
　第３５卷　第２期 华 侨 大 学 学 报 （自 然 科 学 版 ） Ｖｏｌ．３５　Ｎｏ．２　

　２０１４年３月 ＪｏｕｒｎａｌｏｆＨｕａｑｉａｏＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ（ＮａｔｕｒａｌＳｃｉｅｎｃｅ） Ｍａｒ．２０１４　

　文章编号：１０００５０１３（２０１４）０２０１９１０５ 犱狅犻：１０．１１８３０／ＩＳＳＮ．１０００５０１３．２０１４．０２．０１９１　

重组腺相关病毒质量控制的狇犘犆犚技术研究进展

肖桂清，杨会勇，刁勇

（华侨大学 分子药物研究院，福建 泉州３６２０２１）

摘要：　综述实时荧光定量ＰＣＲ（ｑＰＣＲ）技术在重组腺相关病毒（ｒＡＡＶ）的基因组滴度测定中的应用成果，以

及ｑＰＣＲ技术在ｒＡＡＶ质量控制过程中的应用，如感染滴度及ｒｃＡＡＶ污染率的测定等．分析ｑＰＣＲ技术存在

的适用范围窄、易产生系统性误差和易受ｒＡＡＶ杂质干扰等问题的原因，并探讨相关的解决策略．
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重组腺相关病毒（ｒＡＡＶ）载体是基因治疗领域最具前景的载体之一，世界范围内已有１００余项

ｒＡＡＶ基因药物已完成或正在进行临床研究，且治疗效果显著，如治疗Ｌｅｂｅｒ′ｓ先天性黑内障
［１?３］，以及

治疗脂蛋白脂酶缺乏症．除产业化制备工艺外，ｒＡＡＶ基因药物的质量控制技术，也是制约其临床应用

的因素之一，特别是在缺少准确、可靠的测定ｒＡＡＶ滴度的标准方法
［４?７］．当前，ｒＡＡＶ滴度测定所采用

的方法按原理的不同可分为生物测定和物理测定两大类．其中生物测定法包括感染滴度法和转导滴度

法，物理测定法包括病毒颗粒滴度法和基因组滴度法．因ｒＡＡＶ基因组滴度（ＧＣ）理论上与其颗粒滴度

（Ｐ）和转导滴度（ＴＵ）成线性关系，且测定简便，所以成为最常用的滴度指标
［８］．ｑＰＣＲ是常用的ｒＡＡＶ

基因组滴度测定法［９］，但传统的ｑＰＣＲ法存在适用范围窄
［１０］、易产生系统性误差［１１］和受杂质干扰［１２］等

问题．基于此，本文对ｑＰＣＲ技术在ｒＡＡＶ的 ＧＣ测定中的最新应用成果进行综述，并对ｑＰＣＲ在

ｒＡＡＶ的ＧＣ测定中存在的问题及解决策略进行分析．

１　犐犜犚?狇犘犆犚法的普适性

传统ｑＰＣＲ法测定ｒＡＡＶ的ＧＣ时，其靶标序列主要是转基因序列或调控元件序列
［１３］．因此，每种

ｒＡＡＶ载体均需要根据自身转基因表达体系而设计引物或探针，ｑＰＣＲ的反应条件也不尽一致，难以

ＧＣ为质控指标进行横向比较．即使对于同一种ｒＡＡＶ载体，不同实验室所采用的靶标序列及反应条件

也存在很大差异．如果能设计出一种不依赖于转基因表达体系，对于各种ｒＡＡＶ可以普遍适用的ＧＣ定

图１　线型单链ｒＡＡＶ载体

基因组结构图［１０］
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［１０］

量方法，以及对于ｒＡＡＶ载体的质量控制都显得意义重大．

腺相关病毒（ＡＡＶ）为单链线状ＤＮＡ病毒，其基因组仅编码病毒复制

与包装所必需的Ｒｅｐ和Ｃａｐ基因．ＡＡＶ基因组两端的反向末端重复序列

（ＩＴＲ）是包装ＡＡＶ所必需的最少的自身序列
［１４?１６］．每个ＩＴＲ含有１４５个

核苷酸，前１２５个核苷酸会形成回文序列，折叠成“Ｔ”形二级发夹结构（图

１）．ＩＴＲ在ＡＡＶ复制起始阶段发挥关键作用，是ＡＡＶ基因组自我复制的

引物［１６］，也是形成环状ＡＡＶ中间体的关键结构
［１７］．ＩＴＲ是各种ｒＡＡＶ载

体基因组所保留的ＡＡＶ源序列，也是唯一的共同序列．因此，将ＩＴＲ序列

作为ｑＰＣＲ的检测靶标，正好能满足普适性质量控制指标的设计理念．

　　Ａｕｒｎｈａｍｍｅｒ等
［１０］首次以ｒＡＡＶ中的ＩＴＲ序列为靶标，探索了通用性ＩＴＲ?ｑＰＣＲ方法的可行性．
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图２　ｒＡＡＶ２ＩＴＲ?ｑＰＣＲ法特异性引物和探针的设计
［１０］

Ｆｉｇ．２　ＤｅｓｉｇｎｏｆｒＡＡＶ２ＩＴＲ?ｑＰＣＲｐｒｉｍｅｒｓａｎｄｐｒｏｂｅ
［１０］

ＡＡＶ２ＩＴＲ序列（图２）的５′端含有两个

臂回文结构（Ｂ?Ｂ′和Ｃ?Ｃ′）和一个茎回

文结构（Ａ?Ａ′），３′末端是单链形式的Ｄ

序列位．ＩＴＲ?ｑＰＣＲ法所设计的引物和

探针，其特异性靶向ＡＡＶ５′?ＩＴＲ序列

的一个 ＤＮＡ 序列（６２ｎｔ）：反向引物

（１６ｎｔ）从Ｃ′向 Ａ′方向扩增，正向引物

（２１ｎｔ）由Ｄ向Ａ′方向扩增，探针（２１ｎｔ）

位于ＩＴＲ正反引物间．通过定性ＰＣＲ

证明所设计的引物能够扩增出６２ｂｐ的ＰＣＲ产物，且退火温度在５５～６４．２℃之间，扩增特异性良好．

ＩＴＲ?ｑＰＣＲ法具有以下几个优点：适用范围广，普遍适用于定量检测绝大多数ｒＡＡＶ载体颗粒中的

单链ＤＮＡ（ｓｓＤＮＡ）和载体质粒的双链ＤＮＡ（ｄｓＤＮＡ）；灵敏度高，检测阈值约为５０个质粒拷贝数，即

２００个ＡＡＶＩＴＲ靶向位点；重复性好，批间及批内误差均低于目前被广泛认可的临床试验阈值１５％，

能满足临床实验室所制定的最严格的质量标准［１８?２０］．蒙青林等
［２１］同样用靶向ＩＴＲ序列的ｑＰＣＲ法检测

ｒＡＡＶ２的ＧＣ，并与ＥＬＩＳＡ法测定的ｒＡＡＶ病毒滴度和转导法测定的ｒＡＡＶ转导滴度进行比较，结果

Ｐ／ＧＣ为５９．６，ＧＣ／ＴＵ为９１．２，与 Ｍ．Ｌｏｃｋ等
［２２］报道的ＡＡＶ２标准品（ＡＡＶ２ＲＳＭ）所测结果相近

（Ｐ／ＧＣ＝２８，ＧＣ／ＴＵ＝６４．４）．ＩＴＲ?ｑＰＣＲ法所具有的普适性，使其在ｒＡＡＶ滴度测定中具有更广泛的

应用价值，且有助于推动ＡＡＶ滴度检测的标准化．但该法也存在不足：ｒＡＡＶ广泛存在的ＩＴＲ发夹结

构会影响ｑＰＣＲ过程中的变性与退火等过程，特别是对自身互补型ｒＡＡＶ（ｓｃｒＡＡＶ）影响更显著．

图３　自身互补型ｒＡＡＶ载体结构

及其引物位置设计示意图［１１］

Ｆｉｇ．３　Ｄｉａｇｒａｍｏｆｔｈｅｓｅｌｆ?ｃｏｍｐｌｅｍｅｎｔａｒｙ

ｒＡＡＶｖｅｃｔｏｒｇｅｎｏｍｅｗｉｔｈ

ｐｒｉｍｅｒｓｉｔｅｓｉｎｄｉｃａｔｅｄ
［１１］

２　测定狊犮狉犃犃犞基因组滴度时的系统误差

ｓｃｒＡＡＶ由于其转染效率高于单链ｒＡＡＶ（ｓｓｒＡＡＶ），

越来越受到科研工作者的亲睐．在 Ｈｅｌａ细胞中，ｓｃｒＡＡＶ

的转染效率是相应ｓｓｒＡＡＶ的５～１４０倍，对于ｓｓｒＡＡＶ难

转导的细胞，如Ｂ１６Ｆ１０，ＮＩＨ３Ｔ３和３ＬＬ细胞，ｓｃｒＡＡＶ

都能有效转染［２３］．不同于ｓｓｒＡＡＶ 的 ＤＮＡ 单链结构，

ｓｃｒＡＡＶ载体的末端之一为突变的ＩＴＲΔｔｒｓ
［２４］，在包装时不

能被切割而形成自身互补的ＤＮＡ双链结构 （图３）．在变

性过程，ｓｃｒＡＡＶ基因组形成单链结构．但在退火过程中，

（ａ）未酶切　　　　　　　　　（ｂ）单酶切

图４　ｓｃｒＡＡＶ双链病毒基因组酶切的ｑＰＣＲ流程示意图

Ｆｉｇ．４　ＳｃｈｅｍｅｏｆｑＰＣＲｏｆｓｃｒＡＡＶｖｅｃｔｏｒ

ｇｅｎｏｍｅｄｉｇｅｓｔｅｄｗｉｔｈｅｎｄｏｎｕｃｌｅａｓｅ

由于ｓｃｒＡＡＶ基因组中ＩＴＲΔｔｒｓ的存在，可以迅

速形成发夹结构，促进与其相连的互补ＤＮＡ链

的退火（图４ａ）．因此，引物与模板基因组结合的

几率则大大降低，导致所测 ＧＣ低于ＤＮＡｄｏｔ

ｂｌｏｔｔｉｎｇ等测得的ＧＣ值达１０倍之高
［１１］．

Ｆａｇｏｎｅ等
［１１］研究了如何降低ｑＰＣＲ法的

系统误差，发现特异性引物的作用位置对ｑＰＣＲ

法所测结果影响很大．目的扩增产物距离

ＩＴＲΔｔｒｓ发夹结构越远，系统误差越小，如图３中

引物ｓｅｔ３距ＩＴＲΔｔｒｓ１２０４ｂｐ，所引起系统误差显

著小于ｓｅｔ１与ｓｅｔ２．因此，排除ｓｃｒＡＡＶ 的

ＩＴＲΔｔｒｓ发夹结构对与其相邻扩增子的干扰，是成

功降低ｑＰＣＲ法系统误差的关键．

Ｆａｇｏｎｅ等
［１１］对传统ｑＰＣＲ法进行了改良，

用限制性核酸内切酶去除ＩＴＲΔｔｒｓ发夹结构，得
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到核酸内切酶ｑＰＣＲ法（ＥＤ?ｑＰＣＲ）．ＥＤ?ｑＰＣＲ的变性过程使互补结合的双链结构解链成两条单链，在

退火时引物与模板基因组的结合排除了ＩＴＲΔｔｒｓ的影响，可以进行正常的扩增（图４ｂ），从而成功解决了

ｑＰＣＲ法测定ｓｃｒＡＡＶ的系统误差问题．

３　狉犃犃犞感染滴度的测定

ＧＣ并不能反映ｒＡＡＶ的功能，感染滴度和转导滴度（ＴＵ）才是最好的功能指标．研究发现，ｒＡＡＶ

的ＧＣ与病毒感染滴度的比值变动范围很宽，可达５６～１０００
［２５?２７］．所以ＧＣ的数值尚不能表征ｒＡＡＶ

的功能，而ｒＡＡＶ感染滴度所反映的是ｒＡＡＶ感染细胞及其在细胞内的复制效率，是评价其细胞内功

能的重要指标，只有成功感染后才可能表达转基因．因此，ｒＡＡＶ感染滴度的测定对于ｒＡＡＶ的临床前

及临床研究很重要．

Ｃｌａｒｋ等
［２８］首次利用ｑＰＣＲ法定量ｒＡＡＶ 的 ＧＣ和感染滴度，所得二者比值为６０～１２０．Ｚｈｅｎ

等［２９］改进了以上方法，将野生型腺病毒与ｒＡＡＶ共同感染可表达 ＡＡＶ２Ｒｅｐ／Ｃａｐ基因的Ｄ７?４细胞

系，以促进ｒＡＡＶ基因组的复制；共感染４８ｈ后，采用ｑＰＣＲ法测定ｒＡＡＶ基因组拷贝数，最后经寇式

方程计算感染滴度．因在每一个成功感染ｒＡＡＶ的细胞内ｒＡＡＶ基因组均得以大量复制，大大提高

ｑＰＣＲ测定灵敏度，可实现单个病毒感染事件的检测．用该法测定６种含不同转基因的 ＡＡＶ?２载体，

ＧＣ与感染滴度比值为４～１９，均低于先前文献的报道．与之前的方法相比，该法更能准确地反映ｒＡＡＶ

感染滴度的真实性．

改良后的ｑＰＣＲ法不仅适用于已纯化的ｒＡＡＶ样品，对于未纯化的ｒＡＡＶ样品同样适用．未纯化

的ｒＡＡＶ样品经高度稀释可降低未知成分的干扰，采用ＤｎａｓｅⅠ可降解未包装的ＤＮＡ，ＮａＯＨ可去除

非特异性ＲＮＡ，从而可成功消除影响ｑＰＣＲ法准确测定的杂质干扰
［１２］．该法适用于多种ＡＡＶ?２载体

感染滴度的测定，而对于不同表型的ｒＡＡＶ，只需对其靶细胞类型和感染条件进行重新调整．但该法也

存在不足，因为ｒＡＡＶ载体在浓缩的时候易发生不同程度的聚集，会干扰该法的测定；Ｚｈｅｎ等
［２９］发现

发生聚集的ｒＡＡＶ载体的ＧＣ与感染滴度比值高于未发生聚集的ＡＡＶ载体达１２．８倍，这可能是由于

聚集的ｒＡＡＶ失去感染活性所致．

４　狉犃犃犞中狉犮犃犃犞污染率的检测

在ｒＡＡＶ载体的生产过程中，表达衣壳蛋白的辅助质粒或宿主细胞ＤＮＡ会被误包装或重组，成为

可复制型ＡＡＶ（ｒｃＡＡＶ）或复制缺陷型ＡＡＶ，其中ｒｃＡＡＶ转导细胞后表达的衣壳蛋白被认为是引起

细胞免疫毒性的原因之一．采用传统工艺生产的ｒＡＡＶ，ｒｃＡＡＶ污染率可高达１０％
［３０］，即使采用优化

工艺，ｒｃＡＡＶ污染率也可达０．４％～１．０％．因此，ｒＡＡＶ中ｒｃＡＡＶ污染率的测定非常必要．

由于ｒＡＡＶ制品中ｒｃＡＡＶ的危害不小，但量相对较低，因此必须设计出高度灵敏的方法才能对其

进行检测和定量分析．Ｍａｙｆｉｅｌｄ等
［３１］设计出一种通过靶向３′末端的 ＡＡＶ?２ＩＴＲＤ序列和５′末端的

ＡＡＶ?２ｒｅｐ序列的高度灵敏的ｑＰＣＲ法，用于检测和定量分析ｒＡＡＶ中ｒｃＡＡＶ的污染率，该法可以定

量的最低限度（ＬＯＱ）为１×１０９ｖｇ（载体基因组）ｒＡＡＶ制品中所含的０．２５６ｆｇ线性质粒ＤＮＡ 或拷贝

数为５６的ｒｃＡＡＶ，从而成功解决ｒＡＡＶ中ｒｃＡＡＶ污染率检测的难题．

５　展望

ｒＡＡＶ基因药物的临床研究已充分证实其有效性和安全性，但其质量控制体系的建立却滞后于临

床应用．ｒＡＡＶ基因药物的准确定量，是临床用药规范化的前提，也是不同工艺或不同厂家生产产品横

向比较的依据［３２］．ｑＰＣＲ技术操作简单，无需复杂的产物处理过程，整个测定过程只需２～３ｈ，且灵敏度

高，测定 ＧＣ的最低检测限为１００ｖｇ
［２８］；批间及批内误差均低于目前被广泛认可的临床试验阈值

１５％
［１８?２０］．

ＩＴＲ?ｑＰＣＲ具有普适性，可定量检测绝大多数ｒＡＡＶ载体，使ｒＡＡＶ滴度检测更加标准化；ＥＤ?

ｑＰＣＲ则成功解决了ｑＰＣＲ定量ｓｃｒＡＡＶ滴度所引起的系统性误差问题，弥补了长期以来人们对ｑＰＣＲ

３９１第２期　　　　　　　　　　肖桂清，等：重组腺相关病毒质量控制的ｑＰＣＲ技术研究进展



检测ｓｃｒＡＡＶ滴度认识的不足；检测ｒＡＡＶ感染滴度的ｑＰＣＲ法灵敏度的提高，可测到比以往更高的

病毒感染滴度，使应用于临床研究的ｒＡＡＶ功能指标更加可靠；ｒｃＡＡＶ污染率的ｑＰＣＲ法准确测定，为

合格的ｒＡＡＶ进入临床进行严格把关．ｑＰＣＲ技术所具备的优势已充分展现了其未来广阔的应用前景，

为此，负责制定高质量ｒＡＡＶ参比标准的腺相关病毒参比标准事务委员会推荐ｑＰＣＲ作为定量ｒＡＡＶ

滴度的方法［３３］．随着ｑＰＣＲ技术不断改进和发展，其作为ｒＡＡＶ质量控制标准的方法广受推广，极大促

进了ｒＡＡＶ基因药物的临床应用进程．
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