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摘要：采用分散聚合法制备种子和“一步种子溶胀聚合法”制备了粒径为 - / $# !& 的单分散多孔氯甲基苯乙烯 ’二
乙烯苯微球。该微球经化学改性后得到一种亲水性良好的新型高效弱阳离子交换色谱固定相。详细考察了该固

定相的表面亲水性、对标准蛋白的分离性能和盐的种类对蛋白质保留行为的影响。考察结果表明该固定相是一种

性能优异的弱阳离子交换色谱固定相。将其应用于鸡蛋清中溶菌酶的快速分离纯化，纯化后的溶菌酶纯度高于

6-(，比活高达.$ $1A ) * &+。
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2 2 颗粒单分散且具有一定孔结构的高分子聚合物
微球作为一种有特殊用途的功能材料，在高分子科

学以及相关应用领域中一直颇受重视。以这类树脂

为基质的高效液相色谱填料具有优异的分离性能，

尤其对提高色谱柱的柱效和增强色谱柱的穿透性十

分有利［$］。)+;#9>68 等［! / A］发明的“两步种子溶胀

聚合法”被认为是合成单分散微球最为有效的方

法。目前按照“两步种子溶胀聚合法”合成的聚合

物微球有交联聚苯乙烯、交联聚甲基丙烯酸甲

酯［#］、交联聚甲基丙烯酸羟乙酯［-］、交联甲基丙烯
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酸环氧丙酯［#，$］、交联乙烯酚［%］、交联聚氯甲基苯乙

烯［&’］等。利用该方法合成出的微球粒径易于控制，

而且均匀性、单分散性非常好，只是制备过程比较繁

琐，其中种球至少需要两步溶胀：一般是以无乳聚合

法制备的粒径为 & !! 左右的颗粒均匀的线性聚苯
乙烯（"#）胶乳为种子，先用不溶于水的有机化合物
将其活化，然后再用由单体、交联剂和稀释剂等组成

的乳液进行第二步溶胀并聚合。

( ( $%&’( 等［&&］于 &%%) 年发明了“一步种子溶胀
聚合法”，并成功地制备了单分散交联聚苯乙烯树

脂。交联聚苯乙烯微球表面呈现强的疏水性，作为

固定相可直接应用于反相色谱和以有机溶剂为流动

相的凝胶渗透色谱中；若将其用于以盐水为流动相

的离子交换色谱，则必须对其表面进行涂覆［#］。但

这种涂覆后的固定相在连续使用中涂层易被洗脱，

稳定性差。

( ( 本文采用分散聚合法和“一步种子溶胀聚合
法”制备了粒径为 * + &) !! 的单分散多孔氯甲基
苯乙烯)二乙烯苯（"*+#),-.）微球，并对其进行亲水

性化学改性，制备了一种性能优异的新型弱阳离子

交换色谱固定相（/*0），将其应用于鸡蛋清中溶菌
酶的快速分离纯化，取得了较好的效果。

!" 实验部分

! ! !" 仪器与试剂
( ( 1%&23’4 &&’’ 高效液相色谱仪，包括一台四元
梯度泵及紫外)可见检测器（美国安捷伦公司），
*56)&’’ 型高压气动泵（北京福思源机械加工部），
!’’" 型电动搅拌器，超声波细胞破碎仪（宁波
新芝生物科技有限公司），0#")"*1& 生物显微
镜（上海光学仪器六厂），不锈钢柱管（ &’ 7! ,
’- .* 7! &8 98）。
( ( 苯乙烯（#4），化学纯，减压蒸馏后用无水硫酸镁
干燥（上海试剂一厂）；聚乙烯吡咯烷酮（"-"），分析
纯，相对分子质量为.’ ’’’（129:&7; *;3!&7<2 *(!)
=<’>，?’78）；过氧化苯甲酰（."$），化学纯，用无水
乙醇重结晶；无水乙醇，分析纯（天津化学试剂二厂）；

对氯甲基苯乙烯（!)*+#），纯度为 %’@（A3B C3:D3>，
E#1），减压蒸馏后用无水硫酸镁干燥；二乙烯苯
（,-.），进口工业级，用 )@ A<$F 溶液洗涤，再用水
洗至中性，用无水硫酸镁干燥；甲苯，分析纯；邻苯二

甲酸二丁酯，分析纯；聚乙烯醇（"-1）；十二烷基硫酸
钠（#,#）；二乙醇胺；二甲基甲酰胺（,+G），减压蒸
馏后使用；其他试剂均为分析纯。

( ( 标准蛋白质肌红蛋白（+>(，来源于马心）、胰
蛋白酶原（ 4:>=D&’(%3’）、核糖核酸酶（HA<D3)1，来
源于牛红细胞）、细胞色素)*（*>4)*，来源于马心）、
溶菌酶（I>D）均购自美国 #&%!< 公司。
! ! #" 分散聚合法制备单分散线性低相对分子质量
的聚苯乙烯种子

( ( 实验中以占总体系质量 !)@ 的 #4 作为单体，
)@ 的 ."$ 作引发剂，将二者溶解于无水乙醇中后
通氮气除氧，并于 #’ J在无水乙醇介质中搅拌反应
!. ;。产物用无水乙醇洗涤数次，转移至 ’ 8 !@ #,#
溶液中备用。

! ! $" 单分散多孔交联 "#$%&’()微球的合成

( ( 以乙醇为介质，以分散聚合法制备的颗粒单分
散线性聚苯乙烯为种子，在含有稳定剂和表面活性

剂的水相介质中，用被乳化后的氯甲基苯乙烯、二乙

烯苯、过氧化苯甲酰、甲苯和邻苯二甲酸二丁酯于室

温下对种子进行溶胀 $ ;，然后通氮气除氧，于 #’ J
下搅拌聚合 !. ;。用热水反复洗涤，再用甲醇、丙
酮分别洗涤数次，再于索氏提取器中用甲苯抽提 .$
;，即制得粒径为 * + &) !! 的 "*+#),-.。

! ! %" "#$%&’()微球的化学改性

( ( 将一定量的 "*+#),-.微球（"）加入圆底烧瓶
中，再加入少量的 ,+G，超声分散均匀后加入适量
的二乙醇胺，混匀后于 $’ J恒温下搅拌 !. ;，冷却，
分别用水、甲醇和丙酮洗涤数次，然后于真空下干

燥；将干燥的产物（#）置于圆底烧瓶中，再加入适
量的丁二酸酐，以吡啶为溶剂，于 *’ J恒温水浴中
搅拌 !. ;，产物用水、稀 F*2、水反复洗涤后再用丙
酮洗涤数次，烘干即得新型的多孔 /*0 填料（$）。
合成路线如下（其中 " 代表聚合物）：

·$*)·
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! ! "# 树脂的表征
" " 合成树脂的颗粒大小与表观形态用扫描电子显
微镜观测；树脂的微孔性质采用比表面积测定

（!"#）法测定；大孔及中孔孔径由压汞法测定；利
用电导滴定法测定树脂表面的羧基含量，即色谱填

料的交换容量。

! ! $# 弱阳离子交换色谱柱的制备
" " 取制备的 $%& 填料 #$ % ’，以水为匀浆液，于
%& ()* 压力下将填料以匀浆法装入色谱柱管（#&
+, ’ &$ (! +, -. /.）中。
! ! %# 色谱条件
" " 流动相：0 液（平衡液），%& ,,12 3 4 磷酸二氢
钠溶液（56 )$ &）；! 液（洗脱液），%& ,,12 3 4 磷酸
二氢钠溶液（ 56 )$ &）* #$ & ,12 3 4 7*%2 溶液。所
有流动相在使用前均经 &$ (+ !, 滤膜过滤。检测
波长：%)& 8,。
" " 蛋白质进样量：分别精确配制 # ’ 3 4 的 (91，
:;95<-81’=8，>7*<=?0，%9:?% 和 49< 标准样品，混
合进样量分别为 ,，%&，%&，%& 和 %& !4。
! ! &# 鸡蛋清样品的处理
" " 取新鲜的鸡蛋清 ,$ + ,4，向其中加入其 ( 倍体
积的平衡液，超声 #+ ,-8，加入 7*%2 并使其浓度达
#$ & ,12 3 4。离心除去杂质，用所制备的 $%& 柱分
离上清液。

’# 结果与讨论

’ ! !# 多孔 "#$%&’()微球的制备

" " 在制备单分散多孔 )%(@?AB!微球时，选用甲苯和

邻苯二甲酸二丁酯作为混合致孔剂。在该溶胀聚合

反应中，甲苯是热力学不良溶剂，邻苯二甲酸二丁酯

是热力学良溶剂，以这两种混合溶剂作为混合致孔

剂可以制备表面光滑的微球［#%］，避免了制备的微球

表面有缺陷。

" " 在种子溶胀聚合反应中，制备的单分散微球的
粒径（!）大小取决于所使用种子的粒径（"）以及种
子被有机相（包括 %(@、AB!、!)C 和致孔剂）所溶
胀的倍数。由于有机相在水中的溶解度很低，在有

效溶胀范围内有机相基本上都被种子所吸收，因而

溶胀聚合产物的 ! 值可近似地用下式估算［#,］：

! - # * $( )$

#
,

·"

式中：# 和 $ 分别表示所用有机相和种子的体积，
（# * $）3 $ 为溶胀 倍 数。本 文 选 择 种 子 粒 径
为 ,$ ! !,，溶胀倍数为 + . %&，交联度为 +&D，致孔
剂为 +&D，制备出粒径为 ! . #+ !, 的单分散交联
)%(@?AB!微球。图 # 为所制备的粒径为 ) !, 微球的
扫描电镜照片。

’ ! ’# 色谱柱的穿透性测试
" " 压力?流速关系是评价离子交换填料性能的一
个重要指标。从图 % 可以看出，该填充柱即使在较
高的流动相流速条件下，柱的反压仍然相当低，而且

流速?压力关系很好，这表明该树脂具有均匀的粒
度、大孔结构和较强的穿透性，有利于色谱法快速分

离和制备样品。

图 !# & !* 多孔单分散氯甲基苯乙烯&二乙烯苯微球的电镜照片
+,-! !# %./00,0- 121.3450 *,.45-4/678 59 371 & !* "#$%&’() :1/;8

’ ! (# "#$%&’()微球的化学改性

" " 由于多孔 )%(@?AB!微球表面具有较强的疏水性，

对生物大分子的不可逆吸附较强，用于生物大分子

分离具有很大的困难和局限性，因此对其表面进行

亲水性化学改性非常有必要。为了增加 )%(@?AB!树

脂表面的亲水性，将 )%(@?AB!树脂与二乙醇胺反应

·/!+·
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图 !" 压力与流速的关系
!"#$ !" %&&’() *& &+*, -.)’ */ (*+01/ 2.(345-’660-’
!"# $%&’() *+,-：# $( $ % . & $( +’ /’

后，再进一步与丁二酸酐反应生成弱阳离子交换填

料。这两步亲水性改性反应有效避开了蛋白质分子

与疏水性的聚合物苯基链的接触，有利于生物大分

子的分离。

( ( 经测定，该 !"# 填料表面的羧基含量为 % . &%
((%& 0 1。这表明，离子交换基团被键合到了聚合物
微球上。

图 #" 标准蛋白质在 789 柱上的色谱分离图
!"#$ #" 8:-*1.)*#-.1 *& 6)./;.-; 5-*)’"/6

6’5.-.)’; 2< 789 (*+01/
( ( !"# $%&’() *+,-：)% $( $ %’ *+ $( +’ /’
( ( 23- &+)-45 154/+-)6 -&’6+%) 74* 85%( )%%9 *%&’6+%) :（!%
((%& 0 ; <3%*<346-，<= & . %）6% )%%9 *%&’6+%) >（!% ((%& 0 ;
<3%*<346-?) . % (%& 0 ; @4"&，<= & . %）8%5 )% (+) 4)/ 3%&/ 8%5 #
(+) 46 4 8&%7 546- %8 ) . % (; 0 (+). AB /-6-$6+%) 46 !&% )(.
:ACD，% . %& .
( ( E5%6-+)*：) . *%&F-)6 , GH%；! . 65H<*+)%1-)；" . I@4*-?:；
*，# . "H6?"；+ . ;H*.

! $ $" 789 柱对生物大分子的分离性能
( ( 为了鉴定合成填料的离子交换特性，在 <= & 的
磷酸二氢钠缓冲体系中，用制备的 !"# 柱分离了
等电点（<!）小于 - 的酸性蛋白质如 >D:（牛血清白
蛋白）（ <! . *’ /）、+)*’&+)（胰岛素）（ <! . #’ *）、!?
&4$6% 1&%J’&+)（ !?乳球蛋白）（ <! . #’ )-）等。发现
所有被试验的酸性蛋白质在该色谱柱上均不保留，

而碱性蛋白质如 65H<*+)%1-)（ <! . -’ &）、I@4*-?:
（<! . &’ /）、"H6?"（<! . )%’ "）和 ;H*（ <! . ))’ )）在
该色谱柱上发生离子交换作用而被保留。由图 " 可

以看出，# 种蛋白质在 )% (+) 内达到了基线分离，
其分离性能与硅胶基质弱阳离子交换填料［)*］相当。

( ( 当流动相流速为 "’ % (; 0 (+) 时，该柱在 * (+)
内能同样基线分离上述 # 种蛋白质，分离情况如图
* 所示，说明该基质微球内有大的传质孔存在。

图 $" 标准蛋白质在 789 柱上的快速分离图
!"#$ $" 8:-*1.)*#-.1 &*- . &.6) 6’5.-.)"*/ *& 6)./;.-;

5-*)’"/6 2< 789 (*+01/
( ( !"# $%&’() *+,-：# $( $ %’ * $( +’ /’
( ( 23- &+)-45 154/+-)6 -&’6+%) 74* # (+) 4)/ 8&%7 546- %8 (%?
J+&- <34*- 74* " . % (; 0 (+). K63-5 $%)/+6+%)* 4)/ <5%6-+)* 45-
63- *4(- 4* +) C+1. " .

! $ %" 流动相中盐的种类对蛋白质保留的影响
( ( 在流动相中，盐的种类非常重要，它与 <= 共同
控制着蛋白质在离子交换色谱柱上的保留行为、分

离度和回收率。蛋白质的带电特征和离子化程度决

定了蛋白质在离子交换柱上保留的变化。图 # 为不
同种类的盐对蛋白质在 !"# 柱上保留行为的影
响。由图 # 可以看出，使用 L"& 为洗脱盐时的保留
时间比使用 @=*"& 的短，而使用 @=*"& 又比使用
@4"& 时的保留时间短，说明这 " 种盐的置换顺序为
L , 0 @= ,

* 0 @4 ,，这与阳离子交换色谱的置换规律

一致。本文选用常用的 @4"& 就可以达到较好的分
离效果。

! $ &" 流动相中的有机溶剂对蛋白质保留的影响
( ( 流动相中加入有机溶剂能够抑制蛋白质与固定
相之间的疏水性相互作用，从而减小蛋白质的保留

时间或洗脱体积。人们常用这一规律表征固定相表

面的疏水性。图 + ?4 和 J 分别是 # 种蛋白质在流动
相中不加异丙醇和加入 #9 异丙醇时的分离图。由
图 + 可以看出，流动相中添加异丙醇与否对蛋白质
的保留时间几乎没有影响。这表明该 !"# 仅具有
弱的疏水性，对蛋白质的保留贡献已很小，这也进一

步说明此填料的化学改性方法是合理的。

! $ ’" 789 柱的吸附容量
( ( 色谱柱性能的优劣主要取决于色谱柱对生物样
品的活性回收率、分离性能及其柱容量。离子交换

色谱中柱容量的大小与固定相基质的结构及比表面
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图 !" 流动相中不同种类的盐对蛋白质保留时间的影响
!"#$ !" %&&’() *& )+’ ,-)./’ *& 0"&&’/’,) 1-2)1 *, )+’ /’)’,)"*, *& )+’ 3/*)’",1

!" #!$%；&" #’#$%；(" )$%"

*+(,-. ./, 0!.12, 34 5!%.5，!%% (/236!.372!-/8( (3098.8305 !2, ./, 5!6, !5 80 :87" $ "
;23.,805：% " 53%<,0. & =>3；’ " .2>-58037,0；$ " ?#!5,@A；#，( " $>.@$；! " B>5"

图 #" 流动相中有机溶剂的加入对蛋白质保留时间的影响
!"#$ #" 4,&2.’,(’ *& */#-,"( 1*25’,) ", )+’ 6*7"2’ 3+-1’

*, 3/*)’", ’2.)"*,
" " !" C8./31. 853-23-!03% !99,9；&" (D 853-23-!03% !99,9
80 &3./ 53%1.8305 A !09 E"
" " F./,2 (3098.8305 !09 -,!G5 !2, ./, 5!6, !5 80 :87" $ "

积的大小、配基的结构及交换基团的密度、色谱条件

及分离对象等因素有关。若单位体积的填料中交换

基团多，对蛋白质的吸附点就多，柱容量就大。将一

定量的 B>5 溶于磷酸盐缓冲溶液中，精确称取一定
量的 H$I 填料浸泡于该溶菌酶溶液中，振摇 %’ /，
离心分离除去填料，上清液经紫外分光光度计测定

其吸光度，与标准蛋白质的吸光度对比，得出其静态

吸附容量。$ 次平行测定该 H$I 填料对 B>5 的静
态吸附容量平均值为 %)* # 67 J 7。
$ $ %" 鸡蛋清中溶菌酶的分离及纯化
" " 鸡蛋中鸡蛋清占总质量的 (+D，其中有大约
%,D - %’D 的水。鸡蛋清中的蛋白质主要有卵清
蛋白、卵蛋白、球蛋白和伴清蛋白，它们分别占了

(#D，%%D，%,D，%$D，而溶菌酶大约占 $* (D。B,<8@
530 等［%(］利用 H/!.6!0 K*.’ 型阴离子纤维素大
量分离了鸡蛋清中的卵清蛋白，并取得了较好的分

离效果。

" " 本文采用自制的 H$I 柱（%, (6 / ,* #! (6
8* 9* ）在 ! 680 内对鸡蛋清中的 B>5 进行快速分离
纯化。图 ) 为采用 H$I 柱对鸡蛋清中 B>5 的一步
分离纯化图。由于 B>5 的 -! 值为 %%* %，在该实验条
件下，其净电荷为正，所以在阳离子交换色谱柱上会

保留；而卵蛋白、卵清蛋白、球蛋白和伴清蛋白的 -!
值分别为 #* ,，#* !，(* ( - (* +，!* !，在该实验条件
下，它们的净电荷为负，因此在 H$I 柱上不保留；
于是鸡蛋清中的 B>5 与其他杂蛋白质得到了分离。
经进一步测定得到，分离纯化后的 B>5 的纯度达到
了 .! " ’D（相对标准偏差（?LK）为 %$ " .(D（ " 0
#）），比活为 )% %+# M J 67。

图 &" 鸡蛋清中溶菌酶的快速分离纯化
!"#$ &" 8+/*6-)*#/-6 &*/ &-1) 3./"&"(-)"*, *&

291*:96’ &/*6 ’## ;+")’
" " *+(,-. ./, %80,!2 72!98,0. 80 ( 680 !09 4%3C 2!., 34 63&8%,
-/!5, &,807 $ " , 6B J 680，3./,2 (3098.8305 !2, ./, 5!6, !5 80
:87" $ "
" " !B>5"

’" 结论

" " 本文采用分散聚合法制备种子和“一步种子溶
胀聚合法”制备了多孔单分散的 ;$=L@KNE微球，以其

为基质，经化学方法改性后得到了一种亲水性良好
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的高效弱阳离子交换色谱填料。该填料有以下几个

优点：（#）与硅胶基质的填料［#$］相比，适用于宽的
!" 值范围，并具有高的柱负载；（!）与 #$%&’() 和
(*(’+,$ 基质的填料［#%］相比，具有强的化学和机械
稳定性；（ "）与以 -./012 为基质的 345 柱填
料［#&］相比，稳定性好，亲水性强，蛋白质的活性回收

率高。该 345 柱用于鸡蛋清中溶菌酶的快速分离
及纯化，取得了较好的效果。
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过网上在线方式投稿。投稿后的作者可通过用户名、口令或输入稿件名称、作者姓名实时查询稿件在

编辑部的最新处理状态。审稿专家可通过输入姓名、口令在线提交评审意见。
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