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［摘 要］ 目的 构建人类免疫缺陷病毒 1 型 ( HIV-1 ) 整合酶 ( IN) 表达载体用于双分子荧光互补技术筛选多肽药物。方法

PCR 扩增 HIV-1 IN 的全长基因序列，将目的片段插入至 pBiFc-VN173 载体中，并对重组质粒 pBiFc-VN173-IN 进行双酶切及测

序鉴定。将重组质粒 pBiFc-VN173-IN 和对照组质粒 pBiFc-VN173 分别转染 HEK293T 细胞，采用 Western blot 法和免疫荧光细

胞化学染色法检测 IN 的表达。结果 通过高保真 PCR、载体构建和鉴定，成功获得 IN 表达载体 pBiFc-VN173-IN。与对照组相

比，通过 Western blot 法和免疫荧光细胞化学染色法证实转染质粒 pBiFc-VN173-IN 载体的 HEK293T 细胞表达 IN。结论 成功

构建了 IN 表达载体，该载体可用于和 IN 相互作用的多肽药物的双分子荧光互补技术筛选。
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人类免疫缺陷病毒 1 型( human immunodeficiency
virus type 1，HIV-1 ) 是引起获得性免疫缺陷综合症

( acquired immunodeficiency syndrome，AIDS) 的病原

体［1］。根据联合国 AIDS 规划署 2018 年报告表明，

截止 2017 年，全球大约有 3690 万人被确诊为 HIV

携带者，累计 3540 万人死于 HIV/AIDS 相关疾病。目

前 AIDS 仍是全球一个严峻的公共健康问题。HIV-1 在

进入宿主细胞后，在逆转录酶 ( reverse transcriptase，

RT) 的作用下，将病毒 RNA 进行逆转录形成双链

cDNA。病毒的 cDNA 在整合酶 ( integrase，IN) 的催

化下插入到宿主基因组 DNA 中，该过程称为整合过

程。整 合 过 程 分 为 在 细 胞 质 中 进 行 3' 端 加 工

( 3'-processing) ，紧接着在宿主细胞核中进行链转移

( strand transfer) 。鉴于 IN 在 HIV-1 整合过程中的重

要作用并且人体细胞中缺乏 IN 同源性的蛋白质，以

IN 为靶点可作为治疗 HIV 的方向，并且以 IN 为靶点

的治疗方案更加有效安全。IN 抑制剂通过以下几种

途径抑制 IN 的活性: 干扰 IN 结合到病毒 cDNA 的末

端［2 － 4］、抑制 IN 的 3'端加工或链转移活性［5 － 6］、抑

制 IN 寡聚合体的形成［7 － 13］、干扰 IN 和细胞因子的

相互作用［14 － 16］。目前，治疗 AIDS 主要采用高效抗

逆转录病毒疗法 ( highly active antiretroviral therapy，

HAART) 。而 HIV-1 的 IN 抑制剂成为 HAART 方案

中的主要药物之一。目前被批准用于 HIV 阳性个体

的药物包括拉替格拉韦( raltegravir，RAL)、埃维替格拉

韦( elvitegravir，EVG) 和多路替格拉韦 ( dolutegravir，
DTG) ，而卡博替格拉韦 ( cabotegravir，CAB) 和比替

格拉韦( bictegravir，BIC) 仍在临床试验中［17］。伴随

着抗逆转录病毒药物的治疗，患者逐渐出现不同程

度的耐药性［18 － 21］。由于病毒耐药性和药物间的交叉

耐药性的出现，迫切需要发现新的有效的 IN 抑制

剂。在蛋白片段互补技术中，双分子荧光互补技术

能实现在活细胞中对相互作用蛋白可视化的效果，

观察直观、检测方便，还可以对荧光的强弱进行定量

来判断相互作用的强弱程度。基于 Venus 荧光蛋白

的 双 分 子 荧 光 互 补 ( bimolecular fluorescence
complementation，BiFc) 系统 pBiFc-VN173 载体能表

达 Venus 荧 光 蛋 白 N 端 的 173 个 氨 基 酸 残 基，

pBiFc-VC-155 载体表达 Venus 荧光蛋白 C 端的 155 个

氨基酸 残 基。当 Venus 荧 光 蛋 白 的 N 端 片 段 和

C 端片段在细胞内共同表达后，它 们 在 细 胞 内 相 互

靠近互相作用，形成的荧光蛋白具有活性，能在荧光

显微镜下观察到荧光。本研究将 IN 的表达片段插入

到载体 pBiFc-VN173，IN 和 Venus 荧光蛋白 N 端的

173 个氨基酸残基进行融合表达，构建 IN 的表达载

体 pBiFc-VN173-IN。该载体的构建为后续利用 BiFc
筛选与 IN 相互作用的多肽药物奠定实验基础。
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1 材料和方法

1． 1 材料

IN 的模板来自厦门大学附属东方医院检验科提

供的 pMDL 质粒; 限制性内切酶 HindⅢ和 XbaⅠ购自

Fermentas 公 司; 5 × faststart Fastpfu Fly buffer、
dNTP、DL2000 DNA marker、faststart Fastpfu Fly DNA
酶、T4 连接酶、Trans5α 化学感受态细胞购自 Trans
公司; PCR 引物购自上海生物工程公司; DNA 测序

由铂尚生物技术有限公司完成; 无内毒素质粒提取

试剂盒 ( Endo-Free Plasmid Mini Kit) 购自 Omega 公

司; DNA 回 收 /纯 化 试 剂 盒 购 自 鼎 国 公 司;

pBiFc-VN173 质粒、HEK293T 细胞株为厦门大学附

属东方医院检验科保存; 梭华-sofast 基因转染试剂购

自厦门太阳马工程有限公司; 胎牛血清购自 Gibco 公

司; EDTA-胰 蛋 白 酶、高 糖 DMEM 培 养 基 购 自

Hyclone 公司; 蛋白定量试剂盒购自 ThermoFisher 公

司; Western blot 超敏发光液购自北京普利莱基因技

术有限公司; 小鼠抗 IN 单克隆抗体购自 Abcam 公

司; Alexa Fluor488 标记的山羊抗小鼠 IgG、小鼠抗

β 肌动蛋白( β-actin) 抗体、HRP 标记的山羊抗小鼠

IgG 和 4'，6-二脒基-2-苯基吲哚 ( 4'，6-diamidino-2-
phenylindole，DAPI) 染色液、40 g /L 多聚甲醛固定液

购自碧云天公司。
1． 2 方法

1． 2． 1 IN 基因的 PCR 扩增 以 pMDL 质粒为模板，

采用 faststart Fastpfu Fly DNA 酶 PCR 扩增获得 IN 全

长序列。引物序列 ( 划线部分的序列分别为 HindⅢ
和 Xba Ⅰ 酶 切 位 点 ) : IN 正 向 引 物 为

5'-CCCAAGCTTTTTTTAGATGGAATAGAT-3'，反向引

物 为 5'-TGCTCTAGAATCCTCATCCTGTCTACT-3';
PCR 扩增的 DNA 片段大小为 864 bp。扩增条件如

下: 95℃ 5 min，( 95℃ 20 s、55℃ 20 s、72℃ 20 s) ×
34 个循环，72℃ 5 min。
1． 2． 2 HIV-1 IN 基因的 pBiFc-VN173-IN 载体的构

建 及 酶 切 和 测 序 鉴 定 将 上 述 PCR 产 物 和

pBiFc-VN173 载 体 分 别 用 限 制 性 内 切 酶 HindⅢ和

XbaⅠ进行酶切，然后琼脂糖凝胶电泳分离并胶回收

纯化。将质粒载体和 PCR 产物按照摩尔比 1∶3 进行

连接，转化至 Trans5α 化学感受态细胞。取 150 μL
转化 产 物 均 匀 涂 布 于 含 氨 苄 青 霉 素 ( ampicillin，

Amp) 抗性的 LB 平板，37℃ 恒温箱培养过夜。挑取

若干个克隆菌，取 10 mL 含 Amp 抗性的 LB 液体培

养基于 37℃摇床培养 12 ～ 14 h。收集菌液，采用无

内毒素质粒提取试剂盒抽提质粒，用 HindⅢ和XbaⅠ
双酶切对提取的质粒进行鉴定。鉴定正确后，送铂

尚生物技术( 上海) 有限公司测序。将测序正确的 IN
过表达载体称为 pBiFc-VN173-IN。
1． 2． 3 Western blot 法检测 HEK293T 细胞 IN 蛋白水

平 将 4 × 105 个 HEK293T 细胞接种于 3． 5 cm 板中，

用含 100 mL /L 胎牛血清的高糖 DMEM 培养基，在

37℃、50 mL /L CO2 条件下培养 18 ～ 24 h 后转染。
按照梭华-sofast 基因试剂转染说明，将质粒 pBiFc-
VN173 和 pBiFc-VN-IN 分别转染至 HEK293T 细胞。
24 h 后，采用 100 μL 预冷的裂解液 RIPA( 添加蛋白

酶抑制剂) 提取细胞总蛋白，采用蛋白定量试剂盒定

量后，取总蛋白 40 μg 上样，进行 SDS-PAGE 分离蛋

白。采用 0． 45 μm 的 PVDF 膜恒流 150 mA、1． 5 h 进

行转膜。用 50 g /L 脱脂奶粉封闭 1 h，分别加入小鼠

抗 IN 单克隆抗体( 1∶1000) 、小鼠抗 β-actin 单克隆抗

体( 1∶1000) ，4℃过夜; 用 TBST 洗膜 5 min × 3 次，加

HRP 标记的山羊抗小鼠二抗 ( 1 ∶ 5000 ) ，常温孵育

1 h; TBST 洗膜 5 min × 3 次后，加 Western blot 超敏

发光液，暗室曝光显影。
1． 2． 4 免疫荧光细胞化学染色法检测 HEK293T 细

胞 IN 蛋白的表达 将 6 × 104 个 HEK293T 细胞接种

于 48 孔 板 中，用 含 100 mL /L 胎 牛 血 清 的 高 糖

DMEM 培养基，在 37℃、50 mL /L CO2 条件下，培养

18 ～ 24 h 后转染。按照梭华-sofast 基因试剂转染说

明，将质粒 pBiFc-VN173 和 pBiFc-VN-IN 分别转染至

HEK293T 细胞。转染 24 h 后，用 PBS 洗 2 次; 用

40 g /L 多聚甲醛在室温固定 20 min; PBS 洗 10 min ×
2 次; 用 PBST( 含 3 mL /L Triton 的 PBS) 洗 10 min;

吸去 PBS，加封闭液( 含 50 mL /L 山羊血清、3 mL /L
Triton 的 PBS) 室温下 2 ～ 4 h; 加入小鼠抗 IN 单克隆

抗体( 1∶1000 ) ，4℃ 孵育过夜; PBS 洗 5 min × 3 次;

加Alexa Fluor488 标记的山羊抗小鼠二抗( 1∶100) ，

室温下孵育 2 h; 用 PBS 洗 5 min; 加 DAPI，在室温

孵育 10 min; 吸去 DAPI，用 PBS 洗 5 min × 2 次; 荧

光显微镜下观察拍照。

2 结果

2． 1 pBiFc-VN173-IN 表达载体的构建及酶切和测

序鉴定

将构建 好 的 重 组 质 粒 pBiFc-VN173-IN 载 体 用

HindⅢ和 XbaⅠ进行酶切鉴定。质粒 pBiFc-VN173-IN
载体酶切后进行琼脂糖凝胶电泳，在约 5216 bp 和

864 bp 处呈现目的条带，与预期的载体 pBiFc-VN173
和目的基因 IN 条带大小一致( 图 1) 。将酶切验证后

的质粒送铂尚生物技术有限公司进行测序，测序结
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果与预期序列一致，表明 pBiFc-VN173-IN 表达载体

构建成功。

M: DL2000 DNA marker ; 1: IN 全长 cDNA 的 PCR 扩增产物; 2: 重组

质粒酶切结果．

图 1 IN 基因表达载体的构建及酶切鉴定

2． 2 Western blot 法检测证实转染 pBiFc-VN173-IN
表达载体的 HEK293T 细胞可表达 IN

Western blot 法 检 测 结 果 显 示，经 转 染 pBiFc-
VN173-IN 表达载体的 HEK293T 细胞 24 h 后，可在

蛋白相对分子质量( Mr ) 55 000 附近检测到目的条带。
与对照组转染 pBiFc-VN173 相比，转染 pBiFc-VN173-IN

载 体 的 HEK293T 细 胞 可 表 达 IN 蛋 白， 表 明

pBiFc-VN173-IN 表达 IN 载体构建成功( 图 2)。

1: 转染 pBiFc-VN173 的 HEK293T 细胞; 2: 转染 pBiFc-VN173-IN 的

HEK293T 细胞．

图 2 Western blot 法检测 pBiFc-VN173-IN 载体表达 IN

2． 3 转染 pBiFc-VN173-IN 表达载体的 HEK293T
细胞表达 IN

细胞 免 疫 荧 光 检 测 结 果 显 示，经 转 染 pBiFc-
VN173-IN 表达载体的 HEK293T 细胞 24 h 后，与对

照组转染 pBiFc-VN173 相比，在荧光显微镜下可观

察到 绿 色 荧 光。 IN 主 要 在 细 胞 的 细 胞 核 中 表 达

( 图 3) 。

A: 转染 pBiFc-VN173-IN 的 HEK293T 细胞; B: 转染 pBiFc-VN173 的 HEK293T 细胞．

图 3 HEK293T 细胞 IN 的表达( 免疫荧光细胞化学染色，× 200)

3 讨论

HIV-1 的 Pol 基因编码 Pol 多聚蛋白，Pol 多聚蛋

白水解加工后产生蛋白水解酶、逆转录酶和 IN 这三

种酶。IN 的 Mr 为 32 000，是由 288 个氨基酸残基组

成，包含三个功能明确的结构域，分别为锌结合的

N 端结构域 ( N-terminal domain，NTD，第 1 ～ 50 位氨

基酸残基) 、催化核心域( catalytic core domain，CCD，

第 51 ～ 212 位氨基酸残基) 和特异 DNA 结合的 C 端

结构域( C-terminal domain，CTD，第 213 ～ 288 位氨

基酸残基) ［22］。NTD 含有组氨酸和半胱氨酸残基组

成的高度保守的组氨酸组氨酸半胱氨酸半胱氨酸

( histidine histidine cysteine cysteine，HHCC ) 基 序，

HHCC 基序螯合一个锌离子有利于 NTD 折叠构象的

稳定［23 － 24］，该基序很可能在介导 IN 泛素化中发挥
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重要作用［25］。NTD 结构域中高度保守的 Tyr15 在促

进 NTD 和 IN 中其他的结构域的疏水作用中发挥关

键作用［26］。CCD 包含三个高度保守的氨基酸残基:

D64、D116 和 E152，称为 DDE 基序。该基序和二价

金属离子的结合有关，是 IN 催化活性所必需的，任

何一个氨基酸残基的突变都会使酶的催化活性丧

失［27］。DDE 基序在逆转录病毒的 IN 活性中占据着

重要位置。在猫泡沫病毒 ( feline foamy virus，FFV)

中，将 CCD 中高度保守的 D107、D164 和 E200 突

变，N 的催化活性和病毒感染性全部消失; 而 Q165、
Y191 和 S195 突变后，IN 的酶活性水平发生改变。
因此，DDE 基序上单个氨基酸残基的突变有可能影

响病毒的复制过程［28］。在 IN 的结构中，CTD 是保守

性最低的结构域，它能非特异性地结合 DNA，参与

整合过程，有利于 IN-DNA 复合物的稳定。虽然 CCD
是 IN 催化的核心区域，但是 NTD 和 CTD 也是 IN 在

整合过程中必不可少的结构［29 － 30］。核转运蛋白丝氨

酸 /精氨酸 2( transportin serine /arginine 2，TRN-SR2)

可特异性地结合一个 CCD-CTD 二聚体，从而促进整

合前复合物的核导入［31］。Ku70 蛋白的第 251 ～ 第

438 位氨基酸残基与 IN 第 51 ～ 第 160 位氨基酸残基

相互作 用，Ku70 的 N 端 结 构 域 与 IN 的 第 200 ～
第 220 位氨基酸残基形成稳定的复合物，从 而 影 响

HIV-1 的复制［32］。

在体外水平，HIV IN 抑制剂的筛选方法包括酶

联免疫吸附法、时间分辨荧光法、荧光共振能量转移

法等，检测 IN 3'端加工活性［33］。在细胞水平，也报

道了多种检测 IN 抑制剂筛选方法，如采用荧光素酶

报告基因［34］、假病毒模型筛选［35 － 36］等。也有报道采

用基于机构的虚拟筛选和分子动力学模拟相结合的

方法来设计 HIV-1 IN 抑制剂［37 － 39］。亦有通过果蝇

体内实验来筛选逆转录病毒 IN 抑制剂药物［40］。

近年来也发现了一些对 IN 起抑制作用的小分子

肽。基于病毒蛋白 R ( viral protein R，Vpr ) 第 69 ～
第 75 位氨基酸残基的 7 个氨基酸残基构成的七肽具

有低微摩尔抑制 IN 活性的特性，通过光交联试验发

现该肽能直接和 IN 结合［41］。N-末端琥珀酰亚胺修

饰 的 晶 状 体 上 皮 衍 生 生 长 因 子 ( lens epithelium-
derived growth factor，LDEGF) 第 361 ～ 第 370 位氨基

酸残基 构 成 的 肽 对 HIV-1 的 IN 具 有 共 价 抑 制 作

用［42］。四种结构类似于和 IN 结合的 LEDGF 结构域

的小环肽在低毫摩尔浓度下和 IN 具有高亲和度［43］。

衍生于乙型肝炎病毒的六肽能通过抑制 HIV-1 的 IN
活性而起到抗病毒效应［44］。目前肽类药物已经是个

成熟的技术研发体系，特异性好，容易修饰，分子

小，并已经占据了广阔的医药市场份额。本研究中

之所以构建 BiFc 筛选的 IN 表达载体，是由于 BiFc
能够直观、快速判断目标蛋白在活细胞中的定位和

相互作用的情况，在荧光显微镜下可直接观察到荧

光，并可根据荧光的强弱判断目的蛋白相互作用的

强弱。本实验构建的 pBiFc-VN173-IN 载体对筛选与

IN 相互作用的多肽药物可实现操作简单、结果观察直

观、实验周期较短等优势，为下一步研究奠定基础。
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Construction of a vector targeting integrase of human immunodeficiency virus
type 1 ( HIV-1) used for screening peptide drug

YE liying1，PENG Zhenfei1，ZHAO Tingting2，XIE Fuan3，WANG Junkai2，WEI Bina1*
1Fujian Health College，Fuzhou 350101; 2 School of Life Sciences，Xiamen University，Xiamen 361102; 3Dongfang Hospital，Xiamen
University，Fuzhou 350025，China
* Corresponding author，E-mail: 779067308@ qq． com

［Abstract］ Objective To obtain the expression vector，which could be used for screening peptide drug against human
immunodeficiency virus type 1 ( HIV-1 ) integrase ( IN ) with bimolecular fluorescence complementation ( BiFc ) ． Methods
Full-length IN sequence was amplified using high-fidelity PCR with the template pMDL vector，following with the insertion of
target sequence into pBiFc-VN173 vector． Moreover，the recombinant vector pBiFc-VN173-IN was further confirmed by
double enzyme digestion and sequencing． Compared with empty control，expression of IN from pBiFc-VN173-IN in HEK293T
cells was validated by Western blotting and immunofluorescence assay ( IFA) ． Results The pBiFc-VN173-IN vector，which
could drive the ectopic expression of IN，was successfully obtained through high-fidelity PCR，vector construction and
confirmation． In addition，Western blot analysis and IFA validated the ectopic expression of IN in HEK293T cells after
transfection． Conclusion The pBiFc-VN173-IN vector has been successfully obtained，and it will be helpful for screening
specific peptides against IN using BiFc．
［Key words］ integrase; bimolecular fluorescence complementation( BiFc) ; protein expression
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