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　　国家科技重大专项课题资助项目（２０１８ＺＸ０９７３３００２－００５）
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首批１型单纯疱疹病毒溶瘤活性测定国家候选标准品的研制

秦玺１，胡金盼２，李永红１，史新昌１，丁有学１，

毕华１，韩春梅１，郑红梅１，饶春明１，梁成罡１

（１．中国食品药品检定研究院，北京 １０００５０；２．厦门大学公共卫生和生命科学学院，厦门 ３６１００５）

摘要　目的：研制首批 １型单纯疱疹病毒（ｈｅｒｐｅｓｓｉｍｐｌｅｘｖｉｒｕｓ１，ＨＳＶ－１）溶瘤活性测定国家标准品。
方法：按２０２０年版《中华人民共和国药典》三部相关要求，分别进行ＨＳＶ－１溶瘤活性测定液体标准品和冻
干标准品的制备和质量检测，并使用热加速试验进行稳定性考察，以Ｕ－２ＯＳ细胞／ＣＣＫ－８法分别在３家
实验室对标准品的溶瘤活性进行协作标定。对比研究液体标准品和冻干标准品，选择其中更为适用的１种
作为国家标准品。结果：制备的２种ＨＳＶ－１溶瘤活性测定标准品的质量检测结果均符合要求，其中冻干
标准品水分含量为１０９％，分装精度为０１５％。稳定性试验结果用阿伦尼乌斯公式计算，初步预测液体标
准品溶瘤活性在－７０℃下降低１０％需７７年；冻干标准品溶瘤活性在－７０℃下降低１０％需６１×１０５年，
其稳定性得到很大提高。３个实验室协作标定进行了共２１次测定，液体标准品的溶瘤活性值几何均数为
７０８×１０４Ｕ·ｍＬ－１，冻干标准品的溶瘤活性值几何均数为１８２×１０４Ｕ·支 －１。ＨＳＶ－１标准品原液在冻
干后溶瘤活性由７０８×１０４Ｕ·ｍＬ－１下降至３０３×１０４Ｕ·ｍＬ－１，但因其溶瘤活性在预稀释１００倍后仍然
出现良好的Ｓ型量效关系曲线，并不影响它作为标准品使用的要求。将液体标准品作为样品，用冻干标准
品作为标准品进行校准后，３家实验室结果的几何变异系数（ＧＣＶ）由６４４％下降到２９２％，实验的精密度
得到较大提高。结论：该批ＨＳＶ－１溶瘤活性测定冻干标准品各项指标均符合相关要求，与液体标准品相
比更适合作为国家标准品使用，其溶瘤活性赋值为１８２×１０４Ｕ·支 －１。

关键词：１型单纯疱疹病毒（ＨＳＶ－１）；Ｕ－２ＯＳ细胞／ＣＣＫ－８法；溶瘤活性；标准品；冻干；稳定性
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ｔｙｐｅ１（ＨＳＶ－１）Ｍｅｔｈｏｄｓ：ＡｃｃｏｒｄｉｎｇｔｏｔｈｅｒｅｑｕｉｒｅｍｅｎｔｓｉｎＣｈｉｎｅｓｅＰｈａｒｍａｃｏｐｏｅｉａ（ＶｏｌｕｍｅⅢ，２０２０ｅｄｉ
ｔｉｏｎ），ｔｈｅｌｉｑｕｉｄａｎｄｆｒｅｅｚｅ－ｄｒｉｅｄｓｔａｎｄａｒｄｆｏｒｏｎｃｏｌｙｔｉｃａｃｔｉｖｉｔｙｏｆＨＳＶ－１ｗｅｒｅｐｒｅｐａｒｅｄａｎｄｔｅｓｔｅｄ，ｏｆｗｈｉｃｈ
ｔｈｅｓｔａｂｉｌｉｔｙｗｅｒｅｅｖａｌｕａｔｅｄｂｙｔｈｅｒｍａｌａｃｃｅｌｅｒａｔｉｏｎｔｅｓｔＴｈｅｏｎｃｏｌｙｔｉｃａｃｔｉｖｉｔｙｏｆｔｈｅｓｔａｎｄａｒｄｗａｓｃａｌｉｂｒａｔｅｄｃｏｌ
ｌａｂｏｒａｔｉｖｅｌｙｂｙＵ－２ＯＳｃｅｌｌｓ／ＣＣＫ－８ｍｅｔｈｏｄｉｎ３ｌａｂｏｒａｔｏｒｉｅｓＴｈｅｌｉｑｕｉｄｓｔａｎｄａｒｄｗａｓｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｅ
ｆｒｅｅｚｅ－ｄｒｉｅｄｓｔａｎｄａｒｄ，ａｎｄｔｈｅｍｏｒｅｓｕｉｔａｂｌｅｏｎｅｗａｓｓｅｌｅｃｔｅｄａｓｔｈｅｎａｔｉｏｎａｌｓｔａｎｄａｒｄＲｅｓｕｌｔｓ：Ｔｈｅｐｒｅｐａｒｅｄ
ｓｔａｎｄａｒｄｓｕｂｓｔａｎｃｅｗａｓａｌｌｑｕａｌｉｆｉｅｄ，ａｍｏｎｇｗｈｉｃｈｔｈｅｍｏｉｓｔｕｒｅｃｏｎｔｅｎｔｏｆｔｈｅｆｒｅｅｚｅ－ｄｒｉｅｄｓｔａｎｄａｒｄｗａｓ１０９％
ａｎｄｔｈｅｄｉｓｐｅｎｓｉｎｇａｃｃｕｒａｃｙｗａｓ０１５％ＴｈｅｒｅｓｕｌｔｓｏｆｓｔａｂｉｌｉｔｙｔｅｓｔｗｅｒｅｃａｌｃｕｌａｔｅｄｂｙＡｒｒｈｅｎｉｕｓｆｏｒｍｕｌａＩｔｗａｓ
ｐｒｅｌｉｍｉｎａｒｉｌｙｐｒｅｄｉｃｔｅｄｔｈａｔｉｔｗｏｕｌｄｔａｋｅ７７ｙｅａｒｓｆｏｒｔｈｅｏｎｃｏｌｙｔｉｃａｃｔｉｖｉｔｙｏｆｌｉｑｕｉｄｓｔａｎｄａｒｄｔｏｄｅｃｒｅａｓｅｂｙ１０％
ａｔ－７０℃，ａｎｄｉｔｗｏｕｌｄｔａｋｅ６１×１０５ｙｅａｒｓｆｏｒｔｈｅｏｎｃｏｌｙｔｉｃａｃｔｉｖｉｔｙｏｆｌｙｏｐｈｉｌｉｚｅｄｓｔａｎｄａｒｄｔｏｄｅｃｒｅａｓｅｂｙ１０％
ａｔ－７０℃Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｌｉｑｕｉｄｓｔａｎｄａｒｄ，ｔｈｅｓｔａｂｉｌｉｔｙｏｆｌｙｏｐｈｉｌｉｚｅｄｓｔａｎｄａｒｄｗａｓｇｒｅａｔｌｙｉｍｐｒｏｖｅｄＴｗｅｎｔｙ－
ｏｎｅｔｉｍｅｓｏｆｃｏｌｌａｂｏｒａｔｉｖｅｃａｌｉｂｒａｔｉｏｎｔｅｓｔｓｂｙ３ｌａｂｏｒａｔｏｒｉｅｓｓｈｏｗｅｄｔｈａｔｔｈｅｏｎｃｏｌｙｔｉｃａｃｔｉｖｉｔｙｌｉｑｕｉｄｓｔａｎｄａｒｄｗａｓ
７０８×１０４Ｕ·ｍＬ－１ａｎｄｔｈｅｏｎｃｏｌｙｔｉｃａｃｔｉｖｉｔｙｌｉｑｕｉｄｓｔａｎｄａｒｄｗａｓ１８２×１０４Ｕ·ｖｉａｌ－１Ａｆｔｅｒｌｙｏｐｈｉｌｉｚｅｄ，ｔｈｅ
ｏｎｃｏｌｙｔｉｃａｃｔｉｖｉｔｙｏｆｔｈｅｂｕｌｋｏｆＨＳＶ－１ｓｔａｎｄａｒｄｄｅｃｒｅａｓｅｄｆｒｏｍ７０８×１０４Ｕ·ｍＬ－１ｔｏ３０３×１０４Ｕ·ｍＬ－１
Ｈｏｗｅｖｅｒ，ｔｈｅｇｏｏｄＳ－ｓｈａｐｅｄｄｏｓｅ－ｒｅｓｐｏｎｓｅｃｕｒｖｅｓｔｉｌｌａｐｐｅａｒｅｄａｆｔｅｒ１００ｔｉｍｅｓｏｆｐｒｅ－ｄｉｌｕｔｉｏｎ，ｗｈｉｃｈｄｉｄｎｏｔ
ａｆｆｅｃｔｔｈｅｒｅｑｕｉｒｅｍｅｎｔｓｏｆｉｔｓｕｓｅａｓａｓｔａｎｄａｒｄＷｈｅｎｔｈｅｌｉｑｕｉｄｓｔａｎｄａｒｄｗａｓｕｓｅｄａｓｔｈｅｓａｍｐｌｅａｎｄｔｈｅｆｒｅｅｚｅ－
ｄｒｉｅｄｓｔａｎｄａｒｄｗａｓｕｓｅｄａｓｔｈｅｓｔａｎｄａｒｄｆｏｒｃａｌｉｂｒａｔｉｏｎ，ｔｈｅｇｅｏｍｅｔｒｉｃｃｏｅｆｆｉｃｉｅｎｔｏｆｖａｒｉａｔｉｏｎ（ＧＣＶ）ｏｆｔｈｅｒｅｓｕｌｔｓ
ｏｆｔｈｅ３ｌａｂｏｒａｔｏｒｉｅｓｄｅｃｒｅａｓｅｄｆｒｏｍ６４４％ ｔｏ２９２％，ａｎｄｔｈｅｐｒｅｃｉｓｉｏｎｏｆｔｈｅｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｗａｓｇｒｅａｔｌｙｉｍｐｒｏｖｅｄ
Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ：Ｔｈｅｂａｔｃｈｏｆｆｒｅｅｚｅ－ｄｒｉｅｄＨＳＶ－１ｓｔａｎｄａｒｄｓｆｏｒｏｎｃｏｌｙｔｉｃａｃｔｉｖｉｔｙａｓｓａｙｍｅｅｔｓｔｈｅｒｅｌａｖａｎｔｒｅｑｕｉｒｅ
ｍｅｎｔｓ，ａｎｄｉｓｍｏｒｅｓｕｉｔａｂｌｅｆｏｒｕｓｅａｓａｎａｔｉｏｎａｌｓｔａｎｄａｒｄｔｈａｎｌｉｑｕｉｄｓｔａｎｄａｒｄｓＩｔｓｏｎｃｏｌｙｔｉｃａｃｔｉｖｉｔｙｉｓａｓｓｉｇｎｅｄ
ａｖａｌｕｅｏｆ１８２×１０４Ｕ·ｖｉａｌ－１．
Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：ｈｅｒｐｅｓｓｉｍｐｌｅｘｖｉｒｕｓｔｙｐｅ１（ＨＳＶ－１）；Ｕ－２ＯＳｃｅｌｌｓ／ＣＣＫ－８ｍｅｔｈｏｄ；ｏｎｃｏｌｙｔｉｃａｃｔｉｖｉｔｙ；ｓｔａｎｄａｒｄ
ｓｕｂｓｔａｎｃｅ；ｆｒｅｅｚｅ－ｄｒｙｉｎｇ；ｓｔａｂｉｌｉｔｙ

　　１型单纯疱疹病毒（ｈｅｒｐｓｓｉｍｐｌｅｘｖｉｒｕｓ１，ＨＳＶ－
１）属于疱疹病毒科中的 α疱疹病毒亚科的单纯疱疹
病毒属１型血清型［１］。该病毒具有感染宿主范围广，

病毒复制周期短，基因组容量大，较高的安全性等优

势［２－４］。目前对ＨＳＶ－１作为溶瘤病毒的研发较多，
取得的进展较大［５－８］。２０１５年１０月２７日，ＦＤＡ批准
了首个溶瘤病毒类治疗药物 ｔａｌｉｍｏｇｅｎｅｌａｈｅｒｐａｒｅｐｖｅｃ
（Ｔ－Ｖｅｃ，Ｉｍｌｙｇｉｃ，Ａｍｇｅｎ公司）。该产品以 ＨＳＶ－１
为溶瘤病毒，同时作为载体携带人粒细胞巨噬细胞集

落刺激因子（ＧＭ－ＣＳＦ）基因，用于首次手术后复发的
黑色素瘤患者不可切除的皮肤、皮下和淋巴结病灶的

局部治疗［９］。目前，国内也有多家单位正在开展以

ＨＳＶ－１溶瘤病毒为载体的基因治疗产品研发，并已
有３个产品获批进入临床试验。在ＨＳＶ－１载体药物
开发的过程中，为保证产品的质量，质量控制方法和质

量标准的研究尤为重要，而溶瘤活性测定是其关键的

质量属性之一和重要的质量控制指标［１０］。

在前期研究中建立了Ｕ－２ＯＳ细胞／ＣＣＫ－８法

对ＨＳＶ－１的溶瘤活性进行检测［１１］，同时初步证实了

引入标准品进行校准可以有效提高分析方法的精密

度。目前基因治疗领域还没有建立国际统一的活性测

定用标准品或参考品，仅在美国典型菌种保藏中心

（ＡｍｅｒｉｃａｎＴｙｐｅＣｕｌｔｕｒｅＣｏｌｌｅｃｔｉｏｎ，ＡＴＣＣ）有５型腺病
毒参考品ＡｄＶ５ＲＳＭ［１２］（ＡＴＣＣ；ＶＲ１５１６）、２型腺相关
病毒参考品ＡＡＶ２ＲＳＭ［１３］（ＡＴＣＣ；ＶＲ１６１６）和８型腺
相关病毒参考品ＡＡＶ８ＲＳＭ［１４］（ＡＴＣＣ；ＶＲ１８１６）３种病
毒标准物质可用于相应病毒的检测分析。这３种病毒
参考品均为液体的状态，由于病毒本身易失活，采用液

体状态保存极易造成稳定性不足，影响以此为标准品

进行检测分析的可靠性。由于在前期研究中采用的临

时活性测定标准品也是液体制剂，存在同样问题。为

了进一步提高ＨＳＶ－１溶瘤活性检测方法的可靠性，
本研究开展了 ＨＳＶ－１溶瘤活性测定冻干标准品
（ＨＳＶ－１溶瘤活性测定国家候选标准品）的研制，进
行了溶瘤活性的协作标定和初步的稳定性研究，并与

同时制备的ＨＳＶ－１液体标准品进行了溶瘤活性及稳
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定性的对比研究。

１　仪器与试药
１１　实验耗材及仪器

ＢＩＯＳＴＡＲ生物安全柜购自 ＴＥＬＳＴＡＲ公司；二氧
化碳培养箱购自ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅｒ公司；Ｍ５酶标仪购自
ＭｏｌｅｃｕｌａｒＤｅｖｉｃｅｓ公司；ＴＥ３００倒置显微镜购自 ＮＩ
ＫＯＮ公司；ＡＰ－０６５００３０细胞计数板购自 ＭＡＲＩＥＮ
ＦＥＬＤ公司等。
１２　试剂及细胞

ＤＭＥＭ／Ｆ１２培养基（货号１１３２００８２）、新生牛血
清（ＮＢＣＳ，货号１６０１０１５９）、Ｌ－谷氨酰胺（Ｌ－ｇｌｕｔａ
ｍｉｎｅ，１００ｍＬ，货号 ２５０３０－０８１）、青链霉素双抗
（１００ｍＬ，货号 １５１４０－１２２）、０２５％胰酶（１００ｍＬ，
货号２５２０００５６）、ＤＰＢＳ（１Ｌ，货号 Ａ１２８５６０１）均购自
ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅｒ公司；ＣＣＫ－８（货号 ＣＫ０４）购自北仁
化学科技有限公司；人骨肉瘤细胞 Ｕ－２ＯＳ为中国
食品药品检定研究院重组药物室留存。ＨＳＶ－１标
准品原液（批号 ２０１９０７００１），按照我国生物制品的
ＧＭＰ相关要求生产，由北京万泰生物药业股份有限
公司提供，总量为１５２７ｍＬ。
２　方法与结果
２１　标准品制备

取ＨＳＶ－１标准品原液３０９ｍＬ，按每支０３ｍＬ

分装，共分装 １０３０支。取 ＨＳＶ－１标准品原液
１２１８ｍＬ，按每支０６ｍＬ分装，分装结束后迅速送入
冻干机冻干，共２０３０支，作为候选冻干国家标准品。
２２　标准品质量分析

对ＨＳＶ－１标准品原液的关键质量属性进行了
分析，包括无菌检查［参照２０２０年版《中华人民共和
国药典》（以下简称《中国药典》）三部进行］、鉴别试

验（包括限制性酶切：提取 ＨＳＶ－１病毒基因组后，
用ＳｍａＩ进行酶切鉴定；ＱＰＣＲ法：设计特异引物对目
标序列进行扩增；细胞中和法：用 ＨＳＶ－１中和抗体
将ＨＳＶ－１中和后，感染 Ｕ－２ＯＳ细胞，观察细胞是
否病变）、感染滴度（将 ＨＳＶ－１病毒原液适当稀释
后，感染Ｖｅｒｏ细胞，计数噬斑数在１０～１００左右的感
染孔的噬斑数，并乘以稀释倍数）、溶瘤活性和选择

性增殖活性［用特定感染滴度的病毒分别感染正常

细胞ＭＲＣ－５和肿瘤细胞Ｕ－２ＯＳ，分别取样２种细
胞感染４８ｈ的样品，进行感染滴度检测，之后按公式
计算增殖倍数比，选择性增殖活性 ＝（Ｕ－２ＯＳ细胞
４８ｈ组织感染液滴度／Ｕ－２ＯＳ起始组织感染液滴
度）／（ＭＲＣ－５细胞４８ｈ组织感染液滴度／ＭＲＣ－５
起始组织感染液滴度）］等项目的检测分析，结果如

表１所示，均符合《中国药典》三部对国家标准品的
制备要求。

表１　１型单纯疱疹病毒原液相关检测结果
Ｔａｂ１　ＴｅｓｔｉｎｇｒｅｓｕｌｔｓｏｆＨＳＶ－１ｂｕｌｋ

检验项目　　
（ｔｅｓｔｉｔｅｍ）　　

检验方法　　
（ｔｅｓｔｍｅｔｈｏｄ）　　

标准规定　　　
（ｓｔａｎｄａｒｄｃｏｄｅ）　　　

检验结果

（ｔｅｓｔｒｅｓｕｌｔ）

鉴别试验（ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ） 限制性酶切图谱法（ｒｅｓｔｒｉｃｔｉｏｎ
ｅｎｚｙｍｅｄｉｇｅｓｔｉｏｎａｔｌａｓｍｅｔｈｏｄ）

与对照品一致（ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇｔｏｒｅｆｅｒｅｎｃｅ
ｓｕｂｓｔａｎｃｅ）

符合规定（ｍｅｅｔｔｈｅｒｅｑｕｉｒｅｍｅｎｔ）

ＱＰＣＲ ＩＣＰ０、ＩＣＰ３４５无扩增，ＡＰＤ１扩增（ＩＣＰ０、
ＩＣＰ３４５ｗｅｒｅｎｏｔａｍｐｌｉｆｉｅｄ，ＡＰＤ１ｗａｓａｍｐｌｉｆｉｅｄ）

符合规定（ｍｅｅｔｔｈｅｒｅｑｕｉｒｅｍｅｎｔ）

细胞中和法（ｃｅｌｌｎｅｕｔｒａｌｉｚａｔｉｏｎ） 无细胞病变（ａｃｅｌｌｕｌａｒｌｅｓｉｏｎ） 符合规定（ｍｅｅｔｔｈｅｒｅｑｕｉｒｅｍｅｎｔ）

无菌检查（ｓｔｅｒｉｌｉｔｙｔｅｓｔ） 薄膜过滤法（ｍｅｍｂｒａｎｅ－ｆｉｌｔｅｒ
ｐｒｏｃｅｄｕｒｅ）

１４ｄ内无菌生长（ｓｔｅｒｉｌｅｇｒｏｗｔｈｗｉｔｈｉｎ１４ｄ） 符合规定（ｍｅｅｔｔｈｅｒｅｑｕｉｒｅｍｅｎｔ）

感染滴度（ｉｎｆｅｃｔｉｏｎｔｉｔｅｒ） 噬斑法（ｐｌａｑｕｅｍｅｔｈｏｄｓ） ≥１０×１０７ＰＦＵ·ｍＬ－１ １８８×１０７ＰＦＵ·ｍＬ－１

溶瘤活性（ｏｎｃｏｌｙｔｉｃａｃｔｉｖｉｔｙ） Ｕ－２ＯＳ细胞／ＣＣＫ－８法
（Ｕ－２ＯＳｃｅｌｌｓ／ＣＣＫ－８ｍｅｔｈｏｄ）

≥１０×１０４Ｕ·ｍＬ－１ ５８６×１０４Ｕ·ｍＬ－１

选择性增殖活性（ｓｅｌｅｃｔｉｖｅ
ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｖｅａｃｔｉｖｉｔｙ）

细胞培养法（ｃｅｌｌｃｕｌｔｕｒｅｍｅｔｈｏｄ） ≥１００
２１４×１０５

　　对ＨＳＶ－１溶瘤活性冻干标准品进行了溶瘤活
性、分装精度（参照 ２０２０年版《中国药典》三部进
行）、水分（参照２０２０年版《中国药典》三部进行）、无

菌检查和感染滴度等关键质量属性检测，结果如表２
所示，均符合《中国药典》三部对国家标准品的制备

要求。
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表２　１型单纯疱疹病毒冻干标准品相关检测结果
Ｔａｂ２　ＴｅｓｔｉｎｇｒｅｓｕｌｔｓｏｆＨＳＶ－１ｆｒｅｅｚｅ－ｄｒｉｅｄｓｔａｎｄａｒｄ

检验项目 　　
（ｔｅｓｔｉｔｅｍ）　　

检验方法

（ｔｅｓｔｍｅｔｈｏｄ）
标准规定　　　

（ｓｔａｎｄａｒｄｃｏｄｅ）　　　
检验结果

（ｔｅｓｔｒｅｓｕｌｔ）

溶瘤活性（ｏｎｃｏｌｙｔｉｃａｃｔｉｖｉｔｙ） Ｕ－２ＯＳ细胞／ＣＣＫ－８法（Ｕ－２
ＯＳｃｅｌｌｓ／ＣＣＫ－８ｍｅｔｈｏｄ）

≥１０×１０４Ｕ·支－１（≥１０×１０４Ｕ·ｖｉａｌ－１） １５×１０４Ｕ·支－１（１５×１０４

Ｕ·ｖｉａｌ－１）
分装精度（ｄｉｓｐｅｎｓｉｎｇａｃｃｕｒａｃｙ） 抽样称重法（ｓａｍｐｌｉｎｇｗｅｉｇｈｔｉｎｇ

ｍｅｔｈｏｄ）
≤１％ ０１５％

水分（ｍｏｉｓｔｕｒｅｃｏｎｔｅｎｔ） 库伦滴定法（ｃｏｕｌｏｍｂｔｉｔｒａｔｉｏｎ） ≤１５％ １０９％

无菌检查（ｓｔｅｒｉｌｉｔｙｔｅｓｔ） 薄膜过滤（ｍｅｍｂｒａｎｅ－ｆｉｌｔｅｒ
ｍｅｔｈｏｄ）

１４ｄ内无菌生长（ｓｔｅｒｉｌｅｇｒｏｗｔｈｗｉｔｈｉｎ１４ｄ） 符合规定（ｍｅｅｔｔｈｅｒｅｑｕｉｒｅ
ｍｅｎｔ）

感染滴度（ｉｎｆｅｃｔｉｏｎｔｉｔｅｒ） 噬斑法（ｐｌａｑｕｅｍｅｔｈｏｄｓ） ≥２０×１０６ＰＦＵ·ｍＬ－１ １５５×１０７ＰＦＵ·ｍＬ－１

２３　稳定性试验
将标准品在不同温度（冻干标准品：－８０、－２０、

４、２５、３７℃，液体标准品：－８０、－４０、－２０、４、２５℃）
下放置不同时间（１、３和９个月）后，进行溶瘤活性测
定，以评估其稳定性。使用 Ｕ－２ＯＳ细胞／ＣＣＫ－８
法在同一块９６孔板上检测在不同温度下的溶瘤活
性。分别将不同温度下的标准品接种到９６孔板第２
～１１列的Ａ行，每个温度２个复孔，然后用完全培养
基 （ＤＭＥＭ／Ｆ１２ 培 养 基 ＋１０％ ＮＢＣＳ ＋１％
Ｌ－Ｇｌｕｔａｍｉｎｅ＋１％青链霉素双抗）４倍系列稀释，共
１０个稀释度，细胞板的第１列、第１２列加入相同体
积的完全培养基，以减轻边孔效应对溶瘤活性测定

的影响。

在５种温度下放置冻干标准品至 ９个月，溶
瘤活性在各个时间点与 －８０℃溶瘤活性比的测
定结果见表３。根据表中的数据及简化的阿伦尼
乌斯公式：ｌｎ｛ｋ（ｔ）｝＝Ａ＋Ｂ／Ｔ＋ｌｎ（Ｔ）（Ａ：截距；
Ｂ：斜率；ｋ：温度函数；Ｔ：绝对温度），初步预测
在 －７０℃下，冻干标准品溶瘤活性降低 １０％
需６１×１０５年。

表３　１型单纯疱疹病毒冻干标准品稳定性检测结果

Ｔａｂ３　Ｓｔａｂｉｌｉｔｙｔｅｓｔｉｎｇｒｅｓｕｌｔｓｏｆｌｙｏｐｈｉｌｉｚｅｄｓｔａｎｄａｒｄ

温度

（ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ）／

℃

与－８０℃溶瘤活性比

（ｏｎｃｏｌｙｔｉｃａｃｔｉｖｉｔｙｒａｔｉｏｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈ－８０℃）／％

１个月

（１ｍｏｎｔｈ）

３个月

（３ｍｏｎｔｈｓ）

９个月

（９ｍｏｎｔｈｓ）

－２０ ９２７ １１０９ ９３６

４ ９１７ ９２２ ７４１

２５ ４６４ １８９ １４５

３７ ６５ １８ １３

　　对于液体标准品，与冻干标准品相比，稳定性研
究时去掉３７℃，增加－４０℃。表４中数据为其热稳
定性１、３、９个月与 －８０℃溶瘤活性比的结果，根据
阿伦尼乌斯公式：ｌｎ｛ｋ（ｔ）｝＝Ａ＋Ｂ／Ｔ＋ｌｎ（Ｔ），选
用－８０、－４０和 －２０℃相对溶瘤活性值，初步预测
在 －７０℃ 下，ＨＳＶ－１液体标准品溶瘤活性
在－７０℃下降低１０％需７７年。

表４　１型单纯疱疹病毒液体标准品稳定性检测结果
Ｔａｂ４　ＳｔａｂｉｌｉｔｙｔｅｓｔｉｎｇｒｅｓｕｌｔｓｏｆＨＳＶ－１ｌｉｑｕｉｄｓｔａｎｄａｒｄ

温度

（ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ）／

℃

与－８０℃溶瘤活性比

（ｏｎｃｏｌｙｔｉｃａｃｔｉｖｉｔｙｒａｔｉｏｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈ－８０℃）／％

１个月

（１ｍｏｎｔｈ）

３个月

（３ｍｏｎｔｈｓ）

９个月

（９ｍｏｎｔｈｓ）

－４０ ９８２ ９１４ ７８１

－２０ ７２８ ７００ ２１４

４ ６０２ ３４ ４９

２５ ５９ ０ ０

冻干标准品与液体标准品热稳定实验中有３个
相同的温度条件－２０、４和２５℃，对其相对溶瘤活性
进行对比，如图１，结果显示冻干后 ＨＳＶ－１标准品
更稳定，因此，可优先选择冻干后的 ＨＳＶ－１标准品
作为国家标准品申报。

２４　标准品协作标定
２４１　ＨＳＶ－１溶瘤活性标准品协作标定方法［１１］　将
细胞Ｕ－２ＯＳ用完全培养基稀释成２５×１０５个·ｍＬ－１，
每孔１００μＬ接种至９６孔板。于３７℃、５％ＣＯ２的
培养箱中，培养１８～２０ｈ。用完全培养基分别将液
体标准品和冻干标准品预稀释１００倍后，再４倍比
系列稀释，共１０个稀释度，每个稀释度 ３个复孔，
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图１　１型单纯疱疹病毒冻干标准品和液体标准品３个月热稳定性比较

Ｆｉｇ１　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｔｈｒｅｅ－ｍｏｎｔｈｔｈｅｒｍａｌｓｔａｂｉｌｉｔｙｂｅｔｗｅｅｎ

ｆｒｅｅｚｅ－ｄｒｉｅｄｓｔａｎｄａｒｄａｎｄｌｉｑｕｉｄｓｔａｎｄａｒｄｏｆＨＳＶ－１

每孔１６０μＬ转至Ｕ－２ＯＳ细胞培养板中，然后将９６
孔板放置于湿饭盒中，在３７℃、５％ＣＯ２培养箱中连
续培养７２ｈ后，每孔加入 ＣＣＫ－８溶液１０μＬ，轻轻
振摇培养板。继续３７℃培养４～４５ｈ，取出后，在
酶标仪上终点法读取吸收值Ａ４５０。

２４２　协作标定及统计分析　协作标定由厦门大
学、北京万泰生物药业股份有限公司和中国食品药

品检定研究院３个相互独立的实验室按上述方法分
别进行，通过ＥＣ５０给标准品赋值，每个实验室须取得
７次独立有效的实验结果（每次实验仅需做１块９６
板）。结果用几何均数法进行统计分析，得出每支标

准品的效价单位。

ＨＳＶ－１溶瘤活性测定液体标准品的协作标定
结果如表５所示，共测２１次，经计算，各次测定结果
的ｌｇ值呈正态分布，使用几何均数进行计算。实验
次数ｎ＝２１，自由度 ｆ＝ｎ－１＝２０，ｔ（２０）００５＝２０８６，各
次测定结果 ｌｇ值的均数为４８５，标准差为０２２，故
溶瘤活性的几何均数为１０４８５＝７０７９５Ｕ·ｍＬ－１，为
了方便计算，将标准品溶瘤活性值定为 ７０８×１０４

Ｕ·ｍＬ－１。平 均 溶 瘤 活 性 的 ９５％ 可 信 区 间 为
５６２３４～８９１２５Ｕ·ｍＬ－１，单次测定的 ９５％参考值
范围为２５１１８～１９９５２６Ｕ·ｍＬ－１。

表５　１型单纯疱疹病毒液体标准品协作标定结果
Ｔａｂ５　ＣｏｌｌａｂｏｒａｔｉｖｅｃａｌｉｂｒａｔｉｏｎｒｅｓｕｌｔｓｏｆＨＳＶ－１ｌｉｑｕｉｄｓｔａｎｄａｒｄ

试验次数

（ｎｕｍｂｅｒｏｆｔｅｓｔ）

实验室１（ｌａｂ１） 实验室２（ｌａｂ２） 实验室３（ｌａｂ３）

实测值

（ｍｅａｓｕｒｅｄｖａｌｕｅ）／

（Ｕ·ｍＬ－１）

ｌｇ转换值

（ｌｇｃｏｎｖｅｒｓｉｏｎ

ｖａｌｕｅ）

实测值

（ｍｅａｓｕｒｅｄｖａｌｕｅ）／

（Ｕ·ｍＬ－１）

ｌｇ转换值

（ｌｇｃｏｎｖｅｒｓｉｏｎ

ｖａｌｕｅ）

实测值

（ｍｅａｓｕｒｅｄｖａｌｕｅ）／

（Ｕ·ｍＬ－１）

ｌｇ转换值

（ｌｇｃｏｎｖｅｒｓｉｏｎ

ｖａｌｕｅ）

１ ９３９００ ４９７ ５１０３４ ４７１ ４９３００ ４６９

２ １６４０００ ５２１ ５０５５７ ４７０ ７０１００ ４８５

３ １７６０００ ５２５ ４５２２０ ４６６ ５４４００ ４７４

４ １５２０００ ５１８ ６４１１５ ４８１ ５６０００ ４７５

５ １３００００ ５１１ ５１３７６ ４７１ ３７３００ ４５７

６ １３７０００ ５１４ ５６０８４ ４７５ ５５４００ ４７４

７ １１４０００ ５０６ ４６２２５ ４６６ ４４３００ ４６５

均值（ｍｅａｎｖａｌｕｅ） １３８１２９ ５１３ ５２０８７ ４７１ ５２４００ ４７１

ＳＤ ２８５８２ ００９ ６４０５ ００５ １０３４８ ００９

ＲＳＤ／％ ２０７ １８ １２３ １１ １９８ １８

　　ＨＳＶ－１溶瘤活性测定冻干标准品具体测定结
果如表６所示。每个实验进行７次独立的测定，共测
２１次，经计算，各次测定结果的 ｌｇ值呈正态分布，所
以认为使用几何均数进行计算较为合理。实验次数

ｎ＝２１，自由度 ｆ＝ｎ－１＝２０，ｔ（２０）００５＝２０８６，各次测
定结果ｌｇ值的均数为４２６，标准差为０１８，故溶瘤
活性的几何均数为１０４２６＝１８１９７Ｕ·支 －１，为了方

便计算，将标准品溶瘤活性值定为 １８２×１０４

Ｕ·支 －１。平均溶瘤活性的９５％可信区间为１５１３５～

２１８７７Ｕ·支 －１，单次测定的 ９５％参考值范围为
７７６２～４２６５８Ｕ·支 －１。

冻干标准品是由０６ｍＬ液体标准品冻干而成，
所以协作标定的结果为１８２×１０４Ｕ·支 －１可换算为

３０３×１０４Ｕ·ｍＬ－１，与冻干前的液体标准品溶瘤活
性（７０８×１０４Ｕ·ｍＬ－１）的比值为４２８％，说明在冻
干后ＨＳＶ－１的溶瘤活性下降了５７２％。，但在溶瘤
活性测定中，预稀释１００倍后仍然出现良好的Ｓ型量
效关系曲线，并不影响其可作为标准品使用的要求。
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表６　１型单纯疱疹病毒冻干标准品协作标定结果
Ｔａｂ６　ＣｏｌｌａｂｏｒａｔｉｖｅｃａｌｉｂｒａｔｉｏｎｒｅｓｕｌｔｓｏｆＨＳＶ－１ｆｒｅｅｚｅ－ｄｒｉｅｄｓｔａｎｄａｒｄ

试验次数

（ｎｕｍｂｅｒｏｆｔｅｓｔ）

实验室１（ｌａｂ１） 实验室２（ｌａｂ２） 实验室３（ｌａｂ３）

实测值

（ｍｅａｓｕｒｅｄｖａｌｕｅ）／

（Ｕ·ｖｉａｌ－１）

ｌｇ转换值

（ｌｇｃｏｎｖｅｒｓｉｏｎ

ｖａｌｕｅ）

实测值

（ｍｅａｓｕｒｅｄｖａｌｕｅ）／

（Ｕ·ｖｉａｌ－１）

ｌｇ转换值

（ｌｇｃｏｎｖｅｒｓｉｏｎ

ｖａｌｕｅ）

实测值

（ｍｅａｓｕｒｅｄｖａｌｕｅ）／

（Ｕ·ｖｉａｌ－１）

ｌｇ转换值

（ｌｇｃｏｎｖｅｒｓｉｏｎ

ｖａｌｕｅ）

１ ２８７００ ４４６ １６７３２ ４２２ １３８００ ４１４

２ ３８６００ ４５９ １３２０５ ４１２ １５６００ ４１９

３ １９９００ ４３０ １４７１１ ４１７ １２０００ ４０８

４ ３００００ ４４８ ２２９２４ ４３６ １５５００ ４１９

５ ３９８００ ４６０ １６５２５ ４２２ １２４００ ４０９

６ ２０５００ ４３１ １７０９８ ４２３ ８８３０ ３９５

７ ３１２００ ４４９ １８１７９ ４２６ １２７００ ４１０

均值（ｍｅａｎｖａｌｕｅ） ２９８１４ ４４６ １７０５３ ４２２ １２９７６ ４１４

ＳＤ ７８０１ ０１２ ３０６６ ００９ ２３２７ ００５

ＲＳＤ／％ ２６２ ２７ １８０ ２１ １７９ １３

　　另外，由于在冻干标准品和液体标准品的协作
标定的过程中，实验是在同一块 ９６孔板上同步进
行。将冻干标准品作为校准用标准品，赋值为上述３
家实验室的协作标定结果１８２×１０４Ｕ·支 －１，液体

标准品作为样品进行测定，将３家实验室共计２１次
的实验结果进行统计学分析（表７），其测定结果与未
使用标准品校准的结果进行比较。发现在使用标准

品校准后，３家实验室结果的 ＧＣＶ由６４４％下降到
２９２％，实验的精密度大幅提升，这也说明在 ＨＳＶ－
１溶瘤活性检测中引入标准品校准很有必要。
３　讨论

按照２０２０年版《中国药典》中《人用基因治疗
制品总论》的要求，对于效价、感染性滴度等活性检

测方法，应建立具有长期稳定性的活性标准品。溶

瘤活性是重组人 ＨＳＶ－１基因治疗制品一项重要
的质控项目，其与药物的肿瘤杀伤效果直接相

关［１５］，若能准确定量，对于指导临床用药具有重要

的指导意义。由于目前 ＨＳＶ－１溶瘤活性测定中
未采用统一的活性测定标准品，造成该项目常出现

检测结果不稳定，实验室间检测结果不一致等

情况。

为了建立稳定的 ＨＳＶ－１溶瘤活性测定国家标
准品，本实验采用冻干和液体２种剂型进行对比研
究，首先选取了１批ＨＳＶ－１标准品原液经检验合格
后，一部分作为液体标准品，一部分进行冻干制备成

冻干标准品。本实验按照２０２０年版《中国药典》三
部国家标准品的制备要求，进行ＨＳＶ－１国家标准品
原液和成品的全面检定，结果表明，各项指标达到了

标准品的相关要求。

标准品配方中含有人血白蛋白、二糖、氨基酸

等，能够保证标准品具有较好的稳定性。通过热加

速试验，可以评价标准品的稳定性。从现有的稳定

性结果来看，冻干剂型稳定性更好，预期保存效期远

长于液体剂型。另一方面，ＨＳＶ－１标准品原液在冻
干后溶瘤活性虽然下降了５７２％，但其溶瘤活性在
预稀释１００倍后仍然出现良好的Ｓ型量效关系曲线，
并不影响它作为标准品使用的要求。因此，综合考

虑标准品的稳定性和活性，以及保存、运输的影响，

拟选用冻干标准品进行国家标准品的申报，同时也

提示其他企业在病毒类基因治疗产品的内部标准品

研制过程中应更多考虑采用冻干的方式。经３家不
同实验室的协作标定，通过四参数曲线：

ｙ＝
（Ａ－Ｄ）

１＋ Ｘ( )Ｃ








Ｂ{ }＋Ｄ

Ａ：上渐近线；Ｄ：下渐近线；Ｃ：半效浓度；Ｂ：曲
线斜率的 ＥＣ５０（半效浓度）给标准品赋值。经计
算，冻干标准品的几何平均溶瘤活性为 １８２×１０４

Ｕ·支 －１，平均溶瘤活性的９５％可信区间为１５１３５～
２１８７７Ｕ·支 －１。
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表７　１型单纯疱疹病毒液体标准品的检测结果
Ｔａｂ７　ＴｅｓｔｉｎｇｒｅｓｕｌｔｓｏｆＨＳＶ－１ｌｉｑｕｉｄｓｔａｎｄａｒｄ

实验室

（ｌａｂ）

试验次数

（ｎｕｍｂｅｒ

ｏｆｔｅｓｔ）

未校准（ｎｏｃａｌｉｂｒａｔｉｏｎ） 校准后（ａｆｔｅｒｃａｌｉｂｒａｔｉｏｎ）

实测值

（ｍｅａｓｕｒｅｄｖａｌｕｅ）／

（Ｕ·ｍＬ－１）

ｌｇ转化值

（ｌｇｃｏｎｖｅｒｓｉｏｎ

ｖａｌｕｅ）

实测值

（ｍｅａｓｕｒｅｄｖａｌｕｅ）／

（Ｕ·ｍＬ－１）

ｌｇ转化值

（ｌｇｃｏｎｖｅｒｓｉｏｎ

ｖａｌｕｅ）

１ １ ９３９００ ４９７ ８７２１０ ４９４

２ １６４０００ ５２１ ９０７６７ ４９６

３ １７６０００ ５２５ １２０４８０ ５０８

４ １３００００ ５１１ ７９３６３ ４９０

５ １５２０００ ５１８ ６７２７７ ４８３

６ １３７０００ ５１４ １０９９００ ５０４

７ １１４０００ ５０６ ９０２２６ ４９６

２ ８ ５１０３４ ４７１ ５６７８８ ４７５

９ ５０５５７ ４７０ ８３９４５ ４９２

１０ ４５２２０ ４６６ ７２１２３ ４８６

１１ ６４１１５ ４８１ ６６３２１ ４８２

１２ ５１３７６ ４７１ ５５０２１ ４７４

１３ ５６０８４ ４７５ １１１８３７ ５０５

１４ ４６２２５ ４６６ ５００４９ ４７０

３ １５ ４９３００ ４６９ ６９３１９ ４８４

１６ ７０１００ ４８５ ８３９４５ ４９２

１７ ５４４００ ４７４ ７２１２３ ４８６

１８ ５６０００ ４７５ ６６３２１ ４８２

１９ ３７３００ ４５７ ５５０２１ ４７４

２０ ５５４００ ４７４ １１１８３７ ５０５

２１ ４４３００ ４６５ ６４０６５ ４８１

统计学分析 均值（ｍｅａｎｖａｌｕｅ） ８０８７２ ４８５ ７９２３５ ４８９

（ｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌａｎａｌｙｓｉｓ） ＳＤ ４４８４０ ２０６９２

ＲＳＤ／％ ５５４５ ２６１２

几何平均数（ｇｅｏｍｅｔｒｉｃｍｅａｎ） ７０７９５ ７７６２５

ＧＳＤ ０２２ ０１１

ＧＣＶ／％ ６４４３ ２９１６

　　在液体标准品溶瘤活性测定中，经过统计学分
析发现，不同实验室间采用标准品校准后的数值和

未采用标准品校准的数值差异较大。将 ３家实验
室共计２１次的实验结果进行分析，发现在使用标
准品校准后，３家实验室结果的 ＧＣＶ由 ６４４％下
降到２９２％，实验的精密度大幅提升，这也说明
在 ＨＳＶ－１活性检测中引入标准品校准很有
必要。

总之，该批ＨＳＶ－１溶瘤活性测定冻干标准品各

项指标均符合要求，与液体标准品相比更适合作为

国家标准品使用，其溶瘤活性赋值为１８２×１０４Ｕ·
支 －１。本候选标准品的研制为 ＨＳＶ－１溶瘤活性测
定的标准化，获得更稳定、可靠的检测结果奠定了良

好的基础。
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