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1.使用疏水相互作用色谱法用于纯化C1‑INH的方法，其包括以下步骤：

(i)在其中C1‑INH结合到固定相的第一条件下，将含有溶解在其中的C1‑INH的溶液装

载在包含固定相的疏水相互作用色谱柱上，

(ii)应用第二条件，以便借助于流动相洗脱C1‑INH，

其特征在于

‑第一条件是流动相包含第一浓度的抗离液盐，所述抗离液盐是硫酸铵，所述第一浓度

在1至2M之间，其中C1‑INH结合到固定相，和

‑第二条件是流动相包含第二浓度的抗离液盐，所述抗离液盐是硫酸铵，所述第二浓度

低于第一浓度，其中C1‑INH被洗脱，

其中所述C1‑INH是从血浆中衍生的C1‑INH，且

其中所述固定相是被苯基取代的选自以下基质物质中的一种或多种：琼脂糖，交联琼

脂糖，亲水聚合物。

2.根据权利要求1的方法，其中借助于浓度梯度或借助于梯级洗脱实现从第一浓度到

第二浓度的转变。

3.根据权利要求1的方法，其中所述亲水聚合物是聚甲基丙烯酸酯。

4.根据权利要求1的方法，其中所述固定相是被苯基取代的交联琼脂糖。

5.根据权利要求2的方法，其中所述亲水聚合物是聚甲基丙烯酸酯。

6.根据权利要求1的方法，其中所述固定相是苯基取代的 凝胶。

7.根据权利要求1的方法，其中所述第一浓度高于在1 .1M至1 .4M的范围中的浓度X，并

且其中所述第二浓度低于浓度X。

8.根据权利要求7的方法，其中所述第一浓度高于在155至180mg/ml硫酸铵的范围中的

浓度X。

9.根据权利要求7的方法，其中所述第一浓度在1.2M至1.3M的范围中。

10.根据权利要求7的方法，其中所述第一浓度高于在160至174mg/ml硫酸铵的范围中

的浓度X。

11.根据权利要求1的方法，其中所述第一浓度高于在0.9M至1.0M的范围中的浓度X，并

且其中所述第二浓度低于浓度X。

12.根据权利要求11的方法，其中所述第一浓度高于在124至131mg/ml的范围中的浓度

X。

13.根据权利要求1的方法，其中所述固定相是GE医疗出售的 或Capto‑

Phenyl 或东曹出售的 或

14.根据权利要求4的方法，其中所述第一浓度高于在1.1M至1.4M的范围中的浓度X，并

且其中所述第二浓度低于浓度X。

15.根据权利要求14的方法，所述第一浓度高于在155至180mg/ml硫酸铵的范围中的浓

度X。

16.根据权利要求13的方法，所述第一浓度在1.2M至1.3M的范围中。

17.根据权利要求13的方法，所述第一浓度高于在160至174mg/ml硫酸铵的范围中的浓

度X。
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18.根据权利要求1至17中任一项的方法，其中所述第一浓度在1.3M至1.6M之间。

19.根据权利要求18的方法，所述第一浓度在1.3M至1.4M之间。

20.根据权利要求18的方法，所述第一浓度为1.32M。

21.根据权利要求1至17和19至20中任一项的方法，其中所述血浆是人血浆。

22.根据权利要求1至17和19至20中任一项中任一项的方法，其中通过涉及用沉淀剂分

步沉淀的方法获得用作起始物料的C1‑INH浓缩物。

23.根据权利要求22的方法，其中所述分步沉淀确实涉及C1‑INH的沉淀，并且其中所述

C1‑INH被溶解在含有低于C1‑INH的沉淀所需的浓度的所述沉淀剂的溶液中。

24.根据权利要求22的方法，其中所述分步沉淀不涉及C1‑INH的沉淀，并且其中所述

C1‑INH被包含在含有低于C1‑INH的沉淀所需的浓度的所述沉淀剂的上清液内。

25.根据权利要求1至17、19至20和23至24中任一项的方法，其中在6至9的范围中的pH

进行所述方法。

26.根据权利要求1至17、19至20和23至24中任一项的方法，其中在6.8至8.5的范围中

的pH进行所述方法。

27.根据权利要求1至17、19至20和23至24中任一项的方法，其中在7至7 .5的范围中的

pH进行所述方法。

28.根据权利要求1至17、19至20和23至24中任一项的方法，其中在7.2的pH进行所述方

法。

29.根据权利要求1至17、19至20和23至24中任一项的方法，其中所述第二浓度在0.0和

1.4M之间。
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用于纯化C1‑INH的方法

[0001] 本发明涉及用于纯化C1‑酯酶抑制剂(C1‑INH)，且更特别的C1‑INH浓缩物的方法。

[0002] C1‑INH(补体激活途径的蛋白质)是存在于血浆中蛋白酶的抑制剂，其通过与活化

的C1r和C1s形成共价复合物来控制C1‑活化。它还“控制”重要的凝血酶，诸如血浆前激肽释

放酶，因子XI和XII，以及纤维蛋白溶酶。

[0003] C1‑INH缺乏(deficiency)例如与遗传性血管性水肿(HAE)有关，所述遗传性血管

性水肿(HAE)是由缺乏C1‑INH(I型HAE)或C1‑INH活性降低(II型HAE)引起的。C1‑INH缺乏也

可能是由C1‑INH的消耗引起的(所述C1‑INH的消耗是由于当诸如在心肺机中血液接触表面

时产生的酶的中和)，以及在引发凝血级联的疾病过程中，诸如出现在慢性、特别是风湿性

障碍的情况下的免疫复合物。当前，在预防或治疗急性HAE中必须将C1‑INH蛋白替代视为金

标准。对于市售的人血浆衍生的C1‑INH特别是如此，据报道其具有比在转基因兔中生产的

与人C1‑INH蛋白不相同的市售重组C1‑INH更自然的功能(Feussner等人 ,Transfusion 

2014Oct；54(10):2566‑73)。已经考虑的其他治疗应用包括C1‑INH在预防，降低和/或治疗

缺血再灌注损伤中的用途(参见WO  2007/073186)。

[0004] 从人血浆中分离和/或纯化C1‑INH是已知的，但是或多或少是昂贵的，并且特别是

最 经 常 是 非 常 耗 时 的 方 法 。许 多 现 有 技 术 的 方 法 (诸 如 例 如 在 H a u p t 等 人 ,

Eur.J.Biochem.1970；17:254‑261；Reboul等人,FEBS  Letters  1977；79(1):45‑50中描述

的方法)太复杂，与收率不足有关，和/或花费太长时间以致不能适应技术规模。其他现有技

术方法(诸如例如Vogelaar等人.Vox  Sang  1974；26:118‑127描述的方法)具有其他缺点。

[0005] 提出的用于从血浆中产生C1‑INH的不同方法包括各种分离方法，诸如亲和色谱

法，阳离子交换色谱法，阴离子交换色谱法，凝胶过滤，沉淀和疏水相互作用色谱法。单独使

用这些方法中的任一种通常不足以充分地纯化C1‑INH，且特别是C1‑INH浓缩物，因此在现

有技术中已经提出了它们的各种组合。

[0006] EP  0  698  616  B描述了使用阴离子交换色谱法，接着是阳离子交换色谱法。EP  0 

101  935  B描述了沉淀步骤和以负模式的疏水相互作用色谱法的组合，以约20％的收率得

到90％纯的C1‑INH制备物(preparation)。US  5  030  578描述了PEG沉淀和穿过木菠萝凝集

素(jacalin)‑琼脂糖的色谱法以及以负模式的疏水相互作用色谱法。WO  01/46219描述了

涉及第一和第二阴离子交换的方法。

[0007] 如今，有四种市售的C1‑INH浓缩物用于治疗血管性水肿，其中三种是血浆衍生的。

这些血浆衍生的C1‑INH浓缩物中的一种以商标 出售。这些C1‑INH浓缩物是根

据不同的专有方法制备的，其中制备 的方法涉及疏水相互作用色谱法(HIC)的

步骤，但以负模式进行(参见在Feussner等人,Transfusion  2014Oct；54(10):2566‑73中)。

[0008] 更一般地说，HIC基于分子的疏水性分离分子，并且被用于纯化蛋白质，同时保持

生物活性。在高盐缓冲液中，将分子(且特别是除去(disposing  of)疏水和亲水区域的蛋白

质)应用到HIC柱上。缓冲液中的盐降低样品溶质的溶剂化。随着溶剂化的减少，变得暴露的

疏水区域被介质吸附，或被固定相保留和/或被结合到固定相。分子越疏水，促进结合所需

的盐就越少。然后通常使用递减的盐梯度从柱中洗脱样品，以便增加疏水性。关于分子通过
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首先将分子结合到固定相然后洗脱它以使用HIC的这种模式在下文中将被称为“正模式”。

[0009] 然而，在C1‑INH的特定情况下，尚未以这种方式使用HIC，即，未以“正”或“结合”模

式使用HIC。这是因为在C1‑INH的情况下，已经描述了HIC利用C1‑INH的显著亲水性。其中其

他蛋白质被保留在(疏水)柱上，而C1‑INH被保留在流动相中。在下文中，使用HIC纯化C1‑

INH的这种现有技术将被称为“负”或“流动通过(flow  through)”模式。以流动通过模式的

HIC是现有技术如何使用HIC用于纯化C1‑INH。发明人不知道以不同方式使用HIC用于纯化

C1‑INH的任何描述。例如，流动通过被描述为EP  0  101  935的发明的核心。US  5  030  578也

描述了在C1‑INH不被柱保留(流动通过模式)的条件下的HIC，参考Nilsson和Wiman ,

Biochimica  et  Biophysica  Acta  1982；705(2):271‑276在该上下文中也描述了以流动通

过模式的HIC。且最近，Kumar等人,J.Bioproces  Biotech  2014；4(6)(DOI:10.4172/2155‑

9821.1000174)也描述了C1‑INH的中间纯化步骤，其涉及以流动通过或负模式的HIC：作者

认为0.8M硫酸铵浓度是在流动通过级分中得到纯化的C1‑INH并将它从其他血浆蛋白中分

离的最佳条件。如此获得的C1‑INH浓缩物需要进一步纯化。

[0010] 根据上述现有技术，可以以不同的方式获得用于HIC纯化C1‑INH的起始物料

(starting  material)，涉及诸如低温沉淀，离子交换色谱法，分步沉淀和/或其组合的步

骤，其中已知分步沉淀被用在技术或工业规模上，即在 的制备中(其中硫酸铵

沉淀在HIC之前，参见Feussner等人,Transfusion  2014Oct；54(10):2566‑73)。根据EP  0 

101  935，使用液体硫酸铵作为沉淀剂进行分步沉淀，直到溶液包含60％硫酸铵。此后，将沉

淀的C1‑INH用含有沉淀剂(在这种情况下为硫酸铵)的水溶液以C1‑INH不沉淀的浓度溶解。

尽管此方法已经达到技术规模，但是它仍需要重要的资源，例如：以时间、空间和物质的形

式。

[0011] 人血浆通常难以实现以足够的量来满足现存需求。因此，最重要的是实现用更有

效，且特别是耗时更少的方法，以帮助确保其最佳使用。因此，本发明旨在提供使用疏水相

互作用色谱法用于纯化C1‑INH的更有效且耗时更少的方法。

[0012] 通过使用疏水相互作用色谱法(HIC)用于纯化C1‑INH的方法解决了上述问题，该

方法包括以下步骤：

[0013] (i)在其中C1‑INH结合到固定相的第一条件下，将含有溶解在其中的C1‑INH的溶

液装载在包含固定相的疏水作用色谱柱上，

[0014] (ii)应用第二条件，以便借助于流动相洗脱C1‑INH。

[0015] 鉴于现有技术，相当令人惊讶地是，发明人已经发现，在HIC中将C1‑INH结合到固

定相能够节约相当大量的时间和物质。首先，以正或结合模式使用的HIC柱可能以比流动通

过或负模式使用以纯化C1‑INH的实质上相同体积的HIC柱实质上更大量装载含有C1‑INH的

起始物料(发明人发现多达约4倍(更多))。因此，需要较少的固定相物质，导致节约了柱物

质和空间，并且当然需要较少的要运行通过柱的含有C1‑INH的水溶液的体积。可替代地，可

以将较大体积的含C1‑INH的起始物料装载在现存尺寸的柱上，引起节省时间的方法。其次，

结合C1‑INH能够在从柱上洗脱C1‑INH之前洗涤结合的C1‑INH。第三，与以流动通过或负模

式的HIC相比，以结合模式或正模式的HIC能够使用高流速，并因此以快得多的时间纯化C1‑

INH，其中C1‑INH与HIC柱的固定相相互作用却不结合到固定相，即，需要时间用于以缓慢的

流速沿着相对长的柱分离。
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[0016] 除此之外，发明人已经发现，当用通过使用硫酸铵分步沉淀获得的溶液工作时，在

根据本发明以结合或正模式使用HIC纯化之前借助于分步沉淀的初始物料(initial 

material)浓缩变得不必要，所述初始物料浓缩包括使用60％硫酸铵沉淀C1‑INH并在包含

沉淀剂硫酸铵的水溶液中溶解C1‑INH。为了有效的C1‑INH纯化，需要此初始物料浓缩步骤

用于以负模式的现有技术HIC使用。然而，根据本发明，在没有质量损失的情况下可以直接

使用较早的沉淀步骤的仅包含40％硫酸铵的滤液，这通过在另外建立且易于理解的方法中

节省甚至更多的时间、物质和空间而又导致了更有效的制备方法。

[0017] 本发明使用“含有溶解在其中的C1‑INH的溶液”，而不是C1‑INH从中沉淀的溶液。

换句话说，这指必须选择第一条件，以避免蛋白质沉淀的出现。

[0018] 在本发明的上下文中，“结合”到固定相应被理解为指在不影响C1‑INH的结构完整

性的情况下被固定相吸附或被保留在固定相上，优选不通过共价键或化学吸附，而是通过

物理吸附。

[0019] 所述固定相是基质物质，诸如例如琼脂糖，交联琼脂糖(以各种商品名出售，诸如

)，亲水聚合物，例如聚甲基丙烯酸酯，其被诸如以下的疏水配体分别取代

[0020] ‑直链烷基，例如乙基，丁基，辛基，

[0021] ‑分枝的烷基(ramified  alkyl)，例如叔丁基

[0022] ‑芳基，例如苯基，或

[0023] ‑环烷基，例如己基

[0024] 优选的基质物质是被丁基或苯基取代的那些，更优选被丁基或苯基，最优选被苯

基取代的交联琼脂糖。基质物质可以以各种形式存在，诸如珠，或者以棒、膜、丸粒等形式存

在。还已知以珠形式用于包括HIC的各种类型的色谱法的交联琼脂糖，其商品名是

其中各种级别和化学是可得的。基质物质的特别优选类型是Phenyl 

市售基质物质的示例是以以下名称出售的疏水相互作用色谱法介质：全

部由GE医疗(GE  Healthcare)出售的CaptoTM  Octyl,CaptoTM  Butyl,CaptoTM  Phenyl(高取

代(sub)) ,Octyl  4Fast  Flow,Butyl  4Fast  Flow,Butyl‑S 

6Fast  Flow ,Phenyl  6Fast  (低取代) ,Phenyl 

6Fast  (高取代),Butyl  High  Performance,HiScreenTM 

CaptoTM  Butyl  HP,Phenyl  Sepharose  High  都由BIO‑RAD出售的Macro‑

Prep  Macro‑Prep  或全部由东曹(Tosoh)出售的

Ether‑650S, Ether‑650M,

Phenyl‑650S, Phenyl‑650M, Phenyl‑650C,

Phenyl‑600M , Butyl‑650S , Butyl‑650M ,

B u t y l ‑ 6 5 0 C , B u t y l ‑ 6 0 0 M , S u p e r B u t y l ‑ 5 5 0 C ,

Hexyl‑650C , Ether‑5PW(20) , Ether‑5PW(30) ,

Phenyl‑5PW(20) , Phenyl‑5PW(30)。在上述市售基质物质中，Phenyl 

6Fast  Flow(低取代)和HiScreenTM  CaptoTM  Butyl  HP是特别优选的，其中
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前者比后者更优选。

[0025] 第一条件是促进C1‑INH的疏水部分结合到固定相的条件，优选在存在下述的条件

下或通过向含有C1‑INH的溶液中添加一种或多种特定盐。

[0026] 第二条件是允许用于从固定相洗脱C1‑INH并因此在洗脱液中收集纯化的C1‑INH

的条件。存在几种类型的洗脱，例如，用包含逐步减少的盐浓度，连续减少的盐浓度的洗脱

缓冲液洗脱，使用pH梯度洗脱，使用温度梯度洗脱，或其组合。还存在其他类型的洗脱，其中

使用极性比水小的溶剂作为洗脱缓冲液，例如，包含乙醇、PEG、2‑丙醇等的水溶液。也可以

使用钙螯合化合物(诸如EDTA，柠檬酸盐，丙二酸盐等)的梯度作为洗脱缓冲液。

[0027] 优选地，第一条件是流动相包含第一浓度的抗离液盐(anti‑chaotropic  salt)，

优选硫酸钠或硫酸铵，最优选硫酸铵，在此条件下C1‑INH结合到固定相，且第二条件是流动

相包含以第二浓度的抗离液盐，优选硫酸钠或硫酸铵，最优选硫酸铵，在此条件下C1‑INH洗

脱。硫酸钠，且特别是硫酸铵为在HIC中常用的、可靠的、和特别是公认的抗离液盐，且因此

是优选的。

[0028] 可以被添加的硫酸铵的浓度取决于样品的蛋白质浓度。蛋白质浓度越高，样品中

可能的硫酸铵浓度越低，即，蛋白质沉淀开始出现的硫酸铵浓度越低。样品稀释使其可能添

加更大量的硫酸铵。当使用硫酸铵作为抗离液盐时，最佳蛋白质浓度在0.1至3mg/mL蛋白质

的范围中。当使用除硫酸铵以外的抗离液盐时，可以应用其它浓度范围。

[0029] 可以借助于浓度梯度或借助于梯级洗脱(step  elustion)实现从第一浓度到第二

浓度的转变，其中优选梯级洗脱，因为梯级洗脱具有节省时间的优点并且在大规模制备方

法中更易于实施。如本文所使用的梯级洗脱意指从第一浓度到第二浓度的突然转变，而不

是如在浓度梯度中的连续转变(其中浓度逐渐被降低)。

[0030] 具体的第一和第二浓度取决于环境，即所使用的固定相的类型、pH、盐等。不希望

受限于以下数字(其仅作为示例)，例如，第一浓度可以位于1至2M之间的某处，且第二浓度

低于第一浓度，例如在0.0和1.4M之间。

[0031] 当使用苯基取代的 凝胶(诸如GE医疗的Phenyl 

6Fast  Flow(低取代))作为固定相，并使用硫酸铵作为离液盐时，第一浓度优选高于在约

1.1M至约1.4M的范围中的浓度X(例如，高于在约155至约180mg/ml硫酸铵的范围中的浓度

X)，优选高于在约1.2M至约1.3M的范围中的浓度X(例如，高于在约160至约174mg/ml的范围

中的浓度X)，并且第二浓度低于浓度X。

[0032] 当使用丁基取代的 凝胶(诸如GE医疗的HiScreenTM  CaptoTM  Butyl 

HP)作为固定相，并使用硫酸铵作为离液盐时，第一浓度优选高于在约0.9M至约1.0M的范围

中的浓度X(例如，在约124至约131mg/ml的范围中的浓度X)，并且优选硫酸铵的第二浓度低

于浓度X。

[0033] 当使用由GE医疗出售的 或Capto  Phenyl  或由东曹

出售的 或 作为固定相，并使用硫酸铵作为离液盐

时，第一浓度优选高于在约0.9M至约1.0M的范围中的浓度X(例如，在约124至约131mg/ml的

范围中的浓度X)，并且优选硫酸铵的第二浓度低于浓度X。

[0034] 当使用不同的硫酸铵浓度作为第一条件和第二条件时，优选第一浓度为约181mg/
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ml(1.37M)，和/或第二浓度低至足以从固定相中洗脱C1‑INH。

[0035] 尽管可以用不同的含有C1‑INH的起始物料进行本发明，但优选的是通过涉及用沉

淀剂分步沉淀的方法获得用作起始物料的C1‑INH浓缩物。

[0036] 当通过涉及用沉淀剂分步沉淀的方法获得用作起始物料的C1‑INH浓缩物时，分步

沉淀可以(i)涉及C1‑INH的沉淀并将沉淀的C1‑INH溶解在含有低于C1‑INH的沉淀所需的浓

度的沉淀剂的溶液中，或者(ii)通过提供其中C1‑INH被包含在含有低于C1‑INH的沉淀所需

的浓度的用于分步沉淀的沉淀剂的上清液中的起始物料，不涉及C1‑INH的沉淀，其中替代

方案(ii)是优选的。

[0037] 优选地，在6至9，优选6.8至8.5，更优选7至7.5的范围中的pH，和甚至更优选在约

7.2的pH进行根据本发明的方法。

[0038] 尽管原则上根据本发明的发明方法也可以被用于纯化以不同方式生产的C1‑INH，

但是优选的是，用重组C1‑INH、转基因C1‑INH或从血浆、优选人血浆中衍生的C1‑INH进行该

方法。

[0039] 可以以柱或以分批形式进行根据本发明的方法。

[0040] 在下文中，将借助于附图和实施例更详细地描述本发明，其中附图描绘了以下内

容：

[0041] 图1：在正常装载(“单装载”)下以流动通过或负模式进行的HIC的色谱图；

[0042] 图2：在比现有技术中使用的装载更高的装载(“双装载”)下以流动通过或负模式

进行的HIC的色谱图；

[0043] 图3：各种HIC实验的洗脱液级分样品的电泳凝胶，包括根据现有技术的实验、比较

实施例和根据本发明的实验；

[0044] 图4：各种HIC实验的洗脱液级分样品的电泳凝胶，以比较在根据现有技术的HIC中

的单和双装载；

[0045] 图5：根据本发明的另一HIC实验的洗脱液级分样品的电泳凝胶；

[0046] 图6：将样品电导率与沉淀剂浓度相关的标准曲线；

[0047] 图7‑11：根据现有技术和根据本发明进行的HIC的各种色谱图。

[0048] 在本发明的上下文中，应用以下定义：

[0049] 在权利要求书中和在本发明的说明书中，“C1‑INH”和“C1‑INH浓缩物”同时被用于

表示含有蛋白质C1‑酯酶抑制剂的浓缩物和含有蛋白质C1‑酯酶抑制剂的液体浓缩物。当提

及技术背景和/或现有技术时，“C1‑INH”也可以指这样的蛋白质，如例如在讨论C1‑INH缺乏

的上下文中的那些。

[0050] 在整个本申请/专利中

[0051] ‑“HIC”代表疏水相互作用色谱法；

[0052] ‑“负模式”或“流动通过模式”或“流动通过”HIC表示在C1‑INH不结合到HIC柱的固

定相的条件下进行HIC的方式；

[0053] ‑“结合模式”，“结合和洗脱”或“正模式”表示首先在C1‑INH结合到HIC柱的固定相

的条件下，然后在从HIC柱的固定相洗脱C1‑INH的条件下进行的HIC；

[0054] ‑“结合到固定相”意指在不影响C1‑INH的结构完整性的情况下被固定相吸附或被

保留在固定相上，优选不通过共价键或化学吸附，而是通过物理吸附；
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[0055] ‑“WFI”指“注射用水”；

[0056] ‑当使用苯基取代的 作为色谱基质时，且当使用C1‑INH浓缩物作为

起始物料时，所述C1‑INH浓缩物是通过分步沉淀和C1‑INH的再溶解产生的(如在现有技术

EP  0  101  935中所描述)，“单装载”表示通常的装载，且在本上下文中更特别的是基本上最

大的装载，在该装载下，当以流动通过模式进行时，借助于HIC的令人满意的C1‑INH纯化出

现，其中这样通常的“单装载”可能会取决于环境而变化，例如所使用的起始物料，所使用的

色谱基质等，且其中这样通常的“单装载”具有约6至9，优选约7至8，且最优选约7.5mg蛋白

质/ml色谱凝胶的数值；

[0057] ‑“双装载”表示双倍或2倍量的单装载，在本上下文中，更特别的是当以流动通过

模式进行时在此装载借助于HIC的C1‑Inh的纯化不再令人满意的装载；

[0058] ‑“浓度梯度”表示在溶液中所溶解的物质的浓度从较高浓度到较低浓度的逐渐变

化，

[0059] ‑“梯级洗脱”指从第一到第二浓度的突然转变，而不是如在浓度梯度中那样连续

转变(其中浓度逐渐被降低)；

[0060] ‑除非另有说明，否则“％”指“重量％”；

[0061] ‑“沉淀剂”是触发蛋白质沉淀的试剂；沉淀剂还可以用作抗离液剂或盐；

[0062] ‑如本文所使用的“抗离液剂”或“抗离液盐”意指一种或多种能够使C1‑INH在水溶

液中如此疏水以至其将结合到固定相的盐；

[0063] ‑“洗脱液级分”表示从色谱柱中流出的流动相流的级分，而与其中所包含的特定

分析物是(如在如本文所描述的正模式中)否(如在如本文所描述的负模式中)事先被结合

到固定相或被固定相保留无关。

[0064] 在下文中，将通过参考附图更详细地解释本发明。

[0065] 图1和2分别是使用根据现有技术通过分步沉淀获得的C1‑INH浓缩物，即使用被沉

淀然后被再溶解作为起始物料的C1‑INH的负模式HIC的色谱图。图1显示了如在现有技术中

使用的“单装载”的色谱图，而图2显示了用于比较的“双装载”的色谱图。在色谱图中的第一

个峰(分别在200ml洗脱液处开始)分别代表含有C1‑INH的流动通过级分。从图1中可以看

出，第一峰是相当尖的单峰，其基本上不与其他峰重叠，而从图2中可以看出，第一峰实际上

由几个重叠峰组成。同样，第一重叠峰在其末端与随后的，比图1所示单装载实验中的单尖

峰大得多的峰在更高的程度相重叠。这表明以流动通过或负模式使用HIC用于纯化C1‑INH

的“单装载”不能在没有关于纯度方面的缺点下被加倍。因此，图1和2说明了在本发明上下

文中“单装载”和“双装载”应理解为：单装载是含有C1‑INH的起始物料的装载，其引起归因

于C1‑INH的基本上单峰，所述单峰基本上不与色谱图中的其他峰重叠，并因此能够在根据

现有技术(即以流动通过或负模式)进行的HIC中获得基本上纯的C1‑INH洗脱液，其中在其

它基本上相同的条件下，相同起始物料的双装载不会引起归因于C1‑INH的基本上不与色谱

图中的其他峰重叠的基本上单峰，即其中与单装载相比，在关于所需的C1‑INH洗脱液的纯

度基本上没有质量损失的情况下，双装载不能够成比例增加。

[0066] 图3是来自HIC实验均使用C1‑INH浓缩物作为起始物料的各种含有C1‑INH的HIC洗

脱液级分的样品的SDS‑PAGE凝胶(Tris‑甘氨酸凝胶，1.5mm厚，梯度8‑16％，最大电压150V，

运行时间：90min)，如在现有技术EP  0  101  935中所描述的通过C1‑INH的分步沉淀和再溶
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解产生所述C1‑INH浓缩物。为了允许用于更好的比较，装载在凝胶上的样品包含大约相同

量的蛋白质。

[0067] 在图3中所代表的凝胶中，泳道3是用作起始物料的C1‑INH浓缩物。可以看出，起始

物料含有其他较高和较低分子量的蛋白质。泳道4是来自 制备方法(即来自根

据现有技术的工业规模方法)的HIC的含有C1‑INH的洗脱液级分。在泳道4中强度最高的条

带是C1‑INH，重量大约105kD。可以清楚地看出，在该级分中不能检测到高分子量组分。

[0068] 泳道5和7是以流动通过的HIC实验的含有C1‑INH的洗脱液级分。泳道5的样品来自

单装载实验，而泳道7的样品来自双装载实验。在起始物料(泳道3)中，在 生产

样品(泳道4)中以及在分别的单装载和双装载流动通过样品(泳道5、7)中都可以检测到高

分子量杂质。图3中的框突出显示了在泳道3、4、5、7中归因于高分子量杂质的条带。在泳道4

和5中归因于高分子量杂质的条带相对弱，在泳道3和7中较为明显。从泳道7中可以清楚地

看到，双装载洗脱液级分含有比在单装载洗脱液级分(参见泳道5)中和在来自

制备方法的洗脱液级分(参见泳道4)中检测到的更多的高分子量杂质。通过用来自不同血

浆制剂的起始物料进行进一步的实验，证实了该发现，其结果被显示在下面进一步讨论的

图4中。这清楚地显示，根据现有技术以流动通过或负模式进行HIC在没有质量损失的情况

下关于能够纯化C1‑INH浓缩物的柱的最大装载方面受到限制。在这些实验中所使用的单装

载对应于7.5mg蛋白质/ml色谱凝胶的装载。

[0069] 在图3中的泳道6和8是根据本发明的HIC实验的含有C1‑INH的洗脱液级分，即其中

以结合和洗脱或正模式进行HIC。在图3中泳道6的洗脱液级分来自单装载实验，而在图3中

泳道8的洗脱液级分来自双装载实验(使用15mg蛋白/ml色谱凝胶)。凝胶显示，当已经应用

双装载到柱时，也不能在相应的洗脱液级分中检测到具有重量高于C1‑INH的重量(即高于

105kD)的杂质(参见在图3中的泳道8)。

[0070] 因此，在图3中的泳道6证明，根据本发明的HIC提供了可行的替代解决方案，以摆

脱(get  rid  of)在C1‑INH浓缩物中的高分子量杂质，从而产生了具有比现有技术更少的高

分子量杂质的产物。无论如何，泳道8证明，与现有技术相比，根据本发明的HIC在基本上没

有质量损失的情况下能够得到C1‑INH浓缩物的纯化的柱的最大装载方面受到的限制较小。

换句话说：发明人可以显示，通过使用根据本发明的正或结合模式，在没有纯化方面的缺点

的情况下能够得到C1‑INH浓缩物的纯化的柱的最大装载至少可以被加倍，否则当根据现有

技术以负或流动通过模式使用HIC时，所述纯化方面的缺点是不可避免。

[0071] 图4是用来自根据现有技术的HIC实验(即以流动通过或负模式)使用C1‑INH浓缩

物作为起始物料的各种含有C1‑INH的HIC洗脱液级分的样品的SDS‑PAGE凝胶(Tris‑甘氨酸

凝胶，1 .5mm厚，梯度8‑16％，最大电压150V，运行时间：90分钟)，如在现有技术EP  0  101 

935中所描述的通过C1‑INH的分步沉淀和再溶解产生所述C1‑INH浓缩物。为了允许用于更

好的比较，装载在凝胶上的样品包含大约相同量的蛋白质。在图4的凝胶中，泳道1是标记

物，泳道6和9分别是来自不同负载量(charge)的 最终产品样品，而泳道10是典

型起始物料的样品。泳道2、4和7代表用单装载进行的HIC的洗脱液级分，而泳道3、5和8代表

用双装载(即两倍量的含C1‑INH的起始物料)进行的HIC的洗脱液级分。在每个样品中都检

测到高分子量杂质，包括最终产品样品(参见在图4中的泳道6、9)，其中很难在后者中检测

到杂质。单和双装载样品的条带强度的比较表明，双装载样品比单装载样品含有更多的高
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分子量杂质。换句话说，在图4中的凝胶提供了在根据现有技术的方法的局限性方面的进一

步证据，该局限性是在允许用于纯化C1‑INH浓缩物的最大装载方面的局限性。

[0072] 发明人相信，通过使用本发明能够在基本上没有质量损失的情况下纯化C1‑INH浓

缩物的柱的最大装载最终受到色谱基质的含有C1‑INH的起始物料装载能力的限制，直到基

质开始松开(loose)C1‑INH。在Phenyl  的情况下，发现当使用含有C1‑INH的

起始物料(由含有40％硫酸铵的沉淀级分的上清液或滤液组成)时，柱的装载量为单装载的

约4倍或甚至4.4倍，所述单装载为以流动通过(根据现有技术)应用的含有C1‑INH的起始物

料(由再溶解的60％硫酸铵沉淀物组成)以能够得到纯化的C1‑INH浓缩物的单装载。因此，

在工业规模上，装载原则上不仅可以与现有技术相比被加倍，而且甚至可以是当前使用的

装载的两倍多。这指由于本发明的确可以实现在柱体积和/或固定相物质方面的重要节约，

并且在没有任何质量损失的情况下实现这些。

[0073] 发明人还发现，与以流动通过或负模式使用HIC相比，可以以高得多的流速进行根

据本发明的方法以在没有任何质量损失的情况下得到所需的纯化的浓缩物。节约是相当重

要的：虽然以目前在 方法中使用的规模运行的常规HIC通常花费42.6小时，但

是当使用单装载时，可以在短短6小时内进行使用本发明的优化运行，削减了HIC方法步骤，

并从而将整个方法时间削减了36.6小时。当使用双装载时，可以在6.6小时内进行运行，并

且使用双装载的能力可以将整个方法时间削减多达78.6小时。

[0074] 图5是来自HIC实验的含有C1‑INH的洗脱液级分的SDS‑PAGE凝胶(Tris‑甘氨酸凝

胶，1.5mm厚，梯度8‑16％，最大电压150V，最大安培数35mA，运行时间：90min)，其中起始物

料是通过分步沉淀产生的沉淀物，其沉淀剂浓度低于沉淀C1‑INH所需的浓度，即，在没有如

在现有技术中沉淀C1‑INH的情况下，即含有40％硫酸铵的沉淀级分的上清液或滤液。最强

的条带还是C1‑INH，在这里也无法检测到更高分子量的组分。这是显著的，因为40％硫酸铵

沉淀物的上清液或滤液比如在现有技术中从60％硫酸铵沉淀物中产生的溶液包含更多的

杂质。这也意味着根据本发明的方法具有额外的优点，使得能够在没有在进行HIC纯化之前

在分步沉淀中沉淀C1‑INH并且再溶解它的情况下进行现有技术的方法。

[0075] 因此，发明人还发现，所要求保护的方法通过省略在HIC之前的在分步沉淀中沉淀

C1‑INH以及再溶解C1‑INH，可以甚至更削减方法时间。这样能够节省另外9.2个小时，因此

否则需要所述另外9.2个小时。因此，根据本发明的方法能够节省甚至更多的方法时间，即

当运行单装载时节省45.8小时，而当运行用双装载的方法时节省甚至多达97小时。

[0076] 如上所讨论，发明人相信，通过使用本发明，在基本上没有质量损失的情况下能够

纯化C1‑INH浓缩物的柱的最大装载仅受柱的含有C1‑INH的起始物料结合能力的限制，并且

因此，与现有技术相比，装载不仅可以被加倍，而且甚至可以是当前使用装载的两倍多。这

意味着，由于本发明，原则上可以实现在没有质量损失的情况下在柱体积和/或固定相物质

和/或时间方面的比上述讨论甚至更重要的节约，同时甚至在工业规模上同时可能获得纯

度的改善。

[0077] 图6显示了样品电导率与沉淀剂浓度相关的标准曲线。使用抗离液盐作为沉淀剂，

且主要是硫酸钠或硫酸铵，其中后者是优选的。在缓冲溶液中盐的浓度可以与其电导率相

关，如在图6所显示，并在下面的实验部分中更详细地讨论。这样就能够对用于沉淀剂(更确

切的说抗离液盐)浓度的相应的样品进行适当的分析。

说　明　书 8/16 页

11

CN 112867729 B

11



[0078] 图7至图11是从根据现有技术和根据本发明的HIC中获得的色谱图，其中横坐标轴

分别表示以ml为单位的离开柱的洗脱液体积，纵坐标左轴表示以mS/cm为单位的电导率，且

纵坐标右轴表示以mAU为单位的吸光度。电导率可以借助于如上解释所确定的相关系数直

接被联系到洗脱液的硫酸铵浓度。

[0079] 图7是由根据现有技术的HIC产生的色谱图。起始物料为血浆衍生的含有C1‑INH的

浓缩物，其是如在EP  0  101  935中所描述的通过分步沉淀和沉淀物的溶解来产生。硫酸铵

浓度在一段时间内保持恒定在约106mg/ml。该浓度太低，无法通过固定相保留C1‑INH。在约

50ml洗脱液体积处看到含有C1‑INH的峰。在500ml洗脱液体积周围，可以看到在初始硫酸铵

浓度下，结合到柱的除C1‑INH以外的蛋白质的梯级洗脱。当硫酸铵浓度突然减少时它发生。

[0080] 图8是由根据本发明的HIC产生的色谱图，其中借助于浓度梯度洗脱。起始物料为

血浆衍生的含有C1‑INH的浓缩物，其是如在EP  0101  935中所描述的通过分步沉淀和沉淀

物的溶解来产生。初始硫酸铵浓度足够高，可以将C1‑INH保留在固定相上，直到洗脱液的硫

酸铵浓度被降低到略低于约160mg/ml。在约270ml洗脱液体积处看到归因于C1‑INH的相应

峰。

[0081] 图9是由根据本发明的HIC产生的色谱图，其中借助于浓度梯度洗脱。起始物料是

血浆衍生的C1‑INH浓缩物，其是从用40％硫酸铵分步沉淀的上清液或滤液中获得。溶液的

初始硫酸铵浓度足够高，可以将C1‑INH保留在固定相上，直到洗脱液的硫酸铵浓度被降低

到略低于约160mg/ml。在约270ml洗脱液体积处看到归因于C1‑INH的相应峰。

[0082] 图10是由根据本发明的HIC使用梯级洗脱而不是浓度梯度的色谱图。起始物料是

血浆衍生的含有C1‑INH的浓缩物，其是从用40％硫酸铵分步沉淀的滤液中获得。溶液的初

始硫酸铵浓度足够高，可以将C1‑INH保留在固定相上，直到洗脱液的硫酸铵浓度突然被降

低。

[0083] 图11是由根据本发明的HIC产生的色谱图，其中借助于浓度梯度洗脱。起始物料是

根据现有技术的 浓缩物。溶液的初始硫酸铵浓度足够高，可以将C1‑INH保留在

固定相上，直到洗脱液的硫酸铵浓度被降低到略低于约162mg/ml。在约670ml洗脱液体积处

看到归因于C1‑INH的相应峰。

[0084] 尽管发明人关注改善在前述现有技术中描述的 制备方法，但是明显

的是，以正模式的HIC也有益于其他C1‑INH纯化方法。换句话说，本发明显然不限于被用在

EP  0  101  935中描述的方法中或在 制备方法中，而且还可以被用在旨在使用

先前涉及以流动通过模式的HIC步骤的不同起始物料纯化C1‑INH浓缩物的其他方法中，或

甚至被用在在未来方法中，所述未来方法被设计以纯化任何来源的C1‑INH浓缩物(例如从

血浆中获得的浓缩物，或含有从转基因动物中获得的重组C1‑INH的C1‑INH浓缩物，或通过

其他不同方法获得的C1‑INH浓缩物)。

实施例

[0085] 物质与方法

[0086] I.柱A

[0087] 所使用的物质：

[0088] ‑从血浆中衍生的C1‑INH样品，分别为半纯化级分的形式；
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[0089] ‑GE医疗的Phenyl  6Fast  Flow(低取代)(在20％乙醇中储存的市

售芳香族疏水相互作用色谱法(HIC)树脂)

[0090] ‑硫酸铵缓冲液：

[0091] ·181mg/mL(175292mg/mL)硫酸铵，

[0092] ·25mM  Tris，

[0093] ·pH  7.2±0.2

[0094] ‑tris缓冲液：

[0095] ·25mM  Tris

[0096] ·pH  7.2±0.2

[0097] ‑色谱柱，直径：1.6cm( GE医疗)

[0098] ‑紫外分光光度计(unicorn)；

[0099] ‑电导率计。

[0100] 1 .装载HIC柱A：将储存在20％乙醇中的Phenyl  凝胶用注射用水

(WFI)洗涤三次。制备用WFI洗涤过的Phenyl  凝胶的70％浆料，并将其放置

在色谱柱中。使用WFI和150cm/h的线性流速，将凝胶填充到约18cm(20±5cm)的凝胶床高

度。然后通过注入2.5％的柱体积的5％丙酮(v/v)来测试该柱。如果不对称度为0.8‑1.8，且

理论塔板数≥2800，则通过柱测试。

[0101] 2.样品制备：使待纯化的血浆C1‑INH样品的硫酸铵浓度为181mg/mL(175‑292mg/

mL)，且Tris含量为25mM。可以被添加的硫酸铵的浓度取决于样品的蛋白质浓度。蛋白质浓

度越高，样品的可能的硫酸铵浓度越低，即，蛋白质沉淀开始出现时的硫酸铵浓度越低。稀

释样品使得可能添加较大量的硫酸铵。最佳蛋白质浓度在0.1至3mg/mL蛋白质的范围中。样

品包含25mM  Tris，用于调节pH。添加硫酸铵和Tris后，通过添加1M  NaOH或1M  HCl将样品的

pH调节至7.2±0.2，并穿过0.45μm过滤器过滤。在测量蛋白质浓度之后，计算柱(在柱A的情

况下)的装载，以达到至多30mg蛋白质/mL凝胶的装载。通过已知方法基于各自样品在280nm

的光密度(OD)的测量确定蛋白质浓度。

[0102] 3.柱的平衡：使用≥3柱体积的硫酸铵缓冲液以100cm/h的线性流速平衡柱。

[0103] 4.将样品装载在柱上：将样品以100cm/h的线性流速装载在柱上。然后用≥3柱体

积的硫酸铵缓冲液以相同的流速洗涤该柱。

[0104] 5.C1‑抑制剂的洗脱：借助于硫酸铵缓冲液至Tris缓冲液的梯度，穿过20个柱体积

以100cm/h的线性流速洗脱C1‑INH。分级出(fractioned)完整的洗脱液，然后将未减少的单

级分装载在Tris‑甘氨酸‑凝胶上并分析。使用条带模式，可以显示第一个峰是C1‑INH。

[0105] 6.柱再生：通过随后使用3柱体积的WFI，4柱体积的0.1M  NaOH，3柱体积的WFI，以

100cm/h的线性流速进行柱的再生。

[0106] II.柱B

[0107] 所使用的物质：

[0108] ‑从血浆中衍生的C1‑INH样品，分别为半纯化级分的形式；

[0109] ‑HiScreenTM  CaptoTM  Butyl  HP，GE医疗，代码28‑9782‑42；直径：0.77cm；凝胶床

高度：10cm；凝胶体积：4.7ml
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[0110] ‑硫酸铵缓冲液：

[0111] ·181mg/mL(131292mg/mL)硫酸铵，

[0112] ·25mM  Tris，

[0113] ·pH  7.2±0.2

[0114] ‑tris缓冲液：

[0115] ·25mM  Tris

[0116] ·pH  7.2±0.2

[0117] ‑ GE医疗，Unicorn，紫外分光光度计，电导率计。

[0118] 1.样品制备：使待纯化的血浆C1‑INH样品的硫酸铵浓度为181mg/mL(131‑292mg/

mL)，且Tris含量为25mM。可以被添加的硫酸铵的浓度取决于样品的蛋白质浓度。蛋白质浓

度越高，样品的可能的硫酸铵浓度越低，即，蛋白质沉淀开始出现时的硫酸铵浓度越低。稀

释样品使得可能添加较大量的硫酸铵。最佳蛋白质浓度在0.1至3mg/mL蛋白质的范围中。样

品包含25mM  Tris，用于调节pH。添加硫酸铵和Tris后，通过添加1M  NaOH或1M  HCl将样品的

pH调节至7.2±0.2，并经0.45μm过滤器过滤。在测量蛋白质浓度之后，计算柱(在柱B的情况

下)的装载，以达到7.5mg蛋白质/mL凝胶的装载，即仅用7.5mg蛋白质/ml色谱凝胶的装载测

试柱B。通过已知方法基于各自样品在280nm的光密度(OD)的测量确定蛋白质浓度。

[0119] 2.柱B的平衡，将样品装载在柱B上，以如上面描述的用于柱A的方式相同的方式使

C1‑INH的洗脱和柱再生起作用。

[0120] 计算方法：

[0121] 1.确定用于洗脱C1‑INH的硫酸铵浓度：在整个色谱运行中记录电导率、在280nm和

610nm处的UV信号。这使发明人能够将电导率指定到在色谱图中的C1‑INH峰。通过制备缓冲

液稀释系列并测量相应的电导率来创建校准线。在下表1中显示测量结果，其中AS代表硫酸

铵。

[0122] 表1

[0123]

[0124] 通过将电导率转换为硫酸铵浓度可以显示，所有C1‑INH洗脱均在当使用柱A的

Phenyl  基质时在160mg/ml和174mg/ml之间的AS浓度下发生，且在当使用柱

B的HiScreenTM  CaptoTM  Butyl  HP基质时在124和131mg/ml之间的AS浓度下发生。在图6中

显示，相应的校准线允许用于基于电导率测量确定AS浓度。

[0125] 2.在没有沉淀的情况下确定最高的可能硫酸铵浓度：进行滴定以确定在没有蛋白
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质沉淀的情况下C1‑INH可能保留或结合到固定相的最高的可能硫酸铵浓度。在该实验中，

将饱和硫酸铵添加到C1‑INH样品中，直到沉淀发生。如此确定的在样品中最高的可能硫酸

铵浓度为292mg/mL。通过用相同浓度进行运行验证了这一点，其中可以显示C1‑INH可以被

结合到固定相，并随后从固定相中被洗脱(参见下表2，实验180619HW和图11)。

[0126] 3.确定与根据现有技术的流动通过方法相比的最大蛋白质装载量：为了确定与根

据现有技术的流动通过方法相比的最大蛋白质装载量，在结合条件下，用起始物料1装载

Phenyl  凝胶(柱A)，直到可以在流动通过级分中在280nm处检测到UV信号。

如此确定的蛋白质的量是当与使用起始物料1的在根据现有技术的流动通过方法中使用的

7 .5mg/ml的单装载相比的蛋白质的量的两倍多。使用起始物料2(40％硫酸铵沉淀物的滤

液)，这样确定的量是当与使用起始物料1(再溶解60％硫酸铵沉淀物)的在根据现有技术的

流动通过方法中使用的7.5mg/ml的单装载相比的蛋白质的量的4倍多。

[0127] 此后，分别以流动通过模式(即，如在现有技术中)和以根据本发明的结合和洗脱

模式进行分别用单和双装载的色谱运行。用所有四个运行的样品制得的tris甘氨酸凝胶的

比较显示，从根据本发明的两个运行中取得的样品的C1‑INH峰具有比从根据现有技术的运

行中取得的样品的C1‑INH峰更高的纯度，并且无论样品装载，并且在根据现有技术以流动

通过模式运行的双装载中发现了最不纯的C1‑INH峰。在上面讨论的图3中显示了这些结果。

[0128] 在下表2中显示了特定实验的数据。在上面讨论的图7至11中显示了与这些实验中

的一些相对应的色谱图。

[0129] 表2列出了使用上述柱A(柱体积(CV)为36ml)或柱B(柱体积为4.7ml)和分别以下

起始物料1‑4中的一种，如在现有技术中(“流动通过”)，根据本发明(“正模式”)进行的实

验：

[0130] ‑与在现有技术EP  0  101  935中相同，即再溶解的60％硫酸铵(AS)沉淀物(＝起始

物料1)；

[0131] ‑较早的40％AS沉淀物的滤液(＝起始物料2)，

[0132] ‑冻干的 产品(＝起始物料3)，

[0133] ‑使用起始物料1的两个HIC实验的合并的洗脱液(＝起始物料4)。

[0134] 将各自的起始物料溶解在平衡缓冲液中。除非另有说明，否则借助于在特定量的

柱体积(CV)时的浓度和/或pH梯度，或经由梯级洗脱进行洗脱。如上所描述进行C1‑INH峰的

检测。

[0135] 表2
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[0136]
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[0137]

[0138] 从表2中可以看出，当使用柱A时观察到C1‑INH洗脱峰的硫酸铵(AS)浓度在约160

和约174mg/ml之间，而当使用柱B时在约124和约131mg/ml之间。可以进一步看出，当使用起

始物料1时，柱A的装载量至少是单装载的两倍，即至少2x  7 .5mg或15mg蛋白质/ml色谱凝

胶，且当使用起始物料2时，柱A的装载量至少是单装载的4倍，即至少30mg蛋白质/ml色谱凝

胶。

[0139] 表3描绘了进一步的实验，其中比较了许多不同的凝胶类型。在表3中所描述的条

件下，C1‑INH确实结合到基质，并用不同的梯度被洗脱。

[0140] 表3

说　明　书 14/16 页

17

CN 112867729 B

17



[0141]

[0142] 在SDS凝胶(数据未显示)中，分析了洗脱的C1‑INH的纯度，并且发现在表4中所示

的4种凝胶类型提供了C1‑INH从污染的蛋白质中的最佳分离。在随后的实验中，使用在表3

中所示的结合和洗脱条件，比较了这4种凝胶类型之间的C1INH收率，并且发现来自GE医疗

的Phenyl‑Hans‑ 和接着是来自东曹的 提供了最佳收率。

[0143] 表4

[0144] 制造商 凝胶 C1‑INH收率％

GE Phenyl  HP 100％

GE Capto  Phenyl  ImpRes 93％

东曹 Phenyl‑650M 97％
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东曹 Phenyl‑600M 94％
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