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病毒滴度测定的新兴及改良方法进展
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摘 要：病毒滴度测定是生物制药行业重要的分析方法，广泛应用于病毒类生物制品的开发和生产、病毒清除灭活工艺

验证、外源病毒检测等领域，以确保病毒类生物制剂的活性和有效性，以及生物制品的病毒安全性。因此，建立快速、简单

且准确的病毒滴定检测方法尤为重要。总结了检测病毒滴度的传统方法、新兴以及改良方法的特点、原理及具体应用，并

比较了各自的优缺点。一些新兴方法，如微滴式数字PCR、病毒定量毛细管电泳、化学发光 ISH-PNA测定、激光力细胞学

等改进了传统方法耗时耗力、重复性差、准确性低、结果主观性大的缺点，达到了快速、灵敏、自动化程度高、精密度高、结

果更加稳健且客观的优点，但部分新方法仪器昂贵或者未广泛使用，需要根据实验目的选择合适的病毒滴定方法。
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Advances in Emerging and Improved Methods for Detecting Viral Titers
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Abstract：Virus titration is an important analytical method in the biopharmaceutical industry， which is widely used in the devel‑
opment and production of viral biological products， the validation of virus clearance and inactivation processes， and the detec‑
tion of exogenous viruses to ensure the activity and effectiveness of viral biologics， as well as the viral safety of biological prod‑
ucts. It is important to establish a fast， simple， and accurate method for the detection of virus titration. This article summarized 
the characteristics， principles and specific applications of the traditional， emerging and improved methods for detecting viral ti‑
ter and compared their advantages and disadvantages. Some emerging methods， such as droplet digital PCR， viral quantitative 
capillary electrophoresis， in situ hybridization （ISH） assay with chemiluminescent detection， laser force cytology， etc.， have im‑
proved the shortcomings of traditional methods such as time-consuming and labor-intensive， poor repeatability， low accuracy， 
and large subjectivity of results， and have achieved the advantages of rapidity， sensitivity， high degree of automation， high preci‑
sion， and more robust and objective results. However， some new methods are expensive or not widely used， and it is necessary to 
select the appropriate virus titration method according to the experimental purpose.
Key words：biopharmaceutical； viral clearance/inactivation validation； viral infectivity； virus titration

病毒类生物制品包括病毒性疫苗、用于基因

和肿瘤治疗的病毒类载体等，通过病毒滴定来评

估其研发和生产工艺的效果。种毒制备、半成品

检测将病毒滴度作为病毒性疫苗生产过程中活性

和有效性的佐证和参考依据。病毒感染滴度作为

病毒载体类基因或肿瘤治疗产品的一项重要质控

指标，对产品的质量评价及临床剂量使用具有重

要意义。生物制品的风险评估是通过病毒清除/
灭活工艺验证来降低病毒传播的风险，该工艺需

要人为加入指示病毒来评估其有效程度，指示病

毒的滴度是病毒清除灭活工艺验证试验中的关键

指标之一。因此，病毒滴定广泛应用于生物制品

的制造、检验和安全性验证过程，建立快速、准确、

稳定的病毒滴定方法十分必要。滴度测定中使用
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的检测类型取决于所研究的病毒类型［1］，大致分

为 4类：①确定感染性水平；②测量病毒蛋白的存

在或功能；③检测病毒基因组中病毒或标记核酸

的存在；④计数物理病毒颗粒［2］。

传统的检测病毒滴度的方法包括空斑法

（plaque forming units，PFU）［3］、50% 组织培养感染

剂量法（50% tissue culture infective dose，TCID50）
［4］

以及荧光定量聚合酶链式反应法（realtime fluores‑
cence quantitative PCR，qPCR）。PFU 法和 TCID50
滴定法具有耗时耗力的缺点，qPCR 虽然快速灵

敏，但不能确保仅对感染性病毒颗粒进行定量。

因此，除以上常用传统方法外，一些较为准确、快

速、可靠的病毒滴定方法层出不穷。本文主要对

病毒滴定的传统方法、改良方法以及新兴方法的

原理、研究进展、优缺点进行综述，以期为生物物

品的质量和临床使用剂量提供参考。

1　病毒滴度测定的传统方法

多数病毒感染体外培养的细胞后，常引起细

胞形态学改变，如细胞团缩、裂解和肿大等，这种

改变称为病毒致变效应（cytopathic effect，CPE），

这种效应很容易用肉眼看到，或者低倍显微镜即

可观察。最小细胞病变或非细胞病变性病毒需要

使用可见染色剂（如结晶紫）或特异性抗体免疫染

色（免疫测定）进行检测。传统的病毒滴度检测方

法包括：空斑法、50%组织培养感染剂量法和荧光

定量 PCR 法。其中，PFU 方法和 TCID50法适用于

感染并产生致病变效应病毒的滴度测定，是病毒

滴度测定的传统方法，属于“确定病毒感染性水

平”这一类型。

1.1　空斑法

1917 年，Felix d'Herelle 发现噬菌体能够在细

菌培养基上形成透明空斑［5］，因此首次建立了空

斑法定量细菌病毒（噬菌体）。1952年，Dulbecco［6］

对噬菌体空斑法进行了改进，可用于定量动物病

毒。随着哺乳动物细胞培养技术的发展，空斑法

开始应用于细胞上。

空斑法（PFU）是基于含病毒样品的连续稀释

以及观察在单层细胞中CPE出现的方法。PFU测

量每单位体积形成空斑的病毒颗粒数量，并考虑

病毒粒子的复制能力，是一种功能测量［7］，也是测

定体外滴度经典可靠的方法［6，8-9］。PFU依赖于病

毒颗粒进入细胞并在细胞内复制，导致细胞膜破

裂，并允许病毒后代扩散到邻近细胞，这个过程会

产生一个孤立的感染区域和没有活细胞的空斑，

用结晶紫或其他染色方法进行染色后，可以将这

些空斑可视化。该方法是将病毒连续稀释后感染

细胞，使用琼脂培养基将病毒感染局限于固定区

域，若干天后病毒感染造成的细胞病变形成空斑，

单位为PFU·mL−1（空斑形成单位），由此计算病毒

滴度，以 Lg PFU·mL−1表示。Trowbridge［10］开发并

评估了一种简单直接的针对一种梅迪维斯纳病

毒、两种进行性肺炎病毒株和两种维斯纳病毒株

的空斑法测定。添加二乙氨基乙基葡聚糖可将最

大斑块生长所需的时间从12天减少到10天，并能

够增强斑块的对比度。1985年，Harada等［11］报道

了 MT-4细胞在空斑形成测定中用于滴定具有生

物活性的 HIV 病毒。Kiernan 等［12］研究发现不同

细胞接种浓度对空斑产生的孵育时间有明显影

响，在适宜细胞浓度接种下会形成良好的细胞单

层，孵育第 4 天可在合胞体形成区域观察到病毒

斑块，到第 6 天斑块直径约 2 mm。此外，在探究

X-MuLv 病毒感染 PG-4 细胞的空斑检测实验中，

将细胞在 35 ℃条件下培养、感染和孵育，不仅产

生更清晰的斑块，且滴度更高［13］。

空斑法的优点在于该方法比较经典、常用，是

病毒检测和病毒清除/灭活验证研究的黄金标准，

但仍然存在一些缺点：①检测操作繁琐、费力、自

动化程度差，并且根据病毒生长和繁殖速度需要

几小时到几天；②未感染的细胞单层中可能存在

空斑样缺陷，受到主观性的影响，重复性较差。

1.2　50%组织培养感染剂量法

50%组织培养感染剂量法（TCID50）是空斑法

测定的统计衍生方法［7］，能够测定细胞培养物的

半数组织（细胞）感染量。TCID50法测定病毒滴度

原理为：取出 x 体积病毒液感染组织或细胞，该 x
体积病毒液中有 50%可能含有病毒，从而使组织

发生感染。x 的倒数即为病毒滴度，其单位为

TCID50·mL−1。TCID50法基于泊松分布的统计学原

理，常用的计算方法有 Red-Muench 法或 Karber
法。就 TCID50法而言，通常是基于显微镜检测或

细胞染色进行可视化。客观可视化通常基于细胞

内病毒的免疫细胞化学（immunocytochemistry，
ICC）染色来计算滴度，并结合显微镜肉眼观察

CPE，但 ICC 染色成本高且耗时。有研究比较了
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显微镜下CPE观察、ICC染色和结晶紫染色 3种方

法，以确定 2种CPE形成病毒（猪源甲型流感病毒

和猪繁殖与呼吸综合征病毒）的滴度，其中结晶紫

染色和 ICC染色比肉眼观察CPE检测更准确。因

此，结晶紫染色可作为一种更快、更经济的方法，

用于TCID50检测病毒滴度［14］。该方法具有所需实

验材料少、实际操作一次完成、计算结果方便可靠

且准确等优点；而缺点在于不能准确测定出感染

病毒颗粒数，并且每组需要多个复孔才能得到较

为精确的值，相对来说较为耗时耗力。

1.3　荧光定量PCR法

荧光定量 PCR法（qPCR）是将病毒 DNA序列

的一段特定区域进行数量级扩增，是一种极其灵

敏的检测方法，广泛应用于病毒的定性定量分

析。该方法具有快速、特异、灵敏、稳定等优点，但

由于其检测目标是病毒核酸，该技术本身无法区

分感染性和非感染性病毒。因此，检测结果中始

终存在假阳性信号，这使得 qPCR 技术不能单独

用于病毒清除/灭活验证研究［15-16］。

该技术最重要的障碍是如何实现感染性和非

感染性病毒的分离。Nuanualsuwan等［17］使用核酸

酶和蛋白酶 K组合对样品预处理，用于消除因存

在灭活病毒而产生的假阳性信号，称为ET-qPCR。

从理论上讲，被破坏的病毒衣壳比完整衣壳更容

易被蛋白酶 K 降解，因此蛋白酶 K 预处理可降解

灭活病毒的衣壳并暴露病毒核酸。在核酸酶降解

灭活病毒的核酸后，只有感染性病毒才能用 qPCR
检测到［18］。在实际应用中，由于 ET-qPCR的主要

目标是受损的病毒衣壳，当病毒灭活机制涉及衣

壳损伤时，如巴氏杀菌或暴露于游离氯、二氧化

氯，此方法是适用的；而当这种方法应用于验证单

线态氧灭活的病毒时，由于线态氧灭活的主要靶

点是病毒核酸，仅对病毒衣壳造成轻微损伤，这使

得蛋白酶 K 难以在此过程中发挥作用［19］。EMA-

qPCR 或 PMA-qPCR 是使用单叠氮化乙啶（ethid‑
ium monoazide，EMA）或单叠氮化丙啶（propidium 
monoazide，PMA）预处理灭活的病毒，嵌入染料渗

透灭活病毒受损的衣壳并与病毒核酸交联，然后

抑制 qPCR 过程中灭活病毒核酸的扩增。因此，

从理论上讲，此法可以避免灭活病毒产生的假阳

性信号［20］。但当病毒衣壳略有变化，EMA和PMA
并不能穿透灭活的病毒衣壳。虽然通过与表面活

性剂（Triton、月桂酰肌氨酸钠）共处理可以进一步

提高EMA-qPCR和PMA-qPCR的检测精度，但仍不

能保证染料会渗透到所有被破坏的病毒衣壳中［21］。

有研究报道了一种仅检测感染性病毒更可行

的策略，需要在 qPCR 之前对病毒进行预处理。

例如，ICC-qPCR利用宿主细胞作为分离感染性和

非感染性病毒的有效工具，因为只有活病毒才能

将其基因组注入宿主细胞用于扩增。病毒（含有

已灭活病毒和感染性病毒）接种宿主细胞，然后经

历感染阶段，允许所有感染性病毒注射其核酸进

入宿主细胞。而非感染性病毒洗涤数次，可从细

胞培养基中被吸除。随后，将细胞孵育合适时间

并扩增细胞内病毒，降低定量下限并提高检测灵

敏度。最后，提取细胞和病毒中的核酸，使用具有

病毒特异性引物进行 qPCR定量病毒灭活后感染

性病毒量［22-23］。

腺相关病毒（adeno-associated virus，AAV）滴

度通常使用质粒 DNA 标准品进行 qPCR 测定，但

有文献报道 qPCR方法在不同实验室之间的相对

标准偏差（relative standard deviation ，RSD）可以

达到 70%以上［24］。在过去的二十年中，研究者们

在改进 qPCR 标准品制备、样品处理和引物/探针

设计等方面做出了很多努力［25-27］。有研究报道了

一种在 qPCR 操作前取消核酸提取步骤的方法。

在 96 孔 PCR 板中同时使用不耐热的 DNase 和

RNase 消化无细胞培养物上清液样品，随后酶被

热变性；然后将 qPCR 试剂与同一板其他孔中的

标准品和对照一起添加到孔板中；最后对板进行

qPCR检测，分析样品中逆转录病毒样颗粒 RVLP
的RNA表达水平。该方法具有良好的精密度和准

确度，并且具有较宽的定量线性范围［28］。此外，有

研究通过改善 qPCR相关步骤来优化其检测的精

度和准确度。使用 AAV 参考物质而不是质粒

DNA作为qPCR标准品，并且在标准品和样品制备

中加入5%吐温-20来进行“无酶解”方法。该新方

法已对不同处理的AAV进行了广泛测试，发现检

测结果高度精确且数据稳健。因此，qPCR法被研

究人员广泛采用，并进一步用于高通量应用［29］。

2　病毒滴定的新兴或改良方法

近年来，随着生物技术的飞速发展以及病毒

滴定领域的深入研究，病毒滴定的新兴或改良方

法层出不穷，按照确定感染性水平、测量病毒蛋白
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的存在或功能、检测病毒基因组中病毒或标记核

酸的存在、计数物理病毒颗粒这四个层面，进行了

病毒滴定方法总结，并分析了各种病毒滴定方法

的可行性和局限性。

2.1　确定病毒感染性水平

2.1.1　荧光灶试验　荧光灶试验（fluorescence fo‑
cus assay，FFA）基于特异性抗体与病毒抗原结合，

能够检测、滴定病毒感染性，特别是对于使用经典

结晶紫或中性红染色法无法形成空斑的病毒。荧

光灶试验是病毒空斑实验的变体，它依赖于病毒

在易感细胞内的感染和复制。然而，与空斑实验

不同，FFA通过针对目标病毒的荧光标记抗体，来

检测感染细胞表面或内部的病毒蛋白，通过显微

镜观察定量病毒感染性。FFA 也可以实行自动

化，使用专门的软件分析捕获图像以识别荧光灶，

消除实验人员在空斑计数中的偏差和错误。首次

使用荧光抗体的方法报道是用于评估流感病毒和

新城疫病毒的感染性［30-31］。有研究利用相同的原

理开发了定量、自动化和高通量的 FFA来检测新

城疫病毒，其准确度与传统空斑实验测定结果相

似，但花费时间较短。因此，FFA 是支持病毒清

除/灭活验证工艺开发的理想测定方法，用于基于

病毒感染性的批次放行和临床批次的稳定性监

测［32］。由于 FFA 依赖细胞内病毒蛋白的直接检

测，因此与传统空斑实验相比，这种变化既提高了

灵敏度，又缩短了孵育时间。此外，如果有合适的

抗体对病毒抗原进行免疫染色，则无法形成空斑

的非细胞毒性病毒也可通过 FFA 进行定量［33］。

然而，这些传统的滴度测定需要耗费大量人力和

时间，且在手动计数过程中容易出现实验人员偏

差，通常不适合高通量药物筛选。为了解决这些

缺点，有研究使用自动化成像工作流程开发了

半自动化、高通量FFA，降低了用户主观性，大大提

高了测定通量和再现性，还可广泛应用于其他

病毒［34］。

2.1.2　免疫过氧化物酶单层细胞实验　免疫过氧

化物酶单层细胞实验（immunoperoxidase monolay‑
er assay，IPMA）的基本原理是抗原-抗体特异性结

合，需要在敏感的单层细胞上进行。有研究建立

了检测无 CPE 的猪圆环病毒 2 型（porcine circovi‑
rus type 2，PCV2）的 IPMA法，将已进行PCV2接毒

的PK-15细胞培养成单层，使用PCV2单克隆抗体

及辣根过氧化物酶标记的二抗，发生抗原-抗体特

异性结合，实现可视化，在倒置显微镜下可观察到

被病毒感染细胞的细胞浆内含有棕褐色的单个

或成团的颗粒［35］。另有研究通过优化 IPMA 法，

测定了猪瘟病毒 C 株（swine fever virus strain C，

CSFV）的病毒含量，该法具有良好的灵敏度、重复

性和特异性等优点［36］。测试结果可以用普通的光

学显微镜观察和解释，实验所需的试剂和耗材成

本低，特别适合在基层单位使用。但其存在缺点，

即在确定结果时会受到个别主观因素的影响，因

此需要对专业操作人员进行培训，并积累经验。

此外，当病毒含量过低而无法产生特定的颜色反

应时，样品的阳性检出率略低于聚合酶链反应和

酶联免疫法［37］。

2.2　测量病毒蛋白的存在或功能

2.2.1　酶联免疫法　酶联免疫法（enzyme-linked 
immunosorbent assay，ELISA）基于在固相表面、酶

标记的抗原或抗体与样品特异性结合，并发生显

色反应。有研究利用 qPCR-ELISA法检测甲肝减

毒活疫苗的病毒滴度，通过生物素标记的引物来

扩增疫苗病毒基因产物，将该产物加入到带有特

异性探针的微孔板中进行杂交，通过酶联显色读

取吸光度值，确定病毒滴度。该方法不仅快速简

单、特异高效，且准确度和敏感度与传统方法相

似［38］。通过ELISA法测定细胞培养物上清液中的

p24浓度，同时通过TaqManTM RT-PCR定量 HIV-

1 gag RNA 表达量，并将二者进行比较，结果显示

两种方法具有相似的HIV-1复制指数并趋于稳定。

不同地是，ELISA可检测的 p24浓度范围较窄，因

此需要稀释样品，而TaqManTM HIV-1 gag PCR则

无需稀释样本即可进行验证［39］。刘超等［40］建立了

基于 p24蛋白的双抗体夹心ELISA法来检测慢病

毒载体的滴度，并考察了该法的精密度、准确度、

适用性、特异性等指标，优化和提升了慢病毒载体

的滴度检测。吴妙灵等［41］建立了一种TCID50-ELI‑
SA 法相结合的轮状病毒滴度检测方法，按照

TCID50法步骤感染 MA-104细胞并培养 7天，使用

ELISA 进行结果判定，得到了与空斑法相一致的

结果。虽然ELASA法特异高效，但该实验需要准

备与靶标特异性结合的一抗，灵活性较低。

2.2.2　病毒定量毛细管电泳　病毒定量毛细管电

泳（viral quantitative capillary electrophoresis，Viral 
qCE）是以毛细管为分离通道，根据电荷/质量之比

的差异，在一定条件下将完整病毒与杂质区分开
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来的液相分离技术。有研究提出一种基于毛细管

区带电泳并对完整病毒定量和表征的方法，能够

区分完整和游离的病毒片段，成本较低且实验结

果稳健。这种方法在具有溶瘤特性的牛痘病毒

（vaccinia virus，VV）上进行了验证。病毒样品制

备后，溶液中含有完整的 VV、破碎的病毒和宿主

细胞残留 DNA。应用毛细管电泳可以分离完整

的病毒颗粒和宿主残留DNA，并测定DNA杂质污

染水平。将 YOYO-1染入嵌入 DNA 中诱导荧光，

对完整 DNA 和游离 DNA 进行激光检测。该病毒

定量毛细管电泳能够定量 106~1012 ivp·mL−1范围

内的溶瘤性牛痘病毒［42］。Bettonville 等［43］通过毛

细管区带电泳分析HPV-VLP并进行优化，能够在

10 min内检测到 HPV-VLP，该方法也成功应用于

成品HPV疫苗中。目前，此方法已成功应用于病

毒类疫苗的质量控制中，具有样品使用量小、分辨

率高、操作简单等优点。

2.3　检测病毒基因组中病毒或标记核酸的存在

2.3.1　微滴式数字 PCR　微滴式数字 PCR（drop‑
let digital PCR，ddPCR）是一种新的 PCR 技术，具

有卓越的准确度和精密度，并且无需标准曲线或

特殊的样品制备，即可对目标基因实现绝对定

量［44］。其原理是在 PCR扩增前，对样品进行稀释

和微滴化处理，使得样品中仅含有0或者1个目的

基因，经过 PCR 后，根据荧光值确定每个液滴中

含有的目的基因核酸数值，进而完成绝对定量。

然而，ddPCR 有其自身的缺点，即 ddPCR 不能从

96孔扩大到 384孔，且每个孔必须单独读取，这限

制了通量并延长了检测时间，花费也较大。

有研究将分子检测和透射电子显微镜（trans‑
mission electron microscope，TEM）联合使用对腺

相关病毒载体（adeno-associated virus，AAV）进行

表征和定量，结果表明 ddPCR在稳定性和检测方

差方面优于 qPCR，这对于部分纯化过程中的样品

尤为重要。通过TEM分析评估病毒结构、聚集体

和杂质的存在，发现这些影响了 qPCR 和 ddPCR
观察到的病毒滴度的差异，并且可以通过样品制

备来改变。这些结果可作为创建分析方法的指

南，以提供 AAV 病毒载体的鉴定和纯度测量［45］。

在新型冠状病毒肺炎疫情期间，采用qPCR对新型

冠状病毒（severe acute respiratory syndrome corona‑
virus-2，SARS-CoV-2）进行检测容易出现“假阴性”

结果，研究者们总结了 ddPCR在该病毒检测中的

应用前景，以期提高检测的准确性［46］。这说明

ddPCR 在病毒滴度检测中具有灵敏度高、可绝对

定量的优点。

2.3.2　产物增强逆转录酶实验　基于 PCR 的逆

转录酶检测对逆转录病毒具有高度敏感性。这些

检测目前用于证明疫苗中不存在逆转录病毒污

染。在产物增强逆转录酶实验（product-enhanced 
reverse transcriptase assay，PERT）中，逆转录病毒

样品中存在的逆转录酶将病毒 RNA 逆转录为

DNA，并将产生的DNA定量用于估计病毒颗粒浓

度。该方法检测的是所有具有复制能力的逆转录

病毒或类似病毒，可用作药物的筛选测定、病毒载

量定量、RT药物敏感性测试以及生物制品中病毒

灭活的控制［47-48］。有研究发表的 TaqMan荧光 5′-
核酸酶产物增强逆转录酶（TM-PERT）检测，是在

靶向 X-MuLV 基因组 env 高度保守的基因序列中

设计引物和探针，从样品中提取逆转录病毒基因

组 RNA 进行逆转录，随后通过 TaqMan 法进行定

量，以此获得稳健的数据结果［49］。有研究报道了

一种单管荧光产品增强逆转录酶（single tube fluo‑
rescence-PERT，STF-PERT）测定法，对逆转录病毒

检测高度敏感（<10个病毒粒子），提高了重复性和

检测效率［50］。在此基础上，Ma等［51］用其他逆转录

酶［小鼠白血病病毒（murine leukemia virus，MMLV）、
人类免疫缺陷病毒 1 型（human immunodeficiency 
virus type-1，HIV-1）］评估该实验在准确定量不同

逆转录病毒类型中的可行性，并提出了详细的方

案，以建立广泛使用的测定方法。该法仅适用于

逆转录病毒且具有高度敏感性，在实际应用中需

根据检测的病毒类型进行选择。

2.3.3　化学发光 ISH-PNA 测定　化学发光 ISH-

PNA 测定法（a peptide nucleic acid （PNA）-based in 
situ hybridization （ISH） assay with chemiluminescent 
detection，ISH-PNA）的特点是具有高分辨率，可在

单细胞内提供病毒核酸的清晰定位，与传统比色

ISH检测相比具有更高的灵敏度。化学发光检测

的可检测性高、线性范围宽，可以准确作出病毒感

染周期后感染细胞百分比的客观评估，且允许在

单细胞水平上对病毒核酸进行定量分析。以B19
细小病毒为例，将 PNA设计为与 B19基因组的中

心区域（2296-2311个核苷酸）互补，并在N端用生

物素标记核酸序列，以便杂交 B19基因组和成熟

的病毒转录本。该测定使用基于链霉亲和素连接
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的碱性磷酸酶和化学发光二氧杂环丁烷磷酸衍

生物底物检测的生物素标记的 PNA 探针。对发

光信号进行量化，并使用连接到落射荧光显微镜

的超灵敏氮冷 CCD 相机进行成像。该测定用于

分析细胞培养物中细小病毒 B19的感染过程，并

量化感染后不同时间的病毒核酸量［52］。还有研

究发现可利用近红外荧光团与激光扫描相结合，

定量最小细胞病变和非细胞病变病毒的测定方

法。这种自动化方法绕过了手动读取数据，从而

消除了人为读数的偏见和错误。此外，图像数据

由 LI-COR 的 Odyssey 软件翻译成数字数据，直接

使用 Spearman-kaerber 法计算病毒滴度［1］，方便

快捷。

2.4　计数物理病毒颗粒

2.4.1　分光光度计法　在开发腺病毒生物药物

时，一个关键的测试参数是病毒物质的浓度，通常

以物理病毒颗粒·mL−1表示。就腺病毒而言，通常

是使用 OD260法以及由 Maizel 等［53］开发的吸收系

数来评估。使用分光光度计检测 260 nm 处吸光

值是一种物理实验方法，可以检测全部病毒含量，

但不能区分有感染力和无感染力的病毒，且只能

检测纯化后病毒的 DNA 和蛋白浓度，然后根据

OD260值计算出病毒颗粒的浓度。值得注意地是，

不同测试者使用的OD260方法各不相同，导致结果

不同，使得研究者对此法的精密度和准确性感到

担忧［54］。为此相关行业研究者们建立了腺病毒

（5 型）参考材料（adenovirus reference material，
ARM），以帮助其他人开发自己的腺病毒物理粒

子效价方法［55］。在建立ARM的过程中，关键是表

征其在十二烷基硫酸钠变性条件下 260 nm 处的

吸光值。Berkowitz［56］在此基础上，通过分析性超

速离心法（analytical ultracentrifugation，AUC）结合

折射率检测，得到了良好的结果并且该法对所有

类型腺病毒具有适用性。虽然腺病毒 OD260方法

可以在任何实验室简单地实施，但腺病毒浓度数

据具有高度变异性，而AUC结合折射率检测是评

估腺病毒浓度的一种非常可靠的方法。此外，该

法还可以同时获得关于腺病毒样本的详细特征信

息，包括空衣壳、聚集体和其他形式的腺病毒的

水平［57］。

2.4.2　流式细胞分选　流式细胞分选（fluores‑
cence-activated cell sorting，FACS）利用其能从数

千个单细胞的快速分析中收集大量数据集的能

力，被作为测定感染性病毒滴度的方法［7， 58-60］。传

统的流式细胞仪使用光的散射或发射来区分大量

群体中具有不同物理学和生物学特征的细胞。前

向散射光（forward scatter，FSC）和侧向散射光（side 
scatter，SSC）分别给出细胞的相对大小和粒度。

荧光蛋白发射的光可以被量化并用于检测单个细

胞的特定生物学特征。流式细胞术已被用于利用

感染细胞中编码荧光蛋白的基因表达［61-63］，使用

荧光抗体偶联物标记病毒蛋白［64］或改变细胞形态

来量化感染性病毒。有研究分别使用病毒糖蛋

白、病毒编码的荧光报告蛋白和诱导荧光报告细

胞系的抗体标记来量化了 3 种不同种类病毒，即

麻疹病毒、水疱性口炎病毒（vesicular stomatitis vi‑
rus，VSV）和 HIV-1 滴度，此方法被报道为一种快

速可靠的病毒滴定测试方法［7］。此外，该方法还

可用于鉴定和定量感染和转化细胞中的其他腺病

毒蛋白［65］。由于构建重组荧光蛋白细胞系耗时，

而标记病毒蛋白的荧光抗体偶联物试剂不容易获

得，有研究通过流式细胞术测量细胞粒度水平，该

水平与感染病毒滴度的自然对数相关。因此，流

式细胞术非荧光检测病毒感染是一种快速可靠的

病毒滴度定量方法，其准确度与传统空斑实验相

似［66］。另一研究基于活细胞 SSC建立了一种无标

记、简单、快速的病毒滴定方法检测重组杆状病毒

滴度，结果显示与传统空斑实验相比有更高的准

确性和可重复性［67］。

近期，纳米流式检测技术（nano-flow cytome‑
try，nFCM）由我国研究团队自主研发出来，该技术

通过对单个病毒颗粒的侧向散射光和病毒核酸标

记荧光进行检测读数，可以准确、快速的定量复杂

样品中病毒的纯度和浓度，检测直径小至 27 nm
的单个病毒。研究发现，与qPCR定量的病毒基因

组滴度相比，nFCM测量的物理病毒滴度与通过噬

菌斑测定确定的感染单位一致，且大大缩短了检测

时间，可广泛应用于包膜病毒和非包膜病毒等各类

病毒的测定［68］。

2.4.3　透射电子显微镜　TEM 是一种定量样品

中逆转录病毒颗粒水平的方法。通常细胞培养上

清液中的病毒浓度太低，无法直接观察到足够数

量的病毒颗粒，需要对样品进行浓缩。将浓缩的

样品与特定浓度的乳胶珠和阴性染色剂（如醋酸

双氧铀）混合，并通过 TEM 进行检测［69］。TEM 是

检测逆转录病毒最可靠的技术，但其缺点是污染
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的细胞衍生颗粒（如外泌体）在镜下与病毒相

似［70］。这与通过蔗糖密度梯度离心纯化的样品类

似，因为外泌体具有与病毒相同的密度，可能发生

共纯化［71］。有研究建立了光镜-电镜联用技术，检

测了贴壁培养细胞 HEK293被表达 GFP的人 5型

腺病毒感染的情况，其原理是先在光镜下找到目

标感染细胞进行标记，并在电镜下观察该标记细

胞，该方法易于获取目标细胞且具有靶向性，但病

毒颗粒的精确定量难度较大［72］。

2.4.4　激光力细胞学　激光力细胞学（laser force 
cytology，LFC）是微流体和光学力的组合，无需使

用标记即可分析单个细胞［73］。细胞膜、细胞质、细

胞器和细胞核特征的细微变化表现为细胞通过激

光光子压力区域时速度、大小、形状和方向的变

化。细胞生物化学、形态学和变形性（细胞骨架变

化）的差异，通常与病毒感染、癌症、脓毒症和其他

疾病相关，产生可检测的光力和变形率差异，这些

生化和生物物理特性可以量化，以非标记的方式

表征细胞［74］。有研究使用 LFC 来确定 Vero 细胞

中VSV的感染性［73］。Radiance LFC仪根据悬浮细

胞的内在特性对其进行分析，同时拍摄每个细胞

的高分辨率视频，使用光学力来影响细胞结构并

转移动量。该仪器对细胞测量的数据与收集的细

胞上清液病毒滴度间建立相关性，并与 TCID50检

测的滴度有一致性，可作为病毒感染性的指标，重

要的是可将病毒滴定时间成本从3天缩短至16 h。
还有研究提出使用 LFC 数据进行感染性实验设

计，适用于各种应用的测量，包括初始滴度测量

（可替代 TCID50）、实时过程中的感染性检测（例

如，生物反应器实时监测病毒滴度）和病毒中和实

验（可替代PRNT）［75］。

表1总结了新兴或改良的病毒滴度检测方法。

表1　病毒滴度检测方法总结

Table 1　Summary of virus titration methods

病毒感

染水平

病毒蛋

白水平

PFU法

TCID50法

荧光灶

试验

IPMA法

ELISA

天~周

天~周

天

天

小时~天

*

*

**

**

**

肉眼或低倍

显微镜

普通显微镜

荧光显微镜

荧光显微镜

酶标仪

产生CPE的病毒

产生CPE的病毒

需要特异性病

毒抗体

需要特异性病毒

抗体

广泛应用

操作简单

操作简单

重复性高、降低

主观性

高灵敏度、重复

性和特异性好

省时

重复性差，费时

费力，自动化程

度差，受主观影

响性大，需要病

毒在培养时有

复制周期

耗时耗力，需要

重复多次

需要特异性病

毒抗体

结果受个别主

观因素影响，且

病毒含量过低

时无法产生特

定的颜色反应，

样品阳性检出

率略低

严格性低，测量的

病毒元素不一定

与病毒颗粒有关

操作简单，工作量

大，需要有经验的

检测人员

操作简单，工作

量大，需要有经

验的检测人员

操作较简单，通

过预实验确定特

异性抗体使用浓

度，熟练操作荧

光显微镜

操作简单，方法

成熟，实验所需

试剂和耗材成

本低

操作较简单，通

过预实验确定相

关实验细节

方法

分类

方法

名称

时间

成本

费用

成本
使用仪器 适用病毒种类 优点 缺点 可操作性
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病毒核

酸水平

病毒颗

粒水平

病毒定量

毛细管

电泳

qPCR

ddPCR

产物增强

逆转录酶

测定

化学发光

ISH-PNA
测定

OD260

FACS

TEM

激光力

细胞学

小时~天

小时

小时

小时~天

分~小时

分

分~小时

小时

小时~天

**

*

**

**

***

*

***

****

****

毛细管

qPCR仪

微液滴数字

PCR仪

qPCR仪

荧光

显微镜+ 
CCD相机

分光光度计

流式细胞仪

电子显微镜

Radiance 
LFC 仪

广泛应用

广泛应用

广泛应用

主要应用于逆

转录病毒，如异

种鼠白血病病

毒和C型CHO细

胞颗粒中所含

的RT活性

B19细小病毒

纯化后病毒

病毒需有荧光

标记或使用特

异性病毒抗体

染色

广泛应用

广泛应用

样品使用量小、

分辨率高、操作

简单

快速、灵敏、稳定

准确度和精密

度高，无需标准

曲线或特殊的

样品制备，可对

目标基因实现

绝对定量

特异性、准确

性、精密度高、

稳定

高分辨率，可在

单细胞内提供

病毒核酸的清

晰定位，准确作

出病毒感染周

期后感染细胞

百分比的客观

评估，在单细胞

水平上对病毒

核酸进行定量

快速、简单

快速、可靠

可靠、直观

省时、操作简单

主要应用在病

毒类疫苗的质

量控制，不是严

格意义上的病

毒滴定

不能确保仅对感

染颗粒进行定量

通量限制，花

费大

仅适用于逆转

录病毒类

前期耗材多，需

要生物素标记

的PNA探针，在

其他病毒上是否

可行有待验证

不能区分有感染

力和无感染力病

毒，病毒需纯化

仪器花费大，标

记病毒蛋白的

荧光抗体偶联

物试剂不容易

获得

有细胞衍生颗粒

的污染（如外泌

体），通量低，精

确定量难度大

仪器昂贵

操作简单

操作简单，考验操

作人员精细程度

操作简单，但受

通量限制，工作

量较大

操作简单

操作较简单，通

过预实验确定特

异性抗体使用

浓度

操作简单

熟练掌握流式细

胞仪操作，通过

预实验确定特异

性病毒抗体使用

浓度

操作复杂，需熟

练掌握负染色技

术和电镜技术

仪器不常见，对

检测人员要求高

续表

方法

分类

方法

名称

时间

成本

费用

成本
使用仪器 适用病毒种类 优点 缺点 可操作性

注: *表示成本极低；**表示成本较低；***表示成本较高；****表示成本极高。
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3　展望

建立快速且准确的病毒滴定方法在生物制品

的制造、检验和安全性验证过程中至关重要。本

文主要综述了传统及新兴或改良的病毒滴度检测

方法。传统方法包括空斑法和 TCID50法，但检测

费时费力，且主观性影响较大。qPCR法虽较为快

速，但不准确，不能确保仅对感染颗粒进行定量，

改进后的 qPCR法可根据目的需要选择合适的方

法进行检测。此外，本文从病毒感染性水平、病毒

蛋白水平、病毒核酸水平和病毒颗粒水平 4 个方

面，总结了新兴或改良的病毒滴度检测方法（表1），
并通过具体实例分析，总结了这些方法的优缺点

及适用体系，为后续研究中选择合适的病毒滴度

检测方法提供了一定的基础和参考。在实际生产

应用中，通常采用的不是众多病毒滴定方法中最

快或最灵敏的定量方法，而是根据成本和收益做

出决定。新兴的方法通常应用于研究层面，但更

成熟的技术更倾向于或被接受用于实际的生物制

品制造、检验和安全性验证过程中。不可置否的

是，通过综合新兴方法的优点可以预见快速方法

的趋势，包括允许高通量、自动化、低成本、客观

性、可重复性、高精密度和准确度以及广泛的适用

性，这为未来开发更先进的病毒滴度检测技术提

供了方向。
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