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摘  要 : 本研究旨在探讨融合蛋白 TAT-RIG-I-GFP 原核表达载体的构建并验证 TAT 在跨膜递送中的作用。首先

设计了 4 对特异性引物，克隆了绿头鸭 Anas platyrhynchos RIG-I 基因，构建了 pET-TAT-RIG-I-GFP 和

pET-RIG-I-GFP 原核表达载体；转化至感受态 DE3 细胞，经 IPTG 诱导表达，利用 His60 镍亲和层析柱纯化，进

行 SDS-PAGE；然后，将纯化后的上述两种表达蛋白分别孵育 DF-1 细胞；最后利用荧光显微镜观察是否在 DF-1

细胞产生相应的荧光。结果证实，携带有 TAT 的 pET-TAT-RIG-I-GFP 融合蛋白在 DF-1 细胞中显示出明显的绿色

荧光；而不具有 TAT 的 pET-RIG-I-GFP 蛋白却不能显示绿色荧光。这表明携带 TAT 的融合蛋白已成功进入 DF-1

细胞，并在跨膜递送过程中发挥了关键作用。上述为进一步研制家禽的抗病毒药物奠定了基础。 

关键词 : 反式激活蛋白 (TAT)，RIG-I，融合蛋白，跨膜递送 
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Abstract:  We studied the construction of fusion protein TAT-RIG-I-GFP prokaryotic expression vector and verified the function 

of TAT in transmembrane delivery. First, four pairs of specific primers were designed, and the RIG-I gene of Mallard Duck (Anas 

platyrhynchos) was cloned. Then, the pET-TAT-RIG-I-GFP and pET-RIG-I-GFP prokaryotic expression vectors were constructed. 

Meanwhile, they were converted to E. coli BL21 (DE3), which were induced to be expressed after culture. After the purification of 

His-60 nickel affinity chromatography column and the identification of SDS-PAGE, the purified TAT-RIG-I-GFP and RIG-I-GFP 

proteins were incubated to DF-1 cells. Finally, fluorescence microscopy was used to observe whether the corresponding fluorescence 

was produced in DF-1 cells. The results showed that pET-TAT-RIG-I-GFP fusion with TAT showed obvious green fluorescence in 
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DF-1 cells. However, the pET-RIG-I-GFP without TAT cannot display green fluorescence. This shows that TAT-fused protein have 

successfully delivered DF-1 cells and play a key role in transmembrane delivery. In conclusion, these results provide a solid material 

basis for further study of antiviral drugs in poultry. 

Keywords:  TAT, RIG-I, fusion protein, transmembrane delivery 

视黄酸诱导基因蛋白 I (Retinoic acid induced 

gene I，RIG-I) 作为 RLRs 家族的一员，是细胞内

重要的病原识别受体，由两个串联的 N-端半胱天

冬酶募集结构域 (CARD)、DExD/H 解旋酶结构

域和 C 端调节结构域 (CTD) 构成[1]。RIG-I 在天

然免疫反应中起关键作用，通过识别细胞质中的

病毒 ssRNA 和 dsRNA，激活下游Ⅰ型 IFN 的抗

病毒反应。 

近年来，诸多学者在鸭、鹅等水禽体内克隆

到 RIG-I 基因和蛋白，并发现其介导 IFN-Ⅰ型天

然免疫反应，如激活 IRF-3、IFN-α/γ、Mxl、PKR

等的表达，在抵抗禽流感病毒  (Avian influenza 

virus，AIV)、新城疫病毒 (Newcastle disease virus，

NDV)、鸭坦布苏病毒 (Tembusu virus，TMV) 等

病原感染和清除病毒方面发挥着重要作用 [2-3]。

由于鸡体内缺失 RIG-I 受体，而鸭源、鹅源 RIG-I

基因均可在 DF-1 细胞中稳定表达，并可识别

H5N1 等病毒核酸[4]，因此，RIG-I 基因在鸡源细

胞中的信号通路研究成为家禽抗病育种和抗病

毒药物筛选的焦点。 

反式激活蛋白  (Transactivator，TAT) 是蛋

白质转导结构域 (PTD) 超家族的成员，其与人

免疫缺陷病毒-1 (HIV-1) RNA 5ʹ端 LTR 结合后能

够提高 HIV 基因的转录水平。TAT 核心结构域

(YGRKKRRQRRR) 能够携带蛋白质、多肽、

DNA 等外源性大分子穿透生物膜和生物屏障进

入不同的细胞[5]。研究表明，TAT 核心结构域不

仅能够促进大肠杆菌中的异源蛋白质表达，还能

提高异源蛋白质的产量和溶解度[6]。本研究构建

RIG-I、GFP 与 TAT 重组蛋白，探讨其在 DF-1

细胞的跨膜递送功能，为家禽抗病毒药物的研制

提供基础。 

1  材料与方法 

1.1  细胞、质粒和实验动物 

DF-1 细胞、DH5α 由山东省农业科学院家禽研

究所惠赠，pCD513B 由本实验室保存，健康绿头鸭 

Anas platyrhynchos 购自济南黄台农贸市场。 

1.2  试剂 

Tks Gflex DNA Polymerase、In-Fusion® HD 

Cloning Kit、限制性内切酶 XhoⅠ、NheⅠ、pET28a (+) 

载体、DL5000 DNA marker、His60 Ni Gravity 

Columns (镍亲和层析柱)、DMEM 培养基、胶回

收试剂盒购自 TaKaRa 公司；LipofectamineTM2000

转染试剂购自 Invitrogen 公司；质粒小量提取试

剂盒购自天根公司；PCR 引物由北京六合华大基

因科技有限公司合成。 

1.3  引物设计  

根据绿头鸭 Anas platyrhynchos RIG-1 基因

(GenBank 登录号：EU363349) 设计含有 TAT 核心

结构域序列的 RIG-I 特异性引物 P1、P2(下划线部

分为 TAT 序列)；按照 In-Fusion®HD Cloning Kit 说

明书要求，分别设计 TAT-RIG-I 和 GFP 的原核表达

引物 P3、P4 和 P5、P6。同时，根据序列特点设计两

端带接头的RIG-I-GFP 原核表达引物P7 和P8 (表 1)。 

1.4  重组质粒 pET-TAT-RIG-I 的构建 

提取健康绿头鸭的脾脏组织，按 Chen 等[2]

方法制备其 cDNA，并以其为模板，使用特异性

引物 P1、P2 扩增 TAT-RIG-I 片段。扩增条件：94 ℃

预变性 1 min；98  10 s℃ ，63  15 s℃ ，68  ℃     

1.5 min，30 个循环。将扩增出的 PCR 产物，经

琼脂糖凝胶电泳检测并纯化回收，同时将其转化 
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表 1  本研究所用 PCR 引物 

Table 1  Primers used in this study 
Primer Primer sequence (5ʹ–3ʹ) Size (bp) 

P1 CACATATGTACGGCCGCAAGAAACGCCGCCAGCGCCGCCGCATGACGGCGG 2 832 

P2 GCCTCGAGCTAAAATGGTGGGTACAAGTTGG  

P3 CGCGGCAGCCATATTACGGCCGCAAGAAACG 2 892 

P4 TTCTCCTTTGCCCATAAATGGTGGGTACAAGTTGGAC  

P5 TTGTACCCACCATTTATGGGCAAAGGAGAAGAACTT 774 

P6 GTGGTGGTGCTCGAGTTTGTATAGTTCATCCATGCC  

P7 GTGGCGGCCGCTCGAGATGACGGCGGACGAGAAGCG 3 513 

P8 GCCCTCTAGACTCGAGTTATTTGTATAGTTCATCCATGCCA  

Note: the underlined part of the primer sequence is the Transactivator (TAT). 
 

至 pET28a ，挑选阳性克隆，获得重组质粒

pET-TAT-RIG-I。 

1.5  融合蛋白表达载体 pET-TAT-RIG-I-GFP

和 pET-RIG-I-GFP 的构建 

1.5.1  pET-TAT-RIG-I-GFP 的构建 

以 pET-TAT-RIG-I 重组质粒为模板，利用 P3、

P4 为引物扩增 TAT-RIG-I 片段；以 pCD513B 为

模板，利用 P5、P6 为引物扩增 GFP。将扩增出

的产物片段经琼脂糖凝胶电泳鉴定后回收，按照

In-Fusion® HD Cloning Kit 说明书要求与含有 Xho Ⅰ、

NheⅠ双酶切的 pET-28a(+)载体连接，构建 pET- 

TAT-RIG-I-GFP。连接产物转化感受态细胞 DH5α，

挑取阳性克隆，进行增菌培养，提取质粒 DNA，

进行 PCR 鉴定并测序。 

1.5.2  pET-RIG-I-GFP 的构建 

以 pET-TAT-RIG-I-GFP 为模板，P7、P8 为引

物扩增 RIG-I-GFP，构建 pET-RIG-I-GFP，方法同

上。重组质粒转化、PCR 鉴定和测序同 1.5.1。 

1.6  重组载体的蛋白表达、纯化和 SDS-PAGE 

将 pET-TAT-RIG-I-GFP 和 pET-RIG-I-GFP 转

化感受态细胞 DE3 (大肠杆菌 BL21)，接种于含卡

那霉素的 LB 平板上 37 ℃培养过夜，划取单菌落

至 5 mL LB 培养基中，37 ℃、200 r/min 振摇过夜；

次日按 1︰100 的体积比接种至 20 mL LB 液体培

养基中，37 ℃、200 r/min 振摇 1 h 后添加 IPTG

使其浓度为 0.5 mmol/L，诱导 16 h 后，离心收集

菌体，PBS 漂洗 2 次，超声波裂解菌体 (超声破

碎 3 s，间隔 4 s，超声 30 次，功率为 200 W)，4 ℃、

10 000 r/min 离心 25 min，收集上清，采用 His60 

镍亲和层析柱分别对TAT-RIG-I-GFP和RIG-I-GFP

的融合蛋白进行纯化和 SDS-PAGE 分析。同时，

设未诱导的和未纯化的菌体上清 (同上处理) 作

为对照。 

1.7  融合蛋白的跨膜递送 

将纯化后的 TAT-RIG-I-GFP 和 RIG-I-GFP 蛋

白脱盐处理，加入适量无血清 DMEM 稀释。培养

DF-1 细胞至铺满单层，弃上清，清洗后分别加入

1 mL TAT-RIG-I-GFP 、 RIG-I-GFP 和 无 血 清

DMEM 孵育 1 h，用 PBS 清洗 3 遍后置于荧光显

微镜下观察荧光信号。 

2  结果与分析 

2.1  重组质粒 pET-TAT-RIG-I 的构建 

以绿头鸭的 cDNA 为模板，扩增含 TAT 序列

的 RIG-I 基因并转化至 pET28a，构建原核表达载

体 pET-TAT-RIG-I。经 PCR 鉴定和测序结果显示，

扩增出的 TAT-RIG-I 片段，全长为 2 832 bp，其

中 的 RIG-I 基 因 片 段 与 绿 头 鸭 RIG-I 基 因 

(GenBank 登录号：EU363349) 同源性为 100%  

(图 1)。 
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2.2  带有荧光标记的重组质粒表达载体构建 

按照 1.5.1 和 1.5.2 方法分别构建带有荧光标

记的 pET-TAT-RIG-I-GFP 和 pET-RIG-I-GFP 融合

蛋白表达载体，转化至 DH5α 进行扩增，提取其

质粒 DNA，进行 PCR 鉴定和测序，扩增出的目

的基因片段长度分别为 3 546 bp 和 3 513 bp，结

果符合预期。这表明 TAT-RIG-I-GFP 和 RIG-I-GFP

均已成功克隆至 pET28a (+) 载体 (图 2)。 

 
 

图 1  重组质粒 TAT-RIG-I 基因的 PCR 鉴定 

Fig. 1  PCR identification of TAT-RIG-I gene. M: DNA 
marker DL2000; 1: PCR identification of TAT-RIG-I gene. 

 

 
 

图 2  重组质粒 TAT-RIG-I-GFP 和 RIG-I-GFP 的

PCR 鉴定 

Fig. 2  PCR identifications of TAT-RIG-I-GFP and 
RIG-I-GFP. M: DNA marker DL5000; 1: control group of 
pET28a; 2: PCR identification of pET-RIG-I-GFP; 3: 
PCR identification of pET-TAT-RIG-I-GFP. 

2.3  重组载体的蛋白表达、纯化和 SDS-PAGE 

将 pET-TAT-RIG-I-GFP 和 pET-RIG-I-GFP 两

种重组载体同时转化 DE3 感受态细胞，增菌培养，

分别进行 IPTG 诱导和非诱导的蛋白表达。结果

发现，该两种重组载体在 IPTG 诱导后，其蛋白

表达量明显增高，且与 IPTG 未诱导组相比，在

116.0–200.0 kDa 之间明显多出一个蛋白条带，且

经过 His60 镍亲和层析柱纯化后更加明显，相对

分子量约在 130 kDa，二者的大小差异不大(图 3)。 

2.4  携带 TAT 融合蛋白的跨膜递送 

利用纯化和脱盐处理的 TAT-RIG-I-GFP 和

RIG-I-GFP 两种融合蛋白孵育 DF-1 细胞 1 h 后清

洗，置于荧光显微镜下观察。结果发现：TAT-RIG-I- 

GFP 孵育的 DF-1 细胞内出现显著的绿色荧光信

号 (200×)，而 RIG-I-GFP、DMEM 和 DF-1 细胞

的空白对照组，其细胞内均无绿色荧光。这表明

携带 TAT 的融合蛋白可跨膜递送进入 DF-1 细胞，

而未携带 TAT 的融合蛋白则不能进入细胞 (图 4)。 

 

图 3  pET-TAT-RIG-I-GFP 和 pET-RIG-I-GFP 的

SDS-PAGE 分析和比较 

Fig. 3  Analysis and comparison of pET-TAT-RIG- I-GFP 
and pET-RIG-I-GFP of SDS-PAGE. M: protein marker 
200 kDa; 1: the expressed unpurified protein of 
pET-TAT-RIG-I-GFP; 2: the uninduced expressed protein 
of pET-TAT-RIG-I-GFP; 3: the expressed purified protein 
of TAT-RIG-I-GFP; 4: the expressed unpurified protein of 
pET-RIG-I-GFP; 5: the uninduced expressed protein of 
pET-RIG-I-GFP; 6: the expressed purified protein of 
RIG-I-GFP. 
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图 4  DF-1 细胞不同组别处理的荧光显微观察 (200×) 

Fig. 4  Fluorescence microscopy of different groups in DF-1 cells (200×). (A) Negative (Bright, DF-1). (B) Negative 
(DMEM). (C) Negative (RIG-I-GFP). (D) Positive (TAT-RIG-I-GFP). 

3  讨论 

RIG-I 基因在水禽抗病毒天然免疫反应中发

挥识别病毒核酸、激活Ⅰ型 IFN 的重要作用，并

可识别内源性 RNA，如 miR-136、miR-145 和内

源性逆转录病毒等。此外，RIG-I 基因还参与抗

菌免疫反应、细胞发育分化等过程[7-9]。 

在禽类 RIG-I 基因的相关研究中发现 AIV、

NDV 等感染水禽后主要被 RIG-I 基因的受体识

别，而该基因在鸡体内缺失，尽管鸡体内的 MDA5

和 LGP2 可以识别某些侵入鸡源细胞的病毒，但

该基因在进化过程中受到负向净化选择，因此

RIG-I 基因的缺失可能成为鸡对禽流感、新城疫等

病毒抵抗力低的主要原因之一[10]。研究表明，鸭

源 RIG-I 基因可在 DF-1 细胞内稳定表达，并显著

抑制 AIV 活性[11]。利用 Piggy Bac 转座系统可构

建稳定表达鹅源 RIG-I 基因的鸡传代细胞系，为

研究鸡源细胞抗病毒机制提供了良好的模型[12]。

尽管 RIG-I 基因对提高鸡源细胞抗病毒能力的研

究已有较大进展，但该蛋白不能进入细胞，导致

其在临床上应用受限。TAT 作为研究最多的细胞 

穿膜肽，富含碱性氨基酸残基的结构特性使其具有

较高正电荷，能与细胞表面带负电荷的分子结合,

并激活携带 TAT 的肽或蛋白质经细胞摄取和内体

逃逸进入细胞质[13-14]。TAT 不仅可与抗体或功能性

蛋白质结合进入细胞内抑制病毒增殖，还可以与抗

原结合以增强其免疫性[15-17]。与其他转运载体相

比，TAT 跨越生物膜的转运效率较高，且不受所携

带的物质大小影响，可转导分子量超过 100 kDa

的蛋白，且不会改变所携带蛋白的活性和功能，更

不会改变原有的细胞基因组结构。TAT 以其无细胞

毒性和优异的生物安全特性，而成为新型黏膜免疫

佐剂和治疗性蛋白质药物的研究热点[18-19]。 

此外，GFP 作为报告基因，因其荧光信号稳

定、生物安全性好、便于观察和检测等优势，被

广泛用于分子标记、药物筛选和融合抗体等研究。 

本研究首次构建了 pET-TAT-RIG-I-GFP 重组

表达载体，并在 DE3 中稳定表达，其表达产物

(TAT-RIG-I-GFP 融合蛋白)的相对分子质量约为

130 kDa，与预期的结果一致。经过纯化和脱盐处

理，其能够进入 DF-1 细胞，并在荧光显微镜下观

察到其细胞内具有明显的绿色荧光，而未携带 TAT
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的 RIG-I-GFP 融合蛋白则不能进入 DF-1 细胞。这

表明，TAT 在跨膜递送过程中发挥了关键作用。 

下一步的工作重点是对构建的携带有 TAT 的

表达蛋白及其抗病毒的生物学活性进行系统性的

研究，进而为家禽的抗病毒药物筛选和转基因抗

禽流感品种鸡的培育奠定良好的基础。 
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