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摘 要：近来，慢病毒载体引起了极大关注，己成为转基因操作中重要的工具。用编码病毒组份的三质粒系统共转

染 $/>1 包装细胞系，建立了大量制备 MRS4& 缺损慢病毒载体的方法，病毒载体的度可达到 &T& U &%" RLV,A，离心浓

缩可将载体滴度提高 &%% 倍以上。MRS4& 缺损慢病毒载体可以高效转导人淋巴瘤等多种来源的细胞，B14HKB 检测

显示外源基因 WXH 稳定表达达 &3 个月以上，长期传代观测未检出 Y$! 抗原蛋白或可复制病毒。
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在人类疾病基因治疗和转基因动植物研究中，

载体或基因转移系统有着十分重要的地位［&］。来源

于多种病毒的载体，如逆转录病毒、腺病毒、腺联病

毒、杆状病毒以及疱疹病毒等，日益受到人们的重

视［$］。在这些病毒载体中，来源于人免疫缺陷病毒 R
型（MRS4&）的慢病毒载体因其具有转移基因容量大、

转导效率高以及可将外源基因整合至靶细胞基因组

实现外源基因持续稳定表达等特点，已被广泛应用

于多 种 细 胞 的 转 基 因 研 究，如 肝 细 胞［>］、造 血 细

胞［!］、人胚胎干细胞［(］、淋巴细胞［#］、单核细胞V巨噬

细胞［"］以及神经细胞［3］等。

为了更进一步探索 MRS4& 缺损慢病毒载体作为

基因治疗和转基因载体的潜力，有必要建立高效稳

定地制备高滴度病毒载体的方法，以及对载体转导

不同来源细胞的能力、可复制病毒的检测以及转导

细胞中外源基因表达等进行研究。本文报道了这一

研究的结果。

% 材料和方法

% &% 材料

% &% & % 主要试剂和仪器：生物安全柜（PC*.72WQB)
M==[，K26FF RR 1EY* QVJ>，J6\*. K=< R9+ <）；荧光倒置

显微镜（]2E,Y@F R^"%）；HKB 扩增仪（W*9*Q,Y /"%%，

QJR）；二氧化碳培养箱（X=.,6 P+7*9C7I7+）；紫外分光

光度计（J*+\,69 )L#!%）；凝胶成像系统（J7=4B6[，

KG*,7 )]K ^BP ）；超 速 离 心 机（J*+\,694K=@2C*.
]YC7,6 A543%_）；低 速 冷 冻 离 心 机（K*9C.6 WH3B，

R5K）培养基 O5O5（O797,@, 5FF*9C762 O*[7@, 56:2*’

F）、)O5O（ )*-*++=’F O797,@, 5FF*9C762 O*[7@,
56:2*）、BHOR4&#!%、两 性 霉 素 J、青 霉 素V链 霉 素、

)@2-*++=’F 磷酸盐缓冲液（)HJP）、A4谷胺酰氨、胰蛋

白酶45)1Q（1EYF7945)1Q）、M5H5P、异丙醇、氯奎等

均购自 P7:,6 公司；质粒 )‘Q 提取和总 B‘Q 提取采

用 Z76:*9 试剂盒；Y$! 抗原蛋白酶免疫检测试剂盒

为 K=@2C*. J*+\,69 产品；精制胎牛血清（)*I79*[ X*C62
J=D79* P*.@,，)XJP）为 ME+2=9* 产品。

% &% &’ 质粒：采用三质粒系统制备 MRS4& 缺损慢病

毒载体，即包装质粒、转移质粒以及外膜质粒。质粒

材料由 B=+G*FC*. 大学 S< H269*22*F 教授惠赠［"，/］。包

装质粒 YKOS!B3T$!DY. 去除了 MRS4& 所有顺式作

用元件和 DY. 基因，反式提供载体所需要的病毒结

构蛋白，启动子来源于巨细胞病毒（KOS）。转移质

粒 )MRS4B*D4BB5 a 除去了病毒的结构蛋白 :6:、
Y=2、*9D 基因以及附属基因 D7I、DY.、9*I，并失活了 B*D
的第二个外显子，保留有包装信号等顺式元件，插入

了绿色荧光蛋白报告基因，启动子为 MRS4& 的长末

端重复序列 A1B。外膜质粒 YKOS4SPS4W 为表达滤

泡性口膜炎病毒 W 蛋白（SPS4W）的质粒，启动子来

源于巨细胞病毒（KOS），使载体包装后形成假性病

毒。所有质粒用 Z76:*9 试剂盒制备，J*+\,69 )L4



!"# 紫外分光光度计测定质粒 $%& 浓度。

! "! " # 细胞：人 ’" 淋巴母细胞瘤细胞系 ()*+,,、
非洲绿猴肾细胞系 (-.+/ 及非霍京氏 ’ 淋巴瘤细胞

系 .01+’2 使用含 2#3$45. 的 6*78+2!"# 培养基培

养；人胚肾细胞系 9:;’、鼠胚胎细胞系 %8<;’;、人 ’
细胞白血症细胞系 *’+9 以及鼠胚胎杂交瘤细胞系

7&+;2/ 用含 2#3$45. 的 $*)* 培养基培养；猴肾

细胞系 =>?@、人子宫颈上皮腺瘤细胞系 <>AB、人肺纤

维母细胞 C8+;D 以及人神经胶质瘤细胞系 <’5+2"
用含 2#3$45. 的 *)*) 培养基培养。所有细胞培

养在 ;/E F3(-9 的培养箱中培养。使用 -AGH10,
8I/# 倒置荧光显微镜观察细胞和照相记录结果。

! "$ %&’(! 缺损慢病毒载体制备和滴度测定

用 9:;’ 包装细胞制备 <8=+2 缺损慢病毒载体。

在质粒 $%& 共转染 9:;’ 细胞前 9"J，消化传代 9:;’
细胞，每个 ’+/F 的细胞培养瓶（/FKH9，(@?LMLN）接种

!O 2#! 个细胞，于 ;/-( F3 (-9 的培养箱中培养。

质粒转染前 9 P ;J，更换细胞培养基，添加新鲜培养

基。转染程序如下：根据质粒 $%& 的浓度以及转染

细胞的数量计算出每种质粒的需要量，以一个 ’+/F
细胞培养瓶为单位计算，需用包装质粒 !Q9F!N、转

移质粒 !Q9F!N 和外膜质粒 9QF#!N。将 ; 种质粒依

次加入一定量的分子生物学级无菌蒸馏水中（总体

积 "D#!RS’+/F），混合均匀，然后再滴加 9H@ASR 氯化

钙溶液 !!!R，混合均匀，冰浴 FHML，再滴加 9T<5. 溶

液 FFF!R，混 合 均 匀，冰 浴 9#HML。用 移 液 管 吸 取

22##!R $%& 溶液滴加至 ’+/F 细胞培养瓶内，加入

2H@ASR 的氯奎溶液，使其终浓度至 9F!H@ASHR。轻轻

摇匀，然后置 ;/E F3(-9 培养箱内培养。培养 DJ
后，更换新鲜培养基，血清浓度为 93。分别在转染

后的第 2、第 9 和第 ; 天采取完全更换新鲜培养液和

不更换培养液两种方式收集制备的载体，在 ()*+,,
细胞上测定转染后每天以及累积的病毒载体滴度。

同时，收集去除培养液后的细胞，加等量新鲜培养

基，冻融一次释放细胞内载体（K>AA+B,,@KMBU>V W>KU@?），

并测定载体滴度。

! "# %&’(! 缺损慢病毒载体浓缩

收获不同批次制备的病毒载体于+D#E 保存。

离心浓缩前，室温融化后混合，然后于 "###?SHML "E
条件离心 ;#HML，收集上清，#Q"F!H 滤器过滤，滤液

转入离心管中（5>KXHBL .C9D 转子），每管 ;FQ#HR，

然后缓慢加入 F#3的蔗糖溶液 #Q;HR 至离心管底

部，于 "E 条件下 22;，### O N 离心 9QFJ。每管沉淀

用 #Q9HR 不含血清和抗生素的 67*8+2!"# 悬浮，混

合均 匀 后 分 装 于 #QFHR 小 管，每 管 #Q2 P #Q9HR，

Y D#E保存备用。

! ") 不同感染复数 %&’(! 载体转导 *+,(-- 细胞

的效率

以感染复数（*0AUM1@AMKMUG @Z 8LZ>KUM@L，*-8）为 2、

F、9# 和 F# 的 <8=+2 缺损慢病毒载体分别转导 ()*+
,, 细胞，测定载体在 ()*+,, 细胞上的转导效率。程

序如下：取 2QFHR 离心管 " 支，每管加入 2Q# O 2#F

个 ()*+,, 细胞，;###?SHML 离心 "HML 沉淀细胞至管

底，弃去上清。用不含血清和抗生素的 67*8+2!"#
培养基稀释病毒载体至不同的 *-8 值。用稀释好

的 病 毒 载 体 溶 液 分 别 将 细 胞 均 匀 悬 浮，添 加

1@AG[?>L> 至终浓度 D!NSHR，置离心管于 ;/E F3(-9

培养箱中孵育 9J 进行转导，每隔 2FHML 轻轻颠倒离

心管 2 次，混匀细胞。转导完毕后，用无血清和抗生

素的 67*8+2!"# 培养基洗涤细胞一次，再用含 F3
$45. 的 67*8+2!"# 培养基 2HR 均匀悬浮细胞，接种

至 9" 孔培养板中（(@?LMLN），每孔 #QFHR，加盖塑料

膜，;/E F3(-9 培养箱培养。/9J 后于荧光显微镜

下观察细胞转导效果，计数不同 *-8 条件下转导细

胞表达荧光蛋白的细胞的百分率。

! ". %&’(! 缺损慢病毒载体对不同细胞系的转导

能力

22 种来源于人和动物的细胞系 ()*+,,，*’+9，

.01+’2，(-.+/，7&+;2/，9:;’，%8<;’;，<>AB，=>?@，
C8+;D 以及 <’5 Y 2" 用来测定 <8=+2 缺损慢病毒载

体转导不同细胞的能力。在细胞的指数生长期收获

细胞，将细胞浓度调整至 9Q# O 2#F 细胞SHR，分装于

2QFHR 离心管中，每管 2HR，;###?SHML 离心 "HML 沉

淀细胞至管底，弃去上清。用 1@AG[?>L> 终浓度为

D!NSHR 不含血清和抗生素的 67*8+2!"# 培养基以

2# 系列稀释载体（2#Y 2 P 2#Y D）。每一个稀释度的病

毒载体各取 2HR，均匀悬浮离心管中的细胞，置 ;/E
F3(-9 培养箱孵育 2J，每间隔 2FHML 轻摇离心管 2
次，混匀细胞。2J 后 ;###?SHML 离心 "HML 沉淀细胞，

再用不含血清和抗生素的 67*8+2!"# 洗涤一次，最

后用 2HR 含 93$45. 的 67*8+2!"# 培养基悬浮细

胞，接种于 :! 孔微量培养板中，每孔 #Q2HR（9Q# O
2#" 个细胞），每个稀释度接种 D 孔，加盖塑料膜，培

养板置 ;/E F3 (-9 培养箱中培养。/9J 后用荧光

显微镜观察表达绿色荧光蛋白的细胞，记录载体最低

稀释浓度有绿色荧光蛋白基因表达的培养板孔数，依

2!#2曾令兵等：<8=+2 缺损慢病毒载体的高滴度制备及其介导的高效基因转移 \ S微生物学报（9##/）"/（!）



!""#$%&"’() 法计算载体在不同细胞中的滴度。

! "# $%&’! 缺损慢载体转导 ()*’++ 细胞的克隆以

及长时间培养

采用有限稀释法克隆 *+,$- 缺损慢病毒载体转

导的 ./%$00 细胞。程序如下：首先制备条件培养

基，收集培养 *+,$- 缺损慢病毒载体转导的 ./%$00
细胞上清液，离心除去细胞碎片，按 -：- 比例加入新

鲜生长培养基即可。然后显微镜下计数细胞，确定

细胞浓度，用条件培养基稀释转导的 ./%$00 细胞至

每 12-34 含 12- 至 - 个细胞的浓度，最后接种稀释

的细胞于 56 孔培养板中，每孔 12-34，加盖塑料膜，

于 789 :;.<= 培养箱培养。约 > ? :# 后荧光显微

镜观察表达绿色荧光蛋白的细胞，将单个细胞长成

的克隆转移至 -= 孔培养板中继续培养，8 ? -1# 后

再转移至 @$=: 培养瓶中。克隆的细胞每 > ? 8# 传

代一次，持续观察绿色荧光蛋白（ABC）基因的表达，

并用 !@$C.! 方法检测细胞总 !DE 中绿色荧光蛋白

基因的表达。

! ", 可复制病毒的检验

采取两种方法检验是否在转导的细胞中 *+,$-
缺损慢病毒载体通过同源重组产生了可复制的活病

毒。一种是 /4+FE 法检测转导细胞中病毒抗原蛋白

G=>。收集载体转导细胞不同传代次数（第 H ? -1 代

和第 >1 代以后）的细胞培养基上清，>111IJ3K’ 离心

=13K’ 后收集上清，/4+FE 法检测 G=> 抗原蛋白，判

定是否有可复制病毒产生。第二种方法是检测转导

细胞上清液中是否有具感染性的病毒颗粒。具体步

骤是：收集转导细胞培养基，>111IJ3K’ 离心 =13K’ 后

收集上清，12==!3 滤器过滤，滤液与含 :;LBMF 的

新鲜培养基 !C%+$-6>1 或 L%/% 按 -：- 比例混合，

分别培养正常的 ./%$00，F&G$@- 细胞和 %@$= 细胞，

持续一个月，荧光显微镜下观察细胞，检验是否出现

表达绿色荧光蛋白的细胞。

- 结果

-.! $%&’! 缺损慢病毒载体制备与浓缩

采用磷酸钙共沉淀转染法在 =57@ 包装细胞上

制备 ,F,$A 外膜包装的 *+,$- 缺损慢病毒载体。

=57@ 细胞转染前，细胞形态均一，单层稳定，细胞单

层约 81;左右（图 -$E）。细胞转染后 =>)，大约有

81;的细胞表达绿色荧光蛋白，转染后 >H ? 8=)，高

于 51;的细胞能表达绿色荧光蛋白报告基因（图 -$
M）。所制备载体在 ./%$00 细胞上的滴度第 - 天达

到了 82H N -16 +OJ34 左右，转导后第 = 天载体滴度

上升显著，此时表达荧光蛋白基因的细胞上升至

51;以上，病毒载体滴度达到了 -21 N -18 +OJ34 以

上。细胞转导后的第 7 天病毒载体的滴度下降明

显，只有 62= N -16 +OJ34 左右。在不更换培养基的

条件下，第 7 天载体的累计滴度最高，达到了 -2= N
-18 +OJ34，但与第 = 天的载体滴度相差不显著，说明

绝大多数载体是在转染后 => ? >H) 内产生的（图 =）。

分别测定了转染细胞释放到培养基悬液中和细胞内

载体的滴度，结果表明绝大多数载体已经被释放在

培养基中，以游离形式存在（("PP$QI"" R"(STI），而细胞

结合载体（("PP$U00T(KUS"# R"(STI）只有很少一部分（图

7）。*+,$- 缺损慢病毒载体经离心浓缩后，载体滴

度提高了 -11 倍以上，而载体在浓缩时的回收效率

保持 H1;以上（表 -）。

图 ! （/）正常 -012 细胞（-33 4 ）；（5）转染 -012 细胞中

678 基因表达（-33 4 ）

BKVW- （E）DTI3UP =57@ ("PP（=11 N ）；（M）ABC V"’" "XGI"00KT’ K’
SIU’0Q"(S"# =57@ ("PP（=11 N ）W

图 - 转染后载体滴度的测定

BKVW= ,"(STI SKS"I UQS"I SIU’0Q"(SKT’W

图 1 培养基悬液中与细胞内载体滴度比较

BKVW7 .T3GUIK0T’ TQ SKS"I TQ ("PP$QI"" R"(STI U’# ("PP$U00T(KUS"# R"(STI W

=61- Y/DA 4K’V$ZK’V !" #$ W J%&"# ’(&)*+(*$*,(&# -(.(&#（=118）>8（6）



表 ! "#$%! 缺损慢病毒载体超离心浓缩前后滴度的比较

!"#$% & ’()*"+,-(. (/ 0123& 4%/%56,7% $%.6,7%56(+ #%/(+% ".4 "/6%+ 5(.5%.6+"6,(.

801239%7399: ; !,6%+<（1=<)>） 2($?)%<)> !,6%+<（1=<)>） 2($?)%<)> 1.5+%"-% ,. 6,6%+，
（@ 6,)%-）

8%5+%"-% ,.
7($?)%（@ 6,)%-）

9%5(7%+A
+"6% B

!%-6 & CDE F &GH I&E &DG F &GJ KDC &LLDL &ELDC MHDC

!%-6 K &D& F &GC ILG &DL F &GJ LDG &GMDL &ILDL MKDE

& ’& "#$%! 载体转导 ()*%++ 细胞的效率

0123& 缺损慢病毒载体 801239%73能高效转导

’:N3-- 细胞。当病毒载体的感染复数（NO1）为 &
时，约 LGB的 ’:N3-- 被有效转导；当 NO1 值增加到

E 时，约有 EJB的细胞被转导；当 NO1 值达到 KG 时，

约 MKB的细胞被转导；NO1 值达到 EG 时，0123& 缺

损慢病毒载体对 ’:N3-- 细胞的转导效率达到了

JGB以上（图 I）。

图 , "#$%! 缺损慢病毒载体在 ()*%++ 细胞上的转导

效率

P,QR I !+".-4?56,(. %//,5,%.5A (/ 0123& 4%/%56,7% $%.6,7%56(+ ,.

’:N3-- 5%$$ R

图 - "#$%! 缺损慢病毒载体转导的 ()*%++ 细胞的克隆培养与 ./0 基因的稳定表达

P,QRH ’$(.,.Q 5?$6?+% ".4 SPT Q%.% %@*+%--,(. ,. 0123& 4%/%56,7% $%.6,7%56(+ 6+".-4?5%4 ’:N3-- 5%$$-R U：0123& 4%/%56,7% $%.6,7%56(+ 6+".-4?5%4 ’:N3--

5%$$- 5$(.,.Q 5?$6?+%，*"--"Q% HG，.(+)"$ $,QV6；W：T"--"Q% HG，/$?(+%-5%.6 $,QV6；’：9!3T’9 4%6%56,(. (/ SPT Q%.% -6"#$% %@*+%--,(. ,. 6+".-4?5%4 ’:N3--

5%$$-R >".% &：&X# 8YU $"44%+；>".% K：J6V *"--"Q% 6+".-4?5%4 ’:N3-- 5%$$ 9YU；>".% L：IM6V *"--"Q% 6+".-4?5%4 ’:N3-- 9YU；>".% I：Y(+)"$ ’:N3

-- 5%$$ 9YU 5(.6+($；>".% E：440KO 5(.6+($；>".% H：T(-,6,7% 5(.6+($ R

& ’1 "#$%! 载体对不同来源细胞的转导能力

在相同的条件下使用同样浓度的 0123& 缺损慢

病毒载体转导不同来源的细胞，结果表明，所有使用

的细胞都对 0123& 缺损慢病毒载体敏感，但其转导

效率有显著差异。人淋巴瘤细胞 ’:N3--，N!3K，Z?*3

!& 和胶质瘤细胞 0!W3&I 对 0123& 缺损慢病毒载体

的转导最为敏感，0%$"、KJL!、’OZ3C、[13LM 和 2%+(
细胞次之，相比之下，Y10L!L 和 TU3L&C 细胞对 0123
& 缺损慢病毒载体的转导能力最低（图 E）。

图 2 "#$%! 缺 损 慢 病 毒 载 体 对 不 同 来 源 细 胞 的 转 导

能力

P,QR E ’"*"5,6A (/ 6+".-4?56,(. (/ 0123& 4%/%56,7% $%.6,7%56(+ ,.

4,//%+%.6 5%$$-R

& ’, "#$%! 缺损慢病毒载体转导 ()*%++ 细胞的克

隆及长时间培养

采用有限稀释法在 JH 孔培养板上进行 0123&
缺损慢病毒载体转导的 ’:N3-- 细胞的克隆培养获

得成功，克隆的载体转导细胞 ’:N3-- 连续传代超过

HG 多代，达 &M 个月以上，细胞形态和生长特性等没

有明显的变化，可稳定地表达绿色荧光蛋白报告基

因（图 H3U，W）。9!3T’9 法检测结果表明，转导细胞

中绿色荧光蛋白基因可持续稳定地表达（图 H3’）。

LHG&曾令兵等：0123& 缺损慢病毒载体的高滴度制备及其介导的高效基因转移 R <微生物学报（KGGC）IC（H）



! "# 可复制病毒的检测

采用 !"#$% 法检测转导细胞培养液中 &’( 抗原

蛋白以及用过滤处理的转导细胞培养液上清液直接

培养正常 )!*+,,、*-+’ 和 $.&+-/ 细胞的方法，检测

0#1+/ 缺损慢病毒载体转导细胞是否产生了可复制

的病毒，试验样品包括早期传代培养（2 3 /4 代）的

转导细胞和传代培养 (4 代以后的转导细胞，用于检

测的细胞至少观察 / 个月时间，并通过部分更换培

养基的方式保持细胞的生长活性。结果均没有检测

到 &’( 抗原蛋白或可复制的病毒。

$ 讨论

作为基因转移系统，病毒载体在人类疾病基因

治疗技术研究以及转基因动物制备中具有十分重要

的作用。来源于人免疫缺陷病毒 # 型的 0#1+/ 缺损

慢病毒载体是向靶细胞导入外源基因的重要工具之

一。0#1+/ 缺损慢病毒载体可以高效转导众多不同

来源的细胞，并将其基因组整合在宿主染色体上，实

现持续稳定的外源基因表达。影响 0#1+/ 载体转导

效率的一个重要因素是载体的滴度，而制备高滴度

的载体与包装细胞的状态密切相关。’56- 细胞作

为包 装 细 胞 已 被 广 泛 用 来 制 备 0#1+/ 慢 病 毒 载

体［/4，//］。在转染细胞时，处于指数期生长的细胞以

及适当的密度对于提高病毒载体的滴度十分重要。

我们的结果表明，转染前 ’(7 进行 ’56- 细胞传代，

于 -+89 培养瓶中接种 :;4 < /4: 个细胞，’(7 后细胞

可以生长成 84=的单层。比较 6 种不同细胞单层

的包装细胞所制备的病毒载体的滴度，84=单层细

胞明显高于 94=和 54=单层细胞所生产的载体滴

度，并且转染后细胞的稳定性较好（数据未列出）。

测定不同时间载体滴度的主要目的是为了确定

收获载体的最佳时间。’56- 细胞转染后 ’(7，大约

有 84=的细胞表达绿色荧光蛋白，第 / 天载体滴度

达到了 8;2 < /4: #>?@" 左右，而转导后第 ’ 天载体

滴度上升显著，病毒载体滴度达到了 /;4 < /48 #>?@"
以上，此时表达荧光蛋白基因的细胞上升至 54=以

上。细胞转导后的第 6 天病毒载体的滴度下降明

显，此时，细胞单层开始收缩，有些已经开始脱落或

裂解。在不更换培养基的条件下，第 6 天载体的累

计滴度虽然最高，但与第 ’ 天的载体滴度相差不显

著，说明绝大多数载体是在转染后 ’( 3 (27 内产生

的。通过测定细胞培养液中载体和细胞结合载体的

滴度，发现绝大部分载体是以游离形式存在。由于

转染细胞在晚期（8’7 以后）会出现脱落、裂解而产

生细胞碎片，这些碎片在载体浓缩时会给载体的纯

度带来影响，收集载体时应在载体滴度最高且尽量

避免细胞已经发生脱落或裂解。因此，我们认为，收

集 0#1+/ 缺损慢病毒载体的最佳时间应是细胞转染

后 (2 3 8’7，并且直接收集培养基上清即可。此时，

载体的滴度达到最高，并且细胞单层比较稳定。

0#1+/ 本身的外膜蛋白非常脆弱，并且 0#1+/
本身的外膜蛋白感染嗜性宿主范围非常有限［/’］，只

能转导有限的细胞类型。由于 1$1+A 的受体是磷

酸脂质转运体，有广泛的嗜性，而质粒表达的 1$1+A
蛋白可以包装的 0#1+/ 缺损慢病毒载体成为假型病

毒［//，/6］，使得 0#1+/ 来源的缺损慢病毒载体可以转

导众多类型的细胞，包括非分裂细胞和终末分化细

胞，提高了载体作为基因转运工具的潜力。我们的

结果表明，对 // 种来源于人和动物的细胞，0#1+/
缺损慢病毒载体都能成功进行转导，而且在多种细

胞中转导效率达到了很高的水平，并且因载体能整

合到基因组的特性而实现持续稳定地表达外源基

因。不仅如此，由于 1$1+A 外膜蛋白的稳定性，使

得 1$1+A 包装的 0#1+/ 缺损慢病毒载体也非常稳

定，这对于探索高效基因转移有重要意义［//，/6］。本

项研究中，我们建立的浓缩 0#1+/ 缺损慢病毒载体

的方法，包括先低速离心，然后 4;(9!@ 滤膜过滤去

除细胞碎片，再高速离心沉淀载体颗粒，其滴度可达

到 /45 #>?@"，较之浓缩前提高 /44 多倍，并且载体的

回收率达到 24=以上。高滴度的载体有利于提高

基因转达的效率，载体滴度高意味着它可以在一次

转导试验中比较容易地转导更多的靶细胞，达到较

高的效率，而不需通过长时间的药物筛选阳性克隆，

减少了对转导细胞不必要的操作或损伤。利用高滴

度的载体在人体细胞上实现高效率的转导也有很大

的意义，比如，如果需要对人体来源的细胞在体外转

导，然后回输机体（BC DEDF），而使用 0#1+/ 缺损慢病

毒载体就可在尽可能短的时间内高效转导细胞然后

再迅速输回体内，可以大大减少体外操作对靶细胞

带来的生物学和功能上的影响。

在制备 0#1+/ 缺损慢病毒载体以及在使用 0#1+
/ 缺损慢病毒载体进行基因转移时，人们普遍会担

心可能因载体结构的同源重组而产生可复制病毒的

问题。我们对实验中多批次的 0#1+/ 缺损慢病毒载

体进行了可复制病毒的检测，并且对克隆培养的载

体转导细胞 )!*+,, 进行了长期传代观察，没有检测

到可复制病毒。这一结果在某种程度上说明 0#1+/
缺损慢病毒载体是安全可靠的。
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