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摘   要：胶体微晶纤维素 (avicel) 是一种由微晶纤维素 (microcrystalline cellulose, MCC) 和羧甲

基纤维素 (carboxymethyl cellulose, CMC) 制成的混合物，可用于病毒蚀斑测定。常用的 avicel 由

FMC 公司生产，其 MCC 和 CMC 比例相对固定，无法很好地适应所有类型病毒的蚀斑测定实验。

本研究通过对比不同的 MCC 和 CMC 配制比例对 avicel 在病毒蚀斑测定作用的影响，建立了一种

操作简便、实用性好和稳定性好的改良 avicel 病毒蚀斑测定法。为了配制不同浓度 MCC 和 CMC

的混合物，本研究制备出 12 种 2×avicel 覆盖层，测定其总体黏度及底层黏度，评估其与传统覆盖

层相比，使用时的操作难易程度。进一步将 12 种 2×avicel 覆盖层制备成 avicel-DMEM 营养覆盖

层，测定 96 孔板中猪流行性腹泻病毒滴度，比较 12 种 avicel 覆盖层及传统覆盖层蚀斑大小、清

晰度、稳定性及滴度准确性等的差异，筛选出最佳测定方法。结果显示，12 种 2×avicel 覆盖层中，

除 4.8% MCC+1.4% CMC 和 4.8% MCC+1.0% CMC 外，其余 2×avicel 覆盖层在实际使用中均比

2×CMC 覆盖层更容易吸取和配制营养覆盖层。最后，利用 avicel 病毒蚀斑测定法测定 96 孔板中猪

流行性腹泻病毒滴度，结果显示 CMC 浓度越高蚀斑越小，其中终浓度为 0.6% MCC+0.7% CMC

的 avicel 覆盖层测定蚀斑染色最清晰，准确度与传统覆盖层相似，但操作较传统覆盖层更简便。

综上所述，本研究建立了一种操作简便、实用性好和稳定性好的改良 avicel 病毒蚀斑测定法，为

病毒的病原学、抗病毒药物及疫苗等相关研究的展开提供了良好的实验基础。 

关键词：改良病毒蚀斑测定；胶体微晶纤维素；猪流行性腹泻病毒；微晶纤维素；羧甲基纤维素 
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Development of an improved virus plaque assay based on avicel 

LANG Qiaoli, HUANG Nan, LI Liping, GE Liangpeng, YANG Xi 
 
Chongqing Academy of Animal Sciences, Chongqing 402460, China 

Abstract: Avicel is made of a mixture of microcrystalline cellulose (MCC) and carboxymethyl 

cellulose (CMC), and used for virus plaque assay. The avicel in common use is produced by FMC 

Biopolymer. Due to the relatively fixed proportion of MCC and CMC, avicel in common use is not 

suitable for plaque determination experiment of all types of viruses. In this study, we evaluated the 

effect of avicel made of different proportions of MCC and CMC on virus plaque assay, and developed an 

improved avicel virus plaque assay featured with simple and convenient operation, good practicability 

and high stability. To generate avicel overlays with different proportions of MCC and CMC, twelve 

different 2×avicel solutions were prepared. Their overall viscosity and bottom viscosity were measured 

to evaluate the ease of operation. The results showed that most of the 2×avicel solutions (except the 

4.8% MCC+1.4% CMC and 4.8% MCC+1.0% CMC group) were easy to absorb and prepare nutrient 

overlap than 2×CMC solution. In order to find the best scheme to detect the titer of porcine epidemic 

diarrhea virus (PEDV), these avicel overlay solutions with different proportion of MCC and CMC were 

used as a replacement in the standard plaque assay. By comparing the size, clarity, stability and titer 

accuracy of virus plaque, we identified that 0.6% MCC and 0.7% CMC was the most preferable 

composition of avicel overlay for PEDV plaque assay. In conclusion, we developed an improved virus 

plaque assay based on avicel, which may facilitate the research of virus etiology, antiviral drugs and 

vaccines. 

Keywords: improved virus plaque assay; avicel; porcine epidemic diarrhea virus; microcrystalline 
cellulose; carboxymethyl cellulose 

 
 

1952 年，Dulbecco 等参照噬菌体蚀斑技术

进行修改和改编，首次建立了病毒蚀斑技术并

被广泛应用至今[1-4]。尽管近年来开发出很多病

毒定量的替代方法，半数组织培养感染量测定 

(TCID50)、免疫荧光法、透射电子显微镜技术、

病毒流式细胞术、可调电阻脉冲检测 (tunable 

resistive pulse sensing, TRPS)、重组报告系统技

术和实时荧光定量 PCR (RT-qPCR) 等，但由于

病毒蚀斑技术可以直观展示和精确测定病毒的

感染性和数量，是其他方法所不能替代的，被

认为是病毒感染性和滴度检测的金标准[5-6]。 

目前常用的病毒蚀斑技术是将病毒连续稀

释至 5–100 个/孔病毒颗粒接种至融合的单层宿

主细胞上，病毒吸附上细胞后，再加入固定病

毒颗粒不扩散的营养覆盖层，待病毒大量复制

导致细胞死亡后，去除覆盖层后，活细胞被染

料染色，而死细胞处不能染色从而形成“蚀斑”。

其中传统覆盖层主要包括固体琼脂糖 (agarose) 

覆盖层、半固体甲基纤维素或羧甲基纤维素 

(carboxymethyl cellulose, CMC) 覆盖层等。但

琼脂糖覆盖层由于其常温是固体状态，需加热

后才能使用，操作困难，可能会出现温度掌握
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不好导致细胞死亡及铺板不均匀等问题。而甲

基纤维素和 CMC 覆盖层虽然是半固体状态使

用较为方便，但由于黏度较高，在染色前去除

覆盖层时也容易造成去除不干净，特别是 96 孔

板中，去除困难，去除时容易伤害细胞，导致

蚀斑计数结果不佳。 

近年来，新型液体覆盖物胶体微晶纤维素 

(avicel) 开始被应用于病毒蚀斑实验[7-10]，相较

于传统覆盖层操作更简便，对病毒和细胞的伤

害更小。目前蚀斑实验中主要使用的 avicel 是

由美国 FMC BioPolymer 公司生产的 avicel®RC/ 

CL RC-591，但其价格偏贵，且其中微晶纤维素 

(microcrystalline cellulose, MCC) 和 CMC 含量

固定，在实际应用中无法调整。因此，本研究

利用以生工生物工程 (上海) 股份有限公司生

产的 MCC 和 CMC 为原料，制备了 12 种

2×avicel 覆盖层，测定其黏度，分析比较其操

作的便捷性。 

猪流行性腹泻 (porcine epidemic diarrhea, 

PED) 是由猪流行性腹泻病毒 (porcine epidemic 

diarrhea virus, PEDV) 引起的一种以呕吐、腹

泻和脱水为主要临床症状的猪肠道传染病，具

有仔猪发病率和死亡率高的特征，给我国的养

殖业造成了重大经济损失，危害极大[11-13]，因

此 PEDV 是目前研究较多的动物病毒之一。对

PEDV 进行滴度测定是最常用的研究手段，且

病毒滴度又是抗病毒药物和疫苗评价的主要指

标之一，因此本研究选取了 PEDV 作为研究对

象，采用新型改良的 avicel 材料作为蚀斑试验

中的覆盖层，对 PEDV 的滴度进行测定，评价

该改良蚀斑实验的可行性和准确性。 

本研究利用制备的不同 MCC 和 CMC 比例

的 avicel 测定 PEDV 的病毒滴度，比较其与传

统覆盖层的黏度、蚀斑清晰度、稳定性、病毒

滴度准确性及操作难易度等，找出最适合 96 孔

板 PEDV 病毒蚀斑测定的 avicel 浓度，建立了

一种操作简便、经济实用的新型改良 avicel 病

毒蚀斑方法，为今后病毒病原学、抗病毒药物

及疫苗的研究提供更便利的条件。 

1  材料与方法 

1.1  材料 
1.1.1  细胞和病毒 

PEDV SC-P 毒株由四川农业大学赠予[14]；

Vero-E6 细胞购自武汉普诺赛生命科技有限公司。 

1.1.2  主要试剂 

胎牛血清购自 Biological Industries 公司；

胰酶 (2.5 g/L)、RPMI-1640 培养基和 DMEM 培

养基均购自武汉普诺赛生命科技有限公司；微

晶纤维素和羧甲基纤维素钠均购自生工生物工

程 (上海) 股份有限公司；甲醛溶液购自重庆

川东化工有限公司；琼脂糖和结晶紫均购自

Sigma 公司。 

1.2  方法 
1.2.1  细胞培养及病毒增殖 

将 Vero-E6 细胞复苏至含 10%胎牛血清的

RPMI-1640 培养基中，置于 37 ℃、5% CO2 细胞

培养箱中培养。待细胞汇合度达 70%–80%后，

用 2.5 g/L 胰酶消化 5 min，1︰4–1︰6 传代培养，

细胞生长状态良好后，传至 10 cm 培养皿用于病

毒感染。24 h 后待细胞汇合度达 80%–90%，用

PBS 洗 2 次，取 PEDV (200 PFU/mL) 与 3 mL

含 7.5 μg/mL 胰酶的 DMEM 维持培养基混合，

加入细胞中。37 ℃孵育 2 h 后，弃上清，加入

10 mL DMEM 维持培养基培养 4–5 d，待细胞病

变 70%–80%，将细胞收至−80 ℃冰箱，反复冻

融 3 次后，4 000 r/min 离心 30 min，取上清即

病毒原液冻存至−80 ℃备用。 

1.2.2  2×覆盖层的配制 

配制不同浓度的 2×avicel 覆盖层：称取  



 
 

郎巧利 等/一种基于胶体微晶纤维素的改良病毒蚀斑测定法的建立与评价 
 

 

 ☏：010-64807509 ：cjb@im.ac.cn 

1997

48 g MCC 至 1 L ddH2O 中，用匀浆器混合搅拌

至液体均质无颗粒，即为 4.8% MCC，接着将

4.8% MCC 稀释为 2.4% MCC 和 1.2% MCC，并

分别称取 1.4 g、1 g、0.6 g 和 0.2 g 的 CMC 至

100 mL 3 种不同浓度的 MCC 中，搅拌均匀，

配置成 12 种不同浓度 MCC 和 CMC 的 avicel，

高压灭菌后室温密封保存备用。配制 2×CMC

和 2×agarose 覆盖层：分别称取 2 g CMC 或   

0.6 g agarose 溶于 100 mL ddH2O 中，配制成 2% 

CMC 和 0.6% agarose，高压灭菌后室温密封保

存备用。 

1.2.3  2×覆盖层黏度测定 

取配制好的 12 种不同浓度的 2×avicel 覆盖

层，用NDJ-8S数字黏度仪 (1#转子，转速 30 r/min)

测定混悬液总体黏度，取沉淀 24 h 后底层 (约占

总体积 1/3) 混悬液测定黏度，并设置 2% CMC

和 ddH2O 为对照分别测定总体黏度和底层黏度。 

1.2.4  病毒的稀释及感染 

将生长状态良好的 Vero-E6 细胞，以    

106 个 /mL 的浓度铺至 96 孔细胞培养板，    

100 μL/孔，37 ℃、5% CO2 细胞培养箱中培养

12 h 后使用。准备含 15 μg/mL 胰酶、200 U/mL

青霉素、 200 μg/mL 链霉素和 4% 血清的

2×DMEM 维持培养基。将 PEDV 用 DMEM 维

持培养基进行 10 倍梯度稀释，稀释浓度依次为

10–1、10–2、10–3、10–4。弃去 96 孔板培养基，

加入不同稀释浓度的 PEDV 100 μL/孔，37 ℃孵

育 2 h 后，弃去病毒感染液，加入 1︰1 混合的

2×DMEM 维持培养基和所选的不同 2×覆盖层 

(avicel、CMC 和 agarose) 100 μL/孔，置于 37 ℃、

5% CO2 细胞培养箱中培养 5 d。其中 avicel 和

CMC 覆盖层与 2×DMEM 维持液混合后需 37 ℃

平衡 30 min，而 agarose 覆盖需要提前用微波炉

加热至液体状，冷却至 50–60 ℃左右，1︰1 加

入 2×DMEM 维持培养基后置于 56 ℃水浴中平

衡 30 min 方可使用。 

1.2.5  固定和染色细胞 

固定细胞前，不吸出 avicel 覆盖层，加入

10%甲醛溶液 100 μL/孔，将细胞固定 30 min 至

过夜[15]。对于琼脂糖或 CMC 覆盖层，直接将

甲醛溶液添加到覆盖层中 100 μL/孔，固定 1 h

至过夜。在染色之前和固定之后，弃去甲醛，

用水冲洗 avicel 斑块，并用水或用刮铲除去

agarose 和 CMC 的半固体，去除残留的覆盖物

或固定剂。加入 1%结晶紫溶液 50 μL/孔，覆盖

细胞约 15 min，用水轻轻洗去结晶紫渍。干燥

后，保存于 4 ℃，以备分析。 

1.2.6  确定病毒滴度 

计数每个孔中的蚀斑数，取相同稀释度重

复样品的平均值计算病毒滴度，具体计算方法

如下：蚀斑形成单位  (PFU/mL)=平均蚀斑数/ 

(稀释倍数×病毒接种体积 (mL))。 

2  结果与分析 

2.1  病毒的培养及鉴定 
将 PEDV 感染 Vero-E6 细胞，并设置对照

组。72 h 后显微镜下观察，可见 PEDV 感染细

胞出现明显圆缩、聚集及脱落 (图 1A)，对照组

细胞贴壁良好，无细胞病变 (图 1B)。 

 

 
 
图 1  PEDV 感染 Vero-E6 细胞的病变效应 
(EVOS XL Core, 20×)  
Figure 1  Cytopathogenic effects (CPEs) observed 
in Vero-E6 cells infected with PEDV (EVOS XL 
Core, 20×). (A) Vero-E6 cells infected with PEDV. 
(B) Normal Vero-E6 cells.   
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2.2  2×覆盖层的黏度测定 
测定不同浓度 2×avicel 覆盖层总体黏度和

底层黏度 (约占总体积 1/3)。并设置常规使用

覆盖层储存液和无黏度的 ddH2O 为对照。但由

于琼脂糖常温状态下为固体状态，因此，本研

究仅使用 2% CMC 和 ddH2O 为对照。 

总体黏度测定结果显示，随着 CMC 和

MCC 浓度升高，2×avicel 覆盖层总体黏度越高，

其中 4.8% MCC+1.4% CMC 的总体黏度最接近

2% CMC，而其他 2×avicel 覆盖层黏度均远低

于 2% CMC (P<0.01) (图 2A)。 

底层黏度测定结果显示，随着 CMC 和

MCC 浓度升高，2×avicel 覆盖层底层黏度也越

高，其中 4.8% MCC+1.4% CMC 和 4.8% MCC+ 

1.0% CMC 的底层黏度与 2% CMC 基本一致，

而其他 2×avicel 覆盖层黏度均远低于 2% CMC 

(P<0.01) (图 2B)。 

在实际使用中，黏度越高，吸取和操作越

困难。结果证明，除 4.8% MCC+1.4% CMC 和

4.8% MCC+1.0% CMC 外，其他 avicel 覆盖层

在实际使用中均应比 2% CMC 操作更容易和简

便 (图 2)。 

2.3  不同覆盖层蚀斑染色效果比较 
分别将 12 种不同浓度的 2×avicel 覆盖层与

2×DMEM 维持培养基 1︰1 混匀后，终浓度如

图 3A–C 所示，加入不同稀释度的 PEDV 感染

96 孔板 Vero-E6 细胞，并设置传统覆盖层 1.0% 

CMC 和 0.3%琼脂糖为对照，1.0% CMC 覆盖层

加入未感染病毒的 Vero-E6 细胞被设置为阴性

对照。感染 5 d 后，固定染色后保存至 4 ℃，

并于 6 个月后拍照。结果显示，不同浓度的 CMC

对细胞的结晶紫染色很均匀，没有显著影响。

在 CMC 和 MCC 混合试验中，随着 CMC 浓度

的升高，蚀斑越来越清晰；在 MCC+0.7% CMC

实验组中，蚀斑可识别效果优于 1.0% CMC

阳性对照组，显著优于 0.3%琼脂糖阳性对照

组。不同浓度的 MCC 对细胞的结晶紫染色有

很大的影响，MCC 浓度越高，细胞的结晶紫

染色越浅，越不容易识别蚀斑；0.6% MCC+ 

0.7% CMC 实验组中，细胞背景染色好、蚀斑

小且清晰，其效果显著优于传统方法的阳性对

照组 (1.0% CMC 组和 0.3%琼脂糖组) (图 3)。 

 

 
 
图 2  不同 2×覆盖层的黏度比较 
Figure 2  Comparison of the viscosity of overlay storage solutions. To analyze ease of operation of overlay 
solutions, the overall viscosity (A) and bottom layer viscosity (B) of twelve different 2×avicel solutions with 
different proportions of MCC and CMC were detected. The traditional overlay storage solution (2×CMC) and 
double-distilled water (ddH2O) were used as positive and negative controls, respectively. MCC: 
microcrystalline cellulose; CMC: carboxymethyl cellulose; **: P<0.01. 
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图 3  不同覆盖层蚀斑染色比较 
Figure 3  PEDV plaque overlay comparisons. Vero-E6 cells were plated in 96 well plates and infected with 
PEDV. After infection, overlay solutions of various concentrations of CMC with 0.6% MCC (A), 1.2% MCC 
(B), 2.4% MCC (C) and traditional overlay solutions (1.0% CMC and 0.3% agarose) (D) were applied in 
order to compare their effect on virus plaque staining. Uninfected Vero-E6 cells were also performed with 
1.0% CMC in the same methods as a control (E). PEDV: porcine epidemic diarrhea virus; MCC: 
microcrystalline cellulose; CMC: carboxymethyl cellulose. 
 

同时，本研究比较了该方法的稳定性，将 96 孔

板染色后于 4 ℃保存 6 个月仍能清楚地观察到

蚀斑，证明其稳定性都很好。 

2.4  不同覆盖层的病毒滴度 
选取适量病毒稀释后，用不同覆盖层进行

病毒滴度测定。结果显示，当 MCC 浓度为 0.6%

时，随着 CMC 浓度逐渐升高，可识别的蚀斑数

越多，其中 0.7% CMC 可识别病毒滴度与传统

方法的阳性对照组 (1.0% CMC) 接近，而显著

优于 0.3%琼脂糖阳性对照组 (P<0.01) (图 4A)；
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当 MCC 浓度为 1.2%时，随着 CMC 浓度逐渐

升高，可识别的蚀斑数越多，但均低于 1.0% 

CMC阳性对照，除 0.1% CMC，均显著高于 0.3%

琼脂糖阳性对照组 (P<0.01) (图 4B)；当 MCC

浓度为 2.4%时，随着 CMC 浓度逐渐升高，可

识别的蚀斑数越多，其中 0.7% CMC 可识别病

毒滴度高于传统方法的阳性对照组  (1.0% 

CMC)，而显著优于 0.3%琼脂糖阳性对照组 

(P<0.01) (图 4C)。 

3  讨论 

病毒蚀斑测定技术是测定病毒感染性和数

量的金标准，在病毒学、抗病毒药物及疫苗的

研究工作中均需要该方法进行病毒滴度的测

定。传统病毒蚀斑测定技术使用的覆盖层大多

为琼脂糖和甲基纤维素[16-19]，但这两种材料存

在使用时需要加热和黏度较高的缺陷，特别是

在 96 孔板中实验时，由于传统覆盖层的难去

除，往往导致实验难度大，难以开展，因此需

要发展一种更优越的替代品。 

Avicel 作为新型液体蚀斑覆盖层，相较于

传统覆盖层操作更简便，对病毒和细胞的伤害

更小。Avicel 是一种药用辅料，由 MCC 和 CMC

混合制成，主要用于乳剂型和混悬剂型药物。 

 

 
 

图 4  不同覆盖层病毒滴度测定比较 
Figure 4  Determination of virus titer with different overlay solutions. Vero-E6 cells were infected with 
PEDV, and overlay solutions of various concentrations of CMC with 0.6% MCC (A), 1.2% MCC (B), 2.4% 
MCC (C) and traditional overlay solutions (1.0% CMC and 0.3% agarose) were applied. Following virus 
plaque formation and staining, plaques were counted to calculate virus titer and to compare the effect of 
different overlay solutions on virus titer. MCC: microcrystalline cellulose; CMC: carboxymethyl cellulose; 
**: P<0.01. 
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静置时，avicel 中 CMC 下沉，使底部形成高黏

度液体，方便限制病毒移动，能够在局部形成

蚀斑；摇动 avicel，其中 MCC 和 CMC 混合形

成混悬液，黏度很低，很容易从细胞孔中吸取

出来，操作简单，不会伤及细胞层，不会形成

划痕干扰空斑计数。同时，avicel 可以在室温下

应用，不需要加热，不耐热的病毒也更容易形

成蚀斑。Matrosovich 等[10]首次利用 avicel 覆盖

层进行了流感病毒的蚀斑实验，并将其应用于

96 孔板实验中，实验表明与琼脂和甲基纤维素

覆盖层相比，在含 avicel 覆盖层培养基下的蚀

斑测定更容易、更快和更灵敏，在 96 孔板中操

作更轻松，更适用于高通量病毒滴定、血清学

研究和病毒药物敏感性实验。Yin 等 [20]利用

avicel 覆盖层进行了肠道病毒 71 型的蚀斑实

验，发现不同浓度的 avicel 不影响蚀斑的形成，

原因是不同浓度的 avicel沉淀后密度基本一致，

导致限制病毒液流动的能力基本一致。Baer 等[7]

利用 avicel 覆盖层进行了裂谷热病毒的蚀斑实

验，发现 0.6% avicel 和 1.2% avicel 覆盖层在

96 孔板中测定病毒滴度没有明显差异。综上所

述，avicel 作为蚀斑实验的覆盖层时，不能通过

稀释调整其底层 avicel 的浓度，导致其不能通

过稀释调整限制病毒液流动的能力。而目前使

用的 FMC BioPolymer 公司生产的 avicel®RC/CL 

RC-591，其中 MCC 和 CMC 含量固定，在实际

应用中无法调整，且其价格偏贵，因此需要开

发出更经济且更易调整的病毒蚀斑覆盖层。 

本研究基于此，利用更加经济的 MCC 和

CMC 配制了 12 种不同浓度的 avicel，测定其  

2×覆盖层的黏度，验证其在蚀斑试验中的操作

难易度。进一步利用其进行 PEDV 蚀斑实验，

测定 PEDV 滴度，比较 12 种 avicel 与传统覆盖

层的蚀斑清晰度、稳定性及蚀斑测定准确度等。

本研究发现，除 4.8% MCC+1.4% CMC 和 4.8% 

MCC+1.0% CMC 外，其他 10 种 avicel 覆盖层

在实际使用中均应比 2% CMC 操作更容易和简

便。进一步通过比较 12 种 avicel 覆盖层及传统

覆盖层蚀斑大小、清晰度、稳定性及滴度准确

性等的差异，筛选获得黏度更低，操作更简便，

并在 PEDV 96 孔板蚀斑测定中蚀斑清晰度更

好、准确度高且稳定性好的 avicel，其浓度为

0.6% MCC+0.7% CMC，可用于今后 PEDV 在

96 孔板中的蚀斑试验。而不同病毒特性不同，

所用的饲养细胞也有差异[7,10,21]，甚至于所使用

的不同孔板类型 (如 96 孔板、24 孔板、6 孔板

等) 也会对 avicel 覆盖层有不同的要求。因此，

能够灵活调整的 avicel 覆盖层对病毒蚀斑测定

非常重要。建议实际应用中，不同的病毒可以

直接先使用本研究的最佳条件进行病毒蚀斑测

定，对结果不理想或要求高清晰度的实验，可

以按照本文方法进行测试以确定最佳条件。 

综上所述，本研究成功建立了一种操作简

便、实用性好、稳定性好的新型改良的 avicel

病毒蚀斑测定法，为病毒的病原学、抗病毒药

物及疫苗等相关研究的展开提供了良好的实验

基础。 
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