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1.1  产品信息
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1.2.  内容及描述 

与传统共转染多个质粒（如包装质粒、包膜质粒和转移质粒）的慢病毒包装系统不同，EULV® ONE 慢病毒包装
系统使用单个转移质粒即可完成慢病毒生产。这一创新消除了质粒比例优化和兼容性方面的挑战，显著降低了操
作复杂性和生产成本。

EULV® ONE Packaging Cell Line稳定整合了可诱导的gag/pol、rev和VSV-G基因，通过对转移构建体进行单
质粒转染，能够在贴壁和悬浮培养中生产慢病毒载体（LVV）。

两种试剂盒均能生产300mL慢病毒载体。

EULV® ONE 慢病毒包装系统提供两种优化试剂盒：

EULV® ONE
慢病毒包装试剂盒(贴壁)             
(G1001)

用于在培养皿或细胞工厂中生产贴壁的慢病毒载体。

EULV® ONE
慢病毒包装试剂盒(悬浮)  
(G1002)

用于使用离心管、培养瓶或生物反应器进行可放大规模
的慢病毒载体生产。

01�
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产品信息

Polybrene

EULV 
® ONE 

慢病毒包装试剂盒(贴壁) 

干冰包裹寄送

干冰包裹寄送

干冰包裹寄送

干冰包裹寄送

干冰包裹寄送

50μL×1 -20℃

-20℃

-20℃

-20℃

1mL×3 液氮

500μL×1

500μL×1

G4002

G4001

G2001

G50011

货号 G1001

EULV 

® ONE
Packaging Cell Line

EULV  

® ONE
Lentiviral Vector Backbone Plasmid

EULV 

® ONE
Lentiviral Vector EGFP Plasmid

30mL×1G50022

4℃ 条件寄送

EuLV Inducer, adherent

500μL×5G50041-1Transfection Reagent 2-8℃ 避光 

组件 货号 数量 运输条件储存条件
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1.2.1. EULV® ONE Packaging Cell Line

The EULV® ONE Packaging Cell Line 源自HEK293T细胞系，并适应悬浮培养。

特性：
    细胞倍增时间约20小时。
    在细胞传代3至20代之间具有高慢病毒生产能力。

1.2.2. EULV® ONE Lentiviral Vector Backbone Plasmid

The EULV® ONE Lentiviral Vector Backbone Plasmid 用于构建单质粒瞬时转染所需的转移载体骨架质粒。
可将目的基因（GOI）序列插入其中，以生产慢病毒载体。

EULV 
® ONE 

慢病毒包装试剂盒(悬浮)  

Transfection Reagent

干冰包裹寄送

干冰包裹寄送

干冰包裹寄送

干冰包裹寄送

干冰包裹寄送

50μL×1 -20℃

-20℃

-20℃

-20℃

1mL×3 液氮

500μL×1

500μL×5

G4002

G50041-1

G4001

4℃ 条件寄送

30mL×1G50051EuLV PCL Inducer, suspension

G2001

Polybrene 500μL×1G50011

货号 G1002

EULV 

® ONE
Packaging Cell Line

EULV 

® ONE
Lentiviral Vector Backbone Plasmid

EULV 

® ONE
Lentiviral Vector EGFP Plasmid

2-8℃ 避光

4℃ 条件寄送2-8℃ 避光

组件 货号 数量 运输条件储存条件

组件 货号 数量 运输条件储存条件

EuLV Medium I 1000mL×1G50031

Medium



质粒说明

元件名称 元件说明 元件位置

CMV promoter 31..614

5' LTR (truncated) 629..809

811..828

HIV-1 Psi (Ψ)

gag

RRE

856..981

965..1326

1480..1713

巨细胞病毒早期启动子

慢病毒长末端重复序列

启动逆转录的引物结合区域

HIV-1 gag蛋白编码序列5'端1-337bp区域

Rev反应元件

慢病毒RNA基因组包装的信号元件

PBS
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PacI  (2338)
SalI  (2342)

EcoRI  (2348)
NheI  (2357)

XbaI  (2363)
EcoRV (2371)

XhoI  (2375)
BamHI  (2385)

MluI  (2394)
(E8610)WPRE-R (2473..2492)

(D9343)PF1779 (2181..2200)

5228 bp
EULV® ONE  Lentiviral Backbone Plasmid



1.2.3. EULV® ONE  Lentiviral Vector EGFP Plasmid

The EULV® ONE Lentiviral Vector EGFP Plasmid 是一种为单质粒瞬时转染设计的转移载体质粒，以EGFP
作为目的基因。该质粒浓度为1mg/mL。

插入目的基因后使用的测序引物

1)  MCS 位点序列如下图所示

1)  5′端测序引物名称和序列:

2) 插入目的基因推荐使用的酶切位点组合:
PacI & XhoI, PacI & BamHI, PacI & MluI.

(D9343)PF1779: TGAACGGATCTCGACGGTAT

2)  3′端测序引物名称和序列:

(E8610)WPRE_R: CATTAAAGCAGCGTATCCAC

在 MCS 位点插入目的基因，转染细胞后，可瞬时表达目的蛋白质。

MCS 2334..2399多克隆位点

cPPT/CTS 2216..2333中央多嘌呤束

WPRE(mut) 2400..2988突变的土拨鼠肝炎病毒转录后调控序列

3′ LTR (Delta-U3) 3066..3299慢病毒长末端重复序列

SV40 poly(A) signal 3371..3492转录终止子聚腺苷酸化序列

ori 3541..4253质粒复制起始序列

AmpR 4260..5120氨苄青霉素耐药基因

AmpR promoter 5121..5225氨苄青霉素耐药基因启动子序列

元件名称 元件说明 元件位置
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一种化学成分明确、无动物源、无血清且无蛋白的配方，用于启动悬浮的EULV® ONE Packaging Cell Line的
慢病毒载体生产。

1.3.  设备推荐清单 

1.2.4. Polybrene

Polybrene是一种转导增强剂，用于在慢病毒转导滴度检测过程中提高慢病毒转导效率。

1.2.5. Transfection Reagent 

专门配制用于将转移质粒高效、低毒地转染到EULV® ONE Packaging Cell Line中。

1.2.7. EuLV Medium I

EuLV Medium I是一种化学成分明确、无动物源、无血清且无蛋白的配方，专门为EULV® ONE Packaging 
Cell Line的生长和转染而开发。使用前，应向培养基中添加6mM谷氨酰胺。

1.2.8. EuLV PCL Inducer, suspension

1.2.6. EuLV Inducer, adherent

一种化学成分明确、无动物源、无血清且无蛋白的配方，用于启动贴壁的EULV® ONE Packaging Cell Line的
慢病毒载体生产。

若需要反复预热培养基，建议分装使用。注意

设备名称 厂家 型号

低速离心机 L550

二氧化碳振荡培养箱 ZCZY-AS8V、ZCZY-AS8E、ZCZY-BS8ES

Countstar Rigel S2

流式细胞仪 NovoCyte 3130

湖南湘仪实验室仪器开发有限公司

上海知楚仪器有限公司

上海睿钰生物科技有限公司

安捷伦

全自动细胞荧光分析仪
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复苏、传代和冻存02�
避免细胞受到短期的极端温度变化。
细胞通过干冰运输收到后，在液氮中储存3~4天后再进行解冻。
对于所有细胞操作，通过轻轻旋转混匀细胞，避免剧烈振荡或吹打。

重要提示

复苏：

将冻存的细胞恢复到有活率和增殖能力的状态，用于实验，确保冰晶形成和二甲基亚砜
 ( DMSO )等冷冻保护剂的细胞毒性对细胞造成的损伤最小化。

传代：

通过在最佳汇合度和细胞密度下对贴壁或悬浮细胞进行传代培养，维持细胞的健康增殖，防
止接触抑制、细胞衰老或过度生长诱导的应激。

冻存：

使用冷冻保护剂（如DMSO）在超低温（-196℃ ）下长期保存细胞，以维持细胞活率、遗传
稳定性和功能，用于未来应用，同时将污染或遗传变异的风险降至最低。

06

1.4.  耗材推荐清单

耗材名称 厂家 规格

细胞培养瓶

细胞培养瓶

125mL

125mL

100mm

康宁生命科学（吴江）有限公司

广州洁特生物过滤股份有限公司

康宁生命科学（吴江）有限公司细胞培养皿



2.1. 贴壁细胞

EULV® ONE Packaging Cell Line液氮中取出EULV® ONE Packaging Cell Line冻存管，快速置
于37℃水浴锅中，轻轻摇晃至冻存管内无可见冰块。

注意：避免浸没冻存管盖，以防污染。
 
将细胞转移至含有9mL DMEM完全培养基（含10%胎牛血清）的15mL离心管中。

以190×g离心3分钟。

吸除并丢弃上清液，加入3mL DMEM完全培养基，轻柔吹打至细胞分散均匀。

使用细胞计数器测定活细胞密度和细胞活率。按照2×105活细胞/mL，计算在10cm培养皿中接种所需
的细胞悬液体积（培养体积为10mL），加入培养基补齐至10mL。将复苏后的细胞标记为第1代。

将培养皿置于37℃、5% CO₂培养箱中培养两天。

a

b

c

d

e

f

2.1.1. 复苏
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2.1.2. 传代

a

b

c

d

e

g

f

培养两天后，吸弃溶液中原有培养基，沿培养皿内壁缓慢加入5mL PBS，缓慢晃动培养皿使PBS浸润
整个培养皿底部，然后吸弃培养皿中的PBS。

加入2mL重组胰酶覆盖培养皿底部。在37℃孵育3分钟，直至约80%的细胞脱离（在显微镜下观察细
胞变圆形态，必要时轻轻敲击培养皿）。

加入5mL DMEM完全培养基终止消化并将细胞悬液转移至离心管中。

以190×g离心3分钟。

吸除并丢弃上清液，加入3mL DMEM完全培养基，轻柔吹打至细胞分散均匀。

使用细胞计数器测定活细胞密度和细胞活率。按照2×105活细胞/mL，计算在10cm培养皿中接种所需
的细胞悬液体积（培养体积为10mL），加入培养基补齐至10mL。

可接受标准：细胞活率≥80%

将培养皿置于37℃、5% CO₂培养箱中进一步培养扩增。



将程序降温盒转移至-80℃超低温冷藏箱中储存20小时以上。

将细胞转移至液氮罐中进行长期保存。

g

h

0608

a

b

c

d

e

f

2.1.3. 冻存

按照胎牛血清:DMEM 完全培养基:DMEM=5:4:1的体积比配制含有10% DMSO的冻存液，并放入2-8℃
冰箱预冷。

注意：冷冻保存液必须现配现用，配制后1小时内使用。

步骤同2.1.2 a-2.1.2 d。

吸除并丢弃上清液。使用适量体积的冻存液重悬细胞，按每个冻存管1mL进行分装。

例如：接种2×106活细胞至10cm培养皿培养两天，细胞数达到8×106活细胞，应加入4mL冷冻保存液重
悬细胞。

使用细胞计数器测定活细胞密度和细胞活率。

可接受标准：细胞活率≥90%，细胞密度≥2×106活细胞/mL。

将1mL细胞悬液分装到预先标记的冻存管中。密封冻存管盖，防止液氮泄漏。

将冻存管转移至预冷的程序降温盒（提前在2-8℃存放30分钟）中进行程序降温。

2.2. 悬浮细胞

2.2.1. 复苏

a

b

c

d

从液氮中取出EULV® ONE Packaging Cell Line冻存管，快速置于37℃水浴锅中，轻轻摇晃至冻存管
内无可见冰块。

注意：避免浸没冻存管盖，以防污染。

将细胞转移至含有9mL EuLV Medium Ⅰ的15mL离心管中。

以190×g离心3分钟。

吸除并丢弃上清液，加入3mL EuLV Medium Ⅰ，轻柔吹打至细胞分散均匀。



将125mL摇瓶置于37℃、170rpm和8% CO₂培养箱中培养。

重复步骤2.2.2 a-2.2.2 f，以维持或扩大细胞培养规模。

f

g

2.2.2. 传代

a

b

c

d

e

2.2.3. 冻存

按照培养基：DMSO=9:1的体积比配制含有10% DMSO的冷冻保存液，并放入2-8℃冰箱预冷。 

注意：冻存液必须现配现用，配制后1小时内使用。

细胞培养三天后，使用细胞计数器测定活细胞密度和细胞活率。 

可接受标准：细胞活率≥90%。

根据1.5×107活细胞/冻存管的要求，计算所需的总活细胞数，并将相应的细胞悬液转移至离心管中。

以190×g离心3分钟。

a

b

c

d

09

e

f

使用细胞计数器测定活细胞密度和细胞活率。将所有细胞转移至含有27mL培养基的125mL摇瓶中。将
复苏后的细胞标记为第1代。

可接受标准：细胞活率≥80%

将摇瓶置于37℃、170rpm和8% CO₂培养箱中培养三天。

培养三天后，使用细胞计数器测定活细胞密度和细胞活率。

可接受标准：细胞活率≥90%。

按照4×105细胞/mL，计算125mL摇瓶所需的细胞悬液体积（培养体积为30mL）并将细胞转移至离
心管中。

以190×g离心3分钟。

吸除并丢弃上清液，加入3mL EuLV Medium Ⅰ，轻柔吹打至细胞分散均匀。

将所有细胞转移至含有27mL培养基的125mL摇瓶中。



刚复苏的细胞不可用于细胞转染。建议使用代次为3~20。

在所有细胞操作过程中，通过轻轻吹打混匀细胞；避免剧烈混匀或吹打。细胞状态对最佳实验效果至关
重要。

转染试剂的配制及静置过程在室温下进行。

2.3. 操作提示

确保设备的温度已校准。在某些情况下，过高的温度可能会导致细胞生长减缓、聚集或细胞死亡。

确保设备的CO₂浓度已校准。CO₂浓度应在8%±1%的范围内。

2.4. 设备指南

吸除并丢弃上清液。使用适量体积的冻存液重悬细胞，按每个冻存管1mL进行分装。

例如：需要冻存5支细胞，则将总数为7.5×107的活细胞转移至离心管中，吸除并丢弃上清液，使用5mL
冻存液重悬细胞。

步骤同2.1.3 e-2.1.3 h。

e

f
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3.1. 贴壁细胞操作

3.1.1. 接种（10cm培养皿）

a

b

c

慢病毒载体生产

接种

达到贴壁细胞的最佳密度（目标汇合度为60%-80%），以确保有足够的表面积用于转染和
慢病毒载体生产。对于悬浮细胞，达到最佳密度和细胞活率，以实现高效转染。

瞬时转染

将单个转移载体导入细胞，简化了慢病毒载体的生产过程，同时保持高滴度并最小化批次间
差异。

诱导

诱导包括：（a）使用可诱导启动子（如四环素响应元件）激活慢病毒基因；或（b）应用增
强剂，通过提高转染效率和降低细胞毒性来提高慢病毒滴度。

收获

转染后48小时收集上清液（此时慢病毒滴度可达峰值），经离心去除细胞碎片后，用于后续
滴度检测。

03�

步骤同2.1.2 a-2.1.2 e。

测定活细胞密度和细胞活率。根据总细胞数4×106计算10cm培养皿所需的细胞悬液体积。

可接受标准：细胞活率≥90%。

将细胞置于37℃、5% CO₂培养箱中孵育。

11



DMEM完全培养基 质粒 Transfection Reagent

900μL

表1: 10cm培养皿转染复合物制备步骤

质粒浓度推荐为 1mg/mL，即最终加入量为 25μg；转染试剂浓度为1mg/mL，与质粒配比为 3:1。

75μL25μL

3.1.2. 瞬时转染

c

d

3.1.3. 诱导

a

b

3.1.4. 收获

3.2. Suspension Cells

3.2.1. 接种（125mL摇瓶）

a

b

（使用前配制使用）。
转染后6小时，吸除并丢弃上清液。加入10mL含有10% EuLV Inducer,adherent的DMEM完全培养
基

将细胞置于37℃、5% CO₂培养箱中孵育42小时。

按照表中顺序混合质粒和试剂，在室温下静置15分钟，将转染复合物缓慢加入至10cm培养皿中，轻轻
摇晃培养皿以确保均匀分布。

将细胞置于37℃、5% CO₂培养箱中孵育6小时。

接种后24小时，在显微镜下观察细胞汇合度，60%-80%范围内最佳。

根据下表制备转染复合物，并根据所需10cm培养皿的数量按比例调整。

a 重复步骤2.2.2 a-2.2.2 f完成细胞接种。

a 请参考3.3。

12



3.2.4. 阳性率检测

a

b

质粒浓度推荐为1mg/mL，即最终加入量为60μg；转染试剂浓度为1mg/mL，与质粒配比为 3:1。

e

3.2.2. 瞬时转染

接种后3天，测定活细胞密度和细胞活率。

可接受标准：细胞活率≥90%，活细胞密度：4×106-6×106/mL。

将含有EuLV Medium Ⅰ和质粒的离心管（如下表所示）轻轻倒置4-5次进行混合。

EuLV Medium I 质粒 Transfection Reagent

2.76mL

表2: 125mL摇瓶转染复合物配制(30mL)

180μL60μL

向混合物中加入Transfection Reagent后，将离心管涡旋4-5次。 

注意：如果需要使用其他培养体系，可按比例调整试剂用量。

将转染混合物在室温下静置15分钟，然后缓慢滴加至摇瓶中。

将细胞置于37℃、170rpm和8% CO₂的振荡培养箱中继续培养。

c

d

a

b

3.2.3. 诱导

转染后6小时，加入8% EuLV PCL Inducer, suspension（如30mL生产体积加入2.4 mL）。

将细胞置于37℃、170rpm和8% CO₂的振荡培养箱中继续培养24小时。

a

b

请参考3.3。a

3.2.5. 收获

转染后24小时，从摇瓶中取出200μL细胞悬液以检测阳性率。

可接受标准：阳性率≥30%。

剩余细胞继续培养24小时。

13



轻柔吹打混合慢病毒载体。请勿涡旋，避免剧烈混合。

刚复苏的细胞不可用于细胞转导。建议使用代次为3~20。

4.1.   操作提示

转导当天，测定Jurkat的活细胞密度和细胞活率。 

可接受标准：细胞活率≥90%。
a

4.2.   转导Jurkat细胞（第1天）

14

慢病毒载体滴度检测

重要提示

转染后48小时收获慢病毒载体，将细胞悬液收集至离心管中，以1500×g离心10分钟。

收获后立即将慢病毒载体按200μL分装至EP管中并储存在-80℃，或进行"慢病毒载体滴度检测"。

a

b

3.3. 收获慢病毒载体

04�
慢病毒载体的处理必须按照机构指南进行。所有材料在使用后必须用10%漂白剂
溶液灭活处理。

向离心管中加入RPMI1640完全培养基（含10%胎牛血清），将Jurkat细胞稀释至最终活细胞密度为
2×10⁵细胞/mL。加入0.1% Polybrene（如15mL培养体积加入15μL），轻柔吹打混匀。

转导前，将Jurkat细胞接种24孔培养板，培养体积为500μL/孔。

b

c



g

h

d

b

c

d

e

f

a

4.3.   滴度检测（第3天）

慢病毒载体稀释倍数 EGFP⁺ 阳性细胞率

25

26

表3: 慢病毒滴度计算示例

80% （超出范围，不可用）

60% （超出范围，不可用）

27 36% （超出范围，不可用）

28 18% 

若使用冻存慢病毒载体，请提前取出并恢复至室温。

注意：不要加速慢病毒载体的解冻过程，可能会降低慢病毒载体的滴度。

在每个EP管中，将150μL慢病毒载体依次稀释到150μL培养基中，制备12个连续稀释倍数

在每个EP管中，将150μL慢病毒载体依次稀释到150μL稀释培养基中，制备9个连续稀释倍数
 

注意：如果您的慢病毒载体经过纯化浓缩，可能需要更多的稀释倍数。

将100μL稀释后的慢病毒载体转移至24孔板对应的孔中转导Jurkat细胞。

将24孔培养板置于37℃、5% CO₂培养箱中培养48小时。

轻柔吹打使细胞分散均匀。

使用流式细胞仪处理细胞样品。

计算慢病毒滴度。

选取阳性范围为5%~35%，根据EGFP+细胞的百分比确定对应的稀释倍数。

（21至212）。（用于慢病毒载体阳性对照）

（21至29）。（用于慢病毒载体样品）

15



16

使用以下公式计算滴度：

EGFP⁺ 阳性细胞率

转导时每孔的细胞数（每孔）

病毒加入量( mL )

慢病毒载体稀释倍数

滴度
 =
 (F×C/V)×D

示例

F 

C

v 

D 

18%

1×105

0.1

2⁸

F 

C

v 

D 

计算:                               滴度 = ( 0.18×100,000 / 0.1 ) × 2⁸ = 4.6×10⁷ TU/mL 



细胞质量保证

诱导剂和添加剂区分

重点：注意诱导剂和添加剂的使用顺序。

细胞传代质量评估

重点：验证传代数是否超过规定限制，以及传代培养期间细胞密度是否超过7×106活
细胞/mL。 

b

c

故障排除

描述 建议

慢病毒滴度低

05�
细胞质量保证

重点：关注细胞密度和细胞活率，以确保最佳细胞状态。

试剂有效期管理

重点：关注试剂效期（例如，转染效率>30%），避免使用过期试剂导致实验失败。

质粒用量优化

重点：调整质粒比例（例如，目的基因：转染试剂=1:3、1:2、1:1）以获得更高的转染
效率。

微生物污染筛查

重点：对细菌、真菌和支原体进行系统污染筛查。
a

a

b

c
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18

安全

慢病毒载体的毒性本质上与转移载体中携带的转基因有关。对于编码癌基因（如HER2、
RAS突变体）或肿瘤抑制基因（如p53、PTEN）的载体：

废物必须在高压灭菌前进行化学灭活（例如，1%次氯酸钠≥1小时）。

操作人员必须佩戴双层手套+防刺实验服，并在操作后72小时内监测症状。

6.3.   意外泄漏措施

处理慢病毒载体时要小心防止飞溅。如果操作过程中生物安全柜被慢病毒载体污染，立即用含有75%
乙醇和1% SDS的灭活溶液擦拭干净。接触慢病毒载体后，将移液枪头、离心管、培养板和培养基浸泡
在含有75%乙醇和1% SDS的灭活溶液中。

慢病毒载体相关废物需要专门收集，并进行高温灭菌统一处理。

a

b

6.2.   毒性风险警示

6.1.   生物安全等级要求

慢病毒载体被归类为生物安全等级2（BSL-2/P2）制剂。所有操作，包括废物处理，必须在BSL-2设施内的II级
生物安全柜（BSC）中进行。废物容器必须标有生物危害标志并进行高压灭菌（121℃，30分钟）。

06�
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