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·基础研究·
实时荧光定量 PCR法用于重组 SIV-hPEDF注射液病毒颗粒数的检测 *
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摘要目的：建立重组 SIV-hPEDF注射液病毒颗粒数检测实时定量 PCR检测方法。方法：在提取重组 SIV-hPEDF注射液供试品基

因组 RNA后，采用实时定量 PCR的方法，检测供试品中的病毒颗粒数。结果：经过 3次实验，所得 SIV-hPEDF RNA标准品标准

曲线均线性良好，重组 SIV-hPEDF注射液供试品中病毒颗粒数检测结果无显著性差异。结论：所建立的重组 SIV-hPEDF注射液

病毒颗粒数实时荧光定量 PCR检测方法重复性好、灵敏、准确，可用于重组 SIV-hPEDF注射液病毒颗粒数的检测。
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Quantitation of Virus Particles in Recombinant SIV-hPEGF Injection by
Real-Time PCR*

A Real-Time PCR method was developed to quantitatively determine the virus particles in recombinant

SIV-hPEGF injection. After extracting the genome RNA in recombinant SIV-hPEDF injection, Real-time PCR was used to

quantitatively determine the virus particles in test sample. After 3 parallel experiments, the SIV-hPEDF RNA standard had a

good linear, and there was no significant difference in the detection results of virus particles in recombinant SIV-hPEGF injection.

The established method is repeatable, sensitive and accurate, and can be applied in the determination of virus particles in

recombinant SIV-hPEGF injection.
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前言

色素上皮衍生因子 (Pigment epithelium-derived factor,
PEDF)，是属于丝氨酸蛋白酶超家族的一种神经营养因子，具

有保护神经，营养神经，抗新生血管生成，抗血管渗漏，促进凋

亡，抑制肿瘤等功能[1-7]。猿猴免疫缺损病毒(Simian Immunode-

ficiency Virus，SIV)载体是一类慢病毒载体，属于逆转录病毒家

族。其特点为携带外源基因片段大，不易引发机体的免疫反应，

能够感染分裂细胞和多种非分裂细胞[8,9]，该病毒可以直接整合

进细胞基因组[10]，而不需反复感染细胞就可达到持久表达[9]，低

滴度的 SIV病毒液即可达到治疗效果[11]，已成为目前基因治疗

用载体的研究热点[12-15]。重组 SIV-hPEDF注射液作为一种基因
治疗产品，可以在视网膜疾病的治疗方面发挥作用，而其病毒

颗粒数的的检测是该产品质量控制的一项重要指标。病毒颗粒

数的测定有助于在该产品在使用过程中确定病毒的数量，从而

保证疗效，控制副作用。本文提取样品的基因组 RNA后，采用

实时定量 PCR 技术检测样品的病毒颗粒数，建立了重组
SIV-hPEDF注射液中病毒颗粒数的定量测定方法。

1 材料与方法

1.1 材料
Trizol LS Reagent 购自 Invitrogen 公司；Dr. GenTLE Pre-

cipitation Carrier、RNase-free Water、Recombinant DNase I、Re-
combinant RNase Inhibitor购自 TAKARA 公司；Yeast tRNA 购

自 Ambion 公司；Taqman RNA-to-Ct 1 step kit 购自 Applied

Biosystems公司；氯仿、异戊醇、无水乙醇、异丙醇均为分析纯；
SIV-hPEDF RNA 标准品（2.5× 107copies/滋L）和 Enterovirus

RNA 标准品（2× 107copies/滋L）由本科室保存；PCR 引物合成
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由北京奥科鼎盛生物公司完成。

Enterovirus F-Primer：（5'-ATGCGGCTAATCCCAACCT-3'）
Enterovirus R-Primer：（5'-CGTTACGACAGGCCAATCACT-3'）
Enterovirus probe：（5'-[VIC]CAGGTGGTCAAAC[MGB] -3'）SIV

F3-Primer：（5'-GAGGGTTAGGCAGGGATATGTTC-3'）
SIV R3-Primer：（5'-GTCTCTCTGCTGAAGTCTGTCC-3'）
SIV P3-probe：（5'- [HEX]TCTCCACAGATCCATATCCGCG-

GCAAT[BHQ]-3'）。
1.2 样品基因组 RNA提取
配制 DNA酶消化体系：样品 100 滋L，10× DNase I buffer

20 滋L，DNase I 8 滋L，RNase inhibitor 2 滋L，RNase-free water
70 滋L。配制 2个体系，混匀后 37℃孵育 30 min。分别加入 750

滋L Trizol LS Reagent，vortex 剧烈混匀 10 s，快速离心。En-

terovirus RNA标准品稀释至 2.5× 105 copies/滋L后，加入 40 滋L

至样品体系中，Yeast tRNA稀释至 0.2 滋g/滋L后，加入 10 滋L至

样品体系中。加入氯仿：异戊醇（24:1）200 滋L，vortex剧烈混匀
10 s，室温放置 5 min后，4℃ 15000 rpm离心 15 min。收集上

清，加入助沉剂 Dr. GenTLE Precipitation Carrier 6 滋L，vortex混

匀 10 s。加入 600 滋L预冷的异丙醇，vortex 混匀 10s 后，4℃

15000 rpm离心 15 min。去上清，加入 600 滋L预冷的 75%乙醇，

轻洗 RNA沉淀，4℃ 15000 rpm离心 10 min。去上清，真空干燥
30 min。用 100 滋L RNase-free Water溶解 RNA沉淀，-80℃保存

待检测。

1.3 RNA回收率检测

用 Yeast tRNA（20ng/滋L）稀释 Enterovirus RNA 标准品（2

copies/滋L、20 copies/滋L、2× 102 copies/滋L、2× 103 copies/滋L、
2× 104copies/滋L、2× 105 copies/滋L、2× 106 copies/滋L）。用 Taq-

man RNA-to-Ct 1 step kit配制 30个反应体系（模板分别为 2个

样品 RNA，7 个浓度的 Enterovirus RNA 标准品，1 个空白对

照，均为 3个复孔），每个体系成分为：2× RT-PCR mix 10 滋L，
Enterovirus F-Primer （10uM）0.2 滋L，Enterovirus R-Primer（10

滋M）0.2 滋L，Enterovirus probe（10滋M）0.2 滋L，（40× ）Enzyme

mix 0.5 滋L，Nuclease-free water 4.9 滋L，模板 4 滋L。实时定量
PCR条件为：48℃ 15 min，95℃ 10 min后，[95℃ 15 sec，60℃ 1

min] × 40 cycles。利用标准曲线定量抽提好的 RNA 样品中
Enterovirus RNA的浓度，取三个复孔的平均值作为该样品的
Enterovirus RNA检测值（copies/滋L），计算样品抽提回收率。
1.4 实时定量 PCR定量基因组 RNA拷贝数

用 Yeast tRNA（20 ng/滋L）稀释 SIV-hPEDF RNA标准品

（25 copies/滋L、2.5× 102 copies/滋L、2.5× 103 copies/滋L、2.5× 104

copies/滋L、2.5× 105 copies/滋L、2.5× 106 copies/滋L）。用 Yeast

tRNA（20 ng/滋L）稀释抽提好的样品 1000 倍。用 Taqman

RNA-to-Ct 1 step kit配制 27个反应体系（模板分别为 2个样品
RNA，6 个浓度的 SIV-hPEDF RNA 标准品，1 个空白对照，均

为 3 个复孔），每个体系成分为：2× RT-PCR mix 10 滋L，SIV
F3-Primer（10 滋M）0.2 滋L，SIV R3-Primer（10 滋M）0.2 滋L，SIV

P3- probe（10 滋M）0.2 滋L，（40× ）Enzyme mix 0.5 滋L，Nucle-

ase-free water 4.9 滋L，模板 4 滋L。实时定量 PCR条件同 1.3。以

标准曲线定量抽提好的样品中 SIV-hPEDF基因组 RNA 的浓

度，取三个复孔的平均值作为该样品的 SIV-hPEDF 基因组
RNA检测值（copies/滋L），计算 SIV-hPEDF的病毒颗粒数。
1.5 数据处理

回收率检测：

Recovery=[Enterovirus RNA检测值]× [提取 RNA总体积]

/[加入的 Enterovirus RNA总拷贝数]× 100%
SIV-hPEDF病毒颗粒数检测：

病毒颗粒数（VP/ml）=[SIV-hPEDF基因组 RNA检测值]×
[稀释倍数]× [提取 RNA总体积]/[抽提前供试品体积]× 1000/2

分别进行 3次实验，检测实时定量 PCR用于病毒颗粒数
检测的稳定性。

2 结果

2.1样品 RNA抽提回收率检测

用引物 Enterovirus F-Primer、Enterovirus R-Primer 和探针
Enterovirus probe 对稀释好的 Enterovirus RNA 标准品（2

copies/滋L、20 copies/滋L、2× 102 copies/滋L、2× 103 copies/滋L、
2× 104 copies/滋L、2× 105 copies/ul、2× 106 copies/滋L）、2个样品

组和空白对照按 1.3中条件进行实时定量 PCR扩增。空白对照

图 1 Enterovirus RNA标准品扩增曲线

Fig.1 Amplification curve of Enterovirus RNA standard
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图 2 Enterovirus RNA标准品标准曲线

Fig.2 Standard curve of Enterovirus RNA standard

组无反应，Enterovirus RNA标准品扩增曲线如图 1所示，实验

误差很小。取 3个复孔的平均值做出 Enterovirus RNA标准品
的标准曲线，如图 2所示，以起始模板浓度（copies/滋L）的对数

为 X 轴，Ct 值为 Y 轴做的回归曲线，线性方程为 Y=-3.
463lgX+38.057，相关系数 R2=0.998，符合定量要求。2个样品组

平均值落在标准曲线上的结果即为其 Enterovirus RNA的检测

值，分别为 7.55× 104 copies/滋L和 7.18× 104 copies/滋L，通过计
算，2个样品组的抽提回收率分别 75.5%和 71.8%，表明整个
RNA抽提实验结果是准确可信的。
2.2 病毒颗粒数检测

用引物 SIV F3-Primer、SIV R3-Primer和探针 SIV P3-probe

对稀释好的 SIV-hPEDF RNA 标准品（25 copies/滋L、2.5× 102

copies/滋L、2.5 × 103 copies/滋L、2.5 × 104 copies/滋L、2.5 × 105

copies/滋L、2.5× 106 copies/滋L）、2 个样品组和空白对照按 1.3

中条件进行实时定量 PCR 扩增。空白对照组无反应，
SIV-hPEDF RNA标准品扩增曲线如图 3所示，3个复孔间扩增

曲线基本重合，表明实验误差很小。取 3个复孔的平均值做出
SIV-hPEDF RNA标准品的标准曲线，如图 4所示，以起始模板

浓度（copies/滋L）的对数为 X轴，Ct值为 Y轴做的回归曲线，线

性方程为 Y=-3.336lgX+37.322，相关系数 R2=0.996，符合定量
要求，表明该方法是准确可靠的。2个样品组平均值落在标准

曲线上的结果即为其 SIV-hPEGF基因组 RNA的检测值，分别

为 3.00× 104 copies/滋L和 2.55× 104copies/滋L，通过计算，2个

样品组的病毒颗粒数检测值分别为 1.5× 1010 VP/ml 和 1.3×
1010 VP/ml。
2.3 重复性检测

图 3 SIV-hPEDF RNA标准品扩增曲线

Fig.3 Amplification curve of SIV-hPEDF RNA standard
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经过 3次独立实验，3次实验结果如表 1所示。3次实验得

出的病毒颗粒数均符合规定，且差异不大，表明实时定量 PCR
法用于重组 SIV-hPEDF注射液中病毒颗粒数的定量检测是准

确可靠的。

图 4 SIV-hPEDF RNA标准品标准曲线

Fig.4 Standard curve of SIV-hPEDF RNA standard

3 讨论

PEDF是一个多功能蛋白，广泛存在于人体的各个器官中，

在多个环节上发挥抑制肿瘤的作用。通过 SIV病毒载体，可将
PEDF转入肿瘤细胞或缺陷细胞中，从而达到预防肿瘤和治疗

肿瘤的目的。而 SIV病毒载体作为逆转录病毒的一员，比一般

的逆转录病毒具有更大的优势，集中表现在 SIV病毒载体可携

带更大容量的基因片段，能够感染非分裂细胞，可延长目的基

因表达时间，以及不易诱发机体免疫反应等。既增强了其在基

因治疗领域的宿主的适用范围，又使安全性和治疗效果得到加

强[16]。

本研究通过抽提得到病毒基因组 RNA，然后采用实时定
量 PCR法检测基因组 RNA的浓度，根据一个病毒中有两条相

同基因组 RNA的原则折算为病毒数颗粒。由于 RNA抽提过

程常常存在损失，造成最终结果的准确性受影响，我们在抽提

前加入一定量 Enterovirus RNA内标，抽提结束后对 Q-PCR检

测 Enterovirus RNA的浓度，计算回收率，用于评价整个抽提纯

化过程中 RNA的损失率，从而保证 RNA抽提步骤不影响最终

结果的准确性。

传统的 OD260法检测病毒颗粒数，虽然操作简单，但其检

测灵敏度较低，在本研究中，由于每剂量成品中 RNA含量较
低，无法用 OD260法定量，该方法在此并不适用。GFP报告基

因检测方法依赖于绿色荧光蛋白的表达，适用范围窄。实时定

量 PCR广泛用于微量 DNA的精确检测，检测范围广、精密度

高，灵敏性强[17-20]。本研究中，实时定量 PCR法不仅可以对病毒

颗粒数予以精确的定量[21]，而且由于在提取基因组 RNA过程
中，使用 DNase除去了 DNA的影响，所测得的病毒颗粒数较

精确的反映了病毒液中完整病毒颗粒的数量[22]，且可用于所有

慢病毒载体病毒颗粒数的检测。在本研究中，通过 3次重复实

验，可以发现，采用实时定量 PCR的方法检测 SIV-hPEDF病毒

注射液的病毒颗粒数是稳定可重复的。总之，建立的实时定量

PCR法对于 SIV-hPEDF病毒注射液病毒颗粒数的检测是比较

准确、可靠的，可以应用于 SIV-hPEDF病毒注射液病毒颗粒数
检测的质量控制。

First time Second time Third time

I II I II I II

Recovery rate 75.5% 71.8% 69.3% 75.6% 69.6% 65.6%

Virus Particles

(VP/ml)
1.5× 1010 1.3× 1010 1.1× 1010 1.3× 1010 1.3× 1010 1.3× 1010

Average(VP/ml) 1.4× 1010 1.2× 1010 1.3× 1010

RSD 7.7

表 1 Real-Time PCR 3次实验结果

Table 1 Results of 3 times Real-Time PCR
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