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[摘 要]目的 寻找一种有效的提高腺病毒滴度而又不损害其活性的方法。方法 腺病毒原液升华冻干后溶解稀释，通过 

斑点形成实验和免疫组化方法检验其感染活性。结果 升华冻干后稀释的腺病毒液感染滴度达到4．4×10' p 。结论 冻干、稀 

释是一种提高腺病毒滴度的有效方法。 
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A new method to acquire the rite of adenoviruses from culture 
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．Absll'a~s．Objective To search a new method to improve the rite of adeno~iruses~thout impairing its affection capacity．Methods The 

primary SUODU$of adenoviruses was condensed by sublimation drying and dilution．Its affection was determined by examination of plaque-forming units 

and imunohistoehemieal assay。Results The rite of adenoviruses could reach as high as 4．4×10 pfu．Condusion Subfimation~h-ying and di— 

lution is a new and efficient method to improve the tite of adenoviruses． · ‘ 
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为了提高腺病毒的滴度，将除蛋白后的腺病毒原 

液升华冻干再溶解稀释，最后除盐，简称冻干稀释法。 

最后通过斑点形成实验、病毒液转染细胞的免疫组化 

检验所得病毒液的感染活性，以证明该方法的有效性。 

1 材料 

LGJ3一I冷冻干燥机购 自军事医学科学院实验仪器厂，25 

n硼 注射式滤器购 自Pall公司(德国)，5 ml亲合层析柱 HiTrap 

ProteinA为 Pharmacia公司产品、凝胶层析柱 PD-IO为 Pham~n— 

gen公司产品，CTLA4Ig一重组腺病毒(Ad—CrLA4Ig)由本室构 

建[1-2]，293细胞购 自ATCC(美 国)，鼠抗人 CrLA-4单抗 购 自 

Pham~rlgen公司，DAB显色剂(紫蓝型)购自博士德公司。 

2 方法 

2．1 重组腺病毒的制作 

c兀．A4Ig_重组腺病毒(Ad-CILA4Ig)在 293细胞 中进行大量 

反复扩增，收集培养上清及细胞，反复冻融破碎细胞，10 000 r／ 

min 4℃离心20 min，0．22肿 膜除菌，经亲合层析柱制作成为腺 

病毒原液。 

[基金项目]国家自然科学基金资助项目(3020(064)；国家基 

金委重点项 目(39993430-2) 

[收稿日期]2003—10—08 [修回日期]2003一l1—02 

2．2 冻千 、稀释 

将腺病毒原液 500 m1分装于 10个直径为 15 cm广 口消毒 

玻璃器皿置于 一60℃速冻干机，再冷冻干燥，在 10．3 kPa压力 

下真空保持 ，抽真空 25 h。取出标本收集并用双蒸水溶解稀释 

成 25 rIll，一70℃保存。 

2．3 病毒滴度的测定 

用空斑实验法测定转染液病毒滴度口J，每一可观察并可区 

分的细胞病变称为一个蚀斑形 成单位 (Plaque Forming Unite， 

PFU)。按以下公式计算病毒滴度：病毒滴度(PHJ／m1)=[每孔细 

胞数 ×病毒原液稀释度 ×10个病毒，细胞]／JJn入病毒液的量 

(rIl1)。 

2．4 转染 

人成纤维细胞依文献[4]行原代培养获得，选用第3—5代 

细胞作为实验用细胞。将冻干稀释制作的病毒转染液加入生 

长状态良好 、增殖活跃的人成纤维细胞于 37℃ c02细胞培养 

箱转染8 h，洗去转染液加入含5％胎牛血清的DMEM培养液继 

续培养 24 h。 

2．5 免疫细胞法检测细胞 CⅡA_4Ig表达 

将转染的人成纤维细胞进行免疫组化法检测 CrLA-4ig表 

达。方法如下：细胞片用多聚甲醛固定，小牛血清封闭后，加 1： 

1 000鼠抗人 CTLA一4单抗 4~C过夜；滴加 1：1 000羊抗鼠 Is．G- 

HRP室温孵育30 rnin；滴加配制好的DAB 显色剂 10 rain，脱水， 

封片。同时用未转染人成纤维细胞做空 白对照。在显微镜下 
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观察、照相。 

3 结果 

3．1 滴度测定 

根据公式计算，病毒原液滴度为7 x 108 pfu／ml(公式假定 1O 

个病毒感染一个细胞)，冻干稀释后的病毒滴度为 4．4 x 10 

pfu／ml。 

3．2 转染细胞形态观察 

转染 293细胞逐渐圆缩，堆聚、漂浮，由于局部细胞的脱落 

漂起而出现无细胞区，其周边有细胞附着即病毒病变空斑 ，常 

称空斑。而转染人成纤维细胞贴壁生长形态 良好 ，台盼蓝拒染 

只有 0．1％的细胞染成蓝色，与未转染相应细胞在形态、活性上 

均未见明显差异。 

3．3 免疫组化分析 

免疫组化染色显示，胞浆棕黄为阳性细胞。人成纤维细胞 

转染 8 h后培养 24．h阳性细胞为 2o％，60 h达高峰约 70％细胞 

阳性 。 

4 讨论 

近年来基因治疗研究取得了迅速的发展，其中腺 

病毒具有制备简单、宿主范围广泛、感染率高、安全性 

好等特点，近年已发展成基因治疗临床实验中的常用 

载体‘引，而且既能感染正在分裂的细胞，又能感染非分 

裂细胞 ，是活体基因治疗的首选病毒载体 J。基因治 

疗的首要环节是如何简便而高效地将外源基因导入靶 

器官，而腺病毒必须达到足够的滴度才能有效地转染 

组织器官，以往我们的研究L7 证明用腺病毒载体在 

体内外都要求达到足够的滴度才能有效转染 ，所以如 

何有效的收集腺病毒和提高腺病毒的滴度在基因治疗 

中就起了非常关键的作用。用传统的密度梯度方法纯 

化病毒不仅耗时、繁琐，而且获得的存活病毒量很低。 

同时复制缺陷的重组腺病毒转染组织器官后在表达外 

源基因的同时，也表达低水平的病毒蛋白。这就要求 

提高病毒颗粒中活性病毒的含量，这样用较低剂量病 

毒即可获得高剂量病毒的治疗效果，同时又可减少腺 

病毒的毒性反应。因此如何提高腺病毒的滴度而又不 

损害其活性成了需要解决的一个课题。 

氯化铯密度梯度离心(通常为40 000 drain，38 h) 

法回收与纯化病毒，通常可获得 1 x 10 pfu的高滴度 

病毒一引。从实验证 明冷冻干燥技术将病毒原液浓缩 

50倍而病毒滴度高达 3 x 10 pfu；免疫组化结果显示 

该病毒可使 80％人成纤维细胞转染表达，表明其具有 

很高的转染效率。本方法在冻干浓缩过程使病毒生命 
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活动处于半永久性的休眠状态，不发生和少发生变异， 

而氯化铯密度梯度离心因纯化过程中超高速度长时间 

离心处理可撕裂许多病毒表面主要受体蛋白，从而使 

部分病毒失去感染性。 

冷冻干燥，全名为真空冷冻干燥，又称冻干或升华 

冻干。它是将液体先冻结成固体，然后在低温和真空的 

条件下，从冻干状态不经过液体而直接升华除去水分的 
一 种干燥方法。该技术在生物制品干燥过程中能较好 

地保持物质的生物和生命性，普遍用于细菌、真菌和一 

些病毒长期保存。我们将该技术通过冻干腺病毒提取 

液，将获得病毒冻干粉剂加以稀释从而获得高滴度的病 

毒转染液，这种简单的方法可以有效地提高腺病毒的滴 

度，在腺病毒量很少的情况尤其适用。该方法的缺点在 

于冻干过程中没有清除病毒提取液中的蛋白和电解质， 

所以采用该方法只能应用于体外实验研究，要获得高纯 

度的体内研究用病毒还有待进一步改进。 
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