
 

 

 
企业名称 : 布林凯斯生物技术有限公司 

地址 : 中国·武汉经济技术开发区 华中智谷  

Tel: +027-8439-6606 | E-mail: j.li@wiat.ac.cn 

 

rAAV细胞感染实验手册 

 

直接感染 

主要适用于可直接表达荧光的重组 rAAV。 

细胞获取和培养 

从组织中或保藏的细胞株中获取目的细胞，将细胞培养在含 5 % CO2的 37 ℃培养箱中

2 至 4 周，期间每周换液两次。对细胞的特异性标志物进行染色，定期检测培养物纯度，纯

度需大于 95 %。 

 

铺板 

将对数生长期的细胞消化重悬后，2×104/孔接种于 96 孔板中，过夜生长。 

 

感染 

将 70-80 %铺满 96 孔板中的培养液吸除，换新鲜的培养液，同时加入 PBS 浓度梯度稀

释的病毒液，混合均匀后即可放入培养箱中，37 ℃培养，4 hrs 后补充等体积的培养基，20 

hrs 后用新鲜的培养基进行换液。 

 

病毒感染率测定 

感染 48-72 hrs 后可观察荧光，测定病毒感染率。 

1） 将培养基移除，用 PBS 缓冲液洗涤细胞两次； 

2） 使用封闭缓冲液将细胞在室温下封闭； 

3） 将固定好的细胞用特定的抗体孵育 1 hrs，其后用 PBS 洗涤 3 次，除去未结合的一抗； 

4） 其后将细胞与二抗进行孵育，在室温下封闭 1 hrs，后用 PBS 洗涤 3 次除去未结合的二

抗； 

5） 用染料复染细胞，在荧光显微镜下捕获荧光图像，计算病毒感染率。 

 

 

注意事项 

1） 选择梯度稀释预实验中死亡率低、转导效率高的 MOI； 

2） 病毒浓度应适宜，太少细胞被感染较少，太多对细胞有毒害作用。（8 型和 9 型 rAAV 对

细胞的感染性偏低，所加 rAAV 总量偏大在 5×1010 vg/孔，MOI 参考值在 104-106 之间）。 

3） 感染病毒时培养基较少，为保证病毒的浓度，一般 100ul 培养基/孔（96 孔）； 

4） 在加病毒后一般 24 hrs 左右可换液，48 hrs 可看荧光，具体时间随细胞状态而定； 

5） 推荐使用少量的表达绿色荧光蛋白的  AAV 对照病毒来进行预实验，以确定细胞的 

MOI。 
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AAV-DJ型和其他血清型体外感染细胞效率 

（参考文献：In Vitro and In Vivo Gene Therapy Vector Evolution via Multispecies Interbreeding 

and Retargeting of Adeno-Associated Viruses） 

 

 

 

常用细胞培养皿使用参数 

 
类型 单孔底面积 一般培养时体积 感染时总体积 

96 孔板 0.3 cm2 100 μL 100 μL 

24 孔板 2 cm2 500 μL 500 μL 

6 孔板 10 cm2 2 mL 1 ml 

10 cm 培养皿 60 cm2 10 mL 5 mL 


