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腺病毒为无包膜双链 DNA病毒，分为哺乳动物腺
病毒属和禽类腺病毒属。至今已分离鉴定人腺病毒
100多个型别，6个亚群（A ~ F），50多种血清型。腺
病毒感染免疫功能正常的人后多表现为自限性［1］。
腺病毒具有稳定的基因组、不整合至人体基因、

有多种血清型供选择等优势［1］，已作为基因递送载
体用于基因治疗产品［2］及疫苗的开发。腺病毒载体
已广泛用于包括埃博拉病毒、HIV、流感病毒、呼吸
道合胞病毒、疟原虫、结核分枝杆菌、丙型肝炎病毒、
新型冠状病毒等候选疫苗的研发中［3］。其中，基于
人腺病毒 5型、26型和黑猩猩腺病毒作为载体的新
型冠状病毒疫苗已获附条件上市［4］或紧急使用［5-6］，
相关产品开发及使用目前正在进行中。本文简要综
述了腺病毒载体疫苗的研究进展，从细胞基质、毒种、
生产工艺及质量控制等方面，结合相关法规要求及
国内外指南等，对此类产品的药学评价考虑进行探
讨，为该类品种研制及注册等提供参考。

1 用于疫苗生产的腺病毒载体改造

目前，研究应用最广泛的腺病毒载体为人 Ad5，
但考虑到人群中腺病毒血清型流行及腺病毒预存
抗体情况，也选择应用人类稀有的血清型或者非人
类如黑猩猩腺病毒等作为载体，从而克服对载体的
预存免疫。
腺病毒基因组中包括方向末端重复序列（ITR）、

包装信号（Ψ）、早期转录单位（E1 ~ E4）和晚期转录
单位（L1 ~ L5），早期转录单位的表达为病毒 DNA
的复制奠定了基础［7］。早期转录单位也是腺病毒载
体改造的重点区域，疫苗生产用腺病毒载体通常改
造为复制缺陷型重组腺病毒载体。
腺病毒载体的改造通常与其包装用细胞的改造

配套进行。如删除腺病毒复制所必需的 E1基因区

域，为外源基因插入提供空间同时使病毒尚失复制
能力。同时将人 Ad5的 E1区域（E1A和 E1B基因）
稳定整合至 HEK293 细胞染色体中，HEK293 细胞
及其衍细胞株（如 T-REx-293细胞系）表达 E1区基
因，改造后细胞可用于删除 E1区域复制缺陷的腺病
毒复制［8］。又如通过使用由四环素阻遏蛋白（tet rep-
ressor protein，TetR）和四环素操纵子（tet operator，
TetO）组成的阻遏蛋白-操纵子系统抑制腺病毒疫苗
载体生产过程中的转基因表达，从而可提高病毒产
量［9］。以 PER. C6 TetR 细胞系与 Ad26病毒载体系
统为例［10］，将 TetO序列插入 Ad26载体转基因上游
的 CMV启动子序列中，构建重组腺病毒载体，同时
将 TetR基因整合至 PER. C6细胞构建 PER. C6 TetR
细胞系，表达 TetR蛋白。TetR 蛋白通过与插入腺病
毒载体中转基因表达盒启动子序列中的 TetO结合，
从而阻断转录启动，降低转基因表达。
此外，对于腺病毒载体的改造，有时还需考虑尽

量避免发生同源重组产生复制腺病毒（replication
competent adenovirus，RCA）。如 HEK293 细胞整合
E1序列包含足够的侧翼腺病毒序列，可与载体发生
同源重组，从而导致产物被含 E1的 RCA污染 ［11］。
PER. C6细胞经过工程改造，使其包含最小区域，可
防止重组并减少 RCA的发生［12］。也可考虑删除复
制所需的其他病毒基因，如同时删除 E1、E3 以及
E2 和 ／ 或 E4 区域［ 13］，具有多种缺失可明显降低
产品中 RCA污染的可能性，但需要开发特异的生产
细胞系。

2 腺病毒载体疫苗的药学研究开发

国内外已发布可指导病毒载体疫苗研究开发的
多项技术指导原则 ／ 法规 ／ 指南等。包括《人基因治
疗研究和制剂治疗控制技术指导原则》［14］、《中国
药典》［15］“人用基因治疗制品总论”及“疫苗总论”、
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WHO《埃博拉病毒病疫苗指南》［16］及国内外载体疫
苗相关技术指南［17-19］等，可用于指导此类产品的研
究开发。
2. 1 载体设计及构建 重组载体构建一般包括载体
设计、载体构建、构建载体的确证等。通常应对腺病
毒载体开发的基本原理进行描述，应明确构建的载
体中所有基因组成及其功能来源，所有有义和无义
的基因修饰，如任何位点特异性突变、插入、缺失和 ／
或重排，均应与天然序列进行比较。如载体构建中
包含插入控制目的抗原表达的基因元件，应提供研
究数据证明其可行性。
腺病毒载体生产毒株的构建一般采用质粒系统

通过适宜的细胞基质重组构建并经克隆噬斑筛选、
纯化后制备，筛选的指标一般包括腺病毒基因组的
完整性、目的蛋白表达正确性及表达效率、外源因子
检测、传代稳定性研究等。应详细描述构建疫苗载
体的方法，并对最终构建的病毒载体进行遗传学特
性分析；描述从原材料（腺病毒载体、基因、质粒等）
衍生到病毒主种子水平的所有步骤。

对于构建的重组腺病毒载体，应对病毒基因组
的完整序列进行分析，或至少应确认重要区域如目
的抗原基因和调控元件区域，以及被认为修改的任
何区域及其侧翼区域的序列，测定序列应与理论序
列一致。对于异源插入基因序列的任何改变应进行
调查，并证明其不影响目的氨基酸序列（即保守改
变）或疫苗的抗原特性。除基因序列测定外，应考虑
进行重组载体的限制性内切酶图谱分析。
2. 2 起始原材料
2. 2. 1 病毒种子批 通常需对病毒主种子进行完
整的描述，包括遗传和表型特性等。一般要描述与
异源基因（包括相关连接区）表达有关的各个元件，
进行核苷酸序列分析并与亲本载体进行比较，辅以
限制性内切酶图谱、Southern 印迹、PCR 或 DNA 图
谱等分析。应进行遗传稳定性研究，证明疫苗种子
可达到与最终原液相当的传代水平，最好超过预期
的最大传代水平，研究包括遗传基因稳定性、目的基
因表达稳定性和生产稳定性等。其中，遗传稳定性
研究可考虑重点考察传代过程中 RCA、目的基因拷
贝数及序列的改变等；目的基因表达稳定性侧重于
异源抗原的修饰（如有）和表达（如抗原表达量、抗
原鉴别等），同时考虑对感染性滴度及病毒颗粒数等
进行分析。

对于构建的生产用毒种库应符合《中国药典》
三部（2020 版）“生物制品生产检定用菌毒种管理
及质量控制”规定。根据具体情况设定质控项目，一

般包括如鉴别试验（载体和目的基因）、病毒滴度、
外源污染因子检查（无菌、分枝杆菌、支原体、外源
病毒因子检查）、逆转录病毒、种属特异性病毒、腺
相关病毒（adeno-associated virus，AAV）、RCA 检测、
重要功能基因和遗传标志物测定、免疫原性检查及
全基因序列测定等。通常毒种库需送第三方进行复
核检定。

实际大规模生产过程中，病毒接种量通常需求
较大，开发者可能会为保证持续生产，研究在三级毒
种库的基础上建立中间毒种库。如因生产工艺需要
建立中间毒种库，需对中间毒种库建立放行标准及
内部控制标准。对于中间毒种库，应重点考虑对外
源因子传播风险的控制。如建立的毒种库及采用的
生产工艺过程控制可良好控制外源因子污染风险，
则中间毒种库检定方式可由研发者自行根据对照细
胞检定等风险分析，并权衡利弊综合考虑。对于中
间毒种库，通常应重点监测病毒滴度、无菌检查、外
源因子和支原体等，考虑到培养法对特异型支原体
如猪鼻支原体等灵敏度不高，对于支原体检测采用
《中国药典》三部（2020版）培养法的同时，补充开展
核酸法检测是非常必要的。此外，中间毒种库的保
存条件及使用期限的确定需基于贮存稳定性研究，
在实际生产使用过程中可考虑按照最短时间方式
使用中间毒种库。
2. 2. 2 生产细胞库 目前，应用最广泛的腺病毒载
体疫苗生产用细胞包括 HEK293细胞和 PER. C6细
胞等。通过对细胞进行改造，如整合 Ad5型的 E1基
因、整合 TetR基因等，可使复制缺陷型重组腺病毒
在细胞中复制，同时抑制目的抗原蛋白的表达提高
病毒滴度。通过对细胞进行驯化，采用无血清悬浮
高密度培养，可满足大规模生产的要求。

对于细胞库的构建，通常应建立细胞库构建历
史记录，记录应包括有关其来源、鉴定、改造等信
息。需说明包装细胞系构建的全部细节，包括辅助
病毒核酸（如有）及其编码蛋白质 ／ 功能的性质和
特性。如有，还应提供辅助病毒核酸的染色体位置
信息。
需对细胞系的遗传稳定性进行研究。细胞遗传

稳定性常通过比较前细胞或主细胞库水平上的细胞
系关键区域（和侧翼区域）与其预期最大传代水平或
超过预期最大传代水平的序列进行评估。通常根据
传代稳定性研究数据确定从主细胞库（master cell
bank，MCB）到工作细胞库（working cell bank，WCB）
以及疫苗生产代次所允许的最大传代次数或群体倍
增水平（population doubling level，PDL）（根据悬浮细
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胞细胞的增殖特性，一般在实际开发及生产过程中
对生产细胞统一采用 PDL进行计算和控制）。
研究建立的生产用主细胞库和工作细胞库除应

符合《中国药典》三部（2020版）“生物制品生产检定
用动物细胞基质制备及质量控制”相关规定外，还应
考虑额外的检测，如人源病毒、AAV、RCA等检测。
2. 3 原材料及辅料 生产过程中使用的原辅料应
符合《中国药典》三部（2020 版）相关要求，包括毒
种、细胞库构建过程中使用的原材料。对可能影响
产品安全的原材料，应评估在终产品或工艺最适阶
段中的残留情况。对于动物来源材料，应评估其来
源及生产过程对产品带来的外源因子风险，如牛血
清和 ／ 或猪胰蛋白酶，检测牛源和 ／ 或猪源病毒，且
应证明不存在细菌、真菌和支原体等，动物来源性物
质还应符合相关的传染性海绵状脑病（transmissible
spongiform encephalopathy，TSE）指导原则，将外源因
子污染的风险降至最低。
2. 4 生产工艺开发及生产过程的控制 腺病毒载体
疫苗的制备工艺通常包括细胞扩增、病毒感染、收
获、裂解、澄清、纯化、原液、半成品配制和成品制备
等步骤。对于原液制备，通常采用批试培养或灌流
培养方式制备目的腺病毒。灌流培养一般可较批试
培养采用的细胞密度更高，且收获的病毒滴度更高。
纯化工艺的开发应重点关注病毒滴度、病毒颗粒数
的回收以及杂质如宿主细胞蛋白、宿主细胞 DNA、核
酸酶等的去除等。
腺病毒载体疫苗制剂处方开发是影响此类产品

稳定性及流通使用的难点。一般根据用法用途、病
毒本身理化性质及其生物学特性开发制剂处方。对
于活性成分通常采用病毒颗粒进行规格的拟定，具
体剂量将通过非临床及临床研究予以确认。腺病毒
疫苗产品制剂成分通常包括缓冲剂、冷冻保护剂、
盐、非离子表面活性剂等。如 pH为影响病毒活性的
重要因素，可通过腺病毒的最适 pH［20］选择合适的
缓冲体系；为抑制冻融相关的病毒感染滴度损失并
维持制剂渗透压，应选择合适的盐及冷冻保护剂；为
提高其物理稳定性，通常选择加入非离子表面活性
剂减少界面吸附。研究表明，在二价阳离子存在下
可维持腺病毒的热稳定性［21］，二价阳离子通过与基
因组中磷酸盐基团的静电相互作用来提高基因组的
稳定性［22］。此外，为抑制自由基氧化和稳定病毒感
染性，还可考虑加入金属离子螯合剂和羟基自由基
清除剂等［23］。如有同一平台的腺病毒产品已进入
临床或批准上市，其制剂处方可作为重要参考。

对于生产过程的控制及验证，整体上同疫苗生

产的通用原则，应基于确定关键工艺参数、关键质量
属性，设置过程控制项目并制定相应可接受标准对
生产过程进行控制及验证，以确保工艺的重现性、
稳健性和产品的批间一致性。生产过程控制一般包
括病毒培养物的制备以及纯化、原液、半成品、成
品制备的工艺过程。对于活病毒产品而言，鉴于目
的病毒的大小和物理特性，可能无法采用过滤或改
变pH来去除外源病毒，应实施全面质控策略，包括
原料、细胞库及病毒种子库、生产收获液及对照细
胞培养等。

3 腺病毒载体疫苗的质量控制

3. 1 特性分析
3. 1. 1 结构分析 一般包括蛋白和基因两个层面。
如对病毒蛋白（包括衣壳及核心蛋白）进行鉴别；对
目的抗原基因及其两翼序列进行测序分析，并对目
的病毒进行适宜的限制性内切酶酶切图谱分析等。
3. 1. 2 含量及生物学活性 含量指标通常包括病
毒颗粒数和感染性滴度，可通过两指标比值确定比
活，为生物学活性指标之一。腺病毒载体类疫苗病
毒滴度无法直接推断产品的有效性，如生产过程中
目的基因是否丢失，尤其当产品出现 RCA时。通常，
初步可通过检测抗原定量表达和动物免疫原性反
应生物学活性。可进一步通过开展病毒滴度与目的
抗原蛋白及比活和动物效力试验相关性的研究，开
展对目的抗原的表达率、抗体结合效力与具有人体
保护水平的病毒中和抗体效力以及与真病毒或假病
毒中和抗体效力的相关性研究等，最终建立和确定
简化的生物学活性表征和质量控制指标。
3. 1. 3 纯度、杂质和污染物
3. 1. 3. 1 工艺相关杂质 对于腺病毒载体类疫苗产
品，工艺相关杂质通常主要包括宿主细胞 DNA、宿主
细胞蛋白、生产工艺中可能添加的消泡剂、抗结团
剂、细胞裂解剂以及核酸酶等，工艺步骤应能对相关
杂质有效去除，开发者应对其残留量进行研究并建
立残留量限度控制标准。
以重点关注的工艺相关杂质残留 DNA为例，包

括病毒核酸和宿主细胞 DNA。DNA的存在会干扰
纯化柱层析，干扰病毒颗粒的定量检测，且低水平
的DNA与目的病毒聚集相关［24］。出于安全考虑，对
于致瘤性生产细胞系需严格控制宿主细胞 DNA残
留量及片段大小，推荐 DNA残留量控制在 10 ng ／ 剂
以下［25］，片段大小控制在 200 bp以下［26］。开发者
应采用经验证的方法对各工艺步骤 DNA的去除及
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残留（包括残留量及片段大小）进行研究。以目前相
对广泛使用的宿主细胞 HEK293为例，基于HEK293
细胞基因组的高度不稳定、高致瘤性等特点，产品开
发过程中对宿主细胞残留 DNA片段大小及其分布
进行深入研究非常必要，通常应考虑采用两种不同原
理的检测方法进行佐证研究，如 qPCR、毛细管电泳
法等。对于毛细管电泳法，考虑到样品中宿主细胞
DNA实际残留量及该方法检测限水平，需选择 DNA
残留量较高阶段的样品进行 DNA片段大小分布研
究，如核酸酶解后样品。
3. 1. 3. 2 产品相关杂质 腺病毒载体疫苗产品相
关杂质可能包括 RCA、空壳病毒［27-28］、不完整病毒
颗粒、病毒聚集体、游离腺病毒蛋白、腺病毒蛋白降
解物或翻译后修饰产物等，这些杂质可能对产品安
全性和有效性产生潜在影响。因此实际研发及生产
过程中应考虑采用不同的方法对不同生产阶段产物
及贮存期间上述杂质的变化进行分析。如采用细胞
培养法和 qPCR法检测 RCA，沉降率-分析超速离心
检测空壳或不完整病毒颗粒，DLS法检测病毒聚集
体等。
3. 1. 4 其他特性 一般包括但不限于如病毒 DNA
测序、对转基因及载体病毒骨架的鉴别、目的抗原表
达谱、病毒相对分子质量、病毒粒度分布等。
3. 2 标准物质 关于标准品的建立，总体上建议可
参照《中国药典》“人用基因治疗制品总论”［15］等相
关要求，对于生物学活性、感染滴度、病毒颗粒数等
检测指标建立和制备相关参考品，通常考虑采用经
全面结构确证的临床研究批次样品制备生物学活性
相关参考品。
3. 3 稳定性考察 通常将对温度等条件较敏感的指
标作为考察项目，如病毒滴度、比活等，同时可考虑
对病毒颗粒大小、病毒聚集体、病毒降解蛋白等进行
考察。基于玻璃状态的蛋白和病毒不能发生扩散或
构象变化，病毒可长期储存在其玻璃转化温度以下。
如因实际需求，对于腺病毒载体疫苗产品原液和成
品的贮存及运输处于不同温度条件，涉及产品冻融
等情况，开发者应对此类混合存放方式进行严格的
验证并进行明确的限制。
3. 4 产品检定 质控通常包括生产过程控制和终产
品放行质量控制，质控关键阶段样品通常包括病毒
收获液、原液、半成品和成品。腺病毒载体疫苗产品
质控项目一般包括但不限于：①鉴别试验。如载体
鉴别、目的基因及抗原鉴别等；②纯度和杂质。如总
纯度、宿主细胞蛋白质 ／ 宿主 DNA残留量、核酸酶
残留、复制型腺病毒、腺相关病毒等；③生物学活

性。如比活、抗原表达、免疫原性等；④含量。如病毒
感染滴度、病毒颗粒数等；⑤一般性安全试验。如支
原体、无菌检查、细菌内毒素检查、异常毒性等；⑥其
他检测项目。如可见异物、装量、pH、渗透压摩尔浓
度等。
对于效力相关的指标如病毒颗粒数、病毒滴度、

目的蛋白表达量等，需参照最低有效剂量包括动物
攻毒试验、临床保护力试验、临床免疫原性研究等拟
定标准限度下限，参照人体安全性数据拟定质量标
准上限［16］。对贮存期间的敏感指标可设置放行标
准和货架期标准。

4 药学评价的考虑

对于此类产品的药学评价一般围绕全过程评价
及药学相关风险评价开展。
开发者应提供充分的研究数据证明病毒载体和

生产细胞系的来源和安全性，证明产品和生产系统
设计良好，每个遗传元素的功能明确及其包含在产
品或细胞系中的合理性。应确认预期的基因元件存
在于产品和细胞系中，并且产品的最终结构如预期。
应提供病毒载体和细胞系遗传成分的来源和结构的
完整描述，以及在制造过程中达到（或最好超过）预
期最大传代水平的遗传稳定性数据。建立细胞和毒
种库并进行全面检定。

关于重组腺病毒载体类疫苗药学相关风险，重
点关注该类品种可能存在的外源因子、致瘤性、RCA
等：①对于外源因子的控制。应对产品从毒株建库
至整个生产过程中可能引入外源因子进行相关分析
和评估，制定对外源因子传播风险的生产工艺全过
程控制策略。如对 MCB ／ WCB、MSL ／ WSL进行全
面的检定［包括《中国药典》三部（2020版）要求以外
的额外检定］；生产全过程尽可能避免动物源性原材
料；生产过程中［包括中间毒种库等的制备（如有）］
设置对照细胞并进行外源因子检测；对中间毒种库
（如有）参照WSL要求进行放行检测和内控检测；对
生产过程中的收获液开展外源因子放行检测、对原
液开展外源因子放行检测等。②对于致瘤性风险控
制。工艺开发过程中对中间产物、原液等进行全面
DNA清除率以及残留 DNA含量、片段大小和分布研
究，以证实残留水平及大小分布符合 WHO等国际
技术指南要求，且工艺清除性能稳定。③对于 RCA
风险的控制。需常规对细胞库、种子库、收获液、原
液进行定性 RCA检测，且应符合拟定的质量标准；
监测生产连续传代过程中存在 RCA增加的可能，如
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对毒种、中间毒种库（如有）、收获液、原液以及成品
等生产各阶段样品进行定量 PCR检测，均应符合要
求，且未见 RCA持续增加。

5 结 语

近年来国内外腺病毒载体疫苗的研发和临床试
验快速发展，已有多项此类品种目前正处于临床前
和或进入临床试验阶段，另有多项获紧急使用或获
准附条件上市。部分开发者已建立了较为成熟的工
艺平台。
在突发疫情的背景下，整体上而言，采用此类工

艺平台进行应急疫苗的开发为获得产品的较快技
术路线。如对于新型冠状病毒变异株疫苗的开发，
在已有成熟腺病毒载体疫苗平台及附条件上市产
品的情况下，理论上针对变异株疫苗的开发可能仅
为抗原序列的改变，对工艺、制剂处方、质量标准产
生影响的可能性较小，基本可沿用原型疫苗的相关
研究资料，开发过程中重点关注内容为疫苗特异性
鉴别项目的建立。
已有处于临床试验研究阶段的呼吸道合胞病毒

疫苗［29］采用腺病毒载体疫苗与对应相同抗原重组
蛋白疫苗混合接种，旨在诱导高于腺病毒载体疫苗
单独接种的中和抗体应答，并在单次免疫后产生较
强的细胞应答。为腺病毒载体疫苗使用方式的开发
提供了一条较好的思路。

本文基于对腺病毒载体疫苗的已有知识，参考
国内已有通用法规、要求，WHO埃博拉病毒病疫苗
指南以及国外腺病毒基因治疗产品、活病毒载体疫
苗等相关指导原则，并结合此类产品药学审评情况，
对此类产品的药学研究与评价考虑点提出探讨，以
便为此类产品的研制及注册等提供参考。随着对此
类产品认知的深入及知识的进一步扩充，可能将进
一步完善相关考虑点。
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