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腺病毒ＣＮＨＫ２００ｈＥｎｄｏｓｔａｔｉｎ质量控制方法的研究

薛惠斌，施军霞，朱文川，陈　敏，钱其军

（第二军医大学东方肝胆外科医院基因病毒治疗实验室，上海２００４３８）

［摘要］　目的：建立基因病毒治疗系统ＣＮＨＫ２００ｈＥｎｄｏｓｔａｔｉｎ的质量控制方法。方法：分别建立腺病毒蛋白鉴定、腺病毒

基因组鉴定、人内皮抑素（ｈＥｎｄｏｓｔａｔｉｎ）基因鉴定、人内皮抑素表达量检测、腺病毒颗粒数测定、腺病毒滴度和比滴度测定、纯度

测定、野生型腺病毒（ＡｄＷＴ）检测、残余宿主ＤＮＡ含量检测和牛血清蛋白残余量检测等腺病毒质量控制项目的方法，并对纯

化的腺病毒样品进行初步检测。结果：建立用ＳＤＳＰＡＧＥ方法对腺病毒进行蛋白鉴定，用限制性内切酶图谱分析的方法对腺

病毒进行基因组鉴定，用ＰＣＲ方法鉴定人内皮抑素基因，用ＥＬＩＳＡ方法检测人内皮抑素表达量，用Ｄ２６０法和 ＨＰＬＣ方法进行

腺病毒颗粒数测定，用Ｄ２６０／Ｄ２８０方法和 ＨＰＬＣ方法进行纯度检测，用ＰＣＲ方法进行野生型腺病毒检测，用杂交方法进行残余

宿主ＤＮＡ含量检测，用反向间接血凝实验测定牛血清蛋白残余量。结果表明建立的方法可有效应用于腺病毒样品检测，并且

我们制备的纯化腺病毒样品均符合要求。结论：基本建立了腺病毒ＣＮＨＫ２００ｈＥｎｄｏｓｔａｔｉｎ的质量控制方法，改良的应用

ＨＰＬＣ对腺病毒颗粒数进行定量检测的方法准确迅速，优于传统方法。应用建立的方法对纯化的腺病毒样品进行检测，基本

符合临床应用要求。
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　　随着我国第一个基因治疗药物重组人ｐ５３腺病毒注射

液 （ｇｅｎｄｉｃｉｎｅ）开发成功并推向市场［１］，基因治疗药物再度成

为公众媒体和专业人员注视的焦点，而其质量控制则成为影

响其临床应用的关键因素。但是目前对于基因治疗药物的

质量控制还没有非常明确、细致和统一的标准。我国在２００３

年颁布了《人基因治疗研究和制剂质量控制技术指导原

则》［２］，对重组腺病毒产品的质量控制方法进行了简单的描

述。我们依据该指导原则并参考国外相关文献，对基因病
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毒治疗产品ＣＮＨＫ２００ｈＥｎｄｏｓｔａｔｉｎ进行了质量控制方法的

研究。

１　材料和方法

１．１　载体、病毒和细胞系　载体ｐＸＣ１购自加拿大Ｍｉｃｒｏｂｉｘ

Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍ 公 司，ｐＸＣ７ＣｈＥｎｄｏ 为 本 室 构 建。腺 病 毒

ＣＮＨＫ２００ｈＥｎｄｏｓｔａｔｉｎ由本室构建，构建方法见参考文

献［３］。２９３细胞购自ＡＴＣＣ。

１．２　试剂和设备　各种常规生化试剂购自上海生工生物工

程有限公司，各种限制性内切酶、ＴａｑＤＮＡ聚合酶、ＤＮＡ和

蛋白分子量标准品等分别购于 ＮＥＢ和Ｐｒｏｍｅｇａ公司，病毒

ＤＮＡ提取试剂盒购自Ｑｉａｇｅｎ公司，人内皮抑素ＥＬＩＳＡ试剂

盒购自ＣｈｅｍｉｃｏｎＩｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌ公司。探针标记试剂盒购自

Ｒｏｃｈｅ公司。细胞培养液ＤＭＥＭ 购自 ＧｉｂｃｏＢＲＬ公司，胎

牛血清（ＦＢＳ）购自 Ｈｙｃｌｏｎｅ公司。ＨＰＬＣ 系统为 Ｗａｔｅｒｓ

１５２５泵和２４８７检测器，控制和分析软件为 ＷａｔｅｒｓＢｒｅｅｚｅ，

阴离子交换色谱分析柱ＲｅｓｏｕｒｃｅＱ购自Ａｍｅｒｓｈａｍ公司。

１．３　腺病毒蛋白鉴定 　采用ＳＤＳＰＡＧＥ蛋白电泳进行鉴

定［４］。制备分离胶和浓缩胶，将待检样品与样品缓冲液按

３１的比例混匀，１００℃水浴３～５ｍｉｎ，待浓缩胶聚合后进行

加样。以恒流１０ｍＡ开始电泳，至待检样品进入分离胶后

将电流调至２０ｍＡ，直至电泳结束。凝胶用考马斯亮蓝染色

法染色过夜，浸入脱色液中脱色，将染色完毕的凝胶放入成

像系统中摄像。

１．４　腺病毒基因组鉴别　采用ＱｉａｇｅｎＤＮＡＢｌｏｏｄＭｉｎｉＫｉｔ
抽提腺病毒ＤＮＡ，分别用内切酶ＥｃｏＲⅠ、ＨｉｎｄⅢ、ＸｂａⅠ和

ＸｈｏⅠ进行酶切，并与理论值比较。

１．５　表达基因鉴别　应用ＰＣＲ方法扩增基因ｈＥｎｄｏｓｔａｔｉｎ，

上游引物５′ＴＣＣＡＣＣＴＧＧＴＴＧＣＧＣＴＣＡＡＣＡＧ３′，下

游引物 ５′ＡＧＣ ＡＣＧ ＡＴＧ ＴＡＧ ＧＣＧ ＴＧＡ ＴＧＧ Ｃ３′。

ＰＣＲ扩增条件：９５℃２ｍｉｎ；９４℃１５ｓ、４５℃３０ｓ、７２℃１ｍｉｎ
扩增３０个循环；７２℃１０ｍｉｎ。扩增后以质粒ｐＸＣ７ＣｈＥｎｄｏ
为阳性对照进行电泳鉴定。

１．６　腺病毒颗粒数测定　腺病毒颗粒数测定的传统方法为

根据Ｄ２６０进行计算［５］，用０．１％ＳＤＳ溶液裂解病毒后测定

Ｄ２６０值，根据公式［病毒颗粒数（ｖｐ／ｍｌ）＝Ｄ２６０×稀释倍数×

１．１×１０１２］计算病毒颗粒数。此外我们参考文献［６］建立了

ＨＰＬＣ测定腺病毒颗粒的方法。色谱条件为：ＲｅｓｏｕｒｃｅＱ色

谱柱，样品量２０μｌ，检测波长为２６０ｎｍ，梯度洗脱条件为：流

动相Ａ液（０．０２ｍｏｌ／ＬＴｒｉｓ·ＨＣｌ，ｐＨ８．０）→７０％Ｂ液

（０．０２ｍｏｌ／ＬＴｒｉｓ·ＨＣｌ，０．１ｍｏｌ／ＬＮａＣｌ，ｐＨ８．０），３→２１

ｍｉｎ，流速１ｍｌ／ｍｉｎ。取已经通过Ｄ２６０法定量的一个腺病毒

纯化样品，按照１１、１５、１１０、１２５、１１２５用 Ａ液进

行稀释配制５个不同浓度梯度，分别进样重复测定３次，以

病毒颗粒数对峰面积和峰高分别作线性回归。

１．７　腺病毒滴度和比滴度测定　按照文献［４］采用ＴＣＩＤ５０

法测定腺病毒滴度，腺病毒比滴度＝滴度／颗粒数。

１．８　纯度检测　纯度检测的常用方法是Ｄ２６０／Ｄ２８０法［５］，按

照测定腺病毒颗粒数的方法同样检测腺病毒的Ｄ２８０，然后计

算Ｄ２６０／Ｄ２８０比值。ＨＰＬＣ检测纯度的操作和方法与检测病

毒量的步骤相同，在得到图谱后应用Ｂｒｅｅｚｅ软件对色谱图进

行分析，分别计算腺病毒的峰面积和总峰面积，按面积归一

化法计算样品纯度，计算公式为：纯度＝腺病毒峰面积／总峰

面积×１００％。

１．９　内皮抑素表达量测定　采用 ＥＬＩＳＡ 法。在２ｍｌ

ＤＭＥＭ培养液中，用５×１０６ｐｆｕ病毒感染５×１０５ 个２９３细

胞，培养７２ｈ后测定上清液中内皮抑素浓度。ＥＬＩＳＡ操作

按照试剂盒说明书进行。

１．１０　野生型腺病毒（ＡｄＷＴ）检测［７］　采用 Ｑｉａｇｅｎ试剂盒

抽提腺病毒ＤＮＡ，以腺病毒Ｅ１Ｂ区两端序列为引物，应用

ＰＣＲ方法扩增腺病毒 Ｅ１Ｂ区。Ｅ１Ｂ上游引物为５′ＴＡＡ

ＧＣＴＴＣＴＡＴＧＧＧＴＴＴＡ３′，下游引物为５′ＴＣＣＡＧＡ

ＴＣＴＴＣＡＴＧＧＴＣＡＴＧ３′。ＰＣＲ反应条件：９５℃２ｍｉｎ；

９４℃１５ｓ、４５℃ ３０ｓ、７２℃ １ ｍｉｎ扩增 ３０ 个循环；７２℃

１０ｍｉｎ。反应完成后电泳检测。

１．１１　残余宿主 ＤＮＡ 含量检测　采用 Ｒｏｃｈｅ公司 ＤＩＧ

ＨｉｇｈＰｒｉｍｅＤＮＡＬａｂｅｌｉｎｇａｎｄＤｅｔｅｃｔｉｏｎＫｉｔⅡ进行探针标

记，将标记探针与待测样品中的ＤＮＡ分子进行杂交，点膜后

通过免疫反应与抗体复合物结合进行显色检测。

１．１２　牛血清蛋白残余量检测　采用中国药品生物制品检

定所的残余牛血清蛋白含量检测试剂盒进行反向间接血凝

实验，按照试剂盒说明书进行操作。

２　结　果

２．１　腺病毒蛋白鉴定　见图１。在１５μｇＣＮＨＫ２００ｈＥｎ

ｄｏｓｔａｔｉｎ电泳图上可以清晰地看到腺病毒的８个蛋白条带，

和相关文献［４］的报道一致，并且也与对照病毒ＣＮＨＫ２００一

致。

图１　腺病毒ＳＤＳＰＡＧＥ图

Ｆｉｇ１　ＳＤＳＰＡＧＥａｎａｌｙｓｉｓｏｆａｄｅｎｏｖｉｒａｌｐｒｏｔｅｉｎ
１：Ｍａｒｋｅｒ；２６：ＣＮＨＫ２００ｈＥｎｄｏｓｔａｔｉｎｓａｍｐｌｅｓ（１０，５，２，１，１５μｇ）；

７：ＣＮＨＫ２００ｓａｍｐｌｅ（１０μｇ）
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２．２　腺病毒基因组鉴别　ＣＮＨＫ２００ｈＥｎｄｏｓｔａｔｉｎ经分别酶

切后，酶切分析结果与理论值基本一致，而且没有出现其他

杂质ＤＮＡ条带（图２），说明腺病毒样品完全符合鉴定要

求。　　　

图２　腺病毒基因组电泳鉴定图

Ｆｉｇ２　ＥｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓａｎａｌｙｓｉｓｏｆａｄｅｎｏｖｉｒａｌｇｅｎｏｍｉｃＤＮＡ
１４：ＣＮＨＫ２００ｈＥｎｄｏｓｔａｔｉｎｇｅｎｏｍｉｃＤＮＡｄｉｇｅｓｔｅｄｂｙＸｈｏⅠ，Ｘｂａ

Ⅰ，ＨｉｎｄⅢａｎｄＥｃｏＲⅠ，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ；５：λＤＮＡ／（ＥｃｏＲⅠ＋ＨｉｎｄⅢ）

２．３　表达基因鉴别　人内皮抑素基因的长度为４８７ｂｐ，图３
中所示表明在腺病毒ＣＮＨＫ２００ｈＥｎｄｏｓｔａｔｉｎ中含有人内皮

抑素基因。

图３　人内皮抑素基因ＰＣＲ鉴定结果

Ｆｉｇ３　ＰＣＲａｎａｌｙｓｉｓｏｆｈＥｎｄｏｓｔａｔｉｎ

ｇｅｎｅｉｎＣＮＨＫ２００Ｅｎｄｏｓｔａｔｉｎ
１：λＤＮＡ／（ＥｃｏＲⅠ＋ＨｉｎｄⅢ）；２：ＣＮＨＫ２００ｈＥｎｄｏｓｔａｔｉｎｓａｍｐｌｅ；

３：ＰｌａｓｍｉｄｐＸＣ７ＣｈＥｎｄｏａｓｐｏｓｉｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌ；４：Ｎｅｇａｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌ

２．４　腺病毒颗粒数测定　Ｄ２６０法测得的腺病毒颗粒数为

１．３８×１０１２ｖｐ／ｍｌ，对５个浓度梯度的腺病毒样品每个均取

２０μｌ进行 ＨＰＬＣ检测，重复测定３次，将３次测定值的平均

值作为最终值。经Ｅｘｃｅｌ统计处理，分别获得峰高定量和峰

面积定量的回归方程式和回归系数：ｙ（病毒颗粒数）＝

２７２１７４ｘ（峰高）＋５×１０８，相关系数０．９９９６；ｙ（病毒颗粒

数）＝１３５０８ｘ（峰面积）＋６×１０８，相关系数０．９９９５。这两

种定量方法在病毒浓度为１．４４×１０１０～１．８×１０１２ｖｐ／ｍｌ范

围内均有非常好的线性关系。

２．５　腺病毒滴度和比滴度测定　腺病毒滴度为４．５×１０１０

ｐｆｕ／ｍｌ，比滴度为３．２６％，基本达到ＦＤＡ关于腺病毒比滴

度＜３．３％的要求［８］。

２．６　纯度检测　测得Ｄ２６０为０．６１４、Ｄ２８０为０．５０２，Ｄ２６０／Ｄ２８０
比值为１．２２。一般要求腺病毒样品的Ｄ２６０／Ｄ２８０为１．２～１．３
之间［８］，表明我们得到的腺病毒样品的纯度符合要求。我们

用 ＨＰＬＣ方法对腺病毒样品进行检测，按照面积归一法计算

纯度，结果为 ９９．６３％，完全达到实验和临床应用的需

要。　　　　　
２．７　人内皮抑素表达量 　经检测，２９３细胞上清中人内皮

抑素表达量为１２０６ｎｇ／ｍｌ。

２．８　野生型腺病毒（ＡｄＷＴ）检测　野生型腺病毒阳性对照

为含有整个Ｅ１区序列的腺病毒质粒ｐＸＣ１，ＰＣＲ结果（图４）

阳性对照为５３４ｂｐ大小，样品为阴性，表明在样品中未检测

到野生型腺病毒污染。

图４　野生型腺病毒ＰＣＲ检测图

Ｆｉｇ４　ＤｅｔｅｃｔｉｏｎｏｎＡｄＷＴｂｙＰＣＲ
１：ＰｌａｓｍｉｄｐＸＣ１ａｓｐｏｓｉｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌ；２：ＣＮＨＫ２００ｈＥｎｄｏｓｔａｔｉｎ；

３：λＤＮＡ／（ＥｃｏＲⅠ＋ＨｉｎｄⅢ）

２．９　残余宿主ＤＮＡ含量检测　结果见图５，阳性对照可检

测到１ｐｇ杂交标记物，而样品中检测到的宿主细胞ＤＮＡ含

量为１ｐｇ／ｍｌ，甚至低于１ｐｇ／ｍｌ，远远低于国家相关标准中

不得高于１０ｎｇ／ｍｌ的规定［９］，完全符合临床实验的要求。

图５　残余宿主ＤＮＡ杂交图

Ｆｉｇ５　Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎｏｎｒｅｓｉｄｕａｌｇｅｎｏｍｉｃ

ＤＮＡｏｆｈｏｓｔｃｅｌｌｂｙｓｌｏｔｂｌｏｔ
Ｄ１Ｄ４：１ｎｇ，１００ｐｇ，１０ｐｇ，ａｎｄ１ｐｇｇｅｎｏｍｉｃＤＮＡｏｆ２９３ｃｅｌｌ．Ａ，Ｂ：

Ｎｅｇａｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌ；Ｃ，Ｄ：ＣＮＨＫ２００ｈＥｎｄｏｓｔａｔｉｎ

２．１０　牛血清蛋白残余量　应用制备的腺病毒ＣＮＨＫ２００

ｈＥｎｄｏｓｔａｔｉｎ进行检测，测得样品中牛血清蛋白含量为１２．５

ｎｇ／ｍｌ，低于国家对于生物制品的规定［９］。
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３　讨　论

　　ＣＮＨＫ２００ｈＥｎｄｏｓｔａｔｉｎ是应用肿瘤特异性增殖腺病毒

ＣＮＨＫ２００携带了可抑制肿瘤新生血管生长的内皮抑素构建

而成。我们的实验证实，它可以特异性靶向肿瘤细胞并大量

复制，一方面直接导致了被感染肿瘤细胞的裂解、死亡，另一

个重要的意义是使人内皮抑素基因可以随着病毒的大量复

制在肿瘤组织内得到高水平的表达。增殖型腺病毒载体介

导的基因治疗具有肿瘤病毒治疗和基因治疗的双重优势，通

过病毒和基因协同作用可进一步提高对肿瘤的治疗效果［８］。

正因为如此，该病毒具有良好的临床应用前景。

　　重组腺病毒产品 ＣＮＨＫ２００ｈＥｎｄｏｓｔａｔｉｎ由载体 ＤＮＡ
和治疗基因所构成，其基本质量指标包括鉴别实验和效力实

验。在本研究中，我们用ＳＤＳＰＡＧＥ方法对腺病毒进行蛋

白鉴定，用限制性内切酶图谱分析的方法对腺病毒进行

ＤＮＡ鉴定，结果表明样品均符合腺病毒要求。用限制性酶

切图谱分析法进行病毒基因组鉴定时，以往较多使用 Ｈｉｎｄ

Ⅲ单个酶切进行，由于 ＨｉｎｄⅢ酶切后产生的 ＤＮＡ条带较

多，而且有些条带十分接近，无法真正区分开来，因此我们又

引入了ＥｃｏＲⅠ、ＸｂａⅠ、ＸｈｏⅠ三个酶，通过对多个酶切图谱

的分析比较，更能确定腺病毒基因组的正确性，这样的处理

大大提高了该方法的准确度。应用ＰＣＲ的方法来鉴定内皮

抑素基因是否存在于该腺病毒ＤＮＡ中，对于其表达情况和

生物活性则使用ＥＬＩＳＡ的方法，结果表明该基因存在于该

腺病毒ＤＮＡ中并在细胞中能够成功表达，具有生物活性。

　　除了进行病毒和基因的鉴定，还必须对病毒质量和病毒

数量以及纯度进行质量监测。传统的病毒颗粒数检测仍然

存在技术上的缺陷，要求病毒有较高的浓度和纯度，否则计

算出来的结果是不准确的。我们建立了用 ＨＰＬＣ检测病毒

颗粒数的方法，不仅对于样品的要求低，而且即使样品中混

有蛋白和ＤＮＡ杂质也能得到有效的区分，使病毒颗粒数的

计算更为准确和稳定。虽然这种方法仍需要进一步严格的

方法验证，但此方法相对传统方法来说无疑具有更大优越

性。病毒感染性活性的检测是用生物学的方法，目前应用最

多的是ＴＣＩＤ５０测定法。由于生物学方法受到许多可变因素

的影响，因而结果往往稳定性和重复性都较差。我们对

ＴＣＩＤ５０测定法进行改良，规定每个样品由２名技术人员分别

测定２次，取其平均值作为最终结果，这样的处理方法使得

我们的腺病毒滴度测定结果更为稳定。纯度检测常用Ｄ２６０／

Ｄ２８０比值分析，但属于相对定量，无法准确获知纯度情况。

我们建立的 ＨＰＬＣ分析法能直接计算腺病毒的纯度，测定准

确而迅速。用 ＨＰＬＣ方法对纯化的腺病毒ＣＮＨＫ２００ｈＥｎ

ｄｏｓｔａｔｉｎ进行纯度检测，结果达到９９％，完全达到临床应用

的要求。

　　腺病毒产品通常需要进行 ＲＣＡ（复制型腺病毒）检测，

但由于我们应用的是能在肿瘤细胞中特异性增殖的腺病毒，

因而常规的ＲＣＡ检测方法并不适用。我们建立ＰＣＲ方法

对野生型腺病毒进行检测，扩增腺病毒 ＣＮＨＫ２００ｈＥｎ

ｄｏｓｔａｔｉｎ中部分缺失而野生型腺病毒中仍然保存的Ｅ１Ｂ区。

结果表明，这种方法完全可以用于检测野生型腺病毒基因组

的存在，而进行检测的腺病毒产品 ＣＮＨＫ２００ｈＥｎｄｏｓｔａｔｉｎ
并未检测到野生型腺病毒。虽然这种方法简单易行，但其灵

敏度仍需要进一步确认。

　　残余宿主ＤＮＡ含量和残余牛血清蛋白含量是腺病毒杂

质检测中重要的两项，对于未来临床应用的安全性具有重要

意义。在本研究中应用地高辛标记的探针对腺病毒样品进

行杂交检测，这种方法的灵敏度高，可以检测到１ｐｇ／ｍｌ的

ＤＮＡ。由于细胞、病毒培养液中均含有胎牛血清，所以经纯

化过程中得到的腺病毒原液可能含有微量的牛血清存在，牛

血清属于异体蛋白注入人体后会产生过敏反应，所以应对原

液的牛血清残余量进行检测，杂质限度为≤５０ｎｇ／ｍｌ。残余

牛血清蛋白含量测定应用中国药品生物制品检定所提供的

常规检测试剂和方法，方法简单，易于掌握，结果稳定，可用

于腺病毒的质量控制。

　　基因治疗产品的质量控制原则与一般生物制品基本相

同，但由于其本身种类、组成和性质的复杂性和特殊性，有些

项目是传统的质量控制方法所无法适用的，需要研究者参考

相关标准进行探索和确立。腺病毒作为应用最为广泛的基

因治疗载体，其质量控制方法的研究将会对其临床应用起到

很好的推动作用［１０］。同时，建立良好的质量控制方法对于

腺病毒生产、纯化方法的改良也会起到很好的促进作用。
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