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扩张柱床吸附层析回收纯化

灌流培养生产的单克隆抗体

余晓玲 米 力" 姚西英 陈志南"

（第四军医大学细胞工程研究中心，国家 13$ 计划西安细胞工程基地，陕西 西安 02""$!）

摘 要 用扩张柱床吸附层析技术，一步回收纯化连续灌流培养的单克隆抗体。用 FG,6+<’=B6 FH 阳离子交换介质

在固定床柱 IJ23K!" 上进行条件摸索，扩张床柱 FG,6+<’=B6/!8 和 8" 分别用于小规模条件优化和中试规模放大。培

养液中的低浓度单抗经此步处理，浓缩 2" 倍以上，纯度提高 8 L 0 倍，回收率 M 7"N，制备周期比固定柱床层析缩短

一半以上。根据培养液中单抗浓度的不同，一次处理量为 21 L 8"O，纯化规模由实验室水平（#""<P）扩大至中试水平

（!P），生产成本和工艺复杂性大为降低。应用扩张柱床吸附层析技术，建立单克隆抗体回收纯化工艺，具有经济、

简便、高效实用和良好的可放大性。
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工程抗体产业化是通过现代生物工程技术实现

的。用批式、流加式或连续灌流式大规模培养杂交

瘤细胞或工程抗体表达细胞生产抗体，回收液需经

适当的纯化以满足应用时的纯度要求。吸附技术广

泛应用于蛋白的纯化，其传统的操作模式是固定柱

床吸附，但这种方法不适用于非澄清的原料。因此，

大多数的下游纯化方案都包括至少一个澄清样品的

操作单元，最常用的就是离心和微滤的方法，而这两

种方法都存在着各自的问题，无论单独或联合使用

都会导致产率的下降，甚至产品活性的损失，时间和

资金的耗费也相当可观［2 S !］。因此，发展新的下游

纯化方法以简化传统的纯化方案是个亟待解决的问

题。

扩张柱床吸附层析正是适应大规模下游纯化的

需求而开发的新的层析技术。它可将大规模培养的

回收液直接上柱，介质沉积形成的柱床随着由下向

上的液流而扩张。纯化介质在床体中均匀的悬浮，

并按照不同的颗粒尺寸和密度形成的梯度而有续排

列，形成一个均衡、稳定的吸附环境，从而起到有效

的吸附分离作用。在扩张柱床中，由于向上的液流

使介质颗粒彼此分开，介质间的空隙加大，细胞和细

胞碎片不受阻碍地随流动相通过，而目标蛋白吸附

在介质颗粒上，最后洗脱回收吸附的靶蛋白。

近年来扩张柱床吸附技术被生物制药工业领域

广泛接受，因为它使人们看到了减少纯化工艺步骤、

节省资金投入和增加产品收率的可能性。)&E+ 等

将毕赤酵母中表达的重组人血清白蛋白经过热处理

后，全细胞培养液直接在直径 2 < 的 FG,6+<’=B6 FH
柱上获得成功分离［$］，T+,BC=6’E 等人用 F5Q;4*OU);
V;4; 纯化 3 ( 0(,# 胞内表达蛋白———抗凝血酶 4B/
B6:=B !［#］，W&.+BAA&B 等回收 3 ( 0(,# 围膜表达重组绿

脓杆菌外毒素 4 ;:&G&:=B4 H;88$V［8］等。扩张柱床

吸附技术的另一个重要应用领域就是直接从杂交瘤

或 XYZ 细胞培养液中捕获单抗：用 F5Q;4*OU);
,H,&G6=B 4 回 收 纯 化 批 式 培 养 中 的 单 抗 UP[2、

UP[!+［3 S 1］；阳离子交换介质 F5Q;4*OU); FH 用于纯

化杂交瘤细胞培养液中的 UP[!+［7］和 XYZ 细胞培养

液中的重组单抗，处理能力达 2!"""O，呈现较好的

线性放大性［2"，22］。F5Q;4*OU); ,H,&G6=B 4 的优点是

一步纯化可以达到较高纯度，比较适于以获取抗体

为最终目的纯化，但该介质价格昂贵，介质寿命也较

离子交换介质短，加之我们的终产品是片段抗体，回

收全抗体的高纯度对制备片段抗体并非必须。基于

产品特点和对工艺成本的考虑，本研究选用 F5Q;/



!"#$%& ’( 为纯化介质，验证了扩张床柱吸附层析

在生物反应器连续灌流培养生产单抗时，作为回收

纯化的初始步骤的简便、可靠和良好的可放大性，使

抗体生产能力大幅提高。

! 材料和方法

!"! 扩张柱床吸附层析介质、柱床和系统

扩张 柱 床 吸 附 介 质 ’)*+,-./0+ ’(、扩 张 柱 床

’)*+,-./0+12（1324- 内 径 ）、’)*+,-./0+25（2354- 内

径）、固定床柱 6789:15（8394- 内径）均购自 !-+*;
<=,- >/?<4/+04+<（瑞典）。@,)+*< 925 快速蛋白液相色

谱仪（美国 @,)+*< 公司）；扩张床柱配备 1 台 >A55;
855" 型蠕动泵（河北保定兰格恒流泵有限公司），一

台 BC;18;DD 型核酸蛋白检测仪（上海琪特分析仪器

有限公司）和一台 EF7FG!@! H52I 便携式记录仪

（四川仪表四厂）。

!"# 目的蛋白和培养液

杂交瘤细胞在 2# J+../G+0 (#K’ 生物反应器（美

国 %>’ 公司）上用无血清培养基 JJ"8（美国 BL4.?0+
公司）加 8M小牛血清进行连续灌流培养［8H］。收获

的培养液中总蛋白为 138N:#，游离细胞数为 835H O
859 :-# ，主要蛋白成分有牛血清白蛋白、转铁蛋白

和胰岛素，抗人肝癌单抗 B!P8D$NG8 的浓度为 885
Q 1DR-N:#。

!"$ 固定床上的吸附条件摸索

固定床柱 6789:15 在 @,)+*< 925 快速蛋白液相

色谱仪上运行。’)*+,-./0+ ’( 阳离子交换介质在

6789:15 柱上的装填高度为 854-。介质颗粒为球

型，直径 855 Q H55!-，平均颗粒直径为 155!-，介质

是微孔的，交联 9M的琼脂糖，并含有一个晶型石英

的核心，平均颗粒密度为 831N:-#。取少量培养液

以离心法澄清后上柱，流速为 H554-:=。尝试不同

的缓冲液系统、不同的 SB、洗脱液的盐浓度、洗脱模

式及样品预处理的方法。

!"% 小试规模扩张床柱的方法优化

用未 经 澄 清 的 样 品 在 小 试 规 模 的 扩 张 床 柱

’)*+,-./0+12 上进行方法优化，以验证在方法摸索阶

段所选择的条件。’)*+,-./0+’( 介质在 ’)*+,-./0+12
柱上的装填高度为 824-，约 IT-# 介质。扩张柱床

吸附的基本工作原理为：介质沉积的柱床（简称沉积

床）用吸附缓冲液（! 液）以向上的液流进行平衡和

扩张，待扩张的柱床稳定后，以相同的流速和流向上

样。上样结束后，再用 ! 液以相同流速和流向冲

洗，直至紫外检测信号回基线。这时，关掉蠕动泵，

使介质重新沉积，调节活塞至刚好在沉积床的表面，

然后以向下的液流和沉积床的状态进行洗脱。在此

阶段，需确定最佳的线性流速、柱床扩张程度及平

衡、冲洗、洗脱体积和洗脱模式等。此外，还必须确

定一个有效的介质在位清洗方案。

!"& 中试规模扩张床柱上的放大

在 ’)*+,-./0+ 25 柱 上 进 行 条 件 放 大。’)*+,-;
./0+’( 介质约 H55-#，沉积床高度约 824-，系统设置

状态与小试时相同。从 12-- 柱放大到 25-- 柱时，

除了介质体积、上样量和体积流速（-#:-/0）随规模

放大而增大外，样品预处理方式、沉积床高度、介质

载量和线性流速（4-:=）等其他参数基本一致。

!"’ 检测方法

!"’"! 抗 体 定 量 分 析：采 用 酶 联 免 疫 吸 附 试 验

（&#$’! 夹心法），具体步骤参见文献［81］。

!"’"# 抗体纯度检测：采用 ’C’;(!G& 法。将回收

单抗的浓度调整为 8N:#，在非还原条件下行 ’C’;
(!G&，分离胶浓度为 85M，每孔上样 15!#。胶片用

薄层色谱扫描仪扫描，测定纯度百分比。

# 结果

#"! 在固定床柱上摸索的条件

从生物反应器上收获的培养液，其电导为 81 Q
8T-<:4-，SBI3H Q I32，要使其吸附到离子交换介质

上，必须对样品进行适当的处理。我们对样品稀释

比（8 U8 Q 8 UT）、不同 SB 的缓冲体系（SB235 Q 935 的

醋酸钠、柠檬酸和磷酸缓冲液）、不同的样品预处理

方式（用平衡缓冲液、超纯水、等渗葡萄糖以及不同

浓度的 BJ# 等进行样品的稀释和 SB 调节）、不同

的洗脱盐浓度等条件进行了研究。经过方法摸索，

在固定床柱上获得最好纯化结果的条件为：SB23T，

15--?.:# 的柠檬酸缓冲液为平衡和冲洗液；SB23T，

15--?.:# 的柠檬酸缓冲液含 8-?.:# %,J. 为洗脱液，

流速为 H554-:=，经线性梯度洗脱模式确定的洗脱

盐浓度为 5382 Q 531-?.:#。上柱前，培养液经离心

澄清后，以超纯水稀释 132 Q H35 倍并调节 SB 至

23T，电导为 1 Q 2-<:4-。实验证明：确定一个使目标

蛋白尽可能多的吸附，在上样和冲洗过程中的损失

尽可能少，且在此前提下使杂蛋白的吸附也尽可能

少的样品稀释比，对取得好的吸附效果非常重要（图

8、1）。从 ’C’;(!G&（图 1）可看出，上样期间的穿过

峰和 ! 液冲洗峰中主要是牛血清白蛋白，无可见

$NG 条带，在 8-?.:# %,J. 的再生峰中也仅见转铁蛋

白和牛血清白蛋白条带，$NG 仅在 531 -?.:# %,J. 的
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洗脱峰中出现。

图 ! "#$!% 杂交瘤细胞培养液在 &’!()*+ 固定

床柱上用 ,-./01234/ ,5 介质纯化的色谱图

6378! 9:/ ;:.<10-<7.01 <= ;20.3=3/> "#$!%
:?$.3><10 ;/22 ;@2-@./ $.<-: 5@.3=3/> <4 &’!()*+

A3-: B-./01234/ ,C 0$B<.$/4-
C/0D!：,0152/ 05523;0-3<4 04> A0B:347；
C/0D"：E2@-3<4 A3-: +F*1<2)G H0I2；
C/0D#：E2@-3<4 A3-: !1<2)G H0I2

图 * "#$!% 杂交瘤细胞培养液在 &’!()*+ 固定床柱上

用 ,-./01234/ ,C 介质纯化的 !+J,K,LC#ME 分析

6378* !+J ,K,LC#ME 0402?B3B <= ;20.3=3/> "#$!% :?$.3><10 ;/22
;@2-@./ $.<-: 5@.3=3/> <4 &’!()*+ A3-: B-./01234/ ,C 0$B<.$/4-

!："#$!% :?$.3><10 ;/22 ;@2-@./ $.<-:；

*：=.0;-3<4 <= $./0DL-:.<@7: >@.347 B0152/ 05523;0-3<4；

N：=.0;-3<4 <= A0B:347；O：/2@-3<4 5<<2 <= +F*1<2)GH0I2；

P：/2@-3<4 5<<2 <= !1<2)G H0I2

!"! 小试规模扩张床柱上的方法优化

在这个阶段，使用未经澄清的培养液在实验室

规模的扩张床柱 ,-./01234/*P 上，按照上述在固定柱

床上摸索的条件进行。以 *P+;1): 的流速平衡、上

样、冲洗（液流向上），柱床扩张程度为沉积床高度的

*FQ 倍。采用步级洗脱模式，洗脱液为平衡缓冲液

含 +F*1<2)G H0I2，在沉积床状态下以 !++;1): 的流

速一步洗脱吸附的抗体（液流向下）。纯化结果与在

固定床柱上获得的非常相似，培养液中存在的细胞

和)或细胞碎片并未影响介质对 R7M 的吸附。平衡

及扩张体积为 O 个沉积床体积，冲洗体积为 *+ 个沉

积床体积，洗脱体积为 * 个沉积床体积。R7M 回收

率为 %SF(J，较纯化前浓缩 QFO 倍（由 +F!PP 17)1G
至 !FOP(17)1G），纯度提高 PFS 倍。在 ,-./01234/ *P
扩张床柱上的纯化结果见图 N、O。

图 N "#$!% 杂交瘤细胞培养液在 ,-./01234/ *P
扩张床柱上用 ,-./01234/ ,C 介质纯化的色谱图

6378N 9:/ ;:.<10-<7.01 <= @4;20.3=3/> "#$!%
:?$.3><10 ;/22 ;@2-@./ $.<-: 5@.3=3/> <4

,-./01234/ *P A3-: B-./01234/ ,C 0$B<.$/4- 8
C/0D!：,0152/ 05523;0-3<4 04> A0B:347；

C/0D"：E2@-3<4 A3-: +F*1<2)G H0I2；

C/0D#：E2@-3<4 A3-: !1<2)G H0I2

图 O "#$!% 杂交瘤细胞培养液在 ,-./01234/ *P 扩张床柱上

用 ,-./01234/ ,C 介质纯化的 !+J,K,LC#ME 分析

6378O !+J,K,LC#ME 0402?B3B <= @4;20.3=3/> "#$!%
:?$.3><10 ;/22 ;@2-@./ $.<-: 5@.3=3/> <4 ,-./01234/ *P

A3-: B-./01234/ ,C 0$B<.$/4-
!："#$!% :?$.3><10 ;/22 ;@2-@./ $.<-:；* T O：=.0;-3<4

<= $./0DL-:.<@7: >@.347 B0152/ 05523;0-3<4；P：=.0;-3<4

<= A0B:347；(：/2@-3<4 5<<2 <= +F*1<2)G H0I2；

S：/2@-3<4 5<<2 <= !1<2)G H0I2

在此阶段，还确定了介质的在位清洗（IRC）方

案：将柱活塞调节至 * 倍沉积床的高度，以扩张床的

状 态（ 液 流 向 上 ）进 行 冲 洗，步 骤 为：第 一 步，

+FP11<2)G H0U" V !11<2)G H0I2，N+;1):，保持至少

O :；第二步，N 个沉积床体积的超纯水，!++;1):；第

三步，N 个沉积床体积的 *PJ的醋酸，!++;1):；第四

步，!+ 个沉积床体积的超纯水或平衡缓冲液。IRC
程序应在每次纯化后立即进行，介质经在位清洗后
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即可再次使用。

!"# 中试规模扩张柱床上的放大

从上面的小试条件放大到中试规模时，介质体

积、上 样 量 相 应 增 大。平 衡、上 样、冲 洗 流 速 为

!"#$%&’（液流向上），柱床扩张程度为沉积床高度的

( 倍。洗脱是在沉积床的状态下以 )**$%&’ 的流速

进行（液流向下），平衡和洗脱液组成与在 +,-./%012.
!# 扩张床柱上的相同。所得结果除 345 洗脱体积

稍大于小试而为 !6! 个沉积床体积外，其余结果与

小试一致。345 回收率 7)6#8，较纯化前浓缩 769 倍

（由 *6):!4&%; 至 )6"#(%4&%;），纯度提高 #6< 倍。

在 +,-./%012. #* 扩张床柱上的纯化结果见图 #。

图 # =>?): 杂交瘤细胞培养液在 +,-./%012. !# 扩张床柱上

用 +,-./%012. +@ 介质纯化时所获各峰的 )*8+A+BC>5D 分析

E14F# )*8+A+BC>5D /2/0GH1H IJ K2$0/-1J1.L =>?):

’G?-1LI%/ $.00 $K0,K-. ?-I,’ @K-1J1.L I2 +,-./%012. #*

M1,’ H,-./%012. +C /?HI-?.2, F
)：=>?): ’G?-1LI%/ $.00 $K0,K-. ?-I,’；! N <：J-/$,1I2 IJ

?-./OB,’-IK4’ LK-124 H/%@0. /@@01$/,1I2；#：J-/$,1I2

IJ M/H’124；9：.0K,1I2 @II0 IJ *6!%I0&; P/Q0；

"：.0K,1I2 @II0 IJ )%I0&; P/Q0

!"$ 三种规模的纯化研究结果

表 ) 表明，从固定柱床到实验室规模的扩张柱

床再到中试规模的扩张柱床的逐级放大过程中，工

艺参数具有良好的放大性，为进一步过渡到大规模

生产提供了依据。

!"% 扩张柱床层析与在实验室水平的纯化中使用

的固定柱床层析比较

表 ! 就主要纯化指标和操作参数进行了比较，

通过比较不难看出，扩张柱床吸附层析的优势所在：

实验室规模的固定柱床层析处理 #*%; 的小鼠腹水

需 !:’ 以上，中试规模的扩张柱床层析处理 #*; 的

培养液仅需不到 :’，制备周期缩短了 #*8以上，抗

体的生产能力大幅提高。

表 & 纯化规模放大中主要参数的比较
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表 ! 扩张柱床层析与固定柱床层析纯化

单抗主要纯化指标和操作参数比较
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# 讨论

近年 来，扩 张 柱 床 吸 附 技 术 已 广 泛 应 用 于

! F "#$%包涵体、胞内、围膜、胞外分泌以及酵母菌、哺

乳动物、杂交瘤、昆虫细胞甚至转基因动物乳汁［)(］

中表达的重组生物产品的纯化，特别是用于诊断或

治疗用单抗的大规模纯化。大量应用研究表明，这

种吸附技术较之传统的固定柱床吸附技术的显著优

势在于：（)）可直接从含有细胞、细胞碎片的非澄清

原料中回收目标产品，减少了目标产品在复杂的预

处理过程中因细胞破裂释放的胞内酶对产品的降

解；（!）对培养液中的活细胞、死细胞的出色清除能

力及显著降低宿主 AP> 的能力，使其适于生产治疗

用蛋白或单抗［)<］；（(）简化了下游工艺，减少了设备

开支，减少了产品损失，提高了产率；（<）良好的可放

大性，保证了规模放大时工艺的稳定性和产品的均

一性。
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在实验中，我们发现有些因素对纯化结果有着

直接或重要影响：第一，由于杂交瘤细胞对外界环境

非常敏感（特别是剪切力），应避免采用剧烈的 !"
调节和搅拌方式；第二，要取得理想的吸附效果，除

了 !" 的选择外，还必须使杂交瘤细胞培养液的电

导降至合适的程度，样品的稀释度是影响吸附效果

的重要因素；第三，通过固定床柱的条件摸索确定了

洗脱盐浓度后，在扩张床柱上最好采用步级洗脱模

式，因为这样可以不需梯度混合系统而一步洗脱目

标蛋白，减少洗脱体积和洗脱液用量，并使样品的浓

缩效果更好；第四，由于扩张柱床吸附技术是为下游

纯化的初始阶段而设计的，使用的是未经处理的粗

原料，介质直接与原料中存在的杂质，如：细胞、细胞

碎片、膜上的特殊物质、脂类及细胞溶解释放的核酸

等接触，这些杂质或污染物会影响扩张床的流体力

学性质［#$］。因此，一个行之有效的介质在位清洗方

案是完整工艺的重要组成部分，将有效延长介质的

使用寿命，确保一个重复性很好的纯化结果。第五，

目标蛋白的吸附模式有两种：一是固定体积流速，二

是固定柱床扩张程度，两种模式各有利弊［#%］，在工

艺设计过程中，应根据目标产品的性质加以选择。

实验结果也显示了扩张柱床吸附层析技术存在

的一些问题。如与常规固定柱床层析相比，这种层

析技术提高靶分子纯度的效果不很明显。这不仅是

因为它的优势主要在于迅速高效地捕获靶分子，使

其澄清、浓缩并处于相对稳定的状态，减少复杂的预

处理造成的产物降解或活性损失，并为在固定柱床

上的进一步纯化提供便利，而且因为它特殊设计的

介质，有着比固定柱床层析介质大的多的颗粒尺寸，

使它的分辨率受到限制。然而，扩张柱床层析在大

规模纯化中的应用却并未因此而受阻［#&］。

在工程抗体产业化的工艺研究中，目标蛋白的

回收和纯化是保证产品质量、降低生产成本、提高工

艺效率的重要一环。我们通过针对具体目标蛋白的

扩张柱床中试纯化工艺设计研究，验证了扩张柱床

吸附技术的高效性、实用性和良好的放大性，建立了

针对本产品的回收纯化工艺条件，为连续灌流培养

生产单抗提供了生产工艺基础。
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———植物分子生物学研究领域的“圣经”

《植物生物化学与分子生物学》

作者：̂&= ^B:4%)%)，ZBDDC;; (J _&)CD，‘$;4C;I [AB$DDCI 等

主译：北京大学瞿礼嘉、顾红雅、白书农、赵进东、陈章良

主校：邓兴旺和陈章良

977X 年 9 月出版 全彩色印刷，定价：9M7a77 元

本书英文版由国

际杰出的植物生物学

家编写，美国植物生物

学家 学 会（-OP^）出

版，是植物生物学领域

的重要著作。

主要内容：

! 细胞区室结构

! 细胞的繁衍

! 能量流

! 代谢和发育的整合

! 植物环境与农业

来自各方的精彩书评：

《植物生物化学与分子生物学》反映了植物生物化学、分子生物学和细胞学等领域近年来突飞猛进的发展，标志着植物生

物学的新起点；无论作为教学用书和科研的参考书，该书已成为一种标准之作。 7#++ >?@：875 b 887，9776
《植物生物化学与分子生物学》是一部含有最新信息的现代教科书，同时也是植物生物学科研人员和希望进入该领域的

其他学科的研究人员必备的参考书。 9/*#0/# AB?（RXT9）：56T，9777
这本巨著不但涵盖了植物生物化学和分子生物学的内容，而且包括了植物生理学、细胞学、发育生物学、病理学和植物生

物技术等领域，可以说是目前植物生物学学科中涵盖面最广、内容最全的一本教科书。 ———李家洋（中国科学院院士）
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