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(57)摘要

本发明涉及病毒载体纯化技术领域，提供一

种慢病毒载体纯化方法：包括以下步骤，1)，将慢

病毒收获液进行过滤和核酸酶孵育，得到慢病毒

载体澄清收获液；2)，对所述慢病毒载体澄清收

获液采用阴离子交换层析和/或复合模式层析处

理，获得纯化的慢病毒载体样品。本发明提供的

一种慢病毒载体纯化方法，慢病毒载体收获率

高，细胞宿主蛋白、宿主DNA、残余质粒等杂质残

留低，安全性好，适合大规模生产制备，并且满足

临床上细胞治疗和基因治疗的使用要求。
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1.一种慢病毒载体纯化方法，其特征在于，包括以下步骤：

1)将慢病毒收获液进行过滤和核酸酶孵育，得到慢病毒载体澄清收获液；

2)对所述慢病毒载体澄清收获液采用阴离子交换层析和复合模式层析处理，获得纯化

的慢病毒载体样品；

所述步骤2)中使用的阴离子交换层析填料的微粒孔径为100nm；

所述复合模式层析采用流穿模式；

所述复合模式层析使用Capto  core  700填料；

所述复合模式层析的上样量为5CV。

2.根据权利要求1所述的一种慢病毒载体纯化方法，其特征在于，所述步骤1)中采用深

层过滤膜或孔径为0.45μm‑1μm的死端过滤膜包过滤所述慢病毒收获液。

3.根据权利要求1所述的一种慢病毒载体纯化方法，其特征在于，所述步骤1)中采用浓

度为5U‑50U/ml的核酸酶和浓度为0.8‑2.0mmol/L的硫酸镁孵育所述慢病毒收获液。

4.根据权利要求1所述的一种慢病毒载体纯化方法，其特征在于，所述方法还包括：步

骤3)，对所述慢病毒载体样品进行浓缩并将所述慢病毒载体样品中的缓冲体系置换至制剂

缓冲液，获得慢病毒载体。

5.根据权利要求4所述的一种慢病毒载体纯化方法，其特征在于：所述步骤3)中，通过

超滤膜包或中空纤维膜柱对所述慢病毒载体样品进行浓缩和将所述慢病毒载体样品中的

缓冲体系置换至制剂缓冲液。

6.根据权利要求4所述的一种慢病毒载体纯化方法，其特征在于：所述超滤膜包和所述

中空纤维膜柱的孔径为100‑1000KD。

7.根据权利要求4所述的一种慢病毒载体纯化方法，其特征在于：所述步骤1)至所述步

骤3)采用全密闭操作的无菌生产环境或者当涉及敞口操作时在洁净等级A级区域中进行；

所述方法还包括：对所述慢病毒载体进行除菌过滤。

8.根据权利要求7所述的一种慢病毒载体纯化方法，其特征在于：所述除菌过滤使用的

是双层组合孔径的除菌过滤器。
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一种慢病毒载体纯化方法

[0001] 本申请是原申请的分案申请，原申请的申请日为：2020 .09 .15；申请号为：

CN202010967219.4；发明创造名称为：一种慢病毒载体纯化方法。

技术领域

[0002] 本发明涉及病毒载体纯化技术领域，特别是涉及一种慢病毒载体纯化方法。

背景技术

[0003] 近年来，以嵌合抗原受体修饰T细胞(CAR‑T)为代表的细胞治疗和以基因转运载体

为基础的基因治疗在临床上不断取得突破性进展，在治疗人类疾病方面得到了越来越多的

应用。其中，常用的病毒载体之一就是慢病毒载体。慢病毒载体是在HIV‑1病毒基础上改造

而成的病毒载体系统，它能高效的将目的基因导入动物和人的原代细胞或细胞系。慢病毒

载体介导的基因表达可以用于实现连续且稳定的蛋白质生产，因为目的基因已经整合到宿

主细胞的基因组中并且在细胞分裂时被复制。另外，慢病毒载体可以有效感染非分裂细胞

以及那些积极进行细胞分裂的细胞，比其他病毒载体使用范围更广。

[0004] 成熟的慢病毒颗粒是通过将多个质粒载体共同转染293相关细胞后在细胞内包装

而成，并分泌至细胞外培养上清中。实验室一般通过超速离心进行制备高浓度慢病毒载体，

该方法虽然简单但是无法进行工业化放大，而且制备得到的慢病毒载体可能存在较高的内

毒素、BSA、HCP或核酸等残留，无法直接用于人体。文献《Large‑Scale  Production  Means 

for  the  Manufacturing  of  Lentiviral  Vectors》和《New  developments  in  lentiviral 

vector  design,production  and  purification》里综述了现有的用于生产慢病毒载体的

层析方法主要采用Q膜层析、CIM整体柱或分子筛等，普遍存在着生产成本高、收率较低和步

骤繁琐等缺点，难以满足工业化大规模生产的需要。

[0005] 因此，本领域迫切需要开发高效低成本、适合大规模生产并且满足GMP规定的慢病

毒载体纯化方法。

发明内容

[0006] 鉴于以上所述现有技术的缺点，本发明的目的在于提供一种慢病毒载体纯化方

法，用于解决现有技术中生产成本高、收率较低和步骤繁琐等缺点的问题。

[0007] 为实现上述目的及其他相关目的，本发明提供一种慢病毒载体纯化方法，包括以

下步骤：

[0008] 1)将慢病毒收获液进行过滤和核酸酶孵育，得到慢病毒载体澄清收获液；

[0009] 2)对所述慢病毒载体澄清收获液采用阴离子交换层析和/或复合模式层析处理，

获得纯化的慢病毒载体样品；

[0010] 可选地，所述步骤1)中采用深层过滤膜或孔径为0.45um‑1um的死端过滤膜包过滤

所述慢病毒收获液。

[0011] 可选地，所述步骤1)中采用浓度为5U‑50U/ml的核酸酶和浓度为0.8‑2.0mmol/L的

说　明　书 1/8 页

3

CN 116590346 B

3



硫酸镁孵育所述慢病毒收获液。

[0012] 可选地，所述步骤2)中使用的阴离子交换层析填料的微粒孔径大于60nm。

[0013] 可选地，所述步骤2)中，还包括以下特征中的一项或多项：

[0014] 所述复合模式层析采用流穿模式；

[0015] 所述复合模式层析使用Capto  core  700或Capto  core  400填料；

[0016] 所述复合模式层析的上样量为2‑10CV，优选的上样量为2‑5CV。

[0017] 如上所述，本发明的一种慢病毒载体纯化方法，具有以下有益效果：操作简单，易

于放大，工艺稳定、重复性好，制备的慢病毒载体收获率高，细胞宿主蛋白、宿主DNA、残余质

粒等杂质残留低，安全性好。本发明提供的一种慢病毒载体纯化方法适合大规模生产并且

满足GMP规定要求，制备得到的慢病毒载体满足临床上细胞治疗和基因治疗的使用要求。

附图说明

[0018] 图1显示为本发明纯化过程的紫外吸收图。

具体实施方式

[0019] 本发明提供一种慢病毒载体纯化方法：包括以下步骤：

[0020] 1)将慢病毒收获液进行过滤和核酸酶孵育，得到慢病毒载体澄清收获液；

[0021] 2)对所述慢病毒载体澄清收获液采用阴离子交换层析和/或复合模式层析处理，

获得纯化的慢病毒载体样品。

[0022] 本发明提供一种慢病毒载体纯化方法，所述步骤1)将慢病毒收获液进行过滤和核

酸酶孵育，得到慢病毒载体澄清收获液。其方法包括使用深层过滤膜或死端过滤膜包过滤

所述慢病毒收获液，使用核酸酶和硫酸镁孵育所述慢病毒收获液，孵育时间为4‑20h，降低

慢病毒收获液中的宿主细胞残留DNA和残留质粒等的含量，得到慢病毒载体澄清收获液，其

中核酸酶孵育可以在过滤之前，也可在过滤之后进行。

[0023] 所述慢病毒收获液由包括如下步骤的方法制得：使用不同质粒系统和相应的培养

方法包装生产慢病毒，其中可使用三质粒或四质粒，培养基可以是无血清或有血清培养基，

培养方式可以是悬浮或贴壁培养，培养容器根据需要可采用培养瓶、细胞工厂或生物反应

器。

[0024] 上述步骤为慢病毒载体包装和培养过程，慢病毒载体的培养可参考《Production 

of  cGMP‑Grade  Lentiviral  Vectors》或《Optimization  of  lentiviral  vector 

production  for  scale‑up  in  fixed‑bed  bioreactor》等文献。

[0025] 本发明提供一种慢病毒载体纯化方法，所述步骤2)对所述慢病毒载体澄清收获液

采用阴离子交换层析和/或复合模式层析处理，获得纯化的慢病毒载体样品。其方法包括使

用阴离子交换层析初步纯化所述慢病毒载体澄清收获液，阴离子交换层析填料包括但不限

于以下种类：苏州纳微科技有限公司生产的UniGel系列(UniGel‑30DEAE、UniGel‑30Q、

UniGel‑80DEAE和UniGel‑80Q)，和Nano系列(NanoQ‑10L、NanoQ‑15L和NanoQ‑30L)，其中孔

径均为100nm；日本东曹株式会社生产的SuperQ‑650C、DEAE‑650C、Q‑600C  AR、GigaCap  Q‑

650M、GigaCap  DEAE‑650M、SuperQ‑650M、DEAE‑650M、SuperQ‑650S、DEAE‑650S和GigaCap 

Q‑650S，其中，Q‑600C  AR孔径为75nm，其他孔径均为100nm；以及ThermoFisher公司生产的
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POROS  XQ，孔径是110nm、POROS  HQ50，孔径是200nm、POROS  PI  50，孔径是200nm和POROS  D 

50，孔径是105nm。阴离子交换层析包括以下操作：使用3‑10CV的pH值7.0‑7.7、含浓度为50‑

200mmol/L  NaCl的缓冲液平衡层析柱；然后进行上样，上样流速为100‑300cm/h，上样完成

后使用平衡液冲洗层析柱直至紫外吸收下降至接近基线，最后使用pH值为7.0‑7.7、含浓度

为0.5‑1mol/L  NaCl的洗脱液进行洗脱，洗脱流速为100‑300cm/h，观察紫外吸收，收集目标

峰，并立即使用预冷至2‑8℃的pH7.0‑7.7、不含NaCl的稀释液进行稀释，确保稀释后的慢病

毒载体样品电导在5‑20ms/cm之间。

[0026] 其方法还包括使用复合模式层析精纯所述慢病毒纯化液，选用的复合模式层析的

填料为Capto  core  700或Capto  core  400。复合模式层析采用流穿模式，首先使用3‑10CV

的pH值为7.0‑7.7、含浓度为50‑200mmol/L  NaCl的缓冲液平衡层析柱，然后进行上样，上样

流速为100‑400cm/h，上样完成后使用平衡液冲洗层析柱直至紫外吸收下降至接近基线。在

上样和洗涤过程中观察紫外吸收，收集目标峰。

[0027] 进一步需要说明的是：复合模式层析精纯可以在阴离子交换层析后，也可以在阴

离子交换层析前进行。另外，根据所述慢病毒载体澄清收获液中杂质的含量差异以及不同

的终产品质量标准，整个纯化工艺中可灵活选择进行或不进行复合模式层析精纯操作。优

选的是同时使用阴离子交换层析和复合模式层析，这种层析方式对杂质的去除作用最佳，

可以大程度降低慢病毒载体样品中杂质的含量。

[0028] 在一实施例中，所述步骤1)中采用深层过滤膜或孔径为0.45um‑1um的死端过滤膜

包过滤所述慢病毒收获液。实施人员可根据需求选择死端过滤膜的孔径，选择的孔径可以

是0.45um、0.5um、0.65um、0.8um和1um。采用深层过滤膜或死端过滤膜包可以显著降低病毒

液中的宿主细胞蛋白和残留DNA等。

[0029] 在一实施例中，所述步骤1)中采用浓度为5U‑50U/ml的核酸酶和浓度为0 .8‑

2.0mmol/L的硫酸镁育所述慢病毒收获液。实施人员，可根据需要选择核酸酶的浓度、硫酸

镁的浓度和孵育时间，核酸酶的浓度可以是5U‑10U/ml、10U‑15U/ml、15U‑20U/ml、20U‑25U/

ml、25U‑30U/ml、30U‑35U/ml、35U‑40U/ml、40‑45U/ml和45U‑50U/ml。硫酸镁的浓度可以是

0 .8‑0 .9mmol/L、0 .9‑1mmol/L、1‑1 .1mmol/L、1 .1‑1 .2mmol/L、1 .2‑1 .3mmol/L、1 .3‑

1 .4mmol/L、1 .4‑1 .5mmol/L、1 .5‑1 .6mmol/L、1 .6‑1 .7mmol/L、1 .7‑1 .8mmol/L、1 .8‑

1.9mmol/L和1.9‑2.0mmol/L。孵育条件可根据核酸酶产品推荐的条件进行，例如可以是低

温长时的孵育，如实施例具体所列举的2‑8℃孵育17‑18小时，也可以是生理温度下孵育合

适的时间。

[0030] 在一实施例中，所述步骤2)中所使用阴离子交换层析微粒孔径大于60nm。实施人

员可根据需求选择阴离子交换层析微粒孔径，例如可以是75nm、100nm、105nm、110nm和

200nm，微粒孔径的也可以是一个范围，例如：60nm‑75nm、75nm‑100nm、100nm‑105nm、105nm‑

110nm和110nm‑200nm等。相对于传统的小孔径的微粒填料，拥有大孔径的微粒填料对于慢

病毒有更大的吸附载量和更高的洗脱回收率，更适用于慢病毒载体的制备。

[0031] 在一实施例中，所述步骤2)中，还包括以下特征中的一项或多项：

[0032] 所述复合模式层析采用流穿模式，所述复合模式层析使用Capto  core  700或

Capto  core  400填料。Capto  Core  700及Capto  Core  400填料为具有凝胶过滤层析和阴离

子交换层析作用的复合模式层析填料。其微粒具有核心辛胺配基和惰性壳层，其惰性壳层
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可以排阻大分子进入微粒内部，而较小的杂质可以通过壳层上的小孔(排阻分子量为700KD

或400KD)进入核心与配基结合，因此在慢病毒载体纯化中采用流穿模式。

[0033] 优所述复合模式层析的上样量为2‑10CV，实施人员，可根据需要选择上样量，上样

量可以是2‑3CV、3‑4CV、4‑5CV、5‑6CV、6‑7CV、7‑8CV、8‑9CV和9‑10CV，优选的上样量为2‑

5CV。当上样量为2CV至10CV时，慢病毒载体感染滴度收率均在85％以上；当上样量增加时，

残留宿主蛋白和宿主DNA去除率逐渐降低，去除率均可达到45％以上。综合考虑收率和杂质

去除的情况，确定过程上样量可以是2‑10CV，进一步的，其最优上样量为2‑5CV。

[0034] 本发明提供一种慢病毒载体纯化方法，所述方法还包括：步骤3)，对所述慢病毒载

体样品进行浓缩并将所述慢病毒载体样品中的缓冲体系置换至制剂缓冲液，获得慢病毒载

体。

[0035] 在一实施例中，采用超滤膜包或中空纤维膜柱对所述病毒载体样品进行浓缩和将

所述慢病毒载体样品中的缓冲体系置换至制剂缓冲液。慢病毒载体产品一般在‑80℃冰箱

中长期储存，需要使用合适的制剂缓冲液，以最大程度保持其感染活性，降低冷冻、融化等

过程感染活性的损失。

[0036] 在一实施例中，所述超滤膜包和所述中空纤维膜柱的孔径的100‑1000KD，实施人

员可根据需求，选择所述超滤膜包和所述中空纤维膜柱的孔径，选择的孔径可以是100KD、

300KD、500KD、750KD和1000KD。优选的孔径是500KD、750KD和1000KD，它们的孔径比100KD和

300KD的孔径大，去除杂质效果更好。

[0037] 在一实施例中，所述步骤1)至所述步骤3)采用全密闭操作的无菌生产环境或者当

涉及敞口操作时在洁净等级A级区域中进行；本发明中的A级区域需符合《药品生产质量管

理规范(2010年修订)》附录一《无菌药品》第九条无菌药品生产所需的洁净区的相关规定。

[0038] 和/或，所述方法还包括：对所述慢病毒载体进行除菌过滤。

[0039] 在一实施例中，所述行除菌过滤使用的是双层组合孔径的除菌过滤器，实施人员

可根据需求选择双层组合孔径，例如可以是孔径为0.45um+0.22um的组合、孔径为0.5um+

0.22um、孔径为0.65um+0.22um的组合和孔径为0.8um+0.22um的组合，双层组合孔径的除菌

过滤器比单层除菌过滤器的上样载量大，收率高。

[0040] 为了使本发明的发明目的、技术方案和有益技术效果更加清晰，以下结合实施例

进一步详细描述本发明。但是，应当理解的是，本发明的实施例仅仅是为了解释本发明，并

非为了限制本发明，且本发明的实施例并不局限于说明书中给出的实施例。实施例中未注

明具体实验条件或操作条件的按常规条件制作，或按材料供应商推荐的条件制作。

[0041] 实施例1

[0042] 比较大孔径阴离子交换层析填料GigaCap  DEAE  650M与填料A用于慢病毒载体纯

化表现。其中GigaCap  DEAE  650M填料为TOSOH公司的一款微粒孔径为100nm的阴离子交换

层析填料；填料A为市售某品牌琼脂糖凝胶骨架的阴离子交换层析填料，微粒孔径为28nm。

[0043] (1)制备慢病毒收获液：使用液氮罐中冻存的293T细胞，进行复苏后依次传代扩大

培养，采用贴壁培养方式最终传代至Hyper  Flask中。将四种质粒按一定比例与转染试剂混

合后转染细胞。转染后48h收获上清液共约560ml。

[0044] (2)慢病毒收获液进行过滤和核酸酶孵育：使用孔径为0.6um、膜面积为17.5cm2囊

式滤器对收获液进行过滤。过滤完成后加入Merck公司Benzonase至终浓度为5U/ml，硫酸镁
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终浓度为1 .5mmol/L，放置于2‑8℃冰箱中过夜(18h)培养。过滤完成后的病毒上清液共

558ml。

[0045] (3)对所述慢病毒载体澄清收获液采用阴离子交换层析：准备GigaCap  DEAE  650M

和填料A两种填料装填层析柱，层析柱直径0 .66cm，装填高度均为8 .4cm，填料体积均为

2.874ml。将核酸酶处理后的病毒上清液分成两部分，每部分各279ml，分别依次上样准备好

的两根层析柱，流速设定为210cm/h。首先使用3CV的pH值为7.2、100mmol/L  NaCl缓冲液平

衡层析柱；平衡完成后进行上样，上样过程中注意流穿液UV280变化，当紫外吸收开始升高

时收集流穿液。上样完成后使用平衡液冲洗层析柱至紫外吸收下降值接近基线，结束收集

流穿液。最后使用pH值为7.2、0.8mol/L  NaCl浓度的洗脱液进行洗脱，洗脱流速为210cm/h，

观察UV280吸收，收集目标峰，并立即使用约4倍体积预冷至2‑8℃的pH值为7.2、不含NaCl的

稀释液进行稀释。在上样过程中使用北京博奥龙公司慢病毒快速滴度检测卡检测流穿液发

现填料A在上样体积200ml左右出现了慢病毒载体物理颗粒流穿，所以最终填料A层析柱完

成上样240ml。

[0046] (5)检测：将收集的流穿液以及洗脱液送样检测单位物理滴度(p24)，观察两种填

料的流穿情况并计算吸附载量。

[0047] (6)试验结果及分析：具体试验结果见下表：

[0048]

[0049] 样品总物理滴度＝样品体积ⅹ样品单位物理滴度；
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[0050] 填料总吸附量＝上样液总物理滴度–流穿液总物理滴度；

[0051] 填料单位吸附量＝填料总吸附量/填料体积；

[0052] 洗脱收率＝洗脱液总物理滴度/填料总吸附量ⅹ100％。

[0053] 慢病毒载体滴度检测方法主要分为两种，感染滴度和物理滴度。感染滴度为有感

染活性的慢病毒载体颗粒；物理滴度为p24蛋白的含量，其中包含了有感染活性的慢病毒载

体颗粒，也包含了无感染活性的慢病毒载体碎片。在慢病毒载体收获液中，含有大量的无感

染活性的慢病毒载体碎片，在阴离子交换层析过程中也会被吸附在层析填料上。因此，为了

比较两款阴离子交换层析填料的吸附性能，选择使用物理滴度作为指标对其进行考察。

[0054] 从上表可以看出，在上样过程中，两款填料均出现了p24颗粒的流穿，但是GigaCap 

DEAE  650M层析柱在上样量更大的情况下流穿更少，最终结果显示慢病毒载体单位吸附量

GigaCap  DEAE  650M填料为63 .3ug/ml，填料A单位吸附量为37 .77ug/ml。GigaCap  DEAE 

650M填料慢病毒载体单位吸附量比填料A高了67.59％。

[0055] 而对于吸附在填料上的慢病毒载体，相同高盐洗脱条件下，可以发现GigaCap 

DEAE  650M填料洗脱收率为58.79％，而填料A洗脱收率只有31.56％。GigaCap  DEAE  650M填

料慢病毒载体洗脱收率比填料A高了86.28％。

[0056] 综上可以看出，对于慢病毒载体的纯化，相对于传统的小孔径阴离子交换填料，拥

有大孔径的GigaCap  DEAE  650M填料有更大的吸附载量和更高的洗脱回收率，更适用于慢

病毒载体的制备。

[0057] 实施例2

[0058] 通过设计相关试验，考察不同上样量对Capto  Core  700层析填料纯化慢病毒载体

的收率和杂质去除能力比较。

[0059] (1)制备慢病毒收获液：使用液氮罐中冻存的293T细胞，进行复苏后依次传代扩大

培养，采用贴壁培养方式最终传代至10层细胞培养工厂。将四种质粒按一定比例与转染试

剂混合后转染细胞。转染后48h收获上清液共959ml。

[0060] (2)慢病毒收获液进行过滤和核酸酶孵育：使用孔径为0.8um，膜面积为17.5cm2的

囊式滤器进行澄清过滤。过滤完成后加入Merck公司Benzonase至终浓度20U/ml，硫酸镁终

浓度为0.8mmol/L，置于2‑8℃冰箱中孵育约17h。

[0061] (3)对所述慢病毒载体澄清收获液采用阴离子交换层析：使用苏州纳微公司的

UniGel‑80DEAE填料进行进一步纯化，UniGel‑80DEAE的孔径是100nm。使用XK16/20层析柱，

装载柱体积约20ml。首先使用5CV的pH值为7.0、200mmol/L  NaCl缓冲液平衡层析柱；平衡完

成后进行上样，上样流速为210cm/h，上样完成后继续使用平衡液冲洗层析柱直至紫外吸收

下降至接近基线，最后使用pH值为7.0、0.5mol/L  NaCl浓度的洗脱液进行洗脱，洗脱流速为

210cm/h，观察紫外吸收，收集目标峰，并立即使用2倍体积预冷至2‑8℃的pH值为7.0、不含

NaCl的稀释液进行稀释。洗脱完成后得到初纯慢病毒载体样品为97ml。

[0062] (4)对步骤(3)所得到初纯慢病毒载体样品采用复合模式层析：使用Capto  Core 

700层析填料对慢病毒载体样品进一步精纯。装载层析柱直径为0.66cm，柱高14cm，填料体

积4.79ml，层析过程流速为180cm/h。首先使用pH值为7.0、150mmol/L  NaCl缓冲液平衡层析

柱，共平衡10CV。平衡完成后使用步骤(3)样品进行上样，共进行3次试验，每次试验依次上

样2CV、5CV和10CV。上样完成后继续使用平衡液冲洗层析柱直至紫外吸收下降至接近基线。
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在上样和冲洗过程中观察紫外吸收，收集流穿峰。每次试验之间，使用4CV  0.5mol/LNaOH溶

液进行CIP，然后使用pH值为7.0，1mol/L  NaCl溶液冲洗层析柱至流出液pH为中性。

[0063] (5)检测：将3次试验样品送样检测慢病毒载体感染滴度、残留宿主蛋白浓度和残

留宿主DNA浓度，考察不同上样体积对Capto  Core  700层析柱层析表现的影响。

[0064] (6)试验结果：具体的检测结果见下表：

[0065]

[0066] 其中UniGel‑80DEAE洗脱样品即为Capto  Core  700层析上样液。

[0067] 感染滴度收率＝(流穿液体积ⅹ流穿液单位感染滴度)/(上样液体积ⅹ上样液单

位感染滴度)ⅹ100％。

[0068] 残留宿主蛋白去除率＝(上样液体积ⅹ上样液残留宿主蛋白浓度‑流穿液体积ⅹ

流穿液残留宿主蛋白浓度)/(上样液体积ⅹ上样液残留宿主蛋白浓度)ⅹ100％。

[0069] 残留宿主DNA去除率＝(上样液体积ⅹ上样液残留宿主DNA浓度‑流穿液体积ⅹ流

穿液残留宿主DNA浓度)/(上样液体积ⅹ上样液残留宿主DNA浓度)ⅹ100％。

[0070] 从上表中可以看出，对于Capto  Core  700层析，当上样量为2CV至10CV时，慢病毒

载体感染滴度收率均在85％以上；当上样量增加时，残留宿主蛋白和宿主DNA去除率逐渐降

低，但是去除率均能够达到45％以上。综合考虑收率和杂质去除的情况，确定Capto  Core 

700层析过程上样量可以达到2‑10CV，进一步的，其最优上样量为2‑5CV。

[0071] 实施例3

[0072] 本实施例对1L规模慢病毒载体收获液纯化，步骤如下：

[0073] (1)制备慢病毒收获液：使用液氮罐中冻存的293T细胞，进行复苏后依次传代扩大

培养，采用贴壁培养方式最终传代至10层细胞培养工厂。将四种质粒按一定比例与转染试

剂混合后转染细胞。转染后72h收获上清液共约965ml。

[0074] (2)澄清过滤和核酸酶孵育所述慢病毒收获液：使用孔径为1um+0.45um、膜面积为

150cm2囊式滤器对收获液进行过滤。过滤完成后加入Merck公司Benzonase至终浓度50U/

ml，硫酸镁终浓度为1mmol/L，37℃水浴孵育4h。

[0075] (3)对所述慢病毒载体澄清收获液采用阴离子交换层析：使用Thermofisher公司

的POROS  PI50阴离子交换层析填料进行纯化，POROS  PI50的孔径是200nm。使用GE公司

XK16/20层析柱，装载柱体积约20ml。首先使用5CV的pH值为7.5、75mmol/L  NaCl缓冲液平衡

层析柱；平衡完成后进行上样，上样流速为150cm/h，上样完成后继续使用平衡液冲洗层析

柱直至紫外吸收下降值接近基线，最后使用pH值为7.6、1mol/L  NaCl浓度的洗脱液进行洗

脱，洗脱流速为150cm/h，观察紫外吸收，收集目标峰，并立即使用9倍体积预冷至2‑8℃的pH
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值为7.6、不含NaCl的稀释液进行稀释。洗脱完成后慢病毒载体样品为210ml。如图1所示，其

中Peak1为上样过程中流穿峰；Peak2为目标峰，含慢病毒载体样品；Peak3为层析完成后使

用0.5mol/L氢氧化钠溶液对层析柱进行清洗的杂质峰。

[0076] (4)慢病毒载体样品进行浓缩并将所述慢病毒载体样品中的缓冲体系置换至制剂

缓冲液：使用Merck  Millipore公司孔径为500KD的超滤膜包进行超滤浓缩，浓缩至约20ml

左右后使用最终制剂缓冲液进行换液，连续换液5倍体积，完成后将超滤膜包排空，得到体

积为18ml的慢病毒载体。

[0077] (5)除菌过滤所述慢病毒载体：在生物安全柜下，使用Sartorius公司Sartopore 

2XLG除菌滤器进行过滤。过滤膜孔径为0 .8um+0 .2um，面积为4 .5cm2。过滤时设定流速为

3ml/min，并监测过滤压力，最大压力不超过1.5bar。过滤完成后使用约3ml制剂缓冲液对滤

器进行冲洗。最终得到慢病毒载体产品共16ml，1ml/管分装于冻存管中置于‑80℃冰箱保

存。

[0078] (6)送样检测：将慢病毒载体中间过程样品及终产品送样检测单位感染滴度、单位

物理滴度(p24)、HCP、BSA、残余宿主DNA、残余核酸酶、无菌、RCL(复制型慢病毒)等，计算工

艺总收率并考察最终产品质量。

[0079] (7)检测结果：结果显示整个纯化工艺感染滴度总收率为44.95％，物理滴度总收

率为60.02％，具体结果见下表。

[0080]

[0081] 样品总感染滴度＝样品体积(ml)ⅹ单位感染滴度(IU/ml)，

[0082] 感染滴度收率＝最终产品总感染滴度/收获液总感染滴度ⅹ100％；

[0083] 样品总物理滴度＝样品体积(ml)ⅹ单位物理滴度(pg/ml)，

[0084] 物理滴度收率＝最终产品总物理滴度/收获液总物理滴度ⅹ100％。

[0085] 杂质项目结果显示HCP<100ng/ml，BSA<100ng/ml，残余宿主DNA<40ng/ml，残余核

酸酶<0.25ng/ml，无菌检测阴性，RCL检测阴性，均符合质量标准要求，满足临床上细胞治疗

和基因治疗的使用要求。

[0086] 综上所述，本发明有效克服了现有技术中的种种缺点而具高度产业利用价值。

[0087] 上述实施例仅例示性说明本发明的原理及其功效，而非用于限制本发明。任何熟

悉此技术的人士皆可在不违背本发明的精神及范畴下，对上述实施例进行修饰或改变。因

此，举凡所属技术领域中具有通常知识者在未脱离本发明所揭示的精神与技术思想下所完

成的一切等效修饰或改变，仍应由本发明的权利要求所涵盖。
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