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基于代谢工程与生物正交反应的

病毒原位标记技术研究
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2(中国科学院大学 北京 100049)

摘  要  示踪病毒在细胞内的感染路径对探究病毒的感染机制具有重要意义，病毒标记是实现病毒示

踪的关键。针对目前病毒标记方法中存在的不足，该文提出了一种基于代谢工程的病毒原位生物正

交标记技术。脂质/氨基酸/单糖的叠氮衍生物经细胞代谢将叠氮基团修饰在病毒表面，被修饰病毒粒

子识别结合宿主细胞后与携带二苯基环辛炔(DBCO)的荧光探针经生物正交反应连接从而实现病毒标

记。结果显示，叠氮基团在囊膜病毒和非囊膜病毒表面都有很好的修饰效果，并且在原位生物正交中

携带二苯基环辛炔基团的荧光探针可快速捕捉到叠氮修饰的病毒粒子实现病毒标记。该标记方法不仅

操作简单，而且适用于囊膜病毒与非囊膜病毒的标记。
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Research on Virus in Situ Labeling Technology Based on Metabolic 
Engineering and Bioorthogonal Reaction

WANG Fangfang1,2 PAN Hong1 HE Huamei1 MA Yifan1 CAI Lintao1

 1( Shenzhen Institutes of Advanced Technology, Chinese Academy of Sciences, Shenzhen 518055,  China )
2( University of Chinese Academy of Sciences, Beijing 100049,  China )

Abstract   Tracking virus infection pathway in cells is of great significance for understanding the viral infection 
mechanism, and the successful labeling on viruses is the key to achieve viruses tracking. In this study, we 
proposed the in situ bioorthogonal strategy based on the bioorthogonal chemistry and metabolic engineering for 
overcoming defects of traditional virus labeling methods. Azido motifs were incorporated into virions through cell 
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1  引  言 

  随着病毒荧光标记技术的发展，病毒学工作

者跟随病毒在宿主细胞内或体内的感染路径，揭

开了越来越多病毒株的结构功能和感染机制[1-4]，

助益人类在病毒性传染疾病方面的治疗和预防。

但是，面对形态结构和功能各异的病毒株，现存

病毒标记技术依然存在诸多的限制及挑战。

  目前的病毒标记技术主要分为三大类：基因

编辑标记法、直接标记法和自组装标记法[5]。基

因编辑标记法指将报告基因(荧光蛋白和荧光素

酶基因)插入病毒基因组，通过病毒复制表达荧

光蛋白从而达到自带荧光的效果[6-7]。Chen 等[8]

通过在人类免疫缺陷病毒(HIV)的核糖核酸

(RNA)中插入荧光蛋白序列探究在病毒组装过程

中 RNA 的行为。然而，基因编辑标记法不仅技

术要求较高、操作繁杂，而且在被改造病毒中插

入或缺失相关基因都会影响病毒活性[9]。病毒直

接标记法通过荧光染料嵌入到病毒表面或与病毒

表面活性基团经化学键连接[10-11]。该方法虽然操

作简单快捷，但缺乏标记特异性，极易造成荧光

标记物占据病毒表面识别位点，干扰病毒与宿主

细胞的结合而降低病毒感染效率[12]。病毒自组装

策略基于直接标记法将荧光探针或化学报告基团

修饰在细胞内，病毒复制组装或出芽时将部分细

胞内膜结构作为囊膜而实现对病毒的标记[13]。

Huang 等[14]利用病毒自组装将生物素修饰在狂犬

病毒囊膜上，被修饰病毒与携带生物亲和素的荧

光探针连接从而被标记。该方法虽然巧妙，但仅

适用于部分囊膜病毒。目前的标记方法对病毒的

活性都有不可忽略的影响，且常用于囊膜病毒的

标记。

  在过去的几十年中，生物正交化学由于其

具有在不对细胞产生毒性的条件下对生物大分

子进行功能结构研究的优势[15]，已经在蛋白质

选择性修饰、核酸和脂质等的标记方面做出突

出贡献[16-18]。通常生物正交反应的实施需要通

过化学、代谢或者遗传的方法将报告基团嵌入

目标生物分子中，而后在生理环境中对目标分

子进行荧光标记。叠氮基团作为最小的生物正

交报告基团之一，其动力学稳定且不存在于天

然的生物系统中[19]，常被引入氨基酸、单糖和

脂质分子中作为生物正交报告基团[17,20]。本文

提出一种基于代谢工程的病毒原位生物正交标

记技术，脂质/氨基酸/单糖的叠氮衍生物(AE-
cho、Aha 和 Ac4ManNAz)经细胞代谢将叠氮基

团修饰在病毒粒子表面，被修饰病毒识别结合

宿主细胞后与携带二苯基环辛炔(DBCO)基团的

荧光探针经生物正交反应连接[19]从而实现病毒

标记。叠氮基团的代谢修饰对病毒活性影响很

小，同时原位生物正交标记避免了干扰病毒与

宿主细胞间的识别。结果显示，原位生物正交

标记无论是对囊膜病毒还是对非囊膜病毒都能

实现简单快捷的标记。

metabolism with lipid/amino acid/monosaccharide azide derivatives, and the modified virions were in situ labeled 
with dibenzocyclooctyne-functionalized fluorescent probes through the bioorthogonal reaction. The results show 
that viruses incorporated with azide motifs could be quickly and effectively captured by fluorescent probes to 
achieve viruses in situ labeling. Significantly, the in situ bioorthogonal labeling strategy is a general method for 
enveloped and non-enveloped viruses labeling with simple operations. 

Keywords in situ bioorthogonal; metabolic engineering; azido motifs; enveloped viruses; nonenveloped 
viruses



王芳芳，等：基于代谢工程与生物正交反应的病毒原位标记技术研究3 期 3

2 材料与方法

2.1 材料

  人恶性胚胎横纹肌瘤细胞(RD 细胞)、人肾

上皮细胞(HEK293T 细胞)和人腺癌肺泡基底上

皮细胞(A549 细胞)均购自中国科学院典型培养

物保藏委员会细胞库；细胞培养基(DMEM)、

磷酸盐缓冲液(PBS)均购自美国 Hyclone 公司；

去除甲硫氨酸营养缺陷型培养基购自上海笃马生

物科技有限公司；胰酶、胎牛血清(FBS)、青霉

素和链霉素均购自美国 Gibco 公司；细胞计数试

剂盒(CCK-8)购自日本同仁化学研究所；噻唑蓝

(MTT)试剂盒购自美国 Sigma-Aldrich 公司；左

旋丙氨酸(Aha)和 DBCO-Sata650 荧光染料购自

美国 Click Chemistry Tools 公司；抗肠道病毒 71 
型(anti-EV71)抗体购自英国 Abcam 公司；山羊

抗小鼠 IgG1 交叉吸附二抗-Alexa Fluor 488 荧光

抗体购自美国 Thermo Fisher 公司；抗禽流感病

毒血球凝集素(anti-H5N1 HA)抗体购自北京义翘

神州科技有限公司；驴抗兔 IgG (H＋L)交叉吸

附二抗-Alexa Fluor 488 荧光抗体购自美国 Life 
Technologies 公司。

2.2 实验方法

2.2.1 脂质叠氮衍生物 AE-cho 的制备

  根据 Huang[21]等和 Pan 等[22]的报道，本文脂

质叠氮衍生物 AE-cho 的制备步骤如下：首先，

将 1,2-二溴乙烷和叠氮化钠加入到二甲基甲酰胺

(DMF)中进行反应，冷却至室温；然后，将其

放在饱和氯化钠的冰水混合物上，用冰冷的戊烷

萃取 3 次，有机层经过冷盐水洗涤后用饱和硫酸

钠(Na2SO4)和负压蒸干浓缩成叠氮-二溴乙烷；

最后，将产物加入含有二甲基乙醇胺的四氢呋喃

(THF)中，0 ℃ 氩气(Ar)搅拌反应，经二乙醚洗

涤与真空干燥后得到纯净的白色粉末(AE-cho)。
2.2.2 细胞培养

  本文选用 RD 细胞、HEK293T 细胞和 A549 

细胞开展实验，三种细胞都用 DMEM 完全培养

基(含有 10% 胎牛血清和 1% 双抗)进行培养，并

置于 5% CO2、37 ℃ 的培养箱中培养。

2.2.3 细胞毒性实验

  为了研究 Aha 与脂质叠氮类似物 AE-cho 的
生物相容性，分别使用 CCK8 实验与 MTT 实验

对细胞进行毒性测试。

  (1)CCK8 实验测试 Aha 与 RD 细胞的相容性

  首先，将 RD 细胞以 8×103 个/孔的密度接

种于 96 孔板中，培养 12 h 后更换为去除甲硫氨

酸的 DMEM 完全培养基。然后，补加终浓度分

别为 0、50 μmol/L、100 μmol/L 和 200 μmol/L 的 
Aha 试剂，继续培养 24 h 和 48 h。最后，使用 
CCK8 试剂盒测定评估细胞活性。 
  (2)MTT 实验测试胆碱类似物 AE-cho 与 
HEK293T 细胞的相容性

  首先，将 HEK293T 细胞以 8×103 个/孔的密度

接种于 96 孔板中，培养 4 h 后更换培养基。然后，

分别加入终浓度为 0、0.4 mmol/L、0.8 mmol/L、
1.6 mmol/L 和 3.2 mmol/L 的 AE-cho 试剂处理 24 h 
和 48 h。最后，使用 MTT 试剂盒测定评估细胞

活性并确定具体用量。

2.2.4 叠氮在细胞内的代谢表征

  (1)Aha 在 RD 细胞内的代谢表征

  首先，使用去除甲硫氨酸并补加 Aha 终浓

度为 100 μmol/L 的 DMEM 完全培养基对 RD 细
胞进行 24 h 培养后，使用胰酶消化下来并进行

计数，在激光共聚焦八孔小室中加入接种密度

为 1×104 个/孔的 RD 细胞。随后，用 4% 多聚

甲醛固定 5 min，加入浓度为 2 μg/mL 的 DBCO-

Sata650 溶液在培养箱中孵育 20 min。然后，移

除探针溶液并用 PBS 清洗 3 次去除游离探针，再

加入细胞核酸染色液 Hoechst 的稀释液，在室温

下孵育 5 min 后去除并用 PBS 清洗一次。最后，

在每孔中加入 200 μL 的 PBS 后，使用激光共聚

焦 63 倍油镜观察补加 Aha 试剂培养的 RD 细胞
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与完全培养基培养的 RD 细胞，并通过 408 和 
633 激光通道采集荧光图片。

  (2)AE-cho 在 HEK293T 细胞内的代谢表征

  首先，在 DMEM 完全培养基中补加终浓度

为 1.6 mmol/L 的 AE-cho 试剂对 HEK293T 细胞

培养 24 h。然后，在激光共聚焦八孔小室中加入

接种密度为 1×104 个/孔的 HEK293T 细胞。最

后，分别使用 DBCO-Sata650 和 Hochest 荧光染

料标记并在激光共聚焦下观察。

2.2.5 叠氮修饰的病毒粒子的制备

  (1)Aha 代谢修饰 EV71 病毒粒子(N3-EV71)
的制备

  首先，将 RD 细胞培养在补加 Aha 终浓度为 
100 μmol/L 的去除甲硫氨酸的 DMEM 完全培养

基中，24 h 后细胞融合度达到 90%～95% 时，去

除上清，用 PBS 洗涤一次，补加血清含量为 2% 
的、且添加 Aha 终浓度为 100 μmol/L 的 Aha 去
除甲硫氨酸的 DMEM 培养基。然后，加入感染

剂量(感染复数，MOI)为 10 的野生型 EV71 病
毒粒子，在细胞培养箱中培育 24 h 后收取上清，

使用 3 000 r/min 的转速离心 10 min，取悬液。最

后，在贝克曼超速离心机的 SW28 转子中 4 ℃ 环
境下通过 20％ 蔗糖垫以 25 000 r/min 的转速超速

离心 2 h，收取 N3-EV71 病毒粒子。

  (2)A E - c h o  代谢修饰  H 5 N 1  假型病毒

(H5N1p)颗粒(N3-H5N1p)的制备

  首先，将 HEK293T 细胞培养在含有 AE-cho 
终浓度为 1.6 mmol/L 的 DMEM 完全培养基中，

孵育 24 h 后细胞融合度达到 80%。然后，使用

磷酸钙转染试剂盒在上述培养基中转染病毒包装

质粒[23]，6～8 h 后将细胞培养在补充有 AE-cho 
终浓度为 1.6 mmol/L 的新鲜 DMEM 培养基中，

继续培养 48 h。最后，按上述操作步骤收取 N3-
H5N1p 病毒粒子。

2.2.6 叠氮修饰的病毒粒子的表征

  首先，取等体积的 N3-EV71 和 EV71 病毒粒

子，加入终浓度为 10 μmol/L 的 SYTO-82 稀释液

和终浓度为 2 μg/mL 的 DBCO-Sata650 稀释液在

培养箱中共孵育 40 min，分别标记病毒核酸和病

毒表面叠氮基团。然后，吸取 50 μL 病毒液滴加

在载玻片上并采用热固定法固定。最后，在激光

共聚焦下使用 63 倍油镜观察，并经 543 和 633 
激光通道采集荧光图片。使用相同的方法对 N3-
H5N1p 病毒颗粒鉴定。

2.2.7 原位生物正交标记叠氮修饰的病毒粒子

  首先，将 N3-EV71 病毒粒子在含血清 2% 
的 DMEM 培养基中感染 RD 细胞 15 min 后，

去除培养基并用 PBS 清洗一次除去游离的病毒

粒子。接着，使用浓度为 2  μg/mL 的 DBCO-
Sata650 溶液在培养箱中孵育细胞 20 min，去除

探针溶液后用 PBS 缓冲液清洗 3 次除去游离探

针，再用 4% 多聚甲醛固定 5 min。然后，使用

浓度为千分之一的 anti-EV71 抗体作为一抗在培

养箱中孵育 1 h，浓度为两千分之一的山羊抗小

鼠-Alexa Fluor 488 作为二抗在室温下孵育 2 h，
再用 Hochest 对细胞核染色。最后，使用激光共

聚焦 63 倍油镜观察，经 355、488 和 633 通道

采集荧光图片。

  类似地，N3-H5N1p 病毒粒子感染 A549 细胞

后进行原位标记，所用一抗为 anti-H5N1 HA 抗
体，二抗为驴抗兔-Alexa Fluor 488。

3 结果与分析

3.1 细胞毒性测试分析

  病毒的叠氮化修饰来源于叠氮衍生物在宿主

细胞内的代谢，为提高叠氮衍生物的代谢效率及

被修饰病毒粒子产量，对叠氮衍生物的细胞毒性

进行测试。Aha 作为一种常用的氨基酸叠氮衍生

物可替代甲硫氨酸参与蛋白质的合成。如图 1(a)
所示，RD 细胞经 100 μmol/L Aha 作用 48 h 后依

然保持 85% 以上的存活率，而在 200 μmol/L Aha
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图 2 Aha 和 AE-cho 在细胞内的代谢检测

Fig. 2 The evaluation of Aha and AE-cho metabolism in cells

作用下的细胞存活不到 75%。因此，本研究优

化选用 100 μmol/L 的 Aha 作用于 RD 细胞。类

似地，如图  1(b)所示，经细胞毒性测试优选 
1.6 mmol/L 的脂质叠氮类似物 AE-cho 作用于 
HEK293T 细胞。

3.2 叠氮衍生物在细胞内的代谢表征

  因叠氮衍生物在宿主细胞内的代谢效率将直

接影响叠氮基团在病毒粒子上的修饰效率，故本

研究对叠氮衍生物在细胞内的代谢进行了观察。

如图 2 所示，与 Aha 共培育的 RD 细胞中红色

荧光充满整个细胞，表明 24 h 后 Aha 在 RD 细
胞内充分代谢；而在 AE-cho 作用下的 HEK293T 
细胞中，绿色荧光主要分布在细胞膜及细胞核

周围。两种叠氮衍生物在细胞内代谢结果的差

异来源于代谢途径的不同，Aha 经氨基酸代谢

参与蛋白质的合成，因此在整个细胞内都有分

布。而 AE-cho 作为脂质叠氮衍生物主要参与细

胞膜结构的构成，故分布在细胞膜上和细胞内

膜系统中。

3.3 叠氮基团修饰的病毒粒子的鉴定

  未修饰亲本病毒株经过在被修饰细胞内复制

扩增，子代病毒衣壳蛋白或囊膜被叠氮基团修

饰。为检测病毒粒子叠氮化修饰效果，分别使用 
SYTO-82 和 DBCO-Sata650 荧光探针标记病毒核

酸和病毒表面叠氮基团。其中，SYTO 核酸染料

只有与 RNA 结合后才能激发荧光，并且对病毒

                                   (a) Aha 与 RD 细胞的相容性                                                                  (b) AE-cho 与 HEK293T 细胞的相容性

图 1 Aha 与 AE-cho 生物相容性测试

Fig. 1 The biocompatibility evaluation of Aha and AE-cho in cells
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活性无影响[24]。如图 3(a)所示，N3-EV71 病毒

粒子不仅被标记核酸的 SYTO-82 探针标记发出

绿色荧光，且几乎 90% 的 N3-EV71 病毒粒子同

时被 DBCO-Sata650 探针标记发出红色荧光，两

者共定位显示为黄色荧光。该结果表明，经 Aha
代谢修饰，叠氮基团在 EV71 病毒粒子表面有很

高的修饰效率。类似地，图 3(b)结果显示，经过 
AE-cho 代谢修饰，叠氮基团在 H5N1p 病毒粒子

表面具有很好的修饰效果，约 90% 的被修饰病

毒粒子被两种荧光探针标记。

3.4 原位生物正交标记叠氮修饰的病毒粒子

  病毒粒子被叠氮基团修饰以后并不具备荧光

性能。为避免荧光探针干扰病毒与宿主细胞的识

别结合，在叠氮基团修饰的病毒粒子感染宿主细

胞后使用 DBCO 荧光探针对其标记。如图 4(a)
所示，被 N3-EV71 病毒粒子感染的 RD 细胞不

仅被 anti-EV71 标记发出绿色荧光，且被 DBCO-
Sata650 探针标记发出红色荧光，两者在 RD 细
胞的细胞质中普遍共定位结果显示为黄色荧光。

如图 4(b)所示，被 N3-H5N1p 病毒粒子感染的 
A549 细胞的细胞质中也分布有大量的黄色荧

光。而被 EV71 感染的 RD 细胞和被 H5N1p 感
染的 A549 细胞周围都只分布有绿色荧光。两组

实验结果都表明，叠氮修饰的病毒粒子经原位生

物正交标记都可被 DBCO 荧光探针特异性捕获

而实现标记。

图 4 原位生物正交标记叠氮修饰的病毒粒子

Fig. 4 The labeling of viral particles modified by azido through in situ bioorthogonal labeling strategy
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图 3 N3-EV71 和 N3-H5N1p 病毒粒子的鉴定

Fig. 3 The identification of N3-EV71 and N3-H5N1p particles
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4 讨  论

  生物正交反应由于其高效特异性，在病毒示

踪领域引起广泛关注。Hao 等[25]利用病毒表面氨

基与亚胺反应在病毒粒子表面直接叠氮化修饰，

该修饰方法由于缺乏连接特异性难免影响病毒的

功能结构。在本研究中，叠氮衍生物经宿主细胞

代谢将叠氮基团修饰在病毒粒子表面。其中，叠

氮基团因具备良好的生物相容性，在细胞代谢过

程中对细胞生物功能基本无影响[25-26]，而且由于

叠氮基团体积小[19]，不会对被修饰病毒粒子的结

构功能带来过多干扰，有效地保护了病毒活性。

通过细胞代谢对病毒进行修饰适用于所有细胞性

寄生病毒，因此该修饰方法具有广泛的应用范

围。其中，脂质叠氮衍生物经细胞的脂类代谢参

与病毒囊膜的构成，从而将叠氮基团修饰在囊膜

病毒表面；氨基酸叠氮衍生物经氨基酸代谢参

与蛋白质合成，并将叠氮基团修饰在病毒表面蛋

白中。同时，单糖叠氮衍生物经糖类代谢在蛋白

质糖基化过程中将叠氮基团修饰在病毒表面蛋白

上[16-18]。氨基酸/单糖叠氮衍生物可同时对囊膜

病毒与非囊膜病毒进行叠氮化修饰。使用单糖叠

氮类似物 Ac4ManNAz 代谢修饰 EV71 病毒株，

如图 5 所示，N*
3-EV71 经原位生物正交标记被 

DBCO-Sata650 探针成功标记。

  Zhao 等[27]经代谢方式对麻疹病毒进行叠氮

化修饰，通过生物正交反应将量子点和被修饰病

毒直接连接。该标记方法虽然在叠氮化修饰过程

中保护了子代病毒的活性，但之后的病毒标记过

程与传统的病毒标记手段同样都存在标记物占据

病毒识别位点而降低病毒感染效率甚至改变病毒

入胞途径的问题。本研究提出的病毒原位生物正

交标记技术(图 6)，荧光探针在叠氮修饰的病毒

图 5 原位生物正交标记 Ac4ManNAz 代谢修饰的 EV71 病毒粒子

Fig. 5 The labeling of EV71 particles modified by Ac4ManNAz through in situ bioorthogonal labeling
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图 6 基于代谢工程的原位生物正交标记策略原理图

Fig. 6 The schematic of in situ bioorthogonal labeling 

strategy basing on the metabolic engineering
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粒子识别结合宿主细胞后对其进行荧光标记，避

免了标记物占据病毒识别位点。

  因此，本研究提出的基于叠氮衍生物代谢修

饰的原位生物正交方法，不仅弥补了传统标记方

法中由于标记而影响病毒活性和感染效率的不

足，而且通过细胞代谢对病毒修饰，具有很好的

普适性，尤其适用于功能结构未知的病毒感染机

制的探索研究。结合本实验利用生物正交对细胞

改造以及在活体内示踪囊膜病毒侵染与致病性的

研究基础[22,26,28]，原位生物正交标记技术有望实

现在活体内对非囊膜病毒的标记示踪。

5 结  论

  针对目前病毒标记方法中存在的操作繁杂、

影响病毒活性和感染效率的不足，本研究提出了

基于代谢工程的病毒原位生物正交标记策略。该

标记方法通过天然的代谢途径将叠氮基团修饰在

病毒表面，叠氮基团由于其体积小且生物相容性

良好对病毒活性基本无影响，并且原位生物正交

标记避免了干扰病毒与宿主细胞的识别。该标

记技术利用病毒的寄生性对病毒进行叠氮化修

饰，同时适用于囊膜病毒与非囊膜病毒的标记

示踪，尤其在新发现的病毒机制研究中具有广

阔的应用前景。
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