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生物技术与方法                                                              

重组质粒 pUDK-HGF 的中试纯化工艺 

胡春生 1,2，王延亮 1，卢育新 1，程晓晨 1，刘琳 1，张通 2，张庆林 1 
1 军事医学科学院放射与辐射医学研究所，北京 100850 
2 内蒙古工业大学化工学院，呼和浩特 010051 

摘  要: pUDK-HGF 是携带人肝细胞生长因子的裸质粒，目前已进入 I 期临床试验，因此需要大量符合药学规格的质粒

DNA。文中建立了 pUDK-HGF 中试规模纯化制备的新工艺。流程包括：发酵、离心收获菌体、碱裂解、超滤浓缩碱裂

解液、Sephacryl S-1000 层析除去 RNA 并更换缓冲液、plasmidselect 捕获超螺旋质粒 DNA、琼脂糖凝胶 6BFF 除盐。

新工艺可获得浓度为 2.0 mg/mL、纯度在 1.70 以上的裸质粒原液，符合相关质量标准，并避免使用动物源性的酶及有

毒试剂。 
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Pilot-scale production of recombinant plasmid pUDK-HGF 
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Abstract:  pUDK-HGF, the recombinant plasmid DNA encoding human hepatocyte growth factor (HGF), can treat ischaemic 
disease. A great quantity of pharmaceutical pUDK-HGF is needed. A pilot-scale production process of pUDK-HGF was established 
based on a new chromatographic media (plasmidselect), including fermentation, cell harvesting, alkaline lysis, ultrafiltration, RNA 
removing and buffer exchanging on Sephacryl S-1000, capturing supercoiled plasmid DNA with plasmidselect, and removing the salt 
with Sepharose 6BFF. The process does not use RNase enzyme and toxic solvents. 
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肝细胞生长因子  (Hepatocyte growth factor，

HGF) 是一类多功能生长因子，具有刺激血管增生

作用，通过局部肌肉注射携带 HGF 基因的质粒 DNA

可明显促进肢体急性缺血部位新生血管的形成，在

临床上具有治疗缺血性疾病的应用前景[1]。 

Zhang 等[2]对质粒 pUDK-HGF 大规模纯化工艺
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进行了大量研究，工艺成熟，能生产药用级重组质

粒 pUDK-HGF 注射液。其工艺是碱裂解后离心处理

获得澄清碱裂解液，直接用 Q-Sepharose XL 阴离子

交换层析捕获质粒 DNA；再用 Sephacryl S-1000 分

离除去 RNA；用 Source 15Q 对质粒 DNA 进行精

制。随着新填料 plasmidselect 的出现，生产超螺旋

质粒 DNA 的工艺随之更新，因此本文建立新的

pUDK-HGF 纯化工艺，该工艺为碱裂解细菌后，用

绸布滤去细胞碎片等絮凝物，获得碱裂解上清液；

上清液经 300 kDa 超滤柱进行浓缩，获得的浓缩液

经 Sephacryl S-1000 层析柱除去 RNA，然后通过

plasmidselect 层析柱对超螺旋质粒 DNA 进行捕获，

获得高纯度的超螺旋质粒 DNA，再通过琼脂糖凝胶

6BFF 对超螺旋质粒 DNA 进行脱盐；最终采用异丙

醇沉淀质粒 DNA，75％乙醇洗涤，配方溶液重溶获

得产品。 

1  材料与方法 

1.1  菌株 
表达重组人肝细胞生长因子的基因工程菌

E. coli DH5α-pUDK-HGF 由本室构建，−80 ℃甘油

保存。  

1.2  材料 
Tris(Angus)、DNAGreen (北京天恩泽基因科技

有限公司)、十二烷基硫酸钠 (Amresco)、限制性内

切酶 (TaKaRa)、胰蛋白胨 (OXOID)、酵母提取物 

(OXOID)、甘油、磷酸二氢钾、磷酸氢二钾、盐酸、

氨水、硫酸铵、乙二胺四乙酸二钠、乙酸钾、氢氧

化钠、冰乙酸、异丙醇、乙醇、葡萄糖 (以上化学

试剂均来自国药集团化学试剂有限公司，分析纯)。 

1.3  发酵 
E. coli DH5α-pUDK-HGF 菌种经 LB 培养基[3]

摇床培养 12 h，以接种量 10％转入含 TB 培养基 [3] 

50 L 发酵罐 (KBT250，韩国) 中，发酵体积 30 L，

发酵温度 37 ℃，搅拌速度 300 r/min，空气流量

15 L/min，pH 7.2，发酵时间 13 h，每小时分别取样，

测定 OD600 及菌体干重 [4]。菌体经离心后保存于

−20 ℃。  

1.4  碱裂解细菌 
称取 400 g 细菌，加入重悬液  (50 mmol/L 

Glucose，25 mmol/L Tris-HCl，10 mmol/L EDTA，

pH 8.0) 4 000 mL；充分重悬后在冰浴上加入裂解液 

(200 mmol/L NaOH，1％ SDS) 4 000 mL，缓慢搅拌，

形成粘稠物；随即加入中和液  (3 mol/L 乙酸钾，

5 mol/L CH3COOH) 4 000 mL，形成白色絮凝物，冰

浴，静置 1 h。用两层绸布过滤，获得碱裂解液。 

1.5  超滤浓缩 
选用截留分子量为 300 kDa 的超滤柱  (型号

003N，北京旭邦膜设备有限责任公司) 采用内压式，

泵速 15 r/min (BTOO-100M，兰格恒流泵有限公司)，

控制浓缩液流速是超滤液流速的 2 倍。超滤后最终

体积为 500 mL。 

1.6  Sephacryl S-1000 层析柱去除 RNA、更换缓

冲液 
Sephacryl S-1000 (GE Healthcare) 填料 1.5 L 装

于 5.5 cm×80 cm 层析柱中 (上海锦华层析设备厂)，

溶液 A (2.0 mol/L (NH4)2SO4，100 mmol/L Tris-HCl，

10 mmol/L EDTA，pH 8.0) 平衡，碱裂解浓缩液以

柱体积的 10％上样，上样结束后溶液 A 洗脱，

EC2000 色谱工作站检测 (大连依利特分析仪器有

限公司)，收集 DNA 峰。流速为 4.5 mL/min。 

1.7  Plasmidselect 捕获超螺旋 DNA  
Plasmidselect (GE Healthcare) 填料 55 mL 装于

2.6 cm×20 cm 层析柱中 (上海锦华层析设备厂)，溶

液 A 平衡，将 Sephacryl S-1000 收集的 DNA 溶液上

样，溶液 A 洗脱 3 个柱体积，溶液 B (0.02 mol/L 

NaCl，2.0 mol/L (NH4)2SO4，100 mmol/L Tris-HCl，

10 mmol/L EDTA，pH 8.0) 洗脱至基线，溶液 C 

(0.3 mol/L NaCl，1.7 mol/L (NH4)2SO4，100 mmol/L 

Tris-HCl，10 mmol/L EDTA，pH 8.0) 洗脱超螺旋质

粒 DNA。EC2000 色谱工作站检测，收集超螺旋质

粒 DNA。流速为 3 mL/min。 



胡春生等: 重组质粒 pUDK-HGF 的中试纯化工艺  249 

 

Journals.im.ac.cn 

1.8  琼脂糖凝胶 6BFF 除盐 
琼脂糖凝胶 6BFF (北京韦氏博慧色谱科技有限

公司) 填料 300 mL 装于 3.5 cm×40 cm 层析柱中 (上

海锦华层析设备厂)，TE 缓冲液[3]平衡，将收集的超

螺旋质粒 DNA 以不超过柱体积的 20％上样，

EC2000 色谱工作站检测，收集脱盐 DNA。流速

4.5 mL/min。 

1.9  原液制备及超螺旋比例测定 
1.9.1  原液制备 

量取脱盐溶液体积按 1∶0.8 加入异丙醇，沉淀

质粒 DNA，4 000 r/min 离心 30 min 收集沉淀。沉淀

用 75％乙醇洗涤 2 次，空气干燥，按标示量配制所

需浓度。 

1.9.2  含量检测及超螺旋比例测定 

含量检测：原液稀释 125 倍，利用紫外分光光度

计 (Beckman DU640，USA) 检测 OD260、OD280。 

超螺旋比例测定： Waters 高效液相色谱仪 

(Waters，USA)；色谱柱：TskgelDNA-NPR (0.46 id× 

7.5 cm，TOSOH，日本)，检测波长：260 nm，流速

0.5 mL/min，流动相 A：20 mmol/L Tris-HCl，pH 9.0；

流动相 B：20 mmol/L Tris-HCl，1 mol/L NaCl，

pH 9.0，进样量：5 μg，线性梯度洗脱条件：起始比

例 A∶B 为 50％∶50％，梯度洗脱 30 min，最终

A∶B 比例为 20％∶80％，35 min 回到起始平衡色

谱柱。  

2  结果 

重组质粒 pUDK-HGF 纯化制备流程图见图 1。

E. coli DH5α-pUDK-HGF 在 TB 培养基中发酵 13 h，

动态观察 OD600 (图 2)。当细菌进入稳定期后，离心

收获菌体，储存于−20 ℃备用。测量菌体干重，可

知在发酵 11 h 后菌体就进入稳定期。发酵结束后，

取出 1 mL 发酵液用北京三博远志质粒提取试剂盒

提取质粒，测含量，发酵液中 pUDK-HGF 的含量约

42 mg/L。 

菌体按重量比 1∶10∶10∶10 加入重悬液、裂

解液、中和液，碱裂解液经过超滤、离心后，直接

用 Sephacryl S-1000 除去 RNA、更换缓冲液，获得

质粒 DNA (图 3)；plasmidselect 捕获超螺旋质粒 DNA 

(图 4)，经 0.8％琼脂糖凝胶电泳分析，在电泳图上

未见 RNA，超螺旋 DNA 与开环 DNA 完全分离 (图

5)；通过 HPLC 检测，超螺旋质粒 DNA 比例在

99％ (图 6)；plasmidselect 柱捕获的含高盐超螺旋

质粒 DNA 经琼脂糖凝胶 6BFF，能达到除盐的效果 

(图 7)。利用限制性酶对原液与标准品进行酶切鉴

定 [5]，结果显示原液与标准品酶切图谱一致 (图 8)。 

 
图 1  重组质粒 pUDK-HGF 制备流程图 
Fig. 1  Process flow sheet for pUDK-HGF production. 

 
图 2  50 L 发酵罐发酵菌体密度与干重动态曲线 
Fig. 2  Curve of OD and dry weight of E. coli in 50 L 
fermentor. 
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图 3  Sephacryl S-1000 层析分离色谱图 
Fig. 3  Removing RNA and exchanging buffer on Sephacryl 
S-1000. 

 
图 4  PlasmidSelect 柱层析分离色谱图 
Fig. 4  Capturing the supercoiled plasmid DNA on 
plasmidselect. oc: open circular; sc: supercoiled. 

 
图 5  经 Plasmidselect 分离后质粒 DNA 电泳图 
Fig. 5  Analysis by 0.8% agarose-gel electrophoresis of purified 
pUDK-HGF from plasmidselect. 1: loading sample; 2: opened 
pUDK-HGF; 3: supercoiled pUDK-HGF; M: DNA marker. 

 

图 6  超螺旋比例 HPLC 分析色谱图 
Fig. 6  The supercoiled form of pUDK-HGF analysed by a 
TskgelDNA-NPR column. 

 

图 7  琼脂糖凝胶 6BFF 脱盐色谱图 
Fig. 7  Removing the salt by a sepharose 6BFF column. 

 

图 8  pUDK-HGF 限制性内切酶鉴定图谱 
Fig. 8  Analysis by 0.8% agarose-gel electrophoresis of 
restriction enzyme dealing with pUDK-HGF. 1−5: sample; 
8−12: reference substance; 2 and 12: BamH , Ⅰ BagL ; 3 and Ⅱ

11: BagL , Ⅱ Sal ; 4 and 10:Ⅰ  EcoR , Ⅰ Sal ; 5 and 9: Ⅰ Hind , Ⅲ

Xba ; 1 and 8: plasmid pUDKⅠ -HGF; 6: λ-Hind  Marker; 7: Ⅲ

DNA Marker DL2 000 (2 000, 1 000, 750, 500, 250, 100 bp). 
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利用紫外分光光度计 (Beckman DU640，USA) 

检测重组质粒 pUDK-HGF 原液含量及纯度，读取

260 nm 与 280 nm 处光吸收值，根据公式：样品 DNA

浓度  (μg/mL) =OD260×50 μg/mL×稀释倍数计算含

量 ； OD260/OD280 比 值 表 示 质 粒 DNA 纯 度 ，

OD260/OD280 比值一般在 1.75 以上[2]。本工艺能获得

含量为 2.0 mg/mL、OD260/OD280 比值为 1.9 的原液

质粒 DNA。 

3  讨论 

基因治疗可能成为一些重大疾病如肿瘤、动脉

粥样硬化、骨质疏松症、关节炎等的治疗手段，而

基因治疗的关键是携带治疗基因的载体能有效进入

靶细胞 [1]。目前，应用基因治疗的载体大致可以分

为两大类，一类是病毒载体，另一类是非病毒载体。

临床上腺病毒载体占 23.8％，反转录病毒载体占

20.7％，质粒载体占 18.3％[6]。虽然病毒载体的转染

率高，但存在一些安全隐患；而质粒 DNA 在靶细胞

中的基因表达效率低、持续时间短，但它在靶细胞

中安全性高。国内重组质粒 HGF 用于治疗局部肢体

动脉缺血疾病已进入 I 期临床试验。 

由于色谱分离技术的高分辨率和种类的多样

性，现仍在生物分离技术中占主导地位。迄今为止，

已有大量的色谱分离技术应用于质粒 DNA 的分离纯

化，例如：阴离子交换色谱 (Anion exchange，AE)[7]、

亲和层析色谱 (Affinity chromatography，AC)[8]、疏水

交换色谱 (Hydrophobic interaction chromatography，

HIC)[9]、反相色谱 (Reverse phase，RP)[10]、排阻色

谱 (Size exclusion，SE)[11]。虽然色谱填料价格昂贵，

但具有容易放大的优点，适用于工业化生产质粒

DNA。 

碱裂解细胞是纯化过程的关键步骤，碱裂解不

当会使超螺旋质粒 DNA 断裂，开环质粒 DNA 含量

增加；在加入碱裂解液时，要缓慢搅拌均匀，否则

会导致局部过碱，造成超螺旋 DNA 的断裂；随后中

和液用量也比较关键，用量过多，使溶液偏酸性，

超螺旋质粒 DNA 会发生断裂；用量过少，碱裂解液

中和不充分，宿主蛋白、DNA 不能完全沉淀，后续

纯化难度加大。 

利用超滤柱对碱裂解液进行浓缩，泵速和液体

在管道内的运动形式是控制超螺旋质粒 DNA 比例

的关键。若泵速过高，流体在管道内易形成湍流，

剪切力较大，易造成超螺旋质粒 DNA 大量断裂；适

当控制泵速是超滤浓缩的关键，本工艺控制转速在

15 r/min 以下可以获得超螺旋比例高的质粒 DNA 浓

缩液。 

Plasmidselect 捕获超螺旋质粒 DNA，硫酸铵的

离 子 浓 度 会 影 响 超 螺 旋 和 开 环 质 粒 DNA 与

plasmidselect 的结合能力。硫酸铵浓度低于 2.0 mol/L，

则超螺旋和开环质粒 DNA 均不与 plasmidselect 结

合；硫酸铵浓度高于 2.0 mol/L，则超螺旋与开环质

粒 DNA 均与 plasmidselect 结合，一方面影响填料对

超螺旋质粒 DNA 的负载量，另一方面影响超螺旋质

粒 DNA 的比例。 

Zhang 等[2]之前建立的工艺与文中建立的工艺

相比，在同等规模下处理碱裂解液，使用的层析填

料用量多，生产周期较长。新工艺的建立应用超滤

柱对碱裂解液进行浓缩，缩短生产周期，降低生产

成本；同时，plasmidselect 对超螺旋质粒 DNA 是特

异性吸附，吸附量可达到 0.4 mg/mL 及以上，获得

的质粒 DNA 超螺旋比例高。通过本试验可知，选用

截留分子量为 300 kDa 的超滤柱可有效地浓缩质粒

DNA。应用于大规模生产时，浓缩获得高浓度超螺

旋质粒 DNA，可以避免用异丙醇或乙醇沉淀质粒时

造成大量质粒损失。 
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