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摘要: 本文介绍了近年来生物和化工领域在开发具有高吸脱附 低返混性能 能直接处理含颗

粒料液 连续操作 易放大和建造等特性的色谱工艺技术 尤其是柱色谱工艺技术方面的发展

情况 以及这些工艺技术在制备和工业规模上的应用 并对各类色谱新工艺技术在使用中的优

缺点进行了讨论  
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1 引   言 

 

色谱是从混合物中分离组分的重要方法之一 色谱技术甚至能够分离物化性能差别很小的化合物

当混合物各组成部分的化学或物理性质十分接近 而其它分离技术很难或根本无法应用时 色谱技术愈

加显示出其实际有效的优越性 如在消旋体处理等许多方面 所要求的产品纯度标准只有使用色谱技术

才能达到 因而在医药 生物和精细化工工业中发展色谱技术 进行大规模纯物质分离提取的重要性日

益增加  

在生物 化工生产过程中 为迎接产品成本 质量标准方面的商业竞争及环境保护压力的挑战[1]

必须进行色谱生产过程放大和操作最佳化方面的探索 在实验室工艺的放大和色谱技术的改进中 目前

很大一部分生物和化工工程研究工作至力于探索特别适合于大规模连续操作的具有高吸脱附 低返混性

能 直接处理含颗粒料液 易放大和建造等特性的特殊色谱新技术 并已开发出许多具备以上各类特性

的不同色谱新技术 以适合不同的生产工艺需求[2]  

 

2 不同特性色谱技术的发展 

 

2.1 高吸脱附效能 

高分离特性是衡量色谱技术能力的主要标志 它主要由吸附剂的性能所决定 而具有高吸脱附效能

的色谱工艺技术 可使吸附剂充分发挥吸脱附分离性能 在提高色谱分离能力上起重要作用  

填充柱色谱具有极好的吸脱附效能 由于其分辨率高 结合容量大 成本低 放大快速简便 成为
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工业分离提纯中最有效的色谱技术 在现有色谱分离工艺中 70%以上应用柱色谱技术[3]  

 

2.2 处理固体能力 

但填充柱色谱不适合于处理含颗粒的料液成分 因为固体料将在床的孔隙内滞留 这将增大液料通

过床柱时的压力降 造成滞留固体物在床入口处附近的堵塞 同时导致非刚性吸附剂的变形和压缩 因

此而造成压力降的增加将变得无法接受[4]  

然而 在生物工程中处理的大多数发酵液 分解细胞均质液中都含有悬浮固体 传统操作中使用离

心和过滤从发酵液和蛋白质均质液中预先除去固体 澄清的料液再进入填充色谱床中[5] 但澄清操作花费

时间 增加开支 且每一步操作都有产品损失 由于一般发酵液中产物的浓度都很低 (抗生素: 1~3%; 酵

母: 2~5%; 酶: 0.2~0.5%; 氨基酸: 10%; 蛋白: 1%; 有机酸: 4~11%) 过滤操作的损失很大 如浓度最高的柠

檬酸 (浓度为 10~13%) 的过滤损失为 7~10% 一些浓度非常低的产品 过滤损失可达 50%以上  

因此 发展可直接处理含固体颗粒液料的色谱工艺是色谱技术在工业领域中应用的一个重要方面

为此而开发出的搅拌釜 流化床 重复循环色谱等各种工艺技术都具有直接处理含固体颗粒液料的能力  

搅拌釜使用间歇操作方式 吸附剂直接加入到搅拌桶里的料液中[6] 流化床主要用于从含细胞的发

酵液中回收抗生素[7-8] 它们都可以用于较大规模的提取其它低分子量化合物[9]  

但传统的流化床与填充床相比吸附性能较差 弥补这一缺陷的方法是将液料重复循环通过床柱以获

得高吸/脱附率[10,11] 典型的重复循环色谱工艺如图 1 所示 只要收集的组分没有达到标准 洗脱液将连

续从出口循环进入柱入口 使制备柱在高浓度下的非线性吸附等温线范围内的超负载区域内工作[12]

Bailly 和 Tondeur[13]提出了不同的重复循环操作方法: 超负荷洗脱模式 中间混合区域重复循环进料 第

二段尾端重复循环进料以及后两种方法相结合 重复循环色谱工艺可减少溶剂消耗 获得高浓度产品

增加生产力 因此比通常的洗脱色谱更具经济吸引力[14]  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

2.3 低返混特性 

色谱柱 尤其是大口径工业规模柱内部的流体返混是严重影响柱分离效能的主要因素 也是色谱技

术由分析发展到制备及工业应用的一个主要阻碍  

图 1 重复循环色谱 
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  上述色谱技术都存在柱设备内部的严重返混现象 流化床的一个主要缺点是固体颗粒和流动相两者

都存在严重的混杂 因此其行为就如具有较少理论塔板数的柱[15] 在液体和固定相内部和两相之间存在

的混合现象使吸附性能变坏 生产力降低 而搅拌釜在分离操作过程中更是只能起一块单元理论塔板作

用 而在工业生产柱中更因液体流速 粘度和床空隙度的增大 使轴向扩散稳定性恶化而降低了设备能

力和生产率  

    有许多方法用于减轻流化床中吸附颗粒的混合现象 以降低柱床中的返混 增加吸附处理效率 其

中包括加入档板 将床分成数段的流化板柱[23] 使用在液体和吸附相中都只有少量混合的活塞流动形式

非柱色谱的高效膜吸附工艺技术及吸收膨胀床或磁稳定技术于色谱工艺中   

在流化板柱中加入一些水平孔板以降低吸附剂的返混[16] 这样产生了一串充分混合的间隔 具有多

于一个的理论塔板数 总的返混情况比流化床好 该方法最适合于逆流进料 加入脉冲流往下运带吸附

剂颗粒的连续错流操作  

近几年报道了许多使用高效膜吸附器提纯蛋白质的制备色谱工艺 分离效能都较高[17] 在这类设备

中 使用改性微滤膜作为液相色谱的固定相支架 各类工业上使用的普通树脂和配基 (离子交换 亲和)

都可结合到膜的内表面 使在毛孔墙上吸附目标蛋白质 通过对流 流体可到达微孔结构的所有内表面

因此 原则上膜吸附器可避免扩散 (即返混) 问题  

磁稳定流化床技术是基于将亲和配基固定在预磁化的颗粒表层 并使用由此得到的亲和固定相或使

用预磁化的吸附颗粒 在均匀的外磁场中稳定流动紊乱 并由此分离和浓缩大分子 微生物和细胞[18-19]  

如图 2 所示的膨胀床技术 采用了向上流动物料的方式 允许柱中的吸附剂微粒从沉降态上升 增

加吸附剂颗粒之间的空隙 使细胞和细胞碎片能够通过而不堵塞床柱[20] 与通常的流化床相比 它的一

个重要特点是低返混[21] 这类技术已被应用于离子交换色谱 连续错流蛋白质色谱和带磁场的亲和反应

吸附中[22]  

 

2.4 连续操作性能 

填充床柱 搅拌釜 重复循环色谱 膨胀床 高效膜吸附色谱等技术的另一缺点是其本质上的间歇

操作 间歇色谱需用大量昂贵的固定相 消耗大量流动相 吸附剂不能有效利用 分离产物浓度很低

而目前极力推广应用的连续性色谱技术是经济型工艺流程 并可实现调节和控制自动化 使其操作强度

大大低于同等规模的间歇操作  

最近发展起来的连续性色谱技术主要是环型色谱 错流梯度色谱 (CGC) 和移动床 (MB) 色谱技术  

  环形色谱是使填充色谱可以进行连续操作的一种方法 如图 3 所示 在环形色谱系统中 吸附剂颗

粒填充在两个同心圆柱间的空隙内 当柱慢慢绕轴转动时 洗脱液和料液混合连续加到环形床上 系统

无需再生 因为进料液由洗脱液带着离开微粒床 而不使微粒床产生化学变化 因此系统是一个连续

稳定态生产过程[23] 但环形色谱不能处理含固体颗粒液料 同时它至今仍不能用于较大规模的生产  

被称为错流梯度色谱 (CGC) 的色谱聚焦技术是一种能从多种成分的进料液中分离和浓缩溶质的高

效连续操作装置 使用错流接触 根据溶质成分的特定性质  (带电荷数 密度 大小 疏水性等) 来大

规模分离和浓缩两性溶质 并很容易放大[24-25]  
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在图 4 所示的 CGC 聚焦系统中 各溶质在沿着柱长度的各自等电点处聚集并能作为纯组分排出

聚集机理图 在 pH>pI 的位置溶质带负电荷 在此区间内 溶质不吸附到带负电荷的树脂上 沿柱向上

移动 在 pH<pI 的位置溶质带正电荷 在此区间内 溶质吸附到带负电荷的树脂上 沿柱向下移动 在

pH=pI 的位置溶质电中和并聚积在此位置 因此各溶质成分会在分离系统中确定位置的很窄的区间内浓

缩[26] CGC 的主要缺点是必须采用固定相实际移动的操作方式 要求固定相具有很高的物理稳定性  

  连续循环移动床 (也称真实错流移动床 TMB) 内吸附剂的 固定 床相对流动液进行机械运动 原

料连续送入 分离组分在吸附柱不同位置连续输出 在柱内形成稳定的浓度曲线 具有处理量大 产品

纯度和产率高 易于自动控制的特点[27]  

 

2.5 放大与大规模生产 

尽管环型色谱 GGC TMB 具有连续操作的能力 但都存在设备放大上的困难 而 TMB 真实的连

续固体物与流体的错流移动 造成固体物的磨损和流体及固体的返混 因此 很难真正实现大规模生产

应用[28]  

最近发展起来的模拟移动床 (SMB) 工艺技术 解决了 TMB 存在的大规模生产应用问题 如图 5

所示 在 SMB 中 固 液两相交错流动是通过顺序开关进出料阀门来模拟实现的 从而在吸附剂的实际

固定床上获得了类似交错流动效应 无需真正传送固体物料[29] SMB的对流操作原理 使其具有设备结

构小 投资成本低 放大快速简便 产率高和生产能力强等特点[30]  

模拟移动床原理早在 30 年前就为环球石油产品公司 (UOP) 工业化 应用于建造每套 10 万吨规模

的从C8链烃混合物中分离对二甲苯的装置 并以很大规模成功地应用于一些工业部门 (从支链和环状烃

烯中分离直链烃 从玉米糖浆中分离果糖 有机酸 药品及同分异构化合物的提纯)[31-33]  

 

图 3 环型色谱 
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2.6 SMB 的发展 

但 SMB 的主要缺点是所得到的产品液的浓度低于进料液的浓度 而在生化工业中 几乎所有发酵液

中的产品浓度都很低 (0.1%~10%) 这给 SMB 技术在生化领域中的应用带来了困难 Ching和 Ruthven 曾

经开发了如图 6 所示的可获取高浓度产品的非等温操作 SMB 系统 在这个系统中 为了保证移动中的区

I 处于较高的温度而其他区处于低温 必须不断交替地对床柱进行加温 冷却 代价是系统复杂 成本增

高[34]  

本文作者为解决这一技术难题研究了一种使用

热再生树脂从发酵液中提纯柠檬酸的新工艺 此工艺

流程采用如图 7 所示的 SMB 新技术 所得产品液的

浓度比通常 SMB 技术高 3~4 倍 与通常的 SMB 色谱

分离工艺不同 在环型联接色谱柱系统中区 I (低温吸

附区) 和区 II (高温脱附区) 通过控制阀门隔离 吸脱

液不是在整个系统中 而仅仅在区 II 中流动 这样可

大大降低热消耗 1999 年末 我们以此技术建成的中

试装置由 18 根 0.30 m3柱组成 具有 400 吨/年的生产

能力 该工艺可大幅度缩短生产过程 产品收率提高

10%以上 生产成本降低 10%以上 同时可几乎完全

消除生产中的三废污染[35]  

    我国味精产量已跃居世界首位 但味精工业也是我国的污染大户之一 以 1999 年排放 1260 万吨高

浓度有机废母液计算 每年排放到环境中的氨基酸总量为 谷氨酸 14 万吨 丙氨酸 2.4 万吨 半胱氨酸

1.5 万吨 天冬氨酸 1.3 万吨 异亮氨酸 0.7 万吨 蛋氨酸 0.2 万吨 甘氨酸 0.16 万吨 苏氨酸 0.14 万吨

产生了极大的资源浪费和环境污染 如能将这些氨基酸分离提纯回收 将产生每年达十亿元左右的经济

图 7 柠檬酸分离 SMB 提纯系统 
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效益 同时对减少环境污染具有极大的社会效益 我们使用多树脂联用的模拟移动床排阻色谱分离技术

进行味精母液中杂氨基酸分离提纯研究已取得实验室成功  

目前 SMB技术在工业中的应用主要仍局限于二组分体系的分离 但Beste[36]等已开始采用如图 8 (a)

所示的 SMB 新工艺研究药品中不同异构体的三组分分离 作者在最近进行木糖 木糖醇 阿拉伯醇的三

组分分离的研究工作中 也发展了如图 8 (b) 和 (c) 所示的 SMB 新技术 可以在 SMB 系统中进行三组

分样品的同时分离和提纯  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

现在 许多研究工作还集中于 SMB 系统的建模和计算机模拟[37-38] 工作的目的是对某一给出的特定

分离任务 使用最少的 SMB 试验时间和次数 快速准确的找出最佳操作条件[39-40] 以指导设备放大和工

业化生产[41-43]  

多年来我们与德国同行共同合作探索具有高分离效能 易于放大和制造特性的大规模连续色谱新技

术 通过在发酵有机酸 氨基酸 药物和淀粉糖工业中开展的许多工作 开发出各类色谱生产新技术

以适合不同产品的生产需要  

 

3 小   结 

 

综上所述 各种色谱技术特性可归纳为表 1  

 

 

图 8 使用于木糖醇分离的三组分分离 SMB 

A 木糖  B 阿拉伯醇  C 木糖醇 
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表 1 各种色谱技术的特性 

种类 处理固体颗粒能力 吸附效能 脱附效能 返混 放大 连续操作 生产规模 

填充柱 不能 好 好 轻微 容易 不能 大 

搅拌釜 能 差 差 完全 容易 不能 大 

环形色谱 不能 好 一般 无 困难 能 小 

流化床 能 差 一般 完全 一般 能 一般 

重复循环色谱 能 好 好 完全 困难 不能 小 

流化板柱 能  一般 好 严重 一般 能 一般 

磁稳定 能  一般 好 轻微 困难 不能 小 

膨胀床 能 好 好 严重 一般 不能 一般 

真实移动床 不能 好 好 轻微 困难 能 一般 

模拟移动床 不能 好 好 轻微 容易 能 大 

膜吸附色谱 能  一般 差 无 困难 不能 小 

梯度错流色谱 能  一般 差 轻微 容易 能 一般 

 

色谱技术在制备和工业规模上的发展仍处于相对早期 从表中可看出每种色谱技术都具有不同的优

缺点和特性 因而发展能直接处理含固体物料 吸脱附性能高 能进行大规模生产等综合特性的连续操

作色谱技术一直是人们期望的  

各种色谱技术的相互贯通 再加上合适的吸附剂 设备及与其它技术的结合 将使该技术在生化工

业中以降低成本 简化操作而产生广泛的吸引力 其中 SMB 技术的发展最引人注目 将成为色谱技术在

大规模工业生产上应用的一个主要发展方向  
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Abstract: In this paper the recent developments of chromatographic techniques which focus on 

characteristics of the ability of continuous operation, high adsorption and desorption efficiency, 

large product-scale, the probability of operation with particulate, lower back-mixing, easily to 

scale-up and set-up , and their applications in the pilot- and industry-scale are reviewed. The 

advantages and problems encountered in the use of these chromatographic techniques for the 

recovery and purification are also discussed.  
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