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工业层析

简介
两百多年来，病毒制剂一直被用作疫苗，最近还被用于基因治疗 
平台。对于基因递送，传统的病毒纯化方法，如密度梯度超速离 
心法和沉淀法可能难以推广，也可能达不到治疗所需的纯度标准。
因此，层析已成为满足大规模治疗性病毒纯化要求的先进工具。 
病毒通过静电作用与层析填料结合。

我们以前曾利用混合模式 CHT 陶瓷羟基磷灰石填料纯化过哺乳动
物病毒（Kurosawa 等人2014 年）。CHT 填料是一组混合模式钙
亲和/阳离子交换载体。许多病毒表面的高负电荷使其能够与 CHT 
的钙离子位点紧密结合，从而实现高产率 (>80%) 的显著纯化。 
这种紧密结合还可用于提供强大的病毒清除能力，从而确保生物 
制造过程中的病毒安全性（ICH 专家工作组，1999 年；Moritz， 
2005 年）。

CHT XT 是 CHT 填料家族的最新成员。它具有优越的物理稳健性，
以确保其可在大量循环中重复使用。它保持了 CHT 独特的分离 
特性，用于聚集体去除和单克隆抗体纯化。为了检测其病毒纯化 
能力，我们使用CHT XT 填料对流感和登革热病毒进行了单步 
纯化。

材料和方法
本研究中使用的病毒参见表 1。 

摘要

过去的研究表明，CHT™ 陶瓷羟基磷灰石填料可用于病毒纯化。我们在 CHT 家族的最 
新成员 CHT XT 填料上纯化了流感和登革热病毒。我们在每种病毒的一步纯化中回收率 
超过了 75%。此外，在这两种样本中，污染蛋白的去除率大于 90%，dsDNA 的去除率 
大于 60%。这就使 CHT XT 成为简单、快速且可重复的病毒纯化的附加填料，并克服了
传统纯化方法的缺点。

CHT 陶瓷羟基
磷灰石

表 1病毒类型和大小

病毒 基因组 包膜 尺寸，nm

流感 ssRNA + 80–120
登革热 ssRNA + 50

病毒生产 

流感病毒：菌株 A/California/07/2009 在含 10% 胎牛血清 (FBS) 
和 L-谷氨酰胺的最低基础培养基 (MEM；Gibco)（225 cm2 烧瓶） 
中的 MDCK 细胞上培养。当细胞几乎融合时，将流感病毒以 
1:3,000 的稀释度接种到含有胰蛋白酶、青霉素和链霉素（流感 
培养基）的 75 mL D-MEM/F-12 的细胞单层上。在第 3、4 和 11 
天收获上清液，并用 0.45 µm 过滤器进行澄清。 

登革热病毒：2 型菌株 ThNH7/93 在 C6/36 细胞上培养。细胞在 
225 cm2 烧瓶中生长，烧瓶在磷酸盐缓冲盐水 (PBS) 中用 100 µg/ml 
的多聚赖氨酸预涂。细胞在含 10% FBS 的 Eagle 最低基础培养基 
（改良 EMEM，MP Biomedicals）中于 28℃ 下培养 1 周。细胞 
达到融合后，将 2 型登革热病毒以 1:1,000 的稀释度接种到 75 mL 
含 0.5% FBS 和 MEM 维生素溶液 (Thermo Fisher Scientific) 的改良 
EMEM 中的细胞单层上，并在 28℃ 下培养。第 3 天更换培养基， 
第 7 天收集培养液（约 75 mL）。使用 0.45 µm 过滤器过滤培养液， 
以除去细胞和大细胞碎片。
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层析

将 CHT XT 填料填充至 4.6 x 35 mm 层析柱（0.58 ml 柱床体积）
中，并以 360 cm/hr 的流速进行病毒纯化，如表 2（流感）和表 3
（登革热）所示。所有实验均重复进行三次，结果如下。

TCID50 流感病毒感染性测定

本试验使用 96 孔微孔板中的汇合单层 MDCK 细胞。试验前将 
MDCK 细胞（2 x 104 个细胞/孔）在流感培养基中培养 1 天。每个
病毒组分用流感培养基进行 10 倍连续稀释。向各孔 (n = 3) 中加入
稀释的病毒组分 (50 µl)，并培养一周。在显微镜下研究细胞病变 
效应。采用 Reed-Muench 法计算滴度。

病毒纯度分析

通过 12.5% SDS‑PAGE 凝胶电泳和免疫印迹法评估病毒纯度。这些
分析所使用的方案如前所述（Kurosawa 等人，2012 年）。使用 
前用 10 kD MWCO 过滤器进行超滤，将细胞培养液浓缩 10 倍， 
所有其他样本浓缩 30 倍。Bio-Rad 凝胶 Doc EZ 成像系统用于定 
量带密度。在免疫印迹法中，流感病毒样本使用 1:200 稀释度的 
一抗-HA mAb (Abnova)，登革热病毒样本使用 1:500 稀释度的小 
鼠抗 D2 血清（由 HOYA Technosurgical 公司为这些实验自制）。 
使用 1:1,000 稀释度的抗小鼠 IgG(Fc)-POD (American Qualex)  
二抗。使用 EzWestBlue (ATTO Corporation) 观察带。

结果
流感病毒
病毒活性

流感病毒纯化的层析结果参见图 1。流感病毒在大约 250 mM 磷酸 
盐溶液中洗脱，与大部分吸收紫外线的物质分离良好，并与 dsDNA 
部分分离。红细胞凝集活性（层析图上的红色条形）测量能够与红
细胞表面分子结合并引起凝集的病毒滴度。如图 1A 和 1B 所示， 
HA 活性主要出现在保留体积 26-31 mL 之间。经计算，从这些组 
分中回收的总病毒活性约为起始活性的 75%。此活性与 DNA 和 
A280 吸收杂质充分分离。将显示大量病毒活性的样本混合，用于
进一步的分析。

表 2流感纯化方案

步骤 流动相 pH 体积，ml

预清洗 1 M NaOH 5
清洗 600 mM 磷酸钠 7.2 10
平衡 10 mM 磷酸钠 7.2 10
清洗 24% 的 600 mM 磷酸钠 7.2 10
样本上样和清洗 24% 的 600 mM 磷酸钠 7.2 24
洗脱 150-600 mM( 24%-100%) 磷酸钠梯度洗脱 7.2 11
柱清洗 600 mM 磷酸钠 7.2 5

表 3登革热纯化方案

步骤 流动相 pH 体积，ml

预清洗 1 M NaOH 5
清洗 600 mM 磷酸钠 7.2 10
平衡 10 mM 磷酸钠 7.2 20
样本上样和清洗 10 mM 磷酸钠 7.2 20
洗脱 10-600 mM 磷酸钠梯度洗脱 7.2 15
柱清洗 600 mM 磷酸钠 7.2 5

病毒活性测定

通过鸡红细胞血凝分析（HA 试验）测定回收组分中的流感病毒
活性。如前所述，通过鹅红细胞 HA 试验测定回收组分中登革热病
毒的活性 (Kurosawa 等人，2012 年）。

双链 DNA (dsDNA)

根据生产商说明，使用 Quant-iT PicoGreen dsDNA 测定试剂盒 
(Thermo Fisher) 测定组分中 dsDNA 的浓度。 

病毒组分中的蛋白质分析

使用 Micro BCA 蛋白浓度测定试剂盒分析病毒组分的总蛋白浓度。 
采用 MDCK HCP ELISA 试剂盒 (Cygnus Technologies) 对流感病
毒组分进行宿主细胞蛋白 (HCP) 分析。
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图 1从 CHT XT 中重复洗脱流感病毒HA 滴度 ( )；DNA ( )； A280 ( )；A260 ( )；
电导率 ( )。
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图 2在 CHT XT 上纯化的流感病毒的感染性感染性 ( )；HA 滴度 ( )；A280 ( )； 
A260 ( )；电导率 ( )。
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病毒感染

为了确定纯化的流感病毒是否保持其感染性，进行了 TCID50 试验 
（图 2）以分析细胞病变效应 (CPE)。本试验测定活性、感染性颗 
粒的数量。经计算，重复试验的平均回收率约为 68%。如图 2A  
和图 2B 所示，大部分感染性出现在保留体积上，而保留体积也显 
示出最高的 HA 活性。这证实了组分 26 至 32 含有活性纯化病毒。

表 4通过 HA 测定对收集的流感样本进行分析测定的结果

dsDNA 
对数减少值

总蛋白  
对数减少值

HCP 含量  
对数减少量

0.42 2.82 2.54

分析测定

对在 CHT XT 填料上运行的流感病毒收集样本进行了 3 次分析 
测定。分析测定结果参见表 4。在 CHT XT 上进行单步流感病毒 
纯化可显著清除 (>99%) 总蛋白和宿主细胞蛋白，并清除 60%  
以上的 dsDNA。

A A
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图 3组分的 SDS-PAGE (A) 和免疫印迹分析 (B)通过银染显示凝胶上的蛋白带， 
并使用 HA 特异性单克隆抗体检测活性样本中的 HA 蛋白。泳道 1：3 μL 蛋白 MW  
标记物；泳道 2：10 μl 细胞培养液；泳道 3：10 μl 流穿液 组分；泳道 4：10 μl  
收集组分，用于 HA 测定。
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图 4从 CHT XT 中重复洗脱登革热病毒HA 滴度 ( )；DNA ( )； A280 ( )； 
A260 ( )；电导率 ( )。
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病毒纯度

对图 1 中的活性收集组分进行的 SDS-PAGE 分析证实，在预期分
子量的两种形式的 HA 蛋白得到有效的纯化（图 3A）。相同样本
的免疫印迹证实浓缩带为 HA（图 3B）。

登革热病毒
病毒活性

登革热病毒纯化的层析结果参见图 4。登革热病毒在约 400 mM 
磷酸盐处洗脱，与大部分紫外线吸收物质和 dsDNA 分离良好。 
HA 活性主要体现在 28 至 38 ml 的保留体积之间；收集组分 30-35 
进行进一步分析。经计算，从这些组分中回收的总病毒活性约为 
87%。在所有重复样品的流穿液组分中均未检出病毒活性。 



© 2024 Bio-Rad Laboratories, Inc.	 5	 公告 7115

使用混合模式 CHT 陶瓷羟基磷灰石 XT 填料进行单步流感和登革热病毒纯化

分析测定

对在 CHT XT 上运行的登革热病毒收集样本进行了两次分析测定。
分析测定结果参见表 5。在 CHT XT 上进行单步登革热病毒纯化可
显著清除蛋白质 (>93%) 和 dsDNA (>91%) 污染物。

表 5通过 HA 测定对收集登革热样本进行分析测定的结果

dsDNA 对数减少值 总蛋白对数减少值

1.07 1.15

病毒纯度

图 4 中收集活性保留组分的 SDS-PAGE 分析表明，收集液中含有
在登革热 E 和 C 蛋白预期位置迁移的蛋白，如免疫印迹法所示（
图 5）。请注意，在 SDS-PAGE 凝胶上的 E 蛋白正上方可观察到
污染物迁移。
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图 5组分的 SDS-PAGE (A) 和免疫印迹分析 (B)通过银染显示凝胶上的蛋白带， 
并使用登革热病毒 2 型抗血清检测活性样本中的病毒蛋白。泳道 1：3 μL 蛋白 MW  
标记物；泳道 2：5 μL 登革热阳性对照；泳道 3：细胞培养液；泳道 4：10 μl 流穿 
液组分；泳道 5：5 μL UV 富集组分；泳道 6：10 μl 收集组分，用于 HA 测定。

   1   2           3             4     6    7      

层析填料正不断发展，以满足生物产业日益增长的需求。我们开发
了新型 CHT XT 填料，以满足对具有出色使用寿命和单步纯化功能
的稳健填料的需求，从而实现卓越的工艺经济性。由于对流感和登
革热病毒均具有高纯度和高产率，我们证明 CHT XT 可用于单步杂
质清除。这就使 CHT XT 成为简单、快速、可扩大且可重复的病毒
纯化的填料。 
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请访问 bio-rad.com/CHTXTVirusPurification，了解更多信息并
索取样本。

http://bio-rad.com/CHTXTVirusPurification
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