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生物实验室 

腺相关病毒载体工程毒株精细化纯化 

高强*  宁毅  熊涛  胡珏  聂娟  李玲  肖荣 
湖南中医药大学  湖南 长沙  410208 

摘  要：【背景】大量制备高纯度的重组腺相关病毒(Recombinant Adeno-Associated Virus，rAAV)，

是以腺相关病毒(AAV)为投递载体的基因靶向治疗或基因工程药物研发过程中需要解决的重要

问题。【目的】利用层析柱法大量纯化质粒和 rAAV 细胞培养液，以获得高纯度的 rAAV 颗粒。

【方法】对组装 rAAV 的 3 种质粒用 HiPrepTM10 Sepharose 6FF 和 HiTrap PlasmidSelect Xtra 凝胶层

析柱纯化，目的是得到组装 AAV 的超螺旋质粒 DNA，然后对组装 rAAV 过程中的 AAV-293 细胞培

养方法进行优化，组装成功病毒后，再对收集到的细胞提取液用 HiLoadTM10Q 和 HiLoadTM10SP 阴

阳离子交换层析柱纯化，最后用纯化浓缩后的 rAAV 感染 HT1080 细胞，通过流式细胞仪检测荧光

表达细胞数，计算浓缩后活病毒感染滴度。【结果】 HiPrep 和 HiTrap 层析柱纯化后得到大量高纯

度的超螺旋质粒 DNA，组装病毒后，用 HiLoad 柱纯化获得大量高纯度的 rAAV 颗粒，通过测定，

rAAV 基因组滴度达到(2.46±0.37)×1012 TCID50/mL (MOI=1.0×104)。【结论】通过一系列精细化组装

纯化制备出高纯度、高滴度 rAAV 病毒颗粒。 

关键词：腺相关病毒，AAV-293 细胞，层析柱，纯化 

Refined purification of adeno-associated virus vector-engineered 
strain 
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Abstract: [Background] In gene targeted therapy and gene engineering drug development with 
adeno-associated virus (AAV) as the delivery vector, the challenges of the large-scale preparation of highly 
purified recombinant AAV (rAAV) should be solved. [Objective] The goal of this study was to obtain 
highly purified rAAV particles by purification of plasmids and rAAV cell culture medium. [Methods] 
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HiPrepTM10 Sepharose 6FF and HiTrap PlasmidSelect Xtra gel chromatography columns were used to 
purify three rAAV plasmids. The study sought to obtain super helical DNA plasmids and optimize the 
culture of AAV-293 cells in the assembly process. After successful assembly, the virus extract was purified 
using HiLoadTM10Q and HiLoadTM10SP cation exchange columns. HT1080 cells were infected with 
purified and concentrated rAAV. Flow cytometry was used to enumerate the fluorescent cells to detect the 
number of live virus and calculate the titer of live virus after concentration. [Results] After HiPrep and 
HiTrap chromatography columns purification, many copies of highly purified super helical plasmid DNA 
were obtained. After virus assembly, many highly purified rAAV particles were obtained by cation 
exchange chromatography. The genome titer of rAAV (TCID50/mL) reached (2.46±0.37)×1012 (multiplicity 
of infection of 1.0×104). [Conclusion] A high titer of pure rAAV was prepared by a series of assembly 
refinements and purification. 

Keywords: adeno-associated virus, AAV-293 cell, chromatographic column, purification 
 

腺相关病毒(Adeno-Associated Virus，AAV)属

微小病毒科，是基因组为约 4.8 kb 的单链 DNA。

作为候选的基因转移载体之一，其具有安全性好、

宿主范围广、免疫原性低、可同时感染分裂期与

非分裂期细胞、携带的基因可在宿主细胞内长期

表达等优点，近年来成为基因治疗研究的热点载体

之一[1]，并且部分以 AAV 为载体的基因治疗研究

已进入临床试验阶段和临床治疗阶段[2-3]。 

本研究使用第 4 代 AAV (即 AAV2)病毒，病毒

的 组 成 元 件 被 拆 分 ， 构 建 成 3 种 不 同 的 质 粒

pHelper、pRC 和 pMCS，复制基因 E1 另外构建在

包装细胞 AAV-293 中，因此病毒具有高安全性。

然而 AAV 作为基因工程药物投递载体时，在构建

好重组质粒后，要解决的首要问题就是包装出大

量、高纯度、高滴度的 rAAV 病毒颗粒，但目前国

内所用的质粒纯化和病毒纯化方法主要是有机溶

剂萃取与离心沉淀法[4-5]，其结果纯度不高、得率

较低，因此亟需探索出高质量、高纯度的质粒和病

毒纯化新方法，以便组装出有效病毒。本实验采用

不同的层析柱分别精细纯化质粒和组装后的病毒

颗粒，同时优化了 AAV 病毒颗粒包装过程，最终

得到了相对高纯度、高滴度的病毒颗粒。 

1  材料与方法 

1.1  材料和试剂 

含 pAAV-Helper、pAAV-RC 和 pAAV-MCS 这   

3 种质粒的 AAV Helper-free 系统，Stratagene 公司；

大肠杆菌 GT116 菌株和 HT1080 细胞，Stratagene

公司；293 细胞(含 E1 基因)，中科院上海典型培

养物保存中心；pAAV-EGFP 质粒(由 pAAV-MCS

构建，携带 EGFP-myc-6×His 融合基因)，由本实

验室构建并验证正确；其他各种酶类，TaKaRa 公

司；培养细胞的 DMEM 培养基等，Gibco 公司。 

HiPrepTM10 Sepharose 6FF 和 HiTrapTM 

PlasmidSelect Xtra 质 粒 纯 化 凝 胶 层 析 柱 、

HiLoadTM10Q 和 HiLoadTM10SP 病毒纯化阴阳离子

交换层析柱、层析系统，GE 公司；流式细胞仪，

Beckman Coulter 公司；倒置荧光显微镜，Olympus

公司；透射电子显微镜，JEOL 公司。  

1.2  方法 

1.2.1  质粒大量提取与纯化 

采用碱裂解法从培养的 GT116 菌株中大量提

取质粒 pAAV-EGFP、pAAV-RC 和 pAAV-Helper 

DNA。将提取液进行超滤浓缩后换液，换液后经

ÄKTAexplorer100 型 层 析 系 统 通 过 HiPrepTM10 

Sepharose 6FF 凝胶层析柱进行第 1 步分离纯化，

除去样品中的 RNA 等杂质，上样量为 30%柱体积

(柱体积 53 mL)，进行 260 nm 紫外光检测，设定

流速 4 mL/min 的流动相线性梯度，收集阈值   

0.02 AU 吸收峰，主要除去 RNA 和粗蛋白；第 2 步，

纯化收集样采用 HiTrapTM PlasmidSelect Xtra 亲和

层析柱捕获完整的超螺旋质粒，筛除非超螺旋质

粒等杂质，每 3 次柱纯化后收集样合并在一起进
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行第 2 步纯化，设定流速 4 mL/min 的流动相线

性梯度，收集阈值 0.05 AU，除去非超螺旋 DNA；

第 3 步 ， 含 目 的 质 粒 的 洗 脱 收 集 液 再 次 经 由

HiPrepTM10 Sepharose 6FF 凝胶层析柱进行脱盐处

理，改用 ddH2O 洗脱，收集 260 nm 峰流出物，

−50 °C、0.05 Pa 条件下冷冻干燥，每次上样量最

终浓缩成干粉，加入 1 mL 2×TE，−20 °C 保存备

用。质粒纯化前和纯化后分别进行 1%琼脂糖凝胶

电泳检测 DNA 纯度。 

1.2.2  质粒转染 AAV-293 细胞组装 rAAV 病毒 

质粒转染采用磷酸钙共沉淀法[6]。转染前 24 h

于 10 cm 培养皿中接种 2×106 个 AAV-293 细胞，

待生长汇合率约 60%−70%时开始转染。转染时将

pAAV-RC、pAAV-Helper 和 pAAV-EGFP 这 3 种

质粒各 10 μg 一起轻柔混合在 1 mL 0.3 mol/L CaCl2

溶液中，再将混合物滴加到 1 mL 2×HBS (280 mmol/L 

NaCl，1.5 mmol/L Na2HPO4，50 mmol/L HELPS)

中混合均匀，最后将质粒-CaCl2-HBS 形成的聚合

物加入培养皿中并摇匀，6 h 后更换新鲜培养基。

同样的转染方法同时平行组装多个培养皿，37 °C、

5%二氧化碳和饱和湿度条件下培养 66−72 h，期间

每隔 24 h 更换新鲜培养基，收集换下的培养基(含

有包装出的 rAAV 病毒颗粒)备用。 

1.2.3  AAV 病毒液收集与纯化 

转染 66–72 h 后收集病毒颗粒。用无菌玻璃刮

铲刮下培养皿中的 AAV-293 细胞，收集细胞与培

养液，依次置于 37 °C 水浴锅、干冰加酒精组成的

−70 °C 低温中反复冻融 4 次，裂解细胞。4 °C、   

10 000×g 离心 10 min，收集上清液。采用 Millipore

公司 15 mL 标准分子量 100 kD 超滤离心管

Centruplus100 于 4 000×g 离心 5 min，收集 rAAV 病

毒液，每 10 cm 培养皿大约收集 10 mL 细胞裂解液。 

浓缩后的细胞裂解液和培养过程中换下的培

养基一起用 ÄKTAexplorer100 型层析系统通过两

步阴阳离子交换层析法进行精细纯化[7-9]。第 1 步

采用 HiLoadTM10SP 阳离子交换柱进行病毒的捕

获，上样体积为 50 mL 病毒培养上清液(用 2 倍上

样缓冲液稀释样品)，设定柱流速 3.0 mL/min，

通过 4 倍柱体积洗脱液进行线性梯度洗脱，除去

蛋白杂质；第 2 步，将第 1 步纯化收集液采用

HiLoadTM10Q 阴离子交换柱进行病毒捕获，上样体

积为 50 mL (用 2 倍上样缓冲液稀释样品)，设定柱

流速 2.5 mL/min，通过 5 倍柱体积洗脱液进行线性

梯度洗脱；第 3 步，将收集到的目的病毒液采用

HiPrepTM10 Sepharose 6FF 凝胶层析柱进行脱盐处

理，改用 ddH2O 洗脱，收集 280 nm 峰流出物，收

集的病毒液再由超滤管 Centruplusl00 重新冷冻真

空干燥浓缩成干粉，加入 1 mL 2×TE，取 10 μL 电

镜观察病毒颗粒形态及纯度，−70 °C 保存病毒液，

以备进一步实验使用。 

1.2.4  rAAV 病毒颗粒纯度、活性、滴度检测及电

镜观察 

纯化后的 rAAV 病毒经过 HiPrepTM10 Sepharose 

6FF 分子筛柱检测，并根据 280 nm 峰是否是单一

峰初步鉴定病毒纯度，并用紫外分光光度计测定

OD260/280 值和纯化后的样品含量。纯化后的 rAAV

感染 HT1080 细胞，根据 rAAV 携带的绿色荧光表

达情况确定纯化后的 rAAV 是否有感染活性。纯化

后的病毒液冷冻真空干燥浓缩，大约每 100 mL 病

毒纯化液最终浓缩成 1 mL 病毒液，用 1×TE 复溶

冻 干 后 的 病 毒 ，−70 °C 保 存 备 用 ， 最 终 大 约

(1−3)×109 个 AAV-293 细胞包装的病毒量，浓缩成

1 mL 病毒液(1×TE)保存。 

纯化后的 rAAV 病毒颗粒感染 HT1080 细胞并

常规培养，大约 72 h 后用胰酶消化，PBS 缓冲液

悬浮细胞，上流式细胞仪，计数绿色荧光细胞数，

利用 50%组织细胞感染量(TCID50)计算病毒滴度。

最后利用透射电子显微镜 (Transmission Electron 

Microscope，TEM)检查纯化后的 rAAV 病毒形态

和颗粒完整性。 

2  结果与分析 

2.1  质粒准备与纯化 

pAAV-Helper 质粒 DNA 通过 HiPrepTM10 

Sepharose 6FF 和 HiTrapTM PlasmidSelect Xtra 柱纯
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化过程见图 1 (pAAV-RC 和 pAAV-EGFP 纯化结果

图与 pAAV-Helper 类似，此处未展示)。过柱 1 时

收集第 1 个峰，第 2 个峰为 RNA 峰(图 1A)；过柱

2 时收集最高峰，即第 3 峰，此峰为超螺旋 DNA，

前两峰收集物为非超螺旋 DNA (图 1B)。纯化前后 

 

 
 

图 1  pAAV-Helper 质粒通过 HiPrepTM10 Sepharose 

6FF 柱的洗脱曲线 (A)和 pAAV-Helper 质粒通过

HiTrapTM PlasmidSelect Xtra 柱的洗脱曲线(B) 
Figure 1  The elution curve of pAAV-Helpe plasmid on 
HiPrepTM10 Sepharose 6FF column (A) and the elution 
curve of pAAV-Helper plasmid on HiTrapTM 
PlasmidSelect Xtra column (B) 
注：A：紫外线：260 nm；流速：4 mL/min；缓冲液：2.0 mol/L 

(NH4)2SO4+10 mmol/L EDTA+100 mmol/L Tris-HCl，pH 7.5。 

B：紫外线：260 nm；流速：4 mL/min；上样平衡液：2.0 mol/L 

(NH4)2SO4+10 mmol/L EDTA+100 mmol/L Tris-HCl，pH 7.5；洗

脱 液 ： 0.3 mol/L NaCl+1.7 mol/L (NH4)2SO4+10 mmol/L 

EDTA+100 mmol/L Tris-HCl，pH 7.5 

Note: A: UV: 260 nm; Flow rate: 4 mL/min；Buffers: 2.0 mol/L 

(NH4)2SO4+10 mmol/L EDTA+100 mmol/L Tris-HCl, pH 7.5.  
B: UV: 260 nm; Flow rate: 4 mL/min; Loading equilibrium 
solution: 2.0 mol/L (NH4)2SO4+10 mmol/L EDTA+100 mmol/L 
Tris-HCl, pH 7.5; Eluent: 0.3 mol/L NaCl+1.7 mol/L (NH4)2SO4+ 
10 mmol/L EDTA+100 mmol/L Tris-HCl, pH 7.5 

的 3 种质粒经 1%琼脂糖凝胶电泳比较，结果见图 2，

测定 OD260/280 为 1.79±0.06 (标准范围 1.6−1.8)，可

见纯化后得到了较高纯度的超螺旋 DNA，纯化效

果很好。 

2.2  rAAV 病毒组装 

从图 3A 可以看出，未组装病毒组 AAV-293

细胞形态结构完整，细胞贴壁生长，排列有规则，

细胞未发生变圆和脱落。随着病毒组装的进行，

AAV-293 细胞形态发生明显变化(CPE 效应，图 3B)，

细胞变圆并呈现大量空泡，并有少量细胞成片从培

养皿上脱落下来，漂浮在培养基中，空泡的形成是

由于有大量 rAAV 病毒粒子组装后从细胞中释放

出来导致细胞坏死。因此，从组装 rAAV 病毒前后

AAV-293 细胞形态的变化可以初步预测病毒组装

成功。 

2.3  rAAV 病毒纯化 

浓缩后的 rAAV 细胞裂解液纯化过程如图 4 所

示。图 4A 是组装 rAAV 后的 AAV-293 细胞裂解液

和培养液经由 HiLoadTM10SP 阳离子柱纯化后收集

rAAV 的曲线峰图，经检验，纯化出的病毒液对应

的曲线是第 1 个峰，也即水平粗黑线标定的区域，

第 1 步纯化出的病毒再经 HiLoadTM10Q 阴离子柱 

 

 
 
图 2  质粒纯化前的电泳图(A)和纯化后的电泳图(B) 
Figure 2  Electrophoretic map of plasmid before 
purification (A) and electrophoretic map of plasmid after 
purification (B) 
Note: M: 1 kb DNA Ladder Marker; 1: pAAV-Helper; 2: pAAV-RC; 
3: pAAV-EGFP 
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图 3  未组装(A)和组装(B) rAAV 72 h 时的 293 细胞(10×) 
Figure 3  293 cells with no packaged rAAV (A) and packaged rAAV (B) at 72 h (10×) 
 
 

 
 
图 4  rAAV 病毒液通过 HiLoadTM10SP 柱(A)和 HiLoadTM10Q 柱(B)的纯化图 
Figure 4  Purified graph of rAAV virus by HiloadTM10SP column (A) and HiloadTM10Q column (B)  
注：A：紫外：280 nm；流速：3 mL/min；上样平衡液 A：25 mmol/L Na2HPO4+2 mmol/L MgCl2+150 mmol/L NaCl，pH 6.5；洗

脱液 B：25 mmol/L Na2HPO4+2 mmol/L MgCl2+500 mmol/L NaCl，pH 6.5；线性梯度洗脱液 0−100% B Solution in 3 CV (Column 

Volume)。B：紫外：280 nm；流速：3 mL/min；上样平衡液 A：20 mmol/L Tris+2 mmol/L MgCl2+1 mmol/L CaCl+50 mmol/L NaCl，

pH 8.2；洗脱液 B：20 mmol/L Tris+2 mmol/L MgCl2+1 mmol/L CaCl2+500 mmol/L NaCl，pH 8.2；线性梯度洗脱液 0−100% B 

Solution，10 min 

Note: A: UV: 280 nm; Flow rate: 3 mL/min; Loading equilibrium solution A: 25 mmol/L Na2HPO4+2 mmol/L MgCl2+150 mmol/L NaCl, 
pH 6.5; Eluent B: 25 mm Na2HPO4+2 mmol/L MgCl2+500 mmol/L NaCl, pH 6.5; Linear gradient elution 0−100% B solution in 3 CV 
(column volumes). B: UV: 280 nm; Flow rate: 3 mL/min; Loading equilibrium solution A: 20 mmol/L Tris+2 mmol/L MgCl2+        
1 mmol/L CaCl+50 mmol/L NaCl, pH 8.2; Eluent B: 20 mmol/L Tris+2 mmol/L MgCl2+1 mmol/L CaCl2+500 mmol/L NaCl, pH 8.2; 
Linear gradient elution 0−100% B solution, 10 min 

 
进行第 2 步纯化，经检验，纯化出的病毒液对应的

曲线是第 1 个峰，即图 4B 水平粗黑线标定的区域。

通过阴阳离子交换柱两步纯化，得到了纯度高的病

毒液。 

2.4  rAAV 纯度检测 

纯 化 后 的 rAAV 病 毒 液 通 过 HiPrepTM10 

Sepharose 6FF 凝胶层析柱检测，从图 5 可以看出

只有单一峰，证明纯化出的 rAAV 病毒纯度很高。

用微量紫外分光光度计测得纯化后的样品含量超

过 100 μg/mL，OD260/280 值为 0.59±0.08 (标准范围

0.5−0.7)，从含量和纯度指标来看，满足下一步实

验的要求。 
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图 5  rAAV 病毒检测峰 
Figure 5  Detected peak of rAAV virus  

 

2.5  rAAV 病毒颗粒活性检测 

浓缩纯化后的 rAAV 感染 HT1080 细胞，设定

每个 HT1080 细胞感染 1.0×103 v.g.病毒粒子，72 h

后通过荧光显微镜观察，结果见图 6 (图 6A 为普

通光学显微镜观察图，图 6B 为荧光显微镜观察

图)。从荧光显示结果图可以看出组装的 rAAV 能

大量表达绿色荧光蛋白，说明 rAAV 被成功组装并

具有感染活性，能够表达外源基因 EGFP。 

2.6  流式细胞仪测定 rAAV 病毒滴度 

感染 HT1080 细胞表达荧光后的 rAAV 病毒，

胰酶消化处理，通过流式细胞仪计数荧光表达数，

利用 50%组织细胞感染量测定病毒滴度(TCID50)，

也可用病毒感染蚀斑计数法(PFU)计数病毒感染滴

度。浓缩后，荧光表达细胞占细胞总数 10.18%，见

图 7 (图 7A 为 HT1080 细胞阴性对照组，图 7B 为阳

性组)。根据病毒滴度 TCID50 计算，得出组装后浓

缩纯化后的病毒滴度为(2.46±0.37)×1012 TCID50/mL 

(MOI=1.0×104)。 

2.7  rAAV 病毒颗粒的电镜观察 

纯化后的 rAAV 病毒通过 TEM 电镜观察，如

图 8 所示，发现病毒颗粒形态完整，大小均一，结

构基本未破坏，可以观察到核蛋白结构，并且以实

心 颗 粒 为 主 ， 很 少 见 空 心 颗 粒 ， 说 明 通 过

HiLoadTM10Q 柱和 HiLoadTM10SP 柱纯化后 rAAV

病毒颗粒纯度较高，并且纯化方法对 rAAV 病毒的

结构基本无破坏，纯化达到预期效果，可以满足下

一步实验的要求。 

3  讨论与结论 

目前基因表达载体和基因工程药物载体主要

有非病毒载体和病毒载体两大类[10]，非病毒载体

包括脂质体载体、阳离子高聚物、裸露 DNA、壳

聚糖载体、电脉冲导入系统等，它们主要依赖细胞

机制将 DNA 导入细胞，进而转移至细胞核，虽然

非病毒载体具有操作简便、低毒性、低免疫原性的

优点，但转染效率低和基因的表达时间短限制了它

们的应用。病毒载体主要有逆转录病毒载体、腺病 

 

 
 
图 6  组装 rAAV 后的 HT1080 细胞(A)和 rAAV 感染 HT1080 细胞后的 EGFP 荧光表达图(B) 
Figure 6  HT1080 cells after rAAV packaged (A) and fluorescence expression of EGFP in HT1080 cells infected with 
rAAV (B) 
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图 7  AAV 感染 HT1080 细胞后的流式图(A)和 rAAV 感染 HT1080 细胞后的荧光表达流式图(B) 
Figure 7  Flow cytometry analysis of HT1080 cells infected with AAV (A) and the fluorescence expression of rAAV 
infected HT1080 cells was analyzed by flow cytometry (B) 
注：区域 B1 代表表达绿色荧光的死细胞；区域 B2 代表表达绿色荧光的活细胞；区域 B3 代表不表达绿色荧光的死细胞；区域

B4 代表不表达绿色荧光的活细胞 

Note: Region B1 represents dead cells of green fluorocyte. Region B2 represents living cells of green fluorocyte. Region B3 represents 
dead cells without green fluorocyte. Region B4 represents living cells without green fluorocyte 
 

 
 
图 8  rAAV 病毒颗粒的 TEM 电镜观察图 
Figure 8  TEM observed graph of rAAV virus particles 

 
毒载体、慢病毒载体、腺相关病毒载体(AAV)等。

前几种载体有其优点，比如携带基因片段大、转染

效率高等，但也存在突出的缺点，比如免疫原性高、

安全性低、携带的基因片段不一定能长期表达等，

AAV 病毒载体则恰好克服了上述缺点，具有高安全

性，目前尚无 AAV 病毒引起的疾病报道，AAV 病

毒免疫原性低，不易引起免疫反应。同时由于 AAV

的血清型比较多，可以转染不同类型的细胞，并且

转染的基因一般可长期表达，可能是新一代理想的

基因表达载体之一[11]。 

目前鉴定的 AAV 的 13 种血清型中有多种用作

与人类相关疾病的基因治疗，特别是在眼部疾病的

基因治疗中得到了广泛应用，例如 AAV2、AAV5、

AAV8、AAV9 等在青光眼、遗传性视网膜病变、

角膜病等疾病的治疗中常作为高效的载体[12-13]，

AAV2 常用于 B 型血友病的治疗研究[14-15]。此外，

在听觉障碍基因治疗[16]、癌症的治疗[17]、神经退

行性疾病如阿尔茨海默病[18]及脊髓性肌萎缩症[19]

等的治疗中，AAV 载体也得到了广泛的应用。 

在 AAV 作为基因表达载体的应用中，获得高

纯度、高滴度的 rAAV 病毒是以 AAV 为投递载体

的基因工程药物开发中需要解决的首要问题。目前

国内纯化质粒主要采用 SDS 碱裂解法及碱裂解结

合酚氯仿法等方法[20]，这些方法不但得到的质粒

纯度不高，而且质粒样品中还含有大量的非超螺旋

质粒，严重影响了 rAAV 病毒的组装质量和效率。

本研究针对这些问题，用 HiPrepTM10 Sepharose 

6FF 柱及 HiTrapTM PlasmidSelect Xtra 柱对包装

rAAV 的 3 种质粒进行了纯化，纯化后得到高纯度

超螺旋质粒 DNA，有效除去了非超螺旋质粒和蛋
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白杂质等，为大量组装 rAAV 病毒奠定了质粒材料

基础。 

组装病毒时，采用经典的磷酸钙转染法以提高

转染效率，三质粒共转染 AAV-293 细胞。 

通过多次试验摸索，我们采用传代第 3−5 代

的 AAV-293 细胞组装病毒，在细胞生长状态最佳

并且汇合率达到 60%左右时开始转染质粒，改进

了 Stratagene 说明书建议的细胞汇合率达到 80%时

开始转染的方法，因为按照后者的方法，中后期细

胞会出现生长抑制的现象，不利于病毒组装；并且

中途换一次培养液，收集换下的培养液(培养液中

可能有释放出的病毒颗粒)也改进了 Stratagene 说

明书上的中途不换培养液的方法，中途不换培养液

会导致后期细胞营养不足，影响病毒组装效率。最

后合并收集培养的所有细胞和所有培养基(包括中

途换液换下的培养基)，进行下一步的病毒纯化。 

包装出病毒粒子后，用 100 kD Milipore 超滤

管 Centruplus100 离心浓缩收集的细胞和培养基，

再用 HiLoadTM10SP 和 HiLoadTM10Q 阴阳离子层析

柱纯化，在纯化过程中，对反应条件不断地摸索、

优化，特别是对纯化过程中不同峰区收集物进行检

测，最终探索出最佳反应条件和活性病毒粒子所在

的峰区，得到了高纯度的 rAAV 病毒颗粒。这种方

法比国内常用的氯仿处理-PEG/NaCl 沉淀-氯仿抽

提以及冰乙醇沉淀浓缩法[18]简单高效，可以得到

大量有感染活性的病毒颗粒。我们借助 EGFP 报告

基 因 的 表 达 ， 类 似 模 拟 50% 组 织 细 胞 感 染 量

(TCID50)，利用流式细胞仪计数有荧光表达的细胞

数并计算浓缩液稀释后病毒感染滴度，方法简便、

结果可靠。 

利用 HiPrepTM10 Sepharose 6FF 柱、HiTrapTM 

PlasmidSelect Xtra 柱纯化质粒和 HiLoadTM10SP、

HiLoadTM10Q 柱纯化病毒的另一最大优点是可以

批量流水线操作，这对大量制备 rAAV 载体是非常

有利的，但这种方法也存在纯化柱价格相对较高、

需定期置换凝胶树脂填料的不足。 

总之，通过本研究对 rAAV 病毒组装纯化过程

进行优化，得到了相对高滴度、高纯度的 rAAV 病

毒颗粒，为 AAV 大量制备作为基因表达和基因工

程药物载体的应用探索了一条新途径。 
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