构吸附剂内的传质阻力较小。

4．3．2影响纤维吸附剂吸附与脱附性能的一些因素

4．3．2．1纤维吸附剂中树脂填充量的影响

如图4．3．9(a)所示，树脂填充量高的纤维对蛋白质BSA有较高的吸附容量。

图4-3．9(b)表明，BSA的脱附率同样也随纤维吸附剂中树脂填充量的增加而变大，

说明吸附在离子交换树脂上的BSA容易解离且不易变性。
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图4．3．9不同树脂CNP80ws填充量的纤维吸附剂(airgap类)的吸附与脱附性能

a：吸附与时间关系曲线；b：脱附与时间关系曲线

4．3．2．2纤维吸附剂直径与长度的影响

纤维直径对纤维吸附剂的吸附与脱附的影响如图4'3．10和图4．3．11所示，纤

维吸附剂的吸附容量和脱附率随直径变小而增加，这与方程式(6)所表达的是一

致的。由传质机理可知，扩散速率随扩散距离的延长而降低，而扩散距离与纤维

直径成反比，因此，随纤维直径变小纤维吸附剂的吸附与脱附速率增大。另外，

由于纤维越细其比表面积越大，所以这也有利于吸附。SEM结果表明，不同直径

吸附剂之间的纤维基体及其表面形态结构没有明显的区别。因此，在保持纤维的

足够机械强度条件下应尽量缩小纤维吸附剂的直径。

图4．3．12表明，纤维长度对蛋白质的吸附性能几乎没有影响。从图4．3．13可

知，在轴向纤维吸附剂孔隙之间不是完全连通的，蛋自从纤维两端进入吸附剂内

的可能性较小。因此，只要纤维长度大于其直径，长度对纤维吸附剂的吸附性能

影响就不明显。
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图4．3．10纤维直径对吸附性能的影响

(airgap类，树脂CNP80ws填充量50％)

幂
莲
餐
掣
《

给
bo

3
＼
删
拯#
蓝
督

+0．5m书0．from+0．7mm
图4．3．11 纤维直径对脱附性能的影响

(airgap类，树脂CNP80ws填充量50％)
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时问／h

●L=400mm(airgap)

▲L=5Ⅻ(airgap)
穗L=400mm(DEGMEE)
o L=5mm(DEGMEE)

图4．3．12纤维长度对纤维吸附性能的影响(树脂CNP80ws填充量50％)

图4-3·13纤维吸附剂的横断面形态结构(airgap类，树脂CNP80ws填充量50％)
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4．3．2．3纤维吸附剂状态的影响

纤维吸附剂的状态对其吸附与脱附性能的影响如图4．3．14~4．3．17所示。湿态

纤维的吸附容量较高，纤维吸附剂的脱附性能在湿态与再润湿态之间无太大差异。

然而，干态下蛋白质的脱附率高于其他状态，特别是当纤维的表面结构较为致密

时更为明显。在干态纤维吸附剂的吸附过程中，蛋白质BSA的吸附与纤维吸附剂

的再润湿过程是同时进行的，BSA主要与树脂发生吸附作用，而纤维基体对BSA

的吸附量减少，导致干态纤维吸附剂的脱附率提高。

—黼一湿态+干态+再润湿态

图4．3．14 airgap类纤维吸附剂的状态对吸附

性能的影响(树脂CNP80ws填充量50％)

＼

聃
蓝
g

—昏～湿态+千态+再润湿
图4．3．16 airgap类纤维吸附剂的状态对脱附

性能的影响(树脂CNP80ws填充量50％3

4．3．2．4蛋白质的变性

+干态—辫”w湿态 +再润湿
图4．3．15 DEGMEE类纤维吸附剂的状态对吸

附性能的影响(树脂CNP80ws填充量50％)
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誉
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+再润湿—匿一湿态+干态
图4．3．17 DEGMEE类纤维吸附剂的状态对脱

附性能的影响(树脂CNP80ws填充量50％)

蛋白质变性是指在某些因素影响下如加热、特殊化学处理、极端pH等，蛋

∞∞∞∞蚰∞∞∞0
一幕莲督芒《sⅡ蓄一＼删曲莲螫

阳∞∞∞∞∞∞0
一幕莲督量／《路旨一＼咖脚莲昏
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白质的二、三级结构遭到破坏，使蛋白质失去了活性。如图4．3．18所示，纤维吸

附剂的吸附时间对蛋白质脱附有明显的影响。蛋白质的脱附率随吸附时间延长而

急剧下降，表明在吸附过程中蛋白质变性的趋向随吸附时间的延长而增加。虽然

较长的吸附时间增加了纤维吸附剂对蛋白质的吸附量，但是由于随时间延长蛋白

质脱附率减少，蛋白质的回收率并不一定提高。因此，在实际分离操作中，如果

目标定为从下游过程中回收或分离某些溶质，为获得较高的回收率须选择合适的

吸附时间；如果目的是去除料液中某些杂质而达到澄清或净化的目的，可以通过

延长吸附时间提高吸附剂的吸附容量。

婆
褂
莲
簦

0 50 100 150 200

时间／h

图4．3．18吸附时间对纤维吸附剂脱附性能的影响

(DEGMEE类，树脂CNP80ws填充量50％)

4．3．3纤维吸附剂的等温吸附曲线

当吸附过程处于平衡状态时，料液中BSA浓度与树脂填充纤维吸附剂吸附容

量的关系如图4．3．19所示。当料液中BSA浓度较低时，吸附剂的吸附容量增加较

快。图4．3．20表明，该等温吸附曲线符合朗格缪尔吸附模型。根据方程(4)计算

的最大吸附容量qm。与蛋白质-吸附剂复合物的解离系数Kd列于表4．3．3，从该表

可知，airgap类型纤维吸附剂的q。。和‰大于其它类型，表明表皮较为致密的纤

维吸附剂在平衡状态下其吸附容量及蛋白质的解离性都较高。然而，由于吸附剂

的致密表皮结构造成的吸附动力学限制，在较低的料液BSA浓度下，airgap类型

吸附剂的吸附容量和脱附率都低于其它类型的吸附剂。

∞
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∞

如

∞
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0 0．5 1 1，5 2 2．5 3

BSA浓度／(mg／m1)

—◆_airgap—秘DEGMEE—卜TEEG

不同结构树脂填充纤维吸附剂与蛋白质BSA的平衡吸附曲线(树脂

CNP80ws填充量50％)

0．04

0．03

{0．02
—

0．0l

0

l／C*

●airgap麟DEGMEE^TEEG

图4．3．20纤维吸附剂的朗格缪尔模型拟合曲线(树脂CNP80ws填充量50％)

表4．3．3不同类型纤维吸附剂的最大吸附容量(q。ax)与解离系数(Kd)

类型 qma,d(mg BSA／g吸附剂1 Kd／(mg／g)
。——————————————————————————————————————————————————————————————————————————————一

airgap 138．9 0．395

DEGMEE 101 0．141

TEEG 105．3 O．105

4．3．4有效扩散系数
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树脂填充纤维吸附剂的吸附容量与时间的关系如图4．3．21所示，这种关系可

用来描述蛋白质吸附动力学。依据本章4．1．3节提出的传质机理，由于在初始阶段

吸附主要发生在树脂表面以及多孔纤维基体内，所以在初始阶段吸附剂的吸附容

量增加较快，在这个阶段控制步骤是蛋白质从本体扩散到树脂表面；在中后期蛋

白质从树脂表面扩散到树脂孔隙内的吸附点则是控制步骤。

O 50 100 150

时间／h

◆DEGMEE 鞲Airgap

200

图4．3．21纤维吸附剂的吸附容量与时间关系曲线(树脂CNP80ws填充量50％)

与纯树脂相比，可以发现表皮具有开孔结构的吸附剂对蛋白质BSA的吸附速

度不低于纯树脂的吸附速度(图4．3．1)，说明蛋白质在吸附剂多孔基体内的扩散

阻力较小，由此可知，蛋白质从树脂表面扩散到树脂内孔隙壁上的吸附点是控制

步骤。然而，对于表皮致密的纤维吸附剂，蛋白质从本体扩散到包裹在吸附剂基

体内树脂表面的吸附点以及蛋白质从树脂表面扩散到树脂内孔隙壁上的吸附点这

两个过程是整个吸附过程的控制步骤。

图4．3．22是不同类型结构纤维吸附剂扩散动力学的模拟结果，它们都较好地

符合Fiek第二定律，表明树脂填充纤维吸附剂的吸附过程是由在吸附剂多孔基体

内或树脂空隙内的扩散过程来控制的。依据扩散方程(6)可计算出不同情形下吸

附剂的扩散系数，如表4．3．4所示。与已报道的吸附剂相比，BSA在纤维吸附剂

内扩散系数具有一定的可比性。例如，BSA在不同离子交换树脂内的扩散系数在

1×10。9-I×10。14m2／s范围内∽171，BSA在树脂CNP80ws填充EVAL膜吸附剂中

有效扩散系数约为3．4X 1 o-13 m2／s[9『1。与BSA在其溶液中的自由扩散系数(5．3～7

57
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×10。1 m2／s)【刀相比，BSA在树脂填充纤维吸附剂的有效扩散系数低3个数量级

左右，这可能是由于蛋白质在吸附剂多孔基体内或树脂空隙内扩散阻力所致。影

响BSA扩散系数的因素较多，例如，吸附剂的结构因素(如孔径、孔隙率、孔的

弯曲度、亲水性等)、树脂的特性(如离子交换容量、孔隙尺寸、孔隙率、离子基

团大小等)、树脂填充量、甚至料液中BSA浓度等。

锈airgap ●DEGMEE ▲TEEG

图4．3．22树脂填充纤维吸附剂的吸附容量与时间平方根的关系曲线

表4．3．4不同类型树脂填充PES纤维吸附剂中BSA的有效扩散系数(五)

注：树脂CNP80ws填充量50％

4．4本章小结

(1)表皮具有开孔结构的树脂填充纤维吸附剂具有较好的吸附与脱附性能，

其蛋白质吸附容量为68．2～93．2mgBSA／g吸附剂(树脂填充量50％)，使蛋白质传
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质阻力大大降低。

(2)与树脂CNPS0ws相比，树脂SPll2ws填充纤维吸附剂对BSA具有较

高的吸附容量，但其脱附率较低。树脂填充量越高、纤维越细，则纤维吸附剂的

蛋白质吸附容量与脱附率就越大。另外，干态树脂填充吸附剂对蛋白质吸附容量

低，但脱附率较高。随吸附时间的延长吸附剂的脱附率下降。

(3)蛋白质BSA在树脂填充纤维吸附剂中的平衡吸附过程符合朗格缪尔吸

附模型。树脂CNP80ws填充吸附剂的最大吸附容量为100～139mgBSA／g吸附剂。

表面具有开孔结构的树脂填充纤维吸附剂的吸附速率与纯树脂相当，BSA在纤维

吸附剂中的扩散系数为1．82×10q4~8．7×10。4m2／sec。

(4)对于蛋白质在树脂填充纤维吸附剂中的传质过程，本文提出吸附剂基体

内的孔扩散与树脂内的孔扩散是速率控制步骤，随吸附剂形态结构不同二者对传

质过程的影响也有差别。树脂填充纤维吸附剂传质机理还有待进一步深入研究。
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agitated contactors，J，Chromatography A，746(1996)169—183
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第五章影响树脂填充纤维吸附剂吸附与脱附性能的操作因素

摘要

本章重点研究了影响树脂填充PES纤维吸附剂吸附与脱附性能的操作因素。

考察了BSA溶液pH、BSA浓度、洗脱剂pH和离子强度、吸附剂预处理与后处

理、吸附剂再生以及料液流动状态等因素对吸附剂吸附与脱附性能的影响。研究

结果对蛋白质的实际分离具有重要的参考价值。

5．1概述

我们知道，蛋白质是由氨基酸组成的，离子交换色谱是分离纯化蛋白质的有

效方法之一。离子交换色谱分为颗粒填充床式色谱、膜色剖卜81以及纤维色谱(见

第三章)。蛋白质与离子交换类吸附剂之间的作用机理如图1所裂9】，它包括离子之

间的静电相互作用、基团之间的氢键作用以及疏水作用。很多因素如蛋白质溶液

的pH和离子强度、蛋白质浓度、蛋白质结构、等电点(pI)等均能影响蛋白质

的吸附过程。

图5．1．1蛋白质在羧化树脂微球上的吸附作用示意图‘9】

吸附过程中蛋白质变性增加了蛋白质与吸附剂表面的接触面积，从而降低了

蛋白质的脱附率。

为了简化膜吸附剂的预处理过程，避免料液对吸附剂的污染，第三章提出纤



第五章影响树脂填充纤维吸附剂的吸附与脱附性能的操作因素

维色谱的概念，并研制了表皮具有开孔结构的离子交换树腊填充纤维吸附剂。本

章将在前述工作基础上重点研究影响纤维吸附剂吸附与脱附性能的操作因素。

5．2实验部分

5．2．1原材料

基质材料：聚醚砜(PES)：型号Ul临彻耗6020P，重均分子量约为50000，

由BASF制造。

功能性微粒：Lewatit离子交换树脂(CER)：型号：CNP80，弱酸阳离子交换

树脂，树脂粉末平均粒径约10微米，Bayer公司提供。

溶剂：二乙二醇单乙醚(DEGMEE)(合成级)、甘油、乙醇(CP)、正己烷(cP)，

Merck公司提供。

蛋白质模型物：牛血清蛋白(BSA)：Fraction v，Sigma提供。

新鲜的缓冲溶液用超纯水配制，超纯水是用Millipore公司Milli—Q plus单元

制造的，其电导率为18M12．CM。

以上所有物品未进一步纯化直接使用。

5．2．2树脂填充纤维吸附剂的制备 ·

纤维吸附剂的制备同第三章。本研究使用的纤维吸附剂性能及其SEM结果

如表5．2．1和图5．2．1所示。图5．2．2为两种不同处理方法所得纤维吸附剂的形态结

构。

表5．2．1树脂填充纤维吸附剂的性能

树脂 纤维的形状与尺寸 吸附剂结构类型

聚合物基质 填充量
类型 形状 i挠／mm 表皮致密 表皮开孔

M

实心

聚醚砜渖E∞cER(CNP80ws)5。三：n5枷r6 aj唱ap 。EGMEE
2}雉
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图5．2．1树脂填充纤维吸附剂的表面形态结构：a-air gap；b-DEGMEE

图5．2．2处理后纤维吸附剂表面形态结构

(a)甘油处理；(b)乙醇一己烷连续处理

5．2-3纤维吸附剂的表征

5．2．3．1纤维吸附剂的蛋白质静态吸附容量

纤维吸附剂的蛋白质静态吸附容量可用牛血清蛋白的间歇实验确定。已知量

的吸附剂样品在BSA缓冲溶液中浸泡平衡后，测量24小时单位重量样品的牛血

清蛋白吸附量。

在吸附试验中缓冲溶液采用pH4．5，100mM的醋酸缓冲液，此pH低于蛋白质

的等电点，使蛋白质里正电，而纤维吸附剂带负电荷，蛋白质被包裹在纤维基体

内阳离子交换树脂吸附，结果造成了本体中蛋白质浓度降低。通过测量牛血清蛋

白浓度的变化计算吸附剂的蛋白质吸附量，单位为mgBSA／g吸附剂。

BSA浓度在280nm波长下用Philips PU 8720 UV／vIs紫外可见光谱仪测定。

5．23．2纤维吸附剂的蛋白质脱附

吸附蛋白后的样品首先用pH4．5，100ram的醋酸缓冲液快速冲洗3次，然后

浸入pH高于蛋白质等电点的洗脱剂中使蛋白质脱附。在此pH下蛋白质净电荷转
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变为负值，由于电荷排斥作用蛋白质从多孔纤维基体内吸附点上脱附扩散进入本

体溶液中。洗脱步骤的BSA浓度也用上述的方法在280hm检测。

所有的吸附与脱附试验均在20。C恒温水浴振荡机内完成的，振动频率为100

次／分钟。

5．2．3．3纤维吸附剂的再生

树脂填充纤维吸附剂的再生采用5％HCI水溶液。在盐酸水溶液中浸泡24

小时后，用纯水冲洗至中性，即可用于新一轮吸附与脱附试验。

5．3结果与讨论

5．3．1蛋白质浓度的影响

蛋白质浓度对吸附的影响如图5．3．1和图5．3_2所示。料液蛋自质BsA浓度

较高吸附剂的吸附容量较大。一方面，从动力学角度，较高的蛋白质浓度提供了

较强的传履推动力，随BSA浓度的提高纤维吸附剂的吸附速率变快；另一方面，

从平衡理论角度，较高的蛋白质浓度有利于吸附过程向形成蛋白质一吸附剂复合体

的方向转化。

+O．5mg／Ⅲl+img／ml+2mg／m1
图5．3．1 BSA浓度对airgap类纤维吸附剂

吸附性能的影响

时间／h

—卜0．5mg／ml—触1mg／mI—卜2mg／ml

图5．3，2 BSA浓度对DEGMEE类纤维

吸附剂吸附性能的影响

53。2BSA溶液pH的影响

蛋白质与离子交换树脂的基本作用原理是电荷之间的静电相互作用、极性基

团之间的氢键作用、疏水部分的疏水作用等。在不同pH条件下，各种因素对BSA

64

∞∞∞∞∞∞蚰∞加加0
一幂莲替曲言吐∞县＼蛹曲蓝登

∞旨：帅∞∞∞帅∞加加0
一罹莲督芒《s日∞善＼嘲译釜蓥
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与吸附剂的相互作用影响是不同的。从图5．3．3可知，当BSA溶液pH高于BSA

等电点(p14．8～5．2)时，吸附剂的吸附容量急剧降低。其原因是此条件下BSA的

净电荷为负值，并且树脂CNP80ws中的交换基团-COOH的解离随溶液pH提高

而变大，由于同性电荷静电排斥作用，使得吸附剂对BSA吸附能力大大减弱。

当BSA缓冲溶液的pH很低时，由于低于树脂CNP80ws的等电点(pI一4．O)

”⋯，使得树脂cNP80ws的净电荷接近于0。在这种情况下，氢键作用对BSA与

吸附剂吸附作用的贡献高于其它类型作用。此外，PES基质本身所带净电荷也随

缓冲溶液pH和离子强度的变化而变化。据报道PES超滤膜的等电点在2．2～3．1

范围内[11-13],因此，当pH低于PES的pI时PES对BSA的吸附作用减弱。另外，

在如此低的pH条件下，H+再生作用也促进BSA从树脂的吸附点上解离。所有这

些因素导致了在较低pH下吸附剂的吸附容量反而降低的结果。

当BSA溶液的pH接近BSA的pI时，情况较为复杂。由于在此条件下BSA

的净电荷接近于零，氢键作用与疏水作用变得突出。但是，这两种类型的作用对

pH并不十分敏感，所以在pI附近出现了一个吸附平台。

100

霎80
鬯
言60
鲁
量40
删
怖
莲20
督

0 2 4 6 8 10

pH

—{hDEGMEE—●一airgap

图5．3．3 BSA溶液pH对纤维吸附剂吸附性能的影响

(料液一2mg／ml BSA缓冲溶液，cER(cNP80ws)填充量50％)

图5．3．4和图5．3．5为不同pH的BSA溶液条件下树脂的蛋白质脱附性能。值

得注意的是，在较高pH条件下形成的BSA．吸附剂复合体较易解离，这个结果表

明，在不同pH条件下BSA与吸附剂的吸附机理是不同的。如上所述，在较低的
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pH下氢键作用变得较为重要，由于这种作用较强，BSA在吸附剂中可能发生了

变性，导致BSA分子难以从吸附点完全脱附。本研究采用pH4．5的BSA缓冲溶

液用于后述的吸附实验。

+pHl．57—瓣卜pH3．15+pH4 5

—．-9H5．1l—*DH 7

图5．3．4 BSA溶液pH对脱附率的影响

(DEGMEE类吸附剂)

时间／h

+pHl 57—豁～pH3 15+pH4 5

—．-pH5．1l—和DH 7

图5．3．5 BSA溶液pH对脱附率的影响

(aiTgap类吸附剂)

5。3．3洗脱液的选择

’

吸附在吸附剂上的蛋白质可通过洗脱的方法解离，如直接洗脱、分步洗脱、

梯度洗脱、酸碱再生处理等。但需注意的是，在洗脱操作过程中应尽量避免造成

蛋白质的变性。对于离子交换类型吸附剂，洗脱液的pH和离子强度是重要的参

数。这是因为当溶液pH从低于蛋白质等电点到高于其等电点时，蛋白质的净电

荷发生了转化，所以通过调整洗脱液pH使蛋白质的净电荷发生转变的方法，实

现蛋白质从蛋白质．树脂复合体的脱附。较高的离子强度有利于蛋白质从吸附点解

离。对于阳离子交换树脂类型吸附荆，由于BSA等电点在4．8—5．2范围，所以洗

脱液的pH应高于BSA等电点。图5．3．6表明，洗脱液pH较高，蛋白质的脱附率

较大；当洗脱液pH为4．5时，蛋白质的脱附率极低。另外，洗脱液加入1M NaCl

提高了蛋白质的脱附率，其原因是NaCl的加入增大了缓冲溶液离子强度，减弱

了BSA与吸附点的相互作用，促使蛋白质从吸附点脱附。因此，本研究采用pH=9

的Tri—HCl缓冲溶液用于后述脱附实验。
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莲
翟

O 5 lO 15 20 25

时间m

—◆一pli4．45 。。髀。pH7．28+pH8—*pH9
—粘pH9+1^i NaCl

图5．3．6不同pH条件下蛋自质的脱附率

(类型-DEGMEE；料液-2rag／m!，pH4．45缓冲溶液)

5．3．4吸附剂预处理方法的影响

在进行分离操作前，吸附剂首先要经过缓冲溶液的润湿，不同预处理剂对蛋

白质的吸附与脱附性能的影响如图5．3．7~5．3．10所示。氯化钠溶液可以提高溶液

的离子强度，有时也用作强酸树脂的再生剂，因此，本研究探讨了以氯化钠溶液

为再润湿剂的可能性。结果表明，采用氯化钠盐溶液再润湿的吸附剂其吸附容量

低于其他预处理方法，其原因是氯化钠盐溶液润湿的吸附剂基体内具有较高的离

子强度，这减弱了BSA与树腊的相互作用。

盐酸水溶液经常用于阳离子交换树脂的再生，期望经过盐酸溶液处理后树脂

填充纤维吸附剂有更多吸附点被更新。由图可见，采用5％盐酸溶液润湿的吸附

剂，它对蛋白质的吸附容量较高。然而，此方法处理的吸附剂在脱附过程中脱附

率较低(图5．3．9和图5．3．10)，其原因是经盐酸溶液处理后BSA与树脂的作用较

强，甚至在吸附过程中可能发生蛋白质变性。
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—◆一自来水 ⋯鼙～5％BCI

—●r-5_jII{aCl --X--口H4．5缓冲溶液

图5．3．7 airgap类型纤维吸附剂的预处理

对吸附的影响

时间／hr

—◆一自来水—l}一5％8C1

+5％NaCl—*一pH4．5缓冲溶液
图5．3．9 airgap类型纤维吸附剂的预处理

对脱附的影响

时间／h

+自来水 排5％ltcl
—●r一5％NaCI—静一pH4．5缓冲溶液

图5．3．8 DEOMEE类型纤维吸附剂的预处理

对吸附的影响

时间／h

—●一自来水 ～瓣一5％HCl

—●r一5％NaCl—》卜PH4．5缓冲溶液

图5．3，lO DEGMEE类型纤维吸附剂的预处理

对脱附的影响

5．3．5纤维吸附剂后处理的影响

纤维吸附剂后处理的目的是便于吸附剂的储存与使用。表5．3．1列出了几种方

法处理吸附剂的实验结果。结果表明，采用较高浓度甘油处理的纤维吸附剂，其

吸附容量与未处理的湿态吸附剂相当，但其脱附率较低。如图5．2．2(a)所示，

树脂填充纤维吸附剂经甘油处理后其结构并未发生明显变化，所以其吸附容量未

减少，但由于吸附在此吸附剂上的部分蛋白质可能发生了变性，使蛋白质的脱附

率降低。
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表5．3．1后处理对纤维吸附剂的吸附与脱附性能的影响

操作条件-NN-2mg／ml，pH4．45 BSA缓冲溶液；洗脱液一pH9．20 Tris．HCI缓冲溶液

如表5．3．1所示，热处理的方法不利于蛋白质的吸附，这可能是经热处理后吸

附剂的孔径和孔隙率变小而疏水性增强的缘故。由于经过乙醇与己烷连续处理后

纤维吸附剂的表皮较为致密(见图5．2．2b)，所以该吸附剂的吸附容量较低(表

5．3．1)。因此，本研究采取室温自然干燥的方法处理纤维吸附剂。

5．3．6料液流动状态的影响

如图5．3．1l一5．3．14所示，BSA溶液的振动有利于吸附剂的吸附与脱附。对于

表皮具有开孔结构的吸附剂(DEGMEE类型)，在初始阶段振动对吸附的影响比

皮层致密的吸附剂要大，意味着由BSA溶液振动引起的剪切力促进了BSA分子

的传质。洗脱液的振动也同样有利于蛋白质从其吸附点上解离，特别对于表皮致

密的吸附剂更为明显(airgap类型)，这是因为洗脱液的振动促进蛋白质从吸附剂

表面到本体溶液的传质。

一70

垂60
甓50

言40
皇30

髹20
蓍10

0

图5．3，l 1振动对airgap类吸附剂
吸附性能的影响

O 10 20 30

时间／h

图5．3．12振动对DEGMEE类吸附剂

吸附性能的影响
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僻
菠
鬻

时间／h

图5．3．13振动对akgap类吸附剂

脱附性能的影响

茎鼍一时间／h

图S．3．14振动对DEGMEE类吸附剂

脱附性能的影响

5．3．7纤维吸附剂的再生

在脱附过程中，由于吸附在吸附剂中的蛋白质未能完全脱附，对纤维吸附刘

进行再生是必要的，再生可使吸附剂多次重复使用。图5’3．15表明，采用50／o～10％

盐酸溶液对树脂填充纤维吸附剂进行第一次再生是有效的，第一次再生后吸附剂

的吸附容量增加，意味着再生剂清除并再生了被其他杂质占据的吸附点。但其后

再生周期内吸附剂的吸附容量逐渐下降，说明由于蛋白质变性等原因使被吸附的

蛋白质未能被再生剂完全清除。吸附剂的再生效果对脱附的影响如图5．3．】6所示，

可以看出，再生后吸附剂的脱附率逐步降低。

圈第l轮■第2轮口第3轮口第4轮

图5．3．15再生对吸附性能的影响
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图5．3．13振动对airgap娄吸附剂
脱附性能的影响
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图5．3 14振动对DEGMEE类吸附剂

脱附性能的影响

5．3．7纤维吸附剂的再生

在脱附过程中，由于吸附在吸附剂中的蛋白质未能完全脱附。对纤维吸附剂

进行再生是必要的，再生可使吸附剂多次重复使用。图5，3．15表明，采用5“／一10％

盐酸溶液对树脂填充纤维吸附剂进行第一次再生是有效的，第一次再生后吸附剂

的吸附容量增加，意味着再生剂清除并再生了被其他杂质占据的吸附点。但其后

再生周期内吸附剂的吸附容量逐渐下降，说明由于蛋白质变性等原因使被吸附的

蛋臼质未能被再生剂完全清除。吸附剂的再生效果对脱附的影响如图5．3．】6所示，

可以看出，再生后吸附剂的脱附率逐步降低。
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图5．3．15再生对吸附性能的影响
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图5，3．16再生对脱附性能的影响

再生剂对PES基体的再生效果可参照无树脂填充的PES纤维再生的结果，如

图5．3．17所示。5％盐酸水溶液对表皮具有开孔结构的PES纤维再生效果并不理

想，表明吸刚在聚合物基体上的蛋白质比较稳定，难以完全再生。这可能是引起

吸附剂再生效率逐渐降低的一个原因。
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图5．3．17无填充树脂FES纤维的再生效果

(操作条件：Feed一2mg／nd pH4 45 BSA缓冲溶液

洗脱液-pH9 20 Tfis—HCI缓冲溶液)
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5．4本章小结

当离子交换类型纤维吸附剂用于蛋白质的分离时，诸如料液pH、溶质浓度、

洗脱剂的DH和离子强度、吸附剂的预处理与后处理、吸附剂再生以及料液流动

状态等参数是影响其吸附与脱附性能的操作因素。研究结果对吸附剂的实际应用

具有重要的参考价值。

(1)吸附过程中BSA溶液pH是～个非常重要的参数。当BSA溶液口H高

于BSA的等电点时，两种不同结构类型纤维吸附剂的吸附容量均较低。BSA溶

液pH不仅影响吸附剂的吸附性能也对BSA的脱附产生影响，在高pH形成的BSA

与吸附剂复合体较易解离。对于具有阳离子交换吸附功能的纤维吸附剂来讲，吸

附过程中BSA溶液nH应略低于其等电点。

(2)在脱附过程中洗脱剂的选择是一个需考虑的重要因素。对于离子交换

类型吸附剂，洗脱剂的pH和离子强度是重要的影响因素。较高pH的洗脱液具有

较好的脱附性能。当洗脱液的pH低于BSA等电点时，BSA脱附率很低。

(3)树脂填充吸附剂经再生剂再生后可以重复使用，从而提高了其经济性。

研究结果表明，5％盐酸溶液对阳离子交换树脂杂化PES纤维吸附剂的再生有效

但效果并不是很理想，仍有部分吸附点未被再生。’

此外，吸附剂的预处理和后处理、料液BSA浓度及其流动状态等因素对吸附

一脱附过程的影响也需要考虑。
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第六章阳离子交换树脂填充EVAL纤维吸附剂的制备与表征

摘要

为了减弱基质材料对生物大分子的非特异性吸附，本章选择具有亲水性的乙

烯一乙烯醇共聚物(EvAL)作为纤维吸附剂基质材料，Lewatit阳离子交换树脂

CNPS0ws为功能材料，采用外部液体调控相分离方法，制各不同表面形态结构的

树脂填充EVAL纤维吸附剂。当外部液体选用二7,--醇单乙醚和丙酮时，在纤维

表面形成一定开孔度的多孔结构，并且随树脂填充量的提高纤维表面的粗糙度与

开孔度有所提高。吸附实验结果表明，树脂填充EVAL纤维吸附剂的吸附容量约

为54mg BSAJg吸附剂(树脂填充量50％)，较高树脂填充量使吸附剂具有较大

的吸附容量。脱附实验结果表明，树脂填充EVAL纤维吸附剂的脱附率较高，远

大于树脂填充PES纤维吸附剂的脱附率。另外，树脂填充EVAL纤维吸附剂的等

温吸附曲线较好地符合朗格缪尔模型。

6．1概述

如第三、四、五章所述，PES纤维基体的形态结构和表面结构对蛋白质吸附

具有较大影响。表皮致密的PES纤维对蛋白质的吸附较低，而具有开孔结构的PES

纤维对蛋白质的吸附较为严重。脱附实验表明，吸附在PES基体的蛋白质难以完

全解离，即使用酸性再生剂也难以完全使吸附点再生而达到完全活化的目的。这

种不可逆吸附来源于蛋白质与基质的疏水作用。因此，本章选择新的纤维基质材

料，制备吸附与脱附性能较好的纤维吸附剂。

为了降低传质阻力，第三章提出了颗粒填充纤维吸附剂应具有的理想结构，

其中基质材料应避免生物大分子的非特异性吸附与变性，因此，要求所选择的聚

合物应为亲水性的且净电荷为零。

Avramescu M．等⋯报道了采用树脂填充EVAL膜吸附剂分离纯化蛋白质混合

物。他们以EVAL为膜的基质材料，离子交换树脂为功能颗粒，掺杂后通过相转

化方法，制备了具有离子交换吸附功能的膜吸附剂。该吸附剂能有效地分离纯化
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蛋白质的混合物。

另外，EVAL分子结构中既含有亲水性乙烯醇链段，又含有疏水性乙撑链段，

所以它具有如下特点：亲水性适度、生物相容性较好、化学稳定性好，溶出物少。

它广泛用于生物工程与医学领域，如人工脏器、血液透析、血浆分离等“4。。

综上所述，E'4AL是一种优良的生物工程材料，较好地符合纤维色谱基质材料

的要求。本研究采用EVAL为基质材料，Lewatit阳离子交换树脂CNP80ws为功能

材料，按照第三章使用的方法，制各树脂填充EVAL纤维吸附剂，并与其它类型

吸附剂进行比较。

6．2 实验部分

6．2．1原材料

基质材料：乙烯一乙烯醇共聚物(ethylene—vinyl alcohol copolymer,EVAL)．乙

烯基含量44％，由Aldrich公司制造。

功能性微粒：Lewatit阳离子交换树脂(CER)：型号：CNP80ws(弱酸型大

孔阳离子交换树脂)，树腊为粉末状，其平均粒径约10微米，由Bayer公司提供。

添加剂及其它溶剂：辛醇(CP)、二乙二醇单乙醚(Diethylene glycol monoethyl

ether,DEGMEE)(合成级)、丙酮(AR)由Merck公司提供。

溶剂：二甲基亚砜(DMSO)，CP，购自Merck公司。

蛋白质模型物：牛血清蛋白(BSA)：Fraction V，Sigma提供。

新鲜的缓冲溶液用超纯水配制，超纯水是用Millipore公司Milli．Q plus单元

制造的，其电导率为18MQ．CM。

以上所有物品未经进～步纯化直接使用。

6．2．2树脂填充纤维吸附剂与膜吸附剂的制各

6．2．2．1树月旨填充纤维吸附剂

将不同量的Lewatit离子交换树脂粉末(CNP80)缓慢地加入到浓度为

10％一14％EVAL的DMSO溶液中，制备不同吸附容量的吸附剂。在纺丝液中混入

10％一14％辛醇，用作调节纤维形态结构的添加剂。

在纺制纤维时，聚合物纺丝液从两孔喷丝头的中心管挤出，外层环隙通入外
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部溶剂，用于调控纤维的表面结构。挤出的纺丝细流经简短的空气间隙后进入水

浴中，使之沉淀并发生相分离，整个纺丝过程如第三章图．3．4．1所示。所有制备

的纤维经水洗去除添加剂和溶剂后在空气中干燥存放。

纺丝操作条件：纺丝液温度：45。C，水浴温度：40℃，外部液体温度：20 6C，

室温：20。C，室内相对湿度：40％，空气间距：20mm，纤维缠绕速度：6-12m／min。

6．2．2．2膜吸附剂

用于制各膜吸附剂的铸膜液配方和制备方法与纤维吸附剂纺丝液配方和制备

方法相同。膜的制备方法同文献[1]。即将含树脂的铸膜液在玻璃板上用刮板刮膜

后，立即浸入40。C水浴中凝固成形。所有平板膜经水洗去除添加剂和溶剂后在

空气中干燥存放。

6．2．3纤维吸附剂的表征

6．2．3．1吸附剂形态结构

纤维吸附剂的形态结构用SEM观察。样品的制备与观测同第三章。

6．2．3．2 BSA浓度的测定

BSA浓度可在280nm波长下用紫外可见光谱仪测定。本实验用Philips PU

8720 UV，vIS紫外可见光谱仪。

6．2．3．3纤维吸附剂的蛋白质静态吸附容量

纤维吸附剂的蛋白质静态吸附容量可用牛血清蛋白的间歇实验确定。已知量

的吸附剂样品在BSA缓冲溶液中浸泡平衡后(本实验取24小时)，通过测量牛血

清蛋白浓度的变化计算纤维吸附剂对蛋白质的静态吸附量，单位为mg BSA／g吸

附剂。在吸附试验中缓冲溶液采用pH4．5，100mM的醋酸．醋酸钠缓冲液，料液蛋

白质BSA的浓度为2mg／ml。

6．2．3．4纤维吸附剂的蛋自质脱附

吸附蛋白后的纤维样品首先用pn4．5，100mM的醋酸一醋酸钠缓冲液快速冲洗

3次，然后浸入pH高于蛋白质等电点的洗脱剂中使蛋白脱附。洗脱过程的BSA浓

度也用上述的方法在280rim检测。本实验所用洗脱液是pH9．0的Tris．HCI缓冲溶

液。

另外，纤维吸附剂的再生试验方法同第五章。所有的吸附与脱附试验均在

20*(2恒温水浴振荡机内完成的，振动频率为100次／分钟。
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6．3结果与讨论

6．3．1阳离子交换树脂填充EVAL纤维吸附剂的制备及其形态结构

如前所述，为了降低基质材料对溶质的非特异性吸附并减少溶质在纤维吸

附剂基体内传质阻力，本研究采用外部液体调控相分离的方法，目的在于制备表

皮具有开孔结构且基体为多孔的树脂填充EVAL纤维吸附剂。如图6．3．1所示，

当DEGMEE和丙酮为外部液体时，纤维表面形成了一定开孔度的多孔结构。图6．3．2

为该纤维吸附剂的横截面SEM结果，可以看出，被包裹在EVAL纤维基体内的树

脂颗粒能够较为均匀地分布，树脂颗粒周围具有一定的自由空间，树脂表面形态

结构清晰，并未发现被EVAL覆盖。其成形机理与表皮具有开孔结构的树脂填充

PES纤维的形成是相似的，即外部液体渗入纺丝细流内降低了表皮附近聚合物浓

度，从而形成了表皮开孔而基体多孔的结构。

图6．3．1树脂填充EVAL纤维吸附剂的表面形态结构：a，b，c一树脂填充量50％：

d，e，f-树脂填充量65％；a，d-未用外部液体，b，e—DEGMEE，c，f-丙酮
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图6．3．2树脂填充EVAL纤维吸附剂的横截面SEM照片(树脂填充量50％)：

a_未用外部液体，b-DEGMEE，c一丙酮

在树脂CNP80ws填充EVAL纤维制备过程中，由于该配方纺丝原液粘度较低，

相分离速度较慢，挤出液漂浮在水浴表面，所以纺丝过程的控制难度较大。但外

部液体的流动作用有助于纺丝细流成形，使纺丝过程变得容易控制。实际上，在

本课题的初期，我们首选的纤维基质聚合物是EVAL，原因有两个方面：一方面，

本实验室正在进行以EVAL为基体的膜吸附剂的研究，另一方面，该聚合物具有

适宜的亲水性和生物相容性。由于纺丝难以控制，在该项目研究初期，我们采用

成膜性较好的PES作为纤维吸附剂的基质材料。如前几章所述，树脂填充PES纤

维吸附剂结构与性能基本达到了预期目的。

不同树腊填充量纤维吸附剂的形态结构如图6．3．1和图6．3．3所示，树脂填

充量较低时在纤维横截面上形成了较大的空腔结构。随树脂填充量增加，纤维吸

附剂内空腔消失，结构变得较为均匀。这是由于当树脂的填充量较小时，纺丝原

液粘度较低，在扩散诱导相分离过程中形成了基体具有空腔结构的纤维。另外，

随树脂填充量提高纤维的表面粗糙度增加，使用外部液体如DEGMEE和丙酮制备

的纤维吸附剂更为明显[图6．3．1(b，c)、6．3．1(e，f)]。这与树脂填充PES纤

维吸附剂具有相似的结果。
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图6．3+3不同树脂填充量的树脂填充纤维吸附剂的横截面SEM照片：

a一33％，b-50％，c一65％

6．3．2树脂填充EVAL纤维吸附剂对蛋白质BSA的吸附与脱附性能

6．3．2．i纤维吸附剂结构因素对蛋白质BSA吸附与脱附性能的影响

图6．3．4和图6．3．5为各种吸附剂对蛋白质BSA的吸附与脱附的实验结果。

结果表明，吸附剂对BSA的静态吸附容量约54．4 mg BSA／(g吸附剂)。由于树

脂CNP80ws的填充量为50％，折合成树脂的吸附容量约108．8 mg BSA／(g吸附剂)，

这与纯树脂CNP80ws的静态吸附容量(其值约为llO mg BSA／g吸附剂)相当。

这表明对吸附剂吸附容量的贡献主要来自于树脂的吸附，EvAL基体对BSA吸附量

很低，同时也说明EvAL对包裹树脂的活性基本没有影响。从图6．3．5可知，树

脂填充EVAL纤维吸附剂的脱附率很高，均接近或高于90％，表明EVAL作为基质

材料是合适的。

另外，纤维表面结构的不同并未对吸附剂的吸附容量与脱附率产生较明显的

影响(图6．3．4和图6．3．5)。这与树脂CNP80ws填充PES纤维吸附剂是有区别的，

其原因可能与相分离速率有关。由于树脂掺杂的EVAL纺丝液在相分离过程中相

分离速率较慢，尽管在外部液体的作用下其表皮结构发生了变化，但其与内部的

连通性较差，从而出现了表皮结构对吸附性能无明显影响的结果。

树脂填充量的增加使吸附剂的吸附容量变大(图6．3．4)，吸附剂的脱附率也

略有升高(图6．3．5)。
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图6．3．4树脂CNP80ws填充EVAL纤维吸附剂的吸附性能

(a)树脂填充量50％；(b)树脂填充量65％
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图6．3．5树脂CNP80ws填充EVAL纤维吸附剂的脱附性能

(a)树脂填充量50％：(b)树脂填充量65％

6．3．2．2操作参数对蛋白质BSA吸附与脱附性能的影响

由图6．3．6可见，增加料液中BSA浓度树脂填充纤维吸附剂的吸附容量增大，

其脱附率也随料液中BSA浓度增加而增大(图6．3．7)。

试验过程中发现，BSA缓冲溶液的振动有利于BSA从本体溶液到纤维基体内

的传质过程，振动状态下吸附剂的吸附容量较高(图6．3．8)。
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图6．3．6 BSA浓度对吸附性能的影响

(树脂CNP80ws填充量65％，无外部液体使用)
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图6．3．7 BSA浓度对脱附性能的影响(树脂CNP80ws填充量65％，无外部液体使用)
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图6．3．8 BSA缓冲溶液振动对吸附剂吸附性能的影响

(树脂CNP80ws填充量65％，无外部液体使用)
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图6．3．9表明，由于脱附不完全使得吸附剂中一部分活性吸附点仍被占据，

所以在吸附剂重复试验前，有必要用适宜的再生剂对其再生。图6．3．10表明，

经过四次再生循环试验树脂填充EVAL纤维吸附剂的吸附性能没有明显降低，吸

附容量在75～80mg BSA／g吸附剂范围内，说明树脂填充EVAL纤维吸附剂可重复

使用性能较好。
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图6．3．9脱附后吸附剂未被再生直接重复使用的结果

(树脂CNPSOws填充量65％，无外部液体使用)
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图6．3．10四次循环再生后吸附剂吸附性能的变化

(树脂CNP80ws填充量65％，无外部液体使用)

6．3．3树脂填充EVAL纤维吸附剂的等温吸附曲线

与第四章4．3．2节所报告的树脂填充PES纤维吸附剂等温吸附曲线相似，如

图6'3．1l所示，树脂填充EVAL纤维吸附剂等温吸附曲线较好地符合朗格缪尔吸
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附模型。依据该模型计算得到的最大吸附容量q。。为135mg BSA／(g吸附剂)。
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图6．3．11树脂填充EVAL纤维吸附剂等温吸附摸拟曲线

(树脂CNP80ws填充量65％，无外部液体使用)

6．3．4树脂CNP80ws填充EVAL纤维吸附剂与其它类型吸附剂的比较

与树脂CNP80ws填充PES纤维吸附剂相比，树脂CNP80ws填充EvAL纤维吸附

剂具有以下特点：在制备方法及形态结构方面，外部液体的使用能起到调控相分

离过程的作用，在纤维的外表面产生了开孔结构，树脂颗粒被均匀地包裹在纤维

基体内。但由于两种基质聚合物的相分离速度差异，使树脂填充PES纤维表面孔

的连通性更好一些，对蛋白质的传质阻力更小～点，表面结构对其吸附性能影响

更大。在吸附与脱附性能方面，树脂填充量相同时树脂填充PES纤维吸附剂的吸

附容量较大，但其脱附率比树脂CNP80ws填充EVAL纤维吸附剂低很多，这是多

孔的PES纤维基体对蛋白质具有一定吸附作用的缘故，而这种吸附是难以完全脱

附与再生的。在纤维强度方面，树脂填充PES纤维吸附剂强度较高，其纤维直径

可以做到较细，但树脂粉末的粒径限制了纤维直径进一步缩小。各种吸附剂的具

体吸附容量列于表6．3．1。
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表6．3．1树脂CNPSOws填充EVAL纤维吸附剂与其他吸附剂的比较

由于吸附剂的形状与基体的形态结构不同，树脂填充EvAL纤维吸附剂与树脂

填充EVAL膜吸附剂相比，二者吸附性能有些差异。在吸附剂形状方面，本研究

制备的用于参照比较的膜吸附剂是平板式，试验用膜厚度约0．2mm，纤维吸附剂

是纤维状，其直径为0．7～1．Omm；在制备方法及吸附剂的形态结构方面，膜吸附

剂正反两面结构是不同的，如图6．3．12所示，膜表面的空气侧较为致密，膜的

另一面则具有较大的开孔结构。膜的横断面结构$EM结果表明，树脂微粒与聚合

物明显分相，EVAL聚合物构成了连续相网络，而树脂颗粒较为自由地分散在聚合

物基体内。在制膜过程中，铸膜液中溶剂只能从膜的空气侧与非溶剂进行交换，

EVAL铸膜液相分离速率较慢，形成了具有图6．3．12所示形态结构的膜吸附剂。

对于树脂填充EVAL纤维吸附剂，纺丝液中溶剂只能从纺丝细流的外表面与非溶

剂进行交换，尽管我们使用了外部液体调控纤维的外表面结构，但外表面开孔度

与膜吸附剂反面相比仍较低。

图6．3．13和图6．3．14为树脂填充EVAL膜吸附剂的吸附与脱附性能。与EVAL

纤维吸附剂相比，膜吸附剂的吸附容量较大，且在初始阶段吸附速率较快； 50％

树脂填充量的EVAL膜吸附剂对BSA的吸附容量为76．2 mg BSA／g吸附剂，折合

成树脂的吸附容量为152．4 mg BSA／(g吸附剂)，比纯树脂CNP80ws的吸附容量

84
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约高出40 mg BSA／(g吸附剂)，说明多孔EVAL基体可能吸附了一定量的BSA。

然而，文献报道纯EVAL膜对BSA的吸附容量很低Ⅲ，这与树脂填充PES纤维吸附

剂具有相似之处，因为纯PES超滤膜及纯PES纤维，当其表面较为致密对， 对

BSA的吸附容量也很低。与EVAL纤维吸附剂相似，EVAL膜吸附剂的脱附率也较

高(图6．3．14)。除树脂与BSA复合体容易解离外，EVAL基体与BSA复合体在洗

脱液作用下也较容易解离，这表明膜吸附剂反面具有较大开孔度的开孔结构是造

成上述结果的主要原因。

图6．3．12树脂填充EVAL膜吸附剂的SEM照片(树脂CNP80ws填充量50％)：

a-空气侧表面，b一横断面，c一玻璃侧表面

图6．3．13树脂CNPSOws填充EVAL膜吸附剂

的吸附容量(树脂CNP80ws填充量50％)
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图6．3．14树脂CNP80ws填充EVAL膜吸附剂

的脱附率(树脂CNP80ws填充量50％)

6．4本章小结

采用外部液体如DEGMEE和丙酮等调控纺丝细流外表皮的相分离过程，能够

制各具有粗糙且开孔结构的树脂填充EVAL纤维吸附剂。由于EVAL—DM$O一辛醇～

树脂体系纺丝液在水中的相分离速度较慢，使得吸附剂表皮的开孔度相对较低。
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树脂填充EVAL纤维吸附剂的吸附容量低于相同树脂填充量的PES纤维吸附剂和

EVAL膜吸附剂。树脂填充EVAL纤维的脱附率较高，并远大于树脂填充PES纤维

吸附剂的脱附率，这意味着树脂和EVAL对蛋白质BSA的吸附具有可逆性，有利

于提高目标物的回收率。因此，以EVAL为基质材料的树脂填充纤维吸附剂有必

要进一步研究开发，应进一步调整纤维吸附剂的形态结构特别是表面结构并且改

善纤维吸附剂的机械强度。

6．5参考文献

[1】M．Avramescu Membrane adsorbers development and applications Phi)thesis．

University ofTwente(2002)

【2】T．Okaya,K．Ikari，C．A．Finch(Ed．)，Wiley，New York，1992．

【3】Y．Sakurada，A．Sueoka,M．Kawahashi，Polym．，J．，19(1987)501．

[4】D．■Lin，L．P．Cheng，L．W Chen，T．H．Young，J．Membrane Sci．，140(1998)1 85．

[5]Y Sakurada，A．Sueka，M．Kawahashi，Polymer Joumal，，19(1987)501～513



第七章改性聚乙烯醇亲水性多孔膜的制各与表征

第七章改性聚乙烯醇亲水性多孔膜的制备与表征

摘要

由于亲水性聚合物对蛋白质的吸附较弱，研究开发亲水性纤维或膜介质对纤

维色谱及膜色谱的发展是重要的。本研究采用羟基保护的方法，对聚乙烯醇进行

部分缩乙醛化改性，然后，以所得聚乙烯醇缩乙醛为制膜材料，采用相转化法制

各超滤膜，最后，在酸性条件下，一步完成对膜的脱乙醛和戊二醛交联，从而达

到既增加膜的强度，又保持膜亲水性的目的。本文考察了聚乙烯醇缩乙醛浓度、

铸膜液温度、凝固浴温度和盐含量以及添加剂含量等对膜纯水通量和截留率的影

响，研究了膜的形态结构、膜的亲水性以及膜耐污染性能。研究结果表明，改性

聚乙烯醇膜具有较小的接触角、良好的亲水性以及较好的耐污染性能。

7．1概述

如前所述，作为色谱用聚合物基质材料，它应避免对蛋白质等溶质的非特异

性吸附。按照一般的吸附原理，亲水性聚合物对蛋白质吸附较弱。显然，研究开

发亲水性纤维或膜介质对纤维色谱及膜色谱的发展是重要的。

在第四章我们讨论了PES纤维对蛋白质的吸附特性。结果表明，纤维基体

的形态结构和表面结构对蛋白质吸附具有较大影响。由于这种吸附是基于蛋白质

与PES纤维基体之间疏水作用，容易造成蛋白质变性，所以这种吸附是难以完

全脱附的，即使用酸性再生剂也难以完全使吸附点再生而达到完全活化的目的。

在第六章我们讨论了以EVAL为基体的树脂杂化纤维吸附剂的结构与性能，

结果表明，该类吸附剂具有较好的脱附性能，但其表面开孔度还不理想，其制造

工艺有待进一步完善，纤维强度还需进一步提高。

在亲水性材料中，聚乙烯醇(PVA)是一种无毒、带有大量可活化修饰的基

团，可以用做亲合色谱基质材料。由于PVA高度亲水性、化学性质稳定、机械

强度高，所以我们选择PVA为纤维色谱介质的基质材料。

本研究目的是为纤维色谱提供一种亲水的、带有活化基团的、稳定的、易于
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成纤或成膜的且用途广泛的多孔吸附基体。本章工作重点为改性PVA多孔膜的

制备及其表征。

7．2 PVA分离膜的研究进展

PVA分离膜制备及其改性研究已有不少报道‘“21，但大多用于反渗透(RO)、

复合超滤膜(uF)和渗透汽化等致密膜的研究。

李娜等13】分别以PAN、PVDF、Nylon等疏水多孔膜为基膜，用动态浸渍法制

备了具有PVA交联涂层的复合超滤膜，从而提高了基膜的亲水性和耐污染性能。

Li等用2,4．甲苯二异氰酸酯对戊二醛交联后的PVA膜进行表面改性【4】，得

到的膜对于生物大分子分离具有良好的选择性。另外，Li等又报道在再生纤维

素膜上涂一层戊二醛交联的PVA凝胶层【5】，PVA凝胶层提供了光滑的亲水性膜

表面，使蛋白质吸附减少到最小。由于凝胶层截留住蛋白质，阻止蛋白质渗透进

入纤维素膜孔内，防止了基膜的污染。

由于PVA分子间存在氢键，又具有严格的线型结构，在玻璃化温度以上

PVA容易结晶。Amanda等对半结晶的PVA进行热处理，得到的膜具有较高的

选择渗透性，膜强度明显提高16】。

对不完全交联的PVA再进行自由基交联反应，得到了三元PVA交联结构超

滤膜(UF)17】，所得到的膜具有亲水性，吸水后的尺寸稳定性好，截留分子量为

50，000，膜纯水通量为1000～15001／m2 h．kg／cm，可用于蛋白质水溶液的脱盐、分

离、浓缩和废水处理。

土原沣治等采用PVA与疏水性聚丙烯氰(PAN)共混方法制备亲水性UF

膜【8】。当PVA和PAN的摩尔比为5：1时，UF膜具有较好水通量及良好的溶质分

离性能。

由于PVA亲水性强，用相转化法难以直接制各超滤膜。本研究采用羟基保

护的原理，对PVA大分子链上羟基进行部分保护，减少其与水的亲合性，使相

转化法制备超滤膜成为可能，成膜后再对膜进行水解交联处理，这样既能增加膜

强度，又保持了膜的亲水性。

PVA羟基保护可用甲醛、乙醛或丁醛等对PVA进行缩醛化。缩醛度较低时，

制备的膜水溶胀度较大，膜强度较低；而缩醛度较大时，膜的湿态强度较好，但
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膜亲水性较低。由于PVA缩甲醛和PVA缩丁醛水解温度高于其变形温度，不能

对膜直接进行水解交联处理。聚乙烯醇缩乙醛水解温度适中，在室温或稍高温度

下即可进行，而且它的变形温度较高，可对其进行边水解边用戊二醛交联处理。

总之，PVA材料具有价格低、易得、耐污染、亲水性好、机械强度较高等

特点，对其适当改性可以制各出性能优良的多孔膜。

7．3．1原材料

7．3实验部分

表7．3．1原材料

原料 级别 生产厂家

聚乙烯醇(PVA)(n=1 799)

聚乙二醇600(PEG600)

乙醛水溶液(40％)

N，N一二甲基乙酰胺(DMAc)

盐酸

硫酸钠

戊二醛

浓硫酸

氢氧化钠

二甲基亚砜(DMS0)

工业品

分析纯

分析纯

分析纯

分析纯

分析纯

分析纯

分析纯

分析纯

分析纯

天津乐泰化工有限公司

进口分装

上海试剂一厂

天津试剂二厂

天津市耀华化工厂

天津市北辰骅跃试剂厂

武汉有机合成化工厂

天津市化学试剂五厂

天津市化学试剂三厂

沈阳化学试剂厂

酚酞试剂 自制

7．3．2聚乙烯醇缩乙醛的制备及结构表征

7．3．2．1聚乙烯醇缩乙醛的制备

三口瓶之中加入PVA颗粒709、水8059，加热、溶解，完全溶解后降温至

15。C以下，加入2％盐酸和过量40％L醛溶液进行缩醛化反应。把生成的白色沉淀

物用超滤水洗涤，在60℃下干燥，得到白色或浅黄色粒状固体聚乙烯醇缩乙醛。

控制反应温度和反应时间，可得到不同缩醛度的聚乙烯醇缩乙醛产物，如表

7．3．2所示。
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表7．3．2不同缩醛度聚乙烯醇缩乙醛的制备条件

7．3．2．2聚乙烯醇缩乙醛的结构

用傅立叶变换红外光谱仪(Perkin—Elmer Paragonl000)测定聚乙烯醇缩乙

醛的结构，如图7．3．1所示。

图7．3．1聚乙烯醇缩乙醛红外谱图

从红外谱图可以看出，1244cml处有明显的吸收峰，此峰为聚乙烯醇缩乙醛分子

链上同碳双醚缩醛结构中C-O醚键的吸收峰，由于其中一个C-O醚键受到另外一醚

键上氧原子的吸电子作用的影响，所以其吸收峰从llOOcml附近左移，出现在

1244cm。1处。谱图中1133cml处很强的吸收峰则是羟基上C-O键和分子链上C-O—C单

醚键的吸收峰。由此可见，PVA分子侧基上羟基通过缩乙醛化而得到了保护。
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7．3．3聚乙烯醇缩乙醛膜的制各

以N，N一二甲基乙酰胺(DMAc)为溶剂， 制备由聚乙烯醇缩乙醛与添加剂聚

乙二醇600组成的铸膜液，过滤除去颗粒等杂质后，恒温70。C静置脱泡24hr；

在玻璃板上刮膜后，立即浸入凝固浴中沉淀成膜，半小时后，将膜浸入戊二醛交

联液中进行水解、交联处理。

7．3．4聚乙烯醇缩乙醛的缩醛度测定【9】

称取0．5-1．Og聚乙烯醇缩乙醛试样放入200ml耐压瓶中，加入20．0ml

0．5mol／l盐酸和50 ml约Imol／l盐酸羟胺溶液，塞好瓶口，在60。C烘箱中加

热至溶液澄清(4—5h)，必要时小心旋摇。冷却后，以溴酚蓝作指示剂，用0．2mol／l

氢氧化钠回滴，同时做一空白实验。缩醛度的计算如下：

聚乙烯醇缩乙醛(％)=[(v—Vo)*C／1000m]}100 (1)

式中V一滴定试样所需氢氧化钠标准溶液的体积(m1)，Vo-滴定空白所需氢氧化钠

标准溶液的体积(m1)，C-氢氧化钠标准溶液的浓度(mol／1)，】I】一试样质量(g)

7．3．5膜性能的表征

7．3．5．1纯水通量测定

试验采用自制的超滤膜评价仪测定膜的超滤性能。取一张待测膜，选择无缺

陷部分剪下一片置于平板测试池上，压好后，调节压力到0．06Mpa，维持水温在

30。C，测定膜的纯水通量，单位为1／m2h。

7．3．5．2截留率测定

以分子量67000的牛血清白蛋白(BSA)为溶质， 用pH=7．4缓冲溶液配置

0．1％BSA溶液，溶液温度为25℃，收集原液和与之相对应的超滤液，然后用751G

紫外分光光度计(上海分析仪器厂)测定原液与超滤液的浓度。截留率计算公式

为：

R(％)：[(C m—C目)／c月]*100 (2)

式中CⅡ为原液BSA浓度，C日为超滤液BSA浓度
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7．3．5．3接触角测定(0)

接触角测定采用直接测量的方法，首先，将准备好的膜平铺在JY一82型接触

角测定仪(承德试验机厂)的载物平台上压平，然后用注射器滴一滴蒸馏水于膜的

表面。调节基线与膜的表面成一条线，使⋯0在液滴的三相接触点上，然后转
动测定仪，读取切线与相界面的夹角o。

7．3．5．4形态结构观测

膜的形态结构用KY}(1『一2800型SEM观测。样品的制备同第三章所述。

7．3．5．5孔隙率和平均孔径的测定

取一定面积(A)的湿态膜，用滤纸吸掉膜表面水后，称重w．，用螺旋测微器

测定平均厚度l，移入真空烘箱至恒重w2，孔隙率p，计算公式为：

p，=(w，一w。)／(A·l·dm) (3)

式中w。一湿膜重，W2-干膜重，卜膜的厚度，A一膜面积，dm一水密度。

采用流速法，利用叶凌碧提出的修正式计算平均孔径“⋯：

rf=[(2．9—1．75 p，)．81 nJ／(P，．Ap)]“2 (4)

式中r广膜的平均孔径，P，一膜孔隙率，卜膜厚度，1"I～水粘度，J_单位面积膜

的纯水通量，Ap：跨膜压差

7r3．5．6膜的耐污染试验

用BSA溶液测试膜截留率后，由于部分蛋白被吸附在膜表面或膜孔内，致使

膜的水通量下降。把测试后的膜在纯净水中浸泡两天后，用纯净水冲洗数次，再

测试膜的纯水通量(J)，由式(5)计算纯水通量恢复率。

纯水通量恢复率(％)=(J／3。)×100 (5)

式中J0为测截留率前膜的初始纯水通量。

7．4结果与讨论

7．4．I聚乙烯醇缩乙醛改性膜的形态结构
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如图7．4．1和图7．4．2所示，聚乙烯醇缩乙醛改性膜的正面是较为致密的，

反面为开孔结构。铸膜液中聚合物和添加剂配比不同以及成膜条件差异将会影响

膜的结构。铸膜液中聚乙烯醇缩乙醛和PEG600配比为1：l时，膜横断面是指状

孔结构(见图7．4．1b)，而当该配比为1：1．5时膜横断面则呈现海绵层结构(见

图7．4．2b)。

图7．4．1聚乙烯醇缩乙醛改性膜的SEM照片(铸膜液中聚合物和添加剂PEG600

的配比是l：1)：a一空气侧正面，b一横断面，c一玻璃板反面

图7．4．2聚乙烯醇缩乙醛改性膜SEM照片(铸膜液中聚合物和添加剂PEG600

的配比为1：1．5)：a一空气侧正面，b一横断面，c一玻璃板反面

7．4．2铸膜液组成和制膜工艺参数对膜性能的影响

7．4．2．1铸膜液中聚乙烯醇缩乙醛浓度对膜性能的影响

当铸膜液固含量较高时，膜孔隙率较低，截留性能较好。但是，过高的固含

量会造成透水量偏低，同时，由于铸膜液脱泡困难，制备的膜易产生欠缺、疵点。

当铸膜液固含量较低时，成膜后膜强度低，膜内易产生大空腔。当凝固液温度为

30 4C时，铸膜液中聚乙烯醇缩乙醛固含量8％～10％较为合适。

从图7，4．3可以看出，添加剂PEG含量一定时，随聚乙烯醇缩乙醛浓度增加，
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膜的纯水通量降低。增加铸膜液中聚合物浓度，在相分离界面聚合物浓度较高，

在凝固浴中发生瞬时分相时，表面形成较多的聚合物聚集体胶束，造成膜的平均

孔径与孔隙率降低，导致膜纯水通量下降。

￡

善
导

岫
旧

誊

图7．4．3膜纯水通量与平均孔径随聚乙烯醇缩乙醛浓度的变化(T镕=45。C；缩

醛度=54．8％；T H=30。C)：a一纯水通量：b一平均孔径

7．4．2．2添加剂PEG600含量对膜纯水通量的影响

聚乙二醇(PEG)是一种常用的有机物添加剂，它主要依靠调节铸膜液中聚

合物状态而影响膜结构。对于聚乙烯醇缩乙醛．PEG．DMAc组成的三元铸膜液体

系，聚乙二醇分子中羟基(一O H)与溶剂分子发生氢键作用而产生缔合，改变

了聚乙烯醇缩乙醛分子附近溶剂作用。从图7．4．4中可以看到，聚合物浓度一定

时，随着PEG600含量增加，膜的纯水通量呈现增加趋势，增加到一定数值后，

纯水通量又减小；而且随PEG含量增加，膜结构也发生了变化(如图7．4．1b和

图7．4．2b所示)，其横断面由指状孔变为疏松的海绵层结构。由于溶剂DMAc

与凝固剂水之间相互扩散速率大于PEG600迁移速率，因而添加PEG能抑制指

状孔的产生，提高膜孔之间连通性与膜的孔隙率。但随添加剂含量继续增加，高

聚物与溶剂作用减弱，铸膜液粘度增大，易形成较为致密的表面层，膜纯水通量

又降低。可见，添加剂含量对控制膜的性能是很重要的。
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图7．4．4添加剂PEG600含量对膜纯水通量的影响

(T*=45。C：聚乙烯醇缩乙醛浓度8％；缩醛度=54．8％)

7．4．2．3缩醛度对膜性能的影响

不同缩醛度的聚乙烯醇缩乙醛制成膜后，缩醛度对膜性能有较大的影响，如

图7．4．5和表7．4．1所示。从图7．4．5可以看出，膜纯水通量随聚乙烯醇缩醛度

的增加呈增大趋势。因为缩醛度较小的PVA与凝固浴中溶剂亲和力较大，降低

了膜浸渍沉淀的速率，从而形成了表面较为致密的且具有较小平均孔径的多孔

膜，导致膜的纯水通量较低。由于蛋白对膜的部分污染和测试误差，发现缩醛

度与膜截留率之间没有规律性(表7．4．1)，但缩醛度为49．3％的膜截留率最小，

可能是由于它的亲水性相对较好，测试过程中蛋白对它造成的污染较小所致。

图7．4．5缩醛度对膜纯水通量的影响
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表7．4．1缩醛度对膜截留率的影响

注：铸膜液配比：聚乙烯醇缩乙醛12％，PEG600 10％；凝固浴为硫酸钠溶液，

铸膜液温度为60"C，凝固浴温度为38℃。

7．4．2．4 凝固浴温度对膜纯水通量的影响

由图7．4，6得知，凝固浴温度升高，膜水通量增加。主要是因为凝固浴温

度升高，促进了溶剂DMAC与非溶剂硫酸钠水溶液之间扩散，提高了扩散速率，

因而成膜时瞬时相分离速率提高，导致了膜表面孔隙率增加，平均孔径变大，膜

纯水通量增大。从膜结构上也能看出，较低温度下制备的膜表面层(图7．4，7a)

比在较高温度下制备的膜表面层厚而致密(图7．4．7b)。

图7．4．6凝固浴温度对膜纯水通量的影响(T。=45"C；缩醛度=57％)

图7．4．7聚乙烯醇缩乙醛膜的横断面SEM照片：凝固浴温度：a～18℃：b-40"C
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7．4．2．5铸膜液温度对膜性能的影响

由图7．4．8和图7．4．9看出，随铸膜液温度升高，膜纯水通量增大，对BSA

的截留率也同时增大。因为铸膜液温度提高，影响相分离时溶剂与沉淀剂的交换

速率，使得溶剂扩散系数变大，向凝胶浴中迁移速率提高。膜表面皮层的孔结构

与初生态膜的凝胶条件有关，由于溶剂大量移出，使初生态膜表面局部浓度变大，

最终形成较为致密表皮层，平均孔径减小，但同时随着铸膜液温度的提高，铸膜

液粘度下降，膜的孔隙率增大。结果表现为超滤膜纯水通量增大，对牛血清白蛋

白的截留率也同时提高。
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铸膜液温度(℃)

图7．4．8铸膜液温度对膜纯水通量的影响

(缩醛度为49．3％：聚乙烯醇缩乙醛浓度为12％)
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图7．4．9铸膜液温度对截留率的影响

(缩醛度为49．3％：聚乙烯醇缩乙醛浓度为12％)
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7．4．2．6凝固浴中无机盐及其含量对膜性能的影响

凝固浴中无机盐对膜有阻溶胀作用，但不同的盐组分其化学势有差异，对成

膜沉淀速率影响也不同，从而影响膜的性能，结果如表7．4．2所示。氯化钠溶液

的化学势较高．降低了铸膜液溶剂和凝固浴中非溶剂的交换速率，所得膜的纯水

通量较低、平均孔径较小。硫酸钠溶液中加入少量氢氧化钠时，膜具有较高的纯

水通量和较大的平均7L径，可能是氢氧化铺的加入增加了膜的沉淀速率的缘故。

表7．4．2凝固浴中无机盐组分对膜纯水通量和平均孔径的影响

凝固浴中盐组分含量对膜性能的影响如图7．4．10所示，凝固浴中硫酸钠含

量增加，膜纯水通量增大。这是由于凝固浴中盐浓度增加，减小了聚合物与凝固

浴的亲和性，加快了膜的沉淀速率和膜瞬时分相速率。

图7．4．10膜纯水通量随凝固浴中硫酸钠含量的变化

7．4．3 聚乙烯醇缩乙醛改性膜的亲水性研究

7．4．3．1聚乙烯醇缩乙醛改性膜的接触角与亲水性

由于PVA材料具有强烈的亲水性，难以通过相分离法直接制备PVA多孔膜。
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我们设想：首先，将PvA羟基保护降低其亲水性，以便制备出多孔膜，然后，使

部分羟基还原，保持PvA较好的亲水性。通过测定膜表面接触角证实了该设想是

可行的。

由于PVA缩醛膜分子中羟基数量大量减少，膜对水的亲和性明显下降，如表

7．4．3所示。接触角由未交联PVA膜的0。增加到缩醛后的40。左右。改性后PVA

的成膜性增强，可以在凝固浴水中成膜，得到的膜表面接触角较大。对膜进行羟

基解保护同时用戊二醛进行交联处理后，膜表面接触角减小了10。左右，亲水性

明显增强，膜强度也有所提高。

表7．4．3膜水解交联前后的接触角

由于水解和交联反应是在异相中进行，交联完成后会残留一部分缩醛。交联

处理后膜的缩醛度见图7．4．1l。

图7．4．1l交联处理后膜的缩醛度

聚乙烯醇缩醛度越大，水解交联后膜残留的缩醛量越大，所以水解交联后膜

表面接触角随初始聚乙烯醇缩醛度的增加而增大(图7．4．12)，说明膜的亲水性

下降。



第七章改性聚乙烯醇亲水性多孔膜的制各与表征

图7．4．12交联后膜接触角随交联前缩醛度的变化

一般情况下，疏水性超滤膜干燥后膜性能难以恢复。聚乙烯醇缩乙醛膜具有

较好的亲水性，它的干膜性能恢复性如图7．4．13所示。在保持膜的强度同时，交

联时间越长，膜干燥后其性能恢复的越差。交联时间短，膜的交联度较小，膜亲水

性较好，所以它的干膜性能恢复率较高。因此，在保持一定膜强度条件下，选择

适当的交联时间可以使膜具有较好的亲水性。

图7．4．13交联时间对干膜性能恢复的影响

7．4．3．2聚乙烯醇缩乙醛膜抗蛋白污染的性能

PYA缩醛度较低时，经过水解交联后聚合物链上缩醛含量也较少(见图

7．4．11)，该PVA缩醛膜具有较好亲水性(图7．4．12)，它的耐蛋白污染性能也较

好，水清洗后膜纯水通量恢复率达到90％以上(表7．4．5)，而PVA缩醛度较高
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时，水清洗后的膜纯水通量恢复率只有66％左右。

表7．4．5膜清洗后纯水通量的恢复率

．～．， 未污染膜初始纯水 污染膜清洗后纯水
缩醛度(％)

通量／(L／mz．h) 通量／(L／一．h)
恢复率／％

通量( 2．) 通量(L／一．)
。。‘。

49．4

54．8

245．3 226．4 92．3

283．0 188．7 66．7

57．0 141．5 94．3 66．6

7．4．3．3聚乙烯醇缩乙醛改性膜与其他膜的亲水性比较

纤维素和陶瓷都是开发较早的亲水性膜材料，其膜表面接触角明显小于其他

材料，但由于纤维素耐生物降解能力差等原因，需要对其进行改性。从表7．4．6

中可看到，聚乙烯醇缩乙醛改性膜具有较小的接触角，与纤维素相差不大，说明

它的亲水性较好，达到了较理想的效果。

表4．6各种膜的接触角比较

膜 接触角(度) 备注

缩醛改性聚乙烯醇 24．6 本实验制备

聚醚砜 56

纤维素 24

陶瓷 30 文献[11]

聚偏氟乙烯 66

聚砜(PMI O，Amicon) 38

7．5本章小结

以PVA为基本原料，采用乙醛对PVA进行羟基保护的方法，可调控制备一定

缩醛度的聚乙烯醇缩乙醛，然后用相转化方法直接制备聚乙烯醇缩乙醛超滤膜，

最后一步(乙醛水解和戊二醛交联同时进行)形成戊二醛交联PVA亲水性膜，该

工艺简单易行。

改性PVA超滤膜具有较高的水通量，对BSA的截留率大于90％。该膜具有较

小的表面接触角、良好的亲水性以及较好的耐蛋白污染性能。

可以预期，改性PVA可为纤维色谱提供一种亲水的、带有活化基团的、易于
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成膜或成纤的且用途广泛的多孔吸附介质。
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膜色谱作为～种有竞争力的分离方法在生物制品的分离纯化中应用显著

增加。但是，应用膜吸附剂技术须对料液进行预处理，除去料液中的不溶性颗粒

与类脂等物质，以防这些物质将膜污染，造成膜吸附剂性能下降。为此，本文提

出了纤维色谱与纤维吸附剂的概念，期望能够克服膜色谱和颗粒填充色谱的缺

点。本研究采用可控相转化法，量身定制了多种形态结构的树脂填充纤维吸附剂，

并对其性能进行了表征。所得结果总结如下：

(1)采用外部液体如DEGMEE，TEEG，NMP／水及丙酮等改变了纤维成形过

程中的聚合物溶液相分离路径，达到了调控纤维吸附剂表面形态结构的目的。通

过可控相转化方法，以不同种类的阳离子交换树脂为功能颗粒，聚醚砜(PES)

为纤维基质材料，制备了基体为多孔性的且表面具有开孔结构的树脂填充PES

纤维吸附剂。树脂颗粒的种类与含量对纤维最终形态结构有较大的影响，较高树

脂填充量有助于形成表皮具有开孔结构的纤维吸附剂。

(2)对不同形态结构的树脂填充PES纤维吸附剂与模型蛋白质(牛血清蛋

白)的吸附与脱附性能的研究表明，表皮具有开孑L结构的树脂填充纤维吸附剂具

有较好的吸附与脱附性能，具有这种结构的基体有利于蛋白质类溶质自由出入，

所得树脂填充纤维吸附剂的吸附容量为68．2’93．2 mg BSA／g吸附剂(树脂填充

量50％)，可与其它类型色谱介质相媲美。但由于吸附在多孔PES基体的蛋白质

难以完全解离，树脂填充PES纤维吸附剂的脱附率较低。树脂填充纤维吸附剂等

温吸附曲线表明了吸附剂的吸附过程符合朗格缪尔吸附模型。吸附动力学指出表

皮具有开孔结构的树脂填充纤维吸附剂的吸附速率与纯树脂相当，吸附剂表皮的

开孔结构对降低溶质的传质阻力有益。对于蛋白质在树脂填充纤维吸附剂中的传

质过程，本文提出纤维吸附剂基体内的孔扩散与树脂内的孔扩散是速率控制步

骤。树脂填充纤维吸附剂传质机理还有待进一步深入研究。

(3)操作条件的优化选择对纤维吸附剂的实际应用具有重要的价值。当离

子交换树脂填充PES纤维吸附剂用于蛋白质的分离时，诸如料液pH、溶质浓度、

洗脱剂的pH和离子强度、吸附剂的预处理和后处理、吸附剂再生以及料液流动

状态等参数是影响其吸附与脱附性能的重要因素。
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(4)为降低聚合物基质材料对蛋白质的吸附，本研究以EVAL为纤维基质

材料，制各了表皮具有开孔结构的树脂CNP80ws填充EVAL纤维吸附剂。所得

树脂填充EVAL纤维吸附剂表皮的开孔度相对较低，其吸附容量低于相同树脂填

充量的PES纤维吸附剂和EVAL膜吸附剂，但其脱附率较高，远大于树脂填充PES

纤维吸附剂的脱附率。由此可见，树脂和EVAL基体对蛋白质BSA的吸附具有可

逆性，有利于提高目标物的回收率。以EVAL为基质材料的树脂填充纤维吸附剂

还有必要进一步研究开发，须进一步调整优化纤维吸附剂的形态结构特别是表面

结构并改善吸附剂的机械强度。

(5)本研究采用羟基保护的方法，对PVA进行部分缩乙醛化改性，降低PVA

的亲水性，利用相转化法成膜后，在酸性条件下，一步完成对膜的脱乙醛和戊二

醛交联的后处理过程，成功制备了聚乙烯醇缩乙醛超滤膜。该膜具有较高的纯水

通量，对牛血清蛋白(Mw=67000)的截留率大于90％。与其他材料相比，改性PVA

多孔膜具有较小的表面接触角、良好的亲水性以及较好的耐蛋白污染性能。可以

期望，它能为纤维色谱或膜色谱提供一种亲水的、带有活化基团的、稳定的、易

于成膜或成纤的且用途广泛的多孔吸附介质。今后工作应以改性PVA为基质材

料，尝试制备性能较好的树脂填充纤维吸附剂。

综上所述，阳离子交换树脂填充纤维吸附剂是一种新型的离子交换色谱介

质，尚未见报道。纤维色谱是在膜色谱基础上提出来的，目的是为了解决膜色谱

在操作过程中较易被污染的问题，但纤维色谱在作用机理上更接近于颗粒填充色

谱。因此，在制各纤维吸附剂时，我们借鉴了膜色谱介质的制备方法、纤维的制

备方法以及多孔膜的制备方法，以便制备出传质阻力较低的纤维吸附剂。颗粒填

充纤维吸附剂提供一个进行新型色谱研究与技术开发的平台，可以采用任何种类

和尺寸的功能颗粒与任意聚合物杂化构成具有各种功能的纤维吸附剂。这种方法

对纤维吸附荆的结构与性能容易实旋调控，使我们能在温和的条件下制备纤维色

谱介质，并且在制备过程中不影响功能物质的活性与完整性，更适合于热敏性功

能物质颗粒。纤维吸附剂的吸附与脱附实验结果表明，该类吸附剂对模型蛋白质

BSA的吸附容量较大且脱附率较高，并与膜吸附剂相媲美。因此，可以确认基

体为多孔性的且表皮具有开孔结构的树脂填充纤维吸附剂作为纤维色谱介质是

可行而有效的。
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姓名张玉忠 学位层次博士 专业纺织工程 导师肖长发

诒文题目：树脂填充纤维吸附剂的研究

论文新观点、新内容、新方法及创新点有哪些?在国内、外处于何水平?有何

实际指导意义?

论文采用可控相转化法，制各了多种类型离子交换树脂填充纤维吸附剂．并对

其结构与性能进行了较为全面、系统的研究，取得了下列创造性成果：

(1)为了克服膜色谱及颗粒填充色谱的缺点，在国际上首先提出了纤维吸附剂

和纤维色谱的概念。成功制各了离子交换树脂与聚合物基质材料杂化而成的多种纤

维吸附剂，如树脂CNP80ws填充PES纤维吸附剂、树脂SPll2ws填充PES纤维吸

附剂、树脂CNP80ws填充EVAL纤维吸附剂等。这些纤维吸附剂均具有较高的蛋

向质吸附容量．作为色谱介质是可行而有效的。这为纤维吸附剂的研究开发提供了

～条可行之路。

(2)首次利用外部液体调控相分离过程的方法，能够量身定制纤维的表面形态

结构．从而制备了表面具有开孔结构的纤维吸附剂。具有这种结构的纤维吸附剂可

以降低溶质的传质阻力。使吸附剂的吸附速率得到了提高。

(3)选择羟基保护的方法降低聚乙烯醇的亲水性，使之容易制备成超滤膜．然

后采用一步水解交联法边水解边对膜进行交联，使膜的亲水性恢复，制备了亲水性

超滤膜，为制备非特异性吸附低的纤维吸附剂提供了一条新途径。

(4)分析了蛋白质在树腊填充纤维吸附剂中可能的传质机理，首先提出了传质

阻力方程，并指出吸附荆基体内的孔扩散与树脂内的iL扩散是吸附过程中传质速率

ff】控制步骤。这对纤维吸附荆的结构设计具有重要的指导意义。

纤维吸附剂和纤维色谱是一种新的概念，至今未见报道，有关纤维吸附剂的研

究处于国际先进水平。本研究成果对予膜技术与色谱技术的研究与发展具有重要的

理论意义，同时在生物分离、血液净化、水处理以及食品及发酵行业具有极其广阔

的应用前景。

2004年2月
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