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摘要  利用 2型腺病毒伴随病毒(adeno-associated virus type 2, AAV-2)能够抵抗氯仿的特性, 采用

“氯仿处理-PEG/NaCl沉淀-氯仿抽提” 3个步骤分离 浓缩和纯化重组腺病毒伴随病毒(recombinant

adeno-associated virus, rAAV), 整个纯化过程可在 4 h内完成. 最终从 5个转瓶生长的 4 109个载

体生产细胞中可得到 5 1013 病毒颗粒/mL, SDS-聚丙烯酰胺凝胶结果表明, rAAV 的纯度大于

95%, 电子显微镜下绝大多数病毒颗粒的结构完整. 纯化后的 rAAV 仍保持较强的感染性, 其感

染性滴度达到 2 1012 转导单位(transducing unit, TU)/mL, 总的病毒颗粒数与感染性病毒颗粒数

的比值为 25. 为 rAAV 大规模生产后的纯化提供了一种简便 快速 低成本的方法.

关键词  重组腺病毒伴随病毒  氯仿  纯化

由 2 型腺病毒伴随病毒(AAV-2)改造而来的重组腺病毒伴随病毒(rAAV)是一种安全 有

效的基因转移载体 , 已用于多种人类疾病的基因治疗研究. 然而长期以来 , 大量 高纯度的

rAAV一直难以获得, 使其应用受到了限制. 近两年来, rAAV的大规模制备策略有了突破性进

展 .  伍志坚和 Conway 等人 [ 1 ,  2 ]先后构建了具有 rAAV 包装功能的重组 1 型单纯疱疹病毒

(recombinant herpes simplex virus type 1, rHSV-1), 以此感染携带 rAAV前病毒的载体细胞株, 可方

便地实现 rAAV的大规模生产. 但是, 在 rAAV的纯化方面目前仍然缺乏高效 简便 低成本的

方法. 常规的方法是采用硫酸铵浓缩 氯化铯密度梯度离心进行纯化[3], 这种方法费时 步骤繁

琐 回收率低. 由于已初步鉴定出硫酸乙酰肝素蛋白多糖(heparin sulfate proteoglycan)是细胞膜上

AAV-2的受体[4], 特异性识别成熟 AAV-2毒粒的单克隆抗体也已成功制备[5], 因此, 利用肝素亲

和层析[6,7]或免疫亲和层析[8]可以高效地纯化 rAAV, 但这类方法费用较高, 不易推广. 本研究充分

利用了 AAV-2 的外壳能够抵抗氯仿的性质 ,  采用氯仿处理 -P E G/  N a C l 沉淀 -氯仿抽提

3个步骤, 提供了一种快速 简便 高效地分离 浓缩和纯化 rAAV的新方法.

1  材料与方法

( ) 主要实验材料.  含有绿色荧光蛋白(green fluorescent protein, GFP)基因的 rAAV 载

体质粒 pSNAV-GFP 为我们课题组将 pGREEN-LANTERN(GIBCO/BRL)上的 GFP 基因插入

pSNAV 载体[9]的多克隆位点构建而成(待发表资料). HeLa 细胞购自 ATCC. BHK/SG1 细胞为

我们课题组先前建立的含 GFP 基因表达盒的 AAV 载体细胞株. 上述细胞均用含 10%胎牛血清

的 RPMI 1640 培养液培养. 具有 AAV 复制和包装功能的重组 1 型单纯疱疹病毒 HSV1-

rc/∆UL2 为我们先前重组产生[1], 在 BHK-21 细胞上传代 扩增. 用于细胞大规模培养的转瓶

(110 mm 480 mm)及转瓶机为 Wheaton公司产品.

( ) 表达 GFP 的 rAAV(rAAV-GFP)的生产.  将 BHK/SG1 细胞扩大培养后接种到 5 个转

瓶中, 培养液体积为每个转瓶 200 mL. 细胞长满后(共约 4 109个细胞)将培养液倾出, 加 10 mL
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辅助病毒 HSV-rc/ UL2(MOI 0. 1), 低速转动吸附病毒 2 h. 每个转瓶加 200 mL无血清 1640

培养液37 低速转动培养. 为避免纯化时体积过大, 24~36 h后, 将每个转瓶中的液体弃去100 mL.

继续培养 24~48 h 直到细胞完全病变 容易脱落时, 盖紧瓶盖剧烈振摇, 将瓶壁上的细胞全

部洗脱至培养液中. 收集合并 5个转瓶的培养物.

( ) rAAV 的纯化.  步骤见图 1. 将收集的培养物定义为初始物. 加入 1/10 体积的氯仿,

置于 37 摇床中剧烈振摇 1 h, 加入固体氯化钠至终浓度 1 mol/L, 振摇溶解. 4 , 12 000 r/min

离心 15 min. 取出上层水相, 弃去氯仿和沉淀. 加 PEG8000 至终浓度 10 (w/v), 振摇溶解后

冰浴放置 1 h, 11 000 r/min离心 15 min. 将上清弃去, 用 5 mL PBS2+缓冲液将各离心管管底和

管壁上的沉淀吹打洗脱下来合并, 将其分装至 1. 5 mL塑料离心管中(0.6 mL/管), 此时的 rAAV

定义为中间产物. 加入 DNase 和 RNase 至终浓度 1 µg/mL, 室温下消化 30 min. 加等体积的

氯仿抽提. 4 , 12 000 r/min离心 5 min, 在无菌操作下小心吸出上层水相. 该液体即为浓缩和

纯化的 rAAV-GFP 病毒液, 定义为终产物. 总回收率 = 终产物的感染性病毒颗粒数/初始物

的感染性病毒颗粒数.
收集的细胞及培养液

步骤 1 氯仿处理

加入 1/10体积的氯仿,剧烈振摇

加入固体 NaCl至终浓度为 1 mol/L

离心 收集上清

步骤 2 PEG/NaCl 沉淀

加入 PEG 8000 至终浓度为 10%(w/v)

离心 去上清 用少量 PBS2+重悬沉淀

加入 DNase至终浓度为 1 µg/mL

步骤 3 氯仿抽提

收集水相

(纯化的 rAAV)

图 1  用三步法分离 浓缩 纯化 rAAV 的示意图

( ) 用 SDS-聚丙烯酰胺凝胶(SDS-PAGE)检测 rAAV 的纯度.  按文献[9]方法灌制 SDS-

PAGE 分离胶和积层胶,分离胶浓度为 10 . 分别取纯化的病毒液和最后一步氯仿抽提前的病

毒液 20 µL, 加 2 加样缓冲液 20 µL, 沸水浴 3 min. 每个加样孔加样 10 µL. 电泳完毕后用

考马斯亮蓝染色, 用相应的脱色液脱色直到显出低背景 清晰的条带.

( ) rAAV 病毒的电子显微镜分析.  纯化的 rAAV-GFP 经钨酸盐负染后, 置于 150 目的

镍网上, 电子显微镜观察.

( ) rAAV 病毒物理滴度检测.  用地高辛标记(Boehinger Mannhein 试剂盒)的 GFP 探针

点杂交方法检测纯化的病毒液中 rAAV-GFP的物理滴度(病毒颗粒数/mL). 将质粒 pSNAV-GFP

准确定量 , 用稀释缓冲液以一系列稀释度稀释后点到尼龙膜上. 取 10 µL 纯化的病毒液用
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PBS2+缓冲液稀释 10 倍, 加 DNase 和 RNase 至终浓度 1 µg/mL, 37 消化 1 h. 沸水浴 5 min

之后置于冰浴中. 用稀释缓冲液以 1︰10作系列稀释后点膜. 120 烤膜 30 min. 68 预杂交 1 h.

加探针 68 杂交过夜, 洗膜, 显色. 通过计算 pSNAV-GFP 的分子数, 再乘以与其杂交信号强

度一致的病毒液样品的稀释倍数得出 rAAV-GFP的物理滴度.

( ) rAAV-GFP感染性滴度的测定.  在 24孔培养板上接种 HeLa细胞, 5 105细胞/孔. 培

养过夜后, 吸出培养液; 取 10 µL 纯化的病毒液稀释至 1 mL, 以 1︰10 作系列稀释, 每孔加

不同稀释度的病毒液 0.5 mL, 37 培养 1 h. 每孔加 5型腺病毒(Ad5)50 µL(MOI 5)及培养液

0.5 mL. 37 培养 36 h 后在倒置荧光显微镜下观察绿色荧光细胞, 计数其中某孔的绿色细胞

数 n(10<n<100). rAAV-GFP病毒滴度(转导单位/mL) n 稀释倍数 1 000/5.

2  结果

2.1  rAAV-GFP的分离 浓缩与纯化

纯化步骤的流程图见图 1, 主要包括氯仿处理-PEG/NaCl 沉淀-氯仿抽提 3 个步骤. 纯化的终

产物用 5 mL PBS2+即可溶解, 与 500 mL的起始物相比浓缩至原体积的 1/100, 总回收率约为 90%.

2.2  rAAV-GFP的纯度

AAV-2 的外壳由 3 种蛋白质组成, 即 VP1,

VP2, VP3, 分子量依次为 87, 72, 62 ku. AAV病毒

颗粒中 VP1, VP2, VP3蛋白的比例约为 10︰1︰1,

在 SDS-PAGE 电泳后形成 3 条特征性条带 . 用

SDS-PAGE 分析了不同阶段 rAAV- GFP 的纯度,

结果见图 2. 在 rAAV 的终产物(泳道 2)和中间产

物(泳道 3)中均可见到代表 AAV 外壳蛋白 VP1,

VP2, VP3 的 3 条带, 在中间产物中还可见到各种

分子量的其他蛋白质, 而终产物的背景则非常低,

这表明氯仿抽提可以有效地去除杂蛋白, 而 rAAV

没有明显的损失. 经计算机扫描分析 , 在 rAAV-

GFP的终产物中, rAAV-GFP的纯度大于 95%. 在

等体积未经浓缩的 rAAV-GFP 起始物中未见明显

的外壳蛋白 . 需要指出的是 , 与其他研究者所采

用的银染或 Western印迹分析方法相比, 本文采用的考马斯亮蓝染色方法的灵敏度较低, 提示

检测到的外壳蛋白浓度相当高.

2.3  纯化后 rAAV-GFP的电子显微镜分析

rAAV-GFP 经负染后用电子显微镜观察, 结果见图 3. 大量的 rAAV 颗粒清晰可见, 绝大

多数病毒颗粒是完整的, 少数颗粒是病毒装配的中间形式, 未见病毒的空壳形式. 结果表明 ,

纯化后的 rAAV-GFP终产物中含有高浓度 高纯度的 rAAV颗粒.

2.4  纯化后 rAAV-GFP的滴度

用地高辛标记的 GFP 基因作探针 , 点杂交检测了病毒颗粒中的 rAAV 基因组 . 纯化后

图 2  rAAV-GFP纯化的不同阶段 SDS-PAGE

考马斯亮蓝的染色结果
M 为分子量标准蛋白 (Promega); 1 为未经纯化的

rAAV-GFP(从 500 mL起始物中取 5 µL); 2为纯化的

rAAV-GFP(从 5 mL终产物中取 5 µL); 3为未经最后

一步抽提的 rAAV-GFP(从 5 mL中间产物中取 5 µL)
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rAAV-GFP 的物理滴度约为 5 1013 病毒颗粒

/mL. 用转基因表达的方法测定纯化后 rAAV-

GFP 的感染性滴度约为 2 1012 转导单位/mL.

病毒颗粒总数与感染性病毒的比例为 25, 说

明经过一系列处理后, rAAV 的感染能力未见

明显丧失.

3  讨论

由于 rAAV 在基因治疗研究中的地位正在

日益提高, 有关 rAAV 规模化生产的策略研究

屡见报道, 然而对于 rAAV 纯化方法的研究却

不多见 . 随着 rAAV 大规模生产技术的成熟 ,

解决 rAAV 的纯化问题显得尤为重要. 传统的

纯化方法[3]采用硫酸铵分步盐析法将 rAAV 与细胞碎片分离并使之浓缩, 然后用 2~3 轮氯化

铯梯度超离心获得 rAAV 组分, 最后用透析方法除去氯化铯和其他盐类. 这种方法费时费力

回收率低, 同时 rAAV 的感染性也有较大的损失, 而且, 氯化铯对人体具有潜在的毒性, 因此,

这种方法已逐渐被淘汰. 许多研究者致力于发展新的纯化方法. Grimm等人[8]利用能特异性识

别成熟 AAV 毒粒的单克隆抗体 A20[5], 发展了一种免疫亲和柱层析的 rAAV 纯化方法, 能在

一个工作日内完成纯化步骤, 回收率达到 70%, 纯度达到 80%. 由于肝素是 AAV 天然受体的

类似物[4], 另外两个实验室分别发展了肝素亲和层析的纯化方法. 采用这种纯化方法的潜在问

题是很多细胞蛋白质也同肝素结合, 因此需要解决如何去除杂蛋白的问题. Zolotukhin 等人 [7]

采取的办法是先用碘狄醇密度梯度离心, 得到“半纯化”的 rAAV, 再用肝素亲和层析进行纯化,

可使回收率达到 50%~70%, 纯度可达 99%. Clark 等人[6]则先用脱氧胆酸裂解细胞, 离心得到

上清后 56 加热 45 min 灭活辅助病毒. 脱氧胆酸裂解与热处理可使蛋白变性形成絮状沉淀,

离心去除沉淀后再进行肝素亲和层析, 结果表明这种方法回收率高于 70%, 纯度可达 99%. 尽

管这些方法使 rAAV 的纯化过程大大简化, 回收率有较大提高, 但亦有成本高 处理大体积

样品能力有限 实验条件和仪器设备要求高等缺点, 因此仍需寻找快速 简便 高效 低成

本的纯化方法.

AAV-2 的外壳对氯仿具有天然的抵抗性, 而 rAAV 与 AAV-2 的外壳完全一样, 因此氯仿

有可能成为分离和纯化 rAAV 的有效工具. 我们参照了λ 噬菌体的分离和纯化方法[10]并加以

改进, 提出了“氯仿处理-PEG/NaCl 沉淀-氯仿抽提”的 rAAV 纯化方法. 第 1 步氯仿处理可达

到 3个目的: ( ) 可彻底灭活辅助病毒, 同时免去了热灭活(56 , 30~60 min)的步骤; ( ) 可

以很容易地裂解细胞, 与常规的方法(反复冻融 3次)相比, rAAV的释放更快速 有效; ( ) 可

使大量的细胞蛋白质变性 沉淀, 易于离心除去. 第 2 步采用 1 mol/L NaCl/10%PEG 代替硫

酸铵对 rAAV 进行浓缩, 可使 rAAV 浓缩至原体积的 1/100. 最后一步氯仿抽提可非常有效地

除去残留的 PEG 及不需要的蛋白质, 同时并不损失 rAAV. 整个纯化过程在 4 h 内即可完成,

纯化后的 rAAV 终产物可在 4 保存 1 个月以上而滴度没有明显降低. 残留的少量氯仿可通

过生物化学方法进一步除去.

图 3  纯化的 rAAV-GFP 的电子显微镜分析

( 54 800)
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与传统的氯化铯密度梯度离心方法相比, 本方法快速 回收率高, 同时不降低 rAAV 的

感染能力. 与最近发展起来的几种柱层析方法相比, 本方法成本低廉, 在工艺上有明显优势.

用本方法获得的 rAAV 可用于基因治疗的体外实验和动物实验, 进一步纯化后可获得临床级

的 AAV 产品. 该方法适合于大规模分离和纯化 rAAV 病毒, 并使其生产工艺化, 尤其适用于

以 HSV 病毒为辅助病毒产生的 rAAV 的纯化, 也可用于无辅助病毒包装系统或无细胞体外包

装系统生产的 rAAV的纯化.
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