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疫苗的发展历经多次技术革命，种类十分丰富。在获得抗原时，往往会采用不同的策略，比如病毒灭活或者核酸
递送，亦或者重组蛋白和结合多糖疫苗等。天地人和为多种重组蛋白疫苗、多肽疫苗、mRNA 疫苗、DNA 疫苗、病毒载
体疫苗等新型疫苗的开发提供解决方案，提高研发和转化效率。

经过两步层析后，破伤风毒素的纯度有了明显的提升，不论是在 SDS-PAGE 的检测上，还是絮状值的检测结果。
在 SDS-PAGE 上已经无明显杂条带，在絮状值的检测上，其结果也满足药典要求。

简介

疫苗纯化

图 2 RSV 纯化工艺路线图

图 8 IEX-Q 层析图谱

图 10 SDS-PAGE 图

以病毒为免疫原的疫苗，有较多的形式，其中重组蛋白疫苗和全病毒疫苗是疫苗产品的主流。根据统计，这两种
形式的疫苗占全部疫苗品类的 45% 左右。

重组蛋白疫苗-RSV 疫苗
重组蛋白疫苗是将抗原基因进行异体表达和纯化后，形成的一种疫苗。通常，重组表达后的抗原中，含有大量的

杂质，需要通过一定的手段进行分离纯化。柱层析是一种温和的纯化方式，可以有效的提升蛋白纯度，是大部分商业
化重组疫苗生产的首选策略。天地人和有多个重组蛋白疫苗应用案例，其RSV纯化工艺路线如下图：

破伤风毒素下游纯化工艺
吸附精制破伤风类毒素经过几十年的实际应用，被证明是一种安全的免疫制剂。但是，由于传统的硫酸铵沉淀法

生产的破伤风类毒素疫苗纯度不够高，影响其免疫原性和安全性，严重限制了破伤风疫苗的应用。目前，柱层析法已
广泛用于生物工程产品的纯化，国内外已有多种层析策略进行纯化。天地人和可以提供精制破伤风的解决方案，可以
采用 IEX 和 HIC 两步层析，提升目标物的纯度。

疫苗-病毒性抗原

Q-Loading

Q-E

HIC-E

Name

863

380

188

V
(ml)

3.088

1.473

0.60

A280
(mg/ml)

1200

/

2900

Titer
(Lf/ml)

/

21.00%

20.15%

52.64%

Protrin Yield
(Lf/ml)

Titer Yield

图 7 破伤风纯化工艺路线

表 4 分析检测结果

图 9 HIC-phenyl 层析图谱
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填料名称:
Q Beads 6FF

层析柱规格:
50cm*22cm，432ml

平衡液：
pH7.6，20mM PB

洗脱液:
pH7.6，20mM PB+0.2M NaCl

FT Elution

CIP 填料名称:
Phenyl Beads 6FF(High Sub)

层析柱规格:
50cm*11cm，216ml

平衡液：
pH7.6，20mM PB+1M 硫酸铵

洗杂液:
pH7.6，20mM PB+0.5M 硫酸铵

洗脱液：
pH7.6，20mM PB

FT
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图 2 Q 层析图谱

表 1 比活检测结果

图 3 SDS-PAGE 图 图 4 HPLC 图谱

图 5 狂犬病毒层析图谱

图 6 5 型肺炎球菌层析图谱

全病毒疫苗-狂犬疫苗
全病毒疫苗作为传统疫苗重要的组成部分，以其安全性良好，在疫苗领域中占有重要的地位。全病毒疫苗进一步

分类可以包含灭活疫苗和减毒活疫苗等。尽管如此，全病毒的纯化都可以考虑使用 Smartarose 4FF 或者 Smarta-
rose 6FF 这一类的分子筛，也可以考虑使用复核模式的 Core400 或者 Core700 填料。同时，在复合模式层析前后灵
活的加入 IEX 层析步骤可以使整个工艺更加完善。天地人和可以为多种全病毒疫苗及 VLPs 类型的疫苗提供完整的
解决方案。

通过一步层析，其蛋白与杂质就能有明显的分离，大部分杂质在流穿中被去除掉。通过对不同洗脱强度的优化，
在 15% 洗脱液下能够得到纯度非常高的产品。经过 HPLC 检测，其蛋白纯度大于 95%，符合申报要求。通过 ELISA 检
测，有效的保留了产品活性。最终比活为 1.484。在工艺的后半段使用 CHT 和 HIC 进行精纯，进一步降低 HCP 和 HCD
等杂质残留，优异的载量和超高的分辨率为工艺的稳健性保驾护航。

经过一步 Core700 层析后，抗原的收率大于 95%，并且有效的降低了料液中 BSA 和 HCP 的含量，满足了产品的
质量需求。同时，该方案较传统的 4FF 层析相比，可以有效的增大上样量和流速，减少层析时间，极大的提升纯化效率。

针对以细菌为致病原所设计的疫苗，有多糖疫苗和多糖结合疫苗等，其中多糖纯化和破伤风毒素的纯化是细菌
性疫苗的重要部分。以下介绍天地人和的肺炎多糖和破伤风毒素的纯化方案。

经 DEAE 层析发现，蛋白质具有更强的结合能力，大部分出现在 FT 和 CIP 中，而目的多糖出现在洗脱中。最终洗
脱得到的产品中蛋白质占比为 5.44%，小于药典规定的 7.5%。从整个去除杂质的效果看，经过一步层析，可以去除
54.34% 的蛋白质和 81.28% 的核酸，大幅度提升了产品的安全性。

肺炎疫苗下游纯化工艺
荚膜多糖是肺炎球菌的重要毒力因子，也是肺炎球菌的多糖疫苗的主要抗原成分。不同血清型荚膜多糖的化学

结构性质各异，纯化方法不尽相同。其中 5 型荚膜多糖是应用于肺炎球菌糖类疫苗的重要型别之一，其纯化过程难度
大，杂质含量高。天地人和通过对层析条件的摸索，总结出来一条适合该型别生产的工艺路线，尤其是 DEAE 层析填料
在该项目上的表现，非常突出。
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填料名称:
层析柱规格:
上样量：
流速:
平衡液：
洗脱液：

Smac Q 40
1.6cm*5cm，10ml
50ml
4ml/min
pH=7.5  20mM Tris+50mM NaCl
pH=7.5  20mM Tris+1000mM NaCl

1      2      3      4      5       6      7

1.Q-Loading
2.Q-FT
3.Q-W1
4.Q-E1
5.Q-E2
6.Q-E3
7.Marker

FT FT

CIP

Cycle-1 Cycle-2

CIP Core 700
50cm*20cm，392ml
Vero 细胞上清
1 和 2CV
2
120cm/h
20mM PBS
1M NaOH

填料名称:
层析柱规格:
样品来源：
上样量：
循环数量：
流速:
平衡液：
CIP：

表 2 分析检测结果

表 3 分析检测结果
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2.6cm*20cm，106ml
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