
qPCR 反应程序：

  循环参数

 预变性 95℃  3min

 95℃  5S

 60℃  15S

 72℃  15S+Plate Read

  39 个循环

4)  数据分析

病毒颗粒数的计算：病毒颗粒数 (VP/mL) = 与标准品相对值 ×1000

1.    腺病毒体外感染细胞

1)  腺病毒感染目的细胞预实验

不同细胞系细胞表面的腺病毒受体数量不同，这就决定了不同细胞系所使用的 MOI 会有所不同。

通常，易感染细胞系所使用的 MOI 范围为 10-100。 但是，对于某些难感染的细胞系，MOI 可能

需要高达 1000。对于大多数细胞系来说，最佳 MOI 的范围很窄。我们建议您查阅文献或者在正

式实验前，在目的细胞中用报告基因的腺病毒进行预实验摸最佳 MOI。

为了节省病毒，推荐使用 96 孔板进行预实验。操作步骤如下：

①   第一天  细胞的准备

将目的细胞接种于 96 孔板中，细胞融合率为 50% 较佳。为保证细胞生长良好，请保证细

胞贴壁过夜。

②   第二天  病毒的稀释

取出提前准备好的 96 孔板，用准备好的病毒稀释液替代旧培养液，注意保留未加入病毒的 

细胞孔作为对照组。

③   第二至四天 观察荧光或检测

腺病毒对细胞的感染较快，请在感染细胞后 12、24、36、48 小时分别观察细胞中荧光表达

情况（如果您选择的产品不带有荧光标签，请在 48、72、96、120 小时分别收获细胞并通

过 Western-Blot 或其他检测手段来检测基因表达）。

注意事项：感染前细胞的状态好坏对最终的感染效果高低影响很大，请务必保证加入病毒前，

细胞处于良好的生长状态。

2)  腺病毒感染目的细胞实验

进行腺病毒感染实验时可使用完全培养液（培养目的细胞用）稀释。培养液中的血清、双抗或

其他营养因子不会影响腺病毒的感染效率。以 24 孔培养板为例，进行 HEK293 细胞的感染实验

操作步骤如下：

注意事项：实验前请按照不同的 MOI 设置不同的感染孔，并根据 MOI 和细胞数量计算所需要

的病毒量。

最适病毒用量的计算公式： 病毒用量 pfu= 最佳 MOI× 细胞数目 / 病毒滴度

例如，如果您目的细胞的最佳 MOI=10，您需要感染 106 的细胞，那么您共计需要

107pfu 的病毒；如果病毒滴度为 1×1010 pfu/mL, 那么您实验需要的病毒量就是 1μl。

①   第一天  细胞的准备

在 24 孔培养板接种若干孔，每个孔内接种 3-5×104 个 HEK 293 细胞，铺板时细胞的融合

率为 50% 左右，每孔培养液体积为 300μL( 进行病毒感染时细胞的汇合度约为 70% )。

②   第二天  病毒的准备

根据实验的实际情况和 MOI 值，用培养液准确稀释腺病毒原液。 注意事项：可使用 PBS 缓

冲液或无血清培养液稀释病毒原液。

③   第二天  感染目的细胞 

在目的细胞和对照细胞中分别加入计算好的病毒液，混匀后放于 CO2 培养箱（37℃、5% 

CO2）孵育过夜。

注意事项：

1）感染前细胞的状态好坏对感染效率影响很大，请务必保证加入病毒前，细胞处于良好

的生长状态。

2）若病毒对目的细胞的感染效率较低，可通过提高 MOI 值提高病毒的感染效率，也可

在培养液中加入维真生物的助感染试剂 ADV-HR 来提高病毒的感染效率。

④   第三天  更换培养液

病毒感染细胞 12 小时后，更换培养液。

注意事项：换液具体时间需视细胞状态而定。如果腺病毒对细胞有明显毒性作用，影响细胞生

长状态，最短可于加病毒 4 小时后更换新鲜培养液。

⑤   第三天  感染效率检测

感染 24 小时后，可利用倒置荧光显微镜观察病毒感染目的细胞的效率。如选择的腺病毒载 

体不带有荧光标记，可以通过 Q-PCR( 定量 PCR) 检测目的基因的表达来评估感染效率。

3.    大量扩增及收毒步骤

1)  将收集起来的病毒上清平均滴加到10个10cm dish中, 混匀后置于CO2 培养箱中培养, 2-3天后收毒；

2)  收集有CPE的10个10cm dish细胞，用电动移液器转移至50ml离心管中，并做好相应的标记；

3)  3500rpm,离心7min，分别收集上清和细胞沉淀；

4)  病毒上清加入PEG8000和NaCl，混匀后4℃直立放置过夜；细胞沉淀置于-80℃保存备用。

4.    纯化前的处理

1)  病毒上清处理

① 第二天将 4℃过夜的上清离心，3500g，4℃，离心 30min；

② 离心后弃掉上清，收集病毒沉淀；

③ 用 2mL 冻存液将病毒沉淀重悬，收集到 15ml 管中备用。

2)  细胞沉淀处理

① 细胞沉淀用 6mL 腺病毒冻存液重悬，混匀，反复冻融四次；

② 冻融完毕后，3500g，4℃，离心 30min，分别收集上清和沉淀（细胞碎片）；

③ 上清与重悬后的病毒沉淀混合；细胞碎片用 2mL 冻存液进行重悬；

3)  超声破碎细胞

① 重悬后的细胞碎片超声波破碎 3-4 次，至液体不粘稠；

② 超声完毕后，将液体分装到 2 个 EP 管中，12000g，4℃离心 10min；

③ 离心完成后，与病毒上清和细胞沉淀处理后的样品混合。

5.    纯化与浓缩

1)  纯化——碘克沙醇密度梯度离心。

① 配制不同浓度的碘克沙醇；

② 取一个超离管，用电动移液器逐层、缓慢加入不同浓度的碘克沙醇；

③ 将处理好的病毒液加入到最上层；

④ 超速离心，48000rpm，2.5h。离心前应将对应的超离管配平，误差控制在 0.1g 以内。

2) 浓缩

① 离心完毕后，将超离管底用针头刺破，收集腺病毒所在层至 15mL 管中；

② 将收集的病毒液用冻存缓冲液稀释至体积 15mL，然后用 0.2μm 的滤膜过滤；

③ 将过滤后的液体置于一个 15mL 的超滤管中，3500g 离心 50min 进行浓缩，一般离心 2-3

次后达到预定体积；

④ 将超滤管中剩下的液体反复吹打后吸至病毒储存管中，标明名称和日期。

⑤ 将收集起来的病毒涡旋震荡混匀后离心，吸 10μL 病毒液进行滴度检测。

6.    病毒滴度检测

实时定量 PCR 法是一种简单的、高通量的测定病毒粗提裂解液和纯化病毒样本中腺病毒颗粒数量

的方法。每个模板的 Ct 值与该模板起始拷贝数的对数存在线性关系，利用已知起始拷贝数的标准

品可作出标准曲线，最后通过标准曲线对未知模板进行定量分析。

1)  去除游离 DNA 分子

先将病毒稀释 10 倍，以保证样品中游离的 DNA 充分降解：取 5μl 病毒至 45μl PBS 缓冲液中，充

分混匀。按以下体系配制 Mixture：

 组成成分 体积

 超纯水（DNase & RNase Free） 4 μl

 DNAaseI 1 μl

 10×DNAaseI Buffer 1μl

 病毒稀释液 4μl

 Total 10μl

37℃ 孵育 30 min，95℃加热 5min 使 DNA 酶失活。

2)  去除病毒蛋白外壳

向上述体系中再加入 1μl 蛋白酶 K（5μg/μl）。37℃ 孵育 30 min；再加 30ul 超纯水稀释至 40ul（至

此病毒原液稀释 100 倍），95℃加热 5 min 使蛋白酶 K 失活，然后 12000rpm，离心 2min，取上

清进行 qPCR 检测。

3)  qPCR

将步骤 2 得到的上清，取 5μl 进行 10 倍梯度稀释，即病毒原液稀释了 1000 倍。分别取 2μl 待测

样品及标准品作为模板进行 qPCR 检测。

qPCR 反应体系如下：

 组成成分 体积

 2 × SYBR Green mix 10 μl

 Primers (Forward & Reverse mixture) 0.8 μl

 超纯水（DNase & RNase Free） 7.2μl

 DNA 2μl

 Total 20μl
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1.    细胞转染（以转染 6 孔板为例）

1)  250μl DMEM 和 9μl PEI 配成 Mix1，静置 5min 以上。

2)  250μl DMEM 和 1μg 穿梭质粒、2μg 包装质粒（即腺病毒骨架质粒），配成 Mix2。

3)  将 Mix1 和 Mix2 混合，涡旋振荡混匀，瞬离后，静置 30min 以上，以便有充足的时间形成

DNA-PEI 复合物。

4)  静置期间铺 6 孔板 HEK293 细胞，细胞数约 0.3-0.5×106 个 / 孔（也可提前铺板）。

5)  将静置后的混合液逐滴加入至 6 孔板细胞中。十字混匀后置于 CO2 培养箱中培养。

2.    扩增、收毒步骤

1)   转染后约 14 天，将六孔板中有 CPE 的细胞连同培养基吹下加入至 10cm dish，混匀后置于 CO2 培

养箱中培养。

2)  收集有 CPE 的 10cm dish 细胞，用电动移液器转移至 15mL 离心管中，并做好相应的标记；

3)  3500rpm, 离心 7min；离心完成后，取出离心管，保留细胞沉淀，并将上清保存至其他离心管中备用。

4)  在细胞沉淀中加入腺病毒冻存液，用移液枪不断地吹打沉淀，保证完全回溶，吸到 1.5mL EP 管中。

5)  -80℃及 37℃反复冻融四次。

6)  冻融完成后，12000g 离心 2min。

7)  将上清用 1mL 枪移到二维码管中，存放于 -80℃的冰箱中。



qPCR 反应程序：

  循环参数

 预变性 95℃  3min

 95℃  5S

 60℃  15S

 72℃  15S+Plate Read

  39 个循环

4)  数据分析

病毒颗粒数的计算：病毒颗粒数 (VP/mL) = 与标准品相对值 ×1000

1.    腺病毒体外感染细胞

1)  腺病毒感染目的细胞预实验

不同细胞系细胞表面的腺病毒受体数量不同，这就决定了不同细胞系所使用的 MOI 会有所不同。

通常，易感染细胞系所使用的 MOI 范围为 10-100。 但是，对于某些难感染的细胞系，MOI 可能

需要高达 1000。对于大多数细胞系来说，最佳 MOI 的范围很窄。我们建议您查阅文献或者在正

式实验前，在目的细胞中用报告基因的腺病毒进行预实验摸最佳 MOI。

为了节省病毒，推荐使用 96 孔板进行预实验。操作步骤如下：

①   第一天  细胞的准备

将目的细胞接种于 96 孔板中，细胞融合率为 50% 较佳。为保证细胞生长良好，请保证细

胞贴壁过夜。

②   第二天  病毒的稀释

取出提前准备好的 96 孔板，用准备好的病毒稀释液替代旧培养液，注意保留未加入病毒的 

细胞孔作为对照组。

③   第二至四天 观察荧光或检测

腺病毒对细胞的感染较快，请在感染细胞后 12、24、36、48 小时分别观察细胞中荧光表达

情况（如果您选择的产品不带有荧光标签，请在 48、72、96、120 小时分别收获细胞并通

过 Western-Blot 或其他检测手段来检测基因表达）。

注意事项：感染前细胞的状态好坏对最终的感染效果高低影响很大，请务必保证加入病毒前，

细胞处于良好的生长状态。

2)  腺病毒感染目的细胞实验

进行腺病毒感染实验时可使用完全培养液（培养目的细胞用）稀释。培养液中的血清、双抗或

其他营养因子不会影响腺病毒的感染效率。以 24 孔培养板为例，进行 HEK293 细胞的感染实验

操作步骤如下：

注意事项：实验前请按照不同的 MOI 设置不同的感染孔，并根据 MOI 和细胞数量计算所需要

的病毒量。

最适病毒用量的计算公式： 病毒用量 pfu= 最佳 MOI× 细胞数目 / 病毒滴度

例如，如果您目的细胞的最佳 MOI=10，您需要感染 106 的细胞，那么您共计需要

107pfu 的病毒；如果病毒滴度为 1×1010 pfu/mL, 那么您实验需要的病毒量就是 1μl。

①   第一天  细胞的准备

在 24 孔培养板接种若干孔，每个孔内接种 3-5×104 个 HEK 293 细胞，铺板时细胞的融合

率为 50% 左右，每孔培养液体积为 300μL( 进行病毒感染时细胞的汇合度约为 70% )。

②   第二天  病毒的准备

根据实验的实际情况和 MOI 值，用培养液准确稀释腺病毒原液。 注意事项：可使用 PBS 缓

冲液或无血清培养液稀释病毒原液。

③   第二天  感染目的细胞 

在目的细胞和对照细胞中分别加入计算好的病毒液，混匀后放于 CO2 培养箱（37℃、5% 

CO2）孵育过夜。

注意事项：

1）感染前细胞的状态好坏对感染效率影响很大，请务必保证加入病毒前，细胞处于良好

的生长状态。

2）若病毒对目的细胞的感染效率较低，可通过提高 MOI 值提高病毒的感染效率，也可

在培养液中加入维真生物的助感染试剂 ADV-HR 来提高病毒的感染效率。

④   第三天  更换培养液

病毒感染细胞 12 小时后，更换培养液。

注意事项：换液具体时间需视细胞状态而定。如果腺病毒对细胞有明显毒性作用，影响细胞生

长状态，最短可于加病毒 4 小时后更换新鲜培养液。

⑤   第三天  感染效率检测

感染 24 小时后，可利用倒置荧光显微镜观察病毒感染目的细胞的效率。如选择的腺病毒载 

体不带有荧光标记，可以通过 Q-PCR( 定量 PCR) 检测目的基因的表达来评估感染效率。

3.    大量扩增及收毒步骤

1)  将收集起来的病毒上清平均滴加到10个10cm dish中, 混匀后置于CO2 培养箱中培养, 2-3天后收毒；

2)  收集有CPE的10个10cm dish细胞，用电动移液器转移至50ml离心管中，并做好相应的标记；

3)  3500rpm,离心7min，分别收集上清和细胞沉淀；

4)  病毒上清加入PEG8000和NaCl，混匀后4℃直立放置过夜；细胞沉淀置于-80℃保存备用。

4.    纯化前的处理

1)  病毒上清处理

① 第二天将 4℃过夜的上清离心，3500g，4℃，离心 30min；

② 离心后弃掉上清，收集病毒沉淀；

③ 用 2mL 冻存液将病毒沉淀重悬，收集到 15ml 管中备用。

2)  细胞沉淀处理

① 细胞沉淀用 6mL 腺病毒冻存液重悬，混匀，反复冻融四次；

② 冻融完毕后，3500g，4℃，离心 30min，分别收集上清和沉淀（细胞碎片）；

③ 上清与重悬后的病毒沉淀混合；细胞碎片用 2mL 冻存液进行重悬；

3)  超声破碎细胞

① 重悬后的细胞碎片超声波破碎 3-4 次，至液体不粘稠；

② 超声完毕后，将液体分装到 2 个 EP 管中，12000g，4℃离心 10min；

③ 离心完成后，与病毒上清和细胞沉淀处理后的样品混合。

5.    纯化与浓缩

1)  纯化——碘克沙醇密度梯度离心。

① 配制不同浓度的碘克沙醇；

② 取一个超离管，用电动移液器逐层、缓慢加入不同浓度的碘克沙醇；

③ 将处理好的病毒液加入到最上层；

④ 超速离心，48000rpm，2.5h。离心前应将对应的超离管配平，误差控制在 0.1g 以内。

2) 浓缩

① 离心完毕后，将超离管底用针头刺破，收集腺病毒所在层至 15mL 管中；

② 将收集的病毒液用冻存缓冲液稀释至体积 15mL，然后用 0.2μm 的滤膜过滤；

③ 将过滤后的液体置于一个 15mL 的超滤管中，3500g 离心 50min 进行浓缩，一般离心 2-3

次后达到预定体积；

④ 将超滤管中剩下的液体反复吹打后吸至病毒储存管中，标明名称和日期。

⑤ 将收集起来的病毒涡旋震荡混匀后离心，吸 10μL 病毒液进行滴度检测。

6.    病毒滴度检测

实时定量 PCR 法是一种简单的、高通量的测定病毒粗提裂解液和纯化病毒样本中腺病毒颗粒数量

的方法。每个模板的 Ct 值与该模板起始拷贝数的对数存在线性关系，利用已知起始拷贝数的标准

品可作出标准曲线，最后通过标准曲线对未知模板进行定量分析。

1)  去除游离 DNA 分子

先将病毒稀释 10 倍，以保证样品中游离的 DNA 充分降解：取 5μl 病毒至 45μl PBS 缓冲液中，充

分混匀。按以下体系配制 Mixture：

 组成成分 体积

 超纯水（DNase & RNase Free） 4 μl

 DNAaseI 1 μl

 10×DNAaseI Buffer 1μl

 病毒稀释液 4μl

 Total 10μl

37℃ 孵育 30 min，95℃加热 5min 使 DNA 酶失活。

2)  去除病毒蛋白外壳

向上述体系中再加入 1μl 蛋白酶 K（5μg/μl）。37℃ 孵育 30 min；再加 30ul 超纯水稀释至 40ul（至

此病毒原液稀释 100 倍），95℃加热 5 min 使蛋白酶 K 失活，然后 12000rpm，离心 2min，取上

清进行 qPCR 检测。

3)  qPCR

将步骤 2 得到的上清，取 5μl 进行 10 倍梯度稀释，即病毒原液稀释了 1000 倍。分别取 2μl 待测

样品及标准品作为模板进行 qPCR 检测。

qPCR 反应体系如下：

 组成成分 体积

 2 × SYBR Green mix 10 μl

 Primers (Forward & Reverse mixture) 0.8 μl

 超纯水（DNase & RNase Free） 7.2μl

 DNA 2μl

 Total 20μl
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C O N T E N T S

1.    细胞转染（以转染 6 孔板为例）

1)  250μl DMEM 和 9μl PEI 配成 Mix1，静置 5min 以上。

2)  250μl DMEM 和 1μg 穿梭质粒、2μg 包装质粒（即腺病毒骨架质粒），配成 Mix2。

3)  将 Mix1 和 Mix2 混合，涡旋振荡混匀，瞬离后，静置 30min 以上，以便有充足的时间形成

DNA-PEI 复合物。

4)  静置期间铺 6 孔板 HEK293 细胞，细胞数约 0.3-0.5×106 个 / 孔（也可提前铺板）。

5)  将静置后的混合液逐滴加入至 6 孔板细胞中。十字混匀后置于 CO2 培养箱中培养。

2.    扩增、收毒步骤

1)   转染后约 14 天，将六孔板中有 CPE 的细胞连同培养基吹下加入至 10cm dish，混匀后置于 CO2 培

养箱中培养。

2)  收集有 CPE 的 10cm dish 细胞，用电动移液器转移至 15mL 离心管中，并做好相应的标记；

3)  3500rpm, 离心 7min；离心完成后，取出离心管，保留细胞沉淀，并将上清保存至其他离心管中备用。

4)  在细胞沉淀中加入腺病毒冻存液，用移液枪不断地吹打沉淀，保证完全回溶，吸到 1.5mL EP 管中。

5)  -80℃及 37℃反复冻融四次。

6)  冻融完成后，12000g 离心 2min。

7)  将上清用 1mL 枪移到二维码管中，存放于 -80℃的冰箱中。

维真生物（Vigenebio）公司于 2012 年分别在美国马里兰
州和中国济南创立，注册资金 1 亿元。维真生物公司定位于
生物与健康产业，专注于腺病毒、慢病毒、腺相关病毒

（AAV）病毒载体产业。

公司已拥有包含 18000 余个人源 ORF cDNA 克隆、1300
余个人源 miRNA 克隆的现货质粒库和包含 12000 余个人
源 ORF 的腺病毒现货库；公司还提供分子克隆、基因敲减、
基因敲除、基因突变等基因编辑服务，并在此基础上提供各
类病毒包装服务。我们的客户遍及中国、美国、欧洲各国及
各大院校、科研院所、医院及高科技生物企业。

在“让生命更健康，让世界更美好”伟大愿景的指引下，维
真生物以帮助客户解决问题为目标，以专业的服务共创未来。
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qPCR 反应程序：

  循环参数

 预变性 95℃  3min

 95℃  5S

 60℃  15S

 72℃  15S+Plate Read

  39 个循环

4)  数据分析

病毒颗粒数的计算：病毒颗粒数 (VP/mL) = 与标准品相对值 ×1000

1.    腺病毒体外感染细胞

1)  腺病毒感染目的细胞预实验

不同细胞系细胞表面的腺病毒受体数量不同，这就决定了不同细胞系所使用的 MOI 会有所不同。

通常，易感染细胞系所使用的 MOI 范围为 10-100。 但是，对于某些难感染的细胞系，MOI 可能

需要高达 1000。对于大多数细胞系来说，最佳 MOI 的范围很窄。我们建议您查阅文献或者在正

式实验前，在目的细胞中用报告基因的腺病毒进行预实验摸最佳 MOI。

为了节省病毒，推荐使用 96 孔板进行预实验。操作步骤如下：

①   第一天  细胞的准备

将目的细胞接种于 96 孔板中，细胞融合率为 50% 较佳。为保证细胞生长良好，请保证细

胞贴壁过夜。

②   第二天  病毒的稀释

取出提前准备好的 96 孔板，用准备好的病毒稀释液替代旧培养液，注意保留未加入病毒的 

细胞孔作为对照组。

③   第二至四天 观察荧光或检测

腺病毒对细胞的感染较快，请在感染细胞后 12、24、36、48 小时分别观察细胞中荧光表达

情况（如果您选择的产品不带有荧光标签，请在 48、72、96、120 小时分别收获细胞并通

过 Western-Blot 或其他检测手段来检测基因表达）。

注意事项：感染前细胞的状态好坏对最终的感染效果高低影响很大，请务必保证加入病毒前，

细胞处于良好的生长状态。

2)  腺病毒感染目的细胞实验

进行腺病毒感染实验时可使用完全培养液（培养目的细胞用）稀释。培养液中的血清、双抗或

其他营养因子不会影响腺病毒的感染效率。以 24 孔培养板为例，进行 HEK293 细胞的感染实验

操作步骤如下：

注意事项：实验前请按照不同的 MOI 设置不同的感染孔，并根据 MOI 和细胞数量计算所需要

的病毒量。

最适病毒用量的计算公式： 病毒用量 pfu= 最佳 MOI× 细胞数目 / 病毒滴度

例如，如果您目的细胞的最佳 MOI=10，您需要感染 106 的细胞，那么您共计需要

107pfu 的病毒；如果病毒滴度为 1×1010 pfu/mL, 那么您实验需要的病毒量就是 1μl。

①   第一天  细胞的准备

在 24 孔培养板接种若干孔，每个孔内接种 3-5×104 个 HEK 293 细胞，铺板时细胞的融合

率为 50% 左右，每孔培养液体积为 300μL( 进行病毒感染时细胞的汇合度约为 70% )。

②   第二天  病毒的准备

根据实验的实际情况和 MOI 值，用培养液准确稀释腺病毒原液。 注意事项：可使用 PBS 缓

冲液或无血清培养液稀释病毒原液。

③   第二天  感染目的细胞 

在目的细胞和对照细胞中分别加入计算好的病毒液，混匀后放于 CO2 培养箱（37℃、5% 

CO2）孵育过夜。

注意事项：

1）感染前细胞的状态好坏对感染效率影响很大，请务必保证加入病毒前，细胞处于良好

的生长状态。

2）若病毒对目的细胞的感染效率较低，可通过提高 MOI 值提高病毒的感染效率，也可

在培养液中加入维真生物的助感染试剂 ADV-HR 来提高病毒的感染效率。

④   第三天  更换培养液

病毒感染细胞 12 小时后，更换培养液。

注意事项：换液具体时间需视细胞状态而定。如果腺病毒对细胞有明显毒性作用，影响细胞生

长状态，最短可于加病毒 4 小时后更换新鲜培养液。

⑤   第三天  感染效率检测

感染 24 小时后，可利用倒置荧光显微镜观察病毒感染目的细胞的效率。如选择的腺病毒载 

体不带有荧光标记，可以通过 Q-PCR( 定量 PCR) 检测目的基因的表达来评估感染效率。

3.    大量扩增及收毒步骤

1)  将收集起来的病毒上清平均滴加到10个10cm dish中, 混匀后置于CO2 培养箱中培养, 2-3天后收毒；

2)  收集有CPE的10个10cm dish细胞，用电动移液器转移至50ml离心管中，并做好相应的标记；

3)  3500rpm,离心7min，分别收集上清和细胞沉淀；

4)  病毒上清加入PEG8000和NaCl，混匀后4℃直立放置过夜；细胞沉淀置于-80℃保存备用。

4.    纯化前的处理

1)  病毒上清处理

① 第二天将 4℃过夜的上清离心，3500g，4℃，离心 30min；

② 离心后弃掉上清，收集病毒沉淀；

③ 用 2mL 冻存液将病毒沉淀重悬，收集到 15ml 管中备用。

2)  细胞沉淀处理

① 细胞沉淀用 6mL 腺病毒冻存液重悬，混匀，反复冻融四次；

② 冻融完毕后，3500g，4℃，离心 30min，分别收集上清和沉淀（细胞碎片）；

③ 上清与重悬后的病毒沉淀混合；细胞碎片用 2mL 冻存液进行重悬；

3)  超声破碎细胞

① 重悬后的细胞碎片超声波破碎 3-4 次，至液体不粘稠；

② 超声完毕后，将液体分装到 2 个 EP 管中，12000g，4℃离心 10min；

③ 离心完成后，与病毒上清和细胞沉淀处理后的样品混合。

5.    纯化与浓缩

1)  纯化——碘克沙醇密度梯度离心。

① 配制不同浓度的碘克沙醇；

② 取一个超离管，用电动移液器逐层、缓慢加入不同浓度的碘克沙醇；

③ 将处理好的病毒液加入到最上层；

④ 超速离心，48000rpm，2.5h。离心前应将对应的超离管配平，误差控制在 0.1g 以内。

2) 浓缩

① 离心完毕后，将超离管底用针头刺破，收集腺病毒所在层至 15mL 管中；

② 将收集的病毒液用冻存缓冲液稀释至体积 15mL，然后用 0.2μm 的滤膜过滤；

③ 将过滤后的液体置于一个 15mL 的超滤管中，3500g 离心 50min 进行浓缩，一般离心 2-3

次后达到预定体积；

④ 将超滤管中剩下的液体反复吹打后吸至病毒储存管中，标明名称和日期。

⑤ 将收集起来的病毒涡旋震荡混匀后离心，吸 10μL 病毒液进行滴度检测。

6.    病毒滴度检测

实时定量 PCR 法是一种简单的、高通量的测定病毒粗提裂解液和纯化病毒样本中腺病毒颗粒数量

的方法。每个模板的 Ct 值与该模板起始拷贝数的对数存在线性关系，利用已知起始拷贝数的标准

品可作出标准曲线，最后通过标准曲线对未知模板进行定量分析。

1)  去除游离 DNA 分子

先将病毒稀释 10 倍，以保证样品中游离的 DNA 充分降解：取 5μl 病毒至 45μl PBS 缓冲液中，充

分混匀。按以下体系配制 Mixture：

 组成成分 体积

 超纯水（DNase & RNase Free） 4 μl

 DNAaseI 1 μl

 10×DNAaseI Buffer 1μl

 病毒稀释液 4μl

 Total 10μl

37℃ 孵育 30 min，95℃加热 5min 使 DNA 酶失活。

2)  去除病毒蛋白外壳

向上述体系中再加入 1μl 蛋白酶 K（5μg/μl）。37℃ 孵育 30 min；再加 30ul 超纯水稀释至 40ul（至

此病毒原液稀释 100 倍），95℃加热 5 min 使蛋白酶 K 失活，然后 12000rpm，离心 2min，取上

清进行 qPCR 检测。

3)  qPCR

将步骤 2 得到的上清，取 5μl 进行 10 倍梯度稀释，即病毒原液稀释了 1000 倍。分别取 2μl 待测

样品及标准品作为模板进行 qPCR 检测。

qPCR 反应体系如下：

 组成成分 体积

 2 × SYBR Green mix 10 μl

 Primers (Forward & Reverse mixture) 0.8 μl

 超纯水（DNase & RNase Free） 7.2μl

 DNA 2μl

 Total 20μl

02

腺病毒(Adenovirus，Ad)是一种无包膜的线状双链DNA病

毒，其复制不依赖于宿主细胞的分裂。腺病毒拥有50余种

血清型，大多数腺病毒载体都是基于血清型2和血清型5，

通过转基因的方式取代E1和E3基因，降低病毒的复制能

力。这些重组病毒仅在高水平表达E1基因的细胞中复制，

因此是一种适用于治疗的高效控制系统，重组腺病毒是进行

基因转移和表达的工具，功能强大并易于操作。腺病毒独特

的生物学特征使它成为“载体的首选”，被科研工作者广泛

使用。

Vigenebio使用的是应用广泛的复制缺陷型的人类血清5型

腺病毒。该腺病毒载体缺失E1和E3基因。E1基因在组装感

染性病毒颗粒时必不可少，可在HEK293细胞中得到补充，

而E3基因不影响病毒的包装。由于E1和E3基因的缺失，腺

病毒载体可插入长达7.5kb的外源基因。

V i g e n e b i o

腺 病 毒

产 品 简 介

■  分子克隆  ■  腺病毒  ■  慢病毒  ■  腺相关病毒  ■

1.    细胞转染（以转染 6 孔板为例）

1)  250μl DMEM 和 9μl PEI 配成 Mix1，静置 5min 以上。

2)  250μl DMEM 和 1μg 穿梭质粒、2μg 包装质粒（即腺病毒骨架质粒），配成 Mix2。

3)  将 Mix1 和 Mix2 混合，涡旋振荡混匀，瞬离后，静置 30min 以上，以便有充足的时间形成

DNA-PEI 复合物。

4)  静置期间铺 6 孔板 HEK293 细胞，细胞数约 0.3-0.5×106 个 / 孔（也可提前铺板）。

5)  将静置后的混合液逐滴加入至 6 孔板细胞中。十字混匀后置于 CO2 培养箱中培养。

2.    扩增、收毒步骤

1)   转染后约 14 天，将六孔板中有 CPE 的细胞连同培养基吹下加入至 10cm dish，混匀后置于 CO2 培

养箱中培养。

2)  收集有 CPE 的 10cm dish 细胞，用电动移液器转移至 15mL 离心管中，并做好相应的标记；

3)  3500rpm, 离心 7min；离心完成后，取出离心管，保留细胞沉淀，并将上清保存至其他离心管中备用。

4)  在细胞沉淀中加入腺病毒冻存液，用移液枪不断地吹打沉淀，保证完全回溶，吸到 1.5mL EP 管中。

5)  -80℃及 37℃反复冻融四次。

6)  冻融完成后，12000g 离心 2min。

7)  将上清用 1mL 枪移到二维码管中，存放于 -80℃的冰箱中。

腺病毒作为工具载体的优势：

1.  腺病毒感染的宿主细胞范围广，包括分裂细胞和不分裂细胞（某些抗腺病毒感染的

淋巴瘤细胞除外） 。

2. 腺病毒感染效率高，在最佳感染条件下，感染率可达 100%。

3. 腺病毒的病毒滴度经纯化、浓缩后可达 1012-1013vp/ml（即 1010-1011pfu/ml）。

4. 腺病毒易于扩增。

5. 不整合到染色体中，无插入致突变性。

6. 腺病毒理化性质稳定。

腺病毒作为工具载体的劣势：

1.  外源基因表达时间较短，不能持续表达；

2.  较强的免疫原性，容易引起机体的炎症反应和免疫反应。
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qPCR 反应程序：

  循环参数

 预变性 95℃  3min

 95℃  5S

 60℃  15S

 72℃  15S+Plate Read

  39 个循环

4)  数据分析

病毒颗粒数的计算：病毒颗粒数 (VP/mL) = 与标准品相对值 ×1000

1.    腺病毒体外感染细胞

1)  腺病毒感染目的细胞预实验

不同细胞系细胞表面的腺病毒受体数量不同，这就决定了不同细胞系所使用的 MOI 会有所不同。

通常，易感染细胞系所使用的 MOI 范围为 10-100。 但是，对于某些难感染的细胞系，MOI 可能

需要高达 1000。对于大多数细胞系来说，最佳 MOI 的范围很窄。我们建议您查阅文献或者在正

式实验前，在目的细胞中用报告基因的腺病毒进行预实验摸最佳 MOI。

为了节省病毒，推荐使用 96 孔板进行预实验。操作步骤如下：

①   第一天  细胞的准备

将目的细胞接种于 96 孔板中，细胞融合率为 50% 较佳。为保证细胞生长良好，请保证细

胞贴壁过夜。

②   第二天  病毒的稀释

取出提前准备好的 96 孔板，用准备好的病毒稀释液替代旧培养液，注意保留未加入病毒的 

细胞孔作为对照组。

③   第二至四天 观察荧光或检测

腺病毒对细胞的感染较快，请在感染细胞后 12、24、36、48 小时分别观察细胞中荧光表达

情况（如果您选择的产品不带有荧光标签，请在 48、72、96、120 小时分别收获细胞并通

过 Western-Blot 或其他检测手段来检测基因表达）。

注意事项：感染前细胞的状态好坏对最终的感染效果高低影响很大，请务必保证加入病毒前，

细胞处于良好的生长状态。

2)  腺病毒感染目的细胞实验

进行腺病毒感染实验时可使用完全培养液（培养目的细胞用）稀释。培养液中的血清、双抗或

其他营养因子不会影响腺病毒的感染效率。以 24 孔培养板为例，进行 HEK293 细胞的感染实验

操作步骤如下：

注意事项：实验前请按照不同的 MOI 设置不同的感染孔，并根据 MOI 和细胞数量计算所需要

的病毒量。

最适病毒用量的计算公式： 病毒用量 pfu= 最佳 MOI× 细胞数目 / 病毒滴度

例如，如果您目的细胞的最佳 MOI=10，您需要感染 106 的细胞，那么您共计需要

107pfu 的病毒；如果病毒滴度为 1×1010 pfu/mL, 那么您实验需要的病毒量就是 1μl。

①   第一天  细胞的准备

在 24 孔培养板接种若干孔，每个孔内接种 3-5×104 个 HEK 293 细胞，铺板时细胞的融合

率为 50% 左右，每孔培养液体积为 300μL( 进行病毒感染时细胞的汇合度约为 70% )。

②   第二天  病毒的准备

根据实验的实际情况和 MOI 值，用培养液准确稀释腺病毒原液。 注意事项：可使用 PBS 缓

冲液或无血清培养液稀释病毒原液。

③   第二天  感染目的细胞 

在目的细胞和对照细胞中分别加入计算好的病毒液，混匀后放于 CO2 培养箱（37℃、5% 

CO2）孵育过夜。

注意事项：

1）感染前细胞的状态好坏对感染效率影响很大，请务必保证加入病毒前，细胞处于良好

的生长状态。

2）若病毒对目的细胞的感染效率较低，可通过提高 MOI 值提高病毒的感染效率，也可

在培养液中加入维真生物的助感染试剂 ADV-HR 来提高病毒的感染效率。

④   第三天  更换培养液

病毒感染细胞 12 小时后，更换培养液。

注意事项：换液具体时间需视细胞状态而定。如果腺病毒对细胞有明显毒性作用，影响细胞生

长状态，最短可于加病毒 4 小时后更换新鲜培养液。

⑤   第三天  感染效率检测

感染 24 小时后，可利用倒置荧光显微镜观察病毒感染目的细胞的效率。如选择的腺病毒载 

体不带有荧光标记，可以通过 Q-PCR( 定量 PCR) 检测目的基因的表达来评估感染效率。

3.    大量扩增及收毒步骤

1)  将收集起来的病毒上清平均滴加到10个10cm dish中, 混匀后置于CO2 培养箱中培养, 2-3天后收毒；

2)  收集有CPE的10个10cm dish细胞，用电动移液器转移至50ml离心管中，并做好相应的标记；

3)  3500rpm,离心7min，分别收集上清和细胞沉淀；

4)  病毒上清加入PEG8000和NaCl，混匀后4℃直立放置过夜；细胞沉淀置于-80℃保存备用。

4.    纯化前的处理

1)  病毒上清处理

① 第二天将 4℃过夜的上清离心，3500g，4℃，离心 30min；

② 离心后弃掉上清，收集病毒沉淀；

③ 用 2mL 冻存液将病毒沉淀重悬，收集到 15ml 管中备用。

2)  细胞沉淀处理

① 细胞沉淀用 6mL 腺病毒冻存液重悬，混匀，反复冻融四次；

② 冻融完毕后，3500g，4℃，离心 30min，分别收集上清和沉淀（细胞碎片）；

③ 上清与重悬后的病毒沉淀混合；细胞碎片用 2mL 冻存液进行重悬；

3)  超声破碎细胞

① 重悬后的细胞碎片超声波破碎 3-4 次，至液体不粘稠；

② 超声完毕后，将液体分装到 2 个 EP 管中，12000g，4℃离心 10min；

③ 离心完成后，与病毒上清和细胞沉淀处理后的样品混合。

5.    纯化与浓缩

1)  纯化——碘克沙醇密度梯度离心。

① 配制不同浓度的碘克沙醇；

② 取一个超离管，用电动移液器逐层、缓慢加入不同浓度的碘克沙醇；

③ 将处理好的病毒液加入到最上层；

④ 超速离心，48000rpm，2.5h。离心前应将对应的超离管配平，误差控制在 0.1g 以内。

2) 浓缩

① 离心完毕后，将超离管底用针头刺破，收集腺病毒所在层至 15mL 管中；

② 将收集的病毒液用冻存缓冲液稀释至体积 15mL，然后用 0.2μm 的滤膜过滤；

③ 将过滤后的液体置于一个 15mL 的超滤管中，3500g 离心 50min 进行浓缩，一般离心 2-3

次后达到预定体积；

④ 将超滤管中剩下的液体反复吹打后吸至病毒储存管中，标明名称和日期。

⑤ 将收集起来的病毒涡旋震荡混匀后离心，吸 10μL 病毒液进行滴度检测。

6.    病毒滴度检测

实时定量 PCR 法是一种简单的、高通量的测定病毒粗提裂解液和纯化病毒样本中腺病毒颗粒数量

的方法。每个模板的 Ct 值与该模板起始拷贝数的对数存在线性关系，利用已知起始拷贝数的标准

品可作出标准曲线，最后通过标准曲线对未知模板进行定量分析。

1)  去除游离 DNA 分子

先将病毒稀释 10 倍，以保证样品中游离的 DNA 充分降解：取 5μl 病毒至 45μl PBS 缓冲液中，充

分混匀。按以下体系配制 Mixture：

 组成成分 体积

 超纯水（DNase & RNase Free） 4 μl

 DNAaseI 1 μl

 10×DNAaseI Buffer 1μl

 病毒稀释液 4μl

 Total 10μl

37℃ 孵育 30 min，95℃加热 5min 使 DNA 酶失活。

2)  去除病毒蛋白外壳

向上述体系中再加入 1μl 蛋白酶 K（5μg/μl）。37℃ 孵育 30 min；再加 30ul 超纯水稀释至 40ul（至

此病毒原液稀释 100 倍），95℃加热 5 min 使蛋白酶 K 失活，然后 12000rpm，离心 2min，取上

清进行 qPCR 检测。

3)  qPCR

将步骤 2 得到的上清，取 5μl 进行 10 倍梯度稀释，即病毒原液稀释了 1000 倍。分别取 2μl 待测

样品及标准品作为模板进行 qPCR 检测。

qPCR 反应体系如下：

 组成成分 体积

 2 × SYBR Green mix 10 μl

 Primers (Forward & Reverse mixture) 0.8 μl

 超纯水（DNase & RNase Free） 7.2μl

 DNA 2μl

 Total 20μl
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V i g e n e b i o

腺 病 毒

生 产 与 检 测

■  分子克隆  ■  腺病毒  ■  慢病毒  ■  腺相关病毒  ■

1.    细胞转染（以转染 6 孔板为例）

1)  250μl DMEM 和 9μl PEI 配成 Mix1，静置 5min 以上。

2)  250μl DMEM 和 1μg 穿梭质粒、2μg 包装质粒（即腺病毒骨架质粒），配成 Mix2。

3)  将 Mix1 和 Mix2 混合，涡旋振荡混匀，瞬离后，静置 30min 以上，以便有充足的时间形成

DNA-PEI 复合物。

4)  静置期间铺 6 孔板 HEK293 细胞，细胞数约 0.3-0.5×106 个 / 孔（也可提前铺板）。

5)  将静置后的混合液逐滴加入至 6 孔板细胞中。十字混匀后置于 CO2 培养箱中培养。

2.    扩增、收毒步骤

1)   转染后约 14 天，将六孔板中有 CPE 的细胞连同培养基吹下加入至 10cm dish，混匀后置于 CO2 培

养箱中培养。

2)  收集有 CPE 的 10cm dish 细胞，用电动移液器转移至 15mL 离心管中，并做好相应的标记；

3)  3500rpm, 离心 7min；离心完成后，取出离心管，保留细胞沉淀，并将上清保存至其他离心管中备用。

4)  在细胞沉淀中加入腺病毒冻存液，用移液枪不断地吹打沉淀，保证完全回溶，吸到 1.5mL EP 管中。

5)  -80℃及 37℃反复冻融四次。

6)  冻融完成后，12000g 离心 2min。

7)  将上清用 1mL 枪移到二维码管中，存放于 -80℃的冰箱中。

重组腺病毒的制备流程示意图

重组腺病毒的制备

穿梭质粒构建

01
穿梭质粒与腺病毒
骨架质粒同源重组

02
HEK293细胞转染

& 腺病毒包装

03
收  毒

04
腺病毒扩增

& 纯化 & QC

05

过表达质粒构建

shRNA质粒构建

TALEN/gRNA质粒构建

原核（细菌）内重组-抗性转变

真核（细菌）内重组-Cre/Loxp
or Flp/Frt系统

细 胞 病 变 （ C P E ， c y t o p a t h i c e 
effect）：病毒在宿主细胞内大量增
殖，导致细胞病变甚至死亡的现象。开
始时，细胞核发生变化，染色质着边，
核浓缩，随后细胞膜发生变化，失去黏
附作用，细胞变大变圆，从培养瓶壁脱

落，或细胞互相整合等。
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qPCR 反应程序：

  循环参数

 预变性 95℃  3min

 95℃  5S

 60℃  15S

 72℃  15S+Plate Read

  39 个循环

4)  数据分析

病毒颗粒数的计算：病毒颗粒数 (VP/mL) = 与标准品相对值 ×1000

1.    腺病毒体外感染细胞

1)  腺病毒感染目的细胞预实验

不同细胞系细胞表面的腺病毒受体数量不同，这就决定了不同细胞系所使用的 MOI 会有所不同。

通常，易感染细胞系所使用的 MOI 范围为 10-100。 但是，对于某些难感染的细胞系，MOI 可能

需要高达 1000。对于大多数细胞系来说，最佳 MOI 的范围很窄。我们建议您查阅文献或者在正

式实验前，在目的细胞中用报告基因的腺病毒进行预实验摸最佳 MOI。

为了节省病毒，推荐使用 96 孔板进行预实验。操作步骤如下：

①   第一天  细胞的准备

将目的细胞接种于 96 孔板中，细胞融合率为 50% 较佳。为保证细胞生长良好，请保证细

胞贴壁过夜。

②   第二天  病毒的稀释

取出提前准备好的 96 孔板，用准备好的病毒稀释液替代旧培养液，注意保留未加入病毒的 

细胞孔作为对照组。

③   第二至四天 观察荧光或检测

腺病毒对细胞的感染较快，请在感染细胞后 12、24、36、48 小时分别观察细胞中荧光表达

情况（如果您选择的产品不带有荧光标签，请在 48、72、96、120 小时分别收获细胞并通

过 Western-Blot 或其他检测手段来检测基因表达）。

注意事项：感染前细胞的状态好坏对最终的感染效果高低影响很大，请务必保证加入病毒前，

细胞处于良好的生长状态。

2)  腺病毒感染目的细胞实验

进行腺病毒感染实验时可使用完全培养液（培养目的细胞用）稀释。培养液中的血清、双抗或

其他营养因子不会影响腺病毒的感染效率。以 24 孔培养板为例，进行 HEK293 细胞的感染实验

操作步骤如下：

注意事项：实验前请按照不同的 MOI 设置不同的感染孔，并根据 MOI 和细胞数量计算所需要

的病毒量。

最适病毒用量的计算公式： 病毒用量 pfu= 最佳 MOI× 细胞数目 / 病毒滴度

例如，如果您目的细胞的最佳 MOI=10，您需要感染 106 的细胞，那么您共计需要

107pfu 的病毒；如果病毒滴度为 1×1010 pfu/mL, 那么您实验需要的病毒量就是 1μl。

①   第一天  细胞的准备

在 24 孔培养板接种若干孔，每个孔内接种 3-5×104 个 HEK 293 细胞，铺板时细胞的融合

率为 50% 左右，每孔培养液体积为 300μL( 进行病毒感染时细胞的汇合度约为 70% )。

②   第二天  病毒的准备

根据实验的实际情况和 MOI 值，用培养液准确稀释腺病毒原液。 注意事项：可使用 PBS 缓

冲液或无血清培养液稀释病毒原液。

③   第二天  感染目的细胞 

在目的细胞和对照细胞中分别加入计算好的病毒液，混匀后放于 CO2 培养箱（37℃、5% 

CO2）孵育过夜。

注意事项：

1）感染前细胞的状态好坏对感染效率影响很大，请务必保证加入病毒前，细胞处于良好

的生长状态。

2）若病毒对目的细胞的感染效率较低，可通过提高 MOI 值提高病毒的感染效率，也可

在培养液中加入维真生物的助感染试剂 ADV-HR 来提高病毒的感染效率。

④   第三天  更换培养液

病毒感染细胞 12 小时后，更换培养液。

注意事项：换液具体时间需视细胞状态而定。如果腺病毒对细胞有明显毒性作用，影响细胞生

长状态，最短可于加病毒 4 小时后更换新鲜培养液。

⑤   第三天  感染效率检测

感染 24 小时后，可利用倒置荧光显微镜观察病毒感染目的细胞的效率。如选择的腺病毒载 

体不带有荧光标记，可以通过 Q-PCR( 定量 PCR) 检测目的基因的表达来评估感染效率。

3.    大量扩增及收毒步骤

1)  将收集起来的病毒上清平均滴加到10个10cm dish中, 混匀后置于CO2 培养箱中培养, 2-3天后收毒；

2)  收集有CPE的10个10cm dish细胞，用电动移液器转移至50ml离心管中，并做好相应的标记；

3)  3500rpm,离心7min，分别收集上清和细胞沉淀；

4)  病毒上清加入PEG8000和NaCl，混匀后4℃直立放置过夜；细胞沉淀置于-80℃保存备用。

4.    纯化前的处理

1)  病毒上清处理

① 第二天将 4℃过夜的上清离心，3500g，4℃，离心 30min；

② 离心后弃掉上清，收集病毒沉淀；

③ 用 2mL 冻存液将病毒沉淀重悬，收集到 15ml 管中备用。

2)  细胞沉淀处理

① 细胞沉淀用 6mL 腺病毒冻存液重悬，混匀，反复冻融四次；

② 冻融完毕后，3500g，4℃，离心 30min，分别收集上清和沉淀（细胞碎片）；

③ 上清与重悬后的病毒沉淀混合；细胞碎片用 2mL 冻存液进行重悬；

3)  超声破碎细胞

① 重悬后的细胞碎片超声波破碎 3-4 次，至液体不粘稠；

② 超声完毕后，将液体分装到 2 个 EP 管中，12000g，4℃离心 10min；

③ 离心完成后，与病毒上清和细胞沉淀处理后的样品混合。

5.    纯化与浓缩

1)  纯化——碘克沙醇密度梯度离心。

① 配制不同浓度的碘克沙醇；

② 取一个超离管，用电动移液器逐层、缓慢加入不同浓度的碘克沙醇；

③ 将处理好的病毒液加入到最上层；

④ 超速离心，48000rpm，2.5h。离心前应将对应的超离管配平，误差控制在 0.1g 以内。

2) 浓缩

① 离心完毕后，将超离管底用针头刺破，收集腺病毒所在层至 15mL 管中；

② 将收集的病毒液用冻存缓冲液稀释至体积 15mL，然后用 0.2μm 的滤膜过滤；

③ 将过滤后的液体置于一个 15mL 的超滤管中，3500g 离心 50min 进行浓缩，一般离心 2-3

次后达到预定体积；

④ 将超滤管中剩下的液体反复吹打后吸至病毒储存管中，标明名称和日期。

⑤ 将收集起来的病毒涡旋震荡混匀后离心，吸 10μL 病毒液进行滴度检测。

6.    病毒滴度检测

实时定量 PCR 法是一种简单的、高通量的测定病毒粗提裂解液和纯化病毒样本中腺病毒颗粒数量

的方法。每个模板的 Ct 值与该模板起始拷贝数的对数存在线性关系，利用已知起始拷贝数的标准

品可作出标准曲线，最后通过标准曲线对未知模板进行定量分析。

1)  去除游离 DNA 分子

先将病毒稀释 10 倍，以保证样品中游离的 DNA 充分降解：取 5μl 病毒至 45μl PBS 缓冲液中，充

分混匀。按以下体系配制 Mixture：

 组成成分 体积

 超纯水（DNase & RNase Free） 4 μl

 DNAaseI 1 μl

 10×DNAaseI Buffer 1μl

 病毒稀释液 4μl

 Total 10μl

37℃ 孵育 30 min，95℃加热 5min 使 DNA 酶失活。

2)  去除病毒蛋白外壳

向上述体系中再加入 1μl 蛋白酶 K（5μg/μl）。37℃ 孵育 30 min；再加 30ul 超纯水稀释至 40ul（至

此病毒原液稀释 100 倍），95℃加热 5 min 使蛋白酶 K 失活，然后 12000rpm，离心 2min，取上

清进行 qPCR 检测。

3)  qPCR

将步骤 2 得到的上清，取 5μl 进行 10 倍梯度稀释，即病毒原液稀释了 1000 倍。分别取 2μl 待测

样品及标准品作为模板进行 qPCR 检测。

qPCR 反应体系如下：

 组成成分 体积

 2 × SYBR Green mix 10 μl

 Primers (Forward & Reverse mixture) 0.8 μl

 超纯水（DNase & RNase Free） 7.2μl

 DNA 2μl

 Total 20μl
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1.    细胞转染（以转染 6 孔板为例）

1)  250μl DMEM 和 9μl PEI 配成 Mix1，静置 5min 以上。

2)  250μl DMEM 和 1μg 穿梭质粒、2μg 包装质粒（即腺病毒骨架质粒），配成 Mix2。

3)  将 Mix1 和 Mix2 混合，涡旋振荡混匀，瞬离后，静置 30min 以上，以便有充足的时间形成

DNA-PEI 复合物。

4)  静置期间铺 6 孔板 HEK293 细胞，细胞数约 0.3-0.5×106 个 / 孔（也可提前铺板）。

5)  将静置后的混合液逐滴加入至 6 孔板细胞中。十字混匀后置于 CO2 培养箱中培养。

2.    扩增、收毒步骤

1)   转染后约 14 天，将六孔板中有 CPE 的细胞连同培养基吹下加入至 10cm dish，混匀后置于 CO2 培

养箱中培养。

2)  收集有 CPE 的 10cm dish 细胞，用电动移液器转移至 15mL 离心管中，并做好相应的标记；

3)  3500rpm, 离心 7min；离心完成后，取出离心管，保留细胞沉淀，并将上清保存至其他离心管中备用。

4)  在细胞沉淀中加入腺病毒冻存液，用移液枪不断地吹打沉淀，保证完全回溶，吸到 1.5mL EP 管中。

5)  -80℃及 37℃反复冻融四次。

6)  冻融完成后，12000g 离心 2min。

7)  将上清用 1mL 枪移到二维码管中，存放于 -80℃的冰箱中。



qPCR 反应程序：

  循环参数

 预变性 95℃  3min

 95℃  5S

 60℃  15S

 72℃  15S+Plate Read

  39 个循环

4)  数据分析

病毒颗粒数的计算：病毒颗粒数 (VP/mL) = 与标准品相对值 ×1000

1.    腺病毒体外感染细胞

1)  腺病毒感染目的细胞预实验

不同细胞系细胞表面的腺病毒受体数量不同，这就决定了不同细胞系所使用的 MOI 会有所不同。

通常，易感染细胞系所使用的 MOI 范围为 10-100。 但是，对于某些难感染的细胞系，MOI 可能

需要高达 1000。对于大多数细胞系来说，最佳 MOI 的范围很窄。我们建议您查阅文献或者在正

式实验前，在目的细胞中用报告基因的腺病毒进行预实验摸最佳 MOI。

为了节省病毒，推荐使用 96 孔板进行预实验。操作步骤如下：

①   第一天  细胞的准备

将目的细胞接种于 96 孔板中，细胞融合率为 50% 较佳。为保证细胞生长良好，请保证细

胞贴壁过夜。

②   第二天  病毒的稀释

取出提前准备好的 96 孔板，用准备好的病毒稀释液替代旧培养液，注意保留未加入病毒的 

细胞孔作为对照组。

③   第二至四天 观察荧光或检测

腺病毒对细胞的感染较快，请在感染细胞后 12、24、36、48 小时分别观察细胞中荧光表达

情况（如果您选择的产品不带有荧光标签，请在 48、72、96、120 小时分别收获细胞并通

过 Western-Blot 或其他检测手段来检测基因表达）。

注意事项：感染前细胞的状态好坏对最终的感染效果高低影响很大，请务必保证加入病毒前，

细胞处于良好的生长状态。

2)  腺病毒感染目的细胞实验

进行腺病毒感染实验时可使用完全培养液（培养目的细胞用）稀释。培养液中的血清、双抗或

其他营养因子不会影响腺病毒的感染效率。以 24 孔培养板为例，进行 HEK293 细胞的感染实验

操作步骤如下：

注意事项：实验前请按照不同的 MOI 设置不同的感染孔，并根据 MOI 和细胞数量计算所需要

的病毒量。

最适病毒用量的计算公式： 病毒用量 pfu= 最佳 MOI× 细胞数目 / 病毒滴度

例如，如果您目的细胞的最佳 MOI=10，您需要感染 106 的细胞，那么您共计需要

107pfu 的病毒；如果病毒滴度为 1×1010 pfu/mL, 那么您实验需要的病毒量就是 1μl。

①   第一天  细胞的准备

在 24 孔培养板接种若干孔，每个孔内接种 3-5×104 个 HEK 293 细胞，铺板时细胞的融合

率为 50% 左右，每孔培养液体积为 300μL( 进行病毒感染时细胞的汇合度约为 70% )。

②   第二天  病毒的准备

根据实验的实际情况和 MOI 值，用培养液准确稀释腺病毒原液。 注意事项：可使用 PBS 缓

冲液或无血清培养液稀释病毒原液。

③   第二天  感染目的细胞 

在目的细胞和对照细胞中分别加入计算好的病毒液，混匀后放于 CO2 培养箱（37℃、5% 

CO2）孵育过夜。

注意事项：

1）感染前细胞的状态好坏对感染效率影响很大，请务必保证加入病毒前，细胞处于良好

的生长状态。

2）若病毒对目的细胞的感染效率较低，可通过提高 MOI 值提高病毒的感染效率，也可

在培养液中加入维真生物的助感染试剂 ADV-HR 来提高病毒的感染效率。

④   第三天  更换培养液

病毒感染细胞 12 小时后，更换培养液。

注意事项：换液具体时间需视细胞状态而定。如果腺病毒对细胞有明显毒性作用，影响细胞生

长状态，最短可于加病毒 4 小时后更换新鲜培养液。

⑤   第三天  感染效率检测

感染 24 小时后，可利用倒置荧光显微镜观察病毒感染目的细胞的效率。如选择的腺病毒载 

体不带有荧光标记，可以通过 Q-PCR( 定量 PCR) 检测目的基因的表达来评估感染效率。
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3.    大量扩增及收毒步骤

1)  将收集起来的病毒上清平均滴加到10个10cm dish中, 混匀后置于CO2 培养箱中培养, 2-3天后收毒；

2)  收集有CPE的10个10cm dish细胞，用电动移液器转移至50ml离心管中，并做好相应的标记；

3)  3500rpm,离心7min，分别收集上清和细胞沉淀；

4)  病毒上清加入PEG8000和NaCl，混匀后4℃直立放置过夜；细胞沉淀置于-80℃保存备用。

4.    纯化前的处理

1)  病毒上清处理

① 第二天将 4℃过夜的上清离心，3500g，4℃，离心 30min；

② 离心后弃掉上清，收集病毒沉淀；

③ 用 2mL 冻存液将病毒沉淀重悬，收集到 15ml 管中备用。

2)  细胞沉淀处理

① 细胞沉淀用 6mL 腺病毒冻存液重悬，混匀，反复冻融四次；

② 冻融完毕后，3500g，4℃，离心 30min，分别收集上清和沉淀（细胞碎片）；

③ 上清与重悬后的病毒沉淀混合；细胞碎片用 2mL 冻存液进行重悬；

3)  超声破碎细胞

① 重悬后的细胞碎片超声波破碎 3-4 次，至液体不粘稠；

② 超声完毕后，将液体分装到 2 个 EP 管中，12000g，4℃离心 10min；

③ 离心完成后，与病毒上清和细胞沉淀处理后的样品混合。

5.    纯化与浓缩

1)  纯化——碘克沙醇密度梯度离心。

① 配制不同浓度的碘克沙醇；

② 取一个超离管，用电动移液器逐层、缓慢加入不同浓度的碘克沙醇；

③ 将处理好的病毒液加入到最上层；

④ 超速离心，48000rpm，2.5h。离心前应将对应的超离管配平，误差控制在 0.1g 以内。

2) 浓缩

① 离心完毕后，将超离管底用针头刺破，收集腺病毒所在层至 15mL 管中；

② 将收集的病毒液用冻存缓冲液稀释至体积 15mL，然后用 0.2μm 的滤膜过滤；

③ 将过滤后的液体置于一个 15mL 的超滤管中，3500g 离心 50min 进行浓缩，一般离心 2-3

次后达到预定体积；

④ 将超滤管中剩下的液体反复吹打后吸至病毒储存管中，标明名称和日期。

⑤ 将收集起来的病毒涡旋震荡混匀后离心，吸 10μL 病毒液进行滴度检测。

6.    病毒滴度检测

实时定量 PCR 法是一种简单的、高通量的测定病毒粗提裂解液和纯化病毒样本中腺病毒颗粒数量

的方法。每个模板的 Ct 值与该模板起始拷贝数的对数存在线性关系，利用已知起始拷贝数的标准

品可作出标准曲线，最后通过标准曲线对未知模板进行定量分析。

1)  去除游离 DNA 分子

先将病毒稀释 10 倍，以保证样品中游离的 DNA 充分降解：取 5μl 病毒至 45μl PBS 缓冲液中，充

分混匀。按以下体系配制 Mixture：

 组成成分 体积

 超纯水（DNase & RNase Free） 4 μl

 DNAaseI 1 μl

 10×DNAaseI Buffer 1μl

 病毒稀释液 4μl

 Total 10μl

37℃ 孵育 30 min，95℃加热 5min 使 DNA 酶失活。

2)  去除病毒蛋白外壳

向上述体系中再加入 1μl 蛋白酶 K（5μg/μl）。37℃ 孵育 30 min；再加 30ul 超纯水稀释至 40ul（至

此病毒原液稀释 100 倍），95℃加热 5 min 使蛋白酶 K 失活，然后 12000rpm，离心 2min，取上

清进行 qPCR 检测。

3)  qPCR

将步骤 2 得到的上清，取 5μl 进行 10 倍梯度稀释，即病毒原液稀释了 1000 倍。分别取 2μl 待测

样品及标准品作为模板进行 qPCR 检测。

qPCR 反应体系如下：

 组成成分 体积

 2 × SYBR Green mix 10 μl

 Primers (Forward & Reverse mixture) 0.8 μl

 超纯水（DNase & RNase Free） 7.2μl

 DNA 2μl

 Total 20μl
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1.    细胞转染（以转染 6 孔板为例）

1)  250μl DMEM 和 9μl PEI 配成 Mix1，静置 5min 以上。

2)  250μl DMEM 和 1μg 穿梭质粒、2μg 包装质粒（即腺病毒骨架质粒），配成 Mix2。

3)  将 Mix1 和 Mix2 混合，涡旋振荡混匀，瞬离后，静置 30min 以上，以便有充足的时间形成

DNA-PEI 复合物。

4)  静置期间铺 6 孔板 HEK293 细胞，细胞数约 0.3-0.5×106 个 / 孔（也可提前铺板）。

5)  将静置后的混合液逐滴加入至 6 孔板细胞中。十字混匀后置于 CO2 培养箱中培养。

2.    扩增、收毒步骤

1)   转染后约 14 天，将六孔板中有 CPE 的细胞连同培养基吹下加入至 10cm dish，混匀后置于 CO2 培

养箱中培养。

2)  收集有 CPE 的 10cm dish 细胞，用电动移液器转移至 15mL 离心管中，并做好相应的标记；

3)  3500rpm, 离心 7min；离心完成后，取出离心管，保留细胞沉淀，并将上清保存至其他离心管中备用。

4)  在细胞沉淀中加入腺病毒冻存液，用移液枪不断地吹打沉淀，保证完全回溶，吸到 1.5mL EP 管中。

5)  -80℃及 37℃反复冻融四次。

6)  冻融完成后，12000g 离心 2min。

7)  将上清用 1mL 枪移到二维码管中，存放于 -80℃的冰箱中。
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qPCR 反应程序：

  循环参数

 预变性 95℃  3min

 95℃  5S

 60℃  15S

 72℃  15S+Plate Read

  39 个循环

4)  数据分析

病毒颗粒数的计算：病毒颗粒数 (VP/mL) = 与标准品相对值 ×1000

1.    腺病毒体外感染细胞

1)  腺病毒感染目的细胞预实验

不同细胞系细胞表面的腺病毒受体数量不同，这就决定了不同细胞系所使用的 MOI 会有所不同。

通常，易感染细胞系所使用的 MOI 范围为 10-100。 但是，对于某些难感染的细胞系，MOI 可能

需要高达 1000。对于大多数细胞系来说，最佳 MOI 的范围很窄。我们建议您查阅文献或者在正

式实验前，在目的细胞中用报告基因的腺病毒进行预实验摸最佳 MOI。

为了节省病毒，推荐使用 96 孔板进行预实验。操作步骤如下：

①   第一天  细胞的准备

将目的细胞接种于 96 孔板中，细胞融合率为 50% 较佳。为保证细胞生长良好，请保证细

胞贴壁过夜。

②   第二天  病毒的稀释

取出提前准备好的 96 孔板，用准备好的病毒稀释液替代旧培养液，注意保留未加入病毒的 

细胞孔作为对照组。

③   第二至四天 观察荧光或检测

腺病毒对细胞的感染较快，请在感染细胞后 12、24、36、48 小时分别观察细胞中荧光表达

情况（如果您选择的产品不带有荧光标签，请在 48、72、96、120 小时分别收获细胞并通

过 Western-Blot 或其他检测手段来检测基因表达）。

注意事项：感染前细胞的状态好坏对最终的感染效果高低影响很大，请务必保证加入病毒前，

细胞处于良好的生长状态。

2)  腺病毒感染目的细胞实验

进行腺病毒感染实验时可使用完全培养液（培养目的细胞用）稀释。培养液中的血清、双抗或

其他营养因子不会影响腺病毒的感染效率。以 24 孔培养板为例，进行 HEK293 细胞的感染实验

操作步骤如下：

注意事项：实验前请按照不同的 MOI 设置不同的感染孔，并根据 MOI 和细胞数量计算所需要

的病毒量。

最适病毒用量的计算公式： 病毒用量 pfu= 最佳 MOI× 细胞数目 / 病毒滴度

例如，如果您目的细胞的最佳 MOI=10，您需要感染 106 的细胞，那么您共计需要

107pfu 的病毒；如果病毒滴度为 1×1010 pfu/mL, 那么您实验需要的病毒量就是 1μl。

①   第一天  细胞的准备

在 24 孔培养板接种若干孔，每个孔内接种 3-5×104 个 HEK 293 细胞，铺板时细胞的融合

率为 50% 左右，每孔培养液体积为 300μL( 进行病毒感染时细胞的汇合度约为 70% )。

②   第二天  病毒的准备

根据实验的实际情况和 MOI 值，用培养液准确稀释腺病毒原液。 注意事项：可使用 PBS 缓

冲液或无血清培养液稀释病毒原液。

③   第二天  感染目的细胞 

在目的细胞和对照细胞中分别加入计算好的病毒液，混匀后放于 CO2 培养箱（37℃、5% 

CO2）孵育过夜。

注意事项：

1）感染前细胞的状态好坏对感染效率影响很大，请务必保证加入病毒前，细胞处于良好

的生长状态。

2）若病毒对目的细胞的感染效率较低，可通过提高 MOI 值提高病毒的感染效率，也可

在培养液中加入维真生物的助感染试剂 ADV-HR 来提高病毒的感染效率。

④   第三天  更换培养液

病毒感染细胞 12 小时后，更换培养液。

注意事项：换液具体时间需视细胞状态而定。如果腺病毒对细胞有明显毒性作用，影响细胞生

长状态，最短可于加病毒 4 小时后更换新鲜培养液。

⑤   第三天  感染效率检测

感染 24 小时后，可利用倒置荧光显微镜观察病毒感染目的细胞的效率。如选择的腺病毒载 

体不带有荧光标记，可以通过 Q-PCR( 定量 PCR) 检测目的基因的表达来评估感染效率。

3.    大量扩增及收毒步骤

1)  将收集起来的病毒上清平均滴加到10个10cm dish中, 混匀后置于CO2 培养箱中培养, 2-3天后收毒；

2)  收集有CPE的10个10cm dish细胞，用电动移液器转移至50ml离心管中，并做好相应的标记；

3)  3500rpm,离心7min，分别收集上清和细胞沉淀；

4)  病毒上清加入PEG8000和NaCl，混匀后4℃直立放置过夜；细胞沉淀置于-80℃保存备用。

4.    纯化前的处理

1)  病毒上清处理

① 第二天将 4℃过夜的上清离心，3500g，4℃，离心 30min；

② 离心后弃掉上清，收集病毒沉淀；

③ 用 2mL 冻存液将病毒沉淀重悬，收集到 15ml 管中备用。

2)  细胞沉淀处理

① 细胞沉淀用 6mL 腺病毒冻存液重悬，混匀，反复冻融四次；

② 冻融完毕后，3500g，4℃，离心 30min，分别收集上清和沉淀（细胞碎片）；

③ 上清与重悬后的病毒沉淀混合；细胞碎片用 2mL 冻存液进行重悬；

3)  超声破碎细胞

① 重悬后的细胞碎片超声波破碎 3-4 次，至液体不粘稠；

② 超声完毕后，将液体分装到 2 个 EP 管中，12000g，4℃离心 10min；

③ 离心完成后，与病毒上清和细胞沉淀处理后的样品混合。

5.    纯化与浓缩

1)  纯化——碘克沙醇密度梯度离心。

① 配制不同浓度的碘克沙醇；

② 取一个超离管，用电动移液器逐层、缓慢加入不同浓度的碘克沙醇；

③ 将处理好的病毒液加入到最上层；

④ 超速离心，48000rpm，2.5h。离心前应将对应的超离管配平，误差控制在 0.1g 以内。

2) 浓缩

① 离心完毕后，将超离管底用针头刺破，收集腺病毒所在层至 15mL 管中；

② 将收集的病毒液用冻存缓冲液稀释至体积 15mL，然后用 0.2μm 的滤膜过滤；

③ 将过滤后的液体置于一个 15mL 的超滤管中，3500g 离心 50min 进行浓缩，一般离心 2-3

次后达到预定体积；

④ 将超滤管中剩下的液体反复吹打后吸至病毒储存管中，标明名称和日期。

⑤ 将收集起来的病毒涡旋震荡混匀后离心，吸 10μL 病毒液进行滴度检测。

6.    病毒滴度检测

实时定量 PCR 法是一种简单的、高通量的测定病毒粗提裂解液和纯化病毒样本中腺病毒颗粒数量

的方法。每个模板的 Ct 值与该模板起始拷贝数的对数存在线性关系，利用已知起始拷贝数的标准

品可作出标准曲线，最后通过标准曲线对未知模板进行定量分析。

1)  去除游离 DNA 分子

先将病毒稀释 10 倍，以保证样品中游离的 DNA 充分降解：取 5μl 病毒至 45μl PBS 缓冲液中，充

分混匀。按以下体系配制 Mixture：

 组成成分 体积

 超纯水（DNase & RNase Free） 4 μl

 DNAaseI 1 μl

 10×DNAaseI Buffer 1μl

 病毒稀释液 4μl

 Total 10μl

37℃ 孵育 30 min，95℃加热 5min 使 DNA 酶失活。

2)  去除病毒蛋白外壳

向上述体系中再加入 1μl 蛋白酶 K（5μg/μl）。37℃ 孵育 30 min；再加 30ul 超纯水稀释至 40ul（至

此病毒原液稀释 100 倍），95℃加热 5 min 使蛋白酶 K 失活，然后 12000rpm，离心 2min，取上

清进行 qPCR 检测。

3)  qPCR

将步骤 2 得到的上清，取 5μl 进行 10 倍梯度稀释，即病毒原液稀释了 1000 倍。分别取 2μl 待测

样品及标准品作为模板进行 qPCR 检测。

qPCR 反应体系如下：

 组成成分 体积

 2 × SYBR Green mix 10 μl

 Primers (Forward & Reverse mixture) 0.8 μl

 超纯水（DNase & RNase Free） 7.2μl

 DNA 2μl

 Total 20μl

腺 病 毒

案 例 分 享

注：部分为行业优秀案例分享，并未使用维真生物产品，在此仅供参考。

■  分子克隆  ■  腺病毒  ■  慢病毒  ■  腺相关病毒  ■

1.    细胞转染（以转染 6 孔板为例）

1)  250μl DMEM 和 9μl PEI 配成 Mix1，静置 5min 以上。

2)  250μl DMEM 和 1μg 穿梭质粒、2μg 包装质粒（即腺病毒骨架质粒），配成 Mix2。

3)  将 Mix1 和 Mix2 混合，涡旋振荡混匀，瞬离后，静置 30min 以上，以便有充足的时间形成

DNA-PEI 复合物。

4)  静置期间铺 6 孔板 HEK293 细胞，细胞数约 0.3-0.5×106 个 / 孔（也可提前铺板）。

5)  将静置后的混合液逐滴加入至 6 孔板细胞中。十字混匀后置于 CO2 培养箱中培养。

2.    扩增、收毒步骤

1)   转染后约 14 天，将六孔板中有 CPE 的细胞连同培养基吹下加入至 10cm dish，混匀后置于 CO2 培

养箱中培养。

2)  收集有 CPE 的 10cm dish 细胞，用电动移液器转移至 15mL 离心管中，并做好相应的标记；

3)  3500rpm, 离心 7min；离心完成后，取出离心管，保留细胞沉淀，并将上清保存至其他离心管中备用。

4)  在细胞沉淀中加入腺病毒冻存液，用移液枪不断地吹打沉淀，保证完全回溶，吸到 1.5mL EP 管中。

5)  -80℃及 37℃反复冻融四次。

6)  冻融完成后，12000g 离心 2min。

7)  将上清用 1mL 枪移到二维码管中，存放于 -80℃的冰箱中。

1. Vigene 腺病毒感染 HepG2、A549 和 Hela 细胞

因腺病毒种类、实验条件、细胞状态、实验人员熟练程度等的不同，以下 MOI 仅供参考。

务必于实验前进行 MOI 摸索预实验。

种属：小鼠

病毒滴度：1×1010PFU/mL

注射剂量：病毒原液 10μL

注射方法：皮下注射

取材时间：注射一周后取材拍照

病毒滴度：3.7×1012VP/mL     检测时间：感染后 24h 及 120h 拍照

注：0.1μL 病毒体积为梯度稀释后获得，并非使用移液器直接吸取。

 实验规模 每孔 Vigene 腺病毒量 每孔培养基定量
  （联合 ADV-HR 的使用时）

 96 孔板 0.1μL 100μL

 48 孔板 0.4μL 200μL

 24 孔板 1μL 500μL

 6 孔板 5μL 2mL
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HepG2  [ADV-HR(1.5×10-2mg/mL)]

 24 hours 120 hours

0μL/96 W
ell

0.1μL/96 W
ell

 24 hours 120 hours

A549  [ADV-HR(1.5×10-2mg/mL)]

0μL/96 W
ell

0.1μL/96 W
ell

 24 hours 120 hours

Hela  [ADV-HR(1.5×10-2mg/mL)]
0μL/96 W

ell
0.1μL/96 W

ell



病毒滴度：1×1010pfu/mL 检测时间：感染后 48h 拍摄 病毒量：6μL

3. 自噬双标腺病毒体外感染神经元细胞

qPCR 反应程序：

  循环参数

 预变性 95℃  3min

 95℃  5S

 60℃  15S

 72℃  15S+Plate Read

  39 个循环

4)  数据分析

病毒颗粒数的计算：病毒颗粒数 (VP/mL) = 与标准品相对值 ×1000

1.    腺病毒体外感染细胞

1)  腺病毒感染目的细胞预实验

不同细胞系细胞表面的腺病毒受体数量不同，这就决定了不同细胞系所使用的 MOI 会有所不同。

通常，易感染细胞系所使用的 MOI 范围为 10-100。 但是，对于某些难感染的细胞系，MOI 可能

需要高达 1000。对于大多数细胞系来说，最佳 MOI 的范围很窄。我们建议您查阅文献或者在正

式实验前，在目的细胞中用报告基因的腺病毒进行预实验摸最佳 MOI。

为了节省病毒，推荐使用 96 孔板进行预实验。操作步骤如下：

①   第一天  细胞的准备

将目的细胞接种于 96 孔板中，细胞融合率为 50% 较佳。为保证细胞生长良好，请保证细

胞贴壁过夜。

②   第二天  病毒的稀释

取出提前准备好的 96 孔板，用准备好的病毒稀释液替代旧培养液，注意保留未加入病毒的 

细胞孔作为对照组。

③   第二至四天 观察荧光或检测

腺病毒对细胞的感染较快，请在感染细胞后 12、24、36、48 小时分别观察细胞中荧光表达

情况（如果您选择的产品不带有荧光标签，请在 48、72、96、120 小时分别收获细胞并通

过 Western-Blot 或其他检测手段来检测基因表达）。

注意事项：感染前细胞的状态好坏对最终的感染效果高低影响很大，请务必保证加入病毒前，

细胞处于良好的生长状态。

2)  腺病毒感染目的细胞实验

进行腺病毒感染实验时可使用完全培养液（培养目的细胞用）稀释。培养液中的血清、双抗或

其他营养因子不会影响腺病毒的感染效率。以 24 孔培养板为例，进行 HEK293 细胞的感染实验

操作步骤如下：

注意事项：实验前请按照不同的 MOI 设置不同的感染孔，并根据 MOI 和细胞数量计算所需要

的病毒量。

最适病毒用量的计算公式： 病毒用量 pfu= 最佳 MOI× 细胞数目 / 病毒滴度

例如，如果您目的细胞的最佳 MOI=10，您需要感染 106 的细胞，那么您共计需要

107pfu 的病毒；如果病毒滴度为 1×1010 pfu/mL, 那么您实验需要的病毒量就是 1μl。

①   第一天  细胞的准备

在 24 孔培养板接种若干孔，每个孔内接种 3-5×104 个 HEK 293 细胞，铺板时细胞的融合

率为 50% 左右，每孔培养液体积为 300μL( 进行病毒感染时细胞的汇合度约为 70% )。

②   第二天  病毒的准备

根据实验的实际情况和 MOI 值，用培养液准确稀释腺病毒原液。 注意事项：可使用 PBS 缓

冲液或无血清培养液稀释病毒原液。

③   第二天  感染目的细胞 

在目的细胞和对照细胞中分别加入计算好的病毒液，混匀后放于 CO2 培养箱（37℃、5% 

CO2）孵育过夜。

注意事项：

1）感染前细胞的状态好坏对感染效率影响很大，请务必保证加入病毒前，细胞处于良好

的生长状态。

2）若病毒对目的细胞的感染效率较低，可通过提高 MOI 值提高病毒的感染效率，也可

在培养液中加入维真生物的助感染试剂 ADV-HR 来提高病毒的感染效率。

④   第三天  更换培养液

病毒感染细胞 12 小时后，更换培养液。

注意事项：换液具体时间需视细胞状态而定。如果腺病毒对细胞有明显毒性作用，影响细胞生

长状态，最短可于加病毒 4 小时后更换新鲜培养液。

⑤   第三天  感染效率检测

感染 24 小时后，可利用倒置荧光显微镜观察病毒感染目的细胞的效率。如选择的腺病毒载 

体不带有荧光标记，可以通过 Q-PCR( 定量 PCR) 检测目的基因的表达来评估感染效率。

3.    大量扩增及收毒步骤

1)  将收集起来的病毒上清平均滴加到10个10cm dish中, 混匀后置于CO2 培养箱中培养, 2-3天后收毒；

2)  收集有CPE的10个10cm dish细胞，用电动移液器转移至50ml离心管中，并做好相应的标记；

3)  3500rpm,离心7min，分别收集上清和细胞沉淀；

4)  病毒上清加入PEG8000和NaCl，混匀后4℃直立放置过夜；细胞沉淀置于-80℃保存备用。

4.    纯化前的处理

1)  病毒上清处理

① 第二天将 4℃过夜的上清离心，3500g，4℃，离心 30min；

② 离心后弃掉上清，收集病毒沉淀；

③ 用 2mL 冻存液将病毒沉淀重悬，收集到 15ml 管中备用。

2)  细胞沉淀处理

① 细胞沉淀用 6mL 腺病毒冻存液重悬，混匀，反复冻融四次；

② 冻融完毕后，3500g，4℃，离心 30min，分别收集上清和沉淀（细胞碎片）；

③ 上清与重悬后的病毒沉淀混合；细胞碎片用 2mL 冻存液进行重悬；

3)  超声破碎细胞

① 重悬后的细胞碎片超声波破碎 3-4 次，至液体不粘稠；

② 超声完毕后，将液体分装到 2 个 EP 管中，12000g，4℃离心 10min；

③ 离心完成后，与病毒上清和细胞沉淀处理后的样品混合。

5.    纯化与浓缩

1)  纯化——碘克沙醇密度梯度离心。

① 配制不同浓度的碘克沙醇；

② 取一个超离管，用电动移液器逐层、缓慢加入不同浓度的碘克沙醇；

③ 将处理好的病毒液加入到最上层；

④ 超速离心，48000rpm，2.5h。离心前应将对应的超离管配平，误差控制在 0.1g 以内。

2) 浓缩

① 离心完毕后，将超离管底用针头刺破，收集腺病毒所在层至 15mL 管中；

② 将收集的病毒液用冻存缓冲液稀释至体积 15mL，然后用 0.2μm 的滤膜过滤；

③ 将过滤后的液体置于一个 15mL 的超滤管中，3500g 离心 50min 进行浓缩，一般离心 2-3

次后达到预定体积；

④ 将超滤管中剩下的液体反复吹打后吸至病毒储存管中，标明名称和日期。

⑤ 将收集起来的病毒涡旋震荡混匀后离心，吸 10μL 病毒液进行滴度检测。

6.    病毒滴度检测

实时定量 PCR 法是一种简单的、高通量的测定病毒粗提裂解液和纯化病毒样本中腺病毒颗粒数量

的方法。每个模板的 Ct 值与该模板起始拷贝数的对数存在线性关系，利用已知起始拷贝数的标准

品可作出标准曲线，最后通过标准曲线对未知模板进行定量分析。

1)  去除游离 DNA 分子

先将病毒稀释 10 倍，以保证样品中游离的 DNA 充分降解：取 5μl 病毒至 45μl PBS 缓冲液中，充

分混匀。按以下体系配制 Mixture：

 组成成分 体积

 超纯水（DNase & RNase Free） 4 μl

 DNAaseI 1 μl

 10×DNAaseI Buffer 1μl

 病毒稀释液 4μl

 Total 10μl

37℃ 孵育 30 min，95℃加热 5min 使 DNA 酶失活。

2)  去除病毒蛋白外壳

向上述体系中再加入 1μl 蛋白酶 K（5μg/μl）。37℃ 孵育 30 min；再加 30ul 超纯水稀释至 40ul（至

此病毒原液稀释 100 倍），95℃加热 5 min 使蛋白酶 K 失活，然后 12000rpm，离心 2min，取上

清进行 qPCR 检测。

3)  qPCR

将步骤 2 得到的上清，取 5μl 进行 10 倍梯度稀释，即病毒原液稀释了 1000 倍。分别取 2μl 待测

样品及标准品作为模板进行 qPCR 检测。

qPCR 反应体系如下：

 组成成分 体积

 2 × SYBR Green mix 10 μl

 Primers (Forward & Reverse mixture) 0.8 μl

 超纯水（DNase & RNase Free） 7.2μl

 DNA 2μl

 Total 20μl

1.    细胞转染（以转染 6 孔板为例）

1)  250μl DMEM 和 9μl PEI 配成 Mix1，静置 5min 以上。

2)  250μl DMEM 和 1μg 穿梭质粒、2μg 包装质粒（即腺病毒骨架质粒），配成 Mix2。

3)  将 Mix1 和 Mix2 混合，涡旋振荡混匀，瞬离后，静置 30min 以上，以便有充足的时间形成

DNA-PEI 复合物。

4)  静置期间铺 6 孔板 HEK293 细胞，细胞数约 0.3-0.5×106 个 / 孔（也可提前铺板）。

5)  将静置后的混合液逐滴加入至 6 孔板细胞中。十字混匀后置于 CO2 培养箱中培养。

2.    扩增、收毒步骤

1)   转染后约 14 天，将六孔板中有 CPE 的细胞连同培养基吹下加入至 10cm dish，混匀后置于 CO2 培

养箱中培养。

2)  收集有 CPE 的 10cm dish 细胞，用电动移液器转移至 15mL 离心管中，并做好相应的标记；

3)  3500rpm, 离心 7min；离心完成后，取出离心管，保留细胞沉淀，并将上清保存至其他离心管中备用。

4)  在细胞沉淀中加入腺病毒冻存液，用移液枪不断地吹打沉淀，保证完全回溶，吸到 1.5mL EP 管中。

5)  -80℃及 37℃反复冻融四次。

6)  冻融完成后，12000g 离心 2min。

7)  将上清用 1mL 枪移到二维码管中，存放于 -80℃的冰箱中。
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滴度：1×1010pfu/mL 目的细胞：jurkat 细胞（急性 T 细胞白血病细胞系）

病毒量：5μL（24 孔板） 检测时间：感染后 48h

2. Ad5/F35 GFP 腺病毒感染 jurkat 细胞

病毒滴度：1×1010pfu/mL ①: 稀释 10 倍； ②: 稀释 100 倍

4. GFP 腺病毒感染牛脂肪细胞

①

②

滴度：1.0×1010vp/mL 以上         目的细胞：人牙周膜干细胞         检测时间：感染后 84h

5. GFP 腺病毒感染人牙周膜干细胞

2 周起   发货，质量保证
20余种载体可供选择               12000余种腺病毒现货

滴度高达1.0×1010PFU/mL

MOI=50 MOI=100 MOI=150



为保证病毒活性，Vigenebio 病毒产品均通过干冰快递

运输，请于收到产品后，第一时间在 BL2 生物安全柜中

根据实验所需量将病毒进行分装。分装时请将病毒始终

放置在冰上，分装的病毒可在 4℃保存 3 天，其余病毒

请于液氮或 -80℃冰箱冻存。请避免反复冻融，否则会

影响病毒滴度。在未反复冻融情况下，-80 ℃可以有效

保存 6 个月，超出该储存时间则需重新进行质控鉴定。

V i g e n e b i o

腺 病 毒

运 输 & 储 存

■  分子克隆  ■  腺病毒  ■  慢病毒  ■  腺相关病毒  ■
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拍摄时间：感染后 24h  MOI：10 感染细胞：新生小鼠心肌细胞 NRCs

6. 腺病毒体外感染心脏心肌细胞

注射方式：尾静脉注射小鼠 16 天 注射量：1.0×109PFU/ 只

A. 肺转移病灶 B. 肺组织 HE 染色

《Endothelial Cell-Anchored Tissue Factor Pathway Inhibitor Regulates Tumor Metastasis to the Lung in Mice》2015

7. 腺病毒感染小鼠肺脏

 AdTFPI(G2) AdTFPI(G3) 

 Bright GFP

Sh-NC（MOI=10）

 Bright GFP

Sh-Beclin 1（MOI=10）

A B

注射方式：静脉注射  注射量：1×109pfu  检测部位：小鼠肾组织

《MiR-130b ameliorates murine lupus nephritis through targeting type I interferon pathway on resident renal 

cells.》2016

8. 腺病毒感染小鼠肾脏

 Ctrl-adv IFN-adv NC agomirs  IFN-adv miR-130b agomirs

IR
F



■  分子克隆  ■  腺病毒  ■  慢病毒  ■  腺相关病毒  ■

1. 外源基因需要瞬时表达还是稳定的基因表达？

2. 需转染分裂细胞还是非分裂的细胞？

3. 靶细胞的潜在免疫原性如何？

4. 病毒用来进行体内还是体外基因传递？

V i g e n e b i o

腺 病 毒

常 见 问 题 解 答

1)  从 Vigenebio 购买的人类 ORF 开放阅读框克隆的序列与参考序列完全一致吗？

克隆序列并不总是与 RefSeq 的公布的序列完全一致。Vigenebio 的大部分人类 ORF 克隆的序

列与 NCBI 公布的参考序列完全匹配，但部分克隆的序列含有 SNP 单核苷酸多态性，存在短序

列的插入或缺失。Vigenebio 的人类 ORF 的亚克隆模板来自哺乳动物 MGC 库或 cDNA 文库，

序列的差别反映了来自不同组织和不同个体的差异。

2)  Vigenebio 所有的人类 ORF 克隆都已全长测序验证了吗？

是的。Vigenebio 所有的人类 ORF 克隆都已通过全长序列测序。每个克隆首先用 Sanger 法对

两端序列进行测序验证，然后通过 NextGene 二代测序方法对全长序列测序。每个克隆的测序

结果已在我们的官方网站 www.vigenebio.cn 上公布。Vigene 克隆的序列与参考序列之间的差

异也可在网站上查阅。提交您的订单前，我们强烈建议您下载我们的序列并比对差异。

3)  在什么情况下可以选用腺病毒载体作为将外源基因导入细胞的工具？

腺病毒载体能感染分裂和非分裂细胞。它适用于体内和体外基因传递，转染效率高，对外源基

因瞬时表达量高。但相对于其他病毒载体系统，腺病毒载体在靶细胞中具有相对较高的免疫原性。

当有以下实验要求时，可以考虑使用腺病毒替代慢病毒：

① 需缩短实验周期

慢病毒感染效率约 70% 左右，不能直接进行后续实验，需筛选稳定细胞株，而筛选时间至少为

两周。而腺病毒感染效率高，在很多细胞株中的效率可以达到 99%，可直接进行后续实验，节

约经济成本和时间成本。

② 需进行动物实验

用于动物实验的病毒需具有较高的滴度，才能达到使用最小体积注射的目的。目前，慢病毒能

达到的较高有效滴度通常在 108TU/mL 左右，如选用慢病毒，约需 1mL 病毒注射体积。大体积

的液体量对于动物是有害的，尤其是注射脑部。腺病毒的滴度可达 1011PFU/mL，应用于动物实

验时，每只小鼠只需要 1μL，而每只大鼠 10μL 即可。不仅如此，腺病毒可进行扩增纯化，从而

避免重新包装，以节约经济成本和时间成本。

请参阅下面的表格，选择适合您的病毒载体。
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病毒表达系统

病毒基因组

病毒外壳

基因组大小

包装容量

感染的细胞类型

整合至宿主基因组

表达丰度

表达时间

外源基因持续表达时间

免疫反应

相对病毒滴度

生物安全等级

腺病毒

dsDNA

无

38-39kb

7.5kb

分裂细胞和非分裂细胞

非整合

高水平表达

快（1-2 天）

短暂

较高

10E10pfu/mL

BSL-2

腺相关病毒

ssDNA

无

5kb

4.5kb

分裂细胞和非分裂细胞

非整合

高水平表达

1-2 周（体内）

潜在的持久

极低

10E13VG/mL

BSL-1

慢病毒 

ssRNA

具有包膜蛋白

9kb

6kb

分裂细胞和非分裂细胞

整合

中到高水平表达

慢（2-4 天）

长久

低

10E8TU/mL

BSL-2



Vigenebio可为客户提供定制过表达和干扰的腺病毒，

此外，更有12000余种人源预制ORF腺病毒、各种工具

病毒供您选择。

V i g e n e b i o

腺 病 毒

产 品 分 类

■  分子克隆  ■  腺病毒  ■  慢病毒  ■  腺相关病毒  ■

腺病毒过表达服务

腺病毒干扰服务

现货腺病毒

 人源ORF 自噬单双标 Cre

现货服务

发货快：12000余种现货，快速发货 滴度高：1.0×1012VP/mL以上

纯度高：病毒纯化，可用于体内实验

定制服务
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pENTER
7510bp

Kanamycin

pBR322 origin

Swa l
Pac I Left Arm

ITR

Pme l
I-Sce l

Puromycin

SV40

I-Sce l
Pme l

Right Arm

SV40 PolyA
MCS

CMV

ITR

Pac l
Swa l

AsiS l
Asc l
RSR ll
Mlu l
Not l
Xho l

T7

pMIR-GFP
8230 bp

Kanamycin

pBR322 origin

Swa l
Pac I

Left Arm

ITR

Pme l
I-Sce l

Puromycin

SV40
I-Sce l
Pme l

Right Arm

SV40 PolyA

CMV
ITR

EGFP

MCS

Pac l
Swa l

AsiS l
Asc l
RSR ll
Mlu l
Not l
Xho l

pAD-CMV-Cre-EF1a-GFP
36KB

CMV

cre

EF1a

GFP

Right Arm

LITRAmpRITR
Left Arm

pBR322

Pac l Pac l

pAdM-mCherry-GFP-LC3B
6.2kb

Amp

GFP

SV40pA
loxP

Ori

LC3B

ITR ITR Ad Psi

CMV

Asis l

Mlu l

mCherry

pAdm-shRNA-GFP
5.2KB

ITR ITR
Ad Psi

U6

mCMV

GFP

SV40pAloxP

Ori

Amp
shRNA

BamHl

Hindlll

pAdm-FH-GFP
5.7KB

ITR ITR
Ad Psi

mCMV

CMV

Flag

6xHis

BGHpA

GFP

SV40pA
loxP

Ori

Amp

Asis l
Asc l
Rsr ll
Mlu l

腺病毒现货 - 人源 腺病毒现货 -MiRNA

Cre 腺病毒 LC3 自噬腺病毒

腺病毒干扰 腺病毒过表达



1. 质粒转染六孔板细胞后，迟迟不出CPE怎么办?

转染一周不出CPE的细胞需要进行换液，必要时重新

进行酶切转染。

2. 腺病毒第一次扩增纯化滴度不够怎么办？

重新进行扩增纯化，加大原始病毒的用量和扩增盘

数，从而提高病毒滴度。

3. 原始病毒有细菌或支原体污染怎么办？

对于原始病毒有细菌污染的我们需要先将病毒过滤处

理污染后再进行扩增；有支原体污染的需要加入支原

体去除剂去除支原体后再使用。

V i g e n e b i o

腺 病 毒

专 题 讨 论

■  分子克隆  ■  腺病毒  ■  慢病毒  ■  腺相关病毒  ■
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1)  如何确定病毒感染细胞的最佳 MOI 值？

由于病毒用量过少会无法达到理想的感染效率，病毒用量过多会造成细胞毒性。建议感染目的

细胞前，根据维真生物为您提供的 “腺病毒感染目的细胞预实验” 来确定最佳腺病毒用量。

2)  如何确定目的细胞是否可被腺病毒感染？

建议使用前查询相关文献。通常腺病毒可以感染哺乳动物细胞系或原代细胞，包括可分裂和不

可分裂的细胞。只有少数细胞系不能被感染，例如一些淋巴细胞系。为确保目的细胞可被腺病

毒感染，建议使用有荧光标记的腺病毒对目的细胞进行预实验（详见 “腺病毒感染目的细胞预

实验”）。

3)  腺病毒需要纯化吗？

如果病毒被用于体外细胞实验，不需要进行纯化。由于未纯化病毒液中含有的细胞碎片和少量

培养基成分易诱导显著的免疫学反应，用于体内实验或动物实验的病毒需进行纯化，从而除去

有缺陷的病毒颗粒和其他培养基中的成分。

4)  什么是 RCAs ？如何检测 RCAs? 

HEK293细胞中存在与血清5型腺病毒相同的序列，重组腺病毒与293细胞的重叠序列交叉重组，

可产生复制能力的腺病毒（Replication Competent Adenoviruses：RCAs），RCAs 发生的几率

较小。

RCA 可使用非辅助细胞，如 HeLa 进行检测。将梯度稀释的病毒液感染 HeLa 细胞，并培养 8 天。

8 天后，若没有空斑产生，重组的腺病毒则不是有复制能力的腺病毒。

5)  怎样提高腺病毒的感染效率？

细胞良好的生长状态和感染时适合的 MOI 值是达到高感染效率的保证，而且腺病毒是通过细胞

的表面受体 CAR 和细胞接触后，侵染细胞的。所以如果目的细胞的 CAR 受体少，病毒的感染

效率就会低。一般情况下，可以通过提高感染时的 MOI 值来提高病毒的感染效率，必要时可在

感染时加入助感染试剂 ADV-HR 来提高腺病毒的感染效率。

6)  助感染试剂 ADV-HR 的使用浓度和使用方法是什么？

助感染试剂 ADV-HR 能够显著提高腺病毒的感染效率。但较高浓度的 ADV-HR 具有细胞毒性，

影响细胞状态和感染效率。我们建议您务必于目的细胞中进行 ADV-HR 浓度梯度预实验。我们

在 HEK293 中的实验表明，当 ADV-HR 使用浓度小于等于 1.0×10-2mg/mL 时，细胞状态良好。

此外，对于较难感染的细胞系（如 CNE2）建议使用 “孵育法”，即将助感染试剂、腺病毒和一

定数量的细胞悬液加至 1.5mL Eppendorf 管中，轻轻混匀，置于 37℃培养箱中孵育 0.5 至 1 小

时后转至培养皿中培养；对于较易感染的细胞系（如 HepG2）建议使用 “直接加入法”，即在感

染时，直接将助感染试剂、腺病毒滴加至培养皿中。建议您针对目的细胞的具体情况，选择合

适的感染方法。



1.  Hepatology.  (IF=11.711). Xiang D, et.al. (2017). 

Shp2 promotes liver cancer stem cell expansion 

by augmenting β-catenin signaling and 

predicts chemotherapeutic response of 

patients.［过表达 肝癌］

2.  Nat Commun. (IF=11.329). Qiang G, et.al. (2016). 

The obesity-induced transcriptional regulator 

TRIP-Br2 mediates visceral fat endoplasmic 

reticulum stress-induced inflammation.［过表

达 肥胖］

3.   Oncoimmunology.(IF=7.644). Wang H, et.al. 

(2016). Interactions between colon cancer cells 

and tumor-infiltrated macrophages depending 

on cancer cell-derived colony stimulating 

factor 1.［过表达 结肠癌］

V i g e n e b i o

腺 病 毒

部分客户代表性文章
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4.   Basic Res Cardiol.(IF=6.038). Sun Z, et.al. (2016). Cross-talk between macrophages and atrial myocytes 

in atrial fibrillation.［过表达 心脏］

5.  Arthritis Rheumatol.(IF=6.009). Han X, et.al. (2016).MiR-130b ameliorates murine lupus nephritis 

through targeting type I interferon pathway on resident renal cells.［过表达 肾脏］

6.   Cancer Lett. (IF=5.992). Wang Z, et.al. (2017) CXCL1 from tumor-associated lymphatic endothelial cells 

drives gastric cancer cell into lymphatic system via activating integrin β1/FAK/AKT signaling.［过表达 

胃癌］

7.   Arterioscler Thromb Vasc Biol. (IF=5.969). Lerchenmüller C, et.al. (2016). S100A6 Regulates Endothelial 

Cell Cycle Progression by Attenuating Antiproliferative Signal Transducers and Activators of Transcrip-

tion 1 Signaling.［过表达  HUVEC］

8.   Brain Behav Immun. (IF=5.874). Zhou Y, et.al. (2017). Interleukin-1βimpedes oligodendrocyte progeni-

tor cell recruitment and white matter repair following chronic cerebral hypoperfusion.［过表达 脑］

9.   Cell Death Dis. (IF=5.378). Zheng Y, et.al. (2017). Berbamine postconditioning protects the heart from 

ischemia/reperfusion injury through modulation of autophagy.［过表达 心脏］

10. Cell Death Dis. (IF=5.378). Sun S, et.al. (2017).Loss of the novel mitochondrial protein FAM210B 

promotes metastasis via PDK4-dependent metabolic reprogramming.［过表达 肿瘤］

11. Cell Death Dis. (IF=5.378). Li X, et.al. (2016). Nuclear translocation of annexin 1 following oxygen-glu-

cose deprivation-reperfusion induces apoptosis by regulating Bid expression via p53 binding.［过表

达和干扰 原代神经元］

12. Br J Pharmacol. (IF=5.259). Ma ZG, et.al. (2016). Protection against cardiac hypertrophy by geniposide 

involves the GLP-1 receptor/AMPKɑsignalling pathway.［干扰 心脏］

13. Sci Rep. (IF=5.228). Kim H. (2016). The transcription cofactor CRTC1 protects from aberrant hepatic 

lipid accumulation［过表达 肝脏］

14. Sci Rep. (IF=5.228). Zhang H, et.al. (2016). Endogenous sulfur dioxide is a novel adipocyte-derived 

inflammatory inhibitor.［过表达 3T3-L1脂肪细胞］

15. Clin Sci (Lond). (IF=5.016). Ling Y, et.al. (2016). Polydatin post-treatment alleviates myocardial 

ischaemia/reperfusion injury by promoting autophagic flux.［干扰 心肌］

16. Oncotarget. (IF=5.008). She Tian, et.al. (2017). miR-138-5p suppresses autophagy in pancreatic cancer 

by targeting SIRT1.［过表达 胰腺癌］

17. Oncotarget. (IF=5.008). Guo J, et.al. (2016). Reduced miR-200b and miR-200c expression contributes 

to abnormal hepatic lipid accumulation by stimulating JUN expression and activating the transcrip-

tion of srebp1.［过表达 肝脏］

18. Mol Carcinog. (IF=4.722). Wang J, et.al. (2016). Endothelial Cell-Anchored Tissue Factor Pathway 

Inhibitor Regulates Tumor Metastasis to the Lung in Mice.［过表达 鼠肺］
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V i g e n e b i o

维真产品与服务

分子
克隆

腺病毒
包装

慢病毒
包装

AAV
包装

■  分子克隆  ■  腺病毒  ■  慢病毒  ■  腺相关病毒  ■

1.  使用腺病毒载体前请向您所在机构的生物安全部门征得许

可和指令。

2.  请在 BL2 生物安全二级生物安全柜中操作病毒。

3.  操作病毒和转染细胞时，请务必穿着实验服，佩戴口罩和

手套。

4.  请小心操作，避免产生气雾或飞溅。被病毒污染的超净工

作台，请立即用 70% 乙醇加 1% SDS 溶液擦拭干净。接

触病毒的枪头、离心管、培养板、培养液请使用新鲜配制

的 1% 次氯酸钠溶液进行消毒操作后丢弃。

5.  用显微镜观察细胞感染情况时，请先拧紧培养瓶或盖紧培

养板，用 70% 乙醇擦拭培养瓶外壁后，显微镜下观察拍

照。观察完毕，请用 70% 乙醇再次擦拭显微镜实验台。

6.  离心病毒时，应使用密封性好的离心管，或用封口膜封口

后进行离心，请尽量使用组织培养室内的离心机。

7.  实验完毕脱掉手套后，请立即用肥皂和水清洗双手。

8.  Vigene 保证您收到的产品符合产品目录上的规格。

9.  Vigene 不提供其他任何形式的对于产品商业或健康用途

的保证。

10. Vigene 不对任何由于使用或不正确使用本公司产品造成

的直接、间接的、衍生的或偶然的损害所产生的后果负责。

安 全 操 作 规 范
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