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摘要

研究证明，使⽤SEC保护柱作为在线装置进⾏缓冲液交换后再执⾏内在蛋⽩荧光检测的⽅法，能够对AAV8样品中

的⾐壳含量(Cp/mL)进⾏有效的快速测定(2 min)，测定范围：2.6 × 1011 Cp/mL~2.0 × 1012 Cp/mL。该⽅法每

次仅使⽤1 µL样品作为重复样，且样品前处理⼯作⾮常少。利⽤监测内在蛋⽩荧光信号的检测器进⾏浓度测量。

根据⾐壳DNA含量（空⾐壳/完整⾐壳(Empty/Full)⽐）调整FLR响应，该含量使⽤布置在FLR检测器(SEC-UV-

FLR)之前的UV/VIS PDA检测器获得的SEC-A280和SEC-A260峰⾯积之⽐估算得出。

优势

快速、⾼通量测定AAV⾐壳浓度■

测量浓度低⾄2 × 1011或更低的⾐壳■

估算AAV ssDNA E/F⽐的近似值■

简介

测定基因治疗药腺相关病毒(AAV)制剂中的⾐壳浓度在⼯艺开发和产品质量分析中⾄关重要。⽬前通常使⽤ELISA
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⽅法进⾏⾐壳定量。这些⽅法⾮常可靠，但是与⾊谱法相⽐，它们可能要花数⼩时才能得出结果、需要采⽤经过

充分表征的试剂，并且精密度通常较低（定量限⽔平的CV约20%）1,2。 业界还曾提出，在变性条件下使⽤差⽰紫

外吸收法测定AAV的⾐壳蛋⽩和ssDNA3。 该⽅法通常适⽤于在短时间内进⾏⾼通量检测，但可能需要⼤量样品

(100 µL)，并且容易受到⼲扰发⾊团的影响。另外，配备紫外吸收检测器的⾮变性体积排阻⾊谱法(SEC-UV)也有

报道4。该⽅法虽然已被证明能够获得线性校准曲线，但仅适⽤于ssDNA含量变化很⼩的样品。

在近期发表的⼀篇⽂章中，研究⼈员使⽤配备内在蛋⽩荧光(FLR)检测的阴离⼦交换⾊谱法评估了AAV⾐壳（不含

ssDNA，空⾐壳）的相对定量结果5。本研究表明，空⾐壳的内在蛋⽩荧光强度与包含必需ssDNA的AAV的相对变

化，⽐280 nm (A280)或260 nm (A260)下观察到的UV吸光度低⼏倍。这可能使FLR⽐A280更适合⽤于AAV定量

，因为样品中⾐壳的ssDNA含量估算误差对最终浓度测定的影响明显更⼩。FLR的其他优势包括：对蛋⽩质组分的

选择性⽐其他样品组分（包括表⾯活性剂和DNA）⾼，并且具有更⾼的灵敏度，能够检测低浓度样品。

AAV作为分析物给UV吸收法和FLR光学检测法带来的两项挑战是，由AAV粒径引起的光散射效应，以及可能对UV

吸光度和FLR量⼦产率产⽣的影响。因此，当AAV样品中的其他溶液成分保持恒定时，即可有效测定完整AAV的经

验UV吸光度和FLR响应。此外，应尽量减少样品中粒径接近或超过所⽤紫外线波⻓的颗粒物含量。传统的光学⽅

法通常使⽤0.2 µm及更⼩的过滤器，在执⾏光谱分析之前进⼀步纯化样品来实现这⼀⽬的6。

本⽂介绍⼀种快速的SEC⽅法(2 min)，该⽅法采⽤FLR检测器测定AAV⾐壳浓度(Cp/mL)。SEC⽅法提供了⼀种稳

定⼀致的解决⽅案，可以对分析物进⾏光学测量，并且可以除去样品中的其他⼲扰组分。该⽅法可根据由单独分

析（例如阴离⼦交换⾊谱法）测得的样品中⾐壳的ssDNA含量对FLR信号响应进⾏校正(720006825ZH <

https://www.waters.com/webassets/cms/library/docs/720006825en.pdf> )。或者，如本研究所⽰，可根据

布置在FLR检测器之前的串联UV/VIS PDA检测器(SEC-UV-FLR)在260 nm和280 nm下测得的峰⾯积，⽤紫外吸光

度之⽐(A260/A280)估算ssDNA含量。 

实验

样品前处理

将不含ssDNA (AAV8-Empty)或带有绿⾊荧光蛋⽩基因(AAV8-CMV-GFP)的AAV8⾐壳直接注⼊SEC⾊谱柱。估计

AAV8-Null和AAV8-CMV-GFP样品的浓度分别为⼤约1.67 × 1012和2.48 × 1012⾐壳/mL (Cp/mL)。

液相⾊谱条件
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系统： ACQUITY UPLC H-Class PLUS Bio

检测条件： 荧光检测器：激发波⻓：280 nm，发射波⻓：350 

nm（10个数据点/秒）；配备5 mm钛合⾦流通池

的ACQUITY UPLC PDA检测器，280 nm和260 

nm（10个数据点/秒）

样品瓶： 聚丙烯12 × 32 mm螺纹⼝样品瓶，带瓶盖和预切

割PTFE/硅胶隔垫，容积300 µL，100个/包（部件

号：186002639）

保护柱： ACQUITY UPLC BEH SEC蛋⽩分析专⽤柱, 125 Å, 

1.7 µm, 4.6 × 30 mm（部件号：186006504）

柱温： 25 °C

样品温度： 10 °C

进样体积： 1.0 μL

流速： 0.20 mL/min

流动相： 10 mM NaH2PO4，10 mM Na2HPO4，pH 6.6 

(HCl)，200 mM KCl，pH 6.6 (HCl)，经0.1 µm⽆

菌过滤

数据管理

⾊谱软件： Empower 3
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结果与讨论

本研究旨在开发⼀种能够快速测定AAV样品中⾐壳含量的⾊谱⽅法，该⽅法只需进⾏简单的样品前处理，消耗少量

样品，并能提供符合实际的定量下限。本⽂所述的SEC-UV-FLR⽅法采⽤BEH SEC蛋⽩分析专⽤保护柱进⾏分离。

这款短柱床⾊谱柱(30 mm)填充有直径1.7 µm、平均孔径125 Å的⼆醇基键合的BEH颗粒。利⽤SEC⾊谱柱进⾏缓

冲液交换，使AAV⾐壳交换到到流动相中，选择柱⻓较短的⾊谱柱，使AAV从⼤部分孔体积中排除，尽量降低AAV

的分散度。但是，如果AAV样品还包含⼤量可能与AAV共流出的⼲扰物质（例如，蛋⽩质、DNA），则可能需要采

⽤具有更⼤孔径且更⻓的⾊谱柱。本研究将紫外吸收检测器(UV)与荧光检测器(FLR)串联使⽤。由于FLR的反压限

值更低，因此将其布置在UV之后。

根据供应商报告的ELISA测量结果，将AAV8-Null（不含ssDNA）对照样品（以下称为“AAV-Empty”）的浓度指

定为1.67 × 1012⾐壳/mL (Cp/mL)，通过电⼦显微镜测得的包含DNA的⾐壳含量为约0.5%，通过电荷检测质谱法

(CDMS)测得的含量为1.5%。使⽤50:50等体积AAV-Empty和AAV-Full样品混合物测得CDMS谱图，根据⼆者的相

对峰⾯积，估计AAV8-CMV-GFP样品(AAV-Full)的浓度为2.48 × 1012 Cp/mL。CDMS分析结果表明，AAV-Full样

品包含2.2%的空⾐壳。使⽤AAV-Empty样品对AAV-Full样品进⾏连续稀释，⽣成⼀组混合物，其中AAV-Full的摩

尔分数(ΧFull)和⾐壳浓度如表1所⽰。混合物的预测ΧFull值也优于通过CDMS观察到的结果，采⽤强制通过原点的

线性拟合（数据未显⽰）所得到的相关系数为0.996，斜率为1.008。请注意，虽然使⽤这些相对浓度值⾜以证明

该⽅法的原理，但在需要更⾼的⽅法准确度时，应考虑对AAV-Empty和AAV-Full标准品的⾐壳浓度进⾏更严格的

评估。

利⽤⼀组AAV-Full和AAV-Empty样品系列稀释液，⼀式两份，测定SEC FLR以及260 nm和280 nm波⻓下的SEC-

UV（SEC-A260和SEC-A280）峰⾯积。从代表性⾊谱图的叠加图可以看出（图1），随着AAV8的ΧFull从1变为0，
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FLR信号响应的变化明显⼩于UV吸光度变化。这种差异主要是由于完整⾐壳内的DNA在260 nm下具有强烈的UV

吸收。然后将峰⾯积除以各⾃的相对浓度，将混合物的SEC-FLR和SEC-UV峰⾯积根据浓度进⾏归⼀化（表1）。

将归⼀化后的峰⾯积对ΧFull作图（图2）。根据图2所⽰的拟合线性⽅程式，推断ΧFull值为1和0时（AreaXFull = 1和

AreaXFull = 0）的预测峰⾯积，并使⽤下⾯的公式1计算AAV8-Full与AAV8-Empty的响应因⼦(RF/E)：A260 (RF/E, 

260)为6.81，A280 (RF/E, 280)为2.98，FLR (RF/E, FLR)为0.875。预期RF/E, 260、RF/E, 280和RF/E, FLR的值会随ssDNA

的组成⽽变化，随AAV⾎清型的变化较⼩。

公式1.

图1.⼀系列AAV8样品的SEC荧光和UV吸光度响应⽐较，其中AAV8-Full的摩尔分数在⼤约1.0（⿊⾊）⾄0.0（红⾊

）的范围内。实验步骤⻅正⽂。 
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图2.⼀系列AAV8样品(n = 2)的SEC-UV（280 nm和260 nm）和SEC-FLR峰⾯积变化，其中AAV8-Full

的摩尔分数(ΧFull)在⼤约1.0⾄0.0的范围内。峰⾯积根据样品浓度(Cp/mL)进⾏归⼀化。实验步骤⻅正

⽂。 

在常规应⽤中，可以使⽤两个AAV-Full和AAV-Empty对照样品（已经测得Cp/mL和ΧFull值）的峰⾯积直接计算

AreaΧFull = 1和AreaXFull = 0的值。另外，由于RF/E, FLR的值相对于RF/E, 280和RF/E, 260更接近1，因此在SEC-FLR⾐

壳浓度估算（其中样品的ΧFull变化不⼤或可接受精密度不太⾼的⾐壳浓度测定结果）中，可能不必校正FLR响应。

为应⽤RF/E，我们需要知道样品的ΧFull值(ΧFull, Sample)。ΧFull, Sample可以通过电⼦显微镜或阴离⼦交换⾊谱等⽅法

进⾏测定5，也可以在SEC-UV-FLR或SEC-UV实验中使⽤SEC-A260和SEC-A280峰⾯积之⽐(AreaA260/AreaA280)得

到所评估样品的ΧFull近似值。基于紫外吸光度的ΧFull, Sample估算值取决于所使⽤的标准品，由于吸光度值可能随

缓冲液组成的变化⽽发⽣明显偏离，因此需要确保在严格控制的实验条件下进⾏测定。

本研究将光电⼆极管阵列(PDA) UV-VIS检测器与FLR检测器串联使⽤。FLR检测器流通池通常⽆法承受较⾼的反压

，⼀般布置在UV检测器之后。通过这种⽅式测定A260/A280 UV吸光度⽐值的优势在于，⽆需使⽤额外的样品，并

且样品中任何潜在的⼲扰发⾊团或荧光团，只要与AAV⾐壳存在尺⼨差异，都可以通过SEC⾊谱柱得到分离。在该

SEC-UV-FLR⽅法中，PDA检测器的性能表现优于双波⻓可变UV-VIS检测器(TUV)，因为在观察到的给定峰宽（约

12 s）下，其采样速率明显更⾼。如果使⽤更⻓的SEC⾊谱柱或降低流速，则可以使⽤TUV检测器，前提是在峰上

采集⼤约40个或更多数据点。

样品混合物的实测峰⾯积⽐与AAV8的ΧFull之间的关系表现为⾮线性响应曲线（图3）。样品混合物的预测峰⾯积⽐

在图3中⽤虚线表⽰，并且可⽤以下关系式计算：
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公式2.

其中：ΧEmpty, Sample和ΧFull, Sample分别为样品中AAV-Empty和AAV-Full的摩尔分数。AreaA260, XFull = 0、Area

A260, XFull = 1、AreaA260, XFull = 0和AreaA260, XFull = 1根据图2所⽰SEC-A280和SEC-A260的拟合线性⽅程式外推得到

，如前所述。

图3.⼀系列AAV8样品的SEC 260 nm和280 nm UV吸光度峰⾯积之⽐(n = 2)的变化，其中AAV8-Full的

摩尔分数(ΧFull)在⼤约1.0⾄0.0的范围内。虚线突出显⽰了预测的A260/A280⽐率。实验步骤⻅正⽂

。 

为使⽤试样的实测SEC-UV峰⾯积⽐(AreaA260, Sample/AreaA280, Sample)测定样品的ΧFull，可以将公式2中的关系重
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新排列，得到公式3。对于那些对数学细节感兴趣的读者，简化形式的公式3是ΧFull, Sample与(AreaA260, Sample

/AreaA280, Sample)之间的形式为y = a/x + bx + c⽅程的渐近⾮线性回归结果。

公式3.

公式3与所测AAV样品的浓度⽆关。此外，利⽤液相⾊谱系统测得AreaA260, XFull = 0、AreaA260, XFull = 1、Area

A260, XFull = 0且AreaA260, XFull = 1后，可以在更多测量中将其视为常数。根据AreaA260, Sample/AreaA280, Sample的实

测值和公式3计算得出的ΧFull, Sample值与预测值⾼度相关（R2 = 0.9995，斜率 = 0.991，截距 = 0.000，未显⽰相

关关系图）。对该⽅法进⾏额外评估，还发现实测值与通过CDMS测得的值之间存在良好的相关性（图4）。这些

结果表明，该⽅法测量ΧFull, Sample的精密度和准确度对于估算FLR和UV响应因⼦是可接受的，甚⾄⾜以估算空⾐

壳丰度相对较⾼的的⼯艺中间样品的ΧFull, Sample。但是，由于ΧFull接近1时响应曲线的斜率较⼤（图3），因此该

⽅法在测定⾼纯度样品的ΧFull, Sample时，精密度和准确度可能会下降。
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图4.SEC 260 nm和280 nm UV吸光度峰⾯积⽐(n = 2)⽅法和CDMS⽅法测定⼀系列AAV8

样品的AAV8-Full摩尔分数(ΧFull)的相关性。实验步骤⻅正⽂。 

测得ΧFull, Sample后，即可将其与RF/E （公式1）⼀起使⽤，对样品或标准品的SEC-FLR或SEC-UV峰⾯积进⾏归⼀

化(AreaSample, Norm)，以解决空⾐壳与完整⾐壳之间的响应差异。同样，该峰⾯积归⼀化也可以⽤于浓度校准标

样。在本例中，任意选择将峰⾯积归⼀化⾄ΧFull, Sample为1时的预测值。为导出归⼀化公式，可以将试样（或标准

品）峰⾯积(AreaSample, Meas)定义为完整⾐壳和空⾐壳（AreaSample, XFull = 1，AreaSample, XFull = 0）的最⼤峰⾯

积与各⾃摩尔分数乘积的总和。

公式4.

通过代⼊公式1和关系式ΧFull, Sample + ΧEmpty, Sample = 1，公式4可以重新排列得到公式5，⽤于根据ΧFull的实测值
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对样品或标准品的响应进⾏归⼀化。

公式5.

在对上述⽅法的初步测试中，评估了表1所述的样品数据集。本例中评估了系列稀释样品的A280 UV吸光度和FLR

峰⾯积数据，但未针对已知的浓度差异进⾏归⼀化，其⽬的在于确定该⽅法是否能够预测系列稀释样品的Cp/mL

值。本研究使⽤ΧFull值分别为0.0148和0.9788，浓度分别为1.67 × 1012 Cp/mL和2.48 Cp/mL的两个未稀释样品

（表1），通过公式3和5校正响应因⼦，并采⽤SEC-A280和SEC-FLR定义浓度校准曲线。

然后将测得的样品浓度与预测值进⾏⽐较（图5）。与采⽤SEC-A280观察到的结果相⽐，SEC-FLR数据结果的相

关性更⾼，曲线斜率更接近1。此外，尽管实际的SEC-A280峰⾯积变异（平均差异0.43%）低于SEC-FLR峰⾯积

变异（平均差异0.63%），但SEC-FLR⽅法的浓度重复测定结果变异（平均差异0.67%）低于SEC-A280浓度测定

结果之间的变异（平均差异1.27%）。由于SEC-FLR和SEC-A280计算中使⽤的ΧFull值相同，因此，SEC-FLR⽅法

的结果精密度更⾼主要是因为RF/E, FLR值(0.898)⽐RF/E, A280值(2.98)更接近1，响应因⼦更接近1则意味着对ΧFull测

定结果变异的影响更⼩。如前所述，在这些结果中还可以观察到，测定空⾐壳含量较低的样品的ΧFull时，较⼤的

变异还会带来额外影响。
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图5.⾐壳浓度测定结果⽐较：SEC-FLR-UV和SEC-UV。两种⽅法均根据由在线UV A260

和A280测量值计算得出的ΧFull，通过响应因⼦对测定的浓度进⾏校正，如正⽂所述。⾐

壳浓度的范围⼤约在1.7 × 1012 Cp/mL~2.4 × 1012 Cp/mL之间，样品的ΧFull值（⻅括号

内）⼤约在0~1的范围内。实验步骤⻅正⽂。 

为评估扩展浓度响应曲线，将ΧFull值为约0.55且估计浓度为2.07 × 1012 Cp/mL的样品连续稀释，得到浓度分别为

1.04 × 1012、5.19 × 1011和2.59 × 1011 Cp/mL的样品。利⽤同时搭载在线FLR和UV检测器的液相⾊谱系统(

SEC-UV-FLR)分析这些样品。最低浓度样品(2.59 × 1011 Cp/mL)的UV吸光度（260 nm和280 nm）和FLR⾊谱图

⽐较⻅图6。从图中可以看出，与UV吸收通道相⽐，采⽤FLR检测器的所有三个光学通道都观察到强烈的信号，信

噪⽐明显更⾼（约10倍），表明FLR的定量限可能更低。

11使⽤配备荧光和紫外双重检测器的体积排阻⾊谱快速测定AAV浓度



图6.⾐壳浓度近似2.59 × 1011 Cp/mL的⼀系列AAV8样品的

SEC UV吸光度响应⽐较。实验步骤⻅正⽂。 

图7为SEC-FLR和SEC-A280峰⾯积的FLR响应曲线，这些曲线已经过各⾃的响应因⼦（RE/F, FLR和RE/F, A280）完成

归⼀化。虽然预期稀释后的样品会具有等效的ΧFull值，但仍进⾏了校正，以考察SEC-UV-FLR和SEC-UV⽅法的重

现性。在SEC-FLR和SEC-A280校准曲线中均观察到有⽤的线性拟合，相关系数分别为0.9985和0.9989。这些结果

表明，当AAV样品中的空⾐壳含量较⾼且更⼀致时，SEC-A280⽅法结合ΧFull响应校正可提供与SEC-FLR⽅法相当

的分析性能。
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图7.根据由在线UV A260和A280测量值计算得出的ΧFull，通过响应因⼦校正的SEC-FLR-

UV和SEC-UV峰⾯积变化，如正⽂所述。⾐壳浓度的范围⼤约在2 × 1011 Cp/mL~1.6 × 

1012 Cp/mL之间。实验步骤⻅正⽂。 

结论

研究证明，使⽤⾼效填充的SEC保护柱作为在线装置进⾏缓冲液交换后再执⾏内在蛋⽩荧光检测，能够对AAV8样

品中的⾐壳含量(Cp/mL)进⾏有效的快速测定，测定范围：2.6 × 1011 Cp/mL~2.0 × 1012 Cp/mL。本研究提出

的⽅法每次仅使⽤1 µL样品作为重复样，且样品前处理⼯作⾮常少。不过，如果样品中具有较⾼含量的可⻅或不

可⻅颗粒，建议采⽤离⼼步骤。

监测内在蛋⽩荧光（⾊氨酸）的FLR检测器相对于UV吸收检测器具有优势。⽐如，对于AAV8样品，与UV吸收检测

器在280 nm (RF/E, A280 = 2.98)和260 nm (RF/E, A260 = 6.81)下测得的响应因⼦相⽐，FLR检测器的空⾐壳/完整⾐

壳响应因⼦更接近1。因此，FLR检测较少依赖精密且准确地测定含DNA的⾐壳的摩尔分数(ΧFull)。此外，内在蛋

⽩荧光检测的信噪⽐约为UV⽅法的10倍，是⼀种选择性更⾼的蛋⽩检测⽅法，对样品中的游离DNA或RNA不敏感

。
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含DNA的⾐壳含量ΧFull可通过其他分析（例如，阴离⼦交换⾊谱法）测定，也可以使⽤布置在FLR检测器之前的

UV/VIS PDA检测器(SEC-UV-FLR)，根据SEC-A280和SEC-A260峰⾯积之⽐进⾏经验估算。另外，如果所⽤SEC⽅

法产⽣的峰宽较⼤，可使⽤TUV检测器代替UV/VIS PDA检测器，本研究未展⽰。

利⽤经纯化的样品证明该⽅法的⼀般原理。不过，如果所分析的样品包含与AAV共流出的⼤分⼦⼲扰荧光团（例如

蛋⽩质），可能有必要使⽤更⼤孔径的SEC颗粒以及更⻓的SEC⾊谱柱，或者降低流速，以获得更出⾊的分离度。

另外，当采⽤SEC-A260和SEC-A280峰⾯积测定ΧFull时，如果⼲扰发⾊团（例如蛋⽩质、RNA或DNA）的含量⾼

⾄⾜以显著影响⾐壳ssDNA含量测定，也可能需要将这些发⾊团与AAV分离。另外，还可以将填充有⼤粒径颗粒

（2.5 µm或3.5 µm）的⼤直径（内径7.8 mm）⾊谱柱⽤于HPLC系统，本⽂未展⽰。⼤粒径⾊谱柱不易被样品颗

粒物污染，不过，为获得相似的灵敏度，需要按⽐例增加样品量(3 µL)，可能导致样品通量下降。
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