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(57)摘要

本案涉及磁性聚合物微球为基质的金属螯

合亲和层析介质，以包裹有四氧化三铁磁球的聚

合物复合微球作为内核，其中聚合物由海藻酸

钠、聚丙烯酰胺、硅酸组成；该内核表面交联壳寡

糖和纤维素，壳寡糖和纤维素与烯丙基缩水甘油

醚键合，烯丙基缩水甘油醚与配基相连，配基用

于络合金属离子；本发明所制备的金属螯合亲和

层析介质能够重复使用多次，机械性能强，可以

分别络合不同的金属离子，使用寿命更长，分离

目标蛋白质效率高。
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1.一种以磁性聚合物微球为基质的金属螯合亲和层析介质，其特征在于，以包裹有四

氧化三铁磁球的聚合物复合微球作为内核，所述四氧化三铁磁球的表面被氨基修饰；所述

内核表面交联壳寡糖和纤维素；所述壳寡糖和纤维素与烯丙基缩水甘油醚键合；所述烯丙

基缩水甘油醚与配基相连；所述配基络合金属离子；其中，所述聚合物由海藻酸钠、聚丙烯

酰胺、硅酸组成，质量分数为：海藻酸钠70～75wt％；聚丙烯酰胺20～25wt％；硅酸5～

10wt％。

2.根据权利要求1所述的金属螯合亲和层析介质，其特征在于，所述四氧化三铁磁球与

聚合物的质量比为1∶10～12。

3.根据权利要求1所述的金属螯合亲和层析介质，其特征在于，所述壳寡糖与纤维素的

质量比为2∶1～1.2。

4.根据权利要求1所述的金属螯合亲和层析介质，其特征在于，所述四氧化三铁磁球的

粒径为0.5～1μm。

5.根据权利要求1所述的金属螯合亲和层析介质，其特征在于，所述包裹有四氧化三铁

磁球的聚合物复合微球的粒径在30～100μm。

6.根据权利要求1所述的金属螯合亲和层析介质，其特征在于，所述配基为亚氨基二乙

酸、三羟甲基乙二胺、次氨基三乙酸中的一种。

7.根据权利要求1所述的金属螯合亲和层析介质，其特征在于，所述金属离子为Ni2+、

Cu2+、Zn2+、Co2+中的一种。
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一种以磁性聚合物微球为基质的金属螯合亲和层析介质

技术领域

[0001] 本发明涉及一种层析介质，具体涉及一种以磁性聚合物微球为基质的金属螯合亲

和层析介质。

背景技术

[0002] 蛋白质作为最重要的生物大分子之一，是一切生命活动的主要体现者和物质基

础，对蛋白质结构及其生物学功能的精确研究必须建立在获得高纯度目标蛋白的基础上，

蛋白质分离纯化是用生物工程下游技术从混合物当中分离纯化出所需要的目标蛋白质的

方法，是当代生物产业中的核心技术之一。

[0003] 蛋白质分离纯化的依据通常包括：利用溶解度差别、分子大小差别、表面电荷差

别、亲疏水特性差别、特异生物学亲和性差别等。其中固定化金属螯合亲和层析法对目标蛋

白具有很高的选择特异性、相对较低的经济成本和温和的洗脱条件，在重组蛋白质的纯化

中具有明显的优势。固定化金属螯合亲和层析法是建立在目标蛋白与金属离子的亲和性的

基础上进行的，现有的以琼脂糖凝胶为基质的金属螯合亲和层析介质中金属离子含量较

低，不适合高通量的分离蛋白，同时介质机械强度较低，价格昂贵，重复使用次数有限，寿命

较短。

发明内容

[0004] 针对现有技术的不足之处，本发明的目的在于提供一种以磁性聚合物微球为基质

的金属螯合亲和层析介质。

[0005] 本发明的技术方案概述如下：

[0006] 以包裹有四氧化三铁磁球的聚合物复合微球作为内核，内核表面交联壳寡糖和纤

维素，壳寡糖和纤维素与烯丙基缩水甘油醚键合，烯丙基缩水甘油醚与配基相连，配基络合

金属离子；

[0007] 优选的是，所述聚合物由海藻酸钠、聚丙烯酰胺、硅酸组成。

[0008] 优选的是，所述聚合物中海藻酸钠、聚丙烯酰胺、硅酸三种组分的质量分数为：

[0009] 海藻酸钠             70～75wt％；

[0010] 聚丙烯酰胺           20～25wt％；

[0011] 硅酸                 5～10wt％。

[0012] 优选的是，所述四氧化三铁磁球与聚合物的质量比为1∶10～12。

[0013] 优选的是，所述壳寡糖与纤维素的质量比为2∶1～1.2。

[0014] 优选的是，所述四氧化三铁磁球的粒径为0.5～1μm，所述四氧化三铁磁球的表面

被氨基修饰。

[0015] 优选的是，所述包裹有四氧化三铁磁球的聚合物复合微球的粒径在30～100μm。

[0016] 优选的是，所述配基为亚氨基二乙酸、三羟甲基乙二胺、次氨基三乙酸中的一种。

[0017] 优选的是，所述金属离子为Ni2+、Cu2+、Zn2+、Co2+中的一种。
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[0018] 本发明的有益效果是：本案所制备的金属螯合亲和层析介质以包裹有四氧化三铁

磁球的聚合物复合微球作为基质内核，该内核具有磁性，当重复利用亲和层析介质而需要

络合另外一种金属离子时，在弱碱性溶液冲洗下并施加一定磁场即可洗脱已络合的金属离

子，避免使用强碱或者高浓度盐溶液对层析介质进行洗脱，减少对配基和内核的损耗，延长

了层析介质的使用寿命。

[0019] 包裹四氧化三铁磁球的聚合物由海藻酸钠、聚丙烯酰胺、硅酸三种成分组成，其中

海藻酸钠富含羧基呈电负性，能够与表面修饰氨基的四氧化三铁磁球实现很好的交联，加

入特定比例的聚丙烯酰胺和硅酸可以促使复合微球通过聚合、融合、固化达到亲和层析介

质内核所要求的尺寸30～100μm；壳寡糖具有良好的生物相容性，而且具有氨基、羟基等活

性基团，键合配基量多，有助于提高分离效率，纤维素溶胀性弱，通过与壳寡糖混合后附着

于微球表面，有助于维持亲和层析介质的内核形态；本发明所制备的金属螯合亲和层析介

质能够重复多次使用并且络合不同的金属离子，使用寿命更长，分离目标蛋白质效率高。

具体实施方式

[0020] 下面结合实施例对本发明做进一步的详细说明，以令本领域技术人员参照说明书

文字能够据以实施。发明提供了一种以磁性聚合物微球为基质的金属螯合亲和层析介质，

通过下述实施例以及对比例具体阐述。

[0021] 实施例1

[0022] 制备过程如下：

[0023] (1)将18g海藻酸钠、5g聚丙烯酰胺、2g硅酸溶解到200mLpH为3的稀盐酸溶液，在室

温条件下充分搅拌以形成混合溶液A；将2.5g粒径为0.5～1μm的四氧化三铁磁球加入20mL

去离子水中，在室温下剧烈搅拌以形成悬浮液B；

[0024] (2)在搅拌的条件下，将悬浮液B缓慢加入混合溶液A中，然后剧烈搅拌15～20分钟

得到混合溶液C；将混合溶液C缓慢搅拌并升温至80～90℃保持1.5～2小时，然后超声分散，

得到分散体，分再离心除去大颗粒沉淀；

[0025] (3)将分散体加入注射器中，并将注射器固定在注射泵上，在注射器针头上加5kV

的静电，然后以200mL/h的速率将混合溶液挤入到0.1mol/L的NaOH溶液中即得到包裹有四

氧化三铁磁球的聚合物复合微球；

[0026] (4)将步骤(3)所得复合微球加入含有10g壳寡糖、5g纤维素的50mLpH为6的稀盐酸

中，在40～45℃下搅拌2～2.5小时，过滤，用去离子水冲洗并干燥，得到表面交联壳寡糖和

纤维素的微球内核；

[0027] (5)将步骤(4)所得的微球置于100mL浓度为到0.2mol/L的NaOH溶液中，同时加入

5g烯丙基缩水甘油醚和2.5g硫酸钠，在45～50℃下搅拌8小时，反应结束后过滤并且真空干

燥；

[0028] (6)向步骤(5)所得微球中加入5g次氨基三乙酸、50mL乙醇和2g氢氧化钠，在55～

60℃下搅拌反应6～8h，反应结束后过滤除去溶剂，洗涤干燥；

[0029] (7)将步骤(6)所得微球浸泡于1mol/L的醋酸镍溶液，用醋酸调节溶液pH为4～

4.5，在40℃下搅拌12小时，过滤并洗涤三次得到目标产品。

[0030] 实施例2
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[0031] 制备过程如下：

[0032] 将实施例1的步骤(7)中醋酸镍溶液用相同浓度的醋酸铜溶液代替，其余操作过程

与实施例1相同。

[0033] 对比例1

[0034] 制备过程如下：

[0035] (1)将粒径在30～100μm的琼脂糖凝胶微球加入含有10g壳寡糖、5g纤维素的

50mLpH为6的稀盐酸中，在40～45℃下搅拌2～2.5小时，过滤，用去离子水冲洗并干燥，得到

表面交联壳寡糖和纤维素的微球内核；

[0036] (2)将步骤(1)所得的微球置于100mL浓度为到0.2mol/L的NaOH溶液中，同时加入

5g烯丙基缩水甘油醚和2.5g硫酸钠，在45～50℃下搅拌8小时，反应结束后过滤并且真空干

燥；

[0037] (3)向步骤(1)所得微球中加入5g次氨基三乙酸、50mL乙醇和2g氢氧化钠，在55～

60℃下搅拌反应6～8h，反应结束后过滤除去溶剂，洗涤干燥；

[0038] (4)将步骤(3)所得微球浸泡于1mol/L的醋酸镍溶液，用醋酸调节溶液pH为4～

4.5，在40℃下搅拌2小时，过滤并洗涤三次得到目标产品。

[0039] 对比例2

[0040] 制备过程如下：

[0041] 将实施例1的步骤(1)中制备混合溶液A所用18g海藻酸钠、5g聚丙烯酰胺、2g硅酸

以25g海藻酸钠代替，其余制备过程与实施例1相同。

[0042] 对比例3

[0043] 制备过程如下：

[0044] 将实施例1的步骤(1)中制备混合溶液A所用18g海藻酸钠、5g聚丙烯酰胺、2g硅酸

以18g海藻酸钠、7g聚丙烯酰胺替代，其余制备过程与实施例1相同。

[0045] 对比例4

[0046] 制备过程如下：

[0047] 将实施例1的步骤(1)中制备混合溶液A所用18g海藻酸钠、5g聚丙烯酰胺、2g硅酸

以23g海藻酸钠、2g硅酸替代，其余制备过程与实施例1相同。

[0048] 对比例5

[0049] 制备过程如下：

[0050] 省略实施例1的步骤(4)，即在微球内核上不交联壳寡糖和纤维素，将步骤(3)所得

包裹有四氧化三铁磁球的聚合物复合微球直接进行步骤(5)键合烯丙基缩水甘油醚的操

作，其余制备过程与实施例1相同。

[0051] 对比例6

[0052] 制备过程如下：

[0053] 将实施例1步骤(4)中的10g壳寡糖、5g纤维素仅用15g壳寡糖代替，其余制备过程

与实施例1相同。

[0054] 为了测试实施例1～2以及对比例1～6所制备的金属螯合亲和层析介质的性能，以

带有6个连续组氨酸标签的重组蛋白A作为目标蛋白进行亲和层析实验，记录各亲和层析介

质对目标蛋白的固载量。在第一次层析亲和层析实验结束后，对分别通过下述两种方法清
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洗并重新螯合不同的金属离子。

[0055] 方法一：第一次层析实验结束后用3个柱体积的0.05mol/L氢氧化钠和0.01mol/L

氯化钠混合溶液冲淋，同时沿层析柱柱长方向施加1000～1500Gs的磁场，随后用2个柱体积

的平衡液平衡。对由实施例1和对比例1～6亲和介质所制备的层析柱，用5个柱体积的1mol/

L醋酸铜溶液缓慢冲淋，再用2个柱体积的平衡液平衡，收集冲淋液和平衡液，检测其中铜离

子浓度，铜离子浓度越低说明亲和层析柱重新螯合铜离子量越多。对实施例2用醋酸镍进行

该步测试。记录经层析柱螯合后溶液中金属离子浓度。

[0056] 方法二：第一次层析实验结束后用3个柱体积的0.5mol/L氢氧化钠和0.15mol/L氯

化钠混合溶液冲淋，随后用5个柱体积的平衡液平衡。对由实施例1和对比例1～6亲和介质

所制备的层析柱，用5个柱体积的1mol/L醋酸铜溶液缓慢冲淋，并用2个柱体积的平衡液平

衡，收集冲淋液和平衡液，检测其中铜离子浓度，铜离子浓度越低说明亲和层析柱重新螯合

铜离子量越多。对实施例2用醋酸镍进行该步测试。记录经层析柱螯合后溶液中金属离子浓

度。

[0057] 表1分别记录了各实施例和对比例的目标蛋白固载量，以及第二次螯合金属离子

后冲淋液与平衡液中金属离子的浓度。首先分析各层析介质对目标蛋白质的固载量，实施

例2的层析介质以铜离子对带有6个连续组氨酸标签的重组蛋白A进行螯合，铜离子对该目

标蛋白的螯合效果比镍离子要差，因此实施例2的目标蛋白固载量较低；实施例1与对比例2

～4对目标蛋白的固载量的差异来自于聚合物中成分，对比例2中聚合物仅有海藻酸钠组

成，不含有聚丙酰胺和硅酸，会导致复合微球内核稳定性较差，机械强度低，在一定柱压下

容易变形，从而致使对目标蛋白固载量较少，实施例1与对比例3～4的固载量表明当聚丙酰

胺和硅酸同时存在时，可以增强亲和层析介质的机械强度，进而使磁性聚合物复合微球有

较大的固载量和分离效率；由实施例1与对比例5～6的固载量可以发现，内核表面交联壳寡

素和纤维素能够丰富内核表面基团，从而较多的络合金属离子进行目标蛋白的固载。

[0058] 然后分析表1第三列和第四列的数据，即经层析柱螯合后淋洗液与平衡液中金属

离子浓度。对实施例1而言，采用方法一和方法二最终所得淋洗液和平衡液中金属离子浓度

相差无几，而方法二中淋洗液中碱浓度是方法一中碱浓度的10倍，盐浓度是方法一中盐浓

度的15倍，这说明若将层析柱洗脱到能重新螯合相同量的金属离子，方法二需要高浓度的

盐和碱溶液，众所周知，高浓度的碱和盐会严重破坏亲和层析柱基质的结构，减少其使用寿

命；对比例1中以琼脂糖凝胶作为内核，没有包裹磁性微球，对磁场不存在感应，因此采用方

法一时并不能很好的洗脱原来络合的金属离子，表现在以弱碱弱盐溶液洗脱后，再以相同

浓度金属离子溶液淋洗层析柱，淋洗液和平衡液中金属离子浓度大，即层析柱所络合的金

属离子量就较少，当用方法二时，采用高的盐和碱浓度溶液可以很好的洗脱原先络合的金

属离子，以从新吸附较多的金属离子，通过实施例1和对比例2可以证明，本发明采用带有磁

性的聚合物复合微球能够实现在磁场条件下，以较低的碱和盐浓度清洗金属螯合亲和层析

介质。

[0059] 表1
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[0060]

[0061] 尽管本发明的实施方案已公开如上，但其并不仅仅限于说明书和实施方式中所列

运用，它完全可以被适用于各种适合本发明的领域，对于熟悉本领域的人员而言，可容易地

实现另外的修改，因此在不背离权利要求及等同范围所限定的一般概念下，本发明并不限

于特定的细节。
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