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新型冠状病毒假病毒制备方法的优化及应用
黄楠  郎巧利  李莉萍  杨希*

(重庆市畜牧科学院, 重庆 402460)

摘要      该文旨在建立一种稳定高效的新型冠状病毒 (SARS-CoV-2)假病毒构建方法 , 并将

所制备的假病毒用于评估抗体中和水平。通过比较不同穿梭质粒、质粒配比以及转染试剂对假

病毒滴度的影响 , 优化制备高滴度假病毒的条件 ; 通过制备不同的SARS-CoV-2突变株假病毒 , 测
试该方法的稳定性 ; 利用所制备的假病毒对SARS-CoV-2抗体的中和能力进行评价 , 测试该方法

的可靠性。优化结果表明 , 当使用Lipofectamine™ 3000作为转染试剂时, pCDH-CMV-MCS-EF1-
copGFP׃psPAX2׃pcDNA3.1-S以0.300 μg0.225׃ μg0.240׃ μg的质量比转染获得的假病毒滴度最高。

进一步 , 发现利用该方法包装的三种突变株的假病毒均可达到较高滴度。利用该方法制备的假病

毒可以用于SARS-CoV-2抗体的中和活性检测 , 测得 IC50值为0.126 μg/mL。该研究成功建立了一种

简单高效的制备新型冠状病毒(SARS-CoV-2)假病毒的方法, 其可用于体外评估SARS-CoV-2抗体中

和活性, 为研发SARS-CoV-2相关疫苗和药物的体外评价提供了技术基础。

关键词      假病毒; 中和抗体; 新型冠状病毒

Optimization and Application of SARS-CoV-2 Pseudovirus Production System 

HUANG Nan, LANG Qiaoli, LI Liping, YANG Xi*
(Chongqing Academy of Animal Sciences, Chongqing 402460, China)

Abstract       The aim of this study was to establish an efficient and stable SARS-CoV-2 pseudovirus production sys-
tem to evaluate the neutralizing ability of antibodies to SARS-CoV-2 in vitro. To produce high-titer pseudovirus, transfer 
plasmid types, the proportion of transfected plasmid and transfection methods were investigated in this study. The optimi-
zation results showed that the highest pseudovirus titer was obtained when 293T cells were transfected with the plasmids 
pCDH-CMV-MCS-EF1-copGFP, psPAX2 and pcDNA3.1-S at a mass radio of 0.300 μg0.225׃ μg0.240׃ μg using Lipo-
fectamine™ 3000. Moreover, this optimized pseudovirus production system was also applicable to other SARS-CoV-2 
variants, and three kinds of high-titer SARS-CoV-2 variants pseudoviruses were generated. Furthermore, pseudovirus neu-
tralization assay was performed using the pseudovirus obtained in this study to test neutralizing activity of a reported anti-
body, and the IC50  value was 0.126 μg/mL. In summary, this study successfully established a simple and efficient method 
to generate high-titer SARS-CoV-2 pseudovirus, which could be used to evaluate the neutralizing activity of SARS-CoV-2 
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新型冠状病毒 (severacute respiratory syndrome 
coronavirus 2, SARS-CoV-2)是2019年底爆发的一种新

的冠状病毒 , 导致新型冠状病毒肺炎 (coronavirus dis-
ease 2019, COVID19)大流行。该病毒自爆发以来已

发生多次重大抗原表位突变 , 其突变株被命名为Al-
pha、Belta、Gamma、Delta、Lammda、Omicron[1-3]。

SARS-CoV-2具有高频突变和快速传播的特性 , 给相

关疫苗和药物的研发带来了极大的挑战。假病毒是

利用生物风险等级较低的病毒如缺陷型HIV(human 
immunodeficiency virus)、VSV(vesicular stomatitis vi-
rus)或MLV(murine leukemia virus)表达待研究高危病

毒的包膜蛋白或模拟活病毒感染过程[4]。目前假病毒

模型已被应用于多种高致病性病毒如高致病性禽流

感病毒 [5]、SARS-CoV[6]、中东呼吸综合征冠状病毒

(Middle East respiratory syndrome coronavirus, MERS-
CoV)[7]等的研究当中。已有研究表明 , 基于SARS-
CoV-2假病毒的抗体中和检测结果与活病毒检测结果

具有良好的相关性 [8-9]。因此 , 假病毒无疑是可替代

高致病性活病毒进行病毒感染相关机制研究和疫苗、

抗体、小分子药物临床前效果评价的有效工具。

HIV系统和VSV系统在SARS-CoV-2的研究中

应用十分广泛 , 二者各有特点。NIE等 [10]、ALMAH-
BOUB等 [11]先后展示了利用VSV系统构建和优化

SARS-CoV-2假病毒并进行中和测定的方法。VSV
系统在病毒产量和安全性上相对于HIV系统具有一

定优势 , 但其包装步骤操作较繁琐 , 且可能残留VSV-
ΔG/G*的背景 , 需要适量使用针对G蛋白的抗体进行

降噪 [12-13]。HIV系统相较于VSV系统在SARS-CoV-2
的研究中应用更为广泛 , 其包装过程简单 , 能够在靶

细胞中表达较长基因或多顺反子基因 [14]。CRAW-
FORD等 [15]的研究详细描述了两种带有不同报告基

因的HIV系统包装SARS-CoV-2假病毒的方法, 并将所

构建的假病毒应用于抗体中和水平的测定 ; MA等 [16]

利用HIV系统构建的Dio和mCherry双色SARS-CoV-2
实现了通过单个假病毒追踪SARS-CoV-2入侵人呼吸

道上皮的过程 , 而VSV-G假病毒不能区分不同细胞的

血管紧张素转换酶2(angiotensin converting enzyme 2, 
ACE2)受体水平。OU等 [17]利用HIV系统构建的假病

毒来确定SARS-CoV-2易感的细胞类型、病毒受体及

其进入细胞的途径。CHEN等 [13]的综述中提到使用2
质粒系统包装SARS-CoV-2假病毒的应用居多, 然而2
质粒系统在安全性上存在一定风险。相比于2质粒包

装系统 , 3质粒包装系统的安全性更高。HIV 3质粒包

装系统通常由表达gag和pol蛋白的辅助质粒 , 含有报

告基因、顺式调节元件的穿梭质粒和表达目的蛋白

的包膜质粒组成 , 可减少因同源重组而产生具有复制

能力的重组体的机会[18-21]。 
为了建立一种稳定高效的SARS-CoV-2假病毒

构建方法 , 本研究对3质粒包装系统进行了摸索 , 成
功建立了一种简单高效的制备SARS-CoV-2假病毒

的方法, 其可用于体外评估SARS-CoV-2抗体中和活

性, 为研发SARS-CoV-2相关疫苗和药物的体外评价

提供了技术基础。

1   材料与方法
1.1   材料

1.1.1   质粒和细胞      慢病毒包装质粒pCDH-CMV-
MCS-EF1-copGFP、pLentipuro3-TO-V5-GW-EGFP-
Firefly Luciferase、pWPXL-EF1-EGFP、psPAX2均购自

上海海吉浩格生物科技有限公司; pCMV3-SARS-CoV-
2-Spike(B.1.1.7、B.1.617.2、B.1.1.529)购自北京义翘神

州科技股份有限公司 ; 293T细胞购自武汉普诺赛生命

科技有限公司 ; Escherichia coli DH5α感受态细胞购自

TaKaRa公司; 293T-ACE2细胞系由本实验室构建。

1.1.2   主要试剂      DMEM培养基购自武汉普诺

赛生命科技有限公司 ; 青 /链霉素购自Gibco公司 ; 
胎牛血清购自Biological Industries公司 ; 潮霉素

B(hygromycin B)购自北京索莱宝科技有限公司 ; 
DMSO购自Sigma-Aldrich公司 ; EZ Trans细胞转染

试剂购自上海李记生物科技有限公司 ; PrimeSTAR® 
Max DNA Polymerase、In-Fusion® HD Cloning Kit购
自TaKaRa公司; 质粒提取试剂盒购自MN公司; Hind 
III、Xho I、Lipofectamine™ 3000购自ThermoFisher
公司; 11-2G新冠抗体[22]由本实验室研制。

1.2   方法 
1.2.1   SARS-CoV-2 S蛋白表达质粒pcDNA3.1-S的
获得      以pCMV3-SARS-CoV-2-Spike质粒为模板 , 
利用设计的引物进行PCR获得S-19del基因 , 反应程

antibodies in vitro. This study provided a good foundation for the research of SARS-CoV-2 vaccines and drugs. 
Keywords       pseudovirus; neutralizing antibodies; SARS-CoV-2



664 · 技术与方法 ·

序: 98 °C预变性30 s; 98 °C变性10 s, 55 °C退火5 s, 
72 °C延伸1 min, 共35个循环 ; 72 °C延伸5 min。对

PCR产物进行胶回收后, 将S蛋白DNA片段无缝连接

至pcDNA3.1载体上从而获得pcDNA3.1-S表达质粒

(突变株B.1.1.7、B.1.617.2、B.1.1.529的表达质粒均

由此方法获得)。所构建的表达质粒经Hind III、Xho 
I酶切鉴定并测序后用于慢病毒包装。

1.2.2   流式分析      将生长状态良好的293T细胞以

1.2×106个 /孔的密度接种于24孔板并培养过夜 , 转染

前6 h将293T细胞培养基换成无血清培养基, 6 h后, 将
1.2 μg pcDNA3.1-S瞬时转染至293T细胞中。转染48 h
后 , 在37 °C条件下用0.05%胰蛋白酶消化并收集293T
细胞, 1 000 r/min室温离心5 min, 以5×105个/200 μL管的

量将293T细胞重悬于流式管中, PBS洗涤1次后加入抗

体11-2G(工作浓度为4 μg/mL), 4 °C孵育1 h, PBS洗涤2
次后加入羊抗人 IgG(H+L) Goat anti-Human IgG(H+L) 
Cross-Adsorbed Secondary Antibody, FITC(1500׃), 4 °C
孵育30 min, PBS洗涤2次后利用流式分析仪对SARS-
CoV-2 S蛋白在293T细胞表面的表达情况进行检测。

1.2.3   假病毒制备及条件优化      不同穿梭质粒的比

较: 将生长状态良好的293T细胞以2.4×105个/孔的密度

接种于24孔板并培养过夜, 转染前6 h将293T细胞培养

基换成无血清培养基, 37 °C孵育6 h后, 进行假病毒的

包装 , 选取三种常用的带有GFP(green fluorescent pro-
tein)荧光的穿梭质粒pWPXL-EF1-EGFP、pLenti-puro3-
TO-V5-GW-EGFP-Firefly Luciferase、pCDH-CMV-
MCS-EF1-copGFP进行比较, 辅助质粒为psPAX2, 包膜

质粒为pcDNA3.1-S。质粒混合液37 °C孵育16 h后, 更
换含10% FBS的DMEM完全培养基 , 48 h后收集细胞

上清, 2 000 r/min室温离心10 min, 收集上清, 用假病毒

感染293T-ACE2, 使用荧光显微镜DMi8记录GFP荧光, 
ImageJ软件统计假病毒感染的GFP阳性细胞的数量 , 
确认感染滴度。

假病毒包装3质粒比例的优化: 将生长状态良好

293T细胞以2.4×105个/孔的密度接种于24孔板并培养

过夜 , 转染前6 h将293T细胞培养基换成无血清培养

基, 6 h后, 进行假病毒的包装, 转染试剂为EZ Trans, 质
粒转染比例如表1所示。将质粒和转染试剂的混合液

加入细胞后37 °C孵育16 h, 更换含10% FBS的DMEM
完全培养基, 48 h后收集细胞上清, 2 000 r/min室温离

心10 min, 收集上清 , 用假病毒感染293T-ACE2, 使用

荧光显微镜DMi8记录GFP荧光, ImageJ软件统计假病

毒感染的GFP阳性细胞的数量, 确认感染滴度。

假病毒包装转染试剂的优化 : 将生长状态良好的

293T细胞以2.4×105个 /孔的密度接种于24孔板并培养

过夜, 转染前6 h将293T细胞培养基换成无血清培养基, 
6 h后 , 使用最优的质粒转染比例 , 用两种常用的转染

试剂: EZ Trans和Lipofectamine™ 3000在相同质粒比的

条件下进行假病毒的包装 , 质粒混合液37 °C孵育16 h
后, 更换含10% FBS的DMEM完全培养基, 48 h后收集

细胞上清, 2 000 r/min室温离心10 min, 收集上清, 用假

病毒感染293T-ACE2, 使用荧光显微镜DMi8记录GFP
荧光, ImageJ软件统计假病毒感染的GFP阳性细胞的数

量, 测定感染滴度。不同突变株的假病毒包装: 将生长

状态良好的293T细胞以2.4×105个 /孔的密度接种于24
孔板并培养过夜, 转染前6 h将293T细胞培养基换成无

血清培养基, 6 h后, 使用最优的质粒转染比例, 以Lipo-
fectamine™ 3000为转染试剂对突变株B.1.17、B.1.617.2、
B.1.1.529进行假病毒包装, 质粒混合液37 °C孵育16 h后, 
更换含10% FBS的DMEM完全培养基, 48 h后收集细胞

上清, 2 000 r/min室温离心10 min, 收集上清, 用假病毒

感染293T-ACE2, 使用荧光显微镜DMi8记录GFP荧光 , 
ImageJ软件统计假病毒感染的GFP阳性细胞的数量, 测
定感染滴度。

1.2.4   假病毒在新型冠状病毒中和抗体药物检测中

的应用      将11-2G抗体从100 μg/mL进行10倍梯度稀

表1   假病毒包装系统的质粒配比

Table 1   The proportion of plasmids in pseudovirus packaging system
组别

Group
穿梭质粒(pCDH-CMV-MCS-EF1-copGFP)
Transfer plasmid
(pCDH-CMV-MCS-EF1-copGFP)

辅助质粒(psPAX2)
Packing plasmid 
(psPAX2)

包膜质粒(pcDNA3.1-S)
Envelope plasmid
(pcDNA3.1-S)

1 0.300 μg 0.225 μg 0.100 μg
2 0.300 μg 0.225 μg 0.240 μg

3 0.300 μg 0.225 μg 0.300 μg
4 0.350 μg 0.175 μg 0.240 μg

5 0.420 μg 0.105 μg 0.240 μg
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释 , 加入96孔板 , 每孔终体积为50 μL。细胞对照孔和

病毒对照孔不参与倍比稀释。取20 μL假病毒加至抗

体稀释液中混匀, 37 °C孵育1 h后, 将生长状态良好的

293T-ACE2细胞按2×104个/30 μL孔铺至96孔板, 孔内液

体总体积为100 μL, 37 °C孵育16 h后, 更换含10% FBS
的DMEM完全培养基, 37 °C培养48 h后, 通过荧光显微

镜DMi8记录GFP荧光 , ImageJ软件统计假病毒感染的

GFP阳性细胞的数量 , 用于评估抗体中和活性。假病

毒中和百分率的计算公式: 假病毒中和百分率=(TU假病

毒对照孔–TU实验孔)/(TU假病毒对照孔–TU细胞对照孔)×100%。

1.2.5   统计学分析      采用GraphPad Prim6对抗体

中和水平进行分析, 并计算抗体的半数抑制率(half 
maximal inhibitory, IC50)。

2   结果
2.1   SARS-CoV-2 S蛋白表达情况分析 

为获得pcDNA3.1-S重组表达质粒并确认其表

达情况, 本实验以pCMV3-SARS-CoV-2-Spike质粒

为模板, 利用设计的引物进行PCR获得S蛋白DNA序

列(不包含最后19个氨基酸), 将该序列无缝连接至

pcDNA3.1载体上, 提取质粒后通过Hind III、Xho I
酶切鉴定获得大小分别为5 354 bp和3 774 bp的两个

条带(图1A), pcDNA3.1-S重组表达质粒经北京擎科

生物有限公司测序确认正确后, 瞬时转染至293T细
胞。293T细胞在转染48 h后, 用流式分析确认其表

面能够表达SARS-CoV-2 S蛋白(图1B)。
2.2   假病毒制备条件优化

2.2.1   假病毒穿梭质粒的优化      为了探索3质粒包

装系统中最佳的穿梭质粒 , 本研究以psPAX2为辅助

质粒 , pcDNA3.1-S为包膜质粒 , 选取了三种假病毒

穿梭质粒 (分别命名为pWPXL-EF1-EGFP、pLenti-
puro3-TO-V5-GW-EGFP-Firefly Luciferase、pCDH-
CMV-MCS-EF1-copGFP)进行比较。在相同的EZ 
Trans转染条件下 , 发现穿梭质粒为 pCDH-CMV-
MCS-EF1-copGFP时的荧光强度最高(图2)。
2.2.2   假病毒包装质粒比例的优化      为了获得更

高的病毒滴度 , 本研究进一步对 psPAX2(辅助质

粒 )、pcDNA3.1-S(包膜质粒 )、pCDH-CMV-MCS-
EF1-copGFP(穿梭质粒 )的比例进行了摸索。在相

同的EZ Trans转染条件下, 如图3中实验组2所示, 当
穿梭质粒和辅助质粒的比例为0.300 μg0.225׃ μg(即
包膜质粒pcDNA3.1-S为0.240 μg时, 所包装的 ,(3׃4

假病毒滴度最高, TU值为2×105 TU/mL。如图3中实

验组5所示 , 当包膜质粒pcDNA3.1-S为0.240 μg时 , 
改变穿梭质粒和辅助质粒用量后 , 荧光强度均有所

下降。

2.2.3   转染试剂的优化      为了进一步提高假病毒

滴度 , 我们尝试了不同的转染方法。结果发现当使用

Lipofectamine™ 3000作为转染试剂时可以获得高滴

度的假病毒(图4), 其转染效率明显高于EZ Trans, 所包
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A: Hind III和Xho I双酶切鉴定重组质粒pcDNA3.1-S; B: 流式分析SARS-CoV-2 S蛋白在293T细胞表面的表达情况。
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图1   SARS-CoV-2 S蛋白的表达分析

Fig.1   Expression analysis of SARS-CoV-2 S protein
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图2   不同穿梭质粒对假病毒滴度的影响

Fig.2   The effect of different transfer plasmids on pseudovirus production titers 
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图4   不同转染试剂对假病毒滴度的影响

Fig.4    The effect of different transfection reagents on pseudovirus production titers
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Fig.3    The effect of different radios of plasmids on pseudovirus production titers



667黄楠等: 新型冠状病毒假病毒制备方法的优化及应用

装的假病毒滴度达1×106 TU/mL, 是EZ Trans的5倍。

2.3   不同突变株假病毒的包装

使用优化后的假病毒包装方法对SARS-CoV-2
的突变株Alpha、Delta、Omicron进行包装。结果表

明 , 利用该方法制备的三种假病毒均具有较高的滴

度(图5)。

2.4   假病毒在新型冠状病毒中和抗体检测中的应用

利用本研究建立的假病毒包装方法获得SARS-
CoV-2突变株B.1.1.7假病毒, 并利用本实验室已构建

的293T-ACE2细胞系 , 对SARS-CoV-2抗体11-2G的

中和活性进行检测 , 结果显示 , 11-2G对所构建的假

病毒具有中和能力(图6), IC50为0.126 μg/mL, 与我们
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1 μL、10 μL、50 μL为假病毒在感染293T-ACE2时每孔的用量。

1 μL, 10 μL, and 50 μL were the amount per well of pseudovirus infected with 293T-ACE2.
图5   不同新冠突变株假病毒的获得

Fig.5    Generation of different SARS-CoV-2 variants pseudovirus

10–4~102为假病毒中和实验中的抗体使用浓度, 浓度单位为μg/mL。Control为病毒对照孔。

10–4-102 were the antibody concentrations used in the pseudovirus neutralization experiment, and the concentration unit was μg/mL. Control is the virus 
control hole.

图6   假病毒检测SARS-CoV-2抗体的中和能力

Fig.6    Pseudovirus-based antibody neutralization assay
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已发表的真病毒检测结果具有一致性[22]。

3   讨论
截至2022年10月全球累计的新型冠状病毒肺炎

确诊人数达6.19亿 (https://covid19.who.int/)。虽然多

款药物的临床数据利好 , 但能够有效治疗新型冠状

病毒肺炎的药物种类极少 , Omicron突变株的出现更

是逃逸了现有的大部分抗体药物以及疫苗保护 [23], 
对SARS-CoV-2相关疫苗和药物的研发带来了巨大

的挑战。

SARS-CoV-2假病毒作为SARS-CoV-2疫苗和

药物研发过程中的安全有效且快速的评估手段 , 在
病毒相关机制研究 [24-25], 治疗性抗体药物 [26]和疫苗

的研发中起到了重要作用。本研究通过对HIV假病

毒包装条件的优化 , 建立了一个能够制备高滴度假

病毒的方法。目前研究已证实, 在SARS-CoV-2假病

毒制备中去除S蛋白序列中胞质部分的19个氨基酸

能够促进假病毒的出芽 [17], 对利用基于假病毒进行

SARS-CoV-2病毒进入细胞机制的研究具有重要意

义 [27]。HU等 [28]在研究中比较了S蛋白全长、S蛋白

去掉KXHXX基序和去除S蛋白胞质部分 19个氨基

酸三种条件下所包装的假病毒滴度 , 发现去除S蛋
白序列中胞质部分的19个氨基酸所包装获得的假病

毒滴度最高。根据以上研究结果 , 本研究均采用去

C-端19个氨基酸序列的S蛋白包膜质粒对假病毒进

行包装, 所制备的假病毒的滴度与HU等[28]的结果相

近。有研究表明, 与GFP的三肽发色团构象位置不同, 
超量绿色荧光蛋白(copepod green fluorescent protein, 
copGFP)采用的是顺式共面构象, 这种构象被认为是

获得高荧光量子产率的先决条件 [29]。因此 , 我们对

比了带有 copGFP和增强型绿色荧光蛋白 (enhanced 
green fluorescent protein, EGFP)的3个常用的穿梭质

粒 , 发现带有copGFP的穿梭质粒荧光强度明显高于

其他两种EGFP穿梭质粒 , 这一结果与LOW等 [30]的

研究结果相似 , 这种超亮绿色荧光蛋白为后续研究

带来了便利。

已发表的SARS-CoV-2假病毒3质粒包装系统中

质粒配比各有不同[31-32]。本研究通过比较穿梭质粒种

类、包装系统质粒的用量以及不同转染试剂对SARS-
CoV-2假病毒包装的影响 , 从而建立了一套简单高效

的SARS-CoV-2假病毒构建系统。本研究通过对质粒

比的优化, 将包装所用的质粒总量降低为每1.2×106个

293T细胞使用0.765 μg, 与已发表的相关研究 [15,28]相

比大大降低了病毒包装所需使用的质粒量。而对于

转染试剂的比较发现 , Lipofectamine™ 3000包装的假

病毒滴度达1×106 TU/mL, 虽然高于EZ Trans, 但该试

剂的成本相对较高, 而使用EZ Trans进行病毒包装, 则
可能需要进行进一步的浓缩与纯化。此外 , 为验证这

一方案是否适用于多个突变株 , 我们比较了B.1.1.7、
B.1.617.2、B.1.1.529三种SARS-CoV-2流行突变株假

病毒的包装情况。结果显示 , 经优化后的假病毒包装

系统适用于突变株B.1.1.7、B.1.617.2、B.1.1.529, 滴
度均可以达到1×106 TU/mL(图5), 这一滴度水平与已

有研究成果一致 [33-34]。随后 , 我们将所包装的假病毒

(B.1.1.7)应用于SARS-CoV-2抗体的中和活性评价 (图
6), 测得11-2G抗体对突变株B.1.1.7的半数抑制有效浓

度为0.126 μg/mL, 这一检测结果与我们已发表的真病

毒检测结果具有一致性 [22]。这表明该体系制备的假

病毒可以用于体外评价中和抗体活性。

4   结论
综上所述 , 本研究以HIV 3质粒包装系统为基

础 , 通过对假病毒的穿梭质粒、3质粒配比以及转

染试剂的比较 , 成功建立了一种简单高效的制备

SARS-CoV-2假病毒的方法。该方法可用于制备

SARS-CoV-2假病毒 , 为体外评估SARS-CoV-2抗体

中和活性及研发SARS-CoV-2相关疫苗和药物提供

了技术基础。
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