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离子交换树脂法规模化生产乳源酪蛋白糖巨肽
及其对流感病毒的血凝抑制活性

LargeＧscaleproductionofmilksourceCGMPbyionexchangeresinmethod
anditshemagglutinationinhibitoryactivityagainstinfluenzavirus
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摘要:目的:优化规模化生产乳源酪蛋白糖巨肽(CGMP)

的工艺条件,并探讨其对流感病毒的血凝抑制能力.方

法:以阴离子交换树脂为分离介质,唾液酸含量为产品的

活性检测指标,分别从上样体积、上样流量、洗脱液浓度、

洗脱液体积和树脂使用周期５个工艺条件,在前期小试

和中试的基础上,考察从乳清粉中规模化生产 CGMP;同

时利用血球凝集抑制试验验证产品 CGMP对流感病毒的

抑制活性.结果:优化的CGMP产品技术路线为上样体积

３BV、上样 流 量 ０．８L/min、洗 脱 体 积 １BV、洗 脱 液 浓 度

０．６mol/L、树脂适宜使用周期４次.该工艺条件下处理乳

清粉溶液体积为１０８L(２１６０g)、树脂３６L,得到CGMP产

品２１．１８３g,得率为０．９８１g/１００g,产品纯度为８９．０３２％,

回收率为５１．９７２％,唾液酸含量为２１．５０３g/１００g,蛋白

CGMP产品对流感病毒 A(H１N１)和流感病毒 B的最低

抑制质量浓度分别为１．００００,１．２５００mg/mL.结论:利
用优化的技术路线生产获得 CGMP产品的纯度和唾液酸

含量均优于市售商品 CGMP,且对流感病毒有明显的抑

制作用.

关键词:酪蛋白糖巨肽;规模化生产;阴离子交换树脂;工

艺优化;唾液酸;流感病毒;血球凝集抑制

Abstract:Objective:Thisstudyaimedtooptimizetheprocess

conditionsforthelargeＧscaleproductionofmilkＧderivedcasein

glycomacropeptide (CGMP)andexploreitshemagglutination

inhibition(HI)abilityagainstinfluenzavirus．Methods:Using

anionexchangeresinastheseparation medium andsialicacid

contenttheactivitydetectionindexoftheproduct,basedonthe

preliminary small and mediumＧsized tests,the largeＧscale

productionofCGMPfrom wheypowderwasinvestigatedfrom

fiveprocessconditions:samplevolume,loadingflow,eluent

concentration, eluent volume, and resin service cycle．

Meanwhile,ahemagglutinationinhibitiontestwasusedtoverify

theinhibitoryactivityoftheproductCGMPagainsttheinfluenza

virus．Results:TheoptimizedtechnicalrouteofCGMPproductisas

follows:loadingvolume３BV,loadingflow ０．８ L/min,elution

volume１BV,eluentconcentration０．６mol/L,andsuitableusecycle

ofresin４times．Undertheseconditions,thevolumeofwheypowder

solutionwas１０８L(２１６０g)andtheresinwas３６L,and２１．１８３g

ofCGMPproductwasobtained,withayieldof０．９８１g/１００g,

theproductpurityof８９．０３２％,therecoveryrateof５１．９７２％and

thesialicacidcontentof２１．５０３g/１００g．Theminimuminhibitory

concentrationofCGMPproductsoninfluenzavirusA (H１N１)

andinfluenzavirusBis１．００００and１．２５００mg/mL,respectively．

Conclusion:ThepurityandsialicacidcontentofCGMPproducedby

theoptimizedtechnicalroutewerebetterthanthoseofcommercial

CGMP,andhadanobviousinhibitoryeffectontheinfluenzavirus．

Keywords:casein glycomacropeptide;scale production;anion

exchangeresin;optimizedprocess;sialicacid;influenzavirus;

hemagglutinationinhibition(HI)

作为 一 种 生 物 活 性 肽,酪 蛋 白 糖 巨 肽 (casein

glycomacropeptide,CGMP)在市场上的开发度远未达到

公众的期望值.目前关于CGMP分离纯化工艺的研究已

见报道[１－３],但国内外有关具有规模化生产 CGMP的研

究报道甚少,生产规模也十分有限.面对 CGMP的多种

生物活性不断地被发现,人们对CGMP的需求日益增多,
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寻找一种适合规模化生产CGMP的工艺路线则成为亟待

解决的问题.当前主要采用酶交联法、层析法、沉淀法、

超滤法和双水相法等制备 CGMP,其中沉淀法[４]和酶交

联法操作方便,但规模生产存在问题,且纯度较低,产物

为生物活性尚不明确的交联物[５];双水相法在工业化生

产过程中会对水资源造成一定的浪费,并且所得到的

CGMP在纯度上也低[６];超滤法在加工过程中稀释乳清

也需消耗大量的水和能量[７].

乳源CGMP中的唾液酸在流感病毒感染过程中充当

竞争者的角色,它同人细胞表面的唾液酸受体竞争与流

感病毒结合,从而间接抑制了人细胞同流感病毒的结合.

如果CGMP失去唾液酸则不能抑制红细胞凝集[８],同时

失去预防流感病毒感染的功效[９－１０].Wang等[１１]使用血

清素—磁性颗粒偶联物从牛乳中分离唾液酸糖蛋白,也
证实分离的蛋白质具有抑制甲型流感病毒(IAV)模拟物

附着于 MDCK细胞的能力,当唾液酸部分被破坏时,抑

制作用消失.乳清中含有作为CGMP特征指示物的唾液

酸,其中约有８０％聚集在甜乳清中的 CGMP上[１２],因此

获得高含量的唾液酸是CGMP生产的关键指标之一.

研究拟在前期小试和中试的基础上,采用阴离子交

换树脂为介质,唾液酸含量作为 CGMP分离纯化的活性

指标,乳清粉为原料,从上样体积、上样流量、洗脱液浓

度、洗脱液体积以及树脂使用周期５个工艺指标考察规

模化生产CGMP的效果(唾液酸含量、纯度、得率等),以
获得适合工业规模生产且保持较高水平的产品纯度和唾

液酸含量的CGMP工艺条件;同时,验证 CGMP对流感

病毒的抑制作用,以期为利用乳源活性物质预防流感病

毒提供理论支持.

１　材料与方法

１．１　材料与试剂

流感病毒 A/天津河西/SWL１８１/２０１４(H１)、流感病

毒B/天津河西/１２８１/２０１４:天津市疾病预防控制中心;

MDCK细胞株:狗肾细胞,北京协和医院;

商品CGMP:新西兰 TatuaDairyCoＧoperative公司;

CGMP标准品、αＧ乳白蛋白、βＧ乳球蛋白、牛血清白蛋

白:美国Sigma公司;

乙腈:色谱纯,天津华生源科技有限公司;

脱盐乳清粉:芬兰维利奥有限公司;

强碱性苯乙烯系阴离子交换树脂:天津南开和成科

技有限公司;

唾液酸测定试剂盒:南京建成生物工程研究所.

１．２　仪器与设备

紫外可见分光光度计:UVＧ７５２型,上海欣茂仪器有

限公司;

阴离子交换树脂:２０１×４型,天津南开和成科技有限

公司;

有机玻璃交换柱:２０cm×１７０cm 型,保定天佑水处

理设备有限公司;

高效液相色谱仪:２０１０c系列,日本岛津公司;

高速冷冻离心机:５８１０R型,德国Eppendorf公司.

１．３　试验方法

１．３．１　乳清粉溶液配制及预处理　称取一定量(根据每

批次用量而定)的乳清粉,溶解于０．０２mol/L的乙酸钠溶

液中,配制质量浓度为１００mg/mL的乳清粉溶液;用冰

乙酸调至pH５．１,静置过夜沉淀杂蛋白,虹吸法吸取上清

液,下层混浊液１７００r/min离心２５min取上清液,与之

前收集到的上清液混合.

１．３．２　树脂转型处理　参照文献[１３].

１．３．３　洗脱液收集时间的确定　将经过除杂预处理后的

乳清粉溶液调成质量浓度为０．０２g/mL、pH 为３．９,上交

换柱子并控制流量０．８L/min,待样品全部进入交换柱中

后加入１倍树脂体积(１BV)的乙酸钠缓冲液对树脂进行

洗涤,清洗完成后通入不同浓度的 NaCl溶液对吸附到树

脂上的CGMP进行洗脱,在有效时间段内收集洗脱液进

行检测.在洗脱液通过树脂约１/３处时开始收集流出

液,以２L为一桶共收集２４桶即４８L,分别测定各桶收

集液的蛋白质质量浓度、唾液酸质量浓度以及 CGMP纯

度,从而确定收集洗脱液的时间范围.

１．３．４　动态阴离子交换法规模化制备 CGMP工艺条件

优化　在确定适宜的洗脱液收集时间段后,以 CGMP产

品的得率、纯度、蛋白质含量和唾液酸含量等为指标,进

行单因素试验.固定上样流量０．８L/min,洗脱液浓度

０．６mol/L,洗脱液体积１BV,上样体积３BV,上柱、收集、

洗脱、测定,考察上样体积(２BV,３BV,４BV)、上样流量

(０．５,０．８,１．０L/min)、洗脱液浓度(０．４,０．６,０．８mol/L)、

洗脱液体积(１．０BV,１．５BV,２．０BV)对制备 CGMP效果的

影响.

取５次不同批次分离制备CGMP的离子交换树脂离

心后烘干,测定交换容量(按 GB/T５７６０—１９８６执行)和

含水量(按 GB/T５７５９—２０００执行).

１．３．５　CGMP收集液的超滤、冷冻及干燥　先用自来水

正反冲洗截留相对分子质量为６０００的超滤膜１５min,再

用蒸馏水冲洗２０ min,采用空气泵排除残留水３ min.

CGMP收集液在０．０６MPa的条件下脱盐超滤至原液体

积的１/８,脱盐超滤后的 CGMP用蒸馏水洗涤几次,置

－２０℃冰箱完全冻结,之后进行真空冷冻干燥(冷阱温度

－４０℃,真空度３０Pa).

１．３．６　CGMP制备过程中各指标的检测方法

(１)CGMP含量:采用高效液相色谱仪测定,检测条

件见文献[１３].其中线性关系试验:配制质量浓度为
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１．５mg/mL的CGMP纯品溶液后,依次吸取５,１０,１５,２０μL
进样分析,根据测定的峰面积作CGMP的线性关系曲线.

(２)唾液酸含量:按唾液酸测定试剂盒检测.
(３)CGMP纯度:采用 OD２８０nm/OD２１０nm 的值粗略估

算待测样品中CGMP的纯度,该值越小则表示 CGMP越

纯,精确CGMP纯度计算方法参照文献[１４].
(４)蛋白质含量:参照文献[１５].

１．３．７　制备CGMP最佳工艺条件验证　根据１．３．４试验

结果建立一条可生产高纯度、高唾液酸含量的 CGMP产

品的工艺路线,处理乳清粉溶液体积１０８L、树脂３６L,检
测此工艺条件下制备的 CGMP产品的得率、纯度、回收

率、唾液酸含量.

１．３．８　 制备 CGMP 产品对流感病毒的血球凝集抑制

(hemagglutinationinhibition,HI)试验　该部分检验和研

究工作与天津市疾病预防控制中心合作实施完成.
(１)流感病毒活力测定:病毒活力的检测采用血凝试

验来表示其效价.将流感病毒 A接种于 MDCK细胞上,

于孵化箱内孵化７２h后收获,收集细胞液,测定血凝.具

体方法:分别在１０个孔加入０．０５mL生理盐水(０．９％),

然后将０．０５mL细胞液加入第１孔(病毒稀释度为１∶
２),反复抽动然后吸出０．０５mL加入第２孔(病毒稀释度

为１∶４),以此类推,直到将第９孔稀释完成后从中吸出

０．０５mL细胞液弃去,其中将第１０孔的红血球作为对照,

即不加细胞液.表１为各孔(１~１０)的病毒稀释度.

表１　流感病毒稀释度

Table１　Thedilutabilityofinfluenzavirus

孔号　 １ ２ ３ ４ ５ ６ ７ ８ ９ １０

稀释度 １∶２ １∶４ １∶８ １∶１６ １∶３２ １∶６４ １∶１２８ １∶２５６ １∶５１２ 空白对照

　　按照从右到左的顺序向各孔中加入０．０５mL的１％
人 O型血红细胞悬液,振荡后静置２０min以观察红细胞

的形态.当全部红细胞都出现凝集现象并且呈网状平铺

于孔底部,即为１００％凝集,记为(＋＋＋＋);当红细胞虽

然均匀地在孔底分布,但出现了卷边现象,则为不完全凝

集,记为(＋＋＋);在红细胞四周形成环形沉积或者中心

出现凝集,记为(＋＋),不凝集的红细胞以小团的形态位

于板底且边缘呈光滑状态,以(－)表示.

同样方法测定流感病毒B的活力.
(２)流 感 病 毒 A 的 血 凝 抑 制 试 验:分 别 将 商 品

CGMP(０．０１１６g)、方 法 １．３．５ 制 备 的 CGMP 产 品 １
(０．０１２０g)和CGMP产品２(０．０２７６g)配制质量浓度为

１０．００００mg/mL的溶液,其中,CGMP产品１中 CGMP
纯度高于CGMP产品２,CGMP产品２中唾液酸含量高

于CGMP产品１,并从１０１~１０－５ mg/mL 范围内倍比稀

释成６个质量浓度梯度,然后将病毒溶液配制成４倍血

凝效价浓度,在９６孔 U 型板做３列,每孔２５μL不同质

量浓度CGMP和２５μL４倍血凝效价浓度的病毒溶液,

混匀后在室温条件下孵育３０min,同时做回滴试验;再加

入５０μL１％人 O型血红细胞溶液,混匀,５０~６０min观

察结果,以(＋)和(－)表示血凝抑制试验的结果.
(３)流 感 病 毒 B 的 血 凝 抑 制 试 验:分 别 将 商 品

CGMP、CGMP产品１以及 CGMP产品２均配制成质量

浓度为 １０．００００ mg/mL 的 溶 液,并 依 次 倍 比 稀 释 成

１０．００００~０．３１２５mg/mL的６个质量浓度,按照１．３．８
(２)中的方法检测其对流感病毒B的血凝抑制作用.

１．３．９　统计学分析　使用SPSS１６．０统计软件对数据进

行分析,结果以均值±标准差(x±S)表示.

２　结果与分析

２．１　高效液相色谱法检测CGMP含量

CGMP纯品的色谱图如图１所示,CGMP的保留时

间为１７．３４１min.由于 CGMP相对分子质量(７０００)较
小,能够进入分离介质的孔状结构中,所以与其他乳清蛋

白相比出峰晚、保留时间长.

图１　CGMP标准品的色谱图

Figure１　ChromatogramofCGMPstandard

product(２０５nm)

　　将不同浓度的 CGMP溶液进样检测峰面积,并以进

样量为横坐标、峰面积为纵坐标作 CGMP线性关系曲线

如图２所示,得到回归方程y＝８０１２１７x－５８３３３,R２＝

０．９９９９,结果表明CGMP进样量在５~２０μg范围内线性

关系良好.

２．２　洗脱液收集时间的确定

按照１．３．３所述方法以及前期的工作基础[１３],通过收

集体积,确定洗脱液收集时间范围.由表２可知,各时间

段收集的洗脱液中的蛋白质质量浓度在前期逐渐升高,
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图２　标准品 CGMP的线性关系曲线

Figure２　LinearrelationshipcurveofstandardCGMP

且在第６L时达到最高１．５７９mg/mL,而后随着时间的

延长逐渐降低;从唾液酸的质量浓度变化分析可知,从第

２L开始到第８L,唾液酸质量浓度逐渐增加,且收集体积

在第８L时达到最高值２４５．２mg/L,随后逐渐降低,在第

４８L时收集到的洗脱液中唾液酸质量浓度比较低,为

２１mg/L.从 OD２８０nm/OD２１０nm的数值上可以看出,其比

值均＜０．０５０,说明收集的洗脱液中 CGMP的纯度较高,

为有效的收集段.综合分析,确定在第６~１２L时间段内

收集流出液,获得CGMP产品的水平可达到高唾液酸含

量和理想的纯度要求.

２．３　规模化制备CGMP工艺条件优化

２．３．１　上样体积对分离制备CGMP效果的影响　由表３
可知,随着上样体积的增加,所得CGMP样品的纯度也在

不断升高,尽管上样体积为４BV时的纯度最高,但是其纯

度与上样体积为３BV 时的差别不大,说明研究确定的分

离介质和设定的上样体积能够制备高纯度的 CGMP产

品.由图３可知,蛋白质和唾液酸质量浓度均高于对照

表２　CGMP洗脱液中蛋白质质量浓度、唾液酸质量浓度、OD值以及 OD２８０nm/OD２１０nm值结果†

Table２　TheOD２８０nm/OD２１０nmvalues,protein,sialicacidmassconcentrationofCGMPeluents
werecollectedateachtimeperiod

收集体积/

L

蛋白质

OD值

蛋白质质量浓度/

(mgmL－１)
唾液酸 OD值

唾液酸质量浓度/

(mgL－１)
OD２８０nm/OD２１０nm

２ ０．０２７±０．００２ ０．４１２±０．０１５ ０．０１７±０．００１ ５０．９７３±１．４８８ ０．０５０±０．００２

４ ０．０５６±０．００３ ０．９９６±０．００５ ０．０３５±０．００２ １０５．１２０±０．７９３ ０．０４２±０．００２

６ ０．０８５±０．００４ １．５７９±０．００２ ０．０４４±０．００２ １３２．１１３±０．４５０ ０．０２８±０．００１

８ ０．０８３±０．００２ １．５３９±０．０２２ ０．０７５±０．００２ ２４５．２１７±０．３３５ ０．０１２±０．００１

１０ ０．０７４±０．００１ １．３５８±０．００４ ０．０７３±０．００４ ２１９．２１７±０．４５４ ０．０１０±０．００２

１２ ０．０７１±０．００１ １．３９８±０．００１ ０．０６４±０．００４ ２４２．８１７±０．２９３ ０．００９±０．００１

１４ ０．０５３±０．００１ ０．９３６±０．００２ ０．０６１±０．００１ ２３９．７２０±０．２８９ ０．００８±０．００１

１６ ０．０２９±０．００１ ０．４５３±０．００４ ０．０４７±０．００１ １７５．４１７±０．２１９ ０．００８±０．００２

１８ ０．０２１±０．００１ ０．２９２±０．００１ ０．０２９±０．００２ １０２．９１３±０．０７８ ０．００９±０．００１

２０ ０．０１８±０．００１ ０．２３１±０．００４ ０．０２３±０．００２ ８０．５１３±０．３２７ ０．０１１±０．００４

２２ ０．０１８±０．００２ ０．２３１±０．００５ ０．０２１±０．００４ ６３．１１３±０．２４９ ０．０１１±０．００３

２４ ０．０１７±０．００２ ０．３２４±０．００２ ０．０１８±０．００２ ５４．１２３±０．１６０ ０．０１０±０．００４

２６ ０．０１５±０．００１ ０．１７１±０．００２ ０．０１７±０．００２ ５１．５０３±０．２６１ ０．０１０±０．００７

２８ ０．０１６±０．００３ ０．１９１±０．００４ ０．０１６±０．００３ ４７．９９７±０．１４６ ０．０１１±０．００２

３０ ０．０１４±０．００２ ０．１５１±０．００２ ０．０１６±０．００４ ４８．０４３±０．１５３ ０．０１３±０．００２

３２ ０．０１３±０．００２ ０．１３１±０．００１ ０．０１５±０．００４ ４５．０１７±０．５７０ ０．０１２±０．００２

３４ ０．０１５±０．００２ ０．１７１±０．００２ ０．０１３±０．００２ ３９．０１３±０．２４１ ０．０１３±０．００４

３６ ０．０１３±０．００３ ０．１３１±０．００１ ０．０１３±０．００５ ３９．００７±０．２８４ ０．０１８±０．００１

３８ ０．０１１±０．００２ ０．０９１±０．００１ ０．０１１±０．００１ ３３．０１３±０．２８１ ０．０１７±０．００２

４０ ０．０１１±０．００３ ０．０９１±０．００３ ０．０１０±０．００１ ３０．０１３±０．２４９ ０．０１９±０．００１

４２ ０．０１３±０．００１ ０．０７０±０．００２ ０．０１０±０．００４ ３０．０１７±０．４２６ ０．０２５±０．００２

４４ ０．００８±０．００２ ０．０３０±０．００２ ０．００９±０．００２ ２７．００６±０．６４０ ０．０３３±０．００３

４６ ０．００７±０．００２ ０．０１０±０．００２ ０．００９±０．００１ ２７．０１７±０．２８５ ０．０３２±０．００２

４８ ０．００７±０．００４ ０．０１０±０．００３ ０．００７±０．００１ ２１．００６±０．４３７ ０．０３５±０．００１

　　　　　　†　在上样体积１０８L,上样流量０．８L/min,洗脱液浓度０．６mol/L,洗脱液体积１BV的工艺条件下,按照

上述方法收集的洗脱液的各项指标的数据.

７９１

|Vol．４０,No．５ 汪清美等:离子交换树脂法规模化生产乳源酪蛋白糖巨肽及其对流感病毒的血凝抑制活性



组,且随着上样体积增加,蛋白质质量浓度与唾液酸质量

浓度逐渐提高,但变化不明显.为了获得良好的分离效

果,上样体积应保持在适当范围内,过大的上样体积可能

导致柱饱和,从而影响分离效果.

经高效 液 相 色 谱 法 检 测,得 到 图 ４.上 样 体 积 为

２BV,３BV,４BV 时 所 得 CGMP 产 品 的 峰 面 积 分 别 为

８５４２２７２,１０１５５８３６,１０３３３５３５,产品的保留时间分别

为１６．９１２,１７．３５４,１７．２８５min,分别计算出每１００g样品

中含有 CGMP 为 ０．５２６,０．６３６,０．６２０g.由表 ４ 可知,

CGMP的纯度和蛋白含量随上样体积的增大呈先升高后

下降的趋势,当上样体积为３BV 时所得的 CGMP得率、

回收率以及唾液酸含量最高,造成这一现象的原因可能

是离子交换树脂同 CGMP交换结合量逐渐趋于饱和,导
致其余含有CGMP的乳清粉溶液未得到有效结合就从树

脂间流出.综合分析,选用３BV 作为规模化分离纯化制

备CGMP的上样体积可达到较高的产量和收益.

２．３．２　上样流量对分离制备CGMP效果的影响　由表５
可知,CGMP 的纯度在上样流 量 为 ０．８L/min时 最 高

(９７．６６９％).上样流量０．８L/min与１L/min,CGMP的

纯度相差(０．８５３％)不明显;由图５可知,不同上样流量下

测定的蛋白质和唾液酸质量浓度均高于对照组,且上样

流量为０．８L/min时,蛋白质和唾液酸质量浓度均达到最

大.高效液相色谱法检测上样流量为０．６,０．８,１．０L/min
时制备的CGMP产品,不同上样流量条件下分离获得的

CGMP产品的保留时间为１７．２８９~１７．３５７min,分别计算

每１００g样品中含 CGMP为０．５３８,０．６２６,０．５９５g,即上

样流量０．８L/min时 ,每１００g样 品 中 所 得CGMP产 品

表３　上样体积对分离CGMP产品纯度的影响

Table３　Theinfluenceofloadingvolumeonthepurity
ofseparatedCGMPproducts

上样体积 OD２８０nm值 OD２１０nm值 CGMP纯度/％

２BV ０．０１２±０．００２ ０．３５８±０．００３ ９６．６５２±０．００５

３BV ０．０１５±０．００３ ０．５８９±０．００４ ９７．４５７±０．００４

４BV ０．０１７±０．００３ ０．７２３±０．００２ ９７．６４９±０．００５

对照组为上样体积３BV的条件下商品CGMP中蛋白质和唾液酸

质量浓度

图３　上样体积对 CGMP产品中蛋白质和唾液酸

质量浓度的影响

Figure３　Effectsofloadingvolumeonproteinandsialic
acidmassconcentrationofCGMPproducts

的量最高.

　　由表６可知,动态离子交换法规模化制备 CGMP产

品时,上样流量０．８L/min时分离获得 CGMP产品的纯

度、蛋白质和唾液酸含量最高.从产量和收益的角度分

图４　上样体积为２BV、３BV、４BV时得到的 CGMP色谱图

Figure４　CGMPchromatogramwithsamplevolumeof２BV,３BV,４BV (２０５nm)

表４　上样体积对分离CGMP效果影响的综合分析结果

Table４　ResultsofcomprehensiveanalysisofisolatedCGMPproductsbythechangeofloadingvolume

上样体积
CGMP纯度

(占蛋白质)/％

唾液酸含量/

(１０－２gg－１蛋白)

蛋白质含量/

％

CGMP回收率/

％

得率/

(１０－２gg－１乳清粉)

２BV ７４．２１０±０．４８８ １２．８９１±０．１９５ ７０．８７４±０．４２２ ４２．９６２±０．９６２ ０．７１７±０．０５０

３BV ８０．７２４±０．８３９ １５．３５９±０．４８１ ７８．７８５±０．９５５ ４６．７９５±０．５１７ ０．７８１±０．０２０

４BV ７９．７０６±０．２５９ １３．８３０±０．５４０ ７７．７８０±０．７７３ ３９．６８５±０．６７２ ０．６６３±０．０１１

８９１

开发应用DEVELOPMENT & APPLICATION 总第２７１期|２０２４年５月|



表５　上样流量对CGMP纯度的影响

Table５　Theinfluenceofloadingflowonthepurity
ofseparatedCGMPproducts

上样流量/

(Lmin－１)
OD２８０nm值 OD２１０nm值 CGMP纯度/％

０．５ ０．０１１±０．００５ ０．２３１±０．０５３ ９５．２４７±０．０２０

０．８ ０．０１５±０．００２ ０．５９０±０．０９０ ９７．６６９±０．００２

１．０ ０．０１３±０．００３ ０．４０８±０．０１１ ９６．８１６±０．００７

析,选用０．８L/min作为规模化分离制备 CGMP的最适

上样流量.

２．３．３　洗脱液浓度对 CGMP产品分离效果的影响　由

表７可知,洗脱液浓度为０．６mol/L时,所得 CGMP产品

的纯度达到最高(９７．３９０％),洗脱液浓度为０．８mol/L时

其纯度最低.结合表８推测,较高浓度的氯化钠洗脱液

对照组为上样流量０．８L/min的条件下商品 CGMP中蛋白质和

唾液酸质量浓度

图５　上样流量对 CGMP产品中蛋白质和唾液酸

质量浓度的影响

Figure５　Effectsofloadingflowonproteinandsialic
acidmassconcentrationofCGMPproducts

表６　上样流量对分离CGMP效果影响的综合分析结果

Table６　ThecomprehensiveanalysisresultsoftheeffectofloadingflowonCGMPseparation

上样流量/

(Lmin－１)
CGMP纯度

(占蛋白质)/％

唾液酸含量/

(１０－２gg－１蛋白)

蛋白质含量/

％

CGMP回收率/

％

得率/

(１０－２gg－１乳清粉)

０．５ ７５．１３９±０．９８５ １２．１９８±０．１７７ ７１．６１１±０．３７７ ４０．２３３±０．７１９ ０．６７２±０．０２６

０．８ ８０．４６０±１．０５５ １５．３１７±０．３４４ ７７．８０６±０．１４９ ４６．９７２±０．７４４ ０．７８３±０．０６７

１．０ ７８．７７６±０．２６６ １４．３３９±０．３０６ ７５．５２８±０．２９２ ４３．０５２±０．０９６ ０．７１９±０．０１４

表７　洗脱液浓度对CGMP产品纯度的影响

Table７　Theinfluenceofeluentconcentrationon
thepurityofCGMPproducts

洗脱液浓度/

(molL－１)
OD２８０nm值 OD２１０nm值 CGMP纯度/％

０．４ ０．０２１±０．０１９ ０．３９１±０．０２０ ９４．５９１±０．００７

０．６ ０．０１５±０．０１５ ０．５９１±０．０４４ ９７．３９０±０．００２

０．８ ０．０３５±０．００２ ０．４２２±０．０２１ ９１．６３８±０．００５

将会吸附在离子交换树脂上的其他杂蛋白洗脱下来.由

图６可知,洗脱液浓度为０．６mol/L时,唾液酸和蛋白质

质量浓度最高.由表８可知,洗脱液浓度为０．６mol/L时

CGMP中的唾液酸含量最高(１５．６４９g/１００g),说明唾液

酸含量与所吸附的蛋白含量存在相关性,即洗脱液的浓

度对唾液酸与蛋白结合的稳定性以及高品质的CGMP产

品的获得至关重要.

洗脱液浓度为 ０．４,０．６,０．８ mol/L 条件下制备 的

CGMP产品经高效液相色谱法检测,制备的 CGMP产品

的保留时间为１６．９１５~１７．３６１min,分别计算不同洗脱液

浓度下 每 １００g 样 品 中 CGMP 产 品 的 含 量 为 ０．５３６,

０．６３６,０．５８３g.由表８可知,洗脱液浓度在适宜的范围

内,才能获得高纯度和高唾液酸含量的 CGMP产品.综

上所述,选用０．６mol/L的洗脱液浓度有利于CGMP的

对照组为洗脱液浓度０．６mol/L的条件下商品 CGMP中蛋白质

和唾液酸质量浓度

图６　洗脱液浓度对 CGMP产品中蛋白质和

唾液酸质量浓度的影响

Figure６　Effectsofeluentconcentrationonproteinand
sialic acid mass concentration in
CGMPproducts

吸附和收集,从而获得高唾液酸含量的 CGMP 产品和

收益.

２．３．４　洗脱液体积对分离CGMP效果的影响　由图７和

表９可知,随着洗脱液体积的变化,所得CGMP产品的各

项指标均存在不同程度的变化.当洗脱液体积为１．０BV
时,其纯度最高(９７．５０８％),而洗脱液体积为１．５BV 和

２．０BV时,其纯度均约降低２％.当洗脱液体积为１．０BV
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表８　洗脱液浓度对分离CGMP效果影响的综合分析结果

Table８　ThecomprehensiveanalysisresultsofeluentconcentrationonseparationofCGMPproductswereobtained

洗脱液浓度/

(molL－１)
CGMP纯度

(占蛋白质)/％

唾液酸含量/

(１０－２gg－１蛋白)

蛋白质含量/

％

CGMP回收率/

％

得率/

(１０－２gg－１乳清粉)

０．４ ７６．８９９±１．４９０ １２．５７１±２．０７５ ６９．７４４±１．７６５ ３８．４１５±１．４５５ ０．６４２±０．０３８

０．６ ８０．４４９±２．１３０ １５．６４９±１．８３０ ７９．１４１±１．８０１ ４６．７５４±２．４１１ ０．７８１±０．０５５

０．８ ７４．９２２±２．１９２ １１．７０８±１．６９４ ７７．７７６±１．０７９ ４５．４１４±１．４４７ ０．７５８±０．０３３

时唾液酸质量浓度最高,达到高唾液酸含量生产 CGMP
的目的.高效液相色 谱 法 检 测 洗 脱 液 体 积 为 １．０BV,

１．５BV,２．０BV 条件下制备的 CGMP 产品,分别计算每

１００g样品中CGMP产品含量为０．６４０,０．６２６,０．６１４g.由

表１０可知,随着洗脱液体积增大,分离产品中CGMP的纯

度、蛋白质和唾液酸含量越来越低.综合分析,选用１BV
作为规模化分离纯化制备CGMP的最佳洗脱液体积.

表９　洗脱液体积对CGMP产品纯度的影响

Table９　Theinfluenceofeluentvolumeonthepurity
ofCGMPproducts

洗脱液体积 OD２８０nm值 OD２１０nm值 CGMP纯度/％

１．０BV ０．０１５±０．００３ ０．５９２±０．０２１ ９７．５０８±０．００３

１．５BV ０．０１６±０．００４ ０．３７６±０．００２ ９５．７７９±０．００９

２．０BV ０．０１７±０．００４ ０．３６７±０．００２ ９５．３７１±０．０１３

对照组为洗脱液体积１BV条件下商品CGMP中蛋白质和唾液酸

质量浓度

图７　洗脱液体积对 CGMP产品中蛋白质和

唾液酸质量浓度的影响

Figure７　Effectsofeluentvolumeonproteinandsialic
acidmassconcentrationinCGMPproducts

表１０　洗脱液体积对分离CGMP效果影响的综合分析结果

Table１０　ResultsofcomprehensiveanalysisofdifferenteluentvolumefortheresultingCGMPproducts

洗脱液体积
CGMP纯度

(占蛋白质)/％

唾液酸含量/

(１０－２gg－１蛋白)

蛋白质含量/

％

CGMP回收率/

％

得率/

(１０－２gg－１乳清粉)

１．０BV ８０．３５９±０．３３３ １５．７４８±０．４６０ ７９．６４３±０．９５１ ４７．７７１±０．０３４ ０．７８１±０．０８８

１．５BV ７９．４２５±０．４０７ １３．７０８±０．６９０ ７８．８１６±０．９３９ ４５．８８０±１．３８７ ０．７６６±０．０２４

２．０BV ７８．８８９±０．４７８ １２．７３５±０．４０９ ７７．８２７±０．２３５ ４５．０２５±０．２２４ ０．７５２±０．０６１

２．３．５　树脂使用周期测定　由表１１可知,不同批次的树

脂样品的含水量均在合格范围(５４％~６２％)内,且交换

容量随着批次的递增而逐渐下降,到第５批次时,树脂样

品的交换容量出现了明显下降,最后达到全交换容量的

５７．５％.在实际操作中一般离子交换树脂的再生交换容

量为全交换容量的７０％~９０％,显然第５批已经不合格.

造成这一现象的原因可能是样品中的杂蛋白未被完全洗

脱下来,使树脂受到了污染,影响了树脂的交换容量,导

致其工作能力下降,此时需要对树脂进行再生处理.在

生产中,原料乳清粉中含有较多的高分子肽或蛋白,这些

成分因尺寸较大而不能进入树脂的微孔中,因此在实际

生产中的交换容量会低于试验时测定的交换容量值,这

就需要在实际的生产设计时,依据生产经验和相关试验

数据对试验值进行修正.

综上所述,在规模化制备CGMP产品的工艺中,分离

介质进行４次生产后,需对树脂进行再生处理,从而保证

表１１　树脂使用批次对其含水量和交换容量的影响†

Table１１　Effectsofresinusebatchonits

exchangecapacity

树脂使

用批次
含水量/％

交换容量/

(mmolg－１)

再生交换容量/

全交换容量/％

１ ５８．２００±０．０９７ ３．７０２±０．０６５ ９２．５００±０．０１６

２ ５８．０３０±０．０９７ ３．５９７±０．０９７ ８９．９００±０．０１２

３ ５７．５９０±０．５７０ ３．４０４±０．０４９ ８５．０００±０．０９７

４ ５８．１２０±０．３１０ ３．０６３±０．０１５ ７６．６００±０．０３８

５ ５７．８４０±０．７７０ ２．２９９±０．２１０ ５７．５００±０．０５３

　†　全交换容量≥４mmol/g为优等品;再生交换容量/全交换

容量以全交换容量为４mmol/g计算.
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树脂良好的工作状态.

２．４　制备CGMP最佳工艺条件验证

选用３BV的上样体积、０．８L/min的上样流量、１BV
的洗脱液体积和０．６mol/L的洗脱液浓度,在第６~１２L
的时间段内收集CGMP流出液.用２１６０g乳清粉处理

溶液体积为１０８L、树脂３６L,检测此工艺条件下 CGMP

产量、纯度、唾液酸含量、得率和回收率,结果见表１２.在

此工艺条件下,制备的CGMP纯度、唾液酸含量明显高于

优化前(８０．７２４％,１５．７４８g/１００g),且比市售商品 CGMP
的纯度高１１．２１９％,比市售商品 CGMP中的唾液酸含量

高７．９２９g/１００g.说明优化的工艺条件适合工业规模化

生产CGMP.

表１２　最佳工艺条件制备的CGMP产品的产量、得率、产品纯度、回收率及唾液酸含量

Table１２　Theproduction,yield,purity,recoveryrate,andsialicacidcontentofCGMPproducts

preparedunderoptimalprocessconditions

样品
CGMP产量/

g

CGMP纯度

(占蛋白质)/％

唾液酸含量/

(１０－２gg－１蛋白)
CGMP回收率/

％

得率/

(１０－２gg乳清粉－１)

试验制备的CGMP ２１．１８３±０．８７６ ８９．０３２±０．９６５ ２１．５０３±０．６０４ ５１．９７２±０．９９５ ０．９８１±０．０１１

商品CGMP １３．６０９±０．６６５ ７７．８１３±０．４０４ １３．５７４±０．５５５ － －

２．５　CGMP对流感病毒的血凝抑制试验

２．５．１　流感病毒活力　经测定,呈现出１００％的血凝现象

在第７孔,故判定获得的 MDCK 流感病毒的血凝价为

１∶１２８(即凝集效价为１∶２７).用同样方法测定流感病

毒B的血凝价为１∶２５６(即凝集效价为１∶２８).

２．５．２　CGMP产品对流感病毒 A(H１N１)的血凝抑制作

用　由表１３可知,商品 CGMP、CGMP产品１和 CGMP
产品２均在质量浓度１０．００００mg/mL下发生血凝抑制,

即对流感病毒 A(H１N１)引起的血凝现象产生有效的抑

制作用,而在 CGMP质量浓度１．００００mg/mL时,只有

CGMP产品２在该质量浓度下产生有效的血凝抑制作

用,而其余CGMP产品在该质量浓度下均未产生可见的

血凝抑制作用.综上所述,商品 CGMP和 CGMP产品

１对血凝抑制的最小质量浓度为１０．００００mg/mL,而唾

液酸含量较高的CGMP产品２对血凝抑制的最小质量浓

度为１．００００mg/mL.因为流感病毒可通过糖蛋白与相

应受体结合后,再与红细胞吸附结合发生红细胞凝集现

象,相应的抗体会抑制这种凝集,试验证实 CGMP产品２
能有效抑制流感病毒同红细胞的结合以及产生凝集现

表１３　流感病毒 A(H１N１)血凝抑制试验结果†

Table１３　TheresultofHItestonAfluvirus

CGMP质量浓度/

(mgmL－１)
商品CGMP CGMP产品１ CGMP产品２

１０１ ＋ ＋ ＋

１００ － － ＋

１０－１ － － －

１０－２ － － －

１０－３ － － －

１０－４ － － －

　†　“＋”表示将出现血凝现象;“－”表示未出现血凝现象.

象,表明CGMP产品２在质量浓度１．００００mg/mL下对

甲型 H１N１流感病毒有明显的抑制作用.

２．５．３　CGMP对流感病毒 B的血凝抑制作用　由表１４
可知,CGMP质量浓度为１０．００００mg/mL时,各产品对

流感病毒B均能引起血凝现象,并产生有效的抑制作用,

而在质量浓度为５．００００mg/mL和２．５０００mg/mL时,

只有 CGMP 产 品 ２ 能 产 生 有 效 的 血 凝 现 象,其 余 各

CGMP产品均未产生明显可见的血凝现象.商品 CGMP
和 CGMP 产 品 １ 对 血 凝 抑 制 的 最 小 质 量 浓 度 为

１０．００００mg/mL,而CGMP产品２对血凝抑制的最小质

量浓度为１．２５００mg/mL,明显优于商品 CGMP的活力

水平.

综上所述,各CGMP产品对两种流感病毒均具有一

定的抑制作用,但只有 CGMP产品２对两种病毒有明显

的抑制 作 用,且 最 低 抑 制 质 量 浓 度 分 别 为 １．００００,

１．２５００mg/mL,说明制备产品 CGMP的唾液酸含量高,

其血凝抑制活性也高,血凝抑制试验也反映出利用研究

优化的CGMP规模化生产工艺制备的产品为一种高品质

的糖巨肽,与Salam 等[４,１０－１１]报道的乳源 CGMP的抑制

流感病毒活性功能一致.

表１４　流感病毒B血凝抑制试验结果†

Table１４　TheresultofHItestonBfluvirus

CGMP质量浓度/

(mgmL－１)
商品CGMP CGMP产品１ CGMP产品２

１０．００００ ＋ ＋ ＋

５．００００ － － ＋

２．５０００ － － ＋

１．２５００ － － ＋

０．６２５０ － － －

０．３１２５ － － －

　†　“＋”表示将出现血凝现象;“－”表示未出现血凝现象.
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３　结论

研究建立了一种从乳清粉中分离纯化酪蛋白糖巨肽

的可行性技术方法:上样体积３倍树脂体积、上样流量

０．８L/min、洗 脱 体 积 １ 倍 树 脂 体 积、洗 脱 液 浓 度

０．６mol/L、树脂适宜使用周期为４次,按照该工艺条件,

投入乳清粉溶液体积１０８L(２１６０g)、树脂３６L,得到酪

蛋白糖巨肽产品２１．１８３g,得率为０．９８１g/１００g,产品纯度

８９．０３２％、回收率５１．９７２％、唾液酸含量２１．５０３g/１００g蛋

白,且该工艺条件下制备的酪蛋白糖巨肽产品的纯度和

唾液酸含量均优于市售的商品酪蛋白糖巨肽(７７．８１３％,

１３．５７４g/１００g).该技术路线分离酪蛋白糖巨肽具有过

程简单、纯化效果好、唾液酸含量高、操作周期短且成本

较低等特点,适合于规模化生产酪蛋白糖巨肽的推广.

研究还揭示了分离获得的各酪蛋白糖巨肽产品对两

种常见的流感病毒 A(H１N１)和流感病毒 B均具有一定

的抑制作用,其中酪蛋白糖巨肽产品２的抑制作用效果较

为明显,其最低质量浓度分别为１．００００,１．２５００mg/mL.

后续可进一步探究酪蛋白糖巨肽抑制各种流感病毒的机

理,更好地实现乳源性活性肽的功能发挥;提供更优的酪

蛋白糖巨肽生产工艺,将该成果尽快转化为生产力.
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