


背景介绍

面临挑战

腺相关病毒(AAV)是一种单链DNA病毒，通常用于基因治疗，作为载体将遗传物质直接传递给患者。AAV基因组的每

条单链DNA由4680个碱基构成，包括两端145bp的反向末端重复序列(ITR)和中间的2个开放性阅读框。ITR在病毒复制和

包装过程中起了关键作用，并且参与了病毒基因组的整合以及从宿主基因组切除的过程。ITR序列中CG含量达80%以

上，其前125bp(1～125)序列依次可分为A、B、B’、C’、C、A’等不同的区段(图1)，其中B与B’、C与C’反向互补，可形成

T型发夹结构，作为AAV的DNA自我复制的起点，随后的20bp形成特有的D序列。

目前的技术，可以通过限制性内切酶的酶切反应来研究ITR的定位及其完整性。但凝胶电泳的分辨率较低，很难检测到

点突变或小缺失。

直接对ITR区域进行测序可以提供足够的分辨率，但是由高GC含量和长的回文序列（>100bp）组成的T型发夹结构会抑

制普通Sanger测序试剂盒中的聚合酶链式反应，导致测序失败。

由于二级结构在线性模板中不稳定，所以通过PCR扩增ITR区域，然后对扩增产物进行测序可以得到更好的结果。然而，

这种两步法的测序需要特殊的引物设计和循环设置。并且这种检测方法对于ITR区域的两端的序列要求较高，成功率也

不能保证。

图 1：AAV2 的 ITR 序列的示意图
ITR 由两个臂回文 (B-B' 和 C-C') 和一个长茎回文 (A-A') 组成。D 序列在 AAV 基因组的每一端只出现一次



解决方案

为了解决这一难题，安升达开发了一种新型的ITR测序方法，可以改善ITR区域的测序信号并延长读取长度。

为了验证我们的ITR测序方法并与标准方法进行比较，我们首先使用T公司的测序试剂盒对含有AAV2 ITR的质粒进行

测序。在ITR发夹开始处，测序信号突然下降(图2)，导致测序过早终止。

这一结果不能通过添加常见的添加剂，如DMSO和/或甜菜碱来改善。而安升达的新型AAV-ITR测序方法可以测通ITR发

夹结构，并且在整个ITR区域没有明显的信号损失，达到了与常规测序反应类似的读取长度(图3)。

图 2：使用 T 公司的测序试剂盒对 AAV2 的 ITR 区域进行测序
红色下划线标记序列后的碱基“CCTGC”是一个无法成功测序
的发夹结构的开端。

图 3：使用 Azenta 安升达 AAV-ITR 测序法测定 AAV2 的 ITR 区域
的色谱图
红色下划线的序列表示图 2 中提到的相同序列。
红框内显示完整的发夹结构。



rAAV质粒中ITR完整性的定性评价

目前，rAAV质粒主要在细菌中扩增。然而，由于细菌中同源重组系统，ITR经常发生重排。细菌繁殖后，rAAV质粒中最常

见的突变之一是ITR的B-B’或C-C’臂缺失(图4)。这种缺失使T型ITR发夹的茎更长，比野生型ITR更加稳定。在对数百条

来自不同细菌细胞系中扩增的rAAV质粒进行测序后，我们发现，Azenta 安升达 AAV-ITR 测序方法可以测通野生型ITR

序列(图4和图5A)以及更有挑战性的缺失突变的ITR序列(图5B)，并且能帮助定性评估ITR区域甚至是被部分截断的ITR

区域的完整性(图5C)。

图 4：AAV2 的 ITR 区域中 B-B’臂缺失的示意图

野生型 AAV2 的 ITR 区域是一个 125bp 的 T 型发夹结构，而缺失
突变的 ITR 是一个 103bp 的发夹结构，其茎部更长。

图 5：利用 Azenta 安升达 AAV-ITR 测序方法分析 rAAV 质粒中 ITRs 的完整性
A) Azenta 安升达 AAV-ITR 测序法测定野生型 AAV2 的 ITR 区域的色谱图。C-C’臂和 B-B’臂分别用红色和蓝色标出。
B) Azenta 安升达 AAV-ITR 测序法对 AAV2 的缺失突变 ITR 区域进行色谱分析。测序结果显示 B-B’臂出现缺失。
C) Azenta 安升达 AAV-ITR 测序法测定缺失突变的 AAV2 ITR 区域的色谱图。测序结果表明，该质粒是完整 ITR 和缺失突变 ITR 的混
合物。
在 155-157bp 处的 TTT 峰与完整的 ITR 序列一致，其中存在缺少 B-B’臂的质粒模板。
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图 6：Azenta 安升达的 AAV-ITR 测序法对含有 poly-G 序列的 AAV 质粒进行测序 
A) ITR 区域的 5’端前部含有一个同聚物 G 区域的示意图；黑色和绿色箭头分别表示正向测序和反向测序。
B) 采用 Azenta 安升达的 AAV-ITR 测序法，正向对同聚物 G + ITR 区域进行测序的色谱图。
C) 采用 Azenta 安升达的 AAV-ITR 测序法，反向对同聚物 G + ITR 区域进行测序的色谱图。

Azenta 安升达 AAV-ITR测序方法的优化

一些rAAV质粒在ITR区域的5’端前部含有一个同聚物G区域(图6A)。现有的Sanger测序方法测通同聚物G区域非常困

难，Azenta 安升达的AAV-ITR测序方法也面临同样的困难。伴随着Poly-G的测序过程，测序信号值也逐渐降低，并导致

未测序至ITR发夹结构测序反应就提前终止 (图6B)。目前尚未有合适的方法能解决poly-G区域对ITR发夹结构造成的

热力学障碍。但是，Azenta 安升达的AAV-ITR测序方法能通过反向测通ITR发夹结构和poly-C重复区域(图6A)，进而提

高该区域的数据质量及读取长度(图6C)。

一种新型测序技术

可以有效评估AAV质粒中ITR区域的完整性

可以迅速准确地检测到ITR区域的突变
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服务优势
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订购流程

送样要求

关于安升达

下载《Azenta安升达ITR测序送样单》按要求填写并发送至邮箱：Support.Asia@Azenta.com

将样品按送样要求寄送或交给取样员

等待ITR测序结果（3-5个工作日）

完成测序

Azenta是全球领先的生命科学解决方案供应商，

致力于助力全球的生命科学组织更快地将重大突

破性进展和疗法推向市场。Azenta 为全球业内顶

尖的制药、生物技术、学术和医疗机构提供全套可

靠的冷链样本管理解决方案和基因组服务，涵盖

药物开发、临床研究和先进细胞疗法等领域。

Azenta 总部位于马萨诸塞州切姆斯福德，业务遍

及北美、欧洲和亚洲。如需更多信息，请访问 www.

azenta.com。

样品类型：质粒

样品浓度： 200ng/μl-400ng/μl（最低不能低于150ng/μl，浓度过高需稀释） 

送样体积：体积≥10μl，每增加一个反应，送样体积增加5μl

样品介质：使用双蒸水溶解

引物要求：遵循引物设计规范，且设计的引物位置距离ITR区域150-350bp

其他要求：送样时需注明浓度和质粒大小，外包装需明显标注“ITR测序”字样


