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亲和3膜过滤技术及其在生物工程中的应用

郭 勇， 张丽君
（华南理工大学 食品与生物工程学院，广东 广州1"#42"）

摘 要：论述了亲和3膜过滤技术的原理、影响因素（包括配体、载体以及合适孔径的超滤膜的选

择）以及发展方向，进一步综述了其在生物工程中用于分离纯化酶、蛋白质和其它生物活性物质等

方面的应用(
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!#世纪/#年代以来，生命科学和生物工程技

术的发展日新月异，生物产品（如酶、抗体、抗原、受

体）的种类越来越多(这些制品通常是从发酵液中

或天然产品中提取，再经纯化而得到的产品(由于

目标产物产量小，通常又与底物、细胞等混杂在一

起，浓度很低，且生物产品与传统的化工产品不一

样，它们一般都具有生物活性，对分离操作条件要

求比较苛刻(传统的化工分离方法如精馏、沉降、结

晶等都难以达到要求(
膜分离是!#世纪4#年代以来发展较快的一项

分离技术，它具有操作条件温和、无污染、无相变等

特点，在许多方面都得到了应用，象微滤、超滤已应

用于生物化工和医药行业中(膜分离是根据分子大

小不同来实现分离的，一般相对分子质量相差"#
倍以上的物系才具有分离作用，因此它还远远不能

满足生化分离的需要(而生物亲和作用是生物分子

之间的可逆专一性识别作用，具有极高的选择性(
!#世纪U#年代以来，利用生物亲和相互作用，分离

蛋白质等生物大分子的亲和纯化技术迅速发展(其
中亲和层析技术已得到广泛应用，但是亲和层析法

亦存在许多难以克服的缺点："）亲和载体价格昂

贵，使用寿命短；!）色谱柱易堵塞和污染，需对原料

进行预处理以除去颗粒性杂质；$）难以实现连续操

作和规模放大(目前亲和层析法仅局限于价值极高
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的生物活性物质的小批量纯化!为克服膜过滤和亲

和层析的缺点，发展了亲和"膜过滤技术，不仅利用

了生物分子的识别性能，分离低浓度的生物制品，

而且膜的渗透性及通量大，能在纯化的同时实现浓

缩，此外还有操作方便、设备简单、便于大规模生产

的特点，发展前景引人瞩目［#!$］!

! 亲和"膜过滤技术的原理

亲和"膜过滤（%&&’(’)*&’+),%)’-(）［.，$］是亲和相互

作用原理与膜分离技术相结合的新型耦合分离技

术!其基本原理见图#，即当需提纯的物质（亲和体）

自由地存在于提取液时，由于其相对分子质量较

小，能顺利地通过截留相对分子质量大的超滤膜!
但当亲和体与具有结合能力的大分子配体混合，形

成亲和体"大分子配体复合物后，由于此复合体相对

分子质量远大于超滤膜的截留相对分子质量，从而

被截留；而提取液中其它未被结合的组分则通过超

滤膜，从亲和体"大分子配体复合物中分离出来!当

所有的杂质去除后，用合适的洗脱液处理超滤膜截

留得到的复合物，使亲和体从大分子中解析下来；

游离的亲和体（蛋白质、酶等）可通过超滤膜，从大

分子配体中分离出来!透过液可用截留相对分子质

量较小的超滤膜进行浓缩；而大分子配体经再生可

循环使用!与亲和层析操作一样，经进料、杂蛋白清

洗和目标蛋白洗脱步骤，可得到纯度与亲和层析法

相近的目标产品!因此亲和过滤法既具有膜分离法

易于放大、分离速度快的特点，又具备亲和层析法

选择性好、分离精度高的优势!

图! 亲和过滤技术的原理图

#$%&! ’()*+$,-$*.)/0100$,$230$.2+12$/,

4 亲和"膜过滤过程的主要因素

亲和"膜过滤体系一般包括配体、载体和过滤

膜!亲和"膜过滤过程中，决定生产率的两大因素为

大分子的结合能力和超滤膜的透过速率!选择合适

的配体、载体以及合适孔径的超滤膜是亲和过滤技

术的关键!
4&! 配体（配基）

大规模连续生产要求具有一定的吸附（亲和）

和解吸的透过速率!在吸附步骤，虽然选用高结合

能力的配体可提高吸附能力，但高结合给下步解吸

带来困难，为此，最好选用中等结合能力的配体!同
时为了提高吸附量，配体必须有足够的接触面积

（粒子尽可能小或呈多孔结构），而且应该廉价、专

一性强，在亲和、洗脱条件下很稳定，在高剪切力下

无损伤，易回收，无毒［.］!
4&4 载体

对配体较小的小分子物质，则必须固定于载体

表面!目前亲和"膜过滤中大都将配基偶联于载体

上!因此，亲和载体（%&&’(’)*/01-,)）是亲和"膜过滤

的“主角”!其结构为：一个由对生物分子无特异吸

附性的物质组成的内核以及内核表面上连接的某

些特定基团，这些基团必须对所提取的生物活性物

质有一定的特异吸附性［2］!理想的载体在操作条件

下其化学性质和机械性质应保持稳定，对杂质没有

非专一性吸附（或非专一性吸附很小），易被配基修

饰，有足够大的亲和吸附容量!从总体上分，用于亲

和过滤的载体可分为非水溶性载体和水溶性载体

两大类!
非水溶性载体的种类较多，3%))’%00-(等用热
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杀死的酵母细胞为载体分离伴刀豆蛋白!是见诸

较早的一篇报导"#$%%&$’’()等还以直径*!*+",
的淀粉微粒为载体，以-&.$-/().012为配基，分离纯

化乙醇脱氢酶"由于酵母细胞与哺乳动物具有相似

的蛋白质合成机制，因此酵母细胞能正确表达和显

示人类蛋白包括抗体"其次，酵母细胞是大分子，可

以用来进行选择性分离，所以可以用酵母细胞做配

基来吸附被分离的蛋白质，32))&42/35$)!)%62/7
和89$)2:&%%/17等人利用酵母细胞进行亲和吸

附分离抗蛋清溶菌酶（;<=）抗体［>］"除酵母细胞

外，人们对其它细胞用作载体的可能性亦进行了尝

试"?@2)等用链球菌为载体，以其表面的蛋白质A
为配基，分离纯化牛免疫球蛋白（BCA）［D］"?@2)等

利用肝素及蛋白质!所修饰的琼脂糖，分别纯化了

牛乳铁蛋白及牛免疫球蛋白，所得产物纯度大于

E+F［G］"由于目标分子被吸附在非水溶性颗粒的表

面，故欲增加载体的吸附容量，必须增大其比表面

积，增大比表面积的途径之一是降低颗粒的直径"
=&)C等利用直径为*H),的硅胶为载体，比表面积

可高达H++,H／"C"除纳米硅胶外，使用多孔硅胶及

其它多孔载体亦能有效地增大载体比表面积，此时

需分析内扩散阻力对分离过程的影响，但此方面的

研究尚未见报道"另一使用较多、具有较大比表面

积的非水溶性载体为脂质体，它是磷脂的水悬浮液

在超声波处理下形成的液泡状磷脂双分子膜，外层

具有亲水性［D］"I(62/’等用十四碳酰磷脂酰胆碱

（9#I?）和十四碳酰磷脂酰乙醇胺（9#I<）制得混

合脂质体，直径在H>!J+),，比表面积可达*++
,H／-,D!HK+,H／-,D［J］"脂质体作为亲和过滤载体

的不足之处是稳定性较差，应用受到限制"孙彦等

利用含共轭二炔结构的磷脂酰乙醇胺制备的聚合

脂质体作为亲和过滤载体，同一般脂质体相比，载

体的稳定性大大增强，在一定程度上克服了上述脂

质体使用上的困难［>］"
水溶性载体主要为可溶性高分子聚合物，由于

其与目标分子的结合在单一相中进行，因而结合较

不溶性载体更加迅速有效"常用的两种水溶性载体

为葡聚糖和聚丙烯酰胺"?@(2等分别用I!L和大

豆胰蛋白酶抑制剂（MNB）为配基对葡聚糖进行修

饰，并对各种耦联方法进行了比较，其中用MNB为

配基时，分离胰蛋白酶所得纯度为O*F"葡聚糖作

为载体具有化学稳定性和热稳定性好的优点，并且

具有较好的生物相容性"但葡聚糖存在一定程度的

非专一性吸附，降低了产物的纯化效率"为克服葡

聚糖存在非专一性吸附的缺点，=1()C等人用丙烯

酰胺为基质合成了水溶性聚丙烯酰胺载体"从胰蛋

白酶和胰凝乳蛋白酶混合物中分离所得的胰蛋白

酶纯度为EOF，收率为E+F"在连续操作过程中，于

猪胰脏粗提液中可分离纯化得到纯度为EJF的胰

蛋白酶，收率为JJF［D］"
配基耦联配基修饰载体与目标分子的结合效

率不仅取决于配基和载体的种类，而且受到耦联条

件的影响"一般需考虑缓冲液种类、7;值范围、配

基浓度、耦联时间和反应温度等因素"P$Q$,1/$等

对此进行了详细探讨，分别研究了在NM8凝胶上耦

联MNB、伴刀豆蛋白!、蛋白质!的最佳条件"其中

7;值的影响非常显著，例如，MNB在7;为G和E
的条件下的最大耦联收率分别为*HF和*++F［D］"
!"# 亲和$膜过滤装置

亲和R膜过滤过程的早期研究大多集中在载体

和配基的制备上，故操作方式较为简单，主要采用

间歇操作，吸附、清洗、洗脱等步骤均在同一接触器

中进行"典型的过滤装置有#$%%&$’’&()等分离伴刀

豆蛋白!时使用的中空纤维膜组件，进行错流过滤

操作"另一常见装置为?@(2等所用的平板膜过滤

器"为充分发挥亲和过滤速度快，易于放大的优势，

近年来人们对亲和过滤过程的连续化进行了研究"
!42S$)等 首 先 提 出 了 连 续 亲 和 循 环 提 取

（-()%&)&(1’$44&)&%SR/2-S-022T%/$-%&()简称?!U<）的

概念，并以微孔滤膜为过滤介质，以I!LNA修饰的

琼脂糖凝胶为载体，分离纯化了L半乳糖苷酶，该

过程的吸附和洗脱分别在两个容器中进行，载体在

两容器间循环，从而实现了连续操作"孙彦等将该

过程扩展到使用超滤膜为过滤介质，可溶性聚合物

或无孔微粒为载体的系统，建立了以目标分子的小

分子配基为洗脱剂的?!U<过程之数学模型，由此

得出优化操作条件［D，O］";2=V等人也采用集总动

力模型模拟亲和过滤过程，对样品注入、清洗污染、

洗脱等步骤进行了优化，进一步表明亲和过滤技术

对分离纯化蛋白质类物质是较为有效的［E］"
亲和R膜过滤技术是在膜分离技术基础上发展

起来的，在膜的选择、清洗方法、操作方式选择等方

面与浓缩生物产品所采用的普通膜过滤技术无本

质的差别"近年来，在增加膜的透过性能、改进操作

方式以提高透过流速方面，已进行了大量的研究工

作"A@$S2)&等人研制了反渗透膜，此类膜对细胞有

一定的吸附作用［*+］"在超滤过程中添加酵母细胞

后，酵母细胞可首先在过滤膜上形成一层动态膜，

使得单体可通过而阻止蛋白质聚集成团，这样就不

会使过滤膜污染，提高了分离效率"5&)(WN"81R
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!"#$%#和&’!"#()*+%,-.等人利用此法分离了牛血

清蛋白（/01），添加酵母细胞后，蛋白质得率提高

234［55］*

! 亲和"膜过滤技术的应用

亲和6膜过滤技术研究的最早报导见于5783
年，9%(#-:$);!"#(等人将雌二醇作配基连接于水溶

性载体+"<(#%=6>?333，用于从!"#$%&’&()"*#"*&"+
*#,&(-提取物中纯化酮醇异构酶，截留率为734，但

杂蛋白的截留率也较高，这可能是由于目标产物与

杂蛋白形成复合物或配基与杂蛋白结合所致［@］*
A%((-%..’=/等［5?］利用热杀死啤酒酵母细胞为载

体，细胞表面的糖为配基，以+6葡萄糖溶液（3*8
B’C／D）为洗脱剂，从刀豆（.)/01#)("）的粗提液中

分离纯化伴刀豆球蛋白1（E’=:%=%,%C-=1），得到收

率为F34的高纯度的产品*A%((-%..’=/等人［5@］还

利用E-!%:#’=/C;"作为配基，固定到淀粉颗粒上，

形成大分子配基，从酵母提取物中提取乙醇脱氢

酶*采用焚烧过的硅石为载体，制得E-!%:#’=/C;"
G@H1型大分子配体，从啤酒酵母液中提取乙醇脱

氢酶和猪心中提取乳酸脱氢酶*D;’=IJ)> 等

人［5K］用邻氨基苯甲脒为配基，连接在聚丙烯酰胺

上，形成水溶 性 大 分 子 配 基（相 对 分 子 质 量 大 于

5333333），用于从胰蛋白酶6胰凝乳蛋白酶混合液

中提纯胰蛋白酶，收率为734，纯度为784*此外，

还可用于!6半乳糖苷酶、乳酸脱氢酶、辣根脱氢酶、

LIH等的分离提取［K］*亲和过滤技术的其他应用列

于表5*
综上所述，亲和过滤技术具有亲和层析和膜过

滤的优点，不仅利用了生物分子的识别功能，而且

操作简单、易于放大，是生物分离工程中的一项重

要技术*对亲和过滤进行的一系列研究的结果表

明，亲和过滤技术具有较大的实际应用价值，其中

载体的制备技术发展已较为成熟，但是，在过程设

计方面的研究还不够*现有的亲和过滤法均局限于

单级接触过程，吸附操作在全混釜型接触器中进

行，只有一个吸附平衡级，相当于层析法的一个理

论板*其单板操作属性决定了难于同时获得较高产

品纯度和回收率*对结合常数较小，并且杂质含量

较高的分离体系，尤其如此*另外，虽然亲和过滤在

分离纯化酶和蛋白质等生物大分子方面的优越性

很多，但还有诸如减少非特异性吸附等问题尚待解

决，相信随着亲和过滤技术不断完善，在不远的将

来会走上工业化应用之路*
表# 亲和过滤的应用及亲和配基的使用

$%&’# ()**+,-./01%-2,.%34%/5%66./.-73.0%/54)4256+,*)"
,.67./0+6524.,25*,+5)8-4&79:;;

载体 配体 纯化蛋白质 文献

右旋糖苷 对6氨基苯甲脒 胰岛素 F

琼脂糖珠 91/>H !6半乳糖苷酶 52

右旋糖苷 胰岛素抑制剂 胰岛素 5?

琼脂糖珠 蛋白1 CIH 5@

葡聚糖珠 伴刀豆球蛋白1 山葵过氧化酶 5@

葡聚糖珠 E-!%:#’=/C;" )10，溶解酵素 5@

硅石微粒 E-!%:#’=/C;" 乙醇脱氢酶 5K

脂质体 维生素) 抗生素蛋白 5M

脂质体 对6氨基苯甲脒 胰岛素 5F

葡聚糖珠 肝磷脂 乳铁传递蛋白 58

葡聚糖珠 蛋白H 牛CIH 58

链球菌 细胞表面基团 牛CIH 58

聚丙烯酰胺 间6氨基苯甲脒 尿激酶 57

多聚中空光纤束 组氨酸 CIH ?3

注：91/>H为对氨基苄656硫代6!6+6半乳酸吡喃糖苷琼脂

糖，CIH为免疫球蛋白*
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江南大学发酵工程学科、食品科学学科

被评为国家级重点学科点

中华人民共和国教育部教研函（YHHY）Y号文件公布了重新审定的高等学校重点

学科点，江南大学生物工程学院的发酵工程学科和食品学院的食品科学学科，双双被

评为国家级重点学科点。重点学科是根据国民经济建设和社会发展对高级专门人才

的需求、科技发展的趋势和国家财力的可能，在高等学校择优确定并安排重点建设的

学科。重点学科应在高层次人才培养、科学研究、赶超世界先进水平和提高我国国际

竞争力等方面做出重要贡献，并在高等学校学科建设中起示范和带头作用。
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