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摘要
离子交换色谱法对于腺相关病毒 (AAV) 的纯化及其质量属性分析是一种非常有价值
的工具。本研究展示了使用配备 Agilent Bio SAX 强阴离子交换色谱柱的 Agilent 1290 
Infinity II 生物液相色谱测定 AAV-1 和 AAV-6 样品中的完整衣壳/空衣壳比。该方法展
现出优异的线性和重现性，表明 1290 Infinity II 生物液相色谱系统是具有出众性能的
先进液相色谱系统。

采用生物兼容性液相色谱分析腺相关
病毒 1 和 6 血清型的完整衣壳/空衣 
壳比

采用配备 Agilent Bio SAX 强阴离子交换色谱柱的 
Agilent 1290 Infinity II 生物液相色谱实现出色的线性
和重现性
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前言
在重组 AAVs 的生产过程中，相当比例的
病毒衣壳不含遗传有效载荷，因此被称
为“空”衣壳[1]。空衣壳已被证明会降低 
AAV 制剂的基因转导效力[2]，因此监管机
构认为这是一种工艺相关杂质，必须加以
表征[3]。

本研究采用配备 Agilent Bio SAX 色谱柱
的 Agilent 1290 Infinity II 生物液相色谱
系统测定纯化后的 AAV-1 和 AAV-6 样
品中的完整衣壳/空衣壳比。1290 Infinity II 
生物液相色谱系统具有生物兼容性流路。
当该液相色谱与安捷伦非多孔聚苯乙烯二
乙烯基苯 (PS-DVB) Bio SAX 强阴离子交
换 PEEK 色谱柱配合使用时，可通过尽可
能减少不必要的表面相互作用确保生物分
子的完整性，使其成为大分子应用的理想
选择。

实验部分
AAV 参比标准品购自 Vigene Biosciences，
为富含完整衣壳和富含空衣壳的样品。
除非另有说明，否则所有化学品均购自 
Sigma-Aldrich。 

仪器
本研究中使用了两种配置的 1290 Infinity II 
生物液相色谱系统（图 1）。液相色谱配
备四元全能泵或二元高速泵。全能泵可同
时容纳 4 条溶剂管线，减少了方法开发
期间必须配制的不同流动相的数量。高速
泵可实现超高效混合和超低的延迟体积，
提供出色的灵敏度和重现性。两种配置
均可耐受高盐浓度的腐蚀，且可承受高

达 1300 bar 的高反压。使用在线 Agilent 
1260 Infinity II 荧光检测器实现分析相对
稀释的 AAV 样品所需的高灵敏度。

图 1. Agilent 1290 Infinity II 生物液相色谱

色谱
使用具有 PEEK 硬件的 Agilent Bio Sax 
NP5 色谱柱（2.1 × 50 mm, 5 µm，部件
号 5190-2472）分离完整衣壳和空 AAV 
衣壳。使用了表 1 至表 3 所示的流动相
和梯度条件进行盐梯度洗脱。

对于全能泵方法，使用安捷伦缓冲液顾
问软件确定分析过程中达到 70 mmol/L  
bis-tris 丙烷 (pH 9.0) 所需的各流动相组
分的百分比。分析前，将 AAV-1 和 AAV-6  
标准品在 50 mmol/L Tris-HCl (pH 7.4) 中
进行稀释，分别单独作为富含空衣壳或
富含完整衣壳的样品，或作为混合物。
采用表 4 所示的积分设置，通过 Agilent 
OpenLab CDS 软件控制数据采集和分析。

表 1. 流动相组成

  全能泵 高速泵

泵类型 四元泵 二元泵

流动相组成

A：去离子水 
B：1 mol/L 四甲基氯化铵 
C：0.3 mol/L HCl 
D：0.2 mol/L bis-tris 丙烷

A–D 含 2 mmol/L MgCl2

A：70 mmol/L bis-tris 丙烷 (pH 9.0)
B： 70 mmol/L bis-tris 丙烷 +  

1 mol/L 四甲基氯化铵 (pH 9.0)

A 和 B 含 2 mmol/L MgCl2

表 2. 全能泵梯度条件

时间 %A %B %C %D
流速  

(mL/min)

0 36.2 15 13.8 35 0.1

40 15.8 35 14.2 35 0.1

40.1 0.6 50 14.4 35 0.3

43 0.6 50 14.4 35 0.3

表 3. 高速泵梯度条件

时间 %A %B 流速 (mL/min)

0 85 15 0.1

25 72.5 27.5 0.1

25.1 0 100 0.3

28 0 100 0.3

表 4. Agilent OpenLab CDS 2.3 软件积分设置

参数 值

斜率灵敏度 0.02

峰宽 2

最小峰面积 0.05

最低峰高 0.05

肩峰模式 切向

切线撇去模式 直线

拖尾峰/撇去高度比 0.05

前伸峰/撇去高度比 0.05

撇去峰/谷比 20

基线校正模式 经典

峰谷比 500

空白扣除 是
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结果与讨论
首先通过富含完整衣壳或富含空衣壳的
样品进样相同数量的衣壳，评估 AAV-1 
和 AAV-6 的相对响应因子。对于两种血清
型，观察到完整衣壳比空衣壳更亮，且相
对于空衣壳的表观响应比约为 1.2。该值与
已报道的 AAV-6.2 响应比 1.3 高度一致[4]。

如图 2 所示，使用全能泵分离混合样品
中的完整衣壳和空衣壳，获得了可接受
的分离度（AAV-1 的 R = 1.1，AAV-6 的  
R = 1.3）。结果发现，样品回收率与流速
呈负相关（数据未显示），与文献中报道
的结果一致[5]。因此，在分析梯度期间，
该方法的流速保持在较低的 0.1 mL/min。 

图 2. 使用安捷伦四元全能泵分离完整衣壳和空衣壳的混合物
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将方法转移至配备二元高速泵的  1290 
Infinity II 生物液相色谱。在 3 天内重复进
样不同比例的完整衣壳和空衣壳混合物，
以评估该实验的准确性、线性和重现性。
如图 3 的叠加色谱图所示，在较宽的衣
壳比范围内，完整衣壳和空衣壳峰的保留
时间和峰形具有重现性。
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图 3. 使用安捷伦二元高速泵分离具有不同完整衣壳/空衣壳比的 AAV-1 和 AAV-6 样品
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如之前的文献所述 [6]，与相对峰面积相
比，相对峰高可提供更准确、更可靠的完 
整衣壳/空衣壳比估计值。这是因为峰存

在一定程度的拖尾，未实现完全分离。
图 4 显示了用相对峰高或峰面积作为估
计量，AAV-1 和 AAV-6 的线性和准确性差

异。相对峰高的线性趋势线更接近原点，
R2 值更高。

图 4. 相对峰高和相对峰面积作为完整/空衣壳比的估计量的比较。相对峰高（A 和 C）的准确性和线性优于相对峰面积（B 和 D）
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图 5 显示了方法的日间重现性。对于约含 
5%–90% 完整衣壳的样品，AAV-1 和 AAV-6 
完整/空衣壳比的相对标准偏差 (RSD) 分别
为 ≤ 10.1% 和 ≤ 11.2%。结果表明，该方法
具有较宽的线性范围。假设可接受的 RSD 

为低于 15%，则两种血清型的定量下限均
为 ≤ 5% 完整衣壳。完整和空衣壳峰的保
留时间也具有高度重现性，对于所有测试
样品，两种血清型的 RSD 均 ≤ 2.4%。
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图 5. 相对峰高估计量和峰保留时间的日间重现性
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结论
本研究表明，使用配备 Agilent Bio SAX 
强阴离子交换色谱柱的  Agi lent  1290 
Infinity II 生物液相色谱可准确且可重现地
测定 AAV-1 和 AAV-6 血清型的完整衣壳/ 
空衣壳比。
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