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MDV VP22 的 N1-18 是发挥蛋白转导功能必需的序列 
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摘要:  血清Ⅰ型马立克氏病病毒(MDV-1)CVI988/Rispens弱毒株的 VP22蛋白缺失 201TKSERT206。

为了进一步证实该缺失对 MDV-1 VP22蛋白转导功能和效率的影响, 本研究通过将不同缺失型的
VP22 与 EGFP 相融合, 转染 COS-1 细胞, 通过间接免疫荧光方法, 检测 VP22 的蛋白转导现象。
结果发现, EGFP-VP22具有微管结合、核膜结合、核酸结合、蛋白转导等特性; CVI988 VP22与
GA 株 VP22 的转导效率相当, 且只有完整长度的 VP22 具有明显的转导功能, 其中, N 端 1~18aa
对 VP22的核定位及其蛋白转导功能的发挥意义很大。这一发现为利用 MDV-1 VP22携带其他目
的蛋白转导, 增强目的蛋白免疫原性及其治疗性功能具有重要的指导价值。 
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Green 等[1]和 Frankel 等[2]在分别研究人Ⅰ型获

得性免疫缺陷症(HIV-1)的 Tat蛋白时, 发现 Tat蛋白
可迅速进入细胞并定位于核内。随后, 该蛋白被发
现能够将其他蛋白携带入几乎 100%细胞中。近年来, 
一些天然蛋白和人工合成的多肽相继被发现具有这

样的转导功能, 从而发展成为一种新型的载体研究
领域—细胞穿透肽(Cell Penetrating Peptide, CPP)。
它包括 : 人工合成的细胞渗透肽 (Cell-Permeable 
Peptide)、蛋白转导域(Protein Transduction Domain, 
PTD)和转膜序列(Membrane-Translocation Sequence, 
MTS)。现已发现的三种高效的 PTDs: Tat、I型单纯
疱疹病毒 VP22(HVP22)、果蝇的同源异型转录因子
触角足蛋白基因产物 Antennapedia(Antp)。利用这些
PTD, 已有大量抑癌蛋白已被成功转导 , 并在诱导
恶性肿瘤细胞凋亡和增强主要保护性抗原的免疫力

的实践中显示出良好的应用前景[3]。 
血清Ⅰ型马立克氏病病毒 VP22(MVP22)与

HVP22 一样, 是一种病毒结构蛋白, 由 UL49 基因编
码的[4,5], 是该病毒复制和空斑形成必需的组分之一, 
被证实具有与HVP22同样的蛋白转导功能, 可能是马

立克氏病毒(MDV) DNA 和相关蛋白在细胞间传递的
主要工具或辅助的媒介[6,7]。据研究, HVP22、MVP22
和 I 型牛疱疹病毒 VP22(BVP22)在体内均具有良好
的免疫增强作用[8-11]。因此, 研究 VP22的蛋白转导
域对于开发应用 VP22 的蛋白转导功能均具有极为
重要的意义。 

增强型绿色荧光蛋白(Enhancer Green Fluorescence 
Protein, EGFP)是目前较为常用的蛋白标记物[12]。该蛋

白对受体细胞无毒副作用, 不影响目的蛋白的正常
定位, 在荧光显微镜下易于观察等诸多优点, 已成
功标记过多种疱疹病毒蛋白组分 [13]。本研究利用

EGFP 来直观地指示 VP22 的定位, 以便确定 VP22
的蛋白转导域。另外, 我们发现 CVI988/Rispens 毒
株的 VP22缺失 201~206aa[14], 即 201TKSERT206。为

了深入研究该缺失对 VP22 蛋白转导功能的影响, 
我们将不同毒株(包括: CVI988和 GA)的 VP22基因
分别连接于 EGFP的 C端。在 COS-1中检测这些蛋
白的亚细胞定位区别。结果发现: CVI988 VP22 与
GA 株 VP22 的转导效率相当, 且只有完整长度的
VP22 具有明显的转导功能。其中, N1~18 对 VP22
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的核定位及其蛋白转导功能的发挥意义很大。这一

发现为利用 MDV-1 VP22 携带其他目的蛋白转导, 
增强目的蛋白免疫原性及其治疗性功能具有重要的

指导价值。 

1  材料和方法 
1.1  材料 
1.1.1  细胞、病毒和细菌: COS-1为 SV40大 T抗原
转化的非洲绿猴肾细胞系, 由本实验室保存、复苏
(DMEM+10% FBS)。CVI988/Rispens株和 GA株分
为 MDV-1 弱毒株和强毒株, 由本室保存。克隆用
DH5α工程菌和表达用 BL21(DE3)菌均由本室保存。 
1.1.2  载体及主要试剂: peDNA3.1(+)/zeocin 真核
表达载体购自 Invitrogen公司; pEGFP-N1是增强型
EGFP 突变体 2(mut2)的克隆性载体, 购自 Clontech
公司; pIRES载体由本室保存; pRED-express载体由
焦新安教授惠赠; T4 DNA连接酶、pGEM-T easy载
体购自 Promega公司; pTCMV-EGFP-VP2, 将 EGFP
和鸡传染性法氏囊病病毒 VP2 融合基因插入到
CMV 启动子下, 由本实验室刘红梅博士构建; Taq 
DNA聚合酶、dNTP、BamHⅠ、EcoRⅠ、HindⅢ等
限制性内切酶购自 Roche公司; 凝胶回收DNA试剂
盒购于德国 QIAGEN 公司; 细菌培养用 Tryptone、
Yeast Extract购自 OXOID公司。 

Lipofectin Reagent 购自 Invitrogen 公司; 重组质
粒 pGEX-VP22C(表达 CVI988 VP22 的 C 端(94aa 
~243aa)在大肠杆菌 BL21(DE3)中经 0.05mM IPTG诱
导表达, 超声波裂解的上清作为免疫原, 5免 Balb/c小

鼠后, 制备抗 VP22C 高免血清[15,16]; 碘化丙啶(PI)购
自 Sigma 公司 ; 罗丹明标记的羊抗鼠荧光二抗和
Anti-β-actin单抗购自 Sigma公司, 工作浓度 1:50。 

1.2  VP22 真核表达载体的构建 
    将CVI988 VP22 PCR产物插入 pcDNA3.1载体
中, 命名为 pVP22。纯化质粒, 转染 COS-1, 进行
暂态表达, 72h 后固定细胞, 通过 IFA 观察染色结
果。 

1.3  不同片段 VP22 的选择和不同片段 VP22 N 端融

合 EGFP 载体的构建 
由于 CVI988 VP22存在 6aa缺失, 我们构建具

有代表性的两种经典毒株 : CVI988 和 GA 株的

VP22(以下缩写为: CVP22 和 GVP22)与 EGFP 融合
表达的载体, 转染 COS-1 细胞后, 观察不同毒株的
EGFP-VP22 的定位。为了明确 VP22 中蛋白蛋白转
导域的具体位置, 便于将 PTD 单独合成和应用, 我
们针对 CVP22的亲水区, 将 CVP22分为 5段, 设计
以下引物进行扩增 CVP22不同长度的片段。同时以
pEGFP-N1 为载体, 扩增 EGFP, 插入 pcDNA3.1 中, 
构建 pEGFP 载体 , 以此为母核 , 插入不同片段的
VP22, 以分别构建融合表达载体 ; 为用肉眼观察
VP22 的转导效率, 我们设计在 EGFP-VP22 下游插
入核糖体进入序列(Insert ribosoyl enhancer sequence, 
IRES)序列和红色荧光蛋白(Red Fluorescence Protein, 
RFP)序列, 构建 pGVIR 载体, 共表达 EGFP-VP22
融合蛋白和 RFP 蛋白(表 1、2)。以上各种 DNA 纯
化后, 分别转染 COS-1细胞。 

 

表 1  目的基因的引物 
Table 1  Primers of interest genes 

Interest gene Primer Sequence(5′→3′) From the site of interest genes 

P1 GCCGGATCCATGGGGGATTCTGAA 1bp→ 
VP22 

P3 GCCGAATTCTTATTCGCTATCACT ←750bp 

 PC GTGGATCCATGTTCGCTTTCAGTACG 280 bp→ 

 PH CGAGGATCCATGTCTGCATATGATGAC 55 bp→ 

 PT GTGGATCCATGAGACGCGGCGGTGAA 613 bp→ 

 PS GAGAATTCTTATACGTTCTCGTTCCC ←579bp 

PF CCTCTAGAAAGCTTGCCACCATGGTGAGCA 1bp→ 
EGFP-mut2 

PR CCTCTAGATTAGGATCCCTTGTACAGCTCG ←720bp 
 

表 2  需要构建的 EGFP 与不同 VP22 片段融合表达载体 
Table 2  Expression vectors of EGFP-VP22 fragments fusion protein 

Group Vectors Size of fragment Group Vectors Size of fragment 

A pEGFP  — F pEGFP-CVP22M 94-193aa 

B pEGFP-GVP22 249aa H pEGFP-CVP22N 1-193aa 

C pEGFP-CVP22 243aa I pEGFP-CVP22S 19-193aa 

D pEGFP-CVP22C 94-249aa J pT-EGFP-VP2 — 

E pEGFP-CVP22T 207-249aa K pGVIR 243aa 
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1.4  不同固定液和不同水化时间对 VP22 的影响 
    由于 VP22 的转导效果以前被怀疑为由于固定液
所导致的假象[17], 我们利用无水甲醇、丙酮:乙醇(3:2)、
100%乙醇和 10%福尔马林固定液分别在 4℃固定
5min, 观察VP22在COS-1中暂态表达时的定位情况。
在固定后的 pEGFP-VP22 转染各组细胞中, 加入适量
PBS, 在不同水化时间下, 观察 EGFP-VP22 的扩散情
况。 
1.5  双检测系统的建立 

利用罗丹明标记的抗鼠二抗和 FITC 标记的抗
鼠二抗, 分别标记 EGFP、VP22 多抗和抗肌动蛋白
单抗的表达产物, 在共聚焦显微镜下观察结果。 
1.5.1  罗丹明染色和 EGFP 双检测: 通过荧光显微
镜直接观察 EGFP, 再用丙酮 :乙醇固定细胞观察 , 
利用 Anti-actin 单抗(1:50)和罗丹明标记的二抗显示
VP22 的定位, 在荧光显微镜下观察(紫外线的波长
为 590nm, 红光的最佳吸收峰在 630nm)。或在固定
的细胞上加入 1:200 稀释的抗 VP22C 多抗血清, 通
过罗丹明标记的二抗显示的红光 , 以此来区别
EGFP的绿色。 
1.5.2  EGFP和 RFP双重指示作用: 利用 IRES区的
核糖体进入位点特性, 将 EGFP-VP22和RFP构建在
同一载体中, 同时表达 EGFP-VP22 和 RFP, 通过转
染细胞观察荧光的定位。如果在发红光的细胞周围

出现发出绿色荧光的细胞内显色, 说明通过肉眼能
够观察到蛋白转导现象 , 如果直接观察不出区别 , 
则甲醇固定细胞, 加入VP22C多抗, 加入 FITC标记
的二抗显色。 

2  结果 
2.1  不同片段 VP22 的 PCR 扩增效果 

通过 PCR 扩增不同片段的 VP22, 在 1.5%浓度
的 琼 脂 糖 凝 胶 中 电 泳 , 结 果 成 功 扩 增 出
VP22N(579bp)、 VP22S(522bp)、 VP22T(108bp)、
VP22H(672bp)、VP22C(447bp)、VP22M(297bp)、
CVP22(732bp)、648A VP22(750bp)和 GVP22(750bp), 
经测序分析, 序列完全正确。 
2.2  VP22 在 COS-1 细胞中的暂态表达和不同固定

剂对 VP22 的影响 
利用无水甲醇、丙酮:乙醇(3:2)、100%乙醇和 10%

福尔马林固定液对pVP22暂态表达COS-1分别进行固
定, 加入VP22C多抗, IFA检测结果发现: 福尔马林对
VP22有破坏性, 转染的细胞不能通过 IFA检测, 而实
验中其他各种固定剂的检测结果是一致的, 即在所有
细胞核中检测到 VP22。这一结果显示: CVI988 VP22

具有蛋白转导功能, 并非固定剂的引起的假象, 而且
能够高效转导入单层所有细胞核中(图 1)。 

 

 
 
图 1  VP22 暂态表达结果 
Fig. 1  Immuno-fluorescence assay on COS-1 cells transfected with 
pVP22 plasmid. COS-1 cells transfected by pVP22 DNA were fixed by 
acetone for 5min (A), by methanol(B), by formaldehyde (C), by ace-
tone/ethanol (D), or by 100% ethanol (E); COS-1 cells transfected with 
pcDNA3.1 plasmid wasn’t stained by VP22 antibody (F). 
 
2.3  不同 VP22 片段与 EGFP 融合表达情况 

EGFP 融合于 VP22 的上游进行表达 , 可见 : 
pEGFP-VP22 主要定位于细胞核中, 与核酸结合(图
2-A), 在胞浆中的蛋白主要与中心粒结合(图 2-B), 
形成单极或对极着色(图 2-C), 也有呈多点结合于核
膜周围(图 2-D, 2-E)。在正在分裂的细胞中, 与分裂
相的核膜结合 , 并不进入核内(图 2-F), 还有一些
VP22 赶度聚集在细胞内膜和在胞浆中呈现聚集荧
光斑点, 可能与微管的结合有关(图 2-G)。而不同缺
失型 VP22的定位则大相径庭, EGFP-CVP22N转染的
细胞核定位(图 2-H); CVP22M呈胞浆弥散; VP22S显
示与核膜和微管结合(图 2-I); CVP22C发现具有胞浆定
位和核膜定位特点(图 2-K); 而 CVP22T 具有胞浆弥散
(图 2-L)。对照组 pEGFP, 则呈现整个细胞染色(图 2-M), 
EGFP-VP2 融合蛋白呈现胞浆染色(图 2-N)。这说明融
合蛋白 EGFP –VP22的定位特性来自于 VP22本身。 
2.3  甲醇固定转染的 COS-1 及水化结果 

两种 EGFP-VP22 固定前(图 3-A1)固定后(图
3-A2), 加抗肌动蛋白抗体和罗丹明标记的抗鼠 IgG染
色, 可见细胞浆染成红色, EGFP-VP22呈核膜、微管和
微丝结合形态; 甲醇固定再水化 6h后, 被转染细胞周
围细胞核内出现扩散出去的 EGFP 荧光(图 3-B1), 加
抗肌动蛋白抗体和罗丹明标记的抗鼠 IgG 染色, 可见
细胞浆染成红色, EGFP-VP22定位于核内(图 3-B2)。
pEGFP-CVP22 经甲醇固定后 1h, 可见转染的细胞周
围核内有 EGFP 扩散; pT-EGFP-VP2 转染后可见细胞
浆内存在散在荧光聚集; EGFP-CVP22N 经甲醇固定
后在转染细胞核的周围出现小量扩散, 加入VP22C抗
体后, 荧光并不扩大; pGVIR 在固定之前主要定位于 
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图 2  不同 VP22 片段的定位(20×) 

Fig. 2  EGFP-VP22 recombinants fluorescence in COS-1 (20×). In COS-1 cells PI=48h, EGFP-VP22 translocates into cell nuclei and ac-
cumulated around the nucleus rim (A), binds with centrosome (B) and appearing as two spots (C), or multiple spots binding with nucleus 

membrane (D, E), associates with mitotic nuclear membrane (f), VP22 associates with inter-membrane and accumulate in the cytoplasm (G), 
Nuclear localization of   EGFP-VP22N (PI=48h)(H), EGFP-VP22M diffused in the cytoplsam as VP22T (L), EGFP-VP22S binding with 

nuclear membrane and microtubule (J) the same as localization of EGFP-VP22C (K), EGFP (M) diffused in whole cells while pT-EGFP-VP2 
(N) diffused in the cytoplasm. 

 
 

核膜和微管上; pGVIR转染的细胞内可见 RFP定位于
细胞浆中; 这说明 CVI988和 GA VP22经过一定的水
化时间 (≥ 1h), 可以在周围细胞核内检测到
EGFP-VP22的小范围扩散。 
 

 
 

图 3  VP22 的水化扩散现象 
Fig. 3  Spread of VP22 in PBS solution. COS-1 cells were trans-
fected with pEGFP-VP22 before (A1) or after fixation, which 
strained with anti-actin antibody or Rodamine labeling anti-mouse 
IgG (A2). The fixed COS-1 cells had been soaked in the PBS solu-
tion for 6h (B1) and strained with Rodamine labeling anti-mouse 
IgG. (B2). 
 

2.4  抗体染色检测 VP22 的蛋白转导功能 
pEGFP-VP22经甲醇、丙酮:乙醇、100%乙醇固

定后, 加入 VP22C 抗体后, 可见所有细胞核中均有
VP22 分布, 可见 EGFP-VP22 能够转导进入单层细
胞的所有细胞核中, 且这几种固定剂之间没有明显
差异。EGFP-CVP22C主要聚集于核膜、微管, 甲醇
固定和 VP22C 抗体染色后不改变其定位效果 ; 
EGFP-CVP22M 主要存在于细胞浆中, 甲醇固定和
VP22C 抗体染色后并不改变其定位特点; CVP22S
主要聚集于核膜、微管, 甲醇固定和 VP22C抗体染
色后不改变其定位效果; CVP22T 主要呈整个细胞
着色和胞浆定位, 但甲醇固定后, 其荧光能被破坏
而猝灭; pEGFP-GVP22甲醇固定后能在周围细胞核
中小量扩散; 加入 VP22C 抗体后, 周围几乎所有细

胞核内均存在 EGFP-GVP22; pEGFP 转染细胞后呈
整个细胞内分布(图 4)。而对比利用罗丹明标记二抗
染色发现, 各种 VP22的定位与直接观察和 FITC标
记二抗结果相似(图 5)。由此可见, VP22N(1~193aa) 
已显示部分转导特性, 只有全长 VP22 才能具有强
大的蛋白转导作用, 而且 N1~18aa 对发挥蛋白转导
功能有重要的作用。 

  

 
 

 

图 4  不同缺失型 VP22 片段检测结果(20×)   
Fig. 4  VP22 intercellular trafficking. In the methanol-fixed 
COS-1 cells transfected with pEGFP-CVI988 VP22 plasmid (A) or 
pEGFP-GA VP22 (I), we found EGFP-VP22 could spread a small 
scare of surrounding cells after rehydration; pEGFP-VP2 was as a 
control, the fluorescence remained in fixed cells as in live ones (B); 
pEGFP-VP22N was used, resulting that VP22N could translocate 
EGFP into the nuclei of the surrounding cells (C); under 592nm or 
630nm laser, we found that in the cells expressed EGFP-VP22 and 
RFP, the nuclei of other cells in the monolayer could be detected 
(D-3); EGFP-VP22C (E), EGFP-VP22M (F), EGFP-VP22S (G), or 
EGFP-VP22T (H); pEGFP transfection for control, which showed 
that the fluorescence was diffusely in cytoplasm (K).  
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图 5  VP22C 多抗检测各种缺失型 VP22 在 COS-1 细胞

中的表达(20×) 
Fig. 5  Transfection of pVP22 and truncated VP22 plasmids with 
AVP22C staining (PI=48h). pVP22 plasmid was transfected into COS-1 
cells at a dose of 1μg, stained with AVP22C antibody and restained 
with Rodamine labeling anti-mouse IgG, which resulted in VP22 could 
be spread into all the nuclei of the monolayer (A), pEGFP-VP22M 
plasmid operated as the protocol above, resulting VP22M was most 
localized in the cytoplasm (B), COS-1 cells transfected with 
pEGFP-VP22N plasmid showed that the same pattern with the wild 
length protein (C), EGFP-VP22T were mainly in the cytoplasm (D), 
EGFP-VP22S fusion protein were almost binding the mictotubule 
network and the nuclear membrane (E), the similar pattern was in the 
COS-1 transfected with EGFP-VP22C (F). 
 

3  讨论 
3.1  VP22 在细胞内的定位与蛋白转导功能的关系 

HSV-1 VP22 在最初合成过程中并不聚集到核
内, 仅聚集在核膜周围[18]。Elliott 等[19]分析可能是

VP22不具备明显的核定位信号所致。然而, 本研究
在对 MVP22进行缺失时发现, VP22 N1~18明显具
有核定位特性, 但这段序列却并不是经典的核定位
序列[6,20](Nucleus Localization Site, NLS)。这一区域
还是磷酸激酶 A的激活位点[7,14]。缺失该段的 VP22, 
不具有转导功能。而与此相对的是, C194-249 的缺
失虽不影响 VP22 的核定位, 但可以大大降低转导
效率。因此, VP22的 N端和 C端对 VP22发挥强大
的转导功能意义很大。这可能与 N 端和 C 端形成
PTD 的左右“臂”不无关系, 同时也说明 N 端核定
位区和 C 端胞浆定位区极可能是 VP22 蛋白转导功
能的组成部分。 

与其他同源产物相似的是, MVP22也具有与微
管和中心粒结合的功能。这一功能导致微管重组和

成簇 , 使之高度稳定 , 导致细胞不再进行分裂 [6,7], 
这很像李氏杆菌这样的胞内菌传播方式[21]。这不但

方便 VP22 携带目的蛋白在细胞内的高效运输, 而
且对研究 VP22 与 MDV 致病性之间的关系很有启
迪。因此, 我们认为这一特点是 MDV-1[7]、牛淋巴

白血病病毒[22]等严格细胞结合型病毒的传播和扩散

机理的关键点。 
3.2  VP22 蛋白转导功能的特点 
    现已证实, HVP22 作为外源蛋白加入培养基后

可被细胞直接摄取 , 且可将绿色荧光蛋白 [9,23]、

P53[24]和 HSV-1 的胸苷激酶(TK)[25]等很多大分子量

蛋白质转运至 COS-1, HeLa, BHK-21等细胞内。然
而, VP22需要经过翻译后的磷酸化修饰来发挥正常
功能。故常常需要构建 VP22 基因与目的蛋白基因
融合表达载体, 通过在转染的真核细胞上的短暂表
达后, 才能在周围的细胞内达到不同的水平。这与
Tat的作用迥异。通过载体表达后的重组 Tat融合蛋
白直接加入培养物介质中, 可实现 Tat 蛋白的转运
能力[10]。而 VP22的特点在于: 被转染的 DNA载体
表达产物就能够高效地转导目的蛋白, Tat融合蛋白
表达载体的效率则低出很多; 而且, 目前有证据表
明 VP22 融合蛋白加入培养物介质时也具有很强的
转导作用[6,7]。Dorange等[6]将杆状病毒表达的 VP22
加入到 PK15细胞上, 发现 VP22可以在 30min内高
度聚集于所有细胞核内。我们曾在MDV感染的 CEF
细胞上, 通过 VP22 抗体的染色, 再现出 VP22 转导
入所有细胞核的特性, 说明MVP22具有强大的细胞
内转运能力 [15]。本研究通过 MVP22 与 EGFP 在
COS-1 中融合表达, 成功地将 EGFP 转导入所有单
层细胞核内。这一高效的转导现象说明, MVP22 并
不比 HVP22和 BVP22转导效率差。 
3.3  甲醇造成的转导“假象”与 VP22 本身性质有直

接关系 
关于蛋白转导现象, 目前国际上形成两个完全

对立的观点。一种说法是倾向于认为: 蛋白转导功
能只是甲醇等固定剂造成的“假象”。他们通过 FACS
检测含 EGFP的活细胞数量, 却发现 EGFP-VP22的
细胞数并没有增加, 所以认为蛋白转导现象不过是
固定剂造成的“假象”[17,23]。因为用于固定免疫球

蛋白、细菌多糖等的甲醇可以破细胞质膜, 改变正
常微管的结构 , 人为地导致破膜作用 , 促进
EGFP-VP22的扩散和核定位[17]。另一种看法是认为: 
蛋白转导效率是极为少量的, 而肉眼可见的荧光数
是 10万个以上/细胞, FACS最低检测的 EGFP量为
100 个/细胞, 但极低的蛋白量只有通过荧光实验加
强染色效果, 才能体现转导特性[23]。通过将 EGFP
与其他蛋白和各种缺失型 VP22 进行融合表达作为
EGFP-VP22 的对照, 结果显示出仅有全长的 VP22
具有这种转导现象。虽然在固定后随着水化时间的

延长, 笔者的确发现经过甲醇、丙酮:乙醇和 100%
乙醇 3种固定剂固定的细胞中, EGFP有聚集于邻近
未被转染的细胞核内的现象, 这也与 Elliott 等研究
结果不谋而合。但荧光扩散的范围很小 , 而且被
VP22抗体的染色加于佐证(图 4-D3、图 5-A)。当通
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过 VP22 抗体染色后, MVP22 的强大转导能力才得
以充分显现。这些都说明, 这一现象与 MVP22转导
功能本身直接相关。 
3.4  MVP22 的 PTD 不能单独发挥转导作用 

迄今为止, 已被确定和应用的 CPP 序列一般小
于 30aa, 富含碱性氨基酸残基, 能形成α螺旋。在
生理 pH 值条件下, 带净正电荷的碱性氨基酸残基, 
暴露于一侧, 形成极性分子。通过α螺旋的结构特
征, 它们能够将其所承载的物质通过浆膜, 并在细
胞内积累。这个过程不需要任何载体参与和能量参

与, 目前已成为新型转移载体研究的热点[3]。 
Elliott 等[19]曾对 HSV-1 VP22 进行缺失, 发现

C267~301 具有转导功能, 但也有研究认为 PTD 存
在于 C81~195, 这段区域与 BVP22 的 C149-259 和
MVP22的 C93-204高度同源[13]。研究也证实这段区

域为 PTD。因此, 本研究通过构建各种缺失型 VP22, 
来了解 MVP22 的 PTD 的具体位置和与其他功能区
的相互关系。结果却发现, MVP22的 PTD和 HVP22
一样不能单独进行蛋白转导, 而必需 N和 C端的其
他区域辅佐。这一特点与其他 CPP不大相同。这将
严重影响人工合成 VP22 的 PTD 序列, 而只能通过
构建和在体内外表达 VP22 与其他蛋白融合表达的
DNA载体, 才能实现 VP22的转导功能。 

3.5  MVP22 的功能区分布 
Dorange等[6]指出MDV-1 RB1B株VP22的转导

功能域在 N’端 38aa~188aa处。随后, O' Donnell等[13]

和 Normand等[26]将其缩小到 93aa~173aa。笔者发现, 
N1~18 是核定位信号, 缺失该段的 VP22 核定位现
象不明显。但有研究表明: VP22缺失 N1-16也能入
核, 这可能与 EGFP一些未知的功能有关。Dorange
等[6]通过 DNA 结合实验证实 N16~37 为 DNA 结合
区, 而N38~93功能未能定性; C207~249有染色质结
合的特性, 但该段存在时, VP22 主要存在于微管、
核膜、细胞内膜等处。所以, 这段序列功能可能与
VP22的核外输有关, 却同样并非 NES的通用序列。
与此类似的是: BVP22则存在一段亮氨酸富集区[20], 
位于 204LDRMLKSAAIRIL216, 被认为是非典型的
NES。对比 MVP22 序列, 笔者发现在 MVP22 的 C
端也存在这样的类似模体; C94~249 首先显示出中
心粒结合特性, 然后沿着中心粒向膜上延伸, 仍然
可以像全长 VP22 一样聚集呈斑点状, 随时间延长, 
具有核内定位的特点; MVP22 C94~193一直被认为
是与 HVP22 和 BVP22 同源性最高的区域, 即极可
能是蛋白转导域; O’Donnell等[13]认为 144~171aa是
异染色质结合区, 而 172~183aa微管结合区。 

笔者通过上述实验试图想找到最小的蛋白转导

区域。结果却发现: VP22 的 N 端(1~93aa)和 C 端
(207~249aa)对细胞间转运作用(C94~193)的发挥意
义很大, 缺失左右“臂”之后, VP22M呈现细胞浆定
位, 所有 VP22的其他功能一概不能表现出来。再结
合我们在 MDV 感染 CEF 细胞上发现 VP22 能够快
速扩散并高度聚集于所有细胞核内的特点, 笔者认
为 VP22 蛋白转导功能的发挥需要一个完整的空间
模式, 这其中极可能存在 VP22 被充分磷酸化而发
挥功能的可能性, 即需要细胞内磷酸激酶和病毒磷
酸激酶共同磷酸化作用[27,28]。 
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The N1~18 Terminus of Marek’s Disease Virus VP22 Is Essential for Protein Transduction 

Hongjun Chen1,2, Aijian Qin1*, Cuiping Song2, Chenfei Zhang1, Xufang Deng1 

(1Jiangsu Animal Preventive Medicine Key Lab, Yangzhou University, China 225009)                             
(2 Shanghai Veterinary Research Institute, Chinese Academy of Agricultural Sciences, Shanghai 200232, China) 

Abstract: We previously showed some differences in Marek’s disease virus (MDV) VP22 gene between virulent 
and avirulent strains, in the deletion from 201aa to 206aa, namely 201TKSERT206. In this study, VP22 genes were 
amplified from strains: CVI988/Rispens and GA. And then the fragments were subcloned into pcDNA3.1/zeo(+), 
respectively, which were co-expressed with an enhancer green fluorescent protein (EGFP) after transfection into 
COS-1 cells. As with both human herpesvirus 1 and bovine herpesvirus 1 VP22-EGFP fusion proteins, the sub-
cellular localization of the three MDV EGFP-VP22 products revealed few differences, which bind to microtubules 
and nucleus membrane, and then to heterochromatin. In addition, VP22s also bind to centrosomes and in-
ter-membrane. During mitosis, EGFP-VP22s bind to sister chromatids, but dissociates from the centrosomes and 
the microtubules of the mitotic spindle. In truncated fragments’ transfection experiments, stained with the specific 
monoclonal antibody against VP22, it concluded that the full length of VP22 was required for protein transduction, 
and N1-18aa was essential to VP22 translocating from cytoplasm to nucleus as a potential nucleus localization site 
in the absence of other viral factors in MDV-1. 

Keywords: Marek’s disease virus, CVI988/Rispens, VP22, protein transduction 
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