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腺病毒使用说明书

★ 腺病毒的储存与稀释

1. 病毒的储存：收到病毒液后在很短时间内即使用腺病毒进行实验，可以将病

毒暂时放置于 4℃保存；如需长期保存请放置于-80℃（病毒置于冻存管，并使用

封口膜封口）。

① 病毒可以存放于-80℃ 6个月以上；但如果病毒储存时间超过 6 个月，

建议在使用前需要重新测定病毒滴度。

② 反复冻融会降低病毒滴度：每次冻融会降低病毒滴度 10%；因此在病毒

使用过程中应尽量避免反复冻融，为避免反复冻融，建议收到病毒后按照每次的

使用量进行分装。

2. 病毒的稀释：如果需要稀释病毒，请将病毒取出置于冰浴融解后，使用 PBS

缓冲液或培养目的细胞无血清培养基(含血清或含双抗不影响病毒感染)。混匀分

装后 4℃保存(请尽量在三天内用完)分装后使用。

★ 腺病毒感染目的细胞预实验

在正式实验前，需要进行腺病毒感染目的细胞的预实验，该实验的目的：第

一，检测腺病毒是否能够感染目的细胞；第二，腺病毒感染目的细胞的最佳条件

（即最佳的MOI值）。通常使用带有荧光标记的腺病毒。具体实验步骤如下：

1. 以 96 孔板为例，实验前一天分别接种 1-2×104个目的细胞于 96孔培养板中

（至少接种 8个孔的细胞），所加培养基体积为 100µl。不同种类的细胞生长速度

有所差异，为保证有较好的实验结果，进行病毒感染时细胞的融合率约为 50～

60%。

2. 准备 6个无菌的 EP管，在第一个 EP管中加入 990µl的完全培养液，其余的

5个管子中各加入 900µl的完全培养液。

3. 取 10µl腺病毒原液加入 990µl的 EP管中做 1:100稀释（10-2）；然后以此为起

点，再取 100µl稀释液加入到 900µl的 EP管中做 1:10稀释(10-3)，直至稀释到 10-7。

4. 从孵箱中取出 96孔板，在显微镜下确定每孔的细胞均生长良好。吸弃旧培养

液，然后依次将 10-3至 10-7稀释的病毒液加入 96孔板中，每种稀释度的病毒取
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100µl加入到 96孔板中，未加入病毒的细胞孔中加入同样量的完全培养基作为对

照组。

5. 8-12小时以后请观察细胞状态。如果细胞状态与未感染组无明显差异，表明该

病毒对细胞没有明显毒性作用，请不要换液，继续培养。

6. 由于腺病毒感染细胞速度快，分别在感染后 12、24、48小时观察细胞中荧光

表达情况。根据细胞的生长状况、荧光表达情况综合判断病毒在哪个稀释度下作

用效果最好，并以此稀释度下的病毒浓度作为后继实验的依据。

注意::::在进行细胞感染时，请选择生长状态良好的细胞进行感染，并根据适

当的MOI值以确定好适宜的感染剂量，过高滴度的感染剂量会对细胞产生毒性

甚至死亡。若是用于免疫实验，请根据不同的动物和不同的免疫途径确定合适的

免疫剂量。

★ 腺病毒感染目的细胞

1. 按照一定的细胞数接种目的细胞，感染前需换液；

2. 根据所需的MOI值（预实验确认的）加入合适的病毒数量感染细胞；

3. 感染 6-12小时后，置换新鲜培液；

4. 感染 24 小时后，可以开始观察到荧光表达情况（只对于含有 GFP/RFP/YFP

荧光标记的腺病毒载体），过表达和干扰的感染时间以 36-48小时实验为最佳。

★ 注意事项

1. 操作病毒时请尽量使用生物安全柜。如果使用普通超净工作台操作病毒，请

在打开含有病毒的容器盖子前关闭超净台的排风机。尽快操作，尽量缩短开盖后

的病毒在关闭了排风机的超净台中停留的时间。关闭所有含有病毒的相应容器盖

子后，再打开超净台排风机。

2. 操作病毒时请穿实验服，带口罩和手套。

3. 操作病毒时特别小心不要产生气雾或飞溅。如果操作时超净工作台有病毒污

染，请立即用 70%乙醇加 1%的 SDS溶液擦拭干净。接触过病毒的枪头，离心管，

培养板，培养液请于 84消毒液或 1% SDS中浸泡过夜后弃去。

4. 用显微镜观察细胞感染情况时应遵从以下步骤：拧紧培养瓶或盖紧培养板。

用 70%乙清理培养瓶外壁后到显微镜处观察拍照。离开显微镜实验台之前，用
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70%乙醇清理显微镜实验台。

5. 如需要离心，应使用密封性好的离心管，或者用膜封口后离心，而且尽量使

用组织或细胞培养室内的离心机。

6. 脱掉手套后，用肥皂和水清洗双手。

★ 常见问题

1. 如何确定我所用的目的细胞是否可以被腺病毒感染？

腺病毒有广泛的宿主范围，它可以感染人类或者其他哺乳动物细胞系或原代

细胞，包括可分裂的和不可分裂的细胞。只有少数细胞系不被感染，例如一些淋

巴细胞系对腺病毒有更强的抵抗性。为了确认所使用的目的细胞是否能够被腺病

毒感染，需要通过带有标记（如 GFP）的腺病毒对目的细胞进行预实验，预实验

的步骤参考““““目的细胞感染预实验””””。

2. 腺病毒载体在体外实验中应注意哪些问题？

由于细胞表面受体的差异，腺病毒载体在不同的细胞中转导效率不同，可以

通过预实验来判断目的细胞中的腺病毒用量。病毒感染细胞的最佳时期是细胞处

于对数生长期时，因此，在细胞消化后 12～24小时加入病毒。病毒感染时细胞

培养液的体积尽量小一些，以完全覆盖细胞为准。一般感染腺病毒 24小时后就

能检测到目的基因的表达，48小时表达达到较高水平。

3. 如何确定感染细胞时腺病毒的最佳浓度？

最佳的实验结果需要最佳的腺病毒用量，用量少则达不到 100%的感染效率，

用量多可能会对细胞有毒害作用或其他不可预测的效应。为了确定目的细胞的最

适病毒用量，需要在正式实验开始前，建议先完成““““目的细胞感染预实验””””，以此

获得的数据作为正式实验的依据。

★ 附录

百恩维生物腺病毒感染复数（MOIMOIMOIMOI）与体积对应表

规格
长满后细胞大约

数目
MOIMOIMOIMOI值 加入病毒数量 腺病毒
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96969696 wellwellwellwell 2-5.0×104 50-100 1-5.0×106 0.1-0.5ul

48484848 wellwellwellwell 1.0-2.0×105 50-100 0.5-2.0×107 0.5-2ul

24242424 wellwellwellwell 2.0-3.0×105 50-100 1-3.0×107 1-3ul

12121212 wellwellwellwell 3.0-5.0×105 50-100 1.5-5.0×107 1.5-5ul

6666 wellwellwellwell 1.0-2.0×106 50-100 0.5-2.0×108 5-20ul

35mm35mm35mm35mm 1.0-2.0×106 50-100 0.5-2.0×108 5-20ul

60mm60mm60mm60mm 2.0-5×106 50-100 1-5.0×108 10-50ul

100mm100mm100mm100mm 8.0-10.0×106 50-100 4-10.0×108 40-80ul

腺病毒滴度以 1010101010101010pfu/mlpfu/mlpfu/mlpfu/ml 为准，其他滴度需相应换算；大约细胞数目是根据 80%80%80%80%～

100%100%100%100%细胞密度估算而出，具体细胞数请种细胞时进行细胞计数。

注：

1）96孔板长满了细胞大约有 5×104个细胞。如果一天后要长到 70％（3.5×104），

建议接种 2×104个细胞左右。因为细胞刚放进去的前几个小时需要粘在生长表面

及适应新的生长条件，不会达到 24小时翻一倍的速度。其他规格培养可参照此

确定相应 culture 细胞量。

2）MOI 值：MOI 是 multiplicity of infection 的缩写，中文译为感染复数，实际

的含义即为每个细胞被多少个有活力病毒所感染。各种细胞的最适 MOI值有差

别，请客户正式实验前先进行预实验摸索最适MOI。
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