
中国细胞生物学学报  Chinese Journal of Cell Biology 2011, 33(4): 385-390 http://www.cjcb.org

用Fugene6制作高滴度慢病毒方法的优化比较
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摘要      针对实验室中比较普遍的包装的慢病毒滴度不高的问题, 我们对慢病毒包装过程中

的几个关键步骤进行了优化。采用Fugene6同时转染携带GFP的质粒和包装慢病毒所必需的包装

质粒进入293T细胞中。通过使用荧光显微观察GFP的表达亮度及流式细胞技术测量GFP阳性细胞

的比例来测定病毒滴度。通过优化Fugene6和DNA的比例, 发现当Fugene6和DNA的比例是3:1时获

得的慢病毒的滴度最高; 通过对转染后收获病毒的时间的比较, 发现转染48小时后回收所得到的慢

病毒滴度最高。
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目前, 慢病毒载体已经成为体外细胞感染的一

种高效的手段。慢病毒载体较逆转录病毒载体有更

广的宿主范围, 对非周期性和有丝分裂后的宿主细

胞都能够有效地进行感染[1,2]。加之安全、低毒性、

稳定的特点, 使慢病毒作为实验室研究工具而大受

青睐。

出于安全性的考虑,慢病毒基因被分隔成三到

四个基因进行包装[3,4], 目前在实验室常用的是三质

粒系统[5]。在慢病毒的包装过程中, 需要在293T细
胞中同时转染包膜蛋白质粒、整合质粒和携带外源

基因的转移质粒。慢病毒基因在293T细胞中进行基

因复制和蛋白合成后, 在该细胞体内将慢病毒蛋白

包装成具有感染性的慢病毒。包装好的大量病毒颗

粒分泌到细胞外的培养基中, 过滤取得上清液后直

接用于宿主细胞的感染。慢病毒携带的外源基因进

入到宿主细胞之后, 经过反转录, 整合到宿主的基因

组, 从而持久地高水平地表达外源基因。但由于慢

病毒可能对人体有致癌性, 因此慢病毒的应用目前

只停留于研究, 而临床的应用尚未广泛展开。

慢病毒滴度的测定主要有两类方法, 一种是非

功能性方法, 另一种是功能性方法[6]。前者包括p24
抗原酶联免疫吸附测定法和q-PCR方法[7,8], 后者涉

及流式细胞术检测报告基因蛋白[9]。还有应用嘌呤

霉素最低致死量法、24孔板稀释荧光显微镜法等进

行慢病毒滴度的测定[10]。

本研究的目的在于针对用Fugene6包装慢病毒

过程中的两个主要步骤: Fugene6和DNA的比例以及

转染后收获慢病毒的时间的比较, 从而获得高滴度

的慢病毒。

1   材料与方法
1.1  主要试剂

胎牛血清(Thermo)、非必需氨基酸(Gibco)、 L-
Glutamine(Gibco)、DMEM(Gibco)、Fugene6(Roche)、
Opti-MEM(Gibco)、DH5α感受态细胞(TIANGEN)。
1.2  质粒和细胞

采用三质粒系统制作慢病毒, 质粒包括: 整
合质粒pCMVR△8.9.1、包膜质粒pMD2G和携带

GFP的载体质粒。293T细胞的培养基成分为: 88% 
DMEM、10%胎牛血清、1%非必须氨基酸和1% L-
Glutamine。细胞在37°C, 5%的二氧化碳的培养箱中

培养。

1.3  Fugene 6与DNA比例的研究

转染前一天, 将293T细胞铺在6孔板中, 每孔75
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万个细胞。转染当天细胞密度达到50%~80%。我

们检验3:2、 3:1、 6:1、 9:1和12:1五种不同Fugene6与
DNA的比例对慢病毒滴度的影响。携带GFP的载体

质粒: 整合质粒: 包膜质粒=4:3:1.具体操作步骤详见

试剂使用说明书。转染8小时后每孔均更换新鲜的

DMEM培养液1.5 ml。48小时后, 用过滤的方法收集

病毒, 并感染细胞, 四天后测量滴度。

1.4  收集病毒时间的研究

在得出Fugene6和DNA的最佳比例是3:1之后, 
我们对收集病毒的时间进行了比较。将6孔板中的

每一孔转染后的293T细胞按12 h、24 h、36 h、48 h、
60 h、72 h分别回收, 并感染细胞, 四天后测量其滴

度。

1.5  测量病毒滴度

慢病毒滴度的测定有不同的方法, 针对实验的

不同目的, 选择的方法也不相同[6]。本实验采用流

式细胞术的方法进行病毒滴度的定量分析。感染

前一天准备好三孔293T细胞, 每孔1×105个。收集转

染后24小时的293T细胞的上清液, 用45 nm的过滤

器过滤细胞上清液。得到的1.5 ml的上清液将全部

用来感染细胞。未稀释的全部病毒滤过液(1.5 ml)
和等量的含10%FBS的DMEM培养液混合后, 滴加

Ploybrene(终浓度为8 µg/ml)。12 h后更换新鲜的培

养液。培养2天后进行流式分析病毒滴度。用胰酶

收集贴壁细胞, 转移到收集管中。用FACS缓冲液冲

洗细胞两次, 用0.5 ml~1 ml冷的Fixative重悬细胞。

表达的GFP可通过流式细胞仪的FL-1通道和FL-2
通道检测。病毒滴度可通过如下计算式获得: 病毒

滴度=细胞数量2×105×N×1000/M(N为表达GFP的细

胞比例, M为1 µl单位的病毒数量)。其中计算式认

为含有GFP基因和不含GFP基因的细胞等比例增

殖。

2   结果
2.1  Fugene6与DNA的比例是3:1时获得的慢病毒

的滴度最高

在将慢病毒的包装质粒和携带GFP的质粒转染

入293T细胞12小时之后, 荧光显微镜下, 经蓝光照

射, 293T细胞内的GFP蛋白发出绿色荧光。图1可以

明显看出, 当Fugene6与DNA比例为3:1时, 荧光显微

镜下的绿色荧光覆盖率最高(图1)。
将用不同Fugene6与DNA比例获得的慢病

毒感染293T细胞培养2天后, 通过流式细胞分析

GFP阳性率。当Fugene6与DNA比例为3:1时, GFP

图1　用不同比例的Fugene6和DNA转染293T细胞后的GFP阳性比较

A: 对照组; B: Fugene6:DNA=3:2; C: Fugene6:DNA=3:1; D: Fugene6:DNA=6:1; E: Fugene6:DNA=9:1; F: Fugene6:DNA=12:1。从图1可以看出，

当Fugene6 和DNA的比例为3:1时, 293T细胞的GFP阳性率最高。

Fig.1　The comparison of GFP positive 293T cells after transfected with different ratios of Fugene6 and DNA
A: negative control; B: Fugene6:DNA=3:2; C: Fugene6:DNA=3:1; D: Fugene6:DNA=6:1; E: Fugene6:DNA=9:1; F: Fugene6:DNA=12:1. When the 
Fugene6 and DNA ratio is 3:1, the 293T cells had the highest GFP expression level comparing with other groups. 



范　霖等: 用Fugene6制作高滴度慢病毒方法的优化比较 387

图2　用流式细胞计数法检测用不同比例的Fugene6和DNA感染293T细胞后的GFP阳性率

A: 阴性对照; B: 当Fugene6:DNA=3:2时, GFP阳性率是24.28%; C: 当Fugene6:DNA=3:1时, GFP阳性率是91.87%; D: 当Fugene6:DNA=6:1时, GFP

阳性率是81.92%; E: 当Fugene6:DNA=9:1时, GFP阳性率是68.99%; F: 当Fugene6:DNA=12:1时, GFP阳性率是63.42%。

Fig.2　The GFP positive 293T cells were calculated by using flow cytometry technique
A: negative control; B: when Fugene6 and DNA ratio was 3:2, the GFP positive cell ratio was 24.28%; C: when Fugene6 and DNA ratio was 3:1, the 
GFP positive cell ratio was 91.87%; D: when Fugene6 and DNA ratio was 6:1, the GFP positive cell ratio was 81.92%; E: when Fugene6 and DNA ratio 
was 9:1, the GFP positive ratio was 68.99%; F: when Fugene6 and DNA ratio was 12:1, the GFP positive ratio was 63.42%. 

图3　Fugene6和DNA的比例为3:1包装病毒时, 不同病毒收集时间对病毒感染能力的影响 
A: 阴性对照; B: 在转染12小时后收集的病毒感染293T细胞后GFP的阳性表现; C: 在转染24小时后收集的病毒感染293T细胞后GFP的阳性表现; 
D: 在转染36小时后收集的病毒感染293T细胞后GFP的阳性表现; E: 在转染48小时后收集的病毒感染293T细胞后GFP的阳性表现; F: 在转染60

小时后收集的病毒感染293T细胞后GFP的阳性表现。

Fig.3　The GFP positive 293T cells after infected with lentivirus collected at different time points
A: negative control; B: there were very few cells with GFP positive expression when infected with lentivirus collected after 12 hours; C: the GFP posi-
tive 293T cells when infected with lentivirus collected after 24 hours; D: the GFP positive 293T cells when infected with lentivirus collected after 36 
hours; E: the GFP positive 293T cells when infected with lentivirus collected after 48 hours; F: the GFP positive 293T cells when infected with lentivi-
rus collected after 60 hours.
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阳性的细胞比例是91.87%。当Fugene6与DNA比例

为3:2、6:1、9:1和12:1时, GFP阳性的细胞比例分别

是24.28%、 81.92%、 68.99%、 63.42% (图2)。
当Fugene6与DNA比例为3:2、 3:1、 6:1、 9:1、 12:1

时, 慢病毒的滴度分别是: 3.24×107、 1.22×108、 1.09×108、 
9.20×107、 8.46×107 (tu/ml)。
2.2  质粒转染后48小时收集的慢病毒的感染效率

最高

我们在转染后12 h、 24 h、 36 h、 48 h、 60 h收集

慢病毒。将慢病毒过滤后直接感染293T细胞。12
小时后更换新鲜的DMEM培养基。24小时后部分

293T细胞在荧光显微镜下发出绿光。在病毒感染2
天后测量滴度。在转染后48小时收集的慢病毒所感

染的293T细胞中, 28.37%的293T细胞GFP阳性, 显著

高于其它时间段收集的慢病毒的感染效率 (图3) 。
在12 h、 24 h、 36 h和60 h收集的慢病毒所感染

的293T细胞的GFP阳性率分别是: 8.09%、 16.29%、 
19.81%、 12.97%, 与荧光显微镜下观察到的结果一

致(图4)。
通过病毒滴度的计算, 得出在12 h、 24 h、 36 h、 

48 h和60 h收集的慢病毒的滴度分别为: 1.08×107、

图4　用流式细胞计数法检测不同时间段收集的慢病毒感染293T细胞后的GFP阳性率

A: 阴性对照; B: 在转染12小时后收集的病毒感染293T细胞后GFP的阳性率是8.09%; C: 在转染24小时后收集的病毒感染293T细胞后GFP的阳

性率是16.29%; D: 在转染36小时后收集的病毒感染293T细胞后GFP的阳性率是19.81%; E: 在转染48小时后收集的病毒感染293T细胞后GFP的
阳性率是28.37%; F: 在转染60小时后收集的病毒感染293T细胞后GFP的阳性率是12.97%。

Fig.4　Flow cytometry results on GFP positive 293T cells after infected with lentivirus collected at different time points
A: negative control; B: the GFP positive ratio was 8.09% when infected with lentivirus collected after 12 hours; C: the GFP positive ratio was 16.29% 
when infected with lentivirus collected after 24 hours; D: the GFP positive ratio was 19.81% when infected with lentivirus collected after 36 hours; E: 
the GFP positive ratio was 28.37% when infected with lentivirus collected after 48 hours; F: the GFP positive ratio was 12.97% when infected with len-
tivirus collected after 60 hours.

2.17×107、2.64×107、3.78×107、1.73×107 (tu/ml)。
荧光显微镜和流式细胞术的检验结果表明, 当收集

时间超过48小时时, 病毒滴度开始下降。在转染后

48小时收集的慢病毒的感染效率最高。

3   讨论
慢病毒载体的研究发展得很快, 研究得也非常

深入。该载体可以将外源基因有效地整合到宿主染

色体上, 从而达到持久性表达。在感染能力方面可

有效地感染神经元细胞、肝细胞、心肌细胞、肿瘤

细胞、内皮细胞、干细胞等多种类型的细胞[11], 从
而达到良好的基因治疗效果。慢病毒这些独特的特

点, 成为基因研究的有力工具, 为快速研究疾病的治

疗带来了便利。

在转染质粒时, 我们采用了1 µg的GFP质粒作

为实验基础。我们不否认加大质粒的用量可以改变

实验结果。事实上, 我们也用过4 µg的质粒来做

转染。我们观察到在转染后有大量的293T细胞死

亡。当Fugene6和DNA的比例大于3:1时, 慢病毒的

滴度非常接近, 没有显著差异。由于病毒数量较多, 
细胞较少, 几乎所有细胞均被感染, 对比不出由于不
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同Fugene6与DNA比例及不同收集时间而造成的病

毒滴度的影响。

本课题只针对使用Fugene6转染试剂制作慢病

毒过程中试剂与DNA的使用比例、病毒收集的时

间进行比较研究。此外, 影响慢病毒滴度还有许多

方面[12,13]。比如不同的转染试剂对慢病毒滴度的影

响, 由于各种转染试剂转染特点、价格不同, 本实

验只选用了Fugene6做为转染试剂, 未与其它转染试

剂做比较。此外包膜质粒种类的不同对病毒滴度

的高低也有影响, 使用phCMV表达质粒包装的病毒

比普通质粒包装的病毒, 其滴度要高1~3个数量级。

Polybrene的使用与否、慢病毒的冻存、293T细胞的

培养状态对获得的病毒滴度都有一定的影响。同时, 
不同的细胞系对慢病毒的感染效率的影响也是一个

需要考虑的因素。

病毒浓缩也可以显著地提高其滴度。超速离心

法在各实验室已经广泛地使用。超速离心法所需要

的时间比较长, 设备的要求比较高, 价格相对昂贵。

如果不通过超速离心也能获得高滴度的慢病毒是最

省时、最有效、最经济的做法。

综上所述, 本实验通过对慢病毒包装过程中的

关键步骤的优化实验, 得出当Fugene6和DNA的比例

是3:1时获得的慢病毒的滴度最高; 在转染后48小时

是收集慢病毒的最佳时间。我们不排除不同的包装

系统、不同的细胞系对慢病毒滴度的影响。
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The Optimized Protocol of Making High Titer Lentivirus by Using Fugene6

Lin Fan1, Zhi-Zhao Ma2, Shan-E Gao1, Jian-Wei Lu3, Si-Guang Li1, Xiao-Jing Pan1*
(1Tongji University Medical School, Stem Cell Research Center, Shanghai 200092, China; 2Hebei Medical University Second Hospital, 
Neurosurgery, Shijiazhuang 050000, China; 3Tongji University Medical School Embryonic Stem Cell Bank, Shanghai 200092, China)

Abstract        Lentivirus has been used widely as an exogenous gene delivery tool. However, it is relatively 
difficult to get high titer lentivirus. The purpose of this article was to modify two critical steps during the lentivirus 
packaging procedure in order to get high titer lentivirus. The two critical steps were the ratio between transfection 
agent and target vector, and the lentivirus collecting time. Fugene6 was used as the transfection agent. Plasmid car-
rying green fluorescent protein (GFP) sequence was used as the target vector. Packaging plasmid, envelope plasmid 
and target vector were co-tranfected into the 293T cells. The GFP positive 293T cells were visualize by fluorescence 
microscope. The percentage of GFP positive cells were analyzed by flow cytometry. We found that when the ratio 
of Fugene6 and target DNA was 3:1, the lentivirus titer was the highest comparing with other options. The lentivi-

rus collected at 48 hours after transfection had the highest infection property. 
Key  words        lentivirus; titer; Fugene6
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