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Stunner准确获取腺病毒滴度及相关表征 

简  介 

腺病毒载体 (AdV) 的功能极其多样——能够用于病毒疫苗接种、递送治疗基因，并以溶瘤载体

的形式直接抗击癌症。由于AdV滴度测量方法可能耗时数小时甚至数日，而且在纯化过程中常

见空衣壳等杂质①②，因此快速获取衣壳滴度和AdV空壳率至关重要。 

AdV的传统分析方法通常速度慢、成本高、耗费人力，而且每次只能获取单一数据。即便是目

前最快速的方法 (在260 nm的波长下测量紫外/可见光 (UV/Vis) 的吸光度) 仍需要耗费大量的

时间，因为检测过程中需要将样品用SDS处理煮沸再冷却①。文献中A260分析法提出了一条经

典法则，即1AU260nm = 1.1E12 vg/mL③，但该换算的准确度受到了其他学者的质疑，他们提

出的换算公式为1AU260nm = 1.2E12或1.8E12 vg/mL④⑤。 

目前有很多工具可用于检测AdV，但绝大多数要花费大量的时间并消耗昂贵的试剂——甚至需

要经过微调来适应特定血清型或转入基因。qPCR是广为人知的序列特异性DNA量化方法，但

同样需要花费数小时，步骤繁琐，而且不能获得空衣壳滴度等信息。电子显微镜 (EM) 与阴离

子交换高效液相色谱法 (AEX-HPLC) 都能得出空衣壳和完整衣壳滴度。但EM倾向于主观性数

据判读，而AEX-HPLC需要经过优化才能用于特定样品且只能逐份进行样品检测⑥-⑨。 

Stunner是一款独特的分析系统，它整合了高效UV/Vis分光光谱法与静态和动态光散射 (SLS和

DLS) 来测定低至1E9 cp/mL的滴度、获取空心率以及粒径和聚集情况 (图1)。无需进行任何的

样品准备、稀释、标准曲线、标记或染色处理，Stunner即可读取样品信息。此设备不具有血清

特异性，只需要使用2 μL的样品就可在1小时内读取最多96份样品。为获得更高通量，该系统

全自动化运行并可配备21 CFR Part 11软件工具。 
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图1：Stunner 整合UV/Vis、动态和静态光散射 (DLS和SLS) 为生物治疗和基因治疗样品提供高精准度

表征分析。 

Stunner 的 Adeno Quant 应用程序将 DLS、SLS 和 UV/Vis 整合在一起，以提供准确的衣壳滴

度、空壳率，外加总蛋白和 DNA 定量数据 (图 2)。DLS 是一项可识别样品粒径和粒径分布的强

大技术。DLS 光强分布按样品中的衣壳、聚集体和小颗粒来显示散射光的相对强度。DLS 实验

期间收集到的 SLS 强度与颗粒浓度成正比，但完整衣壳和空衣壳会因成分不同而散射不同强度

的光。因此，除了考察样品中散射的光强度，还需要 DLS 和 SLS 之外的其他检测才能获得准

确的颗粒浓度信息 ——即空心率数据。Stunner 通过 UV/Vis 可以 确定样品中的总蛋白和 DNA

浓度信息并据此得出空心率。当 UV/Vis 与 DLS & SLS 数据相结合时，Stunner 便集齐了全部

所需的“拼图”，从而计算出 AdV 样品的总衣壳滴度、完整衣壳滴度和空心率 (图 3)。 

 

图 2：Stunner 是一款结合了三种技术来确定腺病毒衣壳滴度、空心/实心比等信息的仪器。DLS 光强

分布可揭示完整衣壳 (绿色峰) 以及小颗粒 (浅灰色峰) 和聚集体 (深灰色峰)(图 A)。UV/Vis 检测会自动
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扣除样品浊度 (浅灰色线)，从而得到总吸光度光谱 (黑色线)，对其解析即可获得 dsDNA 光谱 (绿色线) 和

蛋白质光谱 (蓝色线)(图 B)。 

 

图 3：Stunner 测定出总衣壳数量 (深蓝色)、游离和聚集蛋白质数量 (浅蓝色)、完整衣壳滴度 (深绿色) 和

游离/聚集 dsDNA (浅绿色)。 

方  法 

将3家厂商 (厂商1、2、3) 提供的3个批次用CsCl纯化的5型腺病毒载体保存在-70°C的温度下。

为避免经历冻融循环，这些载体在首次测量之前进行一次解冻，然后在4天内进行的各项实验，

期间维持4°C的储藏温度。 

在Stunner操作软件中选择Adeno Quant应用程序， DLS采集的参数为4次重复每次5秒，用水

作为空白对照。Stunner测量AdV样品完整的UV/Vis吸光度光谱，区分其蛋白质、dsDNA和常

见杂质的吸光度贡献，并基于内置的摩尔消光系数确定蛋白质和dsDNA滴度。AdV的摩尔消光

系数基于已公开发表的氨基酸序列进行计算。病毒基因组的摩尔消光系数则基于制造商所提供

的DNA碱基大小进行计算。总衣壳滴度、完整衣壳滴度、dsDNA滴度、蛋白质滴度、空衣壳百

分比、完整衣壳百分比、Z-平均粒径和PDI通过 Stunner 分析软件中的Adeno Quant应用程序

确定。 

结  果 
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A260和其他数据信息 

毫无疑问，UV/Vis 分光光谱法是目前读取 AdV 样品滴度的最快速分析技术之一。但 AdV 颗粒

太大，会散射出多种不同的光信号，由此形成的浊度会导致经典 A260 法的读数出现极大的波

动。借助 SDS 进行变性处理、对颗粒进行热分解并清除散射光可让 UV/Vis 读数具有更高的重

复性。但额外的步骤会削弱 UV/Vis 的简易性并拖慢速度④，将一项快速检测变成了长达 30 分

钟的繁杂任务。Stunner 的 Adeno Quant 应用程序能直接测量腺病毒载体且无需进行任何样品

变性处理。先进的 Unmix 算法可分析出 AdV 样品的 UV/Vis 总吸光度并区分出来自浊度 (AdV

光散射) 的吸光度和腺病毒载体实际的吸光度。用数学算法扣去浊度意味着 Stunner 可在几秒

内得出 A260 结果而无需对颗粒进行处理 (图 4)。 

 

图 4：Stunner 的浊度校正可实现快速的 A260 测量，无需繁琐的 SDS 变性准备。用总吸光度 (黑色) 扣

去浊度 (灰色) 即可计算出 AdV 的吸光度 (黄色)。虚线为测定的 A260 数值。 

然而样品中任何具有 UV/Vis 光吸收的组分都会对 A260 检测产生极大的影响。在紫外区有光

吸收的缓冲液，宿主细胞 DNA 或蛋白将直接影响检测结果——而且 AdV 样品中时常有蛋白质

或 DNA 污染。通过整合 UV/Vis 与 DLS 和 SLS 结果，Stunner 的测量会变得更加可靠，不容

易受到污染物和培养基的影响。例如，DNA 污染会使 A260 的滴度出现偏差，但 AdV 颗粒的

散射光强度不会受多余 DNA 的影响。 

了解您的Adeno应用软件 
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Stunner的Adeno Quant应用程序可为每一份AdV样品提供丰富而多属性的数据。样品检测完成

后可立即得出有关总衣壳滴度、完整衣壳滴度、游离/聚集蛋白质、游离/聚集dsDNA的数据，

而且还可为每一份AdV样品提供DLS的粒径和聚集信息。从2 μL样品中收集的DLS数据可将粒

径信息转变成可添加到任意步骤当中的质量属性数据。 

使用Adeno Quant应用程序进行检测发现，厂商1的腺病毒有着较高的纯度、滴度、较高的完

整衣壳百分比以及极好的粒径数据 (图5)。总衣壳数量平均值为4.2E12 cp/mL且%CV=4.9，

完整衣壳滴度的平均值为3.4E12 vg/mL且%CV=4.4。游离/聚集蛋白质和游离/聚集dsDNA在

总质量中占比约为13%。完整衣壳百分比平均值为81%。全部4份样品的粒径和粒径分布都表

现出了极佳的一致性、无聚集体并有着较佳的多分散性。 

 

图 5：厂商 1 的 AdV 使用 Stunner 的 Adeno Quant 应用程序进行了四次测量。总衣壳的数量表示为测
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定的总蛋白的量 (灰色柱)，而完整衣壳滴度则为测定的 dsDNA 总量 (绿色柱)(图 A)。完整衣壳滴度和总

衣壳滴度与完整衣壳百分比 (黄色) 和空衣壳百分比 (紫色) 数据相关。蛋白质滴度单位为 cp/mL，DNA

滴度单位为 vg/mL (图 B)。DLS 用光强分布展示 (图 C)。误差线代表标准差。 

如果您的样品Z平均粒径介于100-200 nm之间的单分散颗粒，即可确定其中不存在聚集的问

题。厂商2的腺病毒样品看似不存在聚集问题，Z平均粒径为122.6 nm且PDI <0.1 (图6A，右图)。

但在全面检查后，Adeno Quant应用程序会让您发现其中存在大量额外的DNA (图6A，左图)。

额外的DNA指向潜在的宿主DNA污染，而且可能会被其他分析技术所遗漏。 

厂商3的腺病毒样品中总蛋白和DNA之间的平衡与您对理想样品的预期完全一致 (图6B，左图)，

但DLS & SLS检测会立即发现该样品中存在大量的聚集 (图6B，右图)。Stunner甚至可以将所

有蛋白质和DNA数据绘制成浅蓝色和浅绿色图来合成分析所有这些信息——指出蛋白质和

DNA的“ 游离和聚集”状态并确定其不属于任何腺病毒衣壳的组成部分。将所有这些信息片段整

合之后可以看出，此处较差的病毒稳定性可能有错误——因为蛋白质与DNA之间的平衡似是而

非，但完整的腺病毒并没有正确的粒径可言。 

 

图 6：Adeno Quant 让您全面了解您的样品。厂商 2 的腺病毒样品在 DLS 检测中有着较佳的流体力学

粒径和单分散性，但 DNA 过量（图 A）。厂商 3 的样品中有着您所期待的总蛋白质和 DNA 数量，但通

过 DLS 快速检查会发现有大量的聚集（图 B）。各颜色代表信息与图 2 相同。 

结  论 

AdV的快速在线表征分析是监控生产工艺过程并成功生产出批次药物的关键环节之一。现有方

法费时费力而且会得出高度可变的结果。所幸，Stunner的Adeno Quant应用程序能够快速轻

松地获取准确的AdV表征分析数据而无需任何额外繁琐的工作流程、染色处理或标准曲线。
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Stunner是一款将上述三种技术整合起来，可得出详细结果从而了解样品全貌的工具。在正确信

息的帮助下，生产或纯化的优化变得比以往更快，而且可以通过快速在线试验来确立KPI或

CQA，随时指明AdV生产批次是否可以推进到下一个步骤。 
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