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　　摘要：建立ＣＭＡＢ００８单抗阳离子交换层析介质寿命确认方案，采用实际生产的工艺参数进行缩小模型试验，以考
察ＮｕｖｉａＳ层析介质循环到１００次后性能指标是否还满足层析需要。按试验方案对 ＮｕｖｉａＳ层析介质循环到１００次，
分别在使用前和循环使用２０、４０、５０、７０、９０次后对层析柱进行柱效测试，以考察随循环次数的增加，层析介质对层析
柱对称因子、理论塔板数的影响；对循环１、５０、５１、１００次的层析柱进行动态载量测试，以考察洗脱峰的ＰｒｏｔｅｉｎＡ残留、
ＨＣＰ残留、ＤＮＡ残留、毛细管电泳纯度、ＳＥＣ－ＨＰＬＣ纯度、活性、得率；以不同上样量２０ｇ／Ｌ（循环８、４８、８８次）、４０ｇ／Ｌ
（循环９、４９、８９次）、８０ｇ／Ｌ（循环６１、６２、６３次），不同流速１１０ｃｍ／ｈ（循环１０、５０、９２次）、１４９ｃｍ／ｈ（循环６１、６２、６３
次）、１７０ｃｍ／ｈ（循环１１、５９、９３次）上样以考察阳离子交换层析洗脱峰 ＳＥＣ－ＨＰＬＣ纯度、得率。结果表明，使用前和
循环使用２０、４０、５０、７０、９０次后柱效测试中，所有对称因子、理论塔板数均在可接受的标准范围内；循环１、５０、５１、１００
次的层析柱动态载量测试结果均高于起始动态载量的８０％，洗脱峰的ＰｒｏｔｅｉｎＡ、ＨＣＰ、ＤＮＡ残留检测未有增高趋势，毛
细管电泳纯度、ＳＥＣ－ＨＰＬＣ纯度、活性以及得率未有下降趋势；上样测试结果显示，洗脱峰的ＳＥＣ－ＨＰＬＣ纯度无明显
变化趋势，均大于９８％，得率均大于８５％。这些试验结果均符合ＣＭＡＢ００８原液纯化工艺要求。结果证明，ＮｕｖｉａＳ层
析介质在循环到１００次时性能指标没有下降，可以保证纯化ＣＭＡＢ００８单抗产品的质量。
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　　自１９７２年基因工程技术问世以来，现代生物工
程又经历飞速发展近５０年，新世纪人们把更多的关
注投向生物工程产业，使生物工程产业迅速崛起，

特别是现代医药生物工程产业发展迅速，基因诊

断、基因治疗、人类基因组计划、生物芯片、转基因

动物、ＲＮＡ干扰、基因工程抗体、人源化抗体、治疗
性疫苗和抗体［１］等成果层出不穷，技术日新月异，

令人目不暇接。一大批基因工程药物如雨后春笋

般不断涌现，给人类健康和疾病治疗带来新的治疗

模式，社会对生物制品的需求与日俱增。《药品注

册管理办法》要求药品安全、有效、质量可控［２］。生

物制品不仅要保证药品的有效性，同时也不能影响

其生产工艺稳定性［３］。在现代化的生物制品生产

过程中，在工艺上要经过膜过滤法［４］、色谱法［５－６］、

超短时微波加热法、巴氏消毒法、干热法、有机溶

剂／去污剂（Ｓ／Ｄ）法和低 ｐＨ值孵放法［７］等至少 ２
种以上的方法进行病毒的去除／灭活［８－９］，还要经过

层析法通过高度的纯化得到安全、有效、质量可控

的产品。现代的层析技术非常广泛，层析技术是原

液纯化的关键步骤，通过对收集到的中间产品进行

纯化以得到符合工艺要求的高纯度的生物制品。

对于纯化技术使用的层析介质的管理目前是药品

监督管理部门日常监督检查、ＧＭＰ合规检查、药品
注册现场核查关注的重点。层析介质的清洗、储

存、使用次数均需要通过验证进行确认，这在现行

的２０１０年版 ＧＭＰ附录生物制品中有明确的要
求［１０］。层析介质成本昂贵，减少国家有限资源的浪

费及降低企业生产成本都需要层析介质反复使用

多次，但经过层析介质多次使用，其纯化能力会发

生改变，使纯化效果变差，以致影响层析样品的质

量，造成最终使用的制剂有安全隐患。层析介质的

关键性能指标主要包括目标产品的纯度、收率，动

态载量减少，去除目标杂质（内毒素、宿主蛋白和宿

主ＤＮＡ等）的能力，层析柱在使用中的物理性（装
柱高度／上样柱压、上样液的流动速度等）的改变
等［１１］，因此层析介质的使用寿命需要经过严格和科
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学的验证，这不但保证了药品的质量，而且还减少

国家有限资源的浪费，同时降低企业生产成本。

本试验建立ＣＭＡＢ００８单抗纯化的阳离子交换
层析介质寿命确认方案，按方案取相应循环后的阳

离子交换层析进行，动态载量测试，阳离子交换层

析洗 脱 峰 的 ＰｒｏｔｅｉｎＡ、ＨＣＰ、ＤＮＡ 残 留 检 测，
ＳＥＣ－ＨＰＬＣ纯度、活性检测；检测不同上样量、不同
流速阳离子交换层析洗脱峰 ＳＥＣ－ＨＰＬＣ纯度、得
率；考察经过１００个循环后的层析介质是否仍满足
生产工艺需求，也为其他生物制品的层析介质寿命

研究提供参考。

１　材料与方法

１．１　材料
１．１．１　层析设备及介质　ＡＫＴＡ－ａｖａｎｔ１５０层析系
统、ＸＫ１６／４０层析柱、Ｔｒｉｃｏｒｎ１０／２０层析柱、ＮｕｖｉａＳ
层析介质。

１．１．２　主要试剂　ＮａＯＨ、乙酸钠、乙酸、氯化钠。
按生产工艺的要求配制冲洗液、平衡液、洗脱液、再

生液、消毒液、保存液；阳离子交换层析上样液为笔

者所在公司 ＣＭＡＢ００８产品完成亲和层析的中间
产品。

１．２　方法
工业化生产时的层板柱内径 ４００ｍｍ，柱高

７００ｍｍ。实际使用时一般装柱高度１６０～２４０ｍｍ。
本试验采用与生产相同的柱高，通过缩小柱直径的

方式，实现线性的模型缩小来测试 ＮｕｖｉａＳ层析介
质的使用寿命，计划按实际工艺流程，进行１００个循
环的试验。前５０个循环以 ＸＫ１６／４０型号层析柱进
行验证，后５０个循环以Ｔｒｉｃｏｒｎ１０／２０型号层析柱进
行验证。

在江苏泰州迈博太科药业有限公司应用ＡＫＴＡ－
ａｖａｎｔ１５０层析系统，进行试验，试验时间为２０１７年
７—９月。按照和生产工艺相同的参数进行１００个
循环，每个循环都有完整的步骤：消毒、冲洗、前平

衡、上样、上样后平衡洗涤、洗脱收集、再生、消毒、

保存。第８、４８、８８次循环层析介质上样量２０ｇ／Ｌ；
第９、４９、８９次循环层析介质上样量 ４０ｇ／Ｌ；其他非
动态载量测试循环层析介质上样量８０ｇ／Ｌ。线性流
速采用工艺流速的上下限及生产流速，其中上下限

分别做３组有效数据的验证循环。第１０、５０、９２次
循环流速改为１１０ｃｍ／ｈ；第１１、５９、９３次循环流速
改为１７０ｃｍ／ｈ；其他非动态载量测试循环流速为生
产流速１４９ｃｍ／ｈ。为了评估ＮｕｖｉａＳ层析介质的性
能，按设计的验证方案取样检测。每个循环的流程

及参数见表１。取样和测试项目见表２。

表１　每个循环的具体流程

步骤 要求
流速

（ｃｍ／ｈ）
柱前压

（ｂａｒ）

消毒 ≥３ＣＶ １１０～１７０ ≤２

冲洗 ≥３ＣＶ １１０～１７０ ≤２

前平衡 ≥３ＣＶ １１０～１７０ ≤２

≥２ＣＶ １１０～１７０ ≤２

上样 上样量≤８０ｇ／Ｌ １１０～１７０ ≤２

平衡洗涤 ≥２ＣＶ １１０～１７０ ≤２

洗脱 Ｎ／Ａ １１０～１７０ ≤２

收集 ≥０．１ＡＵ，≤０．２ＡＵ １１０～１７０ ≤２

再生 ≥２ＣＶ １１０～１７０ ≤２

消毒 ≥２ＣＶ １１０～１７０ ≤２

保存 ≥１．５ＣＶ １１０～１７０ ≤２

　　注：第１０、５０、９２次流速改为１１０ｃｍ／ｈ，第１１、５９、９３次流速改为

１７０ｃｍ／ｈ；第 ８、４８、８８次上样量 ２０ｇ／Ｌ，第 ９、４９、８９次上样量

４０ｇ／Ｌ；其他循环参数保持流速１４９ｃｍ／ｈ，上样量８０ｇ／Ｌ。

表２　取样测试项目

循环次数 收集样品 检测项目

０（使用前）、２０、４０、５０、７０、９０ — 柱效测试

１（首次）、５０、５１、１００ 阳离子交换层析洗脱峰 分别单独收集各循环数阳离子交换层析洗脱峰，取样检测蛋白质含

量、活性（生物学活性、结合活性）、ＳＥＣ－ＨＰＬＣ纯度、毛细管电泳纯
度、ＤＮＡ残留、ｐｒｏｔｅｉｎＡ残留、ＨＣＰ残留、动态载量得率

８～１１、４８～５０、５９、６１～６３、８８～８９、
９２～９３

阳离子交换层析洗脱峰 分别单独收集各循环数阳离子交换层析洗脱峰，测试取样检测蛋白

质含量、ＳＥＣ－ＨＰＬＣ纯度、得率

２　结果与分析

２．１　柱效测试结果
循环１～５０次使用 ＸＫ１６／４０型号层析柱，装柱

高度２３７ｍｍ，柱体积４７．６ｍＬ；循环５１～１００次使用
Ｔｒｉｃｏｒｎ１０／２０型号层析柱，装柱高度２１０ｍｍ，柱体
积１６．５ｍＬ，装柱高度符合商业生产时的要求
（１６０～２４０ｍｍ）。对使用前和２０、４０、５０、７０、９０次
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循环后进行柱效测试，测试结果为对称因子、理论

塔板数均在可接受的标准范围内（表３），说明经过
近９０次循环后，层板介质性能没有明显变化趋势。

表３　柱效测试结果

柱效测试 柱效参数 可接收标准 实际值 结论

使用前 对称因子 ０．６～１．８ ０．９６ 合格

理论塔板数 ≥１０００ １８３０．９ 合格

２０次循环后 对称因子 ０．６～１．８ ０．６５ 合格

理论塔板数 ≥１０００ １４４４．０ 合格

４０次循环后 对称因子 ０．６～１．８ １．４７ 合格

理论塔板数 ≥１０００ １１５４．１ 合格

５０次循环后 对称因子 ０．６～１．８ １．５２ 合格

理论塔板数 ≥１０００ ２３４６．８ 合格

７０次循环后 对称因子 ０．６～１．８ １．５８ 合格

理论塔板数 ≥１０００ ２１２０．０ 合格

９０次循环后 对称因子 ０．６～１．８ １．５５ 合格

理论塔板数 ≥１０００ ２２４２．７ 合格

２．２　动态载量测试结果
从ＮｕｖｉａＳ层析介质循环１、５０、５１、１００次后的

检测数据（表４）可以看出，活性（生物学活性、结合
活性）、ＳＥＣ－ＨＰＬＣ纯度（聚体、单体）、毛细管电泳
纯度、ＤＮＡ去除率、ＨＣＰ去除率、ＰｒｏｔｅｉｎＡ去除率均
无明显下降趋势，且１、５０、５１、１００次循环后动态载
量测试结果均满足ＮｕｖｉａＳ层析使用寿命确认方案
的可接受标准。

２．３　不同上样量测试结果
根据ＮｕｖｉａＳ层析介质使用寿命确认方案中的

要求，测试不同的上样量（２０、４０、８０ｇ／Ｌ）对阳离子
交换层析工艺、质量的影响，从表 ５可以看出，
ＳＥＣ－ＨＰＬＣ纯度（聚体、单体）、得率均满足工艺和
质量要求。

２．４　不同流速测试结果
根据ＮｕｖｉａＳ层析介质使用寿命确认方案中的

要求，测试不同流速（１１０、１４９、１７０ｃｍ／ｈ）对阳离子
交换层析工艺、质量的影响，从表 ６可以看出，
ＳＥＣ－ＨＰＬＣ纯度（聚体、单体）、得率均满足工艺和
质量要求。

表４　动态裁量测试结果

检测项 可接受标准
测试结果

循环１次 循环５０次 循环５１次 循环１００次
结论

蛋白质含量（ｍｇ／ｍＬ） 数据报告 ４５．２６ ３６．４６ ４８．３１ ５７．９５ Ｎ／Ａ

活性 数据报告 生物学活性８９％；
结合活性８８％

生物学活性８７％；
结合活性８３％

生物学活性９５％；
结合活性１００％

生物学活性９６％；
结合活性８９％

Ｎ／Ａ

ＳＥＣ－ＨＰＬＣ纯度（％） ＳＥＣ－ＨＰＬＣ纯度无明显下降趋势 聚体：０．５；
单体：９９．４

聚体：０．４；
单体：９９．６

聚体：０．４；
单体：９９．６

聚体：０．４；
单体：９９．６

合格

毛细管电泳纯度（％） 毛细管电泳纯度无明显下降趋势 ９７．６ ９７．９ ９７．８ ９８．５ 合格

ＤＮＡ残留（ｍｇ／ｋｇ） ＤＮＡ去除率无明显下降趋势 ０．２０６ ０．２０９ ０．１９６ ０．１７５ 合格

ＨＣＰ残留（ｍｇ／Ｌ） ＨＣＰ去除率无明显下降趋势 １４４．４５８ １７１．０５１ １２５．４８０ ７１．４９２ 合格

ＰｒｏｔｅｉｎＡ残留（ｍｇ／Ｌ） ＰｒｏｔｅｉｎＡ去除率无明显下降趋势 １．５９４ １．７６２ １．８１９ ２．９７５ 合格

动态载量测试（ｍｇ／ｍＬ）不低于起始动态载量的８０％ １２５．７３ １５２．４７ １４７．７３ １４２．３９ 合格

得率（％） ＞８５ ９９．７ ９６．３ ９１．８ ９６．０ 合格

表５　不同上样量测试结果

上样量

（ｇ／Ｌ）
循环数

（次）

实际上样量

（ｍＬ）
上样液蛋白质

含量（ｍｇ／ｍＬ）
洗脱峰体积

（ｍＬ）
蛋白质含量

（ｍｇ／ｍＬ）
ＳＥＣ－ＨＰＬＣ纯度（％）

聚体 单体

得率

（％）

２０ ８ １２６．６０ ７．５２ ７０．２６ １２．５０ ０．３ ９９．６ ９２．２

４８ １２４．６０ ７．６４ ５７．４４ １６．５６ ０．３ ９９．７ ９９．９

８８ ５０．１５ ６．５８ ２２．８８ １２．８６ ０．３ ９９．７ ８９．２

４０ ９ ２５３．２０ ７．５２ ９２．５８ １９．８０ ０．４ ９９．５ ９６．３

４９ ２４９．２２ ７．６４ ７９．３７ ２４．２２ ０．３ ９９．７ １０１．０

８９ １００．３０ ６．５８ ３１．３７ ２０．９０ ０．３ ９９．７ ９９．３

８０ ６１ １７２．８０ ７．６４ ３５．２８ ３３．６２ ０．５ ９９．５ ８９．８

６２ １７２．８０ ７．６４ ３６．９０ ３４．７６ ０．６ ９９．４ ９７．２

６３ １７２．８０ ７．６４ ３５．６５ ３４．０６ ０．５ ９９．５ ９２．０
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表６　不同上样流速测试结果

上样流速

（ｃｍ／ｈ）
循环数

（次）

洗脱峰

体积

（ｍＬ）

蛋白质

含量

（ｍｇ／ｍＬ）

ＳＥＣ－ＨＰＬＣ纯度
（％）

聚体 单体

得率

（％）

１１０ １０ １１４．１２ ３２．０７ ０．４ ９９．５ ９６．１

５０ １９７．７５ ３６．４６ ０．４ ９９．６ ９６．３

９２ ３８．７０ ３０．１８ ０．３ ９９．７ ８８．５

１４９ ６１ ３５．２８ ３３．６２ ０．５ ９９．５ ８９．８

６２ ３６．９０ ３４．７６ ０．６ ９９．４ ９７．２

６３ ３５．６５ ３４．０６ ０．５ ９９．５ ９２．０

１７０ １１ １１３．２７ ３２．４８ ０．４ ９９．５ ９６．６

５９ ３６．２４ ３４．９９ ０．６ ９９．２ ９６．０

９３ ３７．６２ ３３．４７ ０．３ ９９．７ ９５．４

３　讨论与结论

在生物制药领域，层析纯化是关键步骤，层析

介质循环使用次数直接影响分离提纯效果［１２］。根

据不同产品特性和物料性质，介质寿命均不相同。

离子交换层析技术是蛋白类样品纯化处理经常使

用的层析技术［１３］。对 ４０种基因重组蛋白质和 ９４
种非重组蛋白质生产过程调查统计结果表明，在共

有 ４２６次层析工序中离子交换层析比例占有
４０％［１４］。单克隆抗体制剂的原液在生产过程中离

子交换层析，一般用在亲和层析之后，用于去除亲

和层析没有除去的聚体、ＤＮＡ残留、病毒颗粒以及
亲和层析介质中脱落的蛋白 Ａ配基。阳离子交换
层析还可替代亲和层析用在单克隆抗体制剂原液

在生产过程中的纯化捕集。现在大约有６％的单克
隆抗体制剂采用了阳离子交换层析捕集纯化抗

体［１５］。与亲和层析相比，阳离子交换层析不但有较

高的蛋白结合容量，解决单克隆抗体纯化过程中要

分多次上样问题，而且阳离子交换层析介质成本远

低于亲和层析介质。本研究以 ＮｕｖｉａＳ层析介质为
例，通过小规模的试验，来检测介质寿命。阳离子

交换层析的原理是通过电荷差异进行阳离子捕获，

核酸和内毒素带负电，大部分不结合阳离子交换层

析，相反，不少单抗属于碱性蛋白质，可在合适的ｐＨ
值下结合阳离子交换层析，让核酸和内毒素穿透。

针对其纯化原理，研究介质寿命验证方法，为研究

不同用途的层析介质寿命提供思路与数据支持。

介质寿命验证是药品研发，尤其是生物制品的重点

关注内容。企业在做介质寿命验证时，建议采用等

比例缩小纯化规模确定每步纯化所用介质的使用

次数，确保层析介质寿命在使用期限内使用，介质

符合生产需求，防止交叉污染，保障产品的质量。

层析介质在每次使用时，未被洗脱和流穿的物质或

杂质会吸附在填料上，需要采用特定的清洗和再生

程序对层析介质进行清洗、再生、保存，以恢复介质

最初状态。长期使用的介质，会逐渐失去效力，如

清洗后污染物残留量、介质使用参数变化、产品重

要指标（纯度）和收率均不在控制范围之内，则说

明介质的寿命已到期。本试验中按设计的验证方

案层析介质循环到１００次，按验证方案对相关的工
艺参数、质量指标进行测试，与产品实际商业生产

的工艺参数、质量指标作对比，如不在工艺参数、质

量指标要求范围内，则说明介质应该更换了，只有

对层析介质进行及时更换，才能确保生物制品质

量。本研究结果显示，ＮｕｖｉａＳ阳离子层析介质经过
１００次循环后动态载量测试结果高于起始动态载量
的８０％，柱效没有下降趋势，阳离子交换层析洗脱
峰的ＰｒｏｔｅｉｎＡ、ＨＣＰ、ＤＮＡ残留检测未有增高趋势，
ＳＥＣ－ＨＰＬＣ纯度（聚体、单体）、活性（生物学活性、
结合活性）以及得率未有下降趋势；分别以不同上

样量２０ｇ／Ｌ（循环８、４８、８８次）、４０ｇ／Ｌ（循环９、４９、
８９次）、８０ｇ／Ｌ（循环６１、６２、６３次），不同流速 １１０
ｃｍ／ｈ（循环１０、５０、９２次）、１４９ｃｍ／ｈ（循环６１、６２、６３
次）、１７０ｃｍ／ｈ（循环１１、５９、９３次）进行验证，阳离
子交换层析洗脱峰检测结果显示 ＳＥＣ－ＨＰＬＣ纯度
（聚体、单体）无明显变化趋势，均大于９８％，得率均
大于８５％。这些试验数据均符合ＣＭＡＢ００８原液纯
化工艺及质量标准要求。试验证明，ＮｕｖｉａＳ阳离子
层析介质经过１００次循环后还可以保持纯化效果，
因此暂定该 ＮｕｖｉａＳ阳离子层析介质使用寿命为
１００次循环，在商业生产过程中，对这次试验中确定
的使用次数进行监测和确认。
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木薯２Ｃ型蛋白磷酸酶基因ＭｅＰＰ２Ｃ５５的克隆及表达分析
曾　坚１，３，谢雅倩１，陈丽萍１，颜　彦２，胡　伟２
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　　摘要：２Ｃ型蛋白磷酸酶（ｐｒｏｔｅｉｎｐｈｏｓｐｈａｔａｓｅ２Ｃ，ＰＰ２Ｃ）基因是ＡＢＡ信号途径中主要组成部分，为分析其在木薯非
生物胁迫和块根采后生理性变质 （ｐｏｓｔ－ｈａｒｖｅｓｔｐｈｙｓｉｏｌｏｇｉｃａｌｄｅｔｅｒｉｏｒａｔｉｏｎ，ＰＰＤ）中的作用，采用 ＲＴ－ＰＣＲ技术从木薯
叶片（ＳＣ１２４）中克隆得到ＭｅＰＰ２Ｃ５５基因。对ＭｅＰＰ２Ｃ５５基因的理化性质、保守结构域、遗传进化关系、蛋白质结构预
测及基因的启动子元件进行了预测和分析，并对ＭｅＰＰ２Ｃ５５基因在不同处理和 ＰＰＤ过程中的表达进行了分析。结果
显示：（１）ＭｅＰＰ２Ｃ５５基因全长１１００ｂｐ，编码３６９个氨基酸残基，蛋白相对分子量４０．７ｋｕ，理论等电点为７．５７，含有
ＰＰ２Ｃ的家族结构域。蛋白质序列分析显示，ＭｅＰＰ２Ｃ５５与橡胶树和麻风树的 ＰＰ２Ｃ最相似，分别为 ８８．８０％和
８０６０％。ＭｅＰＰ２Ｃ５５和其他 ＰＰ２Ｃ一样，在 Ｃ－端保守。这些结果均表明，ＭｅＰＰ２Ｃ５５基因属于 ＰＰ２Ｃ家族。（２）
ＭｅＰＰ２Ｃ５５基因在不同木薯组织中的表达均较高，在侧芽和叶柄中最高。（３）ＭｅＰＰ２Ｃ５５基因属于 ＡＢＡ核心通路，所
以启动子序列分析显示含有１０个ＡＢＲＥ（ａｂｓｃｉｓｉｃａｃｉｄｒｅｓｐｏｎｓｉｖｅｎｅｓｓ）元件。ＭｅＰＰ２Ｃ５５基因能被 ＰＥＧ和 ＡＢＡ处理
显著诱导，且在ＰＰＤ过程中也能被显著诱导。从上述结果可推测，ＭｅＰＰ２Ｃ５５基因具有提高植物应对非生物胁迫的潜
力，同时也参与了ＰＰＤ过程，为下一步研究该基因在木薯采后和抗逆中的功能提供了线索。
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　　脱落酸 （ａｂｓｃｉｓｉｃａｃｉｄ，ＡＢＡ）是一种非常重要 的植物激素，它能够调控植物的生长发育，也是植

物应对不同逆境的重要信号因子［１］。ＡＢＡ信号可
以提高植物在高渗、干旱和高盐等逆境中的生存能

力。２Ｃ类蛋白磷酸酶 （ｐｒｏｔｅｉｎｐｈｏｓｐｈａｔａｓｅ２Ｃ，
ＰＰ２Ｃ）是ＡＢＡ信号通路中重要的组成成分之一。
在ＡＢＡ信号转导过程中，ＰＹＲ／ＰＹＬ／ＲＣＡＲ为 ＡＢＡ
受体，通过接收上游的信号进行信息传递；ＳｎＲＫ２
属于信号通路正调控因子；ＰＰ２Ｃ属于信号通路负调
控因子。从而ＡＢＡ受体、ＳｎＲＫ２和 ＰＰ２Ｃ共同组成
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