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摘要：　采用酶联免疫吸附测定（ＥＬＩＳＡ）、实时荧光定量聚合酶链反应（ＱＰＣＲ）和转导方法对重组腺相关病

毒（ｒＡＡＶ）的衣壳滴度、基因组滴度、转导滴度进行定量，并比较衣壳滴度／基因组滴度（Ｐ／ＧＣ）和基因组滴

度／转导滴度（ＧＣ／ＴＵ）．实验结果表明：３批ｒＡＡＶ的平均衣壳滴度为３．６５×１０１３Ｐ·ｍＬ－１，平均基因组滴度

为８．６７×１０１１ＧＣ·ｍＬ－１，平均转导滴度为９．８５×１０９ＴＵ·ｍＬ－１，Ｐ／ＧＣ平均值为４１．７０，ＧＣ／ＴＵ平均值为

８８．２０，Ｐ／ＧＣ和ＧＣ／ＴＵ平均值接近于ＡＡＶ２标准品，说明文中方法的制备工艺成熟、稳定，制备的ｒＡＡＶ感

染活性较高．
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重组腺相关病毒（ｒＡＡＶ）是一种无包膜的单链ＤＮＡ病毒，因自身复制缺陷、基因组结构简单、免疫

原性小等优点，被认为是目前最安全的基因治疗载体之一［１２］．近年来，ｒＡＡＶ载体作为基因治疗载体已
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在遗传性疾病、癌症、干细胞和神经退行性疾病等研究中取得了显著的治疗效果［３６］．目前，世界范围内

有１００余项以ｒＡＡＶ为载体的基因药物已完成或正在进行临床研究
［７］．２０１７年１２月，治疗遗传性视网

膜病变的基因药物Ｌｕｘｔｕｒｎａ上市
［８］，这给基因治疗带来了美好前景．然而，规模化制备和质量控制等因

素制约了ｒＡＡＶ在临床上的应用，尤其是缺少准确、可靠的ｒＡＡＶ滴度定量标准方法，这使不同实验室

的ｒＡＡＶ剂量由于缺少参比标准而无法进行归一化处理．

ｒＡＡＶ滴度分为衣壳滴度、基因组滴度、转导滴度和感染滴度等．目前，临床剂量通常基于ｒＡＡＶ

载体的基因组滴度，准确地定量载体是药物获得最大疗效和最小毒性的前提条件［９］，也是不同工艺和不

同厂家产品横向比较的依据［１０１１］．实时荧光定量聚合酶链反应（ＱＰＣＲ）是常用的ｒＡＡＶ基因组滴度测

定法，但传统的ＱＰＣＲ具有适用范围窄、易产生系统性误差和易受杂质干扰等缺点
［１１１２］；采用酶联免

疫吸附测定（ＥＬＩＳＡ）法测定衣壳滴度的价格昂贵，且无法区分空心病毒；转导滴度受转基因和细胞的限

制，不具有普适性；感染滴度测定需要腺病毒辅助，再提取细胞ＤＮＡ，通过ＱＰＣＲ测定病毒基因组拷贝

数，测定过程繁琐，尚未广泛得到应用．腺相关病毒参比标准事务委员会推荐ＥＬＩＳＡ，ＱＰＣＲ，半数组织

培养感染剂量（ＴＣＩＤ５０）等方法一起使用，作为ｒＡＡＶ检定的测量方法
［１３］．由于ＴＣＩＤ５０的测量过程繁

琐、费时费力，故采用转导方法代替ＴＣＩＤ５０．基于此，本文采用ＥＬＩＳＡ，ＱＰＣＲ和转导方法对实验室制

备的ｒＡＡＶ进行定量．

１　材料与方法

１．１　质粒与细胞株

质粒ｐＣＭＶＩＴＲＧＦＰ，ｐＨ２２，ｐｄｆ６为实验室保存；细胞株２９３Ｔ 购自美国模式菌种收藏中心

（ＡＴＣＣ）．

１．２　主要试剂

ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ试剂盒（美国ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅｒ公司）；ＡＡＶ２ＴｉｔｒａｔｉｏｎＥＬＩＳＡ试剂盒（德国ＰＲＯ

ＧＥＮＢｉｏｔｅｃｈｎｉｋ公司）；ＲＮａｓｅ（北京市庄盟生物科技公司）；氯化铯（德国Ｓｉｇｍａ公司）；Ｂｅｎｚｏｎａｓｅ（德国

Ｍｅｒｋ公司）；聚乙烯亚胺（Ｐｏｌｙｅｔｈｙｌｅｎｉｍｉｎｅ，ＰＥＩ，美国Ｐｏｌｙｓｃｉｅｎｃｅｓ公司）；ＤＭＥＭ，１６４０培养基和胎牛

血清（美国Ｇｉｂｃｏ公司）．

１．３　狉犃犃犞的制备

参照实验室建立的制备ｒＡＡＶ方法，当２９３Ｔ细胞密度为８５％时，进行三质粒共转染，质粒与ＰＥＩ

按照质量比为１∶３进行混合，静置后加入２９３Ｔ细胞中；７２ｈ后收获病毒，进行氯化铯梯度离心分离、

透析和浓缩，制备ｒＡＡＶ，共制备３批ｒＡＡＶ，后续实验每批重复３次．

图１　ｒＡＡＶ标准曲线

Ｆｉｇ．１　ＳｔａｎｄａｒｄｃｕｒｖｅｓｏｆｒＡＡＶ

１．４　犈犔犐犛犃测定狉犃犃犞衣壳滴度

采用ＡＡＶ２ＴｉｔｒａｔｉｏｎＥＬＩＳＡ试剂盒对ｒＡＡＶ进行

定量．首先，将试剂盒中的标准品稀释至１０７～１０
９Ｐ·

ｍＬ－１范围内，以标准样品浓度的对数值（ｌｇ犆ｓ）为横坐标，

以其光密度的对数值（ｌｇ犇）为纵坐标，绘制ｒＡＡＶ标准曲

线（图１）．然后，将ｒＡＡＶ２原液进行稀释，按照说明书进

行操作，酶标仪读取光密度 犇４５０，通过标准曲线计算

ｒＡＡＶ２衣壳滴度．

１．５　犙犘犆犚测定狉犃犃犞基因组滴度

以 ＧＦＰＦ５′ＧＡＧＣＧＣＡＣＣＡＴＣＴＴＣＴＴＣＡＡ３′；ＧＦ

ＰＲ５′ＴＣＣＴＴＧＡＡＧＴＣＧＡＴＧＣＣＣＴＴ３′为引物，以ＳＹＢ

ＲＧｒｅｅｎ为染料，反应体系为２５μＬ，反应条件为９４℃变性２０ｓ，６０℃退火延伸４０ｓ，４０个反应循环．

１．６　转导滴度的测定

制备２９３Ｔ细胞悬液密度为１×１０５个·ｍＬ－１，按照１００μＬ·孔
－１接种至９６孔板，待细胞贴壁后加

入ｒＡＡＶ；取１０μＬ病毒原液，按１０倍进行梯度稀释，取１０μＬ稀释后的ｒＡＡＶ加入９６孔板中；４ｈ后，
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更换为新鲜培养液并添加丁酸钠；２４ｈ后，观察荧光表达情况，在最高稀释梯度的孔中计算绿色荧光细

胞数目，可得ｒＡＡＶ的转导滴度．

２　结果与分析

２．１　狉犃犃犞衣壳滴度

ｒＡＡＶ标准曲线的回归方程为狔＝０．９１５狓－８．０３２，相关系数犚
２＝０．９９８，根据标准曲线计算３批

包装、纯化的ｒＡＡＶ的衣壳滴度，结果如表１所示．表１中：ＳＤ为标准差．由表１计算可知：３批ｒＡＡＶ

平均衣壳滴度为３．６５×１０１３Ｐ·ｍＬ－１；不同批次制备得到的ｒＡＡＶ 产量相差２倍左右，这是因为

ｒＡＡＶ在制备过程中受到细胞状态、数目、转染条件和纯化工艺等的影响．

表１　不同批次的ｒＡＡＶ衣壳滴度

Ｔａｂ．１　ＰａｒｔｉｃｌｅｔｉｔｅｒｓｏｆｒＡＡＶｉｎｄｉｆｆｅｒｅｎｔｂａｔｃｈｅｓ　　　　　　　 　　　Ｐ·ｍＬ－１

批次
衣壳滴度

第１次 第２次 第３次
衣壳滴度平均值 ＳＤ

１ ３．５１×１０１３ ３．７２×１０１３ ３．４３×１０１３ ３．５５×１０１３ １．５０×１０１２

２ １．６４×１０１３ １．７５×１０１３ １．８９×１０１３ １．６９×１０１３ １．４０×１０１２

３ ５．８１×１０１３ ５．２３×１０１３ ６．０９×１０１３ ５．７１×１０１３ ４．３０×１０１２

２．２　狉犃犃犞基因组滴度

以质粒ｐＡＭＧＥＧＦＰ为标准品，绘制ＱＰＣＲ扩增曲线和标准曲线，如图２所示．图２中：Δ犚狀 为产

物的荧光值；犆为循环次数；犆ｔ为扩增过程中，扩增产物的荧光信号达到设定的阈值时，荧光值对应的

ＰＣＲ循环次数；犚２＝０．９９８．依据标准曲线计算３批ｒＡＡＶ基因组滴度，结果如表２所示．由表２计算可

知：３批ｒＡＡＶ平均基因组滴度为８．６７×１０１１ＧＣ·ｍＬ－１．ＥＬＩＳＡ方法测得的ｒＡＡＶ不仅包括实心病

毒、空心病毒，还包括不完整病毒．因此，ＥＬＩＳＡ测定的衣壳滴度一般比基因组滴度大，衣壳滴度与基因

组的比值Ｐ／ＧＣ能体现ｒＡＡＶ在包装和纯化过程中的工艺优劣．腺相关病毒参比标准事务委员会推出

ＡＡＶ２标准品的Ｐ／ＧＣ为２８，而实验室制备的３批ｒＡＡＶ的Ｐ／ＧＣ分别为４２．１６，４０．３３，４２．６１（平均值

为４１．７０），与ＡＡＶ２标准品的Ｐ／ＧＣ较为接近．

　　　　（ａ）ＱＰＣＲ扩增曲线　　　　　　　　　　　　　（ｂ）ＱＰＣＲ标准曲线

图２　ＱＰＣＲ扩增曲线与标准曲线

Ｆｉｇ．２　ＱＰＣＲａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎｃｕｒｖｅｓａｎｄｓｔａｎｄａｒｄｃｕｒｖｅｓ

表２　不同批次的ｒＡＡＶ基因组滴度

Ｔａｂ．２　ＧｅｎｏｍｅｔｉｔｅｒｓｏｆｒＡＡＶｉｎｄｉｆｆｅｒｅｎｔｂａｔｃｈｅｓ　　 　　　　　　　ＧＣ·ｍＬ－１

批次
基因组滴度

第１次 第２次 第３次
基因组滴度平均值 ＳＤ

１ ８．３２×１０１１ ８．８２×１０１１ ８．１９×１０１１ ８．４２×１０１１ ３．５７×１０１０

２ ３．９１×１０１１ ４．１６×１０１１ ４．４９×１０１１ ４．１９×１０１１ ２．９０×１０１０

３ １．３７×１０１２ １．２４×１０１２ １．４２×１０１２ １．３４×１０１２ ９．５７×１０１０

２．３　狉犃犃犞转导滴度

以感染复数（ＭＯＩ）为２５０∶１，５００∶１，１０００∶１分别转导 Ｈｅｌａ细胞，其荧光表达情况，如图３所

示．由图３可知：随着 ＭＯＩ增大，表达绿色荧光的细胞数目增多．ｒＡＡＶ经过稀释后转导２９３Ｔ细胞，观

９０５第４期　　　　　　　　　　　王晓，等：重组腺相关病毒基因药物三种滴度的比较与分析
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察表达ＧＦＰ细胞数目，统计分析得到ｒＡＡＶ转导滴度，如表３所示．由表３计算可知：３批ｒＡＡＶ平均

转导滴度为９．８５×１０９ＴＵ·ｍＬ－１．基因组滴度与转导滴度的比值ＧＣ／ＴＵ可反映ｒＡＡＶ的转染、亲嗜

和表达能力的优劣，ＧＣ／ＴＵ越小，则能力越强．腺相关病毒参比标准事务委员会推出ＡＡＶ２标准品的

ＧＣ／ＴＵ为６４．４，实验室制备的３批ｒＡＡＶ的ＧＣ／ＴＵ分别为８８．４５，８８．５８，８７．５８（平均值为８８．２０），

与ＡＡＶ２标准品的ＧＣ／ＴＵ较为接近．

（ａ）ＭＯＩ＝２５０∶１　　　　　　　　（ｂ）ＭＯＩ＝５００∶１　　　　　　　（ｃ）ＭＯＩ＝１０００∶１　

图３　ｒＡＡＶＧＦＰ转导荧光表达情况

Ｆｉｇ．３　ＴｒａｎｓｄｕｃｔｉｏｎｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓｉｔｕａｔｉｏｎｏｆｒＡＡＶＧＦＰ

表３　不同批次的ｒＡＡＶ转导滴度

Ｔａｂ．３　ＴｒａｎｓｄｕｃｔｉｏｎｔｉｔｅｒｓｏｆｒＡＡＶｉｎｄｉｆｆｅｒｅｎｔｂａｔｃｈｅｓ　　　　　　　　ＴＵ·ｍＬ－１

批次
转导滴度

第１次 第２次 第３次
转导滴度平均值 ＳＤ

１ ９．４１×１０９ ９．９７×１０９ ９．１８×１０９ ９．５２×１０９ ４．０４×１０８

２ ４．４２×１０９ ４．７０×１０９ ５．０７×１０９ ４．７３×１０９ ３．３６×１０８

３ １．５５×１０１０ １．４１×１０１０ １．６２×１０１０ １．５３×１０１０ １．０７×１０９

３　讨论

目前，多数实验室对ｒＡＡＶ滴度定量采用ＱＰＣＲ方法，但ＱＰＣＲ只能测定ｒＡＡＶ包裹的基因组，

无法测定空壳ｒＡＡＶ，而空壳ｒＡＡＶ 不仅不会表达转基因，反而会引起免疫反应
［１４２０］．文中利用

ＥＬＩＳＡ，ＱＰＣＲ和转导方法，分别测定ｒＡＡＶ的衣壳滴度、基因组滴度和转导滴度，并计算其Ｐ／ＧＣ平

均值为４１．７０，ＧＣ／ＴＵ平均值为８８．２０，这与ＡＡＶ２标准品的Ｐ／ＧＣ，ＧＣ／ＴＵ较为接近
［２１］，表明制备的

ｒＡＡＶ质量与标准品相当．

ｒＡＡＶ基因药物的临床研究已充分证实其具有有效性和安全性，但临床试验仍发现ｒＡＡＶ衣壳蛋

白会引起严重的细胞免疫毒性．建立完整的ｒＡＡＶ基因药物的质量控制体系，降低免疫反应，需要保证

ｒＡＡＶ转基因药效的同时尽量减少剂量
［１６］，这要求ｒＡＡＶ的纯度高、空壳少、亲嗜性高．单一的基因组

滴度或转导滴度无法反映ｒＡＡＶ的质量标准，因此，在ｒＡＡＶ质量标准建立时，需要测定ｒＡＡＶ的衣壳

滴度、基因组滴度和转导滴度，文中研究为ｒＡＡＶ质量标准的建立提供了一种新的思路．
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