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应用离心方法提高杆状病毒对哺乳动物细胞转导实验效率
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摘 要 重组杆状病毒作为一种对哺乳动物细胞的新型基因转移载体已获得了日益广泛的应用。为进一步提高转导实验的

效率，本研究利用已构建的带有 M+& 启动子S增强型绿色荧光蛋白（/\PI）表达盒的重组杆状病毒 L,0&SM+&ST\PI;，在 M&S8
细胞中探索了应用离心方法提高转导实验效率的可行性。结果显示离心方法可显著提高单位时间内重组杆状病毒对哺乳动

物细胞的转导效率，同时不会对靶细胞造成损伤。通过对离心时间、离心后孵育时间、病毒上清的稀释缓冲液的进一步摸索

优化，结果显示病毒上清以 ILO 为稀释缓冲环境室温 :##G 水平离心 8C 即可获得高水平的转导效率，优于在 ILO 环境中 !$‘
孵育 AC 的效果。该方法可在获得高转导效率的同时显著缩短实验时间，具有快捷、高效、低损伤的特点，可作为一种常规操作

方法用于日常实验。本研究进一步应用该方法对多种不同来源和类型的哺乳动物细胞株进行基因转导，结果显示该方法可

适用于多数不同种属和组织来源的哺乳动物细胞，其中对贴壁细胞的效果最为显著。
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杆状病毒是宿主特异性的昆虫病毒，长期以来

被广泛应用于昆虫细胞基因工程［D］。近年来研究发

现，杆状病毒可作为一种对哺乳动物细胞的新型基

因转移载体，目前已在体外和体内基因转移研究中

获得了成功应用，显示出很好的应用潜力［=C:］。如何

进一步提高杆状病毒对哺乳动物细胞的基因转移效

率是当前一项十分重要的研究内容。目前已报道的

方法有加入组蛋白脱乙酰基酶抑制剂［T，R］、改变或修

饰病毒外膜蛋白［>，<］等，但这些方法同时也会导致较

为明显的细胞毒性效应或显著影响杆状病毒在昆虫

细胞中的生产效率等问题。对转导实验方法进行改

进也是提高杆状病毒对哺乳动物细胞基因转移效率

的重要途径。我们已成功建立了一种直接使用重组

杆状病毒上清对哺乳动物细胞进行高效基因转移的

方法［E］，I&2 等 进 一 步 证 明 了 该 类 型 方 法 的 优 越

性［DQ，DD］，但应用此方法要获得高效转导仍至少需要

:4 以上的转导时间。

研究已显示，数小时的离心不会对哺乳动物细

胞的生长性状产生负面影响［D=］，应用离心方法可有

效提高多种病毒对宿主细胞的感染效率［DF U DT］，但该

方法能否用于杆状病毒对哺乳动物细胞的转导实验

尚未见到有关报道。本研究即探索了应用离心方法

进一步提高杆状病毒转导实验效率的可行性，对比

显示通过离心转导可显著提高单位时间内重组杆状

病毒对哺乳动物细胞的转导效率，同时不会对靶细

胞造成损伤。通过摸索优化离心转导条件，本研究

建立了重组杆状病毒上清离心转导方法，该方法可

在获得高效转导的同时显著缩短转导实验时间，具

有快捷、高效、低损伤的特点。

) 材料和方法

)*) 细胞、重组杆状病毒和试剂

/"C=D 昆虫细胞和 =EFGH 细胞购自 V%9#’)1*!% 公

司，I!7J=、6BCD、IE、L1+’C: 细胞株购自 OH66，=EF、

6IK、6D=>、LH: 细胞株由本实验室保存。携带 6LB
启动子可在哺乳动物细胞中表达增强型绿色荧光蛋

白（!JG-）的重组杆状病毒 .($BC6LBCNJG-O 为本实

验室构建［E］。WLNL、S-LVDR:Q、LNL 培 养 基 购 自

V%9#’)1*!% 公司。66LF 培养基、J)($! 培养基、细胞培

养用胎牛血清（G./）购自 I@6+1%! 公司。其它试剂

为进口或国产分析纯试剂。

)*+ 昆虫细胞的培养及感染

昆虫 细 胞 /"C=D 培 养 于 含 有 =X 胎 牛 血 清 的

66LF 培养基。重组杆状病毒在 /"C=D 细胞中进行

活化扩增，收集病毒上清 :?闭光保存备用。

)*, 重组杆状病毒效价测定

采用空斑测定方法检测重组病毒效价［E］。本实

验所使用的重组杆状病毒 .($BC6LBCNJG-O 的滴度

约为 DYT Z DQ>-G[\0]。

)*- 重组杆状病毒对哺乳动物细胞的基因转移

哺乳动物细胞用胰酶消化吹散后铺 =: 孔细胞

培养板，每孔细胞数量约为 T Z DQ:。F>?培养 <4 后

弃去原培养基，加入 RQQ!] 已收集的重组杆状病毒

.($BC6LBCNJG-O 上清的稀释液。离心转导置于离

心机（N77!%,1)" T<DQ）中用水平 离 心 转 子（OC:C<DC
LH-\G+!M）进行离心，最大离心半径为 DRF00；静置

转导置于 =>?恒温箱中进行。转导结束后更换为

对应的完全培养基，在 6K= 培养箱中 F>?培养 :<4
后进行观察和检测。

)*. 绿色荧光的观察

表达绿色荧光蛋白的细胞置于 A#^1% HN=QQQ 倒

置荧 光 显 微 镜 下 采 用 蓝 光 激 发 观 察，用 A#^1%
W_LD=QQG 66W 采集荧光图像。

)*/ 流式细胞仪检测基因转移效率及阳性细胞平

均荧光强度

测定方法见文献［E］。
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! 结果和分析

!"# 离心方法在杆状病毒对哺乳动物细胞转导实

验中的初步应用

在逆转录病毒和慢病毒感染实验中，研究发现

采用离心感染方法可显著提高其对靶细胞的基因转

移效率［!"，!#］。我们尝试将慢病毒系统的离心感染方

法用于杆状病毒对哺乳动物细胞的基因转移实验。

将重组杆状病毒 $%&’()*’(+,-./ 感染后的 01(2!
细胞 培 养 上 清 用 .$0 以 ! 3 4 体 积 比 例 稀 释 后

（"55!6）孵育 24 孔细胞培养板中的 )’(! 细胞（789
: ;5），在室温以 #55< 水平离心 !=，离心后更换为

*+* 完全培养基，培养 4>= 后用倒置荧光显微镜观

察报告基因的表达情况，同时用流式细胞仪检测报

告基因的转移及表达效率。同时也用同样稀释的病

毒上清对相同数量的 )’(! 细胞在 2?@下孵育 4= 进

行转导效率的比较。结果如图 ! 所示，相比在 2?@
下静置孵育 4= 进行转导，离心方法在更短的时间里

获得更好的转导效果，这说明通过离心可显著提高

单位时间内重组杆状病毒对哺乳动物细胞的转导效

率。同时我们也观察到，离心转导后细胞的形态和

生长状况与正常没有差别，这说明了该方法对细胞

的安全性。因此将离心技术应用于改进当前的转导

实验方法以提高实验效率是十分有效的。

图 ! 重组杆状病毒通过离心方法对哺乳动物细胞进行基因转移的效果

-9<A! +,-. BCDEBFF98G 9G )’(! &BHHF IE%GFJK&BJ L9I= $%&’()*’(+,-./ MN &BGIE91K<%H 7BI=8J
/：)’(! &BHHF IE%GFJK&BJ L9I= $%&’()*’(+,-./ %I #55< 18E #579G %I OP；$：)’(! &BHHF IE%GFJK&BJ L9I= $%&’()*’(+,-./ %I 2?@ 18E 4=A

!"! 离心时间与转导效率的关系

本研究进一步对杆状病毒离心转导方法进行了

优化，离心力和离心时间是两个重要的条件。在慢

病毒的离心感染实验中 #55< 被认为是较优的条

件［!#］。杆状病毒的沉降系数（!>?50）高于慢病毒

（#550），因此认为 #55< 对于杆状病毒应是足够的。

我们探索了不同的离心时间对转导效率的影响。将

重组杆状病毒 $%&’()*’(+,-./ 感染后的 01(2! 细

胞培养上清用 .$0 以 ! 3 4 体积比稀释后孵育 24 孔

板中的 )’(! 细胞（789 : ;5），在室温分别以不同离

心时间在 #55< 进行水平离心，离心结束后更换为

*+* 完全培养基，;?@培养 4>= 后用流式细胞仪检

测报告基因的转移及表达效率。结果如图 2 所示，

离心 != 的转导效果比离心 ;579G 的效果略优，而离

心 2= 和 != 差别不明显，因此认为 != 是较为合适的

时间。

!"$ 不同的稀释液对转导效率的影响

研究已显示，不同的杆状病毒上清稀释液会对

>4" !"#$%&% ’()*$+, (- .#(/%0"$(,(12 生物工程学报 255?，’8HQ2;，R8Q;



图 ! 不同的离心时间对基因转移及表达效率的影响

"#$%! &’’()* +’ ,#’’(-(.* )(.*-#’/$01 *#2(3 +. *4(
$(.(5*-0.3’(- 0., (67-(33#+. (’’#)#(.)#(3 #. 895:

)(113 *-0.3,/)(, ;#*4 <0)958=95&>"?@

转导效率产生影响［:A］。本研究探讨了在离心转导

中使用不同的稀释液是否也会对转导效率产生影

响。将重组杆状病毒 <0)958=95&>"?@ 上清分别用

不同 "<B 浓度的培养基或缓冲液以 : C D 体积比稀

释，分别孵育 !D 孔板中的 895: 细胞（2+# E FA），在

室温以 GAA$ 水平离心 :4，离心后更换为 =&= 完全

培养基，FHI培养 DJ4 后用流式细胞仪检测报告基

因的转移及表达效率。结果如图 F 所示，在离心转

导方法中，不同的稀释液依然会对转导实验的效率

造成影响，?<B 和 !K88=F 可显示出较好的转导效

果，这表明在 =&= 培养基或 "<B 中可能存在不利

于重组杆状病毒进入靶细胞的因素。

图 F 不同的稀释缓冲液对基因转移及表达效率的影响

"#$%F &’’()* +’ ,#’’(-(.* 3/--+/.,#.$ 3+1/*#+.3 +.
$(.(5*-0.3’(- 0., (67-(33#+. (’’#)#(.)#(3 #. 895:

)(113 *-0.3,/)(, ;#*4 <0)958=95&>"?@ LM )(.*-#’/$01 2(*4+,

!"# 离心后的继续孵育时间对转导效率的影响

研究已显示杆状病毒对哺乳动物细胞的转导效

率与孵育时间呈正相关［N，:A］。我们对离心后继续保

持转导体系一段时间是否也有助于提高转导效率进

行了研究。895: 细胞培养于 !D 孔细胞培养板，重

组杆状病毒 <0)958=95&>"?@ 上清用 ?<B 以 : C D 体

积比稀释后在室温下以 GAA$ 离心转导 :4（2+# E
FA），离心结束后立即更换为 =&= 完全培养基或置

于 !HI中继续孵育一定时间后再更换为完全培养

基，FHI培养 DJ4 后用流式细胞仪检测报告基因的

转移及表达效率（图 D）。结果显示在离心转导后继

续进行孵育对于进一步提高基因转移和表达效率的

作用并不十分明显，因此在离心转导后可立即更换

为完全培养基。

图 D 离心后继续孵育时间对基因转移及表达效率的影响

"#$%D &’’()* +’ ,#’’(-(.* #.)/L0*#+. *#2(3 7+3*
)(.*-#’/$01 *-0.3,/)*#+. +. $(.(5*-0.3’(- 0.,

(67-(33#+. (’’#)#(.)#(3 #. 895: )(113

图 O 重组杆状病毒通过离心方法

对哺乳动物细胞进行基因转移的效果

"#$%O >(.(5*-0.3’(- 0., (67-(33#+. (’’#)#(.)#(3 #. 895:
)(113 *-0.3,/)(, ;#*4 <0)958=95&>"?@ LM )(.*-#’/$01 2(*4+,

!"$ 离心转导方法与目前方法的对比

将重组杆状病毒 <0)958=95&>"?@ 上清用 ?<B
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以 ! " # 稀释后孵育 $# 孔板中的 %&’! 细胞（()* +
,-），分别采用在室温以 .--/ 水平离心转导 !0，和采

用在 $12分别孵育不同的时间进行转导，在转导结

束后更换为 343 完全培养基置 ,12培养，#50 后用

流式细胞仪检测报告基因的转移及表达效率。结果

如图 6 所示，采用优化后的离心转导方法可获得高

水平的报告基因转移和表达效率，其效果优于在

$12下静置孵育 50 的转导方法，同时转导后细胞状

态和生长性状正常。该方法具有显著的快速、高效

和低损伤的优点。

!"# 离心转导方法在不同哺乳动物细胞中的应用

我们探讨了将离心转导方法应用于对几种不同

来源的哺乳动物细胞进行基因转移的效果。将重组

杆状病毒 789&’%3&’4:;<= 上清用 <7> 以 ! " # 稀释

后分别孵育 $# 孔板中的 %&’!、$?,;@、ABC:$、$?,@、

%AD、%!$1、3@#、A?、3)EF’# 细胞（()* + ,-），.--/ 水

平离心 !0，离心后更换为对应的完全培养基，,12
培养 #50 后用流式细胞仪检测报告基因的转移及表

达效率。结果如表 ! 所示，离心转导方法具有较好

的适用性，对其中的灵长类贴壁培养细胞可获得理

表 $ 杆状病毒上清离心转导法在不同哺乳动物细胞中的应用效果

%&’() $ *)+),-.&+/0). &+1 )23.)//45+ )00464)+64)/ 4+ 1400).)+- 7&77&(4&+ 6)((/
-.&+/186)1 94-: ;&6<,=><,?*@AB ’C 6)+-.408D&( 7)-:51

DG/8H*I( @*IIJB :G)KF0 <G)CBGF*BI @G8HILB9F*)H BLL*9*BH9M 3B8H LEJ)GBI9BH9B *HFBHI*FM

AJ(8H

ABC:$ 0BC8F)9BEEJE8G 98G9*H)(8 8N0BGBHF ?#O5P $#,O1

$?,;@ Q*NHBM 8N0BGBHF ?5O.P ,!!O6

$?,@ Q*NHBM 8N0BGBHF ?5O?P $5.O#

3@# @ EM(C0)9MFB IJICBHI*)H ,O6P 5O!

3)EF’# @ EM(C0)9MFB IJICBHI*)H !O$P #O1

A? @ EM(C0)9MFB IJICBHI*)H -O5P $O?

R)NBHF

%!$1 L*SG)SE8IF 8N0BGBHF !.O?P #!O5

%AD )T8GM 8N0BGBHF 6$O6P 6-O#

3)HQBM

%&’! H)G(8E Q*NHBM 8N0BGBHF ??O$P ,.?O,

想的转导效率，而对其中的悬浮培养细胞和啮齿类

来源细胞的转导效率依然相对较低。

E 讨论

本研究探讨了应用离心方法提高杆状病毒对哺

乳动物细胞的转导实验效率。通过对 %&’! 细胞的

转导实验显示，离心方法可显著提高单位时间内重

组杆状病毒对哺乳动物细胞的转导效率，将重组杆

状病毒培养上清以 <7> 为稀释缓冲环境室温 .--/
水平离心 !0 是较适的离心转导条件，可获得高效的

基因转移和表达效率，同时不会对细胞造成损伤。

该方法可在获得高转导效率的同时显著缩短实验时

间，具有快捷、高效和低损伤的特点。

研究已显示，离心方法可用于有效增强多种病

毒对 组 织 培 养 细 胞 的 感 染 作 用，如 AU&’!［!#］、

A>&［!1］、逆转录病毒［!6］等。本研究证明了应用离心

方法也能够显著提高杆状病毒对哺乳动物细胞的转

导效率。目前对于离心方法增强感染或转导作用的

机制还未定论，有研究认为离心能够增强细胞对病

毒的易感性［!5］或促进病毒与靶细胞的融合［!?］，而

D’V)0BGFM 等的研究则显示离心增强作用的主要因

素是对病毒粒子的沉降作用从而促进病毒对细胞的

附着［!#］。杆状病毒的沉降系数约为 !51->，在 $# 孔

板中加入 6--!W 病毒液的液层最大厚度约为 ,((，

结合所使用的转头数据计算出最大和最小离心半径

应分别为 !.,(( 和 !.-((。通过公式计算，杆状病

毒颗粒在 .--/ 离心力下的沉降时间应为 #.(*H。这

与我们通过实验获得的较优条件 .--/ 离心 !0 接

近，因此推测离心方法增强杆状病毒转导作用可能

与促进病毒粒子沉降有关，使杆状病毒能更快地附

着于靶细胞上，从而提高了基因转移效率。对于确

切的机制还有待进一步研究阐明。

本研究的结果表明，离心转导方法对灵长类来

源贴壁培养细胞的转导效率最为理想，而对悬浮培

养细胞的转导效率依然相对较低，与我们前面应用

病毒上清静态转导方法获得的结果相似［$!］。本研

究也显示，病毒上清的稀释缓冲液环境对于转导效

率有较明显的影响，以 <7> 和 $P%%3, 为稀释缓冲
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液可获得相对较好的转导效果，而 !"! 培养基及高

血清环境中的效果相对较差。#$ 等最近提出哺乳

动物细胞培养基中含有的 %&#’() 可能会影响杆状

病毒的转导效率［**］。因此，我们认为尽管离心方法

能增加病毒与细胞接触的机会，但某些可能限制病

毒进入细胞或细胞内部存在的阻碍机制仍然存在。

目前杆状病毒与哺乳动物细胞具体的相互作用机制

尚未明确阐明，本研究对于进一步研究其作用机制

提供了一定启示。

本研究建立的重组杆状病毒上清对哺乳动物细

胞离心转导方法与目前已提出的提高转导效率的策

略相比具有快捷、高效和低损伤的综合优势。相比

在转导体系中加入组蛋白脱乙酰基酶抑制剂如丁酸

钠、+’,［-］或改变病毒外膜蛋白 ./01［2］等方法，离心

转导方法在获得高效转导的同时，不会对靶细胞和

杆状病毒的生产造成损伤和影响。研究显示，与目

前认为较优的 *23下孵育 1 4 56 的转导方法相比，

在使用相同的病毒上清进行转导的情况下离心方法

可获得更优的转导效果，而所需要的时间仅为 76，

从而显著提高了实验效率。该方法可作为一种常规

操作方法应用于日常实验，对于进一步开发和拓展

重组杆状病毒作为哺乳动物细胞基因转移载体的应

用潜力和范围具有积极意义。
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