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基架

中值粒径 d50v

配基

偶联化学

动态结合载量1, QB10%

化学稳定性

运行 pH 范围

CIP pH 范围

CIP 条件

最大运行流速²

温度稳定性

储存

运输条件

交联琼脂糖

~ 60 μm

重组耐碱蛋白 A（来自大肠杆菌）

环氧树脂

~ 65 mg IgG/mL 填料（人源 IgG, 保留时间 6 分钟）

在抗体亲和层析常用水性缓冲液中保持稳定

3 – 12

2 – 13.7

0.2 – 0.5 M NaOH

300 cm/h

2 – 40°C

20% 乙醇 （2 - 8 °C）

20% 乙醇

基本信息

高稳健蛋白 A 亲和填料是一种用于捕获抗体的亲和层析介质。
该填料具备高动态结合载量（DBC），有助于提升工艺效率。

1 

2

使用 Tricorn 5/100 层析柱，柱床高度 10 cm，保留时间 6 分钟，抗体穿透率为 10% 进行
载量测定。
在 Tricorn 5/100 层析柱中，柱床高度 10 cm，操作压力 < 2 bar，使用的缓冲液为温度 
20°C 的水。

1. 填料特性
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动态结合载量 DBC
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目标抗体动态结合载量（DBC）的高低与其在柱床内的保留时间密切相关，下图
显示了高稳健蛋白 A 亲和填料的 DBC 与保留时间的关系。不同种类的抗体分子
在填料载量的表现上存在差异，实际载量应使用对应的料液进行测定。

下图显示了高稳健蛋白 A 亲和填料在 200 次在位清洁（CIP）循环中的 DBC 的
衰减趋势。每轮 CIP 填料均与 NaOH 接触 15 分钟。

耐碱稳定性
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2.建议操作条件
缓冲液选择 

筛选层析过程 

平衡

淋洗 1

淋洗 2

洗脱

再生

CIP

20 mM 磷酸盐缓冲液，150 mM NaCl，pH 7.4

20 mM 磷酸盐缓冲液，500 mM NaCl，pH 7.0

50 mM 醋酸钠缓冲液，pH 6.0

50 mM 醋酸钠缓冲液，pH 3.5

100 mM 醋酸，pH 2.9

0.2 – 0.5 M NaOH

层析步骤 缓冲液组分

使用 5 CV 平衡缓冲液对层析柱进行平衡。

以保留时间 ≥ 6 分钟的条件上样。

使用 5 CV 的平衡缓冲液冲洗层析柱。

使用 10 CV 线性梯度从 0% 到 100% 的洗脱缓冲液进行洗脱。

1

2

3

4

5

6

7

8

9

使用 5 – 10 CV 的 100% 洗脱缓冲液对层析柱进行再生。

使用 3 CV 的平衡缓冲液冲洗层析柱。

使用 5 CV 浓度为 0.2 – 0.5 M 的 NaOH 进行在位清洁（CIP）。

使用平衡缓冲液重新平衡层析柱。

将组分收集到 pH 调节液中（例如，1.0 M Tris-HCl，pH 8.0，调节液体积为
预设收集体积的 5%）。

06
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优化建议  

在清洗过程中可优化以下因素

确定能够从填料中有效解离目标分子的最高 pH，以避免敏感分子因暴露于低 
pH 环境下而发生变性。

对于大规模生产应用，明确了合适的洗脱条件后，可建立相应的步级洗脱方案，
使目标分子能够以更高浓度被洗脱，从而减少缓冲液消耗并缩短层析时间。
当洗脱液中蛋白浓度较高时，可能需适当降低流速。

07

保留时间                     pH                       体积                           电导率
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V =
Ac × Lpacked × CF

Cslurry

Lsettled

Lcons

Lpacked

CF

PF

Ac

Vc

Cslurry

重力沉降后测得的柱床高度

设定流速下稳定后测得的柱床高度

最终装填的柱床高度

压缩因子 CF = Lsettled / Lpacked

装柱因子 PF = Lcons / Lpacked

层析柱底面积

层析柱体积 Vc = Lpacked × Ac

匀浆浓度

参 数 定 义

由于重力沉降的柱床高度与在特定流速下沉降的柱床高度不同，因此压缩因子（CF）
必须与装柱因子（PF）区分开来。

在 20% 乙醇中进行匀浆制备时，高稳健蛋白 A 亲和填料的重力沉降压缩因子（CF）
为 1.10。

CF 用于计算实现特定柱床高度所需的填料匀浆体积（V）。公式如下：

3.层析柱装填
3.1 装柱参数

08
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3.2 装柱准备

高稳健蛋白 A 亲和填料
塑料勺和刮刀
G3 玻璃滤器漏斗

真空抽吸设备
过滤瓶
量筒

Tricorn 层析柱:

Tricorn 5/100 层析柱
Tricorn 5 装柱管

Tricorn 5 中型过滤组件
装柱溶液：20% (v/v) 乙醇加 0.2 M NaCl

根据所需的流速，可以选择适合的层析系统或独立泵进行装柱，所有材料使用前平
衡至室温。

测量匀浆浓度。
提示：将填料倒入量筒中，并让填料在 20% 乙醇中静置过夜。

使用 2 倍柱体积的装柱溶液洗涤填料 5 次。每一轮之间需使用塑料勺/刮刀轻轻搅拌。5

1

计算装填层析柱所需的填料量。2

将玻璃滤器漏斗连接到过滤瓶上。3

摇动量筒使填料悬浮，并将匀浆倒入玻璃过滤漏斗中。4

将清洗后的填料从玻璃滤器漏斗倒入烧杯中。6

添加装柱溶液，直到匀浆浓度达到 50%。7

09
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3.3 装柱

柱床高度

匀浆/填充溶液

匀浆浓度

装柱系数

装柱流速 (mL/min)

调整流速 (mL/min)

10cm

20% 乙醇含 0.2 M NaCl

50%

N/A

3.5

3.5

主要层析柱参数如下表所示:

向柱体中加入填料匀浆，并补充装柱液至柱体充满。

将润湿过的滤片与底部组件安装到柱管顶部（如果没有额外的底端黑色组件，
可直接使用红色的顶端适配器），并确保没有气泡残留。

在层析柱顶部连接一个装柱接头和柱管，并将层析柱竖直地固定在支架上。2

3

4

1 用装柱溶液润湿一对白色滤片（顶端滤片直径稍大，底端滤片直径略小），
并根据柱生产商提供的 Tricorn 空柱使用说明（Tricorn Empty High 

Performance Columns Instructions）组装层析柱。

10

装柱参数

将层析柱顶部与泵连接，装柱溶液的流动方向沿层析柱竖直向下。装柱流速
详见装柱参数。

5

Tricorn 5/100

3 层析柱装填
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6 以 3.5 mL/min 的装柱流速持续运行 10 分钟。

7 停止流速并在层析柱底部安装堵头。

9 用装柱溶液将层析柱加满。

10 安装顶部适配器和滤片。确保滤片下方没有气泡残留。

11 缓慢旋紧适配器，使其距离填料柱床面 1 - 2 mm，以排出适配器管路中的空气。

12 移除层析柱下端堵头，并将顶部适配器连接到泵上（进行液滴对液滴连接，避免
空气进入柱体）。

13 使用装柱参数表中的装柱流速，装柱溶液的流动方向沿层析柱向下。持续
运行 5 分钟。

14 标出此时的柱床高度并暂停泵。

8 拆下上方的装柱接头和柱管，并移除残留在柱管连接处的多余填料。

15 将红色适配器向下调节至标记处，并额外再旋转适配器 1/3 圈，最后按下红色
适配器顶端黑色圆形锁片，锁定层析柱。

16 按照装柱参数所提示的调整流速，继续冲洗层析柱，持续 10 分钟。
提示：如果在调节过程中柱床与适配器之间形成间隙，请在不中止液体流动

            的情况下将适配器向下调节至柱床处。

当上述步骤完成后，层析柱即可进行柱效测试。
提示：由于装柱过程中涉及对填料的开放式操作，建议在装柱完成后进行 CIP 处理。

11
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4 层析柱评估

完成装柱流程后
在层析柱使用寿命期限内定期进行 

当观察到分离性能下降时

为评估装柱质量，根据以下情况进行柱效测试：

装柱的柱效通常通过理论塔板高度（HETP）和不对称因子（As）来表征。这些
值是通过向层析柱上样测试样品（如 1% 丙酮或氯化钠溶液）来确定的。

计算出的塔板数取决于测试条件，仅可用作为参考值。重要的是，测试条件和使
用的设备必须保持一致，使结果具有可比性。
测试结果可能受到以下因素的影响：

提示：如果选择氯化钠溶液，建议使用 0.8 M 氯化钠的水溶液作为样品，0.4 M  
            氯化钠的水溶液作为平衡液。

4.层析柱评估
层析柱评估

柱效测试

为了获得最佳的柱效测试结果，进样体积应约为柱体积的 1%，线性流速应为 30 cm/h。
若针对层析柱性能设定可接受标准，则理论塔板数可作为层析柱是否符合使用
标准的判定指标之一。

样品体积和流速

溶质                   溶剂                  洗脱液                 样品体积             

线性流速            液体流路            温度                   层析系统            
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根据以下公式，从 UV 或电导率曲线中计算 HETP 和 As ：

归一化塔板高度的概念常用于比较层析柱性能。
归一化塔板高度（h）的计算如下所示：

作为指导原则，h < 3 是优异的柱效标准。

峰必须是对称的，且不对称因子（As）应尽可能接近 1。典型的可接受范围是 

0.8 < As < 1.8。

峰形改变通常是柱床性能变差的第一个迹象。

不对称因子按以下方式计算：

HETP = L  = 柱床高度（cm）

N  = 理论塔板数
VR = 从样品上样开始到峰值位置的保留体积

L

N

b

a

VR

Wh
N =

2
5.54 ×（ ）

Wh = 半峰高处的宽度
VR 和 Wh 的单位相同

h = d50v = 体积分布的中值粒径（cm）HETP
d50v

As =
b = 峰高 10% 处，峰宽的下降部分

a = 峰高 10% 处，峰宽的上升部分

HETP 和 As 计算方法
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完成装柱流程后
在层析柱使用寿命期限内定期进行 

当观察到分离性能下降时

4 层析柱评估
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下图展示了典型丙酮测试的 UV 峰，据此可计算出 HETP 和 As 的值。

14

50%
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完成装柱流程后
在层析柱使用寿命期限内定期进行 

当观察到分离性能下降时

4 层析柱评估
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5.在位清洁 CIP
定期进行 CIP 有助于维持填料的载量、流速特性和整体性能。

应根据工艺所存在的杂质或污染物类型，为每一条工艺设计相应的 CIP 方案。
NaOH 浓度、接触时间和清洁频率通常是优化 CIP 的主要参数。最终采用的 
CIP 清洁方案取决于料液的特性。

高稳健蛋白 A 亲和填料可使用 NaOH 兼容作为 CIP 溶剂。根据杂质或污染物的
性质，可能需要结合多种 CIP 方案，例如每次循环使用 0.2 M NaOH 并且每 10 
次循环使用 0.5 M NaOH。

在利用碱性 NaOH 溶液进行 CIP 之前，建议先用中性 pH 溶液对层析柱进行平衡，   
以避免低 pH 洗脱缓冲液与高 pH NaOH 溶液直接接触。酸性和碱性溶液的混合可能
会导致层析柱温度升高。

推荐：在首次使用抗体料液上样之前，进行一次空白运行，包括 CIP 清洁。

建议在以下情况执行 CIP ：

首次使用前（尤其是在装柱完成后）
长期储存后
各运行循环之间
出现柱压升高或层析柱性能下降时 
同一根层析柱用于纯化不同蛋白或不同蛋白批次时 (以避免交叉污染或残留风险)
提示：如果抗体未完全洗脱，建议在进行 CIP 前先进行酸性再生（pH 3）。

提示：如果抗体未完全洗脱，建议在进行 CIP 前先进行酸性再生（pH 3）。

以下所有步骤均在反向流（reversed flow）条件下进行 : 

使用 3 CV 结合缓冲液清洗层析柱。
使用至少 3 CV 的 0.2 – 0.5 M NaOH 进行清洗。接触时间至少为 15 分钟。
立即使用至少 5 CV 的 pH 7 – 8 的结合缓冲液进行清洗。

1

2

3

CIP 方案

15

5 在位清洁 CIP
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首次使用前（尤其是在装柱完成后）
长期储存后
各运行循环之间
出现柱压升高或层析柱性能下降时 
同一根层析柱用于纯化不同蛋白或不同蛋白批次时 (以避免交叉污染或残留风险)

16

6 消毒

6.消毒
消毒有助于最大化减少层析柱及填料的微生物污染。高稳健蛋白 A 亲和填料具有
良好的耐碱性，允许使用 NaOH 作为消毒剂。

提示:

提示

通过使用较高浓度的 NaOH  和更长的接触时间，微生物的灭活效果更佳。
 然而，这些条件也可能导致动态结合载量（DBC）下降。因此，消毒条件需要    
  经过评估，以确保最大化微生物杀灭效率与最小化减少动态结合载量的损失。

1 使用 3 CV 结合缓冲液清洗层析柱。

2 使用至少 3 CV 的 0.1 – 0.5 M NaOH 进行清洗层析柱。

4 立即用至少 5 CV 的、经过滤的 pH 7 – 8 的结合缓冲液进行清洗。

3 无论采用 0.1 或 0.5 M NaOH，接触时间至少为 1 小时。另请参阅上文        。
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7.储存
将未使用的高稳健蛋白 A 亲和填料保存在温度为 2°C 至 8°C 的容器中，并确保瓶
盖完全拧紧。

已装填的层析柱储存在 20% 的乙醇中，以防止微生物生长。

储存后再次使用前，应先用结合缓冲液对柱子进行平衡，并进行空白运行，其中
需包含 CIP 步骤。

首次使用前（尤其是在装柱完成后）
长期储存后
各运行循环之间
出现柱压升高或层析柱性能下降时 
同一根层析柱用于纯化不同蛋白或不同蛋白批次时 (以避免交叉污染或残留风险)

17

7 储存
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8.疑难排解
下表总结了从监测曲线中观察到的故障，以及其可能的相关原因及对应的修正措施。

运行过程中的背压升高

上样过程中压力曲线不稳定

更换在线滤器。
层析柱发生堵塞。执行 CIP。
适配器滤网 / 过滤片堵塞。清洁或更换适配器
滤网 / 过滤片。

可能的原因/修正措施故 障

去除样品泵内可能残留的气泡。
使用真空脱气装置对样品进行脱气处理。

收率逐渐下降 上样量太高。减少上样量。
洗脱过程中出现沉淀。优化洗脱条件。
洗脱或 CIP 不充分。优化洗脱条件、CIP 方案
和/或增加 CIP 频率。

洗脱峰逐渐变宽 洗脱或 CIP 不充分，导致杂质或污染物在层析柱
中的逐渐积累。优化洗脱条件、CIP 方案和 / 或
增加 CIP 频率。

CIP 峰逐渐升高 洗脱或 CIP 不充分。优化洗脱条件、CIP 方案
和/或增加 CIP 频率。
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8 疑难排解

高稳健蛋白 A 亲和填料 用户手册 29944914 AA



9.订购信息
更多信息请参阅品牌官网或微信公众号。

高稳健蛋白 A 亲和填料
25 mL

200 mL

29944912

29944924

规格 货号产品
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9 订购信息

高稳健蛋白 A 亲和填料 用户手册 29944914 AA


