
生 命 科 学 研 究 2009 年

慢病毒载体是目前应用最广泛的基因运载

工具之一，在基因治疗研究和转基因动物的制备

中已显示出其广阔的应用前景． 慢病毒载体是一
种反转录病毒载体，其中以人类免疫缺陷性病毒

（HIV-1）载体研究最为深入． 与传统的小鼠白血
病病毒载体（MuLV）偏爱整合入基因 5′端相比，

慢病毒载体均匀分布于基因组内，从而降低了其

激活原癌基因的几率［1~3］． 重组慢病毒载体既能
感染分裂期细胞，也能感染非分裂期细胞［4］． 它
可携带较大的外源基因（约 8 kb左右）并稳定整
合和表达［5］，加之其诱发的宿主免疫反应相对较

小［6］，使得重组慢病毒载体具有较为广阔的应用
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摘 要： 慢病毒载体已经广泛应用于动物模型中基因治疗的研究和转基因动物的制备， 而准确地测定重组慢

病毒的滴度和感染效率是其关键步骤． 通过荧光实时定量 PCR 的方法定量分析重组慢病毒的颗粒数以及病
毒的活性滴度， 并以 GFP 报告基因的方法作为对照来验证定量 PCR 方法的准确性． 研究结果显示，应用荧光
实时定量 PCR 法与 GFP 报告基因法测定得到的病毒活性滴度成正相关， 而且前者可以更加准确地测定病毒
滴度和病毒感染效率．
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前景．
无论何种目的使用重组慢病毒，都有必要准

确地检测病毒滴度． 目前，重组慢病毒滴度的检
测方法有：依赖于报告基因的 GFP荧光检测法、
检测慢病毒外壳蛋白 p24的抗原-抗体法（ELISA
法）和检测其逆转录酶活性的酶学法等． 这些方
法多存在耗时、费力、检测成本较高、病毒用量
多、不适于非报告基因载体等缺点． 所以，建立
一种快速、简便、准确的慢病毒滴度检测方法，
是非常有必要的．
在此，我们介绍一种利用实时定量 PCR 测

定重组慢病毒滴度的方法． 该方法通过在载体的
长末端重复序列区（LTR）设计定量引物，利用荧
光实时定量 PCR测定重组慢病毒中 LTR拷贝数
来测定病毒颗粒数和有效感染的病毒颗粒数． 通
过与 GFP报告基因测定法的比较验证，证明该
测定方法准确可靠． 并且，通过慢病毒颗粒数与
实际有活力病毒滴度的比较，可以计算得到重组

慢病毒感染效率． 多次重复实验证明，该方法具
有快速、准确的优点，非常适用于非报告基因载
体的病毒滴度及其感染效率的测定．

1 材料与方法

1.1 材料
组成慢病毒载体的 3 个质粒 FUGW（即含

eGFP基因的转基因质粒），△8.9（编码结构和非
结构蛋白基因质粒）和 VSVG（外壳蛋白质粒）由
美国 Marine Medical Center Research Institute 王
征宇博士惠赠；293T细胞（人胚肾细胞）购自美
国 ATCC（American Type Culture Collection）细胞
库；ProFection 购自 Promega 公司；胎牛血清
（FBS）、培养液和 Hanks液及 Salmon Sperm DNA
购自 Gibco BRL；STE配方为 10 mmol / L Tris pH
7.6，1 mmol / L EDTA pH 8.0，0.1 mol / L NaCl．
1.2 FUGW 病毒的制备
当 293T细胞长至 70%饱和度时，用磷酸钙
法转染，按照 Promega 公司的 ProFection Kit 说
明书操作，其中 FUGW 15 μg，△8.9 10 μg，
VSVG 7.5 μg，转染 6 h后换完全培养液（含 10%
FBS的 DMEM），并在 37 ℃，5% CO2培养约 60 h．
上述病毒培养上清液经离心、过滤后，50 000 g
超速离心 1.5 h后弃上清，在病毒沉淀上加少量
Hanks液，获得病毒浓缩液，-80 ℃保存待用．

1.3 病毒 RNA的提取
取 2 μL病毒浓缩液进行 DNase 处理，体系
中加入 5 μL 10 × DNase I Buffer、2 μL DNase I
（5 U / uL，Takara Bio Inc，Shiga，Japan）、2 μL
RNase inhabitor（Takara Bio Inc.，Shiga，Japan），
用 DEPC 水定容至 50 μL 反应体系，37 ℃ 45
min． DNase 处理后的混合液，加入 350 μL STE、
20 μL 10% SDS 和 5 μL 蛋白酶 K（20 g / L，
AMRESCO，Solon，OH），56 ℃ 15 min水解． 最
后等体积酚、氯仿抽提，两倍体积无水乙醇沉
淀，冻干后，20 μL DEPC水溶解．
1.4 反转录反应
病毒 RNA 在酚 /氯仿抽提、无水乙醇沉淀
前，需经过 DNase I 处理，以避免 DNA污染． 根
据产品说明书，取 1 μg RNA、20 pmol RT-PCR
下游引物（5′-GAGAGCTCCCAGGCTCAGATC-3′）、
2 μL 5×RT Buffer、1 μL MLV酶（Takara Bio Inc，
Shiga，Japan）、水补足至 10 μL体系，37 ℃ 1 h．
1.5 实时定量 PCR分析病毒颗粒数
为了测定制备的慢病毒的病毒颗粒数，应用

实时定量 PCR测定病毒 LTR拷贝数. 其中，引
物和探针序列见表 1． 在反应体系中，引物 900
nmol / L，探针 250 nmol / L，2.5 μL 10×Ex-Buffer，
15 μmol Mg2+，2.5 μmol dNTP，1 U ExTaqE，
5 μL样本，总反应体系为 25 μL体积． 实时定量
PCR 仪（Corbett Life Science RG-3000，Sidney，
Australia）上反应：95 ℃ 5 min变性，95 ℃ 30 s，
59 ℃ 30 s，40 个循环，59 ℃ 520 nm 处检测荧
光值． 软件分析荧光检测数据．

1.6 不同剂量 FUGW 病毒感染 293T细胞
取病毒浓缩液，按 10 倍稀释法，取 0.1、

0.01、0.001 μL病毒浓缩液（即用实时定量 PCR
检测法，定量慢病毒颗粒数为：6.32×107、6.32×106、
6.32 × 105），用含有 8 mg / L Polybrene 促感染
（Sigma-Aldrich，Inc，St. Louis，MO）且不含血清的
培养液逐级稀释后，感染 293T细胞（1.5×106/孔），
37 ℃ 2 h. 然后，加入完全培养液培养细胞 2 d，

表 1 实时定量 PCR 引物及探针序列
Table 1 The sequences of primer and probe of Real-

time PCR

LTR-F
LTR-P
LTR-Probe

Primer Sequences
5′-ACAGCCGCCTAGCATTTCAT-3′
5′-GAGAGCTCCCAGGCTCAGATC-3′
5′-ACATGGCCCGAGAGCTGCATCC-3′
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图 1 定量 PCR 反应荧光强度曲线
Fig.1 Fluorescence intensity curve of Real-time PCR

图 2 定量 PCR 标准曲线
Fig.2 Standard curve of Real-time PCR

至荧光显微镜下观测绿色荧光蛋白表达情况．
1.7 病毒感染细胞内 DNA的提取
细胞经 2 d培养后，用胰酶将细胞消化，收
集入 1.5 mL EP tube 中，200 g，5 min，将细胞
沉淀下来． 加入 200 μL STE、20 μL 10% SDS、
10 μL 蛋白酶 K，混匀后，37 ℃ 4 h. 加入等体
积酚，振荡混匀，15 000 g，离心 12 min；吸取
上清，加入等体积的氯仿，振荡混匀，15 000 g
离心 6 min；吸取上清，加入 1/10体积 3 mol /mL
NaAc，两倍体积的无水乙醇，-20 ℃沉淀 1 h以
上；混合液 15 000 g，4 ℃离心 20 min；弃上清，
沉淀风干，100 μL TE溶解．
1.8 实时定量 PCR测定重组载体整合拷贝数
为了测定被感染的 293T细胞内重组载体的
整合，用实时定量 PCR检测上述被抽提的基因
组 DNA中 LTR的拷贝数． 具体方法同 1.5．

2 结果

2.1 实时定量 PCR检测病毒颗粒数
本实验中，定量 PCR 引物设计在 LTR 区，
由于一个慢病毒含有两个病毒基因拷贝，因此，

在计算病毒颗粒数时，LTR拷贝数除以 2即为病
毒颗粒数. 应用实时定量 PCR检测到病毒 LTR
拷贝数为 1.26 × 1012 / mL，定量 PCR反应荧光强
度曲线及标准曲线见图 1、图 2. 通过计算，得到
病毒颗粒数为 6.32×1011 /mL．
此时计算得到的病毒颗粒数为所有收集到

的病毒颗粒总数，既包括有感染效力的病毒，也

包括无感染效力的病毒． 为了测定制备得到的病
毒实际滴度（即单位体积内有感染效力的病毒颗

粒数），我们将不同剂量病毒感染细胞，分别用

GFP报告基因法和定量 PCR法测定病毒滴度．

2.2 实时定量 PCR 检测病毒载体整合拷贝数，
计算病毒滴度

取病毒浓缩液，按照 10 倍稀释，分别取
0.1、0.01、0.001 μL 病毒浓缩液感染 1.5 × 106

293T细胞，感染 2 d后，应用实时定量 PCR 检
测不同病毒量感染的细胞 DNA中 LTR整合拷贝
数，结果显示，0.1、0.01、0.001 μL病毒感染的
细胞中外源基因整合的拷贝数分别为 5.32 × 106、
9.28 × 105、4.48 × 104. 定量 PCR 的系统参数为：
R = 0.99，R∧2 = 0.99，Efficiency = 1.01，各参数值
表明实验检测的准确性和可信性．
当一个病毒感染细胞并将外源基因整合入基

因组后，由于其末端发生跳跃过程，使得每条 DNA
单链上含有两个完整的 LTR，因此，在被整合的细

胞基因组，一个慢病毒颗粒=LTR拷贝数 / 4． 通过
计算，得到病毒滴度为（1.59 ± 0.64）× 1010 IU / mL．
2.3 GFP报告基因检测法测定病毒滴度
同时将 0.1、0.01、0.001 μL病毒浓缩液感染

2 d后的细胞，置于荧光显微镜下观测． 镜检结
果显示，GFP 阳性细胞数逐级递减，0.1、0.01、
0.001 μL病毒量感染的细胞中，GFP阳性率分别
为 52%、6%、0.5%，呈现较好的倍比关系（图 3）．
通过公式：病毒滴度 =感染细胞数 ×GFP阳

性率×病毒稀释倍数 ÷病毒量，得出病毒滴度为
（8.10±0.79）×109 IU/mL．
2.4 GFP报告基因检测法与定量 PCR检测法所
得病毒滴度比较，验证定量 PCR检测法准确性
通过比较 GFP报告基因检测法和实时定量
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注：病毒感染 293T细胞数为 1.5×106.
Notes：293T cells in each well are: 1.5 ×106.

图 3 逐级稀释的慢病毒感染 293T 细胞后 GFP 的表达情况
（A） 0.1 μL 病毒感染细胞； （B） 0.01 μL 病毒感染细胞； （C） 0.001 μL 病毒感染细胞.
Fig.3 GFP expression in infected 293T cells after 10 fold dilution
（A）293T cells infected by 0.1 μL virus；（B） 293T cells infected by 0.01 μL virus；（C）293T cells infected by 0.001 μL virus.

PCR检测法（表 2），可以看出，与我们预期结果
一致，实时定量 PCR法检测结果与 GFP报告基
因检测法检测结果成正相关． 多次重复实验结果
均表明，两者的检测结果成稳定的正相关性． 而
且，实时定量 PCR检测法不依赖 GFP蛋白正常

表达，对整合入宿主基因组但不能正常表达的病

毒仍然能够在其检测范围之内，因此，实时定量

PCR的检测结果更接近实际值，能够更加准确的
检测病毒滴度．

（A） （B） （C）

表 2 GFP 报告基因检测法与定量 PCR 检测法测得病毒滴度比较
Table 2 Comparison of lentivirus titer determined by GFP reporter assay and qRT-PCR approach

Dose of viral particles 6.3×107 6.3×106 6.3×105

GFP reporter assay
Percentage of GFP+ cells
Infectious units

qRT-PCR assay Infectious units

52.0%

7.8×105

1.3×106

6.0%

9.0×104

2.3×105

0.5%

7.5×103

1.1×104

2.5 荧光实时定量 PCR法测定病毒实际感染效率
通过计算公式：感染效率=有效感染病毒数 /
感染细胞总病毒颗粒数 × 100%，得到该实验中
慢病毒的感染效率为：2.65 ± 1.07%．

3 讨论

慢病毒载体的研究，目前以 HIV-1 最为深
入． 慢病毒载体构建的基本原理是将 HIV-1基因
组中的基本骨架与编码其功能蛋白相分离，分别

改建成载体质粒和表达包装蛋白的质粒，并将两

种成分共转染入细胞，从中获得只有一次感染能

力而没有复制能力的 HIV-1载体假病毒［7］，从而

提高了其应用的安全性. 近年来，越来越多的研
究者利用慢病毒载体系统作为在动物模型研究

基因治疗的导入系统，并取得良好的效果［8~10］．
与此同时，利用慢病毒载体介导制备转基因动物

的研究也得到发展，慢病毒载体介导成功制备了

转基因小鼠［11，12］、转基因猪［13］、转基因牛［14］等动

物，为基因工程领域的研究奠定基础．
由于慢病毒载体的基因转导效率主要取决

于病毒滴度，这就使得慢病毒滴度及其感染效率

的检测变得很重要． 目前，通行的慢病毒滴度检
测方法有：1）p24等抗原酶联检测法（p24 ELISA
方法）. 其缺点是：商业化的 ELISA试剂盒往往
太贵，约 6 000元人民币一盒. 而且蛋白含量检
测结果不能直接反映其拷贝数；2）使用报告基
因系统，无法检测其真实颗粒数及不携带报告基

因的假病毒滴度；3）检测逆转录酶活性，用量

马海燕等：应用荧光实时定量PCR方法检测重组慢病毒滴度及其感染效率 397
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大，操作复杂及准确性差．
本文所阐述的通过实时定量 PCR 法测定

LTR拷贝数来检测病毒滴度的方法，能在提高慢
病毒滴度检测准确性的同时，缩短检测时间、减
少检测成本. 相比传统检测方法，实时定量 PCR
检测法有以下特点：1）由于本检测方法中，实
时定量 PCR 的检测引物设计在慢病毒载体的
LTR区，因此检测不依赖于所携带的外源基因；
2）传统的 GFP报告基因检测方法依赖绿色荧光
蛋白的表达，对于外源基因整合入宿主基因组中

但由于基因沉默而未能表达 GFP蛋白的细胞无
法检测，致使滴度测定不能准确地反应病毒的感

染效率；而实时定量 PCR检测法不依赖 GFP报
告基因的功能表达，因此其准确程度更高；3）
报告基因检测法，因其感染和表达效率随宿主细

胞而异，而利用实时定量 PCR方法，直接检测病
毒的颗粒数和整合入宿主基因组内的外源基因

的拷贝数，从而大大提高了其检测的准确性．
目前，临床上及实验室所应用的定量 PCR方
法，通常是检测整合入宿主细胞的基因拷贝数，

因此，是对有活力病毒滴度的测定． 而本文所介
绍的方法，是通过直接裂解病毒，利用荧光实时

定量 PCR检测总的病毒颗粒数，并结合传统的
慢病毒活力滴度的检测方法，对病毒颗粒的感染

效率进行检测． 所以本方法更适于被应用于研究
病毒制备、感染过程中各因素对病毒感染效率的
影响．
病毒浓缩和感染过程中，由于受超离的压

力、反复冻融、受体细胞易感性、病毒自身半衰
期等诸多因素影响，使得有效的病毒数要低于其

总颗粒数． 为了确定实验中病毒的用量，需要预
测病毒的实际感染效率． 利用本文所介绍的实时
定量 PCR方法，检测慢病毒颗粒数及有活性的
病毒滴度，通过计算有活力的病毒颗粒和总病毒

颗粒的比值，我们可以得到每次制备的病毒的感

染效率 ． 在我们的实验中，所得到的病毒在
293T细胞的实际感染效率为 4%左右． 而且多次
实验表明，反复冻融对病毒感染效率具有很大影

响. 病毒实际感染效率的测定，为我们在进行具
体实验中确定病毒用量具有实际指导意义．
经本实验室多次重复试验，结果均表明荧光

实时定量 PCR 法是一种高效、准确、快速的检

测重组慢病毒滴度及其感染效率的方法，为重组

慢病毒载体的应用奠定了基础．
致谢：感谢任兆瑞教授对本文的悉心指导．
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