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本公开提供了用于从细胞培养物中捕获重

组胶原7的方法，以及纯化重组胶原7的方法。还

提供了包含纯化的重组胶原7的组合物，其可用

于施用至人。
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1.一种捕获由细胞培养物生产的重组人胶原7的方法，该方法包括：

a)使从细胞培养物中收获的上清液接触深度过滤器，其中所述上清液含有重组人胶原

7；

b)收集流过所述深度过滤器的溶液；

c)将来自步骤b)的所述溶液进行超滤步骤，其中所述重组人胶原7浓缩于与超滤膜相

邻的层中；

d)丢弃第一截留物，其中所述第一截留物包含来自步骤(b)的溶液中含有的杂质；

e)将与超滤膜相邻的层溶解到增溶剂和/或表面活性剂中以回收重组人胶原7，并获得

含有重组人胶原7的第二截留物，其中增溶剂包括尿素、硫脲、精氨酸、丁醇、乙醇、高氯酸

锂、乙酸锂、乙酸镁、苯酚、丙醇、十二烷基硫酸钠、天冬氨酸、谷氨酸、抗坏血酸、谷氨酰胺、

天冬酰胺和胍中的至少一种；

f)使所述第二截留物进行渗滤步骤以获得包含重组人胶原7的未纯化的大量液体；以

及

g)任选地，冷冻所述未纯化的大量液体。

2.根据权利要求1所述的方法，在步骤a)之前还包括步骤：

a)培养生产重组人胶原7的宿主细胞；以及

b)从所述培养的宿主细胞收获上清液。

3.根据权利要求1或2所述的方法，其中所述未纯化的大量液体包含从步骤b)收集的溶

液中的40‑80％的重组胶原7。

4.根据权利要求1或2所述的方法，其中细胞培养包括在生物反应器中培养宿主细胞，

所述生物反应器的体积为至少200升，或至少1500升。

5.根据权利要求4所述的方法，其中所述的生物反应器是灌注生物反应器或补料分批

生物反应器。

6.根据权利要求1或2所述的方法，其中所述未纯化的大量液体含有超过50克的重组人

胶原7。

7.根据权利要求1或2所述的方法，其中所述增溶剂包含精氨酸。

8.一种用于纯化重组人胶原7的方法，该方法包括进行权利要求1‑7中任一项所述的方

法以获得含有重组人胶原蛋白7的样品，并进一步地：

a)使所述样品接触混合模式流过树脂，其中所述混合模式流过树脂包括配体活化核和

非活性壳，其中所述非活性壳防止重组人胶原7进入配体活化核，并且其中足够小的杂质通

过所述非活性壳并与所述配体活化核结合；

b)收集流过混合模式流过树脂且含有重组人胶原7的第一流出物；

c)在允许所述重组人胶原7与阳离子交换色谱树脂结合的条件下，使来自步骤b)的所

述第一流出物接触阳离子交换色谱树脂；

d)从阳离子交换色谱树脂洗脱重组人胶原7；

e)使从步骤d)洗脱的重组人胶原7以流过模式接触疏水相互作用色谱树脂，并收集流

过所述疏水相互作用色谱树脂的第二流出物；

f)使步骤f)的所述第二流出物进行超滤步骤以浓缩所述重组人胶原7；

g)用缓冲液对来自步骤f)的浓缩的重组人胶原7进行渗滤；以及
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h)回收纯化的重组人胶原7。

9.根据权利要求8所述的方法，其中所述超滤步骤包括切向流过滤器，并且其中所述切

向流过滤器包括亲水膜。

10.根据权利要求8所述的方法，其中在步骤f)之前还包括将增溶剂和/或表面活性剂

添加到来自步骤e)的所述第二流出物中的步骤，其中所述方法包括一个或多个病毒减少步

骤和内切核酸酶处理步骤。

11.根据权利要求10所述的方法，其中所述的一个或多个病毒减少步骤在步骤a)之前

包括辐射含有重组人胶原7的样品的步骤，向来自步骤b)的所述第一流出物添加表面活性

剂的步骤，或者将来自步骤e)的所述第二流出物接触多孔过滤器的步骤。

12.根据权利要求10所述的方法，其中所述内切核酸酶处理步骤包括用内切核酸酶处

理来自步骤d)的洗脱的重组人胶原7。

13.根据权利要求8至10中任一项所述的方法，其中所述缓冲液包含至少一种盐、增溶

剂和糖。

14.根据权利要求13所述的方法，其中所述至少一种盐是氯化钠、柠檬酸盐和磷酸钠中

的一种或多种；所述增溶剂是精氨酸；并且所述糖是蔗糖。

15.根据权利要求8至10中任一项所述的方法，其中步骤h)的所述纯化的重组人胶原7

含有平均15至30％的来自步骤a)的样品中的重组人胶原7的量。

16.根据权利要求8至10中任一项所述的方法，其中步骤a)中的所述样品含有至少25克

的重组人胶原7。

17.根据权利要求8至10中任一项所述的方法，其中在步骤h)中回收至少4.0克纯化的

重组人胶原7。

18.根据权利要求8至10中任一项所述的方法，其中步骤h)的所述纯化的重组人胶原7

含有不超过2000纳克(ng)宿主细胞蛋白每毫克(mg)重组人胶原7。

19.根据权利要求18所述的方法，其中步骤h)的所述纯化的重组人胶原7含有不超过

1000ng宿主细胞蛋白/mg重组人胶原7。

20.根据权利要求18所述的方法，其中步骤h)的所述纯化的重组人胶原7含有不超过

600ng宿主细胞蛋白/mg重组人胶原7。

21.根据权利要求8至10中任一项所述的方法，其中步骤h)的所述纯化的重组人胶原7

含有不超过42皮克(pg)宿主细胞DNA每毫克(mg)重组人胶原7。

22.根据权利要求21所述的方法，其中步骤h)的所述纯化的重组人胶原7含有不超过

25pg宿主细胞DNA/mg重组人胶原7。

23.根据权利要求21所述的方法，其中步骤h)的所述纯化的重组人胶原7含有不超过

15pg宿主细胞DNA/mg重组人胶原7。

24.根据权利要求8至10中任一项所述的方法，其中步骤h)的所述纯化的重组人胶原7

含有不超过1.0EU内毒素每毫克(mg)重组人胶原7。

25.根据权利要求24所述的方法，其中步骤h)的所述纯化的重组人胶原7含有不超过

0.70EU内毒素/mg重组人胶原7。

26.根据权利要求24所述的方法，其中步骤h)的所述纯化的重组人胶原7含有不超过

0.50EU内毒素/mg重组人胶原7。
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纯化胶原7的方法

[0001] 相关申请的交叉引用

[0002] 本申请要求2016年3月16日提交的美国临时专利申请号62/309,030的权益，并且

依赖于其提交日期，其全部公开内容通过引用并入本文。

技术领域

[0003] 本公开涉及捕获和纯化胶原7的方法和包含纯化的胶原7的组合物，包括可施用至

人的纯化的胶原7。

背景技术

[0004] 胶原7(“C7”)是结构蛋白，其用于增强和稳定皮肤，并且是固着性原纤维的主要组

分，其帮助将皮肤的顶层(表皮)锚定到下面的真皮。C7单体组装成约900kDa的同源三聚体，

其含有一个NC‑1和一个NC‑2结合结构域。同源三聚体通过α螺旋卷曲保持在一起。同源三聚

体中，这些C7蛋白前体排列成反平行二聚体，分子量增加至1.8mDa。反平行二聚体的侧向组

装导致固着性原纤维的形成(约800nm长)。

[0005] 大疱性表皮松解症(EB)是一类遗传病症，其导致皮肤非常脆弱并且容易起疱。对

轻微的损伤或摩擦(例如摩或刮)反应而产生疱和皮肤糜烂。营养不良性大疱性表皮松解症

(DEB)是大疱性表皮松解症的主要形式之一。这种病症的体征和症状在受影响的个体中差

异很大。在轻微的情况下，疱可能主要影响手、脚、膝和肘。这种病症的严重情况涉及广泛的

疱，可导致视力丧失、毁容和其它严重的医疗问题。营养不良性大疱性表皮松解症可分为三

大类：隐性营养不良性大疱性表皮松解症(RDEB)、非Hallopeau‑Siemens型(非HS  RDEB)和

常染色体显性遗传型(DDEB)。虽然这些类型的严重程度不同，但它们的特征显著重叠，它们

都是由COL7A1基因突变引起的，该基因编码蛋白胶原7。

[0006] 还可以通过使用胃蛋白酶溶解羊膜来纯化C7同源三聚体[2]。通过差异盐沉淀部

分分级溶解的胶原，其中C7与胶原5(“C5”)共沉淀。在通过DEA‑纤维素色谱法去除污染的蛋

白聚糖后，可以通过CM‑纤维素色谱法从C5中分离C7。该产品纯度足以供常规实验室使用。

如果需要进一步纯化，可以通过制备型速度沉降获得纯天然结构。在HPLC反相色谱后可以

获得纯的变性α链。

[0007] 通过用硫酸铵沉淀然后进行阴离子交换色谱法，在实验室规模上纯化rC7[2]。然

而，该纯化方法的产率和纯度不足以用于治疗目的的rC7的商业规模纯化。先前尝试开发

rC7的商业规模纯化方法具有仅约1％的总产率。

发明内容

[0008] 本公开提供了制备纯化的rC7的方法。与先前的方法相比，这些纯化方法显著提高

了rC7的产率，并且可用于制备可用于向人施用的高纯度商业规模的rC7组合物。

[0009] 一方面，本公开涉及用于从细胞培养上清液收集rC7并浓缩为未纯化大量液体的

捕获方法，液体任选是冷冻的(“上游加工”)。另一方面，本公开涉及在未纯化的大量液体中
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纯化rC7的方法(“下游加工”)。还可以组合上游和下游加工步骤以获得适于施用至人的纯

化胶原7。在某些实施方案中，捕获和纯化方法是商业规模的方法。

[0010] 上游加工包含澄清步骤(例如，深度过滤器)和浓缩/缓冲液交换步骤。对于上游加

工，一个实施方案涉及捕获由细胞培养物生产的重组人胶原7的方法，该方法包括：

[0011] a)使从细胞培养物中收获的上清液接触深度过滤器，其中所述上清液含有重组人

胶原7；

[0012] b)收集流过所述深度过滤器的溶液；

[0013] c)将来自步骤b)的所述溶液进行超滤步骤，其中所述重组人胶原7浓缩于与超滤

膜相邻的层中；

[0014] d)丢弃第一截留物，其中所述第一截留物包含步骤(b)所述溶液中含有的杂质；

[0015] e)使与超滤膜相邻的层接触增溶剂和/或表面活性剂以回收重组人胶原7，并获得

含有重组人胶原7的第二截留物；

[0016] f)使所述第二截留物进行渗滤步骤以获得包含重组人胶原7的未纯化的大量液

体；以及

[0017] g)任选地，冷冻所述未纯化的大量液体。

[0018] 在某些实施方案中，该方法在步骤a)之前还包括步骤：

[0019] a)培养生产重组人胶原7的宿主细胞；以及

[0020] b)从培养的宿主细胞中收获上清液。

[0021] 在某些实施方案中，未纯化的大量液体在澄清的上清液中含有40‑80％的重组胶

原7。在一个实施方案中，未纯化的大量液体在澄清的上清液中平均含有约60％的重组胶原

7。

[0022] 在某些实施方案中，细胞培养包括在生物反应器中培养宿主细胞，其体积为至少

200升，优选至少1500升。在某些实施方案中，生物反应器是灌注生物反应器或补料分批生

物反应器。

[0023] 在某些实施方案中，未纯化的大量液体含有超过50克的重组人胶原7。

[0024] 在某些实施方案中，增溶剂包括尿素、硫脲、精氨酸、丁醇、乙醇、高氯酸锂、乙酸

锂、乙酸镁、苯酚、丙醇、十二烷基硫酸钠、天冬氨酸、谷氨酸、抗坏血酸、谷氨酰胺、天冬酰胺

和胍中的至少一种。在一个实施方案中，增溶剂包含精氨酸。

[0025] 对于下游加工，一个实施方案涉及纯化重组人胶原7的方法，该方法包括：

[0026] a)使含有重组人胶原7的样品接触混合模式流过树脂，其中所述混合模式流过树

脂包括配体活化核和非活性壳，其中所述非活性壳防止重组人胶原7进入配体活化核，并且

其中足够小的杂质通过非活性壳并与配体活化核结合；

[0027] b)收集流过混合模式流过树脂的且含有重组人胶原7的第一流出物(effluent)；

[0028] c)在允许所述重组人胶原7与阳离子交换色谱树脂结合的条件下，使来自步骤b)

的所述第一流出物接触阳离子交换色谱树脂；

[0029] d)从阳离子交换色谱树脂中洗脱重组人胶原7；

[0030] e)使步骤d)洗脱的重组人胶原7接触流过模式的疏水相互作用色谱树脂，并收集

流过疏水相互作用色谱树脂的第二流出物；

[0031] f)使步骤e)的第二流出物进行超滤步骤以浓缩重组人胶原7；
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[0032] g)用缓冲液对来自步骤f)的浓缩的重组人胶原7进行渗滤；以及

[0033] h)回收纯化的重组人胶原7，

[0034] 其中该方法包括一个或多个病毒减少步骤和内切核酸酶处理步骤。

[0035] 在某些实施方案中，超滤步骤包括切向流过滤器，并且其中切向流过滤器包括亲

水膜。

[0036] 在某些实施方案中，该方法在步骤f)之前还包括将增溶剂和/或表面活性剂添加

到来自步骤e)的第二流出物中的步骤。

[0037] 在某些实施方案中，所述一个或多个病毒减少步骤在步骤a)之前包括辐射(例如，

UV辐射)含有重组人胶原7的样品的步骤，向来自步骤b)的第一流出物添加表面活性剂的步

骤，以及将来自步骤e)的第二流出物接触多孔过滤器的步骤。在一个实施方案中，多孔过滤

器包含多个平均直径为35nm的孔。

[0038] 在某些实施方案中，内切核酸酶处理步骤包括用内切核酸酶处理来自步骤d)的洗

脱的重组人胶原7。

[0039] 在某些实施方案中，缓冲液包含至少一种盐、增溶剂和糖。

[0040] 在某些实施方案中，所述至少一种盐是氯化钠、柠檬酸盐和磷酸钠中的一种或多

种，所述增溶剂是精氨酸，并且所述糖是蔗糖。

[0041] 在某些实施方案中，步骤h)的纯化重组人胶原7含有平均15‑30％的来自步骤a)样

品中的重组人胶原7的量。

[0042] 在某些实施方案中，步骤a)中的样品含有至少25克重组人胶原7。

[0043] 在某些实施方案中，在步骤h)中回收至少4.0克纯化的重组人胶原7。

[0044] 在某些实施方案中，步骤h)的纯化重组人胶原7含有不超过2000ng的宿主细胞蛋

白每mg重组人胶原7，优选不超过1000ng/mg，更优选不超过600ng/mg。

[0045] 在某些实施方案中，步骤h)的纯化重组人胶原7含有不超过42pg的宿主细胞DNA每

mg重组人胶原7，优选不超过25pg/mg，更优选不超过15pg/mg。

[0046] 在某些实施方案中，步骤h)的纯化重组人胶原7含有不超过1.0EU/mg内毒素每mg

重组人胶原7，优选不超过0.70EU/mg，更优选不超过0.50EU/mg。

[0047] 在某些实施方案中，该方法在步骤a)之前还包括步骤：

[0048] a)使从细胞培养物中收获的上清液接触深度过滤器，其中所述上清液含有重组人

胶原7；

[0049] b)收集流过深度过滤器的溶液；

[0050] c)使来自步骤b)的溶液进行超滤步骤，其中重组人胶原7浓缩于与超滤膜相邻的

层中；

[0051] d)丢弃第一截留物，其中所述第一截留物包含来自步骤(b)的溶液中所含的杂质；

[0052] e)使与超滤膜相邻的层接触增溶剂和/或表面活性剂以回收重组人胶原7并获得

含有重组人胶原7的第二截留物；

[0053] f)使第二截留物进行渗滤步骤，以获得包含重组人胶原7的未纯化的大量液体；以

及

[0054] g)任选地，冷冻所述未纯化的大量液体。

[0055] 在某些实施方案中，增溶剂包含尿素、硫脲、精氨酸、丁醇、乙醇、高氯酸锂、乙酸
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锂、乙酸镁、苯酚、丙醇、十二烷基硫酸钠、天冬氨酸、谷氨酸、抗坏血酸、谷氨酰胺、天冬酰胺

和胍中的至少一种。在一个实施方案中，增溶剂包含精氨酸。

[0056] 另一方面涉及通过本文所述方法获得的纯化的rC7组合物。纯化的rC7组合物优选

适合人使用。在某些实施方案中，rC7组合物含有：

[0057] ·不超过2000ng的宿主细胞蛋白每mg  rC7，优选不超过1000ng/mg，更优选不超过

600ng/mg；

[0058] ·不超过42pg宿主细胞DNA每mg  rC7，优选不超过25pg/mg，更优选不超过15pg/

mg；和/或

[0059] ·不超过1 .0EU/mg内毒素每mg  rC7，优选不超过0 .70EU/mg，更优选不超过

0.50EU/mg。

[0060] 前述一般性概述和以下的详细描述都仅仅是示例性的，并不是对本公开的限制。

附图说明

[0061] 包含在本说明书中并构成本说明书一部分的附图说明了某些实施方案，并与书面

描述一起用于解释本文公开的组合物和方法的某些原理。

[0062] 图1是流程图，其显示用于收集、澄清以及将rC7浓缩(UF/DF)成未纯化的大量液体

的一般上游方法的一个实施方案。

[0063] 图2是流程图，其显示用于收集、澄清以及将rC7浓缩(UF/DF)成未纯化的大量液体

的具体上游方法的一个实施方案。

[0064] 图3是流程图，其显示通过使rC7接触混合模式流过树脂、然后进行阳离子交换色

谱、流过模式的疏水相互作用色谱树脂以及最终的UF/DF步骤，用于纯化rC7的一般下游方

法的实施方案。

[0065] 图4显示在澄清和UF/DF步骤(上游方法)之后，获自第一次和第二次生产运行收获

(每次运行总共20个每日收获)的未纯化大体积(UPB)中rC7的回收百分比。还提供了来自中

试运行的平均rC7产率比(以及最大值和最小值)。

[0066] 图5显示在澄清和UF/DF步骤(上游方法)之后，获自第一次和第二次生产运行收获

(总共20个每日收获)的未纯化大体积(UPB)中rC7/宿主细胞蛋白(HCP)。还提供了来自中试

运行的平均rC7/HCP比率(以及最大值和最小值)。

[0067] 图6是显示rC7纯化方法(下游方法)的一个实施方案的示意图。

具体实施方式

[0068] 1.定义

[0069] 为了更容易理解本发明，首先在下面定义某些术语。通过说明书阐述了以下术语

和其它术语的附加定义。

[0070] 如在本说明书和所附权利要求中所使用的，单数形式“一”、“一个”和“该”包括复

数指代，除非上下文另有明确说明。因此，例如，提及“一种方法”时，包括一种或多种方法，

和/或本文所述类型的步骤和/或阅读本公开等时对于本领域技术人员显而易见的步骤。

[0071] 大约：如本文所使用的，当应用于一个或多个感兴趣的值时，术语“大约”或“约”是

指与所述参考值类似的值。在某些实施方案中，除非另有说明或从上下文中显而易见(除非
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此数字超过可能值的100％)，则术语“大约”或“约”是指所述参考值的任一方向(大于或小

于)落入25％、20％、19％、18％、17％、16％、15％、14％、13％、12％、11％、10％、9％、8％、

7％、6％、5％、4％、3％、2％、1％或更小之内的值的范围。

[0072] 商业规模：如本文所用，术语“商业规模”用于区分大规模生产方法和实验室规模

方法，实验室规模方法通常难以扩展以获得足以用于商业目的的rC7生产水平。商业规模的

捕获和纯化方法生产克量的rC7。

[0073] 赋形剂：如本文所用，术语“赋形剂”是指可以包含在药物组合物中的非治疗剂，例

如以提供或有助于所需的稠度或稳定作用。合适的药物赋形剂包括，例如，缓冲液(例如，磷

酸盐缓冲液如磷酸钠、Tris缓冲液)、盐水、盐(例如氯化钠)、乳酸林格氏液、电解质、表面活

性剂(例如表面活性剂，例如聚山梨醇酯、triton  X‑100)、稳定剂、防腐剂如抗菌剂或抗氧

化剂、淀粉、糖(如葡萄糖、乳糖、蔗糖、林格氏葡萄糖和右旋糖)、明胶、麦芽、大米、面粉、白

垩、硅胶、硬脂酸钠、甘油单硬脂酸酯、滑石、脱脂乳、甘油、丙烯、乙二醇、水、乙醇等。

[0074] 宿主细胞：如本文所用，短语“宿主细胞”是指其中已引入外源DNA(重组或其它)的

细胞，例如编码人胶原7的DNA。宿主细胞可用于通过标准重组技术生产目的多肽，例如人胶

原7。阅读本公开内容后，技术人员将理解，这些术语不仅指特定的受试细胞，而且指这种细

胞的后代。因为由于突变或环境影响而在后代中可能发生某些修饰，所以这些后代事实上

可能与亲本细胞不同，但仍包括在本文所用的术语“宿主细胞”的范围内。在一些实施方案

中，宿主细胞包括适于表达外源DNA(例如，重组核酸序列)的任何原核和真核细胞。示例性

细胞包括非人动物细胞、人细胞或细胞融合物例如杂交瘤或四倍体。在一些实施方案中，细

胞是人、猴、猿、仓鼠、大鼠或小鼠细胞。在一些实施方案中，细胞是真核细胞，并且选自以下

细胞：CHO(例如CHO  K1、DXB‑11CHO、Veggie‑CHO)、COS(例如COS‑7)、视网膜细胞、Vero、CV1、

肾(例如HEK293、293EBNA、MSR  293、MDCK、HaK、BHK)、HeLa、HepG2、WI38、MRC  5、Colo205、HB 

8065、HL‑60(例如BHK21)、Jurkat、Daudi、A431(表皮)、CV‑1、U937、3T3、L细胞、C127细胞、

SP2/0、NS‑0、MMT  060562、塞尔托利氏(Sertoli)细胞、BRL  3A细胞、HT1080细胞、骨髓瘤细

胞、肿瘤细胞和源自上述细胞的细胞系。

[0075] 药学上可接受的载体：可用于本公开的药学上可接受的载体(载体(vehicles))是

常规的。Remington 's  Pharmaceutical  Sciences，E.W.Martin，Mack  Publishing  Co.，

Easton，PA，第15版(1975)描述了适用于药物递送一种或多种治疗组合物(例如一种或多种

流感疫苗)和其它药剂的组合物和制剂。通常，载体的性质取决于所采用的特定给药方式。

例如，肠胃外制剂通常包含可注射的流体，其包括药学上和生理学上可接受的流体，例如

水、生理盐水、平衡盐溶液、葡萄糖水溶液、甘油等作为载体。对于固体组合物(例如，粉末、

丸剂、片剂或胶囊形式)，常规的无毒固体载体可包括例如药物级的甘露醇、乳糖、淀粉或硬

脂酸镁。除生物中性载体外，待施用的药物组合物可含有少量无毒辅助物质，例如润湿剂或

乳化剂、防腐剂和pH缓冲剂等，例如乙酸钠或脱水山梨糖醇单月桂酸酯。

[0076] 重组体：如本文所用，术语“重组”意指通过重组方式设计、改造、制备、表达、生产

或分离的多肽(例如，如本文所述的胶原7多肽)或其编码核酸，例如使用转染到宿主细胞中

的重组表达载体所表达的多肽、从重组组合多肽文库中分离的多肽、或通过任何涉及将所

选序列元件剪接成其它序列元件的其它方式而制备、表达、生产或分离的多肽。标准技术可

用于重组核酸、寡核苷酸合成和组织培养和转化(例如，电穿孔、脂质转染)。可以根据制造
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商的说明书、或者如本领域中通常实现的、或如本文所述的来执行酶促反应和纯化技术。通

常可以根据本领域熟知的常规方法进行前述技术和程序。参见例如Sambrook等人，

Molecular  Cloning：A  Laboratory  Manual(第四版，Cold  Spring  Harbor  Laboratory 

Press，Cold  Spring  Harbor，N.Y(2012))，其通过引用并入本文。

[0077] 表面活性剂：如本文所用，术语“表面活性剂”是指降低两种液体之间或液体和固

体之间的表面张力的化合物。表面活性剂的实例包括但不限于聚氧乙烯脱水山梨糖醇酯

(通常称为吐温)，特别是聚山梨醇酯20和聚山梨醇酯80；环氧乙烷(EO)、环氧丙烷(PO)、氧

化丁烯(BO)的共聚物(如DOWFAX)；具有不同重复的乙氧基(氧‑1,2‑乙二基)基团的辛苯聚

醇，特别是辛苯聚醇‑9(Triton  X‑100)；乙基苯氧基聚乙氧基乙醇(IGEPAL  CA‑630/NP‑

40)；磷脂如卵磷脂；壬基酚乙氧基化物如TERGITOL  NP系列；月桂基、十六烷基、硬脂基、油

醇衍生的聚氧乙烯脂肪醚(Brij表面活性剂)，特别是三乙二醇单月桂醚(Brij  30)；脱水山

梨醇醚，称为SPAN，特别是脱水山梨糖醇三油酸酯(Span  85)和脱水山梨糖醇单月桂酸酯。

[0078] 2.概述

[0079] 为了将rC7的发展推进到动物模型之外并进入临床研究，开发了能够生产供人使

用的rC7的可扩展方法。当试图从大规模细胞培养开发纯化rC7的方法时，本发明人发现rC7

表现出“粘性”，并且在较高的蛋白浓度时倾向于沉淀，特别是配制在PBS缓冲液中时，限制

了rC7的溶解度并且在商业规模的纯化方法中导致大量蛋白的损失。rC7在PBS缓冲液中的

溶解度限于约0.4mg/mL，高于0.4mg/mL时则出现显著的沉淀和粘度问题。可以将rC7在PBS

缓冲液中的溶解度增加至约0.8mg/mL，但仅在非常特定的实验室条件下，其不可扩展或不

与常规纯化方法(例如超滤/渗滤(UF/DF))兼容。

[0080] 本发明人开发了rC7纯化方法，实现了比先前方法显著更高的产率。纯化的rC7高

度纯化并保持效力。纯化方法分为两部分：上游方法捕获从大规模细胞培养物中收获的

rC7，接着是下游方法以纯化捕获的rC7。捕获方法包括澄清步骤和浓缩步骤(通常是超滤/

渗滤或“UF/DF”步骤)，其中将收获的含有rC7的细胞培养上清液通过超滤膜。不是在截留物

中收集rC7(如我们先前尝试开发用于rC7的商业规模纯化方法中进行的)，而是丢弃初始截

留物以去除杂质。不受任何理论的束缚，似乎在这些条件下，rC7浓缩在与超滤膜相邻的层

中而不是在截留物中。在丢弃初始截留物后，使该层接触增溶剂和/或表面活性剂以回收

rC7。不受任何理论的束缚，似乎增溶剂和/或表面活性剂有助于溶解层中的rC7。以这种方

式，将rC7从层中释放并收集在第二截留物中，将其进行渗滤步骤以获得包含重组人胶原7

的未纯化的大量液体。该初始UF/DF步骤的产率平均为约60％(参见例如图4)，而使用较早

的内部捕获方法时约为24％，其中rC7被收集在超滤膜的初始截留物中，导致产率显著降

低。

[0081] 通过使来自上游加工的未纯化的大量液体进入混合模式流过树脂，然后是结合和

洗脱模式的阳离子交换色谱树脂，然后是流过模式的疏水相互作用色谱树脂，以及最后的

UF/DF步骤，可以进一步纯化rC7。在某些实施方案中，纯化方法还包含一个或多个病毒减少

步骤和内切核酸酶处理步骤。从该纯化方法中回收的rC7是高度纯化的并且保留了纤连蛋

白结合活性。下游方法的总产率平均为20％，与通过用于rC7商业规模纯化的早期内部下游

方法获得的约2％相比，得到显著改善。此外，相对于残留的宿主细胞DNA和蛋白，该纯化方

案生产足够纯的rC7，可用于在人中测试或使用(即，每治疗剂量小于100pg宿主细胞DNA，更
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优选每剂量小于10pg)。本文公开的方法主要设计用于商业规模的捕获和纯化rC7。

[0082] 在一个方面，本公开提供了捕获rC7的方法，该方法包括：

[0083] a)澄清收获的含有rC7的细胞培养上清液(例如，使用深度过滤器)；

[0084] b)浓缩澄清的rC7组合物(例如，使用超滤膜)

[0085] c)渗滤浓缩的rC7组合物；以及

[0086] g)任选地冷冻未纯化的大量液体。

[0087] 在某些实施方案中，该方法在步骤a)之前还包括以下步骤：

[0088] a)培养生产rC7的宿主细胞；以及

[0089] b)从培养的宿主细胞中收获上清液。

[0090] 另一方面，本公开提供了一种纯化rC7的方法，该方法包括：

[0091] a)使含有rC7的样品进行：

[0092] ·混合模式色谱，流过树脂；

[0093] ·阳离子交换色谱树脂；

[0094] ·流过模式的疏水相互作用色谱(HIC)树脂；

[0095] b)将rC7浓缩在来自HIC树脂的流出物中(例如，使用超滤膜)；

[0096] c)渗滤浓缩的rC7组合物；以及

[0097] d)回收纯化的rC7。

[0098] 纯化方法任选地包括一个或多个病毒减少步骤和内切核酸酶处理步骤。

[0099] 这些捕获和纯化方法的各种特征和实施方案在下面进一步详细描述。

[0100] 3.细胞培养

[0101] 可以使用本领域技术人员已知的标准细胞培养方法以商业规模生产rC7。通常，将

编码rC7的核酸引入宿主细胞中，并在适当的细胞培养条件下繁殖宿主细胞。胶原7优选为

人胶原7。编码人胶原7的核酸序列是本领域已知的。rC7分泌到细胞培养上清液中。对于rC7

的商业规模生产，培养细胞通常在大型生物反应器中生长。在某些实施方案中，生物反应器

是灌注生物反应器。在其它实施方案中，生物反应器是补料分批生物反应器。在某些实施方

案中，细胞培养包括在生物反应器中培养宿主细胞，其具有至少200、至少500、至少1000、至

少1500、至少2000、至少2500、至少5000、至少10,000、至少15,000、或至少20,000升的细胞

培养体积。在某些实施方案中，生物反应器是灌注生物反应器，并且灌注生物反应器中细胞

培养体积为至少200升，更优选至少1500升。

[0102] 通常，在连续细胞系中表达rC7。更典型地，连续细胞系是哺乳动物细胞系。合适的

连续细胞系包括，例如中国仓鼠卵巢(CHO)、小鼠骨髓瘤(例如NS0)、幼仓鼠肾(BHK)、人胚肾

(例如，HEK‑293)、C127、VERO、HeLa、COS和Madin‑Darby犬肾上皮细胞(MDCK)。参见例如美国

专利No.6,632,637，其通过引用整体并入本文。其它合适的宿主细胞是本领域技术人员已

知的。在一个实施方案中，rC7在CHO细胞中表达。在另一个实施方案中，rC7在HEK‑293细胞

中表达。

[0103] 4.上游方法

[0104] 一方面，本公开涉及用于从细胞培养上清液收集rC7并浓缩到未纯化的大量液体

中的捕获方法，所述未纯化的大量液体任选地进行冷冻。该方面也称为上游加工，其中rC7

经收获、澄清和浓缩。显示一般上游方法的一个实施方案的流程图，显示在图1中。图2显示
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了用于捕获获得rC7的特定上游方法的一个实施方案。

[0105] a.收获

[0106] 来自生物反应器的上清液被收集并保持在合适的储存温度，通常为2‑8℃。通常，

未加工的上清液在开始澄清方法之前保持不到1天。如果细胞在灌注生物反应器中生长，则

每天批量收获上清液，持续5‑30、10‑25或15‑20天，优选20天。

[0107] b.澄清

[0108] 可以澄清收获的上清液以去除例如完整的细胞和细胞碎片，并在UF/DF步骤之前

减少生物负载和其它颗粒。可以使用普通技术人员已知的任何澄清方法，包括过滤、微滤、

离心、色谱等。

[0109] 通常，过滤用于从收获的上清液中去除细胞碎片和完整细胞。如本领域所知，过滤

方法的选择部分地取决于相对于待截留蛋白大小的污染物尺寸分布。所需的过滤选项将优

化去除不需要的残余颗粒之间的平衡，同时保持高rC7产率。合适的过滤器包括纤维素过滤

器、再生纤维素纤维、结合无机助滤剂的纤维素纤维、结合无机助滤剂和有机树脂的纤维素

纤维，或其任何组合。

[0110] 在一些实施方案中，使用深度过滤程序进行收获的上清液的澄清。如本领域所理

解的，深度过滤是指使用多孔过滤介质来澄清含有大量大颗粒(例如，完整细胞或细胞碎

片)的溶液，与膜过滤相比，在这种条件下膜过滤可能迅速堵塞。深度过滤步骤可以包括使

流体通过一个或多个，两个或更多个或三个或更多个深度过滤器。在某些实施方案中，上游

加工包括两个澄清步骤，其中第一澄清步骤通常使用具有较大孔径(例如，65μm)的深度过

滤器，第二澄清步骤通常使用具有较小孔径(例如，0.45和/或0.2μm)的灭菌级膜过滤器。

[0111] 不同孔径的各种深度过滤介质可从各种制造商商购，例如Millipore、Pall、

General  Electric和Sartorious。例如，可以使用Millistak/D0HC和Millistak/DE50(EMD 

Millipore，Darmstadt，德国)和Sartopure  GF  Plus(0.65μm深度过滤器)。各种孔径的各种

膜过滤器可从各种制造商商购，例如Millipore、Pall、General  Electric和Sartorious。例

如，可以使用Sartoguard  PES  1.2/0.2μm、Sartopore  PES  Platinum  0.45/0.2μm过滤器

(Sartorious  Stedim，Goettingen，德国)。

[0112] c.浓缩和缓冲液交换

[0113] 在上游方法的某些实施方案中，通过本领域普通技术人员已知的许多方法中的任

何一种方法浓缩rC7组合物，例如渗滤、色谱、超滤等。

[0114] 在一个实施方案中，在进行渗滤步骤(“UF/DF”)之前，通过超滤浓缩rC7组合物。

UF/DF是超滤和渗滤的组合操作。该步骤去除分子尺寸小于膜的孔隙率或分子量截留值

(MWCO)的杂质和/或组分，浓缩rC7，并交换/改变rC7组合物的水性或缓冲组合物。尽管在本

领域中是众所周知的，但为了清楚起见，术语“超滤”是指通过使组合物通过一个或多个特

定孔径直径的半透过滤器(或膜或介质)从rC7中分离杂质的方法，其中较大的分子截留在

过滤器上，而水和较低分子量的分子通过过滤器。这些较低分子量的分子可以是培养基组

分、肽片段和/或其它污染物(杂质)例如脂多糖、较小分子量的宿主细胞蛋白。基于靶分子

的大小选择膜孔径。通常，大于MWCO的颗粒将被膜截留，而小于MWCO的颗粒将通过。该方法

还浓缩rC7组合物。

[0115] 当提及过滤时，术语“渗透物流”是指在过滤期间通过过滤器孔的组合物的分数。
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当提及过滤时，术语“截留物流”是指在过滤期间截留在过滤器上或不通过过滤器孔的组合

物的分数。

[0116] 在我们先前的内部大规模捕获方法中，rC7被收集在滞留物流中，而杂质在被丢弃

的渗透物流中。相反，在目前的方法中，在上游方法的超滤步骤中，初始截留物流与渗透物

流一起被丢弃。不受任何理论的束缚，似乎在这些条件下，rC7浓缩在与超滤膜相邻的层中，

并且既不收集在初始滞留物流中也不收集在渗透物流中。弃去初始截留物后，使该层接触

增溶剂和/或表面活性剂以回收rC7。不受任何理论的束缚，似乎增溶剂和/或表面活性剂有

助于溶解层中的rC7。以这种方式，将rC7从层中释放并收集在第二截留物中，将其进行渗滤

步骤以获得包含rC7的未纯化的大量液体。

[0117] 合适类型的UF/DF膜和装置是本领域技术人员已知的，并且可以基于各种因素进

行选择，例如待过滤的蛋白的分子量、待过滤的组合物组分的量和大小、待过滤的组合物的

体积、以及待过滤的组合物的细胞密度和活力。在一些实施方案中，可以使用过滤器例如膜

超滤器、板超滤器、筒式超滤器、袋式超滤器或真空超滤器。在某些实施方案中，超滤膜或过

滤器的MWCO为250‑50kDa，优选约200kDa或100kDa。在某些实施方案中，超滤膜或过滤器包

含乙酸纤维素、再生纤维素、聚偏二氟乙烯(PVDF)或聚醚砜(PES)。在上游方法中UF/DF步骤

的一个实施方案中，超滤膜包含纤维素或再生纤维素。

[0118] 在某些实施方案中，超滤步骤生产rC7组合物，其中rC7的浓度大于存在于收获上

清液中rC7浓度的10倍、20倍、30倍、40倍、50倍、60倍、70倍、80倍、90倍或100倍、120倍、150

倍或200倍。

[0119] 可以使用的市售超滤膜或过滤器由各种供应商制造，例如Mi l l i p o r e 

Corporation(Billerica，Mass.)、Pall  Corporation(East  Hills，NY)、GE  Healthcare 

Sciences(Piscataway，NJ)和Sartorius  Corporation(Goettingen，德国)。例如，可以使用

Satorius  ECO再生纤维素(100kDa)。

[0120] 通常，通过切向流过滤(TFF)模式进行超滤/渗滤。TFF(也称为交叉流过滤(CFF))

对于本领域普通技术人员来说是公知的，并且用于在各种情况下实施的设备和方案可从各

种制造商而商业获得，包括但不限于Pall  Corporation(Port  Washington，NY)和Spectrum 

Labs(Rancho  Dominguez，CA)。通常，TFF涉及截留物跨膜表面的再循环。这种温和的交叉流

动进料可最大限度地减少膜污染，保持高过滤率并提供高产品回收率。在一个实施例中，

TFF可以用平板系统实现。在另一个实施方案中，TFF可以用中空纤维系统实施，如本文所例

示的。

[0121] 渗滤用于制备用于最终用途的rC7组合物，例如储存、冻干、肠胃外制剂等。通常通

过添加/去除/替换缓冲剂和/或其浓度来交换和/或改变缓冲系统，以便生产包含rC7的未

纯化的大量液体。可以引入额外的添加剂，例如以调节pH、张力、溶解度和/或稳定性。稳定

性可以指在液体状态下稳定rC7组合物或在冻干或重构期间保护rC7。在某些实施方案中，

未纯化的大量液体包含重组胶原7、Tris缓冲液、增溶剂(例如精氨酸)、氯化钠和表面活性

剂(例如triton  X‑100)。可以储存或冷冻未纯化的大量(UPB)液体用于后续使用。

[0122] 在某些实施方案中，UPB液体在从细胞培养物收获的上清液中含有40‑80％的rC7。

在某些实施方案中，澄清和捕获步骤的平均rC7回收率为约40‑45％，即合并的UPB在从细胞

培养物收获的上清液中含有约40‑45％的rC7。在某些实施方案中，UPB液体含有超过5、10、
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15、20、25、30、35、40、45、50、60、70、80、90或100克的rC7。

[0123] d.无菌过滤

[0124] 无菌过滤步骤也可包括在本方法中，这有助于消除生物负载。例如，在UF/DF步骤

之后，可以使用例如0.22微米过滤器，例如改性的聚偏二氟乙烯(PVDF)膜(EMD  Millipore)

对UPB进行无菌过滤。除了改进的PVDF之外，无菌过滤器可以由本领域公知的并且普通技术

人员可获得的各种其它材料构成。这些可包括但不限于聚丙烯、纤维素、纤维素酯、尼龙、聚

醚砜或任何其它材料，这与低产物结合一致。无菌过滤的rC7组合物可以冷冻并储存或保持

在2‑8℃直至备随后使用。

[0125] 5.下游方法

[0126] 任何rC7样品，包括通过任何捕获方法收集的rC7，可以通过使rC7样品进行混合模

式流过树脂，然后进行阳离子交换色谱，流过模式中的疏水相互作用色谱树脂，以及最终进

行浓缩和可选的缓冲液交换(例如UF/DF)步骤来进一步纯化。图3.纯化方法还优选含有一

个或多个病毒减少步骤和内切核酸酶处理步骤。从该纯化方法中回收的rC7是高度纯化的

并且保留了纤连蛋白结合活性。纯化的rC7优选适合人使用。

[0127] a.混合模式色谱法

[0128] 混合模式流过树脂结合了两种通用的纯化技术：尺寸排阻和结合分离。混合模式

的流过树脂包括配体活化核和非活性壳。非活性壳用作尺寸排阻组分并防止较大分子(例

如rC7)进入配体活化核。非活性壳具有不同的孔径以设定所需的分子量截止值。在某些实

施方案中，非活性壳的截留分子量为200‑1500kDa，更优选500‑900kDa，最优选约700kDa。

[0129] 较大的分子，如rC7，被收集在柱流过物(flow  through)中，而较小的杂质通过非

活性壳进入配体活化核，并与内部配体结合。用配体对核进行官能化，而配体决定结合相互

作用。“配体”是连接到色谱基质上并确定基质的结合特性的官能团。“配体”的实例包括但

不限于离子交换基团(阴离子或阳离子交换基团)、疏水相互作用基团、亲和基团或其组合

(多模(multimodal))。多模配体在广泛的pH和盐浓度范围内促进与大多数杂质的强结合。

通过使用标准试剂(例如NaOH)以及在大多数情况下使用溶剂的原位清洗程序，从核配体中

去除结合的杂质。

[0130] 可以使用的市售混合模式流过树脂由各种供应商制造，例如GE  Healthcare 

Sciences(Piscataway，N.J .)、Bio‑Rad(Hercules，CA)和Thermo  Fisher  Scientific

(Waltham，MA)。例如，可以使用GE  Healthcare  Sciences  CaptoTM  Core  700柱。

[0131] b.阳离子交换色谱法

[0132] 阳离子交换色谱法的原理在本领域中是公知的，但是简而言之，该方法依赖于待

分离的颗粒与所用树脂之间的静电相互作用。阳离子交换柱含有固定的带负电荷的部分。

因为rC7在生理pH范围内带正电荷，所以柱以结合和洗脱模式操作，其中rC7与阳离子交换

色谱树脂结合。

[0133] 为了优化带正电荷的分子的结合，流动相通常是低至中等离子强度(即，低至中盐

浓度)溶液。分子对固体支持物的吸附由样品分子中和载体上官能配体带相反电荷的离子

基团之间的离子相互作用驱动。相互作用的强度取决于分子上和官能团上电荷的数量和位

置。通过增加盐浓度(通常通过使用线性盐梯度或阶梯等度洗脱)，具有最弱离子相互作用

的分子首先开始从柱洗脱。具有更强离子相互作用的分子需要更高的盐浓度并且在梯度中

说　明　书 10/19 页

13

CN 109069592 B

13



稍后洗脱。

[0134] 阳离子交换基质通常包含共价结合的带负电荷的部分。可以使用弱或强阳离子交

换树脂。通常，强阳离子交换树脂包含负载的有机基团，包括磺酸或磺酸盐(酯)基团或磷酰

基，这取决于pH。弱阳离子交换树脂通常包含负载的有机基团，包括羧酸或羧酸盐(酯)基

团，这取决于pH。在某些实施方案中，可以使用多模阳离子交换树脂，其涉及额外的结合机

制以及离子相互作用，例如氢键相互作用和疏水相互作用中的一种或多种。合适的阳离子

交换树脂的实例包括但不限于Fractogel、羧甲基(CM)、磺乙基(SE)、磺丙基(SP)、磷酸盐

(酯)(P)和磺酸盐(酯)(S)、PROPAC  WCX‑10TM(Dionex)、Capto  S、Fractogel  EMD  SO3M、

Toyopearl  Megacap  II  SP  550C、Poros  50HS和SP‑Sepharose  FF基质。在某些实施方案

中，阳离子树脂包含磺丙基。

[0135] 对于rC7，阳离子交换色谱步骤应以结合和洗脱模式使用。在结合和洗脱模式中，

rC7被吸附到阳离子交换基质上，而一种或多种杂质流过基质，从而将rC7与杂质分离。在一

些实施方案中，在从阴离子交换基质中去除吸附的rC7之前，用缓冲液洗涤阳离子交换基质

一次或多次以去除额外的杂质。在使用结合模式的阳离子交换色谱法从组合物中去除一种

或多种杂质后，可以从阳离子交换基质中去除(洗脱)吸附的rC7。

[0136] c.疏水相互作用色谱

[0137] 疏水相互作用色谱(HIC)基于它们的疏水性来分离分子。HIC通过利用这些分子与

HIC树脂疏水表面(例如，疏水配体修饰的聚合基质)之间的可逆相互作用，根据其表面疏水

性的差异来分离分子。通常，疏水分子和HIC基质的配体之间的相互作用受运行缓冲液中存

在的亲液盐(kosmotropic  salt)的影响。高盐浓度增强了相互作用，而降低盐浓度则减弱

了相互作用。随着缓冲液的离子强度降低，分子与基质之间的相互作用被逆转，并且具有最

低疏水性程度的分子首先被洗脱。最疏水的分子最后洗脱，这需要更大的盐浓度降低以逆

转相互作用。

[0138] 大多数蛋白质，且至较小程度的亲水性分子(例如DNA和碳水化合物)，在其表面上

具有疏水区域或区块(patch)。这些区块的溶剂化在能量上是不利的，并导致在水性流动相

中形成疏水腔。促进疏水作用(通过添加亲液盐)促使蛋白上的疏水区域吸附到固定相上的

疏水区域(例如，含有疏水配体的那些基质区域)。这在热力学上是有利的，因为它减少了各

个疏水腔的数量和体积。在常规HIC中，通过降低亲液盐的浓度来减少疏水相互作用导致从

固体载体上的解吸附。常规HIC与其它色谱分离方法的不同之处在于蛋白在高盐浓度下与

固定相结合并在低盐浓度下洗脱。

[0139] HIC也可用于“流过模式”。流过模式中的HIC可用于去除聚集体和其它杂质。这些

杂质具有与rC7非常相似的化学性质，但它们通常比rC7更疏水。在适当的条件下，杂质与

HIC树脂结合，使rC7流过。在HIC流过模式中，疏水色谱/HIC树脂与水性流动相缓冲液组合，

通常具有5.0至约7.0、5.5至约6.5、或约6.0的pH。

[0140] 最广泛使用的HIC基质是亲水性碳水化合物：交联琼脂糖和合成共聚物材料。尽管

配体可能相同，但不同基质之间的选择性将不相同。HIC基质的实例包括但不限于琼脂糖

(agarose)、琼脂糖(sepharose)和甲基丙烯酸聚合物。

[0141] HIC基质可以用疏水配体基团(例如，共价键合)修饰，分子的疏水区域吸附在疏水

配体基团上。分子的吸附行为取决于固定化配体的类型。通常，直链烷基配体显示疏水特
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性，而芳基配体显示混合模式行为，其中芳香和疏水相互作用都是可能的。在某些情况下，

配体类型的选择可以凭经验确定。可用于本文的疏水性配体的实例包括但不限于醚基、聚

丙二醇基、苯基、丁基、己基和辛基。具有这些官能团的HIC树脂的实例包括但不限于苯基

Sepharose、丁基Sepharose、辛基Sepharose、Capto苯基、Toyopearl丁基、Toyopearl苯基、

Toyopearl己基、Toyopearl醚和Toyopearl  PPG。在某些实施方案中，HIC树脂包含用聚醚配

体改性的甲基丙烯酸聚合物，例如聚丙二醇。

[0142] d.浓缩和缓冲液交换

[0143] 在下游方法的某些实施方案中，通过本领域普通技术人员已知的许多方法中的任

何一种方法浓缩rC7组合物，例如渗滤、色谱、超滤等。

[0144] 在一个实施方案中，在进行渗滤步骤(“UF/DF”)之前，通过超滤浓缩rC7组合物。如

上所述，UF/DF步骤去除分子尺寸小于膜孔隙率的杂质和/或组分，浓缩rC7，并交换/改变

rC7组合物的水性或缓冲组合物。在某些实施方案中，UF/DF步骤包括使用具有减小的表面

积的膜的第一超滤、渗滤和第二超滤。

[0145] 在某些实施方案中，在UF/DF步骤之前，用增溶剂和/或表面活性剂如精氨酸处理

来自疏水相互作用色谱步骤的流出物。在这些实施方案中，丢弃渗透物流，同时将rC7浓缩

在初始截留物中，初始截留物进行随后的渗滤步骤。

[0146] 在其它实施方案中，如果在UF/DF步骤之前不将增溶剂和/或去污剂添加到rC7组

合物中，则可以像在上游方法中一样丢弃初始截留物流以及渗透物流。在丢弃初始截留物

后，该层可以接触增溶剂和/或表面活性剂(例如精氨酸)来回收第二截留物中的rC7，第二

截留物进行渗滤步骤以获得纯化的rC7。

[0147] 合适类型的UF/DF膜和装置是本领域技术人员已知的，并且可以基于各种因素进

行选择，例如待过滤的蛋白的分子量、待过滤的组合物组分的量和大小、待过滤的组合物的

体积、以及待过滤的组合物的细胞密度和活力。在一些实施方案中，可以使用过滤器例如膜

超滤器、板超滤器、筒式超滤器、袋式超滤器或真空超滤器。在某些实施方案中，超滤膜或过

滤器的MWCO为250‑50kDa，优选约200kDa或100kDa。在某些实施方案中，超滤膜或过滤器包

含乙酸纤维素、再生纤维素、聚偏二氟乙烯(PVDF)或聚醚砜(PES)。在一个实施方案中，超滤

膜是亲水的。在下游方法中UF/DF步骤的一个实施方案中，亲水性超滤膜包含PES。

[0148] 在某些实施方案中，超滤步骤生产rC7组合物，其中rC7的浓度大于存在于UF/DF步

骤之前rC7组合物中的rC7浓度的10倍、20倍、30倍、40倍、50倍、60倍、70倍、80倍、90倍或100

倍、120倍、150倍或200倍。在某些实施方案中，下游方法UF/DF步骤之后获得的纯化rC7在进

行混合模式色谱步骤的样品中平均含有15‑30％、或17‑21％、或约20％的rC7量。在某些实

施方案中，进行混合模式色谱步骤的样品含有至少15、20、25、30或50克的rC7，更优选至少

20‑30克、或至少25克。在某些实施方案中，在下游方法中从UF/DF步骤回收至少2.5、3.0、

3.5、4.0、4.5或5.0克的rC7，更优选至少3.0至5.0克，或至少4.0克rC7。纯化的rC7保留纤连

蛋白结合活性。

[0149] 可以使用的市售超滤膜或过滤器由各种供应商制造，例如EMD  Millipore

(Darmstadt，德国)、Pall  Corporation(East  Hills，NY)、GE  Healthcare  Sciences

(Piscataway，NJ)和Sartorius  Corporation(Goettingen，德国)。例如，可以使用Biomax 

Pellicon  2  100kDa(EMD  Millipore，Darmstadt，德国)。

说　明　书 12/19 页

15

CN 109069592 B

15



[0150] 渗滤用于制备用于最终用途的rC7组合物，例如储存、冻干、肠胃外制剂等。通常通

过添加/去除/替换缓冲剂和/或其浓度来交换和/或改变缓冲系统，以便生产纯化的rC7组

合物，优选适合人使用的rC7组合物。

[0151] 渗滤不需要将组合物置于最终的药物形式中，也不需要提供每种赋形剂。在UF/DF

之后可以进行额外的赋形剂或完全改变组合物。然而，UF/DF步骤通常将rC7组合物置于接

近最终的形式。可以引入额外的添加剂，例如以调节pH、张力、溶解度和/或稳定性。稳定性

可以指在液体状态下稳定rC7组合物或在冻干或重构期间保护rC7。纯化的rC7可以储存或

冷冻用于后续使用。或者，可以将纯化的rC7冻干并储存用于随后的使用。

[0152] e.无菌过滤

[0153] 无菌过滤步骤也可包括在本方法中，这有助于消除生物负载。例如，在UF/DF步骤

之后，可以使用例如0 .22微米过滤器，例如改性的聚偏二氟乙烯(PVDF)膜(例如，EMD 

Millipore)对纯化的rC7组合物进行无菌过滤。除了改进的PVDF之外，无菌过滤器可以由本

领域公知的并且普通技术人员可获得的各种其它材料构成。这些可包括但不限于聚丙烯、

纤维素、纤维素酯、尼龙、聚醚砜或任何其它材料，这与低产物结合一致。在某些实施方案

中，在无菌过滤之前或之后，优选在之前，将表面活性剂(例如聚山梨醇酯)加入到rC7组合

物中。在某些实施方案中，加入表面活性剂(例如聚山梨醇酯)至终浓度为2至0.01％v/v，

1.0至0.05％v/v，或约0.05％v/v。如果需要，可以将无菌过滤的rC7组合物冷冻并储存或保

持在2‑8℃用于随后的配制。

[0154] f.病毒减少

[0155] 在某些实施方案中，下游方法包括一个或多个病毒减少步骤。当病毒从组合物中

灭活或物理去除时(或两者)，病毒被“减少”。在一些实施方案中，在混合模式流过步骤之前

进行病毒减少步骤。在一些实施方案中，在混合模式流过步骤之后进行病毒减少步骤。在一

些实施方案中，在混合模式流过步骤之前和之后进行病毒减少步骤。在一些实施方案中，病

毒减少步骤在疏水相互作用色谱步骤之后和UF/DF步骤之前进行。在一些实施方案中，在混

合模式流过步骤之前进行第一病毒减少步骤，在混合模式流过步骤之后和疏水相互作用色

谱步骤之前进行第二病毒减少步骤，并且第三病毒减少步骤是在疏水相互作用色谱步骤之

后和UF/DF步骤之前进行。

[0156] 当提及病毒的灭活时，病毒可以保留在最终产品中，但是以非感染形式存在。病毒

灭活步骤可包括pH灭活步骤和/或化学灭活步骤。化学灭活步骤可包括用表面活性剂(例如

去污剂)处理、辐射和/或短暂暴露于足以灭活病毒的高温。这些病毒灭活方法是本领域技

术人员已知的，并且本领域技术人员可以选择合适的处理条件。在某些实施方案中，下游加

工包括辐射步骤，优选在混合模式流过步骤之前。在某些实施方案中，下游加工包括向rC7

组合物中加入表面活性剂(例如去污剂)的步骤，优选向来自混合模式流过步骤的含rC7的

流出物中。在某些实施方案中，下游加工包括在混合模式流过步骤之前的辐射步骤和将表

面活性剂(例如，去污剂)添加到来自混合模式流过步骤的流出物中的步骤。

[0157] 当病毒减少步骤包括从组合物中物理去除病毒时，通常涉及过滤。具体地，纳米过

滤包括使组合物通过孔径为例如75nm或更小、50nm或更小、35nm或更小、或15nm或更小的基

质，以将病毒与rC7分离。在某些实施方案中，下游加工在疏水相互作用色谱步骤之后和UF/

DF步骤之前包括病毒去除步骤，优选使用平均孔径为35nm的多孔过滤器。各种纳米过滤器
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可商购获得并且是本领域已知的。

[0158] 在某些实施方案中，下游加工包括第一病毒减少步骤，包括在混合模式流过步骤

之前辐射组合物，第二病毒减少步骤包括将表面活性剂(例如去污剂)添加到来自混合模式

流出步骤的流出物中，第三病毒减少步骤包括使来自疏水相互作用色谱树脂的流过物(流

出物)接触过滤器，优选平均孔径为35nm的多孔过滤器。

[0159] g.内切核酸酶

[0160] 在某些实施方案中，下游加工包括用内切核酸酶处理含rC7的组合物的步骤。内切

核酸酶优选是降解DNA和RNA的核酸内切酶。在一个实施方案中，内切核酸酶是来自粘质沙

雷氏菌(Serratia  marcescens)的基因工程核酸内切酶(Eaves，G.N等人，J.Bact，1963，85，

273‑278；Nestle，M等人，J.Biol .Chem  1969 ,244 ,5219‑5225)，以 (EMD 

Millipore)的名称出售。从大肠杆菌菌株W3110(菌株K12的突变体)生产和纯化酶，其含有

pNUC1生产质粒(美国专利号5,173,418，其通过引用整体并入本文)。在结构上，蛋白是相同

的245个氨基酸(具有两个重要二硫键的约30kDa亚基)的二聚体。 降解所有

形式的DNA和RNA(单链、双链、线性和环状)，并且在广泛的操作条件下有效，将核酸消化为

长度为2‑5个碱基的5'‑单磷酸盐终止的寡核苷酸。 是根据目前的良好生产

规范(cGMP)生产的，因此可用于商业规模的药物蛋白纯化方法。

[0161] 在cGMP条件下生产的其它内切核酸酶同样可以用于本申请公开的纯化方法，包括

但不限于Denerase (Sartorius  Stedim  Biotech，Gottingen，德国)、Cyanase

(RiboSolution，Cedar  Creek，TX，美国)和PierceUniversal  Nuclease(Thermo 

Scientific，Waltham，MA，USA)。

[0162] 在某些实施方案中，内切核酸酶处理步骤在疏水相互作用色谱步骤之前发生。在

某些实施方案中，内切核酸酶处理步骤在阳离子交换色谱步骤后发生。在某些实施方案中，

内切核酸酶处理步骤发生在阳离子交换色谱步骤之后在疏水相互作用色谱步骤之前。

[0163] 6.药物组合物

[0164] 可以根据已知方法配制根据本发明纯化的rC7以制备药学上有用的组合物。可以

使用本领域已知的技术配制本公开的组合物用于施用于哺乳动物受试者，优选人。特别地，

可以配制用于肌肉内、皮内、粘膜、皮下、静脉内、可注射的贮库型装置或局部施用的递送系

统。当递送系统配制成溶液或悬浮液时，递送系统在可接受的载体中，优选含水载体。可以

使用各种含水载体，例如水、缓冲水、0.8％盐水、0.3％甘氨酸、透明质酸等。这些组合物可

以通过常规的熟知的灭菌技术灭菌，或者可以无菌过滤。所得水溶液可以包装使用或者经

冻干，冻干制剂在施用前与无菌溶液混合。

[0165] 组合物可含有接近生理条件所需的药学上可接受的辅助物质，例如pH调节剂和缓

冲剂、张力调节剂、润湿剂等，例如乙酸钠、乳酸钠、氯化钠、氯化钾、氯化钙、单月桂酸山梨

醇酐酯、油酸三乙醇胺等。该组合物还可含有其它药学上可接受的赋形剂，包括例如氧化

铝、硬脂酸铝、卵磷脂、血清蛋白如人血清白蛋白、磷酸盐、甘氨酸、山梨酸、山梨酸钾、饱和

植物脂肪酸的偏甘油酯混合物、水、盐或电解质如硫酸鱼精蛋白、磷酸氢二钠、磷酸氢钾、锌

盐、胶体二氧化硅、三硅酸镁、聚乙烯吡咯烷酮、纤维素基物质、聚乙烯乙二醇、羧甲基纤维

素钠、聚丙烯酸酯、聚乙烯‑聚氧丙烯聚苯乙烯嵌段聚合物和聚乙二醇。
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[0166] 在某些实施方案中，通过本文所述的纯化方法获得的药物组合物包含rC7、磷酸

钠、柠檬酸钠、氯化钠、精氨酸、糖(例如蔗糖)和表面活性剂(例如聚山梨醇酯)。

[0167] 在某些实施方案中，通过本文所述的纯化方法获得的药物组合物包含不超过

2000ng宿主细胞蛋白每mg  rC7，优选不超过1000ng/mg，更优选不超过600ng/mg。

[0168] 在某些实施方案中，通过本文所述的纯化方法获得的药物组合物含有不超过42pg

宿主细胞DNA每mg  rC7，优选不超过25pg/mg，更优选不超过15pg/mg。

[0169] 在某些实施方案中，通过本文所述的纯化方法获得的药物组合物含有不超过

1.0EU/mg内毒素每mg  rC7，优选不超过0.70EU/mg，更优选不超过0.50EU/mg。

[0170] 相对于病毒而言，药物组合物也具有高纯度。本文描述的方法生产显著的病毒

log10减少值(LRV)。例如，对于异种小鼠白血病病毒和猪细小病毒，该方法分别递送LRV>18

和LRV>4。

[0171] 通过参考以下实施例将更全面地理解本公开。

[0172] 实施例

[0173] 实施例1：上游加工

[0174] 通过20次澄清收获，通过超滤/渗滤(UF/DF)进行10次捕获，成功完成第一次和第

二次运行，以生产未纯化的大体积(UPB)。通过切向流过滤(TFF)进行UF/DF。总共2241L的

UPB(其包含来自第一次运行的102.9克rC7)以及1052L的UPB(其包含来自第二次运行的

92.1克rC7)得以生产而用于下游加工，对于澄清而言代表70％的平均产率，以及对于捕获

方法而言代表60％的平均产率。

[0175] 用种子培养物接种2000L生产型生物反应器。接种后，以分批阶段、无灌注培养rC7

生产型生物反应器培养物(1500L工作体积)。在分批阶段结束时，开始灌注生长阶段，然后

是生产阶段(连续20天)和每日收获物收集。对于每次运行，每天对每个单独的收获池

(pool)进行澄清操作。

[0176] 在UF/DF捕获之前，澄清收获物以去除细胞、细胞碎片并减少生物负载以及其它颗

粒。将来自生物反应器的未加工大体积收集在夹套袋(jacketed  tote)内的3000L袋中。收

获物收集完成后，未澄清的收获物保持在2‑8℃。每天使用澄清列(train)将各收获物澄清

作为一批，澄清列包括Millipore  D0HC  Pod深度过滤器、Millipore  DE50Pod深度过滤器、

Sartorius  Sartopure  GF加0.65μm深度过滤器、Sartorius  Sartoguard  PES标称1.2/0.2μ

m膜过滤器和Sartorius  Sartopore  PES  Platinum  0.45/0.2μm灭菌级过滤器。

[0177] 然后通过超滤(UF)接着进行渗滤(DF)浓缩澄清的收获物，并进一步浓缩以产生未

纯化的大量液体用于下游纯化。使用由再生纤维素(Sartorius‑Stedim)组成的UF膜进行

UF/DF步骤。UF膜包含在具有ECO筛网(screen)通道设计的TFF  Hydrosart盒中(100kDa 

MWCO  Hydrosart  ECO)。UF/DF步骤去除低分子组分，降低澄清收获物中存在的宿主细胞蛋

白水平，减少澄清收获物的体积并实现所需的UPB  pH和电导率。每个UF/DF捕获操作结合了

两个连续的澄清收获池。因此，在20次澄清收获中，共进行了10次捕获运行。由膜截留的材

料称为截留物。在该系统中，意外地发现rC7浓缩在与膜相邻的层中而不是收集在截留物

中。因此，初始截留物从系统中排出。通过加入0.02M  Tris、0.15M  NaCl、0.1M  L‑精氨酸、

0.01％Triton  X‑100pH8.0将该层中的rC7重新溶解，并在整个系统中再循环以获得包含

rC7的第二截留物。
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[0178] 使用相同的溶液(0.02M  Tris、0.15M  NaCl、0.1M  L‑精氨酸、0.01％Triton  X‑

100，pH  8.0)对第二截留物中的rC7进行渗滤，并且通过100kDa膜截留rC7。然后将渗滤的产

物浓缩至75L未纯化大体积(UPB)的目标体积。通过转移到混合站从系统中回收浓缩和渗滤

的收获物。接下来，再次使用相同的缓冲溶液进行系统冲洗(目标添加35L)以从系统中回收

残余产物，然后用于将更浓缩的产物稀释至约105L的最终目标。将稀释的产物混合并通过

0.45/0.2μm过滤器过滤，并装入20L生物方法袋中至体积为7‑11L。将填充的袋在‑20±5℃

的冰箱中储存少于5天，然后在‑50±5℃下长期储存直至下游加工。

[0179] 在两次运行之间，总共捕获含有195克rC7的3292.3L  UPB，代表澄清步骤的平均回

收产率约为70％、捕获(UF/DF)步骤约为60％。相比之下，我们之前内部上游加工中捕获

(UF/DF)步骤的rC7回收率(其中rC7收集在初始截留物中)仅为约24％。因此，当前捕获步骤

在rC7的商业规模生产期间提供了rC7回收的重要改进，导致产率和成本节省的显著增加。

澄清和UF/DF捕获(上游方法)的总rC7生产总结在表1和图4中。

[0180] 表1：rC7滴度结果和总UPB生产

[0181]

[0182] 最后，作为UPB质量的量度，将rC7与宿主细胞蛋白(HCP)的比率评估为纯度的简单

量度。图5总结了两次运行的rC7：HCP比率，显示了早期和晚期收获的rC7：HCP值更高。

[0183] 实施例2：下游加工

[0184] 图6中显示了rC7纯化方法的一般示意图。将来自实施例1的未纯化大体积(UPB)解

冻，合并至目标CAPTO  Core  700(GE  Healthcare  Life  Sciences)指定的负载。预期目标

CAPTO  Core  700(GE  Healthcare  Life  Sciences)负载为每L树脂1.0g  rC7(假设UPB过滤

和UV‑C操作的滴度产率为100％)。负载细节详见下表2。

[0185] 表2  UPB合并以及Capto  Core柱负载
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[0186]

[0187] 将合并的UPB通过0.45和0.2μm过滤器进行过滤以去除颗粒并减少用于下游加工

的制剂中的生物负载。使用UVIVATEC(Sartorius)系统对经过滤的UPB进行紫外线C辐射。合

并灭活病毒的UPB并通过0.2μm过滤器进行过滤。

[0188] 用于纯化方法的第一下游柱步骤是混合模式树脂，例如流过模式的CAPTO  Core 

700(GE  Healthcare  Life  Sciences)柱。当rC7流过时，杂质与树脂结合。用于柱平衡和洗

涤的溶液包含0.02M  Tris、0.15M  NaCl、0.1M  L‑精氨酸和0.01％Triton‑X。

[0189] 在室温下用1％Triton  X‑100对来自CAPTO  Core  700(GE  healthcare  Sciences)

的流过物处理3至24小时，以靶向包膜病毒颗粒并生产病毒灭活(VI)池。

[0190] 第二色谱步骤是阳离子交换色谱步骤。在该步骤中使用磺丙基(SP)Sepharose 

Fast  Flow(GE  healthcare  Sciences)树脂。通过加入6M尿素稀释VI池至最终目标浓度为

2M。然后使用1M乙酸将该池进一步调节至pH4.8，并在加载到SP树脂上之前用0.45和0.2μm

过滤器过滤。平衡SP柱，并用包含0.066M  L‑精氨酸、0.1M  NaCl、2M尿素和0.02M乙酸盐(酯)

的溶液洗涤。以结合和洗脱模式操作SP柱，其中rC7与阳离子交换色谱树脂结合。加载、洗涤

和洗脱均以恒定流速进行。用含有0.066M  L‑精氨酸、0.22M  NaCl、2M尿素和0.02M乙酸盐

(酯)的溶液从柱上洗脱rC7。没有进行洗脱池的分馏。

[0191] 在SP色谱步骤之后，使用1M  Tris碱将SP洗脱池调节至pH  8.0。然后用1M  MgCl2进

一步调节池至终浓度为2mM。然后将中间体进行0 .45/0 .2μm过滤并加热至30℃。加入

Benzonase  TM(EMD  Millipore)内切核酸酶以开始DNA消化反应，并将反应混合物保持16‑20

小时。

[0192] 第三色谱步骤是疏水相互作用柱。按照流过模式使用Toyopearl  PPG600M(Tosoh 

Biosciences)树脂。将BenzonaseTM处理的池冷却至18℃，然后使用1M  MES酸调节至pH  6.0。

然后加入5M  NaCl至终浓度为1.5M并通过0.45/0.2μm过滤器过滤，然后加载到PPG柱上。杂

质与树脂结合，而rC7在pH  6 .0下在0.02M  MES、1.5M  NaCl中流过柱子。在负载开始后在

0.4CV开始流过物收集，并在1.5CV洗涤后结束。

[0193] 用0.75M  L‑精氨酸、HCl调节收集的FT/W池至终浓度0.1M，并通过0.45/0.2μm过滤

器过滤，然后通过Planova‑N35纳米过滤器(Asahi  Kaei  Medical，日本)从工序流(process 

stream)中去除表面上大于35nM的病毒样颗粒。

[0194] 最终制剂和浓缩步骤是UF/DF步骤。将过滤过病毒的池加载到4m2TFF系统上，浓缩

至0.2mg/mL，并使用Biomax  Pellicon  2  100kDa  UF/DF膜(EMD  Millipore)用6‑8倍透析体

积的0.07M  NaCl、0.005M柠檬酸盐、0.01M磷酸钠、0.1M  L‑精氨酸和0.05M蔗糖进行渗滤。完

成渗滤后，通过排出和系统冲洗回收材料，然后合并。然后使用2.5m2TFF系统将合并的产物

进一步浓缩至1.4mg/mL。
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[0195] 从20％储备溶液中加入聚山梨醇酯80至终浓度为0.05％。将得到的rC7池通过

0.5/0.2μm过滤器过滤，然后分散至1L瓶中至目标填充体积为300mL，并储存在‑65至‑85℃之

间。

[0196] 分别从DS‑1和DS‑2运行获得5.4和4.7克rC7，与UPB中rC7的量相比，rC7回收率分

别为21％和17％，总结于下表3中。相比之下，我们之前的内部下游纯化方法中的rC7回收率

仅为约2％。因此，当前rC7下游纯化方法的回收率比我们之前内部方法的回收率高约10倍，

提供了产率和成本节省的显著进步。

[0197] 表3：下游rC7回收

[0198]

[0199] 通过该纯化方法回收的所得rC7也满足所有质量规格，包括纤连蛋白结合和纯度

要求，如下表4中所总结的。

[0200] 表4：rC7纯度

[0201]

[0202] 在权利要求中使用诸如“第一”、“第二”、“第三”等的序数术语来修饰权利要求要

素，本身并不意味着一个权利要求要素的优先性、位次或顺序优于另一个要素，或者方法行

为按照时间顺序进行，而仅标注以将具有特定名称的一个权利要求元素区别于另一个具有
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相同名称的元素(但用于使用序数术语)，以区分权利要求要素。

[0203] 除非另有说明，否则说明书和权利要求书中使用的所有数字应理解为在所有情况

下均由术语“约”修饰，无论是否如此陈述。还应该理解，说明书和权利要求中使用的精确数

值形成本公开的额外的实施方案，任何指定的端点内的所有范围和子范围也是如此。另外，

应注意，在公开步骤的情况下，除非明确说明，否则不需要以该顺序执行步骤。

[0204] 考虑到本公开的说明书和实践，其它实施方案对于本领域技术人员将是显而易见

的。

[0205] 参考文献
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图3

说　明　书　附　图 3/5 页

25

CN 109069592 B

25



图4

图5
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图6
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