
!" 卷 " 期

#$$" 年 %# 月 ! 日
微 生 物 学 报

!"#$ %&"’()&(*(+&"$ ,&-&"$
!"（"）：&%’ ( &#%

!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!
! )*+*,-*. #$$"

基金项目：国家自然科学基金（/$/$$/$0）

"通讯作者：1*2：3"4#&43#"00!#&；567：3"4#&43#"00!&&；84,692：:2;:<*=>?@6<AAB +A,
作者简介：杨 军（%&’# C ），男，西安人，主治医师，病理学博士，主要从事肿瘤生物学和肿瘤病毒学研究。84,692：@6=>D;=E.? @6<AAB +A,B +=
收稿日期：#$$"4$#4#’；修回日期：#$$"4$!4%’；接受日期：#$$"4$"4%0

!"#$%&$ 核浆运输的动力学过程

杨 军%，#，王一理#，司履生#"

（% 西安交通大学医学院附属第二医院病理科 西安 ’%$$$!）

（# 西安交通大学生命科学与技术学院 癌症研究所 生物医学信息工程教育部重点实验室 西安 ’%$$"%）

摘 要：利用增强型绿色荧光蛋白（8=<6=+* >.**= F2;.*=:+*=G H.AG*9=，8I5J）标记不同的截短型 KJL%"M% 蛋白（K;,6=
H6H922A,6N9.;: G@H* %" M%H.AG*9=，KJL%" M%），分析 KJL%"M% 蛋白核定位信号（O;+2*;: 2A+6G9A= :9>=62，OMP）的作用。构建

重组 H5Q48I5J、H5Q48I5J4KJL%"M%、H5Q48I5J4KJL%"M%#OMP 和 H5Q48I5J4OMPKJL%"M% H 转移载体；在 !"%$#$% 宿主

菌内经 1=’ 转座子介导的同源重组后转染 PF4& 细胞，获得重组 R+48I5J、R+48I5J4KJL%"M%、R+48I5J4KJL%"M%#OMP
和 R+48I5J4OMPKJL%"M% 杆状病毒，感染 PF4& 昆虫细胞表达相应截短型 KJL%"M% 融合蛋白；利用荧光显微镜和激光共

聚焦显微镜观察不同融合蛋白的荧光特性和核浆转运动力学过程。结果发现 R+48I5J 杆状病毒感染的 PF4& 细胞

内明亮的绿色荧光均匀分布；重组 R+48I5J4KJL%"M% 和 R+48I5J4OMPKJL%"M% 杆状病毒感染的 PF4& 细胞，明亮的绿色

荧光主要位于细胞核内；重组 R+48I5J4KJL%"M%#OMP 杆状病毒感染的 PF4& 细胞，绿色荧光局限于细胞浆内，细胞

核内无绿色荧光。说明 KJL%"M% 蛋白羧基端的 #/ 个氨基酸（ISTSR1J11PP1P11RSTSSTSM）具有完全核定位作用，

能引导 KJL%" M% 蛋白和 8I5J 突破核膜屏障进入 PF4& 细胞核内。
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KJL%" M% 蛋白（K;,6= H6H922A,6N9.;: G@H* %" M%
H.AG*9=，KJL%" M%）羧基端具有 # 个经典的核定位信

号（O;+2*;: 2A+6G9A= :9>=62，OMP）：单 组 分 OMP（!&&

STSSTS）和 包 含 单 组 分 OMP 的 双 组 分 OMP（!3!

STS6GHGG::G:GG6!&&STSSTS）［%］。在 KJL%" 感染晚期，

合成于宿主细胞胞浆内的 M% 蛋白凭借其羧基端的

OMP（O;+2*;: 2A+6G9A= :9>=62 AF K;,6= H6H922A,6N9.;:
G@H* %" M%H.AG*9=，OMPKJL%"M%）通过经典的 S6H!#V"% 通

路被转运入核内完成子代病毒的组装。同时，在病

毒感染早期病毒基因组 )OR 也很可能是与位于

KJL%"M% 蛋白 OMP 区的 )OR 结合域结合而通过相

同转运机制被转运入宿主细胞核，实现病毒的成功

感染。因此，OMPKJL%"M% 在 KJL%" 感染和子代病毒的

成功组装中发挥关键性的作用［# ( "］。

为了更为直观地研究和理解 KJL%" M% 蛋白的

入核机制，该研究利用分子生物学技术和荧光技术，

将增 强 型 绿 色 荧 光 蛋 白（*=<6=+* >.**= F2;.*=:+*=G
H.AG*9=，8I5J）基因［’ ( %$］分别与全长 KJL%"M% 基因、

删除 KJL%"M% 基因 /W端 "&-H（%!!’ ( %0%3-H，包含完

整 OMP）的 截 短 型 KJL%"M%#OMP 基 因 及 仅 包 含

OMPKJL%"M%的基因片段融合，并应用杆状病毒表达系

统，观察 8I5J 标记的不同截短型 KJL%"M% 蛋白在

PF4& 细 胞 中 核 浆 运 输 的 动 力 学 过 程，为 阐 明

OMPKJL%"M%相关生物特性提供证据。

$ 材料和方法

$’$ 材料

$’$’$ 质 粒 和 细 胞 株：HI8X414KJL%" 质 粒（ 含

KJL%"M% 基因）由本室构建并保存［%%］。杆状病毒表

达系统 H56:GQ6+41XK1- 转移载体，!"%$#$% 宿主菌，

PF4& 细胞源自 Y=N9G.A>*= 公司，由中国预防医学科学

院病毒学研究所董小平教授馈赠。昆虫细胞 I.6+*Z:
培养基、[*22F*+G9= 购于 IYQ[\ 公司。

$’$’( 主 要 试 剂 和 仪 器：TO6:*、&’$#、"()E$、

*%+#、,$-#限制性内切酶购自宝生物（大连）有限

公司、抗 KJL%" M% 单克隆抗体购自 O*A,6.]*. 公司、

KTJ4Y>I 购自 )RS\ 公司。J[T -*6E: 购于 J<6,6:96
公司。倒置荧光显微镜由 O9]A= 公司生产，激光共



聚焦显微镜由 !"#$% 公司生产。

!"!"# 引物：&’( 引物（表 )）由上海博亚生物技术

有限公司合成。

表 ! $%& 引物
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图 ! 重组 ’() 转移载体构建模式图

=#JK ) 6$L".%5#$ .%4/ 8M $,82#2J ?@=& 5%JJ"1 B%-#80/ 5-02$%5"1

D&E)F!) J"2"/ #258 4=N B"$58- K A：’,82#2J ?@=& J"2" #258 4=N

4,%/.#1 58 J"2"-%5" -"$8.+#2%25 4=NI?@=& B"$58-；N：’,82#2J ?@=&I

D&E)F!) M0/#82 J"2"（>#5L#2 H!6D&E)F!)）#258 4=N 4,%/.#1 58 J"2"-%5"

-"$8.+#2%25 4=NI?@=&ID&E)F!) B"$58-；’：’,82#2J ?@=&ID&E)F!)

!H!6 M0/#82 J"2"（>#5L805 H!6D&E)F!) ）#258 4=N 4,%/.#1 58 J"2"-%5"

-"$8.+#2%25 4=NI?@=&ID&E)F!) !H!6 B"$58-； O：’,82#2J ?@=&I

H!6D&E)F!) M0/#82 J"2"（>#5L H!6D&E)F!)）#258 4=N 4,%/.#1 58 J"2"-%5"

-"$8.+#2%25 4=NI?@=&IH!6D&E)F!) B"$58- K

!"* 重组 ’(+,-.)+/ 转移载体的构建

利用分子克隆技术，分别构建重组 4=%/5N%$I*P

D*+ 转移载体（以下简称 4=NI转移载体）：重组 4=NI
?@=&、 4=NI?@=&ID&E)F!)、 4=NI?@=&ID&E)F!)
!H!6、4=NI?@=&IH!6D&E)F!)转移载体（图 )）。具体步

骤如 下：利 用 &)、&C 引 物 从 4?@=& 质 粒 中 扩 增

?@=&基因将其克隆入 4=N 转移载体 %&’!、()*!
酶切位点之间，获得重组 4=NI?@=& 转移载体；将经

双酶切 4@?PI*ID&E)F 质粒获得的 D&E)F!) 基因和

?@=& 基 因，依 次 克 隆 入 4=N 转 移 载 体 ./)!、

+,-1"酶切位点之间和 %&’!、()*!酶切位点之

间，得到 4=NI?@=&ID&E)F!) 转移载体；利用 &)、&9
引物 从 4=NI?@=&ID&E)F!) 转 移 载 体 扩 增 截 短 型

?@=&ID&E)F!)!H!6 融合基因（删除 H!6），并将其

克隆入 4=N 转移载体 %&’!、+,-1"酶切位点之间，

获得 重 组 4=NI?@=&ID&E)F!)!H!6 转 移 载 体；用

&)、&F 引物从 4?@=& 质粒中获得 ?@=&IH!6D&E)F!) 融

合基因片段，将其插入 4=N 转移载体 %&’!、()*!
酶切位点之间，获得 4=NI?@=&IH!6D&E)F!) 转移载体。

以上重组载体均经双酶切、&’( 及基因测序证实构

建正确。

!"# 重组 )+/012 345 的制备

分 别 用 重 组 4=NI?@=&、4=NI?@=&ID&E)F!)、

4=NI?@=&ID&E)F!)!H!6、4=NI?@=&IH!6D&E)F!) 转 移

载体转染 0+)Q1)& 感受态细胞，经 !0-#% AJ%- 选择

性培养 基 筛 选 白 色 单 克 隆 菌 斑。具 体 方 法 参 照

@RN’S 公司 N%$I58IN%$ 杆状病毒表达系统操作手

册。碱解法提取重组 N%$.#1 OHA，用相应 &’( 引物

鉴定阳性重组体，T CQU备用。

!"6 收获重组杆状病毒

在 <9.. 培养皿中，用 @-%$"V/ 完全培养基 CWU
培养 6MIX 细胞至少 )L；将 A 液（9$! 重组的 N%$.#1
OHA 加 入 X9$! 灭 菌 去 离 子 水 ） 与 N 液（F$!
’",,M"$5#2 加入 XG$! 灭菌去离子水）轻轻混匀，室温

放置 <Q.#2；用无血清、无抗生素的 *HPI=D 洗涤 6MI
X 细胞 < 次，逐滴加入 AN 混合液，共培养 <1，9QQ Y J
离心 )Q.#2，收集培养上清，GU避光保存。具体方

法参照 @RN’S 公司杆状病毒表达系统操作手册。

!"7 倒置荧光显微镜观察

CWU培养 6MIX 细胞至 ZQ[ 细胞融合时，弃上

清，加入 9 ; F.! 维持培养液，再加入重组杆状病毒

毒种 GQQ$!\瓶，继续培养，并利用倒置荧光显微镜分

别在 GL、ZL、)CL、CGL、<FL、GZL、WCL、XFL 观察融合蛋

白在 6MIX 细胞内转运的动力学过程。

!"8 激光共聚焦显微镜观察

CQQQ Y J 离心 )Q.#2，收集接毒后培养 <1 的 6MIX
细胞，取 )Q$! 涂片置激光共聚焦显微镜下，蓝光

（ ; <X92.）激发，观察融合蛋白的表达和荧光特性。

Z)X ]AH@ ^02 23 )* K \"&3) 4,&5’/,’*’6,&) (,-,&)（CQQF）GF（F）



! 结果

!"# 重组 $%& 转移载体的构建

!"# 鉴定结果证实：利用 !$、!% 引物从重组

&’()*+’!、&’()*+’!),!-$./$、&’()*+’!),!-$./$

!0/1 和 &’()*+’!)0/1,!-$./$ 转移载体中均可扩增

出 *+’! 基因，用 !$、!2 引物从 &’()*+’!),!-$./$
和 &’()*+’!)0/1,!-$./$ 转 移 载 体 中 能 分 别 扩 增 出

*+’!),!-$./$ 和 *+’!)0/1,!-$./$ 基因，用 !3、!4 引

物 从 &’()*+’!),!-$./$ 和 &’()*+’!),!-$./$

!0/1 转移载体中能分别扩增出截短型 ,!-$./$
!0/1 基 因；506 测 序 证 实 在 重 组 &’()*+’!)
,!-$./$、&’()*+’!),!-$./$ !0/1 转 移 载 体

!"#!、$%"!酶 切 位 点 之 间 的 核 苷 酸 序 列（47)
""+8"+6"+6+"8"6"86+8"+"++""+"888"+668
"8)37）所 编 码 的 $3 肽（!1811/-666’*1）作 为

9:;<=> 将 *+’! 蛋白融合于 ,!-$. /$ 蛋白或截短型

,!-$./$!0/1 蛋白的 氨 基 端，而 重 组 &’()*+’!)
0/1,!-$./$转移载体中 0/1,!-$./$ 则直接融合于 *+’!
蛋白的羧基端。

!"! 重组杆状病毒的获得

重组杆状病毒感染的 1?)@ 细胞培养 2AB 后出现

典型的细胞病理变化：细胞肿胀，尤其是细胞核肿胀

显著，并出现折光性颗粒，细胞贴壁不良。收获培养

上清，分成小份作为重组杆状病毒毒种，分别命名为

重 组 6C)*+’!、 6C)*+’!),!-$./$、 6C)*+’!)
,!-$./$!0/1、6C)*+’!)0/1,!-$./$ 杆状病毒，2D避

光保存备用。

!"’ 融合蛋白在 ()*+ 细胞内转运的动力学过程

在荧光显微镜下，重组杆状病毒感染 2B 时，少

数 1?)@ 细胞内便可见微弱的绿色荧光出现，细胞核

和细胞浆内的荧光强度无明显差异。感染 AB 时，细

胞内可见到绿色荧光的 1?)@ 细胞数目增多，且荧光

强度明显增强；重组 6C)*+’!),!-$./$ 和 6C)*+’!)
0/1,!-$./$杆状病毒感染的 1?)@ 细胞核内绿色荧光强

度均强于细胞浆内绿色荧光强度；重组 6C)*+’!)
,!-$./$!0/1 杆状病毒感染的 1?)@ 细胞，绿色荧

光位于细胞浆内，核内无荧光；重组 6C)*+’! 杆状

病毒感染的 1?)@ 细胞内绿色荧光分布均匀。此后，

在 $%B、%2B、3.B、2AB、E%B 观察时，发现可见到绿色

荧光的 1?)@ 细胞持续增多，最终 AFG H @FG的 1?)@
细胞内均可见到耀眼的绿色荧光，且重组 6C)*+’!)
,!-$./$ 和 6C)*+’!)0/1,!-$./$杆状病毒感染的 1?)@

细胞，绿色荧光主要聚集于细胞核内，而重组 6C)
*+’!),!-$./$!0/1 杆状病毒感染的 1?)@ 细胞，绿

色荧光呈花环状滞留于细胞浆内；重组 6C)*+’! 杆

状病毒感染的 1?)@ 细胞内绿色荧光仍旧分布均匀；

在感染 @.B 时，1?)@ 细胞开始死亡，重组 6C)*+’! 杆

状病毒感染的 1?)@ 细胞裂解，培养上清可见绿色荧

光，而其余 3 组死亡 1?)@ 细胞碎片仍旧可见绿色荧

光，并一直持续到 $%FB 以后，培养上清才可见淡淡

的绿色荧光。

图 ! 激光共聚焦显微镜观察 ,-%. 标记不同融合蛋白

在 ()*+ 细胞内的表达和定位（#/// 0 ）

’:IJ% !BKLKI>M&B:C :NMI=O K? 1?)@ C=99O L>M;O?=CL=P Q:LB >=CKNR:;M;L

RMCS9KT:>SO=O =U&>=OO:K; K? TM>:KSO *+’! LMII=P L>S;CML=P ,!-$./$

?SO:K; &>KL=:;OJ 8B= :;L>MC=99S9M> 9KCM9:VML:K; K? LB= *+’! ?9SK>=OC=;C=

QMO T:OSM9:V=P RW 9MO=> CK;?KCM9 N:C>KOCK&WJ 0SC9=M> :N&K>L K? LB= ?SO:K;

&>KL=:;O CM; R= N=P:ML=P RW LB= 0/1 ,!-$.X 6：*+’!),!-$./$

&>KL=:; CM; R= NM:;9W CK;C=;L>ML=P :; LB= ;SC9=M>；(：*+’!),!-$./$

!0/1 CM; R= 9KCML:K; :; LB= CWLK&9MON；"：*+’!)0/1,!-$./$ CM; R=

CK;C=;L>ML=P :; LB= ;SC9=M>； 5： *+’! M9K;= CM; R= P:OL>:RSL=P

LB>KSIBKSL LB= C=99（$FFF Y ）J

!"1 激光共聚焦显微镜观察

在激光共聚焦显微镜下，H 3@4;N 蓝光激发，2
种不同重组杆状病毒感染的 1?)@ 细胞内均可见绿

色荧光，且其最大发射峰 H 4F@;N。重组 6C)*+’!
杆状病毒感染的 1?)@ 细胞内明亮的绿色荧光分布

均匀，重组 6C)*+’!),!-$./$ 和 6C)*+’!)0/1,!-$./$
杆状病毒感染的 1?)@ 细胞，耀眼的绿色荧光主要积

聚于细胞核内、细胞浆内也可见绿色荧光；重组 6C)
*+’!),!-$./$!0/1 杆状病毒感染的 1?)@ 细胞，耀

眼的绿色荧光呈花环状滞留于细胞浆内，细胞核内

@$@杨 军等：,!-$./$ 核浆运输的动力学过程 J Z微生物学报（%FF.）2.（.）



无绿色荧光（图 !）。

! 讨论

"#$ 是广泛存在于真核细胞大多数核内蛋白和

某些病毒蛋白质结构中富含 %&’、#() 并在一级结构

上十分保守的氨基酸序列，在帮助细胞核蛋白穿越

核孔复合物（*+,-./& 01&. ,120-.3，"45）［6!］突破核膜

屏障完成核浆运输和引导某些病毒组分向宿主细胞

核内转运的过程中起信号作用。能够通过 "45 运

输的大分子物质一般必须具备 "#$［67 8 69］。

该研究应用激光共聚焦显微镜观察发现，:;<4
标记的不同截短型 =4>69#6 融合蛋白，其荧光特性

（如激发光波长和发射光波长）与 :;<4 相同，说明

在上述融合蛋白中 :;<4 维持了原有空间构象和荧

光特 性。 利 用 倒 置 荧 光 显 微 镜 对 不 同 截 短 型

=4>69#6 蛋白在 $?@A 细胞内转运动力学过程的观察

发现："#$=4>69#6 能够引导 :;<4@=4>69#6 融合蛋白

和 :;<4@"#$=4>69#6 蛋白在表达之后被顺利转运入细

胞核内；而删除 "#$=4>69#6 的截短型 :;<4@=4>69#6

!"#$ 融合蛋白则始终滞留于 $?@A 细胞浆内。从实

时动力学的角度证实了 "#$=4>69#6的核定位作用。

同时，该研究还发现无论是 :;<4 标记的完整

=4> #6 蛋白还是仅携带 "#$=4>69#6的 :;<4 融合蛋白

在 $?@A 细胞内的转运都是一个持续的过程，并最终

聚集于 $?@A 细胞核内，而删除 "#$=4>69#6 的截短型

:;<4@=4>69#6!"#$ 融合蛋白却一直滞留于细胞

浆内。$?@A 细胞在感染 A9B 之后开始死亡，单纯的

:;<4 很容易地便被释放至培养上清之中，而包含

"#$=4>69#6 的 :;<4@=4>69#6 融 合 蛋 白 和 :;<4 @
"#$=4>69#6融合蛋白及删除 "#$=4>69#6 的截短型 :;<4@
=4>69#6!"#$ 融合蛋白则均与 $?@A 细胞碎片具有

较强的结合能力，而不能被轻易释放至培养上清之

中。推测除了已知由于 =4>69 #6 蛋白羧基端的

"#$ 区 具 有 C"% 结 合 能 力［D］而 可 能 与 $?@A 细 胞

C"% 结合之外，截短型 =4>69#6!"#$ 蛋白仍可能

具有和 $?@A 细胞核内分子如核基质 "+,-./& 2/E&F3 相

互作用的能力。

寻找安全、有效并能成功突破细胞核膜屏障，实

现外源蛋白的成功细胞核内投送的途径和方法，一

直是生物治疗与研究领域中的热点。控制真核细胞

胞浆和胞核之间物质交换 "45，在进化过程中非常

保守，无论是酵母还是哺乳类细胞，其核孔复合物的

结构均非常相似，且转运蛋白也具有很高的同源

性［6!］，"#$ 在不同生物中可以发挥相同作用。因

此，利用 "#$ 实现外源分子跨膜运输具有十分重要

的前景［6G］，也为核靶向药物的设计提供了新的思

路，具 有 重 要 的 医 药 学 价 值［6H］。 该 研 究 发 现

"#$=4>69#6（IHIJKJ/E0EE))E)EE/IAAJKJJKJ）具有核定位功

能，能 够 引 导 :;<4 进 入 $?@A 细 胞 核 内，说 明

"#$=4>69#6可以作为通用靶向药物输送系统（或称靶

向制剂）（L/&’.EF*’ M&+’ M.-FN.&( )()E.2，LCC$）的药物

载体用于肽类靶向药物的核内投送。此外，由于病

毒 "#$ 结构具有一定的同源性并共享相似或相同

的核浆转运机制，因此，将 "#$=4>69#6作为预防和治疗

各种病毒感染的通用靶标，同样也是一个值得重视

的新领域。
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