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工业层析填料

表 1CHT II 型填料特性

官能团 Ca2+，PO4
3–，OH–

平均颗粒大小 40 ± 4 µm 和 80 ± 8 µm
线性流速范围 50-400 厘米/小时
操作 pH 值范围 6.5–14
消毒 1-2 N NaOH
高压灭菌 121ºC，20 分钟，磷酸盐缓冲盐水，pH 7
密度，g/ml 床 0.63 g/ml

简介
细胞和基因治疗 (CGT) 是现代医疗保健行业中的 
一种突破性方法，为以前无法治愈的疾病提供颇有
前景的治疗方案。通过基因或细胞水平的靶标， 
CGT 为多种疾病提供非凡的前景。因此，该方法
已成为现代医疗保健行业发展最快的领域之一。
近期，FDA 批准将 Lyfgenia（慢病毒载体）和 
Casgevy (CRISPR-Cas9) 用于治疗镰状细胞病 

（2023 年美国 FDA），这证明对于以前治疗方案有限的疾病， 
基因治疗可以提供有效的方案。

慢病毒是逆转录病毒家族的包膜病毒，它们作为慢病毒载体 (LVV) 
处于这些新治疗方案的前沿。作为载体，LVV 用于将基因有效地 
传递到各种细胞中，实现转基因表达。因此，慢病毒的用途广泛，
包括功能基因组、重组蛋白生产和临床基因治疗（Ghosh 等人， 
2022 年，Moreira 等人，2021 年）。

尽管 LVV 具有通用性，但其生产仍存在挑战，比如低功能病毒滴度 
和高杂质水平。随着用途从体外细胞转导扩展到体内给药，对杂质
去除的监管要求预计会增加。本文旨在指导科学家和制药公司使用 
CHT 陶瓷羟基磷灰石填料克服 LVV 纯化挑战。

CHT 陶瓷羟基磷灰石填料
作为层析填料，CHT 陶瓷羟基磷灰石是球形、大孔形式的羟基磷
灰石，以其物理和化学稳定性而闻名（表 1）。CHT 是配体和基质
一体的多模式填料，表现为：与钙位点（C 位点）的金属螯合作用
和与磷酸盐位点（P 位点）的阳离子交换作用。这些位点允许 CHT 
可以独特而精准的分离各种治疗性药物，包括病毒（Kurosawa  
等人，2012 年）。

CHT 陶瓷羟基
磷灰石

盐对 LVV 纯化的影响
LVV 的等电点 (pI) 介于 6.0 和 6.5 之间，因此在中性 pH 条件下带 
负电荷。阴离子交换层析法 (AEX) 是常用的 LVV 纯化策略，在该
方法中，强和弱 AEX 填料均用于下游纯化。然而，从 AEX 填料
中洗脱 LVV 需要高氯化钠浓度（高达 1 M），这对于 LVV 稳定性
非常不利。在带有 1 M 氯化钠的不同缓冲液中培养时，LVV 的感
染滴度显著下降，其中在 pH 7 的磷酸盐条件下，下降幅度最小
（Ghosh 等人，2022 年）。

要提高 LVV 对 CHT 陶瓷羟基磷灰石填料的吸附，需要添加氯化钠
（表 2）。为证明这一点，分别在添加和不添加氯化钠的条件下进
行了纯化（图 1）。通过使用流式细胞术检测感兴趣的基因，即转
导绿色荧光蛋白 (GFP)，测量 LVV 的感染滴度（图 2）。未添加
氯化钠时，在从梯度洗脱过程中获得的组分中，仅检测到 51.7% 
的总感染 LVV。而当平衡和洗脱缓冲液中添加了氯化钠时，这一比 
例增加至 99.8%。因此，建议添加适宜浓度的氯化钠，从而确保 
LVV 稳定性，并提高纯化性能。
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图 1未添加氯化钠 (A) 的 LVV 的吸附性，和在平衡缓冲液（缓冲液 A）与洗脱缓 
冲液（缓冲液 B）中添加了氯化钠 (B) 的 LVV 的吸附性将样品 (1 ml) 上样到层析柱，
不做任何调整，并使用相应的平衡缓冲液（缓冲液 A）进行清洗，然后执行梯度 
洗脱（缓冲液 B）。通过使用流式细胞术 (—) 检测 MpGFP，测量慢病毒载体滴度 
(IU/ml)。未添加氯化钠时 (A)，在上样和清洗组分中发现了 48.3% 的总感染病毒颗
粒，在洗脱组分中发现了 51.7%。添加了氯化钠时 (B)，在上样和清洗组分中发现了 
0.2% 的总感染病毒颗粒，在洗脱组分中发现了 99.8%。在 280 nm 时测量 UV 吸 
光度 (—)，并监测电导率 (—)。LVV，慢病毒载体。
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图 2分离流式细胞术检测到的感染 LVV。通过测量 GFP (—) 检测到的感染 LVV 在磷 
酸盐梯度开始时与蛋白质杂质分离，通过 UV 280 检测 (—)，并在梯度结束时与 dsDNA 
杂质分离，通过 PicoGreen 检测 (—)。监测电导率 (—)。LVV，慢病毒载体。

图 3利用 CHT 陶瓷羟基磷灰石填料初步纯化 LVV 的建议工艺流程和缓冲液 LVV， 
慢病毒载体。 

在以下条件下培养 LVV：
	■ 磷酸钠，0–400 mM
	■ 氯化钠，0–1,000 mM
	■ pH 6.5–7.5

基于稳定性数据：
	■ �在缓冲液中添加足够的氯化钠
	■ 不同的缓冲液 pH
	■ 不同的磷酸盐浓度
	■ 不同的磷酸盐梯度长度

基于杂质和感染数据，设计适合：
	■ 清洗缓冲液
	■ 洗脱缓冲液

确定  
LVV 稳定性

确定磷酸盐梯
度洗脱

确定所需缓
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表 2实验条件

层析柱 4.6 x 35 mm
填料 CHT II 型 40 µm
样品 MpGFP HEK 293T 上清液，3.9 x 107 IU/ml，含 10% FBS
缓冲液 A 	■ 10 mM 磷酸钠，pH 7.2

	■ 10 mM 磷酸钠，150 mM 氯化钠，pH 7.2
缓冲液 B 	■ 400 mM 磷酸钠，pH 7.2

	■ 400 mM 磷酸钠，150 mM 氯化钠，pH 7.2
流速 360 厘米/小时

FBS，胎牛血清。

工艺流程建议

可轻松确定适当的清洗和洗脱条件，以便从感染 LVV 中去除杂质。 
要实现有效的杂质去除率，建议采用以下工艺流程作为初步纯化 
策略（图 3）。表 3 列出了用于磷酸盐梯度洗脱的建议缓冲液。
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表 3适用于磷酸盐梯度洗脱实验的建议缓冲液

步骤名称 缓冲液组成 详细信息
平衡 10 mM 磷酸盐， 

150 mM NaCl
直至 pH 和电导率稳定

样品上样 已澄清，不需要去除血清 107 IU/ml 的填料*
清洗 10 mM 磷酸钠， 

150 mM NaCl
确保在清洗时检测到最小 LVV

洗脱 300 mM 磷酸钠， 
150 mM NaCl

从 20 CV 开始，根据需要调整
梯度

CV，柱体积；LVV，慢病毒载体。
* �初步实验的建议填料上样数量。实际样品上样数量将取决于慢病毒特点和上样条件。

所示结果表明，CHT 陶瓷羟基磷灰石填料能够与 LVV 良好结合，
同时与感染 LVV 主峰保持有效的蛋白质和 DNA 分离。此外， 
可使用带有最少氯化钠的磷酸盐对 LVV 进行洗脱 (~150 mM)。 
与需要更高氯化钠浓度的典型阴离子交换填料相比（Ghosh 等人， 
2022 年），LVV 的 CHT 填料洗脱条件明显更温和，LVV 稳定 
性预计将得以提高。CHT 陶瓷羟基磷灰石 II 型填料可应对 LVV  
生产和纯化带来的挑战，并在同一系列填料中获得类似结果。
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请访问  bio-rad.com/CHT，了解更多信息并索取样品。
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