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生物技术与方法                                                               

核衣壳蛋白VP39融合TAT转导肽对杆状病毒转导哺乳
动物细胞的影响 

李俪, 王鑫, 尹隽, 钟江 
复旦大学生命科学学院微生物学与微生物工程系, 上海 200433 

摘  要: 为了提高昆虫杆状病毒在哺乳动物细胞中转导基因的效率, 构建了重组杆状病毒 AcRed-tat 和 AcRed。两者都

能在哺乳动物细胞内表达红色荧光蛋白作为报告基因。同时, AcRed-tat 带有 HIV-1 Tat 转导肽、病毒主要衣壳蛋白基因

vp39 及增强型绿色荧光蛋白(egfp)三者的融合基因, 并由杆状病毒多角体启动子表达, 能够在昆虫细胞中表达该 Tat 融

合蛋白, 并掺入子代病毒粒子。而 AcRed 作为相应的对照病毒, 带有多角体启动子表达 vp39 和 egfp 的融合基因。2 株

病毒分别转导哺乳动物细胞后, 利用流式细胞仪检测报告基因的表达水平, 发现在 CHO 和 Vero 细胞中 AcRed-Tat 介导

的报告基因表达水平明显高于 AcRed, 而在 HEK293 细胞中 2 株病毒介导的报告基因表达水平差异不显著。结果表明

Tat 转导肽可以提高杆状病毒对一部分哺乳动物细胞的转导效率, 为改进杆状病毒-哺乳动物细胞转导载体提供了新的

思路。 
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Tat transduction peptide displayed on the nucleocapsid 
improved the baculovirus transduction of mammalian cells 

Li Li, Xin Wang, Juan Yin, and Jiang Zhong 

Department of Microbiology and Microbial Engineering, School of Life Sciences, Fudan University, Shanghai 200433, China 

Abstract: In order to improve the transduction efficiency of insect baculovirus in mammalian cells, we constructed two recombinant 
baculoviruses, AcRed-tat and AcRed. Both viruses expressed red fluorescence protein gene (dsRed) as a reporter in mammalian cell 
lines. AcRed-tat also contained the coding sequence of HIV-1 Tat transduction peptide fused with viral major capsid protein gene 
vp39 and enhanced green fluorescence gene (egfp) driven by virus polyhedrin promoter. It expressed the Tat fusion protein in infected 
insect cells, which was incorporated into the nucleocapsids of progeny virus. As a control, AcRed had the fusion gene of vp39 and 
egfp driven by polyhedrin promoter. Flow cytometry analysis demonstrated that although similar level of red fluorescence was 
produced in HEK23 cells transduced by the two recombinant viruses, significantly higher red fluorescence level was seen in CHO 
and Vero cells transduced by AcRed-tat than that by AcRed. These results suggested that Tat transduction peptide might improve the 
baculovirus-mediated gene expression in some mammalian cells. Our work provided a new approach to improve baculovirus as a 
gene delivery vector for mammalian cells. 
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杆状病毒 (Baculoviridae)是一类感染昆虫的

DNA 病毒[1]。研究发现, 这种病毒也能够进入包括

哺乳动物细胞在内的各种高等动物细胞, 但并不复

制, 对细胞没有明显影响[2]。如病毒带有 CMV IE等

哺乳动物细胞可识别的启动子, 就可以在这些细胞

中实现外源基因表达[3-4]。因此, 杆状病毒被认为是

一种极具潜力的新型哺乳动物细胞基因转移载体 , 

具有在一些细胞中基因转移效率高、操作方便、可

容纳大片段外源基因、安全性好等优点。但该载体

也有一些缺点, 特别是它对不同细胞基因转移效率

差别大, 对某些细胞的转染效率还有待提高。 

提高杆状病毒对哺乳动物细胞的转导效率及介

导的外源基因表达水平的途径之一是利用基因工程

技术对病毒进行改造。目前, 对杆状病毒的改造大都

是针对杆状病毒的包膜蛋白 GP64[5-7], 以使病毒对哺

乳动物细胞表面的分子具有亲和性, 提高其进入细胞

的效率, 或者使其能进入特定的细胞。近年来有研究

表明, 在一些转导效率低下的细胞中, 杆状病毒并非

不能进入细胞, 而是在进入细胞后, 病毒核衣壳滞留

在细胞质内, 难以进入细胞核进行外源基因表达[8-9]。

目前, 有关提高病毒粒子进入细胞核的研究还较少。 

Tat转导肽是人免疫缺陷病毒 I型(HIV-1)转录因

子 Tat 上富含碱性氨基酸的一段序列, 长 11 个氨基

酸残基(47aa~57aa), 具有携带蛋白质、核酸等生物

大分子进入细胞 , 并最终定位于细胞核的能     

力[10-11]。一般认为 Tat 转导肽的转导能力是由其一

级结构决定的。有文献报道将 Tat转导肽融合表达于

腺病毒 H1-loop 时, 能提高重组腺病毒进入一些难转

染的细胞, 如缺失腺病毒受体 CAR的细胞的效率[12], 

这表明 Tat对病毒穿过细胞膜也有帮助。但是 Tat转

导肽对杆状病毒转导细胞的作用尚未见报道。本实验

中, 将 Tat 转导肽与杆状病毒主要衣壳蛋白 VP39 融

合表达, 使其掺入病毒粒子, 以研究 Tat 转导肽对杆

状病毒进入哺乳动物细胞核和介导基因表达的影响。 

1  材料与方法 

1.1  重组病毒的构建 
以 pCMV-DsRed(Clontech公司)为模板, 使用引

物Ru与Rd(表 1)扩增得到包括CMV启动子和 dsRed

编 码 序 列 片 段 , Sal I/Xho I 双 酶 切 后 插 入

pFastBac1(Invitrogen 公司 )的相应位点 , 得到质粒

pFB-Red。使用引物 Gu与 Gd(表 1)扩增得到 egfp基

因片段, 用 Xho I/Kpn I双酶切后插入 pFastBac1的

相应位点, 得到质粒 pFB-EGFP, 然后以此质粒为模

板用引物 Gu 与 Pad(表 1)扩增包含 egfp 与 SV40 

polyA信号的片段, 连入 T载体(TaKaRa公司), 得到

质粒 pT-GA。 

表 1  PCR 引物及人工合成 Tat 转导肽的核苷酸序列 
Table 1  Sequences of PCR primers and oligonucleotides 
for Tat transduction peptide 

Primer 
name Primer sequence (5′−3′) 

Gu CTCGAGGTGAGCAAGGG 

Gd GGTACCTTTATCTAGACTTGTACAGCTCGTCCATG 

Vu GTCGACATGGAGCTCGCGCTAGTGCCCGTGGGTATGG

Vd CCACTAGGACGGCTATTCCTCCACCTGCT 

Ru CCCTGATTCTGTGGATAACCGTA 

Rd GAGCTCGAGATCTCAGGAACAGGTG 

Pad TTGGAACTAGATTTCACTT 

Tat TTATGGCAGGAAGAAGCGGAGACAG 

TatF GAATTCTATGGCAGGAAGAAGCGGAGACAGCGACGA
AGAGTCGAC 

TatR CAGCTGTCTTCGTCGCTGTCTCCGCTTCTTCCTGCCA 
TAGAATTC 

 

以 Bacmid(Invitrogen 公司)为模板, 用引物 Vu

与 Vd(表 1)扩增得到杆状病毒核衣壳蛋白基因 vp39, 

Sal I/Spe I双酶切后插入 pFastBac1的相应位点, 得

到质粒 pFB-vp39。将人工合成的含 Tat 转导肽编码

序列的寡核苷酸TatF与TatR(表 1)混合, 退火形成双

链后, 用 EcoR I/Sal I双酶切, 插入 pFB-vp39同样位

点, 使 Tat 的读码框与 vp39 基因的读码框融合, 得

到质粒 pFB-Tat/vp39。 

从质粒 pT-GA上用 Sac I/Sal I切下 egfp-polyA

片段, 用 EcoR I/Sac I分别从 pFB-vp39与 pFB-Tat/ 

vp39 上分别切下 vp39 片段及 Tat/vp39 融合片段, 

EcoR I/Sal I双酶切的 pFB-Red分别与 egfp-polyA、

vp39, 及 egfp-polyA、Tat/vp39进行 3个片段的连接, 

使 vp39 或 Tat/vp39 与 egfp 融合 , 分别得到带有

vp39/egfp和 Tat/vp39/egfp融合基因的质粒 pFB-Red-tat 
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图 1  重组病毒结构示意图 
Fig. 1  Diagram of recombinant baculoviruses. egfp: enhanced green fluorescence protein gene; vp39: baculovirus major capsid 
protein gene; tat: Tat transduction peptide sequence; dsRed: red fluorescence protein gene. 
 
与 pFB-Red。这 2 个质粒还同时都带有 dsRed 基因

表达框, 它们的结构示意图见图 1。以上质粒经酶

切、PCR和 DNA测序鉴定正确后, 利用 Bac-to-Bac

系统(Invitrogen公司), 得到重组杆状病毒 AcRed-tat

和 AcRed(图 1)。抽取重组病毒基因组, 用 PCR验证

正确。 

1.2  细胞培养、病毒扩增和效价测定 
草地贪夜蛾(Spodoptera frugiperda)细胞系 Sf9 

27oC 培养于含 10%胎牛血清的 TNM-FH 培养基

(Sigma-Aldrich)中。HEK293、CHO 细胞系 37oC 培

养于添加 10%的胎牛血清的 RPMI-1640 培养基

(Gibco 公司)中。Vero 细胞系 37oC 培养于添加 10%

的胎牛血清的 DMEM高糖培养基(Gibco公司)中。 

病毒在单层培养的 Sf9 细胞中扩增, 再在悬浮

培养的 Sf9 细胞中大量扩增。细胞培养液以     

2000 r/min离心 5 min, 收集澄清的病毒液, 保存于

4oC备用。病毒效价使用 TCID50法测定。 

1.3  Western blotting 检测融合蛋白的表达 
AcRed-tat和 AcRed分别以感染复数(MOI)约为

5感染 Sf9细胞, 72 h后收集细胞, 用 SDS-PAGE(凝

胶浓度 10%)分析总蛋白, 并通过Western blotting检

测融合蛋白的表达。第一抗体为兔抗 EGPF抗体(珠

海百奥公司, 稀释倍数 1:5000), 或抗 Tat 转导肽的

单克隆抗体(Santa Cruz公司, 稀释倍数 1:1000)。第

二抗体分别为碱性磷酸酶标记的羊抗兔 IgG, 或羊

抗鼠 IgG (均购自 Sigma-Aldrich 公司 , 稀释倍数 

1:20 000)。以 BCIP/NBT为底物, 进行显色反应。 

1.4  细胞培养液中病毒颗粒的提取 
病毒 AcRed 和 AcRed-tat 感染 Sf9 细胞 72 h 

后, 收集细胞上清液。经 5000 r/min 离心 15 min

清除细胞及碎片后, 将约 30 mL 上清液小心加到

25% (W/W)蔗糖垫上, 4oC下高速离心 100 000×g,  

2 h。收集沉淀, 用 100 μL TE(10 mmol/L Tris·HCl,  

1.0 mmol/L EDTA, pH 7.5)悬浮后, 同上进行Western 

blotting检测。 

1.5  杆状病毒感染哺乳动物细胞 
24 孔板每孔接种约 5×104的 HEK293、CHO 或

Vero细胞, 37oC培养过夜, 然后分别以 AcRed-tat和

AcRed感染细胞, MOI=200。感染时, 首先吸去培养

液, 用磷酸缓冲液(PBS, pH 7.4)漂洗细胞, 然后加入

适量经 PBS稀释的病毒液, 27oC孵育 6 h。吸去病毒

液, 用 PBS漂洗细胞后加入 400 μL新鲜培养基, 置

于 37oC, 5% CO2下培养。在不同时间点观察病毒感

染和外源基因表达。 

1.6  流式细胞仪检测 
病毒 AcRed和 AcRed-tat感染细胞 48 h 后, 用

胰酶消化细胞。待细胞悬浮后, 加入含血清的培养

基终止反应。细胞悬液 3000 r/min 离心 5 min收集

细胞, 用 PBS 漂洗 1 次后, 用流式细胞仪(Becton 

Dickinson 公司)检测表达红色荧光的细胞比例和平
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均荧光强度, 每次检测 10 000 个细胞, 数据结果用

CELLQUEST分析软件分析。 

2  结果与分析 

2.1  重组病毒 AcRed-tat 与 AcRed 的构建 
经过一系列基因克隆过程, 利用 Bac-to-Bac 系

统得到了目标重组病毒 AcRed-tat, 该病毒可在感染

的昆虫细胞中表达 Tat转导肽、EGFP和病毒核衣壳

主要结构蛋白 VP39的融合蛋白(图 1)。同时还构建

了对应的对照病毒 AcRed, 可表达 EGFP和 VP39的

融合蛋白。2 种病毒都能在哺乳动物细胞中表达红

色荧光蛋白作为报告基因(图 1)。分别提取 2株重组

病毒的基因组 DNA, 用 PCR 验证, 结果如图 2。

AcRed仅能由Vu/Rd引物对扩增出约 3.5 kb的产物, 

而用 Tat/Rd 引物对时无扩增产物。AcRed-tat 的基

因组能以 Vu/Rd 和 Tat/Rd 两对引物分别扩增出约

3.5 kb的产物, 与预期大小一致, 证明重组病毒的构

建成功。 

 

图 2  PCR 验证重组病毒 
Fig. 2  PCR products confirmed the success of recombinant 
baculovirus construction. 1: DNA size marker, λDNA     
EcoR I/Hind III; 2,3: PCR results using the primer pairs of 
Tat/Rd, and the template of AcRed-tat (2) or AcRed (3) DNA, 
respectively; 4, 5: PCR results using the primer pairs of Vu/Rd, 
and the template of AcRed-tat (4) or AcRed (5) DNA, 
respectively. 
 
2.2  重组病毒 AcRed-tat 与 AcRed 感染的昆虫细

胞中融合蛋白的表达 
分别以重组病毒 AcRed、AcRed-tat感染 Sf9细

胞(MOI=5), 72 h 后收集细胞进行 SDS-PAGE 和

Western blotting 分析, 分别用抗 EGFP 和抗 Tat 转

导 肽 的 抗 体 检 测 融 合 蛋 白 VP39-EGFP 与

TAT-VP39- EGFP的表达, 结果如图 3A。由图可见,  

 

图 3  Western blotting 检测融合蛋白在 Sf9 细胞中的表

达(A)和在病毒粒子中的存在(B) 
Fig. 3  Western blotting analysis of fusion proteins in infected 
Sf9 cells and in the virions. The total cellular protein of Sf9 
cells infected with AcRed or AcRed-tat(A), or in the virions 
pelleted from the infected culture medium (B) were analyzed 
with Western blotting using antibody against EGFP and Tat 
peptide, as indicated. 
 
2 个重组病毒感染的细胞中都表达了带有 EGFP 的

融合蛋白, 大小均约为 69 kD, 与预期一致。同时, 

AcRed-tat表达的蛋白带有 Tat转导肽, AcRed表达

的蛋白则没有。  

2.3  AcRed-tat 与 AcRed 病毒粒子上融合蛋白的

存在 
从 AcRed-tat 和 AcRed 感染的 Sf9 细胞上清中

分离出芽型病毒粒子 (BV), 用 Anti-EGFP 和

Anti-TAT抗体分别检测病毒粒子中 TAT-VP39-EGFP

和 VP39-EGFP的存在。结果如图 3B。用 Anti-EGFP

抗体在 2 种 BV 中均检测到 69 kD 的条带 , 用

Anti-TAT 抗体在 AcRed-tat BV 中检测到相应条带, 

而在 AcRed中则没有。这一结果表明融合蛋白成功

地掺入了病毒粒子中。 

2.4  重组病毒 AcRed-tat、AcRed 在哺乳动物细胞

中表达报告基因的比较 
分别以重组病毒 AcRed-tat 和 AcRed 感染

HEK293、CHO和 Vero细胞(MOI＝200), 48 h后用

流式细胞仪检测表达红色荧光的细胞, 结果如图 4。

与对照病毒 AcRed 相比, 带有 Tat 转导肽的杆状病 
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图 4  流式细胞仪分析 AcRed-tat 与 AcRed 转导的哺乳动物细胞中红色荧光蛋白的表达 
Fig. 3  Flow cytometry analysis of red fluorescence protein (DsRed) expression in mammalian cells infected by AcRed-tat and 
AcRed. (A) HEK293 cells. (B) CHO cells. (C) Vero cells. 
 
毒 AcRed-tat感染 CHO和 Vero细胞后荧光强度分布

峰明显地向荧光增强的方向移动, 红色荧光的水平

比AcRed分别提高了约 60%和 37%(图 4B,4C), 表明

Tat 转导肽能提高杆状病毒对这 2 株细胞的转导能

力。而 2 株病毒感染 HEK293 细胞后的荧光强度分

布峰几乎重合, 荧光强度仅有 5%的差别(图 4A), 表

明 Tat 转导肽对杆状病毒转导 HEK293 细胞没有明

显作用。 

3  讨论 

本研究构建了 2 株重组杆状病毒 AcRed-tat 和

AcRed, 可 在 感 染 昆 虫 细 胞 时 分 别 表 达

Tat-VP39-EGFP融合蛋白和 VP39-EGFP融合蛋白。

同时, 在分离纯化的病毒粒子中分别检测到相应的

融合蛋白, 提示融合蛋白已与其他天然 VP39 蛋白

一起掺入成熟的病毒粒子中。由于 TAT 与 VP39 融

合, 而 VP39是病毒核衣壳的主要结构蛋白, 因此可

以推测 TAT 应主要位于病毒核衣壳上。同时, 这 2

株进入哺乳动物细胞后, 都能由 CMV IE1启动子表

达的红色荧光蛋白作为报告基因。研究结果表明 , 

带有 Tat 转导肽融合蛋白的杆状病毒转导 Vero 细胞

和 CHO细胞时红色荧光的表达水平显著提高, 幅度

分别为 60%和 37%。但是在 HEK293细胞中, Tat转

导肽对基因表达的影响有限 , 与对照相比仅差约

5%。这种细胞间的差异可能与杆状病毒对不同细胞

系转导效率差异较大有关。杆状病毒转导 HEK293

细胞的效率较高, 其介导的外源基因表达水平也较

高, 但它对 Vero 细胞和 CHO 细胞的转导效率相对

较低, 病毒介导的外源基因表达水平有限, 所以在

该 2 株细胞中 Tat 转导肽对提高外源基因表达水平

的作用更加显著。 

本研究所构建的重组杆状病毒, 其病毒粒子上

除了携带有 Tat 转导肽外, 还同时带有绿色荧光蛋

白(EGFP)。该设计的本意是要借助 EGFP 跟踪病毒

感染过程和病毒颗粒进入细胞核的情况。Western 

blotting检测表明带有 EGFP的融合蛋白在病毒感染

的昆虫细胞中得到了表达, 也成功地掺入了病毒粒

子, 但可能由于融合蛋白掺入病毒粒子的效率不够

高, 以及检测灵敏度的问题, 实验中只能在一小部

分被感染的哺乳动物细胞中观察到绿色荧光蛋白的

存在(结果未显示)。初步结果提示在 Vero和 CHO细

胞中带有 Tat 的重组病毒进入细胞核的效率得到了

一定的提高。 

实验中观察到 AcRed-tat在 Vero细胞和 CHO细

胞中表达报道基因的水平与 AcRed在 HEK293细胞

中的水平相当, 但仍低于杆状病毒在肝细胞中表达

报道基因的一般水平。这可能意味着影响杆状病毒

在哺乳动物细胞中介导外源基因的表达的限制因素

还有很多, 尚有待进一步研究。 

总之, 将 Tat 与病毒核衣壳蛋白融合表达能提

高杆状病毒转导细胞的效率, 提高杆状病毒介导的

外源基因表达水平。这为提高杆状病毒对一些难转

导细胞的转导效率提供了新的思路。进一步可以通

过改进设计, 提高 Tat 转导肽掺入病毒粒子的效率

来提高这种杆状病毒载体-哺乳动物细胞载体的性

能。 
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