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Cellufine Sulfate----疫苗纯化的最佳选择 

随着疫苗研制和生产需求的不断扩大，疫苗分离纯化研究方兴未艾，国内外无论是相关疫苗及其分

离纯化的论文、专利，通过 FDA 认证的疫苗数量，都呈现指数增长态势。 

近几十年来，化学、生物化学、分子生物学和免疫学等学科的空前发展，尤其是基因工程技术的兴

起，基因工程疫苗成为除部分多糖疫苗（或多糖结合疫苗）和核酸疫苗外的另一大类。然而，疫苗的纯

化成为人们关注的焦点，免疫原性好、保护性强、毒副作用小、生产力高成为疫苗生产中必须达到的要

求，尤其是使用对象多为婴幼儿和儿童的疫苗，其分离纯化相应要求更高。 

传统的制备工艺中，疫苗纯度和性状能符合要求，但抗原回收率不高、操作繁琐且周期长、技术设

备要求高，近年来已逐渐为日臻成熟的层析技术所代替，在基因工程疫苗的研制中尤为如此。传统的离

心、过滤和沉淀技术更多只是作为整个疫苗分离纯化工艺的起始步骤，用于初步分离过程。层析技术、

超滤技术与沉淀、离心等传统分离技术的结合已逐渐成为疫苗分离纯化的主流。 

 

 

 

 

 

 

 

 

目前，层析技术最重要的就是进行介质的选择 ，面对琳琅满目的层析介质（疏水层析介质>40 种，

离子交换介质>70 种，亲和层析介质>30 种，尺寸排租介质>20 种），如何进行层析介质的选择？选择 

好合适的介质，会使您的工作变得更加快捷、方便、生产量更大、在市场中更具有竞争优势！ 
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缺点 

☆ 抗原含量较低 

☆ 含有杂质和过敏性物质 

☆ 纯度、活力、安全性低 

☆ 难以通过 FDA 认证 

Cellufine Sulfate
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Cellufine Sulfate简介： 

是一种使低浓度的硫酸盐结合至纤维素颗粒的填充剂，对抗凝血酶 III、血液凝固因子、酶等具有亲和

性、同时也适合于病毒精制，如：流行性感冒、肝炎 B、疱疹等。

 
 
 

 硫酸酯键合功能团――简单、稳定配基 
 带电离子间相互作用进行特异性识别（病毒、
肝磷脂结合蛋白） 

 非动物性来源 
 洗脱条件温和 
 高流速、优异的选择性、回收率 

 

 

 

 

材料方法： 

病毒：含流感病毒菌株 A/duck/Hokkaido/Vac-2/04(H7N7)；A/duck/Hokkaido/Vac-1/04(H5N1)；

A/Hiroshima/52/2005 (H3N2)；A/RP/8/1934(H1N1)；β-丙内脂进行灭活处理，北海道大学提供。 

HA 疫苗：三价（A/Solomon/3/2006(H1N1)，A/Hiroshima/52/2005(H3N2)，B/Malaysia/2506/2004） 

             浓度≥30µg  [2、4、6、8、16、32、64、128、256、512、1024、2048、4096] 

样品前处理：β-丙内脂对尿囊液进行灭活处理，8000g 离心 30min，0.45µm 醋酸纤维素滤膜过滤 

条件： 

流速：120cm/hr (1ml/min)                    上样缓冲液：0.01M 磷酸缓冲液，PH7.4 

应用文献――－流感疫苗纯化 

Cellufine Sulfate VLP 疫苗纯化工艺 



 

2008-14   Volume 14 

 

   平衡缓冲液：0.01M 磷酸缓冲液，0.19M NaCI，PH7.2 

   洗脱液：0.01M 磷酸缓冲液，3M NaCI，PH7.0 

   样品：前处理过的尿囊液样品(110%-130%的吸附范围) 

结果分析： 

将前处理的各流感病毒菌株进行 Cellufine Sulfate 迷你小柱纯化，并对 3M NaCI 洗脱液洗脱收集

到的各个不同组分进行 12.5% SDS-PAGE 电泳检测（加巯基乙醇）。上样、平衡、洗脱及电泳检测结果如

下图所示。 

H7N7 

 
 
H5N1 
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表 1  Cellufine Sulfate 流感疫苗纯化结果 

 

 HA 蛋白质（µg） 疫苗与蛋白质的浓度比 

上样量 透过量 洗脱量 上样量 透过量 洗脱

量 

上样量 洗脱量 洗脱/

上样 

H7N7 浓度 

体积（ml） 

回收率（100％）

102400 

40 

（100％） 

10040 

56 

10％ 

91520 

8 

89％ 

9929 

100％ 

9454 

95％ 

837 

7％ 

10 109 10.6 

H5N1 浓度 

体积（ml） 

回收率（100％）

61440 

6 

100％ 

9200 

16 

15％ 

49600 

6 

81％ 

1056 

100％ 

730 

69％ 

62 

6％ 

58 800 13.7 

H3N2 浓度 

体积（ml） 

回收率（100％）

250880 

98 

100％ 

17400 

123 

7％ 

161040 

11 

64％ 

9532 

100％ 

8465 

89％ 

394 

4％ 

26 409 15.5 

H1N1 浓度 

体积（ml） 

回收率（100％）

245760 

3 

100％ 

52480 

14 

21％ 

181120 

4 

74％ 

318 

100％ 

203 

64％ 

3 

1％ 

773 60373 78.1 
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H7N7 Western Blotting检测结果： 

 

从表 1可以看出，Cellufine Sulfate 对流感疫苗具有很好的吸附性，仅有很少的一部分通过。

然而对蛋白质恰恰相反，大部分蛋白质都通过 Cellufine Sulfate 色谱柱，少部分进行了结合。在很温

和的条件（0.01M 磷酸缓冲液，3M NaCI，PH7.0）即可对结合的疫苗颗粒进行洗脱，达到很好的纯化效

果。同时，收集到的组分相对上样前样品而言，也达到浓缩的效果，使得纯化和浓缩同步完成。 

学 习 园 地 

问：重组蛋白纯化的基本策略？ 

答：纯化问题所涉及具体步骤最终取决样品的性质。但有共同可参考的阶段，以下是三阶段纯化策略： 

1．捕获阶段：目标是澄清、浓缩和稳定目标蛋白。 

2．中度纯化阶段：目标是除去大多数大量杂质，如其它蛋白、核酸、内毒素和病毒等。 

3．精制阶段：除去残余的痕量杂质和必须去除的杂质。 

每个阶段都有对应的分离方法可供选择：根据蛋白质的特殊性质采用不同的分离方法：离子交换（电

荷/等电点）、凝胶过滤（分子量）、疏水/反相（疏水性）、亲和层析（特异性结合）。 

每一种方法都有分辨率、处理量、速度和回收率之间的平衡： 

1．分辨率：由选择的方法和层析介质生成窄峰的能力来实现。一般来说，当杂质和目标蛋白性质相

似时，在纯化的最后阶段分辨率是重要因素。 

2．处理量：一般指在纯化过程中目标蛋白的上样量。如上样体积、浓度等。 

3．速度：在初纯化中是重要因素，此时杂质如蛋白酶必须尽快除去。 

4．回收率：随着纯化的进行渐趋重要，因为纯化产物的价值在增加。 
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在三阶段纯化策略中每一种方法的适用性见下表： 
 

技术 主要特点 捕获 中度纯化 精制 样品起始状态 样品最终状态 

IEX 
高分辨率 
高容量 
高速度 

★★★ ★★★ ★★★ 
低离子强度 

样品体积不限 
高离子强度或 pH 改变。

样品浓缩 

HIC 
分辨率好 
容量好 
高速度 

★★ ★★★ ★ 
高离子强度 

样品体积不限 
低离子强度 
样品浓缩 

AC 
高分辨率 
高容量 
高速度 

★★★ ★★★ ★★ 
结合条件特殊 
样品体积不限 

洗脱条件特殊 
样品浓缩 

GF 高分辨率 
 

 ★ ★★★ 
样品体积（<总柱体积的 5%）和

流速范围有限制 
缓冲液更换（如果需要）

样品稀释 

RPC 高分辨率  ★ ★★★ 需要有机溶剂 
在有机溶剂中，有损失生物

活性的风险 

 

注：1、通过组合各种方法使纯化步骤之间的样品处理减至最少，以避免需要调节样品。第一个步骤的产物

的洗脱条件应适宜于下一个步骤的起始条件。 

2、硫酸铵沉淀是常用的样品澄清和浓缩方法，所以 HIC 是捕获阶段的理想方法。 

3、GF 很适宜浓缩效应的方法（IEX、HIC、AC）后使用，凝胶过滤对上样体积有限制，但不受缓冲条

件的影响。 

4、在捕获阶段选择对目标蛋白具有最高选择性/处理量的方法 

5、如果对目标蛋白的性质了解甚少的情况下，可采用 IEX-HIC-GF 的方法组合作为标准方案。 

6、只要目标蛋白耐受的情况下，可以考虑采用 RPC 方法用于精制阶段。 
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