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　　　超滤法去除重组腺相关病毒中
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摘要：　为探讨超滤法在重组腺相关病毒精制中的可行性，采用不同截留分子量的超滤管对重组腺相关病毒

样品ｒＡＡＶ９?Ｋａｌ进行超滤处理．利用鲎试剂盒和ｑＰＣＲ法定量检测截留液和滤过液中的内毒素和病毒含量，

评价超滤技术对样品中内毒素的去除效果．结果表明：在乙二胺四乙酸二钠和脱氧胆酸钠的预处理下，３０ｋＤ

的超滤管对样品的回收率及内毒素去除率分别为０．９１２２，０．８７０６．因此，在单一超滤条件下，３０ｋＤ的超滤管

是重组腺相关病毒样品超滤纯化的最佳选择．
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　　重组腺相关病毒（ｒＡＡＶ）属于微小病毒科的单链ＤＮＡ病毒，具有天然非致病性、免疫原性低、宿主

范围广、可转染分裂细胞和非分裂细胞及介导外源基因长期表达等特性，是最有前景的基因治疗载体之

一［１］．目前，基于ｒＡＡＶ的基因治疗药物Ｇｌｙｂｅｒａ已率先在欧盟上市
［２］．内毒素（ＥＴ）是由革兰氏阴性菌

细胞壁裂解释放的脂多糖类物质，极微量（１～５ｎｇ·ｋｇ
－１）的内毒素作用于机体内的内生致热原生成细

胞即可导致机体发热，大剂量可引起血液循环障碍和内毒素休克［３］．在ｒＡＡＶ制备过程中，一个重要的

质控指标就是内毒素，尤其是应用于临床的ｒＡＡＶ，内毒素安全限量为小于８３．３５μｋａｔ·Ｌ
－１［４］．目前常

用的内毒素去除手段如活性炭吸附法、阴离子交换层析法和ＴｒｉｔｏｎＸ?１１４液相萃取法普遍存在选择性

低的问题，而高选择性的亲和膜色谱法又存在配基选择、介质合成困难、过程繁琐、技术要求高的限

制［５］．超滤技术是通过膜表面的微孔结构对物质进行选择性分离，从而实现大、小分子的分离、浓缩、净

化的目的．虽然内毒素单体的相对分子质量仅为１０～２０ｋＤ，但由于内毒素通常以聚合态形式存在，其

相对分子质量可以高达１０００ｋＤ以上．因此，超滤技术非常适合在小分子量产品中进行内毒素的去除

工作，如注射制剂及工程疫苗内毒素的去除［６］，但其在ｒＡＡＶ这种超大分子量产品（大于１００００ｋＤ）中

的内毒素去除效应却未见相关报道．为探讨在ｒＡＡＶ制备中应用超滤管进行ｒＡＡＶ浓缩与清除内毒素

的可行性，本文研究采用不同截留分子量（ｍｏｌｅｃｕｌａｒｗｅｉｇｈｔｃｕｔｏｆｆ，ＭＷＣＯ）的超滤管，对实验室制备

的携带人组织激肽释放酶结合蛋白基因（Ｋａｌ）的ｒＡＡＶ９?Ｋａｌ样品进行超滤离心处理，收集滤过液和截

留液进行内毒素及病毒基因组（ｖｉｒａｌｇｅｎｏｍｅ，ＶＧ）定量检测和衣壳蛋白定性表征，以综合评价超滤管对

ｒＡＡＶ浓缩与内毒素去除效果．

１　材料与方法

１．１　试剂耗材

ｒＡＡＶ９?Ｋａｌ样品由分子药物教育部工程研究中心下辖的ｒＡＡＶ中试车间提供；ＡｍｉｃｏｎＵｌｔｒａ?４超

滤管（厦门市鹭隆生物公司）；快速银染试剂盒（海门市碧云天生物技术研究所）；显色基质鲎试剂盒（厦

门市鲎试剂实验厂有限公司）；ＳＹＢＲＳｅｌｅｃｔＭａｓｔｅｒＭｉｘ（上海市英潍捷基贸易有限公司）；定量ＰＣＲ引

物（南京市金斯瑞生物科技有限公司）；小鼠抗ＶＰ１／ＶＰ２／ＶＰ３单克隆抗体和兔抗小鼠ＩｇＧ单克隆抗体

（上海市英潍捷基贸易有限公司）；ＥＣＬ化学发光试剂盒（厦门市鹭隆生物公司）．

１．２　犚犲犪犾狋犻犿犲犘犆犚引物设计

根据ＧｅｎＢａｎｋ中人Ｋａｌｌｉｓｔａｔｉｎ基因序列（Ｌ１９６８４．１），使用Ｐｒｉｍｅｒ５．０软件设计引物序列为

Ｋａｌ?Ｓ：５′?ＧＣＴＧＴＣＴＧＡＧＴＣＣＧＡＴＧＴＣＣ?３′，

Ｋａｌ?ＡＳ：５′?ＴＧＴＣＧＴＡＧＡＡＧＴＴＧＧＴＧＴＧＧ?３′，扩增产物长度１９１ｂｐ．

１．３　超滤离心

取ｒＡＡＶ９?Ｋａｌ（２．５×１０
１２ＶＧ·Ｌ－１）４ｍＬ，分别加于 ＭＷＣＯ为３，１０，３０，５０，１００ｋＤ的 Ａｍｉｃｏｎ

Ｕｌｔｒａ?４超滤管中，以７５００犵，４℃，离心１５ｍｉｎ收集截留液和滤过液．

１．４　内毒素检测

按照２０１０版《中华人民共和国药典》吸光度法内毒素检测要求及显色基质鲎试剂盒使用说明进行

标准曲线绘制、可靠性试验、干扰实验及内毒素测定．提前配制显色基质溶液、偶氮化试剂１、偶氮化试

剂２、偶氮化试剂３，用内毒素检查用水配制活性浓度为０．１０，０．２５，０．５０，１６．６７μｋａｔ·Ｌ
－１细菌内毒素

标准液．按标示量，加细菌内毒素检查用水于鲎试剂中，并轻轻振摇使其溶解完全．

在装有１００μＬ加内毒素检查用水、内毒素标准液或经超滤处理后的待测ｒＡＡＶ９?Ｋａｌ样品（截留液

和滤过液）的无热原试管中，加入１００μＬ鲎试剂溶液，混匀，在３７℃温育１０ｍｉｎ．接着，加入１００μＬ显

色基质溶液，混匀，再次在３７℃温育６ｍｉｎ．温育结束，依次加入５００μＬ偶氮化试剂１、偶氮化试剂２、偶

氮化试剂３，每次加完试剂后均混匀，并在加入偶氮化试剂３混匀后室温静置５ｍｉｎ，于５４５ｎｍ波长处

测吸光度值，每个检测反应设３个平行管．

１．５　定量检测

分别取２μＬ的截留液及超滤液、１０μＬ的２×ＳＹＢＲＳｅｌｅｃｔＭａｓｔｅｒＭｉｘ、０．５μＬ的引物Ｋａｌ?Ｓ及

Ｋａｌ?ＡＳ，７μＬ的纯水，在ＳｔｅｐＯｎｅＰｌｕｓ定量ＰＣＲ仪上运行．９５℃预变性５ｍｉｎ，９５℃变性１５ｓ，６０℃退
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火３０ｓ，７２℃延伸３０ｓ，４０个循环．最后，进行相对定量计算，即

ＲＱ＝２
－ΔΔＣＴ，

ΔΔＣＴ＝ΔΔ（ＣＴ实验组 －ＣＴ阴性对照）实验组 －（ＣＴ阳性对照 －ＣＴ阴性对照）对照组．

１．６　病毒鉴定

配制质量分数为１０％的分离胶和质量分数为４．５％的浓缩胶，分别取截留液及超滤液２５μＬ，加入

５μＬ蛋白上样缓冲液．煮沸变性５ｍｉｎ，每孔上样２８μＬ，６０Ｖ恒压电泳分离；电泳结束后进行ＰＶＤＦ膜

转膜，条件为２５０ｍＡ，２ｈ；随后小鼠抗ＶＰ１／ＶＰ２／ＶＰ３单克隆抗体４℃孵育过夜，兔抗小鼠ＩｇＧ单克隆

抗体室温孵育２ｈ，ＥＣＬ显色，置于凝胶成像系统中显影、定影．

１．７　统计学分析

采用ＳＰＳＳ２１．０统计学软件进行数据统计分析，不同实验组间病毒及内毒素水平用狓表示．

２　实验结果

２．１　狉犃犃犞９?犓犪犾的回收率

收集不同规格超滤管超滤后的滤过液（３ｋＤ?Ｐ，１０ｋＤ?Ｐ，３０ｋＤ?Ｐ，５０ｋＤ?Ｐ，１００ｋＤ?Ｐ）、截留液（３ｋＤ?

Ｒ，１０ｋＤ?Ｒ，３０ｋＤ?Ｒ，５０ｋＤ?Ｒ，１００ｋＤ?Ｒ）、原液（ｒＡＡＶ９?Ｋａｌ）并统一稀释至４ｍＬ初始体积，通过ｑＰＣＲ

仪进行滴度相对定量．在统一体积条件下，定量计算ｒＡＡＶ９?Ｋａｌ的回收效率，如表１所示．

由表１可知：ＭＷＣＯ为３，１０，３０，５０，１００ｋＤ的超滤管对ｒＡＡＶ９?Ｋａｌ进行超滤（７５００犵，４℃，１５

ｍｉｎ）后的产品回收率分别为０．９５７０，０．９４１３，０．９１９９，０．８４２０，０．６４２５．鉴于前３者对产品的损伤率

均小于１０％，因此，单纯考虑产品回收率时，在实际ｒＡＡＶ超滤中，以选择 ＭＷＣＯ为３，１０，３０ｋＤ的超

滤管为佳．

表１　ｒＡＡＶ９?Ｋａｌ的回收率测定

Ｔａｂ．１　ＲｅｃｏｖｅｒｙｒａｔｅｏｆｒＡＡＶ９?Ｋａｌｓａｍｐｌｅｓ

样本 靶点 ＣＴ ΔＣＴ ΔΔＣＴ ＲＱ

３ｋＤ?Ｒ Ｋａｌ ２４．６６５３６１ －８．０４４２６３ ０．０６３３５７ ０．９５７０３５

３ｋＤ?Ｐ Ｋａｌ ３２．３１４５１３ －０．３９５１１１ ７．７１２５０９ ０．００４７６７

１０ｋＤ?Ｒ Ｋａｌ ２４．６８９２１８ －８．０２０４０６ ０．０８７２１４ ０．９４１３３９

１０ｋＤ?Ｐ Ｋａｌ ３０．９５０７９３ －１．７５８８３１ ６．３４８７８９ ０．０１２２６９

３０ｋＤ?Ｒ Ｋａｌ ２４．７２３５７４ －７．９８６０５０ ０．１２１５７０ ０．９１９８６８

３０ｋＤ?Ｐ Ｋａｌ ２９．１１６７２２ －３．５９２９０２ ４．５１４７１８ ０．０４３７４６

５０ｋＤ?Ｒ Ｋａｌ ２４．８５０１７１ －７．８５９４５３ ０．２４８１６７ ０．８４１９６５

５０ｋＤ?Ｐ Ｋａｌ ２７．８５１７２１ －４．８５７９０３ ３．２４９７１７ ０．１０５１３２

１００ｋＤ?Ｒ Ｋａｌ ２５．２４０２４５ －７．４６９３７９ ０．６３８２４１ ０．６４２４９６

１００ｋＤ?Ｐ Ｋａｌ ２６．３０６７４３ －６．４０２８８１ １．７０４７３９ ０．３０６７７７

ｒＡＡＶ９?Ｋａｌ Ｋａｌ ２４．６０９１１０ －８．１００５１４ ０ １．００００００

ＮＴＣ Ｋａｌ ３２．７０９６２４ ０ 　　－ 　　－

２．２　狉犃犃犞９?犓犪犾的内毒素去除率

超滤管超滤后，收集不同规格的滤过液、截留液、原液，并统一稀释至４ｍＬ的初始体积，通过鲎试

剂盒测定各自内毒素活力，发现超滤前样品的内毒素活力为３１．００６ｎｋａｔ·ｍＬ－１，经 ＭＷＣＯ为３，１０，

３０，５０，１００ｋＤ的超滤管超滤后截留液的内毒素活力分别为３０．１７３，３０．００６，２８．８９３，２４．００５，１７．５０４

μｋａｔ·Ｌ
－１，其对应的截留率分别为０．９９８７，０．９８７７，０．９８２２６３，０．９４４１，０．７８５８，０．５７３０，而滤过液的

内毒素活力分别为１．０００，３．５０１，４．５０１，６．００１，１０．１６９ｎｋａｔ·ｍＬ－１，其对应的滤过率分别为０．０３２８，

０．１１４６，０．１４７３，０．１９６５，０．３３２９，如图１所示．

图１中：管号１～１０分别为３ｋ?Ｒ，１０ｋ?Ｒ，３０ｋ?Ｒ，５０ｋ?Ｒ，１００ｋ?Ｒ，３０ｋ?Ｐ，１０ｋ?Ｐ，５０ｋ?Ｐ，１００ｋ?Ｐ，３ｋ?Ｐ．

由图１可知：内毒素的滤过率虽然随着 ＭＷＣＯ增大而增大，但基本不能透过 ＭＷＣＯ小于３０ｋＤ的超

滤管，去除效率并不理想，超滤工艺有待进一步优化．

６６ 华 侨 大 学 学 报 （自 然 科 学 版）　　　　　　　　　　　　　　２０１７年
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　　（ａ）内毒素检测实验 （ｂ）内毒素活力统计

图１　ｒＡＡＶ９?Ｋａｌ的内毒素检测

Ｆｉｇ．１　ＥｎｄｏｔｏｘｉｎａｎａｌｙｓｉｓｏｆｒＡＡＶ９?Ｋａｌｓａｍｐｌｅｓ

２．３　超滤工艺的优化及效果

用质量浓度为０．２ｍｇ·ｍＬ
－１的乙二胺四乙酸二钠（ＥＤＴＡ）和质量浓度为５ｍｇ·ｍＬ

－１的脱氧胆

酸钠（ＤＯＣ）预处理ｒＡＡＶ９?Ｋａｌ样品３０ｍｉｎ（冰浴搅拌），再用３，１０，３０ｋＤ的超滤管进行超滤处理，分

析滤过液和截留液中ｒＡＡＶ９?Ｋａｌ的滴度及内毒素的活力变化．结果发现，样品预处理后，超滤管对

ｒＡＡＶ９?Ｋａｌ的滤过性有轻微增加，但对内毒素的滤过性则有显著性增大．

ｒＡＡＶ９?Ｋａｌ回收率及内毒素去除率测定，如表２所示．由表２可知：３，１０，３０ｋＤ的超滤管对样品的

回收率分别为０．９５３０，０．９３８５和０．９１２２，对内毒素的去除率分别为０．７７２３，０．８３１４和０．８７０６．综合

考虑超滤时间、回收率、内毒素去除率等因素，３０ｋＤ超滤管可以作为ｒＡＡＶ９?Ｋａｌ样品超滤纯化的基本

选择．其纯化效果还可以通过进一步优化样品预处理的条件实现进一步优化．

表２　ｒＡＡＶ９?Ｋａｌ回收率及内毒素去除率测定

Ｔａｂ．２　ＲｅｃｏｖｅｒｙｒａｔｅｏｆｒＡＡＶ９?Ｋａｌａｎｄｒｅｍｏｖａｌｒａｔｅｏｆｅｎｄｏｔｏｘｉｎｉｎｓａｍｐｌｅｓ

样本 ＶＧ（ｒＡＡＶ９?Ｋａｌ） ＲＱ（ｒＡＡＶ９?Ｋａｌ） 犮／ｎｋａｔ ＲＱ（内毒素）

３ｋＤ?Ｒ ９．５３×１０１１ ０．９５３０１５ ８．５０２ ０．２２７６８０

３ｋＤ?Ｐ ６．５７×１０９ ０．００６５６８ ２７．５０６ ０．７３６６１１

１０ｋＤ?Ｒ ９．３９×１０１１ ０．９３８５２７ ６．３３５ ０．１６９６４４

１０ｋＤ?Ｐ １．９２×１０１０ ０．０１９２１４ ２９．１７３ ０．７８１２５２

３０ｋＤ?Ｒ ９．１２×１０１１ ０．９１２１５１ ４．８３４ ０．１２９４６５

３０ｋＤ?Ｐ ５．２０×１０１０ ０．０５１９６４ ３２．３４０ ０．８６６０７１

图２　ｒＡＡＶ９?Ｋａｌ的衣壳蛋白检测

Ｆｉｇ．２　Ｃａｐｓｉｄｐｒｏｔｅｉｎａｎａｌｙｓｉｓ

ｏｆｒＡＡＶ９?Ｋａｌｓａｍｐｌｅｓ

２．４　超滤纯化后狉犃犃犞的鉴定

收集不同规格超滤管超滤后的滤过液、截留液、原液并

统一稀释至４ｍＬ初始体积，通过 ＷＢ对各组分进行定性

鉴定，如图２所示．图２中：泳道１～３分别为３ｋＤ?Ｒ，１０ｋＤ?

Ｒ，３０ｋＤ?Ｒ．由图２可知：在超滤条件优化后，ＭＷＣＯ为３，

１０，３０ｋＤ的超滤管超滤后截留液中ｒＡＡＶ９?Ｋａｌ的目的条

带完整（ＶＰ１，ＶＰ２，ＶＰ３）且比例正确（１∶１∶１０）；优化后

的超滤处理并不影响回收对象ｒＡＡＶ９?Ｋａｌ的物理性质．

３　讨论

超滤离心的原理是以特定孔径的微孔滤膜为过滤介质，在一定的离心力作用下，使待处理液体经过

超滤管，迫使小分子物质和溶剂经过膜面进入下部的收集管，而大分子物质被截留从而达到浓缩和分离

的目的［７］．由于此类方法操作简便，对设备要求不高，加上超滤管经再生处理后可重复使用，在注射制剂

中内毒素的去除上已初见成效，但尚未有关其在ｒＡＡＶ产品纯化与内毒素去除方面的研究报道．

通过选用不同截留分子量的超滤管对ｒＡＡＶ９?Ｋａｌ样品进行超滤离心处理，以期获得一种能够实现

产品纯化与内毒素去除的超滤条件．实验结果表明：在７５００犵，４℃，１５ｍｉｎ超滤条件下，ＭＷＣＯ小于

３０ｋＤ的超滤管对ｒＡＡＶ样品具有较高的回收率，最低为０．９１９９，但此时内毒素去除率并不理想，最高

７６第１期　　　　　　　　　　唐明青，等：超滤法在去除重组腺相关病毒中内毒素的应用
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仅为０．０１７８，超滤工艺有待进一步优化．

通过对内毒素自身性质的分析可以发现，内毒素具有化学异源性，来源不同的内毒素形态和相对分

子质量均不确定，相对分子质量变化范围可从几千到几万，而且在水溶液中存在多种分散形态，如胶束

和缔合体，尤其是缔合体的分子质量可达１０００ｋＤ，直径达１０ｎｍ
［８］．

由于ｒＡＡＶ是经过氯化铯梯度离心后的半成品，此时样品中所含内毒素的分子量及物理尺寸与分

离对象ｒＡＡＶ极为相似，因此，样品中残留的内毒素主要以缔合体形式存在
［９］，进而可能导致本实验中

内毒素与ｒＡＡＶ样品的分离效果差．其次，内毒素在Ｇａ２＋等二价阳离子的存在下极容易聚合，而ｒＡＡＶ

在制备过程中正好需要使用一定质量浓度的 ＧａＣｌ２ 及 ＭｇＣｌ２．因此，在超滤优化中尝试采用去污剂

ＤＯＣ及螯合剂ＥＤＴＡ预处理样品，以实现将聚合态内毒素解聚，从而降低其分子量．最终优化后超滤

效果表明：样品预处理后，超滤管对ｒＡＡＶ９?Ｋａｌ的滤过性有轻微增加，但对内毒素的滤过性则有显著性

增大．３０ｋＤ的超滤管对样品的回收率及内毒素去除率分别为０．９１２２和０．８７０６，优化效果明显，可以

作为ｒＡＡＶ９?Ｋａｌ样品超滤纯化的基本选择．

４　结束语

虽然建立了ｒＡＡＶ超滤纯化的初步工艺，但鉴于不同超滤材质的超滤效果存在明显差异
［１０?１１］，离

心型和泵驱动型超滤装置在膜分离动力学方面存在差异［１２］，溶液中蛋白质量浓度和去污剂的质量分数

都可能影响到实际的内毒素清除效果［１３］．在接下来的研究中，将重点开展相关条件的系统优化，以求实

现ｒＡＡＶ样品纯化与内毒素清除的快捷、简单化，为规模化临床级ｒＡＡＶ的制备奠定基础．
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