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  摘 要:
 

为了提高现有蛋白纯化用纤维素微球的传质速率及吸附效率,将环氧季铵盐(2,
 

3-Epoxy-propel-
trimethyl

 

ammonium
 

chloride,
 

EPTAC)接枝到纤维素分子骨架上,采用乳液自组装法制备季铵化纤维素多孔微球

(Quaternized
 

cellulose
 

porous
 

microspheres,
 

QCPM);以QCPM为填料搭建动态吸附装置,以牛血清白蛋白(Bovine
 

serum
 

albumin,
 

BSA)为目标蛋白,分析填料高度、进液速度和进液质量浓度对QCPM动态吸附性能的影响,并通过

响应面法分析填料高度、进液速度和进液质量浓度三因素对平衡吸附量的影响。结果表明:所制备的QCPM兼具互

连多级孔结构与丰富的活性位点,比表面积高达242.76
 

m2/g,可促进蛋白质的快速传质,并提高分离效率;在动态

蛋白吸附过程中,增加填料高度和进液质量浓度,降低进液流速,均有助于提高QCPM对BSA的吸附能力,最大吸

附量为50.38
 

mg/g,其动态吸附行为符合Yoon-Nelson和 Modified
 

dose
 

response模型,为均匀表面的单分子层吸

附;填料高度与进液速度对平衡吸附量的影响呈显著主效应,其作用强度优于进液质量浓度对平衡吸附量的影响,
三因素间的交互作用以填料高度与进液质量浓度为主。该研究以纤维素为基质,通过乳化法制备QCPM,解决了传

质受限与吸附效率低的难题,为蛋白质分离纯化领域提供了理论依据与实践指导。
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Abstract:
  

To
 

improve
 

the
 

mass
 

transfer
 

rate
 

and
 

adsorption
 

efficiency
 

of
 

existing
 

cellulose
 

microspheres
 

for
 

protein
 

purification,
 

2,
 

3-Epoxy-propel-trimethyl
 

ammonium
 

chloride
 

(EPTAC)
 

was
 

grafted
 

onto
 

the
 

cellulose
 

molecular
 

skeleton,
 

and
 

quaternized
 

cellulose
 

porous
 

microspheres
 

(QCPM)
 

were
 

prepared
 

by
 

lotion
 

self-assembly
 

method.
 

A
 

dynamic
 

adsorption
 

device
 

was
 

constructed
 

using
 

QCPM
 

as
 

the
 

packing
 

material,
 

with
 

bovine
 

serum
 

albumin
 

(BSA)
 

as
 

the
 

target
 

protein.
 

The
 

effects
 

of
 

packing
 

height,
 

intake
 

flow
 

velocity
 

and
 

liquid
 

inlet
 

mass
 

concentration
 

on
 

the
 

dynamic
 

adsorption
 

performance
 

of
 

QCPM
 

were
 

analyzed,
 

and
 

the
 

effects
 

of
 

the
 

three
 

factors
 

on
 

the
 

equilibrium
 

adsorption
 

capacity
 

were
 

analyzed
 

using
 

response
 

surface
 

methodology.
 

The
 

results
 

showed
 

that
 

the
 

prepared
 

QCPM
 

has
 

both
 

an
 

interconnected
 

multi-level
 

pore
 

structure
 

and
 

abundant
 

active
 

sites,
 

with
 

a
 

specific
 

surface
 

area
 

of
 

up
 

to
 

242.76
 

m2/g.
 

It
 

can
 

promote
 

rapid
 

mass
 

transfer
 

of
 

proteins
 

and
 

improve
 

separation
 

efficiency.
 

In
 

the
 



dynamic
 

protein
 

adsorption
 

process,
 

increasing
 

the
 

packing
 

height
 

and
 

liquid
 

inlet
 

mass
 

concentration,
 

and
 

reducing
 

the
 

intake
 

flow
 

velocity
 

can
 

enhance
 

the
 

adsorption
 

capacity
 

of
 

QCPM
 

for
 

BSA,
 

with
 

a
 

maximum
 

adsorption
 

capacity
 

of
 

50.38
 

mg/g.
 

Its
 

dynamic
 

adsorption
 

behavior
 

conforms
 

to
 

the
 

Yoon-Nelson
 

and
 

modified
 

dose
 

response
 

models,
 

and
 

is
 

monolayer
 

adsorption
 

on
 

a
 

uniform
 

surface.
 

The
 

influence
 

of
 

packing
 

height
 

and
 

intake
 

flow
 

velocity
 

exhibits
 

significant
 

main
 

effects
 

on
 

equilibrium
 

adsorption
 

capacity,
 

with
 

their
 

influence
 

being
 

more
 

pronounced
 

than
 

that
 

of
 

the
 

liquid
 

inlet
 

mass
 

concentration.
 

The
 

interaction
 

between
 

the
 

three
 

factors
 

is
 

mainly
 

based
 

on
 

packing
 

height
 

and
 

liquid
 

inlet
 

mass
 

concentration.
 

This
 

study
 

used
 

cellulose
 

as
 

the
 

matrix
 

and
 

prepared
 

QCPM
 

by
 

emulsification
 

method,
 

addressing
 

the
 

challenges
 

of
 

limited
 

mass
 

transfer
 

and
 

low
 

adsorption
 

efficiency,
 

and
 

providing
 

theoretical
 

basis
 

and
 

practical
 

guidance
 

for
 

protein
 

separation
 

and
 

purification.
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0 引 言

  随着全球生物医药产业的快速发展,蛋白质

类生物药品凭借其高靶向性、低毒副作用和卓越

疗效等优势正成为生物医药市场规模持续扩张

的驱动力。以胰岛素[1]、干扰素[2]和单克隆抗

体[3]为代表的治疗性蛋白作为蛋白类药品的核

心成分,通常需要通过基因工程、细胞培养或发

酵工程获得初始表达产物;而这些产物往往混有

宿主细胞蛋白、核酸、内毒素和培养基成分等杂

质[4],须借助蛋白纯化技术实现目标蛋白的分

离、富集与精制,才能满足药品安全性和有效性

的严格标准。
蛋白质纯化技术主要包括沉淀法、层析法及

电泳技术[5],其中层析法因其操作便捷性与高效

分离性,已成为下游加工中蛋白质分离的首选方

案。层析介质的选择对蛋白的分离性能至关重

要,天然多糖基层析介质因其优异的生物相容

性、非特异性吸附弱等备受关注,Lei等[6]采用醋

酸纤维素作为前驱体,采用乳液-蒸发诱导的相分

离以及脱乙酰化的方法制备了大孔纤维素微球,
并通过海藻酸钠进行化学改性,获得了阳离子吸

附剂;在进液质量浓度为250
 

mg/L及进液流速

为30
 

mL/h时,纤维素微球的动态吸附容量为

77.51
 

mg/g。Zhao等[7]通过化学交联方法制备

了具有高比表面积和一定机械强度的多孔纤维

素-琼脂糖微球,再利用Cu2+对其进行改性,获得

对牛血红蛋白具有优异亲和力的吸附剂;在牛血

红蛋白进液质量浓度为250
 

mg/L及进液流速为

30
 

mL/h时动态吸附容量为51.00
 

mg/g。但这类

分离介质往往需要通过调控制备工艺获得多孔结

构,再经后处理对其进行表面修饰赋予吸附能力,

该过程工艺繁琐,并且在后处理环节中易造成分

离介质微观结构破坏,在吸附过程中影响传质效

率,同步构筑具有多孔结构和高效吸附性能的蛋

白分离介质并用于动态蛋白吸附依然是一个持续

性挑战。
本文以高亲水性、生物相容性的微晶纤维素

(Microcrystalline
 

cellulose,
 

MCC)为基体,通过环氧季

铵盐(2,3-Epoxy-propel-trimethyl
 

ammonium
 

chloride,
 

EPTAC)开环反应将季铵基团接枝至纤维素分子链,
利用两亲性链段在油水界面的自组装行为,同步构建

具有贯通孔道结构的季铵化纤维素多孔微球

(Quaternized
 

cellulose
 

porous
 

microspheres,
 

QCPM);
利用红外光谱、X射线光电子能谱和N2吸附-脱附等

手段表征 QCPM 的理化性质;构建了一套基于

QCPM 的动态吸附系统,并选取牛血清白蛋白

(Bovine
 

serum
 

albumin,
 

BSA)作为目标蛋白,通过分

析调控填料高度(H)、进液速度(V)及进液质量浓度

(C0)对穿透曲线的影响,探索QCPM对BSA动态吸

附过程中的关键作用规律,并结合Yoon-Nelson(YN)
与Modified

 

dose
 

response(MDR)模型揭示吸附动力

学规律,以期为QCPM在工业级蛋白纯化中的应用

提供策略与技术支撑。

1 实验部分

1.1 试剂与仪器

  试剂:氢氧化钠(NaOH)、尿素(CH4N2O)、

2,
 

3-环氧丙基三甲基氯化铵(EPTAC)、液体石蜡、
Span-80、叔丁醇、氯化钠、牛血清白蛋白(BSA)、磷
酸氢二钠和磷酸二氢钠均购于上海麦克林生物化学

有限公司;微晶纤维素粉(MCC)(聚合度n为284,
粒径分布为56.8

 

μm,堆密度为0.33
 

g/mL)购于上

海源叶生物科技有限公司;盐酸(HCl)购于华东医
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药股份有限公司;无水乙醇购于杭州高晶精细化工

有限公司。所有试剂规格均为分析纯。
仪器:DF-101S集热式恒温加热磁力搅拌器(上

海力辰邦西仪器科技有限公司)、ME104E电子天平

(梅特勒-托利多精密仪器有限公司)、FE28型pH
计(上海梅特勒-托利多仪器有限公司)、SCIENTZ-
12N冷冻干燥机(宁波新芝生物科技股份有限公

司)、Milli-Q
 

Biocel纯水仪(美国 Millipore公司)、
Nicolet

 

5700傅里叶变换红外光谱仪(美国Termo
 

Electron公司)、K-AlphaX光电子能谱仪(美国

Thermo
 

Scientific)、3H-2000PS1比表面积分析仪

(北京贝士德仪器科技有限公司)、Vltra
 

55场发射

扫描电子显微镜(德国Carl
 

Zeiss公司)、U-3900液

体紫外测试仪(日本 HITACHI公司)和CL100W
流量型蠕动泵(保定迪朗电子科技有限公司)。

1.2 QCPM的制备

  QCPM合成路线如图1所示。将6.0
 

g纤维素

溶解于94.0
 

g预冷冻的NaOH、CH4N2O、H2O(质
量百分比为7%、12%、81%)溶液中,得到质量分数

为6%的纤维素溶液;在纤维素溶液中加入1.8
 

g的

EPTAC,在反应温度为75
 

℃、搅拌速度为500
 

r/
min下进行反应4

 

h,再将混合物滴入由40
 

mL液

体石蜡和1.6
 

g
 

Span-80组成的油相中,在30
 

℃和

500
 

r/min下搅拌2
 

h,获得 W/O悬浮乳液后再加

入0.5
 

mol/L
 

HCl进行固化;用体积分数20%乙醇

和纯水洗涤去除残留油相,并将样品浸泡在无水乙

醇中过夜;用叔丁醇进一步置换出无水乙醇,冷冻干

燥12
 

h得到季铵化纤维素多孔微球,标记为

QCPM。在相同的制备工艺下,制备未经季铵化改

性的纤维素微球作为对照,标记为MCM。

图1 QCPM合成路线

1.3 结构表征

  对样品 MCC和QCPM进行傅里叶变换红外

光谱和X射线光电子能谱分析,采用场发射扫描

电镜对 MCM和QCPM的微观形貌进行表征,并
通过 N2 吸附-脱附方法测定其比表面积与孔

隙率。
1.4 动态吸附性能研究

  为评估QCPM在实际分离场景中的性能,构建

了固定床装置开展动态吸附试验,装置示意图见

图2。具体操作如下:称取一定质量的QCPM(0.12~
0.18

 

g)装填至内径为8
 

mm、柱高为15
 

cm的玻璃

层析柱内,通过流量型蠕动泵驱动BSA溶液(进液

质量浓度0.2~0.8
 

mg/mL,磷酸盐缓冲液pH值

为6.0)以设定流速(0.3~0.7
 

mL/min)通过层析

柱;在预设时间节点采集流出液,并采用考马斯亮蓝

法利用紫外分光光度计于595
 

nm处测定BSA的浓

度变化,绘制穿透曲线,系统探究了3因素的作用

机制。

图2 动态吸附处理装置示意图

1.5 动态吸附模型的构建

  确定具有实际应用优势的装置参数须以穿透曲

线的基础动力学数据为基础。穿透曲线即流出液浓

度与进液质量浓度比值(Ct/C0)随时间(t,min)变
化的关系曲线,该曲线能够揭示动态吸附过程中填

料与目标蛋白间的传质机理及动力学特征[8]。
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穿透曲线的关键参数及其计算公式如下。运行

t时处理蛋白液量(W,mL)的计算公式:
W =Vt (1)

运行t时BSA总质量(Mm,mg)的计算公式为:
Mm=C0Vt (2)

运行t时的 QCPM 的吸附量(Qc,mg)的计算公

式为:

Qc=V∫
t=t

t=0
(C0-Ct)dt (3)

传质区高度(MTZ,cm)的计算公式为:

MTZ =H 1-
tb
ts  (4)

QCPM的BSA吸附量(Qe,mg/g)的计算公式为:

Qe=
Qs

M
(5)

其中:C0和Ct 分别为BSA的初始浓度和吸附后流

出液浓度,mg/mL;V 为BSA进液速度,mL/min;H
为QCPM填料的高度,cm;tb为穿透时间(Ct/C0=
10%),min;Qb 为穿透时间时QCPM对BSA的吸

附量,mg/g;t0.5 为Ct/C0=50%的时间,min;Q0.5

为 Ct/C0=50%时 QCPM 对 BSA 的 吸 附 量,
mg/g;ts为饱和时间(Ct/C0=80%),min;Qs为饱

和时间时QCPM对BSA的吸附量,mg/g。
YN模型是一个简单的突破模型,广泛用于预测

动态吸附中流出物浓度达到进水浓度一半的时间。
该模型假设每个分子吸附的下降速率与填料吸附量

和穿透率呈正相关[9]。YN模型的计算公式为:
Ct

C0
= 1
exp(kYN(τ-t))+1

(6)

其中:Ct 和C0 分别为BSA的流出物质量浓度和进

水质量浓度,mg/mL;τ表示50%吸附时间突破的

时间,min;kYN 为YN速率常数,min-1。
MDR模型是一种用于描述和预测吸附剂对目

标物质吸附行为的数学模型,该模型的特点是它比

其他模型能更好地匹配突破曲线,特别是在相对浓

度低或高时[10]。MDR模型的表达式为:
Ct

C0
=1- 1

C0Vt

Q0m
  

a

+1
(7)

其中:a是MDR模型的参数;m 是QCPM的质量,

g;Q0为模型拟合所得的平衡吸附量,mg/g。其他

符号的含义与前文一致。
1.6 响应面法试验设计

  使用响应面法对不同填料高度、进液速度、进液

质量浓度条件下的吸附效果进行分析,探究各因素

及交互作用对BSA吸附量的影响规律。效应面设

计(Box-behnken
 

design,BBD)是一种基于响应面

理论的试验方法,被广泛应用于多因素影响研究,
H、V 和C0为影响因素,分别用A、B和C表示,响
应值吸附量用Y表示,每个因素取3个水平,分别

采用编码值0、-1和1表示,试验因素及水平如

表1所示。
表1 试验因素及水平

因素
不同水平的试验因素掺量

-1 0 1
A 2 3 4
B 0.3 0.5 0.7
C 0.2 0.5 0.8

2 结果与讨论

2.1 QCPM的化学结构

  为了确认QCPM上季铵盐基团(≡N+)的改性

成功,对MCC、QCPM分别进行FTIR光谱的扫描,
结果如图3所示。由图3可以看出:MCC与QCPM
在3314、2903

 

cm-1和896
 

cm-1处的特征峰分别归

属于纤维素O-H、C-H和β-1,4-糖苷键的伸缩振

动峰[11];QCPM与MCC相比在1642
 

cm-1和1370
 

cm-1处新增的较强峰,属于≡N+的变角振动和烷

烃中甲基的变形振动[12];并且QCPM在993
 

cm-1

处出现的新峰,归属于EPTAC开环反应接枝引起

的C-O伸缩振动。所有结果均证明了EPTAC成

功接枝到了纤维素分子链上。
为了进一步证实了EPTAC的成功接枝,检测

了MCC及QCPM的高分辨率XPS光谱,结果图4
所示。图4表明:所有样品在C

 

1s光谱中均显示出

O-C-O、C-OH、C-C/C-H峰,在O
 

1s光谱中

则显示O-C、O-H峰[13];与 MCC相比,QCPM
的特征峰强度依次在284.8

 

eV(C-C/C-H)处增

强,并且QCPM在401.0
 

eV处出现了明显的≡N+

特征峰[14],这与FTIR结果一致;接枝了EPTAC的

QCPM,其 N元素含量比未接枝的 MCC增加了

4.31%(见表2)。上述结果表明了EPTAC已成功

接枝到纤维素上。
2.2 QCPM的结构表征

2.2.1 QCPM的微观形貌

  季铵化纤维素微球的微观结构对BSA吸附具

有重要影响,图5(a)—(d)为 MCM 和 QCPM 的

SEM谱图。图5(a)—(b)显示:MCM整体球形规
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图3 MCC、QCPM的FTIR谱图

图4 MCC和QCPM的XPS谱图
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整性较好,表面相对致密,这是纤维素分子链含大量

羟基,亲水性强,在水相中通过氢键形成分子间网

络,液滴内部黏度高,乳化时难以形成多孔前驱体,
固化后表面因分子紧密堆积而形成致密粗糙表面。
由图5(c)—(d)可以看出:QCPM表面具有丰富的

孔隙网络结构,这是具有季铵基官能团和疏水烷烃

链的EPTAC通过环氧开环反应接枝至亲水纤维素

分子链上[15],在乳化过程中,纤维素分子链上的疏

水烷烃链吸收了少量外部的油相,形成内部油通

道[16],经固化后油通道转化为孔洞,最终形成多孔

结构,相互连接的多孔结构将有助于蛋白质的快速

传质并提高分离效率。图5(e)—(f)表明:微球吸附

过程没有破坏球形形态和多孔结构,QCPM在吸附

性能方面表现较好的稳定性和可重复使用性。
表2 MCC与QCPM中C、N、O元素含量

样品
原子百分比/%

C N O
MCC 57.99 0.46 41.56
QCPM 68.45 4.77 26.78

2.2.2 QCPM的孔隙结构

  图6为MCM与QCPM的N2 吸附/解吸等温

线和孔径分布,MCM与QCPM呈典型Ⅳ型等温线

且均带有 H3型滞后环,表明了微球中介孔的存

在[17];相 应 的 孔 径 分 布 通 过 Barrett-Joyner-
Halenda模型拟合,与未加EPTAC的 MCM相比,
   

QCPM的比表面积为242.76
 

m2/g,MCM的比表

面积仅为3.62
 

m2/g,这与SEM 图像结果一致,
QCPM的孔隙率和孔体积分别达到了72.67%和

1.30
 

cm3/g,QCPM的互连多级孔结构和高比表面

积有助于蛋白质的快速质量传递,并且有利于提高

分离效率。

图5 MCM和QCPM的扫描电镜照片

图6 MCM和QCPM的N2吸附/解吸等温线与孔径分布图
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2.3 动态吸附性能

2.3.1 填料高度的影响

  填料高度数值变化直接决定吸附剂床层的饱和

吸附容量,对动态吸附性能具有重要影响。用于蛋白

吸附的微球填料进行柱实验常采用2~5
 

cm的填料

高度[18-19],通过搭建柱高分别为(2±0.5)、(3±0.5)
cm和(4±0.5)cm的蛋白处理装置开展实验。2~4

 

cm的填料高度覆盖了多数场景的安全区间,在此范

围内的高度便于手动填充,可减少填料堆积不均匀的

风险,并且蛋白液通过填料层的压力降适中,无需额

外高压设备,适配常规蠕动泵进行重力流操作。床层

高度对应的填料干重依次为0.12、0.15
 

g和0.18
 

g。

不同柱高条件下的动态吸附行为如图7所示,
相关数据计算结果见表3,相应柱高分别用H2、H3

及H4表示。图7显示:随着填料高度的增加,穿透

曲线斜率呈现梯度性降低趋势,且填料高度与tb和

ts均呈现显著的正相关关系,填料高度的增加同时

延长了溶液在床层内的停留时间,保证了传质过程

充分进行,吸附容量逐渐升高[20]。由表3可知,柱
高从2

 

cm 增至4
 

cm 时,tb 从7
 

min延长至15
 

min,ts则由17
 

min延长至31
 

min。这一现象主要

归因于床层高度的增加扩展了有效吸附面积,使得

单位体积吸附剂暴露的活性位点数量增加。因此,
后续实验的最佳填料高度参数设置4

 

cm。

图7 不同填料高度下QCPM的突破曲线图及吸附量与传质区的变化图

表3 不同填料高度下的动态吸附结果

填料高度 tb/min Qb/mg Wb/mL ts/min Qs/mg Ws/mL
H2 7 1.75 3.50 17 4.18 8.50
H3 11 2.75 5.50 23 5.67 11.50
H4 15 3.75 7.50 31 7.67 15.50

2.3.2 进液流速的影响

  进液流速作为动态吸附过程中的关键操作参

数,直接影响传质效率和接触反应时间。在进液流

速为0.3、0.5
 

mL/min和0.7
 

mL/min的条件下开

展对比实验,相应进液流速分别用V0.3、V0.5 及V0.7

表示,不同流速条件下的动态吸附行为如图8所示,
相关实验数据列于表4。从图8可以看出:进液流

速的增加引起穿透曲线斜率呈现梯度性递增趋势,
同时tb与ts均显著缩短,单位质量吸附剂的平衡吸

附量则从48.03
 

mg/g降至32.41
 

mg/g,这是当进

液流速过快时,BSA分子与QCPM活性吸附位点

的接触时间减小,部分未饱和的吸附位点无法与

BSA结合,造成吸附容量降低[18]。由表4可知,当
进液流速从0.3

 

mL/min提升至0.7
 

mL/min时,
穿透时间由30

 

min递减至10
 

min,饱和时间从58
 

min缩短至24
 

min。流速过低虽然能延长传质时间

并提升吸附容量,处理周期延长,因此,综合评估吸

附效率与操作经济性,确定0.5
 

mL/min为最佳进

液流速参数。
2.3.3 进液质量浓度的影响

  进液质量浓度是影响蛋白处理装置性能的另一

个重要因素。将干重为0.18
 

g的微球填装入柱,分
别将质量浓度0.2、0.5

 

mg/mL和0.8
 

mg/mL的

BSA溶液泵入装置,通过不同时间的BSA出水浓

度获得的穿透曲线,相应进液质量浓度分别用C0.2、
C0.5及C0.8 表示。穿透曲线如图9所示,相关数据

列于表5。图9表明:随着进液质量浓度的增加,曲
线的倾斜程度加大,动态吸附进程加快,饱和时间相

应减少;QCPM对BSA的平衡吸附量也随着BSA
初始浓度的增大而增大,从27.04

 

mg/g变为50.38
 

mg/g,传质区从1.96
 

cm增加到2.43
 

cm;从表5
可知,当BSA的初始浓度从0.2

 

mg/mL增加到
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0.8
 

mg/mL时,BSA的tb和ts分别从25
 

min变为

9
 

min,从49
 

min变为23
 

min,表明BSA蛋白分子

的扩散过程高度依赖进液质量浓度,其原因是进液

质量浓度较高,微球内外出现较高的传质驱动力和

较大的浓度梯度,使更多的BSA蛋白分子与微球上

的吸附位点结合[21]。

图8 不同进液流速下QCPM的突破曲线图及吸附量与传质区的变化图

表4 不同进液流速下的动态吸附结果

进液流速 tb/min Qb/mg Wb/mL ts/min Qs/mg Ws/mL
V0.3 30 4.50 9.00 58 8.65 17.40
V0.5 15 3.75 7.50 31 7.67 15.50
V0.7 10 3.50 7.00 24 8.28 16.80

图9 不同进液质量浓度下QCPM的突破曲线图及吸附量与传质区的变化图

表5 不同进液质量浓度下的动态吸附结果

进液质量浓度 tb/min Qb/mg Wb/mL ts/min Qs/mg Ws/mL
C0.2 25 3.75 12.50 49 4.87 24.50
C0.5 15 3.75 7.50 31 7.67 15.50
C0.8 9 3.60 4.50 23 9.07 11.50

2.4 动态吸附模型

2.4.1 YN模型拟合

  YN模型在本文中用于吸附柱50%穿透点的突

破时间预测与动力学分析。该模型通过非线性拟合

数据,拟合曲线如图10所示,拟合参数详见表6。
由图10和表6可以看出:所有实验参数下的拟合数

据R2均大于0.96,并且τ0.5 的理论值与实验测量

的t0.5较为接近,表明该模型能有效描述本实验的

动态吸附行为[22];随着填料高度的增加,吸附速率

常数kYN 从0.30
 

min-1递减至0.18
 

min-1,τ0.5 则

从13.51
 

min延长至24.64
 

min,这一现象可归因于

填料高度增加使得传质路径延长,使得BSA 与

QCPM活性位点的接触概率显著提升;当进液流速

或进液质量浓度增加时,kYN 呈现显著上升趋势,分
别增加至0.31

 

min-1和0.26
 

min-1,τ0.5 则相应缩

短至15.21
 

min和16.47
 

min,这可能归因于高流速

或高浓度条件下吸附剂床层快速达到饱和状态,τ0.5
出现降低。
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图10 YN模型拟合曲线

表6 YN模型拟合参数

实验组
本文数据

t0.5/min
拟合数据

kYN/min-1 τ0.5/min R2

H2 14 0.30 13.51 0.98
H3 18 0.24 19.03 0.97
H4 24 0.18 24.64 0.97
V0.3 40 0.12 42.01 0.98
V0.5 18 0.18 24.65 0.97
V0.7 16 0.31 15.21 0.96
C0.2 34 0.14 35.42 0.99
C0.5 18 0.18 24.65 0.97
C0.8 15 0.26 16.47 0.98

2.4.2 MDR模型拟合

  采用MDR对BSA在QCPM表面的吸附数据

进行非线性曲线拟合分析,结果如图11所示,相关

拟合参数见表7。从图11和表7可以看出:MDR
模型对实验数据的相关系数R2 均保持在0.98以

   

上,较 YN模型拟合精度提升约1.65%,这表明

MDR模型能更好地代表BSA在QCPM上的吸附

行为,说明该模型对蛋白处理装置中的适用性[23]。
拟合结果显示平衡吸附量值与填料高度呈现正相关

关系,这是更多的QCPM能将更多的BSA保留在

吸附剂上,使得吸附量升高。吸附量值随着进液流

速的增加而减小,这是因为流速增加,导致BSA与

吸附剂之间作用时间缩短。吸附量值随着进液质量

浓度的增加而增加,这是进液质量浓度的升高增大

了吸附的传质驱动力,随着吸附过程的持续,吸附剂

表面的活性位点将BSA快速捕捉,使得吸附量增

大。MDR模型通过拟合突破曲线特征参数,所得

结果与实验趋势一致,这表明本文成功揭示了不同

条件下吸附动力学行为,证实了QCPM在蛋白质纯

化中的应用潜力。

图11 MDR模型拟合结果

表7 MDR模型拟合参数

实验组
本文数据

Qe/(mg·g-1)
拟合数据

Q0/(mg·g-1) a R2

H2 34.85 26.99 3.52 0.99
H3 37.81 30.78 4.28 0.99
H4 42.62 33.14 4.24 0.99
V0.3 48.06 34.22 4.97 0.99
V0.5 42.62 33.16 4.17 0.99
V0.7 32.41 28.93 4.17 0.98
C0.2 27.04 19.16 4.97 0.99
C0.5 42.62 33.15 4.22 0.99
C0.8 50.38 35.39 3.86 0.99

2.4.3 响应面试验结果分析

  基于单因素实验的结果,开展了蛋白吸附

响应面 分 析,剖 析 了 各 因 素 间 的 交 互 作 用 对

BSA吸附过程的影响,响应面分析采用BBD设

计原理,按照该原理设计的实验方案及其结果

见表8。以平衡吸附量Qe作为关键响应值,构
建动 态 蛋 白 吸 附 影 响 因 素 回 归 方 程。利 用

Design-Expert软件实验数据进行拟合与分析,
结果如表9所示,所构建动态蛋白吸附影响因

素回归方程如下:
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Y=39.78+4.06A-8.6B-1.64C+1.01AB+
2.71AC-0.002BC-0.00777A2-
3.46B2-5.42C2。

由表8和表9可知:模型F为53.16,表示该模

型具有显著性,P<0.05表示模型项具有显著性,
回归模型合适无异常。P>0.01表示模型项不显

著,不显著的失拟项代表模型拟合符合预期;A、B
和C的P 均小于0.05,说明各因素对平衡吸附量

有显著影响,各因素对平衡吸附量的影响的显著性

并不相同,其中填料高度与进液流速的对吸附量的

影响大于进液质量浓度,不同因素的交互作用显著

性影响顺序从小到大为AC、AB和BC,AC的P<
0.05,AB和BC的P>0.05,说明各因素间交互作

用对平衡吸附量的影响主要以填料高度与进液质量

浓度为主。

表8 动态吸附影响因素BBD实验设计与结果

实验号
因素水平

A B C
Qe/

(mg·g-1)
1 1 -1 0 48.06
2 0 0 0 37.81
3 -1 0 1 25.55
4 0 -1 1 37.87
5 0 1 1 21.13
6 -1 -1 0 42.12
7 0 0 0 39.45
8 0 0 0 39.44
9 -1 1 0 22.41
10 1 0 1 39.26
11 -1 0 -1 34.73
12 0 0 0 39.45
13 0 1 -1 23.94
14 0 -1 -1 40.27
15 1 0 -1 37.60
16 1 1 0 32.41
17 0 0 0 42.77

表9 平衡吸附量响应面回归模型

来源 平方和 自由度 均方 F P 显著性

模型 963.56 9 107.06 53.16 <0.0001 显著

A:H 132.12 1 132.12 65.60 <0.0001
B:V 592.16 1 592.16 294.01 <0.0001
C:C0 21.53 1 21.53 10.69 0.0137
AB 4.09 1 4.09 2.03 0.1972
AC 29.36 1 29.36 14.58 0.0066
BC 0.00 1 0.00 7.94×10-6 0.9978
A2 0.03 1 0.03 0.01 0.9137
B2 50.32 1 50.32 24.98 0.0016
C2 123.79 1 123.79 61.46 0.0001
残差 14.10 7 2.01

失拟项 0.95 3 0.32 0.10 0.9579 不显著

纯误差 13.15 4 3.29
总和 977.66 16

图12 平衡吸附量响应曲面

  为了更直观地显示填料高度、进液流速和进液

质量浓度对平衡吸附量的影响规律,基于上述回归

模型绘制平衡吸附量的响应曲面,结果图12所示。

图12表明:响应3D曲面图由2个自变量组成,等
高线的形状及响应面坡度陡峭程度均能够看出两因

素间的交互作用强弱,等高图趋于圆形时,响应面坡
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度越缓[24],表示2因素的交互作用越不显著,反之

则表示越显著[25]。填料高度(A)和进液质量浓度

(C)的交互作用对平衡吸附量的影响极显著,进液

流速(B)和进液质量浓度(C)的交互作用对平衡吸

附量的影响最小。

3 结 论

  本文将含有氨基头部和疏水烷烃链的EPTAC
接枝到亲水纤维素骨架上,采用乳液自组装策略同

步构建具有多孔结构和丰富配体位点的QCPM,并
探究了QCPM对BSA的动态吸附性能,主要结论

如下:
a)

 

通过乳液自组装策略制备的QCPM拥有互

连多孔结构和242.76
 

m2/g的大比表面积。
b)

 

通过提升填料高度、增加进液质量浓度并降

低进液速度,可有效促进BSA吸附量的提高。当填

料高度为4
 

cm,进液质量浓度为0.8
 

mg/mL,进液流

速为0.5
 

mL/min时最大吸附量为50.38
 

mg/g。
c)

 

在QCPM上的动态吸附行为与YN模型及

MDR模型呈现良好拟合,吸附过程属于均匀表面

的单分子层吸附。
d)

 

响应面结果分析表明填料高度(A:H)与进

液流速(B:V)对平衡吸附量的影响呈显著主效应

(P<0.0001),其作用强度优于进液质量浓度(C:
C0)(P=0.0137);各因素交互作用显著性由小到大

的排序为AC、AB和BC,各因素间的交互作用对平

衡吸附量的影响主要为填料高度与进液质量浓度

为主。
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团队介绍
生物基纤维材料研究团队聚焦国家生物制造与“双碳”战略目标,攻关生物质固废资源增值转化及衍生化生物材料绿色

制备与规模化生产、可循环可降解生物基新产品成型加工与应用一体化中的基础理论与关键技术,重点开展蚕丝蛋白、纤维

素、木质素及其衍生化生物基新材料的可控制备、成型加工与工程化应用研究。刘琳,是中国化学会高级会员;目前主持包括

国家自然科学基金、浙江省“尖兵”科技计划在内省部级及以上项目7项,企业委托项目10余项;在国内外重要学术期刊已发

表SCI论文60余篇,授权国家发明专利30余件;获浙江省科学技术进步奖一等奖1项、浙江省自然科学奖二等奖1项等多项
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