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生物技术与方法                                                              

乳腺生物反应器表达产物层析分离过程中介质的污染 
机理及其再生策略 

孙西艳 1,2，张焱 2，李岩 2，罗坚 2，秦培勇 1，苏志国 2 
1 北京化工大学生命科学与技术学院，北京 100029 
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摘  要: 考察了磺酸基离子交换层析介质 (SP Sepharose FF) 在分离表达人乳铁蛋白的重组牛乳过程中的污染机理及

其再生策略。通过层析原料及流分中各组分含量的检测分析，发现牛乳中的脂类通过堵塞效应或疏水相互作用残留在

层析柱上，造成层析运行压力升高；部分酪蛋白通过静电相互作用占据介质的配基位点，导致介质的交换容量降低；

乳糖与介质之间无直接相互作用。连续层析运行次数的增加以及层析-再生时间间隔的延长，均能导致残留组分和介质

之间的相互作用逐渐增强，最终影响介质的再生效率。使用 NaOH 进行及时清洗，可以有效地清除柱上残留的脂类和

蛋白，恢复离子交换介质的层析性能和微观形态。 

关键词 : 乳腺生物反应器，重组牛乳，离子交换介质，污染机理，再生策略  

Contamination mechanism and regeneration strategies of  
chromatographic resin in separation process for expression  
product from mammary gland bioreactor 
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Abstract:  This study focused on the contamination mechanism and regeneration strategies of sulfopropyl ion exchange resin 
(SP Sepharose FF) during the separation of recombinant human lactoferrin from transgenic bovine milk. We analyzed primary 
constituents’ contents in chromatorgraphic material and fractions. The results showed that the lipid in milk can clog the column 
or adhere to the resin through hydrophobic interaction, leading to an increase in column pressure. Some casein molecules were 
found to adsorb onto the resin through electrostatic interaction, therefore the adsorption capacity was decreased. There was no 
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direct interaction between lactose and the resin in the chromatorgraphic process. Increased continuous chromatographic cycles 
and prolonged time interval between protein purification and column regeneration could enhance the undesirable interaction 
between the contaminants and resin, thus lowering the regeneration efficiency. NaOH was found to be effective in the removal 
of lipid and casein molecules from the column. Furthermore, normal microstructure and chromatographic performance of the 
ion exchanger was recovered after this cleaning procedure. 

Keywords:  mammary gland bioreactor, recombinant bovine milk, ion exchange resin, contamination mechanism, regeneration 
strategies 

乳腺生物反应器技术具有表达量高 [1]、成本低

廉[2]、表达产物活性高[3]等诸多优点，已经成为生物

反应器研究中最具有发展前景的领域[4-5]，但其表达

产物的分离纯化步骤依然是制约该技术产业化的瓶

颈[6]。重组动物乳液成分非常复杂，含有大量的酪

蛋白胶体、脂类颗粒以及乳糖等多种杂质，目前规

模化的乳液预处理操作难以彻底去除颗粒杂质，从

而给重组蛋白的层析操作带来了严峻的挑战。在我

们前期的工作[7]中，已经成功地利用离子交换层析

从 重 组 牛 乳 中 分 离 纯 化 得 到 重 组 人 乳 铁 蛋白 

(Recombinant human lactoferrin，rHLF)。然而在中试

规模的纯化工艺中，原料液中残余的颗粒杂质容易

对层析介质造成严重的污染，导致后续的层析分离

中操作压力升高[8]、吸附容量降低[9]、介质寿命大幅

缩短[10]，从而给重组蛋白的生产带来了不利的影响。 

由于乳腺生物反应器尚未被大规模应用，有关

重组蛋白分离纯化的研究非常少见，目前能供参考

的是从常规牛乳中分离天然乳清蛋白的文献报道。

在这些报道中，研究者在层析前利用离心[11]或膜过

滤[12]等预处理技术去除颗粒物质，获得澄清的乳清

料液以避免对介质的污染。然而，规模化生产中的

离心设备价格较高，操作繁琐，不利于实现自动化

生产；在膜过滤的操作中，剪切力容易导致蛋白的

变性、失活[13]，从而造成目标蛋白的工艺回收率较

低[14-16]；此外，有研究者[17]使用扩张床层析技术直

接分离混浊的牛乳体系，取得了一定的成果，但扩

张床的清洗程序异常繁琐，且容易对层析介质造成

损伤，因此尚未得到广泛的应用。 

针对上述问题，我们提出了新的应对策略，即

通过层析介质污染机理以及洗涤方式的考察，建立

新型的介质再生工艺，从而有效地恢复污染介质的

层析性能，延长介质使用寿命，降低重组蛋白分离

纯化的工艺成本。在本文中，我们选择表达 rHLF

的重组牛乳作为模型体系，考察粗分离乳清料液在

离子交换层析过程中对介质的污染机理和规律，并

在此基础上进一步研究介质的清洗条件得到相应的

再生策略。 

本文通过考察层析污染前后介质交换容量、操

作压力的变化规律，评估了污染介质层析性能的变

化情况；通过检测计算在不同的处理条件下层析柱

上残留组分的种类和数量，揭示了重组牛乳中 3 种

主要成分 (蛋白、脂类和乳糖) 在污染过程中与介质

的相互作用机理；最终，通过洗涤剂种类、再生频

率和层析-再生时间间隔的考察，建立了离子交换介

质的再生策略。 

1  材料与方法 

1.1  材料 
1.1.1  转基因牛乳冻干粉 

由中国农业大学农业生物技术国家重点实验室

提供。 

1.1.2  阳离子交换介质 

SP Sepharose FF 购自  GE Healthcare 公司  

(美国)。  

1.1.3  试剂 

牛血清白蛋白 (Bovine Serum Albumin，BSA) 

购自 Roche 公司 (德国)；脂类检测试剂盒购自北

京北化康泰临床试剂有限公司；化学试剂均为国产
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分析纯试剂；所用纯水由 Milli Q-plus 超纯水机制备 

(Millipore，美国)。 

1.1.4  仪器 

常 压 层 析 系 统 ： ÄKTA purifier 购 自 GE 

Healthcare 公 司  ( 美 国 ) ； 高 速 台 式 离 心 机 ：

TGL-16M 购自湘仪离心机仪器有限公司；紫外分

光光度仪：Ultrospec 2100 pro 购自 GE Healthcare 

公司  (美国)；玻璃层析柱：BPGTM 140/500 购自

GE Healthcare 公 司  ( 美 国 ) ； 电 泳 仪 ：

Mini-PROTEAN Tetra System 购自 Bio-Rad 公司 

(美国)；恒温循环加热槽：SY-X 购自巩义市予华仪

器有限责任公司；冷场发射扫描电子显微镜：JSM-6 

700F 购自日本电子株式会社。 

1.2  实验方法 
1.2.1  重组牛乳预处理 

转基因牛乳冻干粉用 48 ℃水溶解后，120 目振

筛过滤去除漂浮的脂类颗粒和不溶物，使用 1 mol/L 

HCl 调节物料 pH 至 4.6，静置 20 min，振筛过滤去

除酪蛋白颗粒得重组乳清。部分实验在此基础上将

物料进行座式离心操作以去除残留脂类和酪蛋白，

离心力 10 000×g，时间 30 min。 

1.2.2  离子交换层析 

SP 介质装柱  (13 cm×10 mm I.D.，柱体积 

(Column volume，CV) =10 mL) 后连接到常压层析

系统；使用 Buffer A (20 mmol/L PB，pH 6.0) 平衡

2 个柱体积后进样，进样完成后继续使用 Buffer A 

淋洗至 UV 基线水平，收集穿透峰；使用 Buffer B 

(20 mmol/L PB+1 mol/L NaCl，pH 8.0) 洗脱，收集

洗脱峰，流速 1 mL/min，检测波长 280 nm。 

1.2.3  介质再生 

将污染后的介质抽干后置于锥形瓶中，加入适

量洗脱剂 (包括 1 mol/L NaOH、30％异丙醇、8 mol/L

脲、6 mol/L 盐酸胍、1％ Triton X-100 等)，密封后

置于恒温水浴中振荡 12 h，5 000 r/min 离心 10 min

取上清，检测上清中蛋白质、油脂、乳糖的含量，

测定洗脱后介质的配基密度。 

1.3  检测方法 
1.3.1  蛋白质含量测定 

蛋白质浓度参照 Bradford 法测定 [18]，根据

BSA 的标准曲线计算得原料及各层析峰中的蛋白

含量。  

1.3.2  脂类含量测定 

待测样品与检测工作液以 1 100∶ 比例混匀，

37 ℃保温 5 min，测定在 500 nm 下的吸收值，并根

据标准曲线计算脂类浓度。 

1.3.3  乳糖含量测定 

待测样品 1 mL 与 1 mL 纯水、1.5 mL 3, 5-

二硝基水杨酸试剂混匀，在沸水浴中加热 5 min，

取 出后 立即放 入盛 有冷水 的烧 杯中冷 却至 室

温，加入 21.5 mL 蒸馏水混匀，检测 520 nm 波

长下的吸收值，根据标准曲线计算样品中相应

乳糖浓度。  

1.3.4  配基密度的测定 

待测介质装柱后使用 10 倍 CV 的去离子水清

洗，分别用 4 倍 CV 0.5 mol/L HCl、3 倍 CV 1 mmol/L 

HCl 和 5 倍 CV 的去离子水淋洗；使用 4 倍 CV 

1 mol/L NaCl 置换酸液并用 5 倍 CV 去离子水淋洗，

收集酸液和淋洗液并加入酚酞指示剂，使用标准

氢氧化钠滴定，按公式 1 计算交换容量。在测定

过程中控制流速，确保淋洗试剂与介质接触时间大

于 30 min。 

1
sin

NaOH NaOH

re

C VC
V
×

=             (1) 

1.3.5  柱压检测 

SP 层析柱 (13 cm×10 mm I.D.，CV=10 mL) 连

接常压层析系统，测定不同流速下的柱压，绘制压

力曲线。 

1.3.6  扫描电镜 

介质冷冻干燥后，对冻干粉镀金，镀金时间

5 min，工作电流 4 mA；在 25 kV 的加速电压、5 mm

工作距离下对介质样品进行检测。 
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2  结果与分析 

除重组表达的目标蛋白外，重组牛乳和天然牛

乳的成分基本相似，主要包括蛋白、脂类和乳糖等。

牛乳中总蛋白含量约为 34 g/L，其中 80％以上的蛋

白为粒径范围在 100~300 nm，均匀悬浮的酪蛋白胶

束；脂类浓度约为 37 g/L，其中 95％以上的脂类以

甘油三脂的形式的存在；乳糖为牛乳中主要的单糖

组分，浓度约为 46 g/L[19]。在重组蛋白的纯化中，

首先需要通过预处理去除酪蛋白和脂类杂质获得乳

清，进行后续的纯化步骤。然而在工业化规模的纯

化生产中，预处理步骤往往难以彻底去除这些颗粒

物，从而导致在后续的层析过程中对介质造成污染。 

本文首先考察了污染过程对离子交换介质层析

性能 (柱压、配基密度和载量) 的影响，并据此制订

介质再生的工艺目标；接下来，通过层析前后物料

体系成分检测和计算研究乳清中几种主要组分 (脂

类、蛋白和乳糖) 与离子交换介质的相互作用机理，

为再生工艺提供理论支持和指导；最终，通过洗脱

剂种类和再生程序的考察，制订了针对重组牛乳污

染层析介质的再生策略。 

2.1  离子交换介质污染前后的性能表征 
乳清物料的污染对介质层析性能有显著影响，

包括介质的配基密度、载量以及层析柱的操作压力

等，这些性能的改变会严重影响层析分离的效率。

层析柱压过高会压缩介质间缝隙，损毁介质颗粒，

甚至进一步加剧污染程度；另外，污染可能导致配

基密度和载量降低，从而降低纯化工艺的产率。 

2.1.1  柱压 

在层析过程中，随着物料中颗粒组分在层析柱

上的堆积，介质颗粒之间的孔道逐渐被堵塞，从而

导致柱压升高。本文比较了经多次层析的污染介质

与新介质装柱后的流速-柱压曲线，结果如图 1 所示，

多次层析后的污染介质柱压曲线明显高于新介质。 

当流速低于 7 mL/min 时，新介质的层析柱压

始终低于检测下限；流速达到 29 mL/min 时，柱

压达到介质的最大耐受压力  (0.3 MPa)。污染介质

装填的层析柱在 4 mL/min 流速时出现反压，当流

速达到 23 mL/min 时即达到介质的最大耐受压力。

总之，粗分离乳清进行多次层析会对层析介质造成

比较严重的污染，导致层析柱的柱压大幅度升高。

在工业规模的层析过程中，柱压的升高可能会严重

地限制层析流速，成为快速自动化生产的瓶颈步骤。 

2.1.2  配基密度和载量 

交换容量是离子交换介质重要的性能指标，可以

通过介质的配基密度和载量进行表征。本文测定了新

介质经 5 次层析后介质的配基密度和载量，由结果 

(图 2) 可知，介质的配基密度和载量均随层析污染次

数的增加逐渐降低。经过 5 次层析污染之后，介质的

配基密度从 0.175 降低到 0.112 mol/L，目标蛋白 

(rHLF) 的吸附载量从 55 g/L 降低到 43 g/L，从而对

重组蛋白的层析分离过程造成了不利的影响。污染过

程中可能造成介质交换容量降低的原因很多，为通过

再生有效地恢复层析介质的交换容量，在章节 2.2 和

2.3.1 中详细考察了乳清中不同组分与介质的相互作

用机理，从而为再生策略的制订提供理论参考。 

综上所述，同新介质相比污染介质层析的柱压

升高，配基密度和载量均大幅度降低，给重组蛋白

的生产带来了不利的影响，希望能够通过再生尽可 

 

图 1  新旧介质的流速-柱压曲线比较 
Fig. 1  Comparison of pressure curves upon flow rate between 
new and used resin. Column size: 13 cm×10 mm I.D., Column 
volumn=10 mL. 
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图 2  SP Sepharose FF 介质配基密度及载量随污染次数

的变化 
Fig. 2  Ligand density and capacity curves of SP Sepharose FF 
upon cycles. 
 

能恢复柱压、配基密度和载量等性能指标，延长介

质的使用寿命。 

2.2  重组乳清主要组分与介质的相互作用 
在层析过程中，乳清物料中的组分与离子交换

介质之间存在多途径的相互作用。首先，由于预处

理不当导致乳清中残留的大颗粒物质 (如脂类和酪

蛋白胶束) 容易在后续的层析过程中堵塞层析介质

颗粒之间的空隙；其次，商用琼脂糖介质 (Fast Flow

系列) 经过交联反应后表面疏水性增强[20]，因此乳

清中脂类以及部分蛋白与介质之间可能存在疏水相

互作用；再次，乳清中的部分蛋白同磺酸基之间存

在静电相互作用。为了确定这些组分与介质的相互

作用机理，本文分析比较了两套预处理工艺所得乳

清原料对介质的污染数据。 

重组牛乳经加热脱脂、酸性沉淀去除酪蛋白以

及振筛过滤得粗分离乳清料液，记为乳清Ⅰ；乳清

Ⅰ经过进一步的高速离心可得相对澄清的料液，记

为乳清Ⅱ。本文通过乳清Ⅰ和Ⅱ的理化性质以及层

析污染行为的比较，探讨了不同组分与介质之间的

相互作用机理。 

2.2.1  脂类 

通过分析测定了乳清Ⅰ和Ⅱ的浊度、各组分  

(蛋白、脂类和乳糖) 浓度以及层析吸收峰中的组分

浓度，并据此计算在高盐洗脱后仍残留在层析柱上的

各种组分量，结果如表 1 所示，乳清Ⅰ的浊度以及蛋

白、脂类浓度均高于乳清Ⅱ，两者的乳糖浓度区别不

大。层析进样并经高盐洗脱之后，两者均有部分脂类

物质无法彻底洗脱而残留在层析柱上，但乳清Ⅱ中脂

类的柱上残留量明显低于乳清Ⅰ。 

离心操作可以有效降低脂类物质含量[21-22]，避

免其堵塞层析介质间的缝隙。但乳清Ⅱ层析后仍然

有部分脂类吸附在层析介质上，据推测这是由于脂

类和经交联的琼脂糖介质之间存在一定的疏水相互

作用从而残留在层析柱上；乳清Ⅰ中的脂类含量较

高 (4.6~6.1 mmol/mL)，这是由于过滤操作无法彻底

去除原料中的脂类颗粒，这些大颗粒可能堵塞在介

质间缝隙中无法洗脱，进而造成柱上脂类残留率较

高，下文对污染介质的微观表征结果 (图 9) 也可以

证实该观点。 

2.2.2  蛋白 

分别使用乳清Ⅰ和Ⅱ进行层析操作，洗脱后层

析柱上的蛋白残留率同样存在明显的规律 (表 1)。

由于没有明显的颗粒堵塞效应，在分离乳清Ⅱ的层

析柱上基本没有蛋白残留，这说明乳清中的小分子

蛋白同介质之间并不存在难以洗脱的强吸附力；分

离乳清Ⅰ的层析柱上蛋白残留比较明显，这是由于

原料中的脂类颗粒堵塞介质缝隙，进而导致原料中

未被彻底去除的酪蛋白颗粒协同堵塞，无法顺利洗

脱所致。据计算两种乳清原料中蛋白量的差值与乳

清Ⅱ残留在柱上的蛋白量基本相等，该结果可以进

一步证实上述猜测，即残留在柱上的蛋白为粒径相

对较大的酪蛋白胶束分子。 

值得说明的是，尽管酪蛋白起初是通过协同堵塞

效应残留在层析柱上，但随着层析介质污染和放置时

间的延长，蛋白与介质之间相互作用类型会发生转变，

从而占据介质的配基位点，详见 2.3.1 中的讨论部分。 

2.2.3  乳糖 

乳糖是不带电荷的小分子物质，但在部分批次

的层析实验中 (表 1) 仍有乳糖残留在柱上，推测可 
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表 1  乳清组分-介质之间相互作用 
Table 1  Interaction between whey components and resin 

Raw material Absorbance of 
whey (A570) 

Lipid 
concentration 

in whey (mmol/mL) 

Residual rate of
lipid on 

column(%) 

Protein 
concentration in
whey(mg/mL)

Residual rate
of protein on 
column (%) 

Lactose 
concentration in 
whey (mg/mL) 

Residual rate of
lactose on 

column (%) 

1.060 6.1 79.8 7.2 19.4 34.1 17.1 
Whey I 

1.128 4.6 72.3 7.4 14.3 26.1 - 

0.652 1.7 32.4 6.3 -* 32.1 - 
Whey II 

0.613 1.9 32.1 6.5 - 28.1 - 
        

*Under detection limit 
 
 
能是由于乳清Ⅰ中脂类或酪蛋白颗粒的堵塞效应过

于显著，从而导致少量乳糖随之滞留在层析柱上。

为证实该观点，进行空白层析实验，即以乳糖溶液

代替乳清进行层析操作，分别收集穿透组分和洗脱

组分，通过检测计算乳糖在柱上的残留率，计算结

果如表 2 所示，空白层析操作时绝大部分乳糖均穿

透，经洗脱后的在柱上无残留，表明乳糖与介质之

间并没有直接的相互作用力，实际层析过程中乳糖

在柱上的残留应该是介质空隙大量堵塞造成的。 
 

表 2  空白层析中各组分的乳糖含量 
Table 2  Lactose contents in segments during blank 
chromatography 

Sample Mass (mg) Percentage (%) 

Loading lactose 4720.9    100.00      

Penetrating segment 4718.8    99.96      

Eluting segment 2.1    0.04      

Calculation of leftover 0.0    0.00      

 
总之，脂类与 SP Sepharose FF 之间存在一定程

度的疏水相互作用，粒径较大的脂类颗粒容易堵塞

介质缝隙，从而进一步导致酪蛋白和乳糖滞留在层

析柱上，因此，再生工艺应选择能够有效地洗脱脂

类和蛋白的洗脱剂进行介质的清洗。 

2.3  再生策略 
已污染介质的再生效果受到多种因素的影响，

例如再生剂类别、介质使用次数以及层析与再生之

间的时间间隔等，本文对以上因素对再生效果的影

响进行了考察，并据此制定了相应的再生策略。 

2.3.1  再生剂类别 

本文主要考察了几种常用的洗脱剂  (1 mol/L 

NaOH、30％异丙醇、8 mol/L 脲、6 mol/L 盐酸胍和

1％ Triton X-100) 对污染介质上的残留组分的洗脱

能力，根据静态洗脱上清中的残留组分浓度评价它

们的再生效果。如图 3 所示，盐酸胍和 Triton X-100

能够有效地清洗残留脂类，但对蛋白的洗脱效果不

佳；NaOH 可以同时有效地洗脱 3 种残留组分，可

作为优选的洗脱剂。 

此外，由再生介质的配基密度的测定结果 (图

4) 可知，NaOH 再生可以使配基密度恢复到新介质

的水平，而盐酸胍再生后的介质的配基密度仍然较

低。结合 NaOH 和盐酸胍对蛋白、脂类组分的洗脱

效果 (图 3) 可知，尽管脂类在柱上大量残留，但屏

蔽 SP 介质吸附位点的组分应该是残留的酪蛋白。如

前所述，酪蛋白在层析过程起始阶段应该是由于堵

塞效应残留在柱上，但由于酪蛋白是大颗粒两性分

子，随着时间的推移，部分残留酪蛋白表面荷正电

区域可以同磺酸基之间发生静电相互作用，从而降

低介质的交换容量，与此同时残留蛋白与介质间的

吸附变得更加牢固，难以洗脱。 

2.3.2  层析-再生的间隔时间 

将介质分别在层析后放置 12 h 以及 2、15、30 d

并加入 1 mol/L NaOH 进行再生，配基密度检测结果 

(图 5) 表明，随着间隔时间的延长，再生效果逐渐 
 



孙西艳等: 乳腺生物反应器表达产物层析分离过程中介质的污染机理及其再生策略 1651 

 

Journals.im.ac.cn 

 

 

图 3  不同再生剂对残留组分的洗脱效果 
Fig. 3  Elution effect of regenerants upon hangovers. I: 1 mol/L NaOH; II: 30% Isopropyl alcohol; III: 8 mol/L Urea; IV: 6 mol/L 
Guanidine hydrochioride; V: 1% Triton X-100. 
 
 
 

 

图 4  不同再生剂对污染后介质配基密度的再生影响 
Fig. 4  Effect of regenerants speceies on regeneration of 
ligand density. I: 1 mol/L NaOH; II: 30% Isopropyl alcohol; 
III: 8 mol/L Urea; IV: 6 mol/L Guanidine hydrochioride; V: 1% 
Triton X-100. 
 

 

图 5  层析-再生时间间隔对对再生效果的影响 
Fig. 5  Effect of chromatography-regreneration intervals on 
regeneration. 
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图 6  层析-再生时间间隔对蛋白质、油脂、乳糖洗脱效果的影响 
Fig. 6  Effect of chromatography-regreneration intervals on elution of protein, lipoid, lactose. 
 
 

降低。这可能是由于在污染介质放置期间，残留

组分与介质在热力学驱动力作用下形成最牢固的

复合体，从而更加难以洗脱。洗脱液中残留组分

含量的测定  (图 6) 可以证实这一猜测，随着层

析 -再生的间隔时间的延长，洗脱液中脂类、蛋白

和乳糖的含量均逐步减低。总之，在层析后应尽

快进行再生操作  (间隔时间不宜超过 12 h) 以实

现最佳再生效果。  

2.3.3  介质使用次数 

分别将经过 1、2、4 和 8 次层析的介质抽干并

加入 1 mol/L NaOH 进行再生，再生后配基密度的测

定结果如图 7 所示，层析次数≤2 次时 NaOH 的再

生可以将配基密度恢复到污染前的水平，当介质使

用次数大于 2 次时再生效果明显降低。这表明在介

质污染程度较轻的情况下，残留组分容易被洗脱下

来；层析次数的增加能够促使残留组分与介质之间

的吸附更加牢固，甚至可能发生不可逆吸附，从而

导致再生难度增大。 

 

图 7  介质污染次数对再生效果的影响 
Fig. 7  Effect of cycles on regreneration. 
 
 
表 3  再生介质与新介质层析性能比较 
Table 3  Comparision of chromatography performance 
between new and regenerated resin  
 New resin Regenerated resin 

Ligand density (mol/L) 0.178     0.175      

Capacity of rHLF (g/L) 55.2     53.5      

Recovery of rHLF (%) 86.5     89.1      

Purity of rHLF (%) 97.5     98.0      
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2.3.4  再生介质的层析性能及微观表征 

使用上述策略对层析污染介质进行再生，测定

再生后介质的配基密度和载量，结果如表 3 所示，

再生后介质的配基密度和载量均能恢复到接近新介

质的水平；在相同条件下进行层析分离，rHLF 的工

艺回收率和产品纯度与新介质相比无显著差异。此

外，再生后的层析柱压明显降低，与新介质的柱压

曲线比较接近 (图 8)。 

通过扫描电镜分别对新介质、污染介质以及

再生后的介质通过扫描电镜进行微观表征，结果

如图 9 所示，污染后的介质颗粒  (图 9B) 间黏附

堵塞了大量形状不规则的污染物，部分颗粒因污

染物的黏附造成形状和表面形态不规则；再生后

的介质  (图 9C) 颗粒间无杂质堵塞，球体表面光

洁，基本无黏附物，同新介质  (图 9A) 的微观形

态类似。  

总之，本文的介质再生策略可以有效地清洗粗

分离重组乳清污染的层析介质，去除层析柱上残留

的脂类和酪蛋白颗粒，再生后介质的层析性能和微

观形态与新介质接近。 

 

图 8  新介质、污染介质和再生后介质的流速-柱压曲线比较 
Fig. 8  Comparison of pressure curves upon flow rate 
among new, contaminated and regenerated resin. Column 
size: 13 cm×10 mm I.D., CV=10 mL. 

 

图 9  新介质及污染前后介质的扫描电镜照片 
Fig. 9  SEM image of new, contamined and regrenerated resin. (A) New resin. (B) Contamined resin. (C) Regrenerated resin. 
 
 

3  结论 

乳腺生物反应器表达的重组牛乳物料层析过

程会严重地污染 SP 离子交换层析介质，导致其吸

附载量下降，柱压升高。乳清中各组分与介质之间

的吸附机理各不相同，脂类与介质之间存在一定程

度的疏水相互作用，但大多数脂类颗粒是通过黏附

作用堵塞介质颗粒之间缝隙，从而造成柱压升高；

在脂类物质堵塞效应较严重时，酪蛋白颗粒会协同

堵塞并残留在层析柱中，随污染时间延长，酪蛋白

荷正电区域能够与介质配基相结合，造成介质交换

容量降低；乳糖同介质之间没有直接相互作用。再

生策略的考察表明，1 mol/L NaOH 可以比较彻底地

清洗柱上残留的脂类和蛋白，最大限度地恢复介质

交换容量；残留组分与介质之间的吸附随层析-再

生的时间间隔逐渐增强，当间隔时间超过 12 h 后，
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再生效果大幅度降低；连续 2 次层析之后应该及时

进行介质再生，否则介质交换容量难以得到有效的

恢复。 
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