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摘要 

本研究利用靜電紡絲製程與表面改質接枝技術，成功製備高密度羧酸基團奈米纖維

離子交換薄膜。首先將聚丙烯腈(polyacrylonitrile, PAN)奈米纖維薄膜經過 NaOH處

理(3M, 85℃, 25 min)，以製成弱陽離子交換膜(即 P-COOH)，然後在再經由乙二胺

(EDA)和溴乙酸(BrA)反應，成功開發出具有比 P-COOH 膜材更高密度羧酸基團的

P-BrA 膜材。在本研究中，選取雞蛋白溶液中的溶菌酶作為目標酵素，將兩種離子

交換薄膜結合自行研發設計的薄膜吸附反應器，利用薄膜層析技術探討不同 pH 值、

雞蛋白濃度、操作流率及氯化鈉沖提濃度對溶菌酶吸附及脫附效率之影響。實驗結

果顯示，P-COOH 與 P-BRA 二種膜材可從新鮮雞蛋白中直接純化分離出高純度溶

菌酶，其整體溶菌酶回收率與蛋白質純化效果分別為 73.60%與提升 20.36 倍及

100.53%與提升 402.39倍。將純化後所獲得溶液，利用蛋白質電泳 SDS-PAGE來確

認所純化產物，本研究證實利用新型高密度離子交換 P-BrA 薄膜可從雞蛋白溶液

中分離純化出高純度的溶菌酶，遠優於 P-COOH 薄膜。最後，試量產設備建構及

相關評估亦同時說明。 

關鍵字：新型離子交換奈米纖維薄膜、溶菌酶、雞蛋白、純化程序 

Abstract 

In this study, the highly acidic carboxyl groups on the nanofibrous membrane have been 

successfully prepared by combining electro-spinning technique and surface modification 

by grafting technique. The polyacxrylonitrile (PAN) nanofibrous membrane was firstly 

hydrolyzed by alkaline solution (3 M NaOH at 85℃, 25 min). The synthesized weak ion 

exchange membrane (namely P-COOH) was then functionalized with ethylenediamine 

(EDA) and bromoacetic acid (BRA), sequentially. This modified ion exchange membrane 

(namely P-BrA) has more acidic groups as compared to the P-COOH membrane. In this 

work, lysozyme obtained from the chicken egg white (CEW) was chosen as a target 

enzyme. The newly designed membrane bioreactor equipped with P-COOH and P-BrA 



membranes. The adsorption and elution performances for lysozyme were assessed by 

measurements of breakthrough curves in membrane chromatography under various 

conditions (e.g. pH, CEW concentration, flow rate, and NaCl concentration). The 

experimental results showed that P-COOH membrane exhibited 73.60% of lysozyme 

activity recovery with a 20.36-fold purification, while P-BRA showed 100.53% of 

activity recovery with a 402.39-fold purification. The higher purity of lysozyme obtained 

from CEW by P-BrA membrane chromatography was confirmed by SDS-PAGE analysis, 

as compared to the P-COOH membrane. Finally, we also introduced the established 

electrospinning facility for trial production and the evaluation of mass production. 

Keywords：New type ion exchange nanofibrous membrane, lysozyme, chicken egg 

white, purification process 

 

前言 

生物技術突飛猛進，日新月異，已被

公認為二十一世紀最具發展潛力之科技。

而其應用範圍涵蓋醫學、食品、特用化學

品、環保、能源等工業，為人類帶來相當

多的福祉。近年隨著能源耗竭、糧食短缺

等全球趨勢問題，使得生物產業之發展更

受重視，而這些醫藥、食品等生物產品在

生產製程上，為達到高純度且快速大量生

產的目標，分離純化技術的優劣將扮演非

常重要的角色，嚴重影響生產成本的高低，

因此發展具新穎性分離純化技術的研究備

受重視。其中，填充床管柱層析(packed 

bed chromatography)技術最常應用於生物

分離程序中，然而操作條件經常受到限制

[1-3]，例如:樹脂顆粒孔內擴散孔內擴散

速率緩慢或填充管柱樹脂顆粒易受到擠壓

變形，而無法繼續操作，尤其是管柱操作

在放大規模時。針對填充床管柱技術的缺

點，薄膜層析(membrane chromatography)

技術漸受重視[2-3]。吸附薄膜應具有微孔，

使得欲分離蛋白質可以對流方式進入微孔

內，再進行吸附作用。且薄膜厚度小，其

操作壓力遠小於填充管柱的壓力，因而可

在較高流量下進行操作。 

溶菌酶(lysozyme)結構組成會因為生

物體種類來源的不同而有所差異，其中以

雞蛋白含量為最多，約佔有 3.4%。雞蛋

白中的溶菌酶是由 129個胺基酸所組成單

條多胜鏈，分子量大約為 14.3 kDa，等電

點(pI 值)大約為 11 [4-6]。溶菌酶在醫學

應用上有抗菌、消腫止痛、抗病毒、加快

組織恢復及止血等功能臨床可用於水痘、

急慢性咽喉炎、慢性鼻炎等症狀、也可以

作為抗菌藥物。溶菌酶在食品應用上有天

然防腐劑效果。本研究選用溶菌酶作為作

為目標酵素，如何在複雜雞蛋白溶液中快

速回收此酵素是值得研究的課題。 

        依據文獻指出[7-11]，靜電紡絲技術

(electrospinning technology)能效率且可以

連續方式生產高分子奈米纖維。超過百種

以上的高分子奈米纖維經由靜電紡絲技術

陸續被開發出來。與傳統纖維(直徑多在

數十微米)相比，在相同體積與重量的條

件下，奈米纖維膜材具有孔徑小、孔洞相

連且緻密與孔隙率。此外，電紡奈米纖維

膜具有與微過濾膜較相近的特性，可直接



做為微過濾濾材之替代膜材。奈米纖維比

表面積(m
2
/g)亦為一般纖維的100倍以上，

因此在水過濾或純化等相關應用上，奈米

纖維膜濾材與傳統薄膜濾材比較，具有高

通量、低壓損、低耗能、質傳距離短、高

吸附與反應速率快等優點[12-13]。聚丙烯

腈(polyacxrylonitrile, PAN)奈米薄膜因分

子結構擁有較高機械強度、抗化學藥品性

強、抗酸鹼性佳、耐日光及成本低廉等特

點，因此被廣泛使用於製備微濾膜、超濾

膜和中空纖維膜材[7-8]。本研究採用靜電

紡絲技術製備PAN-PET-PAN奈米纖維複

合 膜 ， 其 中 聚對苯 二 甲 酸 乙 二 酯

(polyethylene terephthalate，PET)為支撐

層 (supporting layer)。運用奈米纖維膜

PAN分子鏈上氰基(-CN)經由水解反應製

備成具有羧基(-COOH)的離子交換膜材

(P-COOH) 。 P-COOH 膜 材 與 乙 二 胺

(ethylenediamine, EDA) 及 溴 乙 酸

(bromoacetic acid, BrA)經由二階段改質處

理，可成功開發出高密度羧基新型離子交

換薄膜(P-BrA)。此種膜材具高比表面積、

高孔隙率，將其置入自行設計的薄膜反應

器中，以連續操作方式從雞蛋白溶液中直

接純化分離溶菌酶。並探討在不同操作條

件，奈米纖維膜對溶菌酶活性、吸附量及

純度之影響，同時了解奈米纖維薄膜之純

化效率及其於蛋白質純化應用上之可能性。 

 

新型薄膜吸附反應器之設計與應用 

在蛋白質純化程序中，薄膜層析裝置

之選用相當重要。一般市售商業化薄膜反

應器 (例如 Stirred Cell，單一膜片，

Millipore)，採氣體加壓，使得欲分離蛋

白質溶液垂直流過薄膜。或者以堆疊形成

所需薄膜厚度，係以單一膜組串聯數個模

組而成，勢必無法依據目標蛋白質吸附效

率來判斷薄膜所需厚度。目前為止，商業

化膜組吸附反應系統無法控制操作溫度，

經常造成目標蛋白質活性之流失。 

       本研究所發展薄膜吸附反應器，如圖

1 所示，能克服上述缺點，藉以提升目標

蛋白質的吸附效率。不僅能依據目標蛋白

質的吸附效率決定所需薄膜數量與厚度，

同時可依據薄膜堆疊厚度來調節柱塞位置，

使得系統滯留體體大幅減少；另外所設計

分配盤系統能使流體流動呈現相當穩定狀

態，大幅增加目標蛋白吸附效率；並能有

效控制系統操作溫度，不致造成蛋白質活

性消失。 

利用全自動可程式蛋白質液相層析儀

(Ä KTA prime, GE Healthcare)，結合奈米

薄膜吸附反應器，可以連續操作方式自雞

蛋白溶液中直接純化溶菌酶。研究主要藉

由 PAN-BrA 奈米離子交換薄膜，尋找溶

菌酶吸附最適 pH 值、操作流率、雞蛋白

濃度和脱附最適條件，所得結果將進一步

直接應用在溶菌酶直接回收程序。 

圖 1.新型薄膜生物反應器  

Fig. 1. Newly designed membrane bioreactor



實驗 

一、實驗材料 

本實驗雞蛋白(chicken egg white)購自

勤益蛋品股份有限公司，其它藥品如

PAN 高 分 子 粉 末 、 二 甲 基 乙 醯 胺

(dimethylacetamide, DMAc) 、 Toluidine 

Blue O (TBO) 、 2-(n-morpholino) 

ethanesulfonic acid (MES) 、 1-(3-

dimethylaminoprppy)-3-ethylcarbodiimide 

hydrochloride, EDC) 、 乙 二 胺

(ethylenediamine, EDA) 及 溴 乙 酸

(bromoacetic acid, BrA)、lysozyme等均購

自Sigma (景明化工)。所有實驗藥品均為

分析級試藥。 

二、電紡PAN奈米纖維薄膜 

本研究採用鴻隼企業有限公司所生產

的研究型靜電紡絲設備(Model: FES-COL, 

如圖2所示)，將PAN溶於DMAc中製備成

15%(w/v)高分子溶液，利用靜電紡織設備

(操作參數: 幅寬 20 cm、紡嘴21號不鏽鋼

針、距離15.8 cm、電壓26.5 kV、紡絲液

吐出量1 mL/hr、左右橫移次數12次/min、

收集器轉速24 cm/sec)，製備以PET為基

材(上、下二層為PAN)之PAN-PET-PAN

奈米纖維薄膜。 

三、P-BrA高密度羧酸型離子交換奈米纖

維薄膜製備 

P-BrA離子交換膜製備說明如下:(1)將

PAN奈米纖維薄膜(3.14 cm
2
)以5 mL 3 M 

NaOH溶液，在85℃下反應25分鐘，再以

去離子水沖洗，加入0.1 M HCl溶液浸泡，

再以去離子水沖洗數次，即可製備羧酸型

離子交換奈米纖維膜材(P-COOH)。(2)取

1.952 g MES溶於100 mL去離子水，調整

pH值至4.75，並加入0.01 g EDA與0.01 g 

EDC。(3)將PAN薄膜置於樣品瓶中，加

入5 mL MES混合溶液，置於震盪器(100 

rpm) 25℃下反應3小時，反應結束後以去

離子水洗淨。(4)配製100 mL 1 M NaOH

溶液加入0.25 g BrA及4.20 g NaHCO3，配

製成BrA溶液。 (5)將改質後薄膜加入5 

mL BrA溶液在60℃下反應3小時，反應結

束後以去離子水沖洗，即可製得P-BrA高

密度羧酸型離子交換奈米纖維薄膜。

PAN纖維改質過程反應反應方程式，如

圖3所示。 

圖 3. P-BrA奈米纖維薄膜之合成 

Fig. 3. Synthesis of P-BrA nanofibrous 

membrane 

圖 2. 鴻隼企業有限公司研究型靜電紡

絲設備圖 

Fig. 2. Electrospinning machine from 

Falco Company 



四、奈米纖維膜材之物/化性檢測 

改質接枝前後之奈米纖維薄膜的表面

結構形態與孔洞大小及分佈等，可藉由掃

描式電子顯微鏡(SEM)來觀察。利用紅外

線光譜儀(FTIR)來判斷PAN分子鏈上官能

基團之改質是否成功。另外，利用TBO染

劑可決定 P-BrA膜材表面的羧基含量[14]。 

五、總量蛋白定量分析[15] 

取1 mL Coomassie Brilliant Blue G-

250與20 μl 樣品均勻混合，然後靜置10分

鐘，置入UV-Vis分光光譜儀中，以OD595

測量其吸收度，利用已知BSA濃度與595 

nm之吸收度作檢量線，作為蛋白溶液中

總量蛋白質濃度(mg/mL)定量之標準。 

六、溶菌酶活性分析[16] 

取200 μl溶菌酶待測液置入石英管中，

並加入1,000 μl 0.25 mg/mL溶壁微球菌

Micrococcus lysodeikticus (25 ℃、pH 6.24)

混合均勻後置入紫外線分光光譜儀中，以

波長450 nm在60 sec內測定每2 sec的吸光

度變化值。一單位溶菌酶活性（U）係指

每分鐘能溶解菌體使吸光值下降0.001之

酵素量。溶菌酶活性計算如下： 

  DF
V001.0

OD
Lm/ULysozyme

lysozyme

min/450 





 

其中，Vlysozyme為溶菌酶試樣溶液之體積

(mL)，DF為稀釋倍率。 

七、連續式薄膜層析分離純化系統之應用 

本研究與群育有限公司合作，共同開

發可商品化的奈米纖維薄膜蛋白質分離純

化層析裝置(如圖1)。利用全自動可程式

蛋白質液相層析儀(Ä KTA prime)，結合

奈米薄膜吸附反應器，將P-BrA奈米纖維

膜，置於薄膜反應器中，以流體流動方式

進行吸附反應，從雞蛋白溶液中分離純化

溶菌酶。實驗選用20 mM緩衝溶液在微鹼

性環境下操作(pH 9-11) (glycine-NaOH，

pH 9-10；碳酸鹽緩衝溶液，pH 11)，並

配製成10%(v/v)新鮮雞蛋白溶液，然後以

導入吸附反應器中，與P-BrA離子交換薄

膜進行連續吸附反應(直徑2 cm，面積約

為3.14 cm
2，重量約為0.02 g)，並以固定

體積收集濾液。藉以尋找離子交換薄膜最

適吸附pH值。所收集流出溶液在UV-Vis

分光光譜儀中，以 UV在450 nm測定溶菌

酶活性(U/mL)以及在595 nm測定總量蛋

白(mg/mL)，最後由吸附前後總量蛋白質

濃度或溶菌酶活性之變化，計算P-BrA薄

膜每單位重量對總量蛋白質吸附量(mg/g-

M）或溶菌酶吸附量(U/g-M）。進一步探

討不同的雞蛋白稀釋倍率(2-10倍)、吸附

流率(0.1-1.0 mL/min)與NaCl脫附濃度(0.2-

1.0 M)以獲得最適純化分離條件。最後並

利用蛋白質電泳(SDS-PAGE)來確認純化

產物之分子量是否為溶菌酶(14.4 kD)，且

與市售之標準品(Sigma)來做比較。 

 

結果與討論 

一、奈米纖維膜物化性分析 

透過SEM觀察PAN與P-BrA奈米薄膜

的表面結構形態(如圖4)，可看出PAN薄

膜之纖維間孔徑分佈較為不均且結構鬆散，

但經過一系列改質接枝反應後， P-BrA薄

膜之纖維雖有部分融合在一起，但纖維間

的孔洞孔徑分佈較為一致而均勻，且整體

纖維3-D結構形態更加緻密，密度明顯提

升，使得蛋白質溶液通過薄膜時，更有利

於吸附反應。圖5所示為紅外線光譜圖，

不同的官能基在不同的波長會各有吸收。

在波長3384.61 cm
-1與1690.00 cm

-1分別代



表是-OH官能基與-C=O官能基，此結果

顯示PAN薄膜被成功改質成P-BrA。此外，

波長1229.11 和2934.06 cm
-1是-CH2官能基，

波長2241.75 cm
-1是-C≣N官能基，改質前

後都發生有吸收情形， 結果顯示不管是

何種奈米纖維膜，其碳的主鏈並沒有被破

壞，表示PAN經過3 M NaOH鹼化與BrA

接枝反應，奈米纖維薄膜僅表面改質成為

-COOH，其內部主要結構仍保有-C≣N。

 

圖 4. PAN(上)與 PBA(下)奈米纖維膜 SEM圖 

Fig. 4. SEM images of PAN (top) and P-BrA 

(bottom) nanofibrous membrane 

 

 

利用TBO染劑可定量出每單位重量不

同奈米纖維膜上之-COOH官能基團的密

度(μmol/g-M)，結果顯示，-COOH官能基

密度大小為P-COOH < P-BrA，其中，P-

COOH與P-BrA具有羧基平均值分別為284

與909 μmol/g-M。結果顯示P-BrA膜單位

重量羧基值為P-COOH膜3.2倍左右，數據

證實，本研究將P-COOH單一羧酸基團進

一步接枝，將使羧酸官能基團密度大幅提

升，成功開發出P-BrA高密度羧酸型離子

交換奈米纖維薄膜。 

二、高密度離子交換奈米纖維膜與溶菌

酶吸附效率之測試 

(1) pH值效應 

依雞蛋白結構組成中蛋白質，大部分

的等電點介於4至9之間，溶菌酶之等電點

pI值為11 [4-6]。採用pH 9、10、11作為

吸附條件之選擇，乃因此環境下雞蛋白溶

液中，大部分雜蛋白攜帶負電荷(pI < pH 

9)，將與P-BrA(攜帶負電荷)產生排斥；

然而溶菌酶攜帶正電荷(pI > pH 9)。在此

操作pH值，對陽離子交換薄膜而言，有

利於溶菌酶的吸附，反而對雜蛋白不利。

本實驗採用全自動可程式蛋白質液相層析

儀（Ä KTA prime）選出最佳吸附之pH值

條件。利用調控環境pH值改變蛋白質的

帶電性，藉以達到減少雜蛋白吸附的目的。 

圖6為P-BrA於不同吸附pH值下之總

量蛋白及溶菌酶活性吸附突破曲線之比較。 

圖 5. PAN (上)and P-BrA(下)奈米纖維膜 FTIR圖 

Fig.5 FTIR images of PAN and P-BrA nanofibrous membrane  

 

 



A/Ao表示溶菌酶流出濃度與進料濃度之比

值。C/Co表示總量蛋白流出濃度與進料濃 

Fig. 6. The effects of pH on adsorption 

performance of lysozyme 

度之比值。突破曲線上方面積所代表的意

義為總量蛋白或溶菌酶吸附量，反之曲線

下方為其流失量。藉由突破曲線上方面積

大小可決定總量蛋白或溶菌酶吸附量。在

流率0.1 mL/min下，發現總量蛋白於pH 9

有最高流失率，然而對溶菌酶有最高的吸

附率(接近100%)。若以溶菌酶吸附量作為

最適吸附pH參考指標，吸附量大小依序

為pH 9 > pH 10 > pH 11。因此P-BrA奈米

離子膜溶菌酶最適吸附值為pH 9；P-BrA

之溶菌酶吸附效率遠優於P-COOH (data 

not shown)。假若能提高奈米纖維膜之羧

基量，溶菌酶之鍵結數目會增加，使吸附

效率提高。 

(2)雞蛋白濃度效應 

本實驗將新鮮雞蛋白溶液稀釋成2% 

(1 in 2)、6% (1 in 6)或10% (1 in 10) 作為

進料溶液(10 mL)，藉以選擇最適進料濃

度之條件。實驗流率選擇為1.0 mL/min，

藉由濃度變化來觀察P-BrA離子交換薄膜

對蛋白溶液中總量雜蛋白和溶菌酶吸附突

破曲線之差異性。 

        圖7所示為離子交換薄膜對蛋白溶液

總蛋白及溶菌酶吸附突破曲線。結果顯示，

雞蛋白溶液中總量蛋白與溶菌酶穿透薄膜

的流失率，隨著雞蛋白進料濃度之增加而

增加。故以低濃度10%雞蛋白作為進料溶

液應是較佳之選擇。 

 (3)操作流率效應 

本實驗以10 mL 10%雞蛋白作為進料

溶液，選擇改變進料流率(0.1-1.0 mL/min)

作為操作條件，藉以選擇最佳操作流率。

藉由流率變化來觀察離子交換薄膜對雞蛋

白溶液中雜蛋白和溶菌酶吸附突破曲線之

差異性。由圖8得知，P-BrA奈米離子膜

於流率 0.1 mL/min時，溶菌酶吸附率

（95.62%）高於流率1.0 mL/min（80.53%）

且總量蛋白流失率亦隨操作流率的增加而

增加。有此可知，操作在高流率時，進料

溶液與奈米離子薄膜間在吸附反應器相互

接觸的時間較短，因此吸附效率較低。若

以溶菌酶吸附效率作為最適吸附參考指標，

選擇以流率0.1 mL/min作為操作條件。 
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圖 7.雞蛋白濃度對溶菌酶吸附效率之影響 

Fig. 7. The effects of CEW concentration on 

adsorption performance of lysozyme 

 

Collected Volume (mL)

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

A
/A

o

0.0

0.1

0.2

0.3

0.4

0.5

0.6

0.7

0.8

0.9

1.0

1.1

1.2

C
/C

o

0.0

0.1

0.2

0.3

0.4

0.5

0.6

0.7

0.8

0.9

1.0

1.1

1.2

pH9-A/Ao

pH10-A/Ao

pH11-A/Ao

pH9-C/Co

pH10-C/Co

pH-11-C/Co 

圖 6.操作 pH 對溶菌酶吸附效率之影響 

 



 

圖 8.操作流率對溶菌酶吸附效率之影響 

Fig. 8. The effects of flow rate on adsorption 

performance of lysozyme 

 (4)溶菌酶脫附條件之選擇 

實驗以10 mL 10% 雞蛋白作為進料溶

液。沖提液議選用0.2、0.4、0.6、0.8、

1.0 M NaCl（20 mM glycine-NaOH，pH 

9）。流率選擇為1.0 mL/min，藉由NaCl

濃度變化來觀察P-BrA離子交換薄膜上所

吸附溶菌酶脫附之最佳沖提液濃度。圖9

為P-BrA離子交換薄膜對蛋白溶液總量蛋

白及溶菌酶脫附效率圖。每階段沖提体積

為10 mL，第一階段0.2 M NaCl 總量蛋白

與溶菌酶沖提率分別為20.98%及95.44%；

第二階段0.4 M NaCl 總量蛋白與溶菌酶沖

提率分別3.616%及2.60% 第三階段0.6 M 

NaCl 總量蛋白與溶菌酶沖提率分別0.30%

及 1.05%；第四、五階段沖提率分別

0.00%及0.062%。實驗結果得知整個脫附

程序溶菌酶回收率達99.10%。因此，溶

菌酶沖提回收程序選用0.6 M NaCl作為第

一階段沖提液；1.0 M NaCl作為第二階段

沖提液並將同時再生P-BrA薄膜，膜片可

多次重複使用。 

 

 

 

 
圖9. 不同鹽類濃度對溶菌酶沖提效率 

Fig. 9. Elution efficiency of adsorbed lysozyme 

at various NaCl concentrations 

 三、連續式奈米纖維膜純化系統直接從

雞蛋白中純化溶菌酶 

綜合上述所有實驗之最適條件，以10 

mL 10% (v/v)雞蛋白溶液稀作為進料溶液，

操作流率為0.1 mL/min；洗滌10 mL，流

率1.0 mL/min pH9，用以洗去多餘總量蛋

白；脫附過程採用10 mL 0.6 M及1.0 M 

NaCl (pH 9)二階段沖提，流率為 0.1 

mL/min，藉以觀察離子交換薄膜對蛋白

溶液中雜蛋白和溶菌酶脫附之產率。圖10

所示為吸附、洗滌、沖提程序三階段操作

過程，流出物濃度與進料濃度比值之關係

圖。其結果由表一所示，P-BrA對溶菌酶

吸附率高達99.43%，而總量蛋白之流失

率也高達82.66%。第一沖提段選用0.6 M 

NaCl，顯示僅有9.55%沖提效率，然而在

第二沖提段選用 1.0 M NaCl，有高達

90.98%沖提效率，且溶菌酶純度提升高

達402.39倍。以SDS-PAGE(圖11)觀察純

化效果。Lane 1標準溶菌酶，分子量約為

14.4 kDa；Lane 2為進料雞蛋白溶液樣品；

Lane 3為純化程序吸附過程樣品；Lane 4

為純化程序洗滌過程樣品；Lane 5為純化

程序沖提過程，顯示存在高純度溶菌酶。 
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圖10. P-BrA奈米纖維薄膜應用在溶菌酶純化

程序過程圖 

Fig. 10. Lysozyme purification processes by P-

BrA nanofibrous membrane 

 

表一、 P-BrA奈米纖維薄膜對溶菌酶純化程

序彙整表 

Purification step 

Applied 

volume 

(ml) 

Total 

protein 

(mg) 

Total 

activity 

(U) 

Specific  

activity 

(U/mg) 

Purification 

factor  

(Folds) 

Recovery  

yield 

(%) 

CEW 10.0 52.80 1.33x10
5
 2.51x10

3
 1.0 100 

Adsorption 10.0 26.67 3.52x102 -   

Wash 10.0 16.97 4.04x102 -   

Elution (I) 10.0 2.16 1.27x104 5.87x103 2.32 9.55 

Elution (II) 10.0 0.12 1.21x105 1.01x106 402.39 90.98 

Total 

Recovery 

(%) 

 86.97 101.10   100.53 

若以P-COOH離子交換膜以相同操作條件

應用在溶菌酶純化程序，顯示沖提效率達

73.31%，溶菌酶純度提升達20.36倍。結

果顯示，P-BrA對溶菌酶吸附率遠高於P-

COOH，故經由實驗證明當羧基(-COOH)

的含量越多時，能有效提高溶菌酶之吸附

率，進而達到純化效率之提升。 

 

 

 

 

 

 

 

 

圖11. SDS-PAGE 蛋白質電泳圖 

Fig. 11. SDS-PAGE for each purification 

step 

Lysozyme: Mw 14.4 kDa M: Protein marker 

Lane 1 : Standard Lysozyme 

Lane 1 : Crude feedstock sample 

Lane 2 : Flow sample 

Lane 3 : Washing sample 

Lane 4 : Eluted lysozyme 

 

結論 

本研究使用 PAN 奈米纖維薄膜是採

用鴻準公司研型奈米靜電紡絲機所製備而

成。此膜材具高比表面積、高孔隙率的特

性，並搭配快速鹼化水解官能基化技術製

備成 P-COOH 離子交換薄膜。再藉由二

階段胺化及溴乙酸反應，製備成具 3D 奈

米結構之 P-BrA 高密度羧酸型離子交換

奈米纖維薄膜。藉由自行開發薄膜生物吸

附反應器，並結合全自動可程式蛋白質液

相層析儀（Ä KTA prime）尋找出溶菌酶

最佳純化條件。結果顯示，P-BrA 對溶菌

酶具高吸附率 99.43%，對總量蛋白高流

失率 82.66%，而溶菌酶之總回收率高達

100%左右。而 P-COOH 對溶菌酶吸附率

達 89.96%，總量蛋白流失率 86.32%，溶
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菌酶之總回收率僅達 83.91%。兩者純化

率比較 P-BrA 遠優於 P-COOH。故經由

實驗證明羧基官能基（-COOH）含量越

多時，能提高溶菌酶之吸附效率，進而達

到純化效率之提升。PAN 改質過程中，

CN 官能基轉化為 COOH 轉化率僅達

1.5%，主要是因為改質反應僅在纖維表

面發生。然而 P-COOH 藉由乙二胺連結

反應轉化為 P-BrA 轉化率高達 95%以上。 

        在產業應用性和可行性上，目前國際

上僅少數幾家公司掌握離子交換纖維工業

化生產核心技術。國內廠商以熔噴法為技

術手段，纖維膜纖維細度約5-10 μm，但

仍無廠商結合奈米纖維(直徑約<200 nm)

製程開發高密度離子型奈米纖維吸附分離

膜。為考量業界量產實際需求，本研究與

鴻隼公司合作，以既有之研究型靜電紡絲

設備為基礎，協助開發出雛量型奈米纖維

生產設備，對於奈米纖維膜的量產及均勻

度均可大幅提高。同時，更與群育科技有

限公司合作，將奈米纖維薄膜與吸附反應

器模組化，整合成一套純化高效能設備。

實驗證明本研究所開發之高密度弱酸型離

子交換吸附分離膜可有效自雞蛋白溶液中

純化出溶菌酶，比傳統離子交換樹脂純化

方式更能減少後續處理步驟，縮短整體純

化時間，降低吸附分離純化之成本。因此，

本研究所開發之弱酸型P-COOH與P-BRA

離子交換膜，應用在蛋白質純化系統上具

有廣泛的商業價值。最後，透過三方的互

助與實質合作，所節省的成本可直接反應

在高密度羧酸型離子交換奈米纖維產品與

模組化系統的售價上，可使得未來產品更

有產業價值與競爭力。 

  

業界合作模式及其衍生效益 

本研究合作案為明志科技大學與鴻隼

企業有限公司和群育科技有限公司，透過

產學合作的方式來進行。合作模式以本研

究團隊負責奈米纖維膜材的改質、接枝技

術與蛋白質分離純化最適製程之開發。同

時鴻隼公司委派李宏哲與黃政強經理負責

本案雛量型靜電紡絲設備開發與建立量產

生產技術。群育科技有限公司則委派徐啟

光經理負責將專利化薄膜吸附反應裝置製

成商品化產品。將奈米纖維膜導入連續式

薄膜吸附反應裝置，並協助相關專業模具

開發工作與最後系統整合和銷售。三方由

計畫主持人明志科技大學生化工程技術研

發中心主任張煜光教授配合指導相關應用

聯結與技術導入溝通平台，在產品開發與

量產領域進行實質之合作與研究，縮短產

品開發時程，與合作企業共同將資源集中

在具有「利基」之產品項目上。且每月定

期召開技術研討與市場資訊交流會議，使

彼此共同參與研發工作及成果分享，不僅

同學能實際參與深度研習，從奈米纖維原

料生產、改質接枝技術、設備單元模組化

/系統化、最後應有機會導入生技產業上

實際應用在純化分離製程等一貫化作業，

擴大與國內業界接軌，同時也學會發揮整

合應用與工程能力。最後，由實驗測試與

成品驗證結果確認此新型高密度羧酸型離

子交換奈米纖維薄膜極具產業應用性及可

行性。 

目前本研究已進入第二期的雛量奈米

纖維膜試量產，從產業效益分析來看，德

國 Sartorius 公司利用相轉換法製程開發

強/弱酸型、強/弱鹼型離子交換膜材，其

售價約 NT$9,000-10,000/m
2，而本案奈米

纖維材料之離子基團密度為市售品的 3-7

倍，而開發成本約為售價的 1/10 以下，

NT$800-1,200/m
2，極具價格競爭優勢。

若以北美離子交換樹脂市場 20 億美元年

需求之 3%為初期目標，將約有 18 億台

幣之年產值。另外，2010 全球蛋白質醫

藥市場銷售金額超過 600 億美元(台灣約

20 億)，產品附加價值高，產業需開發更

有效率及更精密的分離純化製程。本研究

所採用的雞蛋白約 NT$55/kg，其中雞蛋

白占全蛋的 60%，約含有 40 種以上的蛋

https://www.google.com.tw/search?qscrl=1&biw=1280&bih=685&q=%E7%BE%A7%E5%9F%BA&spell=1&sa=X&ei=CTLLUfv7NoeziQfU6oCgCQ&ved=0CCgQvwUoAA


白質，溶菌酶僅佔雞蛋白的 3.4%，經由

分 離 純 化 後 ， 溶 菌 酶 售 價 可 達

NT$32,000/公斤，價差可達約 580 倍以上。 

鴻隼公司為國內專業且最大的靜電紡

絲設備廠商，商業化靜電紡絲技術平台已

成功推廣國內產、學、研界使用，包含台

灣大學、明志科技大學、交通大學、清華

大學、台北科技大學、台灣科大學、工研

院、Angstron materials (USA)等。本研究

初期採用鴻隼企業有限公司的研究型型靜電

紡絲設備，後期由於業界需求，鴻隼公司以

既有之實驗型設備為基礎，自行開發出雛

量型奈米纖維生產設備，對於奈米纖維膜

的量產及均勻度均可大幅提高，目前已建

立穩定生產幅寬 40 cm，噴發量 5 g/min、

與生產速度(1m/min)的奈米纖維不織布設

備，建構台灣在電紡技術上自主的能力，

並可逐步輔導國內紡織產業界進入跨領域

產品應用開發，包含過濾、生技、醫療、

電子、能源、防護、環境等，有效協助紡

織產業跨大市場範圍，並大大提升產業技

術水準與產品附加價值。透過三方的互助

與實質合作，這些節省下的成本可直接反

應在高密度羧酸型離子交換奈米纖維產品

與模組化系統的售價上，使得未來產品更

有產業價值與競爭力。 
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