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工业层析

简介
晶体羟基磷灰石是一种天然存在的混合模式层析填料。这种无机材
料的化学成分为 (Ca5(PO4)3OH)2，其羟基、钙离子和磷酸根离子以 
重复的几何模式排列。磷酸根（P 位点）与蛋白质分子中带正电荷
的氨基残基发生静电相互作用，而钙离子（C 位点）则与天冬氨酰
和谷氨酰残基的羧基侧链形成螯合复合物（图 1）。这些类型的相 
互作用可协同作用，也可单独作用，为生物分离提供独特的选择性。 
陶瓷形式的羟基磷灰石 CHT 是一种球形、大孔且流体动力学稳定
的层析填料。它已被广泛用于生物分子的一般制备以及生物制药的
商业化生产。

通常在 6.5-7.5 的 pH 范围内使用 CHT 填料进行层析。在这些 pH 
值水平下，酸性蛋白质（即 pI 值低于 7 的蛋白质）带负电荷。它们
可能会被 CHT 上的 P 位点排斥，同时面临酸性杂质（如原料中的
核酸和内毒素）对 C 位点的竞争。使用含有无机磷酸盐的缓冲液
进行层析分析可能会进一步影响 CHT 与酸性蛋白质的结合。 

摘要

本研究涉及缓冲液组分对使用陶瓷羟基磷灰石层析法从大肠杆菌菌株产生的其他酸性杂质 
中分离酸性酶的影响。在 pH 值为 6.5 的磷酸钠 (NaPi) 缓冲液中，低浓度的钙阳离子和氯 
化钠可促进目标蛋白的结合，然后再用浓度更高的磷酸钠缓冲液进行选择性洗脱。当 CHT™ 
陶瓷羟基磷灰石填料用含有低浓度磷酸钠 (pH 7.0) 的缓冲液预平衡时，也可以在流穿模式
下纯化该酶。这两种纯化策略都能有效清除酸性污染物。此外还讨论了这些缓冲液组分调

节生物分子和 CHT 填料之间相互作用的可能机制。

CHT 陶瓷羟基
磷灰石

在本研究中，我们尝试使用 CHT 填料对酸性酶，CDP-D-葡萄糖
4,6-脱水酶 (Eod) 进行精纯（Thorson 等人，1994 年）。根据其多
肽序列，这种酶的 pI 值估计为 6（Thorson 等人，1994 年；He  
等人，1996 年，Vogan 等人，2002 年）。重组酶在大肠杆菌中过
量产生，而细胞粗提液含有大量内毒素和核酸，它们是 CHT 上 C 
位点的有力竞争者。利用实验设计 (DOE) 筛选中确定的条件，我们
能够在 CHT 层析柱上对该酶进行规模放大纯化，以实现对多种酸
性杂质的有效去除。

图 1CHT 填料与生物分子相互作用的示意图
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材料和方法
总述

CHT 陶瓷羟基磷灰石填料（I 型，40 µm）是 Bio-Rad 
Laboratories,Inc 的产品。在室温下使用 Mini Bio-Spin™ 层析柱 
(Bio‑Rad) 在 BioLogic DuoFlow QuadTec 10 系统 (Bio‑Rad) 或 
NGC 10 中压层析系统 (Bio-Rad) 上进行层析纯化。采用 Precision 
Plus 蛋白标准品 (Bio-Rad) 和 Criterion TGX 无染色预制凝胶  
(Bio-Rad) 通过 SDS-PAGE 分析蛋白组分，并在 GelDoc™ EZ  
系统 (Bio-Rad) 中记录凝胶图像。分别采用大肠杆菌 HCP ELISA 
试剂盒 (Cygnus Technologies) 和 Droplet Digital™ PCR (ddPCR™) 
大肠杆菌残留 DNA 定量试剂盒 (Bio-Rad) 测定宿主细胞蛋白 (HCP) 
和双链 DNA (dsDNA) 的清除率。使用终点显色鲎分析试剂盒 
(Lonza) 检测蛋白质样本中的内毒素污染。用 Bradford 蛋白检测法  
(Bio-Rad) 对蛋白质浓度进行量化。制备缓冲液时，从 EMD Millipore 
或 VWR 等商业供应商处购买分析级或更高级别的化学品。

结合和洗脱条件的 DOE 筛选

利用实验设计 (DOE) 方法，获得 CHT 纯化 Eod 的最佳纯化条件。
研究了氯化钙、氯化钠、磷酸钠和缓冲液 pH 值对目标蛋白结合的
影响。在目标蛋白方面，重点研究了磷酸钠浓度和缓冲液 pH 值对
蛋白纯度和回收率的影响。采用 JMP 软件 (SAS Institute) 建议的
两水平完全析因筛选设计（表 1）。使用结合缓冲液预平衡 Mini 
Bio-Spin 层析柱，每个微柱含有 50µl CHT 填料。D把经过阴离子交 

换纯化后的 Dod 缓冲液替换至各自的测试结合缓冲液。向每个预平
衡的离心柱中上样 2-2.5 mg Eod，并在室温下与填料混合 10 分钟， 
同时搅拌。孵育结束时，以 1,600 x g 旋转 30 秒，除去未结合样品。 
通过将上样的填料与各自的洗脱缓冲液共同孵育 10 分钟并搅拌，
然后以 1,600 x g 离心 30 秒，洗脱目标蛋白。通过 SDS-PAGE  
分析这些洗脱液。使用收集洗脱液的吸光度 (280 nm) 读数定量目
标酶的回收率，并使用 Image Lab 软件 (Bio-Rad) 评估目标蛋白 
纯度。使用 JMP 软件进行标准最小二乘法回归，以获得 Eod 纯化
的关键参数。

结合-洗脱模式的 CHT 层析 

用 10 个柱体积 (CV) 的 5 mM 磷酸钠、200 mM 氯化钠和 1 mM  
氯化钙 (pH 6.5)（缓冲液 A）平衡 0.56 x 4 cm (1 mL) CHT 层析柱。 
以 300 cm/hr 的线性速度上样缓冲液 A 中部分纯化的 Eod，并用 
10 CV 平衡缓冲液清洗层析柱。用 15 CV 的 75 mM 磷酸钠（pH 
值为 6.5）（缓冲液 B）洗脱结合的目标蛋白。

流穿模式下的 CHT 层析

以 300 cm/hr 的线性速度将 pH 为 7 的部分纯化的 Eod（溶于 5 mM 
磷酸钠和 5 mM 氯化钠（缓冲液 C）中）上样到用 10 CV 相同缓 
冲液预平衡的 0.56 x 4 cm (1 mL) CHT 层析柱上。在流穿液组分 
中回收目标酶。用 pH 为 7.0 的 10 mM 磷酸钠和 1.5 M 氯化钠 
（缓冲液 D）剥离结合的杂质。

表 1用于筛选结合和洗脱条件的实验设计 (DOE) 设置

实验 氯化钙浓度，mM 氯化钠浓度，mM 磷酸钠浓度，mM
结合缓冲液 

pH 值 磷酸钠浓度，mM
洗脱缓冲液 

pH 值

结合缓冲液 洗脱缓冲液

1 0.5 100 3 6.8 75 6.8

2 0 200 1 6.5 50 7.1
3 0 200 5 7.1 50 6.5
4 0 0 1 7.1 100 6.5
5 0 0 1 6.5 50 7.1
6 1 0 5 7.1 100 7.1
7 0 0 5 7.1 50 6.5
8 1 200 1 6.5 100 6.5
9 1 0 5 6.5 50 6.5
10 1 200 5 7.1 100 7.1
11 0 200 5 6.5 100 7.1
12 1 0 1 6.5 100 6.5
13 0.5 100 3 6.8 75 6.8

14 1 200 5 6.5 50 6.5
15 0 0 5 6.5 100 7.1
16 1 0 1 7.1 50 7.1
17 1 200 1 7.1 50 7.1
18 0 200 1 7.1 100 6.5
注意：实验 1 和 13 是中心点，是筛选出的实验极值之间的中间点。
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图 2根据吸光度（洗脱液 OD 280）预测结合缓冲液组分对洗脱液中 Eod 产率的影响 

结果
通过使用 JMP 软件分析 DOE 数据，确定了纯化 Eod 的关键参数。
这种酶与 CHT 填料结合的能力会随着氯化钙和氯化钠的使用而 
增强，并会随着缓冲液 pH 值的降低而进一步增强（图 2）。这些 
结果与 P. Gagnon 及其同事之前发表的研究成果非常吻合，他们 
证实蛋白片段通过钙配位机制与钙衍生化羟基磷灰石结合（Gagnon 
等人，2009 年）。在 5 mM 磷酸钠存在下，Eod 的最高结合能力估
计为 17 mg/mL。对于目标蛋白的洗脱，在较高 pH 值下，使用含
有较高浓度磷酸钠的缓冲液可获得较好的产率（图 3A）。然而，
在如此强的洗脱条件下，洗脱的 Eod 的纯度会受到影响（图 3B）。 
无论在高 pH 值低浓度磷酸钠时，还是在低 pH 值高浓度磷酸钠时， 
都可以很好地清除内毒素（图 3C）。以 1:500 稀释度将血清 
（由 HOYA Technosurgical Corporation 内部制备用于这些实验） 
与登革热病毒样本一起使用。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。
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图 3洗脱缓冲液组分对洗脱液中 Eod 纯度和产率的影响A，根据洗脱缓冲液条件分析
洗脱液中 Eod 的预测产率。B 和 C，根据两个洗脱缓冲液变量分析了一系列纯度和内
毒素预测。

B. 纯度预测图
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A. 产率预测图
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在结合和洗脱模式下，使用 1 mL CHT 层析柱进行规模放大纯化， 
该层析柱用含有 1 mM 氯化钙和 200 mM 氯化钠 (pH 6.5) 的缓冲液 
进行了预平衡-已证明这两种化学物质可增强 Eod 结合。缓冲液中的 
钙离子可被 CHT 填料表面的 P 位点吸收，与目标蛋白分子的羧基残
基形成更多的金属亲和螯合复合物。此外，带负电荷的磷酰基被钠
阳离子屏蔽，抑制了层析填料和酸性酶之间的静电排斥（图 4）。 
使用含有 75 mM 磷酸钠的缓冲液 (pH 6.5) 在 3 CV 内充分洗脱结
合的 Eod，该条件平衡了目标回收率的需求和酸性杂质（如表达宿
主细胞的内毒素和核酸）的分离度（图 5）。 

正如 DOE 筛选所预测的那样，在较高 pH 值下，由于 P 位点之间的 
强烈排斥，以及在不存在高浓度氯化钠的情况下酸性目标蛋白表面 
的负电荷，CHT 填料不能有效结合 Eod。因此，Eod 也可以采用流 
穿模式纯化。CHT 层析柱用 5 mM 磷酸钠和 5 mM 氯化钠 (pH 7.0) 
进行平衡。在此层析条件下，可有效捕获与钙金属亲和力更强的 
物质（如核酸、内毒素和表达宿主细胞的污染蛋白），并保留在层
析柱上，直至用含 1.5 M 氯化钠的缓冲液剥离（图 6）。流穿操作
简单有效，仅需最少的原料操作和缓冲液制备。两种层析过程的杂
质清除效率参见表 2。它们都能很好地去除杂质。

图 4通过在结合缓冲液中添加氯化钙和氯化钠增强 CHT 填料和 Eod 之间的相互作用 
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图 5在 1 mL CHT 层析柱 (0.56 x 4 cm) 上以结合-洗脱模式纯化 EodA，层析柱分离
层析谱。OD 280 ( ), OD 260 ( ) 和缓冲液 pH 值 ( )。B，层析柱组分的 SDS-
PAGE 分析。泳道 1，Precision Plus 蛋白标准品；泳道 2-5，层析柱组分 2F–5F； 
泳道 6-11，层析柱组分 8F–13F。收集含有组分 9F 和 10F 的目标蛋白以进行纯度 
和产率分析。
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图 6在 1 mL CHT 层析柱 (0.56 x 4 cm) 上以流穿模式纯化 EodA，层析柱分离层 
析谱。OD 280 ( )，缓冲液电导率 ( )。B，层析柱组分的 SDS-PAGE 分析。 
泳道 1 和 5，Precision Plus 蛋白标准品；泳道 2-4，层析柱组分 A3–A5；泳道 6， 
层析柱组分 A13。收集含有组分 A3 和 A4 的目标蛋白以进行纯度和产率分析。

表 2杂质清除效率比较 

样本
内毒素， 
EU/mg* dsDNA, ppm** HCP, ppm***

样品 4,317 1,028 1,599
流穿模式下纯化的 Eod 11 2 225
结合-洗脱模式下纯化的 Eod 3 4 142
* 	 LAL 测定，每毫克蛋白质。 
** 	ddPCR 分析，每毫克蛋白质。检测限为 1.2 pg/mL。 
*** ELISA。检测限为 1.6 ng/ml。

结论
我们已成功地采用 DOE 开发了 CHT 层析工艺。当前结果表明，
目标酸性酶的结合能力和选择性取决于层析流动相的组成。我们的
研究表明，酸性蛋白质的结合得益于使用低浓度的氯化钙，同时对
缓冲液中的无机磷酸盐离子也有足够的耐受性。鉴于“对 CHT 稳定
性具有显著积极影响”，建议向工艺溶液中加入钙和磷酸盐（更多
详情，请参阅公告 6068）。最后，Eod 的放大制备可以通过结合-
洗脱或流穿模式实现，这展示了使用 CHT 填料进行层析分离的稳
健性。这两种纯化策略都很有效，不仅产品产率高，而且能很好地
清除表达宿主细胞中的酸性杂质。 
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请访问 bio-rad.com/CHT，了解更多信息并索取样品。

http://www.bio-rad.com/webroot/web/pdf/lsr/literature/Bulletin_6086.pdf
http://www.bio-rad.com/CHT
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