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综  述                                                               

重组腺相关病毒载体相关性杂质 

刁勇，王启钊，肖卫东，许瑞安 
华侨大学分子药物学研究所 分子药物教育部工程研究中心，泉州 362021 

摘  要: 可以稳定表达治疗基因而无明显不良反应的重组腺相关病毒 (rAAV) 载体被认为是最有发展前景的基因治疗

载体。但如何建立可以有效去除 rAAV 载体内具有潜在致病危害的杂质、产品质量符合临床使用要求的纯化工艺是研

究人员面临的巨大挑战。其中针对载体相关性杂质的纯化工艺尤为关键，因为该类杂质的性质与真正的 rAAV 载体极

其相似，一旦存在便难以去除，且会引起严重不良反应。以下总结了该类杂质形成的过程及有别于 rAAV 载体的特点，

并对可以防止其生成或将其与 rAAV 载体有效分离的技术手段进行了评价。 
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Abstract:  Recombinant adeno-associated virus (rAAV)-based vectors that can stably express therapeutic genes in vivo without 
detectable side-effect have shown great promise for human gene therapy. A major challenge for translation of promising research to 
clinical development is how to establish clinically compatible purification methods in separating rAAV from potentially pathogenic 
impurities, especially rAAV vector-related impurities, a class of impurities corresponding to AAV particles that closely resemble bona 
fide vectors and are difficult to remove. In this review we summarize the assembly process of rAAV vector-related impurities and 
their characteristics differed with rAAV vectors, and evaluate several current technologies to prevent their formation or separate them 
from rAAV stocks. 
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长期以来研究人员一致认为重组腺相关病毒 

(rAAV) 载体具有无致病性、低免疫原性等优点，前

期涉及啮齿类及灵长类动物的大量临床前研究也从

未发现其会引起严重不良反应 [1]，但由美国宾州大

学主持进行的治疗血友病的 rAAV基因药物 I/II期临

床研究却发生了严重的细胞免疫反应[2]，患者转氨

酶水平急剧升高，肝功能受到严重损害，临床研究

被迫终止。究其原因，载体衣壳蛋白 (Cap) 是引起

该细胞免疫毒性的主要元凶 [3-4]，载体中可以表达

Cap 的类 AAV 病毒以及空病毒颗粒等载体相关性杂

质均可能是抗原的供应源[1]。rAAV 载体相关性杂质

是指与其本身性质非常类似的杂质，主要包括以下

3 类：包裹有载体基因组之外的核酸序列的类 AAV

病毒颗粒；空病毒颗粒；rAAV 多聚体。rAAV 载体

相关性杂质的产生与载体的生产方法密切相关，因

该类杂质的理化性质与载体本身非常类似，通过常

规纯化方法难以去除 (如空病毒颗粒和多聚体)，甚

至几乎不可能去除  (如包裹残留质粒或宿主细胞

DNA 的类 AAV 病毒颗粒)。如果该类杂质大量出现

在临床应用的制剂中则可能产生难以预料的不良后

果：如类 AAV 病毒颗粒中包装的抗生素抗性序列可

能会引起病人对抗生素的耐药性，AAV 复制基因 rep

则具有潜在的致突变风险，rAAV 多聚体的形成则会

严重降低产品的稳定性，增加衣壳抗原的免疫原性。

如何减少 rAAV 载体相关杂质的污染，防止 rAAV 载

体相关杂质的形成，是当前建立 rAAV 载体生产工

艺最重要的任务之一。 

1  类 AAV 病毒颗粒 

在生产 rAAV 载体的过程中，转染用质粒或宿

主细胞 DNA 会被误包装而形成类 AAV 病毒颗粒。

类 AAV 病毒颗粒又可分为可复制型 (rcAAV) 和复

制缺陷型两类。曾有报道在 17 批不同血清型的

rAAV 产品中，可表达 cap 基因的 rcAAV 污染率可

达 0.4％~1.0％，如采用非优化工艺进行生产污染率

则可高达 10％[5]。体内应用 rAAV 载体后可在多种

组织内检出污染的杂质 DNA 序列，部分 DNA 序列

与 AAV 的反向末端重复 (ITR) 相连接存在，并在

一定条件下可以释出并具有复制活性[6]。近期动物

实验表明，cap 基因在体内的表达会引起严重的免疫

反应[7-8]，而包装有其他 DNA 杂质的 rcAAV 则具有

致瘤性或引入抗生素抗性的潜在风险[6]。 

因类 AAV 病毒颗粒与真正的 AAV 病毒几乎完

全一样，一旦形成则难以去除，必须从包装工艺入

手防止或减少其产生。AAV 基因组含有两个开放阅

读框架，分别编码调节基因  (rep) 和结构基因 

(cap)，两端为 145 bp 的 ITR。ITR 是病毒复制和包

装必须的顺式作用元件。三质粒共转染法是生产

rAAV 载体最常用的方法，所用的 3 个质粒分别为

rAAV 载体质粒 (p-vecter)、AAV 辅助质粒 (p-AAV) 

和 Ad 病毒辅助质粒 (p-Ad)。在 p-vecter 内，AAV

基因组的 rep–cap 基因被转基因表达框所替代。Rep

和 Cap 蛋白由 p-AAV 反式提供。p-Ad 则替代了最

初研究所应用的腺病毒，负责提供包装 rAAV 所必

须的辅助病毒的相应功能。 

类 AAV 病毒颗粒的形成主要是由于 rAAV 载体

质粒和辅助质粒间的非同源重组而引起，载体质粒

中含有的 ITR 在重组事件中发挥了重要作用[6]。ITR

是 AAV 复制、包装所必需的最少自身序列，序列中

CG 含量达 80％以上，其前 125 bp (1~125) 序列依

次可分为 A、B、B’、C’、C 和 A’等不同的区段，其

中 A 与 A’、B 与 B’、C 与 C’反向互补可形成 T 形

发夹结构，作为 AAV 基因组自我复制的起点。ITR

末端 20 bp 大小的 D 序列是唯一的非回文序列，具

有 Rep 蛋白结合位点  (RBS) 和末端解链位点 

(TRS)，对 AAV 的复制和包装非常重要，TRS 和包

装信号均处于 D 序列中。基因组中含有一个 ITR 及

两个 D序列即可以满足AAV基因组的复制和包装需

要。在缺失 D 序列时，ITR 形成的发夹结构不足以

包装基因组。Wang 等将载体质粒中 ITR 的 D 序列

远端的 10 个核苷酸缺失后，发现可以抑制载体质粒

和辅助质粒之间的非同源重组，产品中 rcAAV 的含
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量因此大大降低[9]。 

Nony 等[10]发现位于 rep 基因 5′端的顺式复制元

件 (CARE) 具有 Rep 依赖性复制活性，在无 ITR 序

列存在的条件下，辅助质粒中的 rep-cap 基因也可以

被包装形成复制缺陷型类 AAV 病毒颗粒。将 CARE

缺失后，则未检出包装有 rep-cap 基因的类 AAV 病

毒颗粒。质粒的复制能力对其被包装的可能性也有

很大影响[6]。与含有 ITR 的载体质粒比较，几乎缺

失了 p5 启动子全部序列的辅助质粒 pDG 被包装的

几率要小。Allen 等以异源性启动子替代辅助质粒中

使用的 p5 和 p40 启动子；将 rep 和 cap 基因分为两

个独立的转录单元，且转录方向相反，有效地降低

了 rep 和 cap 基因被重组包装为 rcAAV 的可能性[11]。 

AAV 对基因组的大小有严格限制，如超过 4.7 kb

就很难包装为病毒颗粒。本课题组在辅助质粒的

rep 和 cap 表达框内插入某些特定的内含子，使得辅

助质粒基因组的大小远远超出了 AAV 的包装容量

而不被误包装，rcAAV 的污染可以降低 2~3 个数量

级[12]。Hauck 等使用类似的策略，也成功地降低了

rAAV2 和 rAAV6 载体中类病毒颗粒的污染[13]。 

基于 ITR 在野生型 AAV 生长过程中发挥的重要

作用，我们将包装缺陷型 ITR 引入辅助质粒，希望

辅助质粒如同野生型 AAV 一样对 rep 和 cap 基因的

表达发挥顺式时空调控作用，从而提高 rAAV 的生

产效率[14]。在辅助质粒内插入一定的异源性内含子，

使其体积大大超过 AAV 的包装容量而不被包装为

类 AAV 病毒颗粒；另外因所用的 ITR 缺失了 D 序

列中的包装调控序列，有利于减少 rcAAV 的产生。

结果该方法既将 rAAV 的包装效率提高了 20 倍，又

有效地降低了 rcAAV 的产生。 

2  空病毒颗粒 

AAV 空病毒颗粒是不含任何 DNA 的假病毒，

仅由 3 种不同的衣壳蛋白 VP1、VP2 和 VP3 组成，

构成定量比与真 AAV 一样为 1∶1∶10。空病毒颗粒

的自组装与载体 DNA 的复制和包装无关。在 Rep

蛋白的参与下，组装好的空病毒颗粒向核质迁移，

载体 DNA 的包装发生在已组装完毕的空病毒颗粒

迁移至核质后。野生型 AAV 的包装效率虽然明显高

于 rAAV，但也会产生 50％以上的空病毒颗粒，而

制备 rAAV载体时应用的 rep基因序列往往缺失了部

分顺式元件 (如 p5 启动子和 CARE 元件)，所以包

装效率显著降低，空壳率更高。由于 rAAV 载体衣

壳与 AAV 空病毒颗粒的构成完全一致，采用实验室

常规的亲和层析方法根本不能将二者有效分离。 

大量探讨 rAAV 载体引起严重的肝细胞免疫毒

性原因的后续研究表明，该细胞免疫反应由 rAAV

载体衣壳蛋白所引起，载体衣壳蛋白抗原通过经典

或非经典抗原递呈途径被递呈至病人肝细胞表面，

然后激活记忆性 T 细胞引起免疫反应[3]。rAAV 载体

的细胞免疫反应与抗原输入量呈量效关系。空病毒

颗粒内不含转基因组，不仅没有任何疗效，反而会

增加抗原输入量[1,15]。另外，空病毒颗粒的存在还会

降低 rAAV 载体的溶解度，促进其凝聚，影响其储

存稳定性[16]。 

通过分析比较空病毒颗粒与 rAAV 载体性质的

差异，可以对常用 rAAV 载体生产工艺进行优化，

建立有效减少终产品中空病毒颗粒含量的纯化方

法，从而提高药物比活性，降低临床用药剂量，降

低病人体内衣壳蛋白抗原负荷，提高产品稳定性。 

基于空病毒颗粒与 rAAV 载体浮力密度的差异，

可以通过密度梯度离心法进行分离。在氯化铯 

(CsCl) 密度梯度离心后，野生型 AAV 出现在密度

1.41 g/mL 处，rAAV 载体因为转基因表达框大小不

同而稍有差异。空病毒颗粒因不含基因组而出现在

较低的密度区间  (约 1.32 g/mL)，可以很容易与

rAAV 载体分离，成为 CsCl 密度梯度离心最突出的

优点。但由于 rAAV 载体与核酸及蛋白杂质间存在

非特异性结合，三者的数量比也不均衡，往往需要

2 次、甚至 3 次 CsCl 梯度离心才得到高纯度 rAAV

载体。但 rAAV 载体长时间与高浓度 CsCl 接触，

会导致滴度降低。Auricchio 首先详细研究了 CsCl
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对 rAAV 载体的破坏作用，他们将 rAAV 载体与

CsCl 孵育 24 h 后，rAAV 载体感染滴度降低 2 倍[17]。

在 72 h 后，相当于 2 次 CsCl 梯度离心，rAAV 载

体感染滴度仅存 13％。碘克沙醇是一种长期临床应

用的 X 线造影剂，可以替代 CsCl 有效去除空病毒

颗粒[18-19]。 

密度梯度离心的优点是适用于所有血清型

rAAV 的纯化。缺点主要是仅经密度梯度离心得到的

产品，纯度尚达不到临床应用标准，另外处理量小、

不易放大生产规模也限制了其应用。最近研究认为，

适当增加前处理，可以缩小样品体积，有利于密度

梯度离心方法的工业化应用。Ayuso 等[20]在 CsCl 梯

度离心工艺前，增加 PEG 沉淀步骤，产品的纯度明

显提高，虽然也需要 2 次 CsCl 梯度离心，但体内外

效价无明显降低。Lock 等 [19]则常用切向流过滤 

(TFF) 技术，对密度梯度离心前样品进行浓缩。他

们用截留分子量为 100 kDa 的 TFF 膜将样品浓缩

130 倍，为之后的密度梯度离心提供了方便。浓缩样

品经碘克沙醇密度梯度离心得到的 rAAV8、rAAV9

载体产品中，空白病毒颗粒含量为 0.4％~5％，回收

率为 26％左右[19]。 

空病毒颗粒包装载体基因组后其构型可能发生

改变，导致衣壳蛋白 VP1 和 VP2 的 N-端酸性氨基

酸残基从病毒颗粒五重对称轴的孔中穿出；载体基

因组的包装导致病毒整体阴离子电荷增加，两种因

素均导致 rAAV 载体的等电点较空病毒颗粒有所降

低[21]。因此可以通过离子交换色谱法将空病毒颗粒

与载体分离[21-22]。 

Urabe 等[23]采用阴离子交换色谱成功地将空病

毒 颗 粒 与 rAAV1 载 体 分 离 。 以 反 离 液 离 子 

(Antichaotropic ion)，如 NH4+、(CH3)4N+、PO4
3−和 

SO4
2−等代替 NaCl 进行盐浓度梯度洗脱，分离效果

明显增加，特别是 [(CH3)4N]2SO4 和硫酸三甲基胺最

佳。上样溶液的 pH 对分离效果也有显著影响，高

pH 值 9 和 8.5 的效果优于 8.0 和 7.5。经过 1 次高分

辨柱阴离子交换色谱分离后，大约 90％的空病毒颗

粒被去除。第 2 次高分辨柱纯化后得到的 rAAV1 载

体样品中空病毒颗粒含量少于 5％，回收率均高于

50％。纯化后样品生物滴度显著增加，小鼠肌肉注

射 rAAV1 载体后第 56 天，血清转基因表达较未去

除空病毒颗粒的样品增加 10 倍左右[23]。Qu 等[21]采

用阳离子和阴离子交换二步色谱法，得到的终产品

中空病毒颗粒含量小于 1％，总体收率为 74％。该

工艺不仅适用于血清型 rAAV2 载体，也可以用于

rAAV6 载体的纯化。 

膜色谱是将液相色谱与膜分离融合于一起的新

型生化分离技术，具有选择性高、分离速度快、能

耗低、易放大等特点，是分离纯化生化大分子药物

的有力工具。与液相色谱比较，膜色谱扩散路径短、

传质快、分离时间短、分离效率显著提高、易于放

大、便于实现大规模连续分离和自动操作。与膜技

术相比，膜色谱不仅是利用膜孔径的大小，更主要

的是利用其特异性和选择性，只要选择合适的膜就

可以从复杂体系，尤其是细胞培养液中分离和制取

出任何一种生物大分子。近年来该技术被用于 rAAV

载体的纯化，可有效去除空病毒颗粒杂质 [22]。将

rAAV 载体收获液上样至阳离子交换膜后，空病毒颗

粒因等电点高呈现较强的正电性，绝大部分 (97％) 

被吸附至阳离子交换膜，而 rAAV 载体则直接穿透

通过。然后将穿透液上样至阴离子交换膜，经 NaCl

浓度线性洗脱后，空病毒颗粒含量降低至 1％以下。 

3  rAAV 多聚体 

在 rAAV 载体的纯化和储存过程中，如实验条

件选择不当，往往会促使 rAAV 载体聚集形成多聚

体，从而影响纯化收率，降低产品的稳定性。 

AAV 在常用缓冲液 (如磷酸盐缓冲液和 Tris 缓

冲液) 中的溶解度较低，当浓度达到 2×1013 VP/mL

时，就会出现一定程度的聚集现象。浓度为 25％的

甘油溶液可以增加其溶解度至 1.8×1015 VP/mL[24]，

但甘油含量如低于 5％则无明显作用。中性表面活

性剂辛基 -吡喃葡萄糖苷  (0.01％~0.5％ ) 可缓解
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AAV 的聚集，降低溶液 pH 则有利于提高溶解度。

在加入 0.5％辛基-吡喃葡萄糖苷的条件下，浓度为

2×1013 VP/mL 的样品在 pH 4.5 时完全溶解，升高至

5.7 则出现聚集[24]。 

一般认为溶液中二价阳离子较一价阳离子能更

好地抑制病毒的聚集[24-25]，但 Wright 等[26]的研究表

明，rAAV 载体溶液的离子强度是影响其聚集的重

要因素，无论采用的离子种类如何，只要增加离子

强度至 200 mmol/L 就可以抑制 rAAV 的聚集。

Wright 等[26]曾推测 rAAV 的聚集可能是由于相邻病

毒粒子间带电氨基酸残基的相互作用引起，所以尝

试以游离支链氨基酸阻止聚集的发生。但氨基酸的

加入对 rAAV 的聚集并没有特殊的作用，仍然需要

达到 200 mmol/L 的离子强度才有效果。 

冻融循环是 rAAV 载体制备工艺中裂解细胞

常用的手段，也是引起病毒聚集的因素之一。在

150 mmol/L 的磷酸钠缓冲液中 rAAV 在 4 ℃保存 5 d

未见聚集，但一次冻融 (4 ℃~−20 ℃) 就导致明显

的聚集[26]。在 10 mmol/L 磷酸钠缓冲液 (pH 7.4) 保

存的 rAAV 经过 4 ℃至−80 ℃的一次冻融循环，滴度

降低 3 倍以上[27]。 

在 rAAV 载体生产工艺中，虽然都含有降解核

酸的步骤，但裂解液的盐离子种类和浓度并不是核

酶 (一般为 Benzonase) 的最佳反应条件，所以 rAAV

载体表面仍残留痕量核酸杂质。对纯化后样品再次

进行核酶处理后，即使在低离子强度条件也未见聚

集现象，而未处理的样品则需要高离子强度 (大于

200 mmol/L) 才能抑制聚集现象[26]。这说明载体表

面的核酸杂质可以通过离子键与相邻病毒粒子结

合形成多聚体。细胞裂解液中一价阳离子的存在会

降低核酶的活性，造成 DNA 降解不充分，以二价

阳离子  (如 Mg2+) 盐代替钠盐则有利于提高核酶

处理的效果，核酶处理 30 min 后再调节离子强度至

0.15 mol/L，rAAV 的收率提高 4 倍[25]。Qu 等[21]在

用离子交换色谱去除空病毒颗粒的工艺中，在阳离

子交换色谱柱上进行原位核酶消化处理，结果既有

效地避免了 rAAV 载体的聚集，又提高了与空病毒

颗粒的分离度。 

4  结论 

安全、稳定、有效是对所有药品最基本的三大

要求，基因治疗药物更需要把安全性指标放在首位。

虽然近年来应用 rAAV 载体在治疗 Leber’s 先天性黑

内障方面取得重大突破[28-29]，因此被 Science 杂志评

为 2009 年十大科学进展之一[30]，但 rAAV 载体在临

床研究中出现的细胞免疫毒性 [2]，时刻提醒人们必

须对其安全性给予高度关注。 

rcAAV是类 AAV病毒颗粒中危害最大的载体相

关性杂质，一旦转染人体细胞便可以源源不断地产

生异源蛋白，造成意想不到的不良反应。因这类杂

质与 rAAV 载体的性质如出一辙，目前尚无下游纯

化技术可以去除，必须从上游工艺技术着手加以限

制，如对生产用各种质粒的表达元件进行优化，防

止同源或非同源重组，防止非载体基因组的病毒包

装。因痕量 rcAAV 即可造成大危害，本课题组将特

异性 microRNA 结合序列引入 rAAV 辅助质粒

rep-cap 基因的 3′ UTR 区域，以便在即使存在 rcAAV

污染的情况下，也可以控制 rcAAV 在靶细胞内的异

源蛋白表达[31]。 

空病毒颗粒是在 rAAV 载体包装前产生，但可

以通过下游技术去除的一类杂质。虽然其与 rAAV

载体外壳一致，但二者浮力密度的差异足以采用密

度梯度离心加以分离。近期开发的离子交换色谱方

法更为规模化生产提供了技术手段。然而，二者理

化性质的近似性仍然对分离条件的参数控制提出了

严格要求。 

rAAV 多聚体是在下游处理及储存过程中出现

的一类杂质，离子强度、pH、温度等实验参数的非

优化选择均可能导致 rAAV 载体的聚集，而这些参

数的优化和控制也正是在实际操作中容易被忽视或

难以持续被关注的常见问题。 

随着 rAAV 载体本身的不断更新和优化[32]、细
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胞包装技术的不断成熟[33]，下游生产纯化技术的同

步发展也一定会极大地促进其在临床上更广泛地应

用，加速其产业化进程。 
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