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摘  要 : 病毒感染宿主细胞是一个非常复杂的过程，涉及病毒与多种宿主成分的相互作用。目前通过可视

化病毒示踪技术可对病毒复制周期的各个过程进行实时、原位观察。疱疹病毒是一类有囊膜的 DNA 病毒，

在自然界中广泛存在，对人类和动物健康构成严重威胁。文中综述了病毒示踪技术在疱疹病毒研究中的应

用。这些研究为认识疱疹病毒的感染、复制机制以及病毒与宿主相互作用的过程开拓了新的视野。但该技

术还不是十分完善，包括标记物最佳插入位点的选择、无法示踪病毒生命周期的全过程等。相信随着相关

技术的发展与进步，会实现对疱疹病毒复制周期更加详细地追踪，从而更为详尽地揭示其复制机制。  

关键词 : 病毒示踪技术，疱疹病毒，荧光蛋白，复制，潜伏感染，轴突转运 

Tracking of herpesviruses: what have been seen and will be seen? 

Yalin Wang, Huaji Qiu, and Yuan Sun 
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Harbin 150069, Heilongjiang, China 

Abstract:  Viral infection of cells is a highly intricate process that involves the complex virus-cell interactions. Recently, 

virologists can monitor the virus life cycle at the primary infection site in real-time using various virus tracking techniques. 

Herpesviruses, a class of large enveloped DNA viruses, are important pathogens threatening the health of humans and animals. 

This review discussed the applications of different virus tracking techniques in herpesvirus studies, to provide new insights 

into virus-cell interactions and replication mechanisms of herpesviruses. Though the techniques have widely been exploited, 

some issues need to be addressed, such as the selection of the optimal site to insert reporters and the inability to track the 

whole process of the virus life cycle. With the updated tracking techniques, hopefully, more complex replication mechanisms 

of herpesviruses will be revealed in detail. 
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病毒是在普通光学显微镜下不可见的依赖活

细胞寄生的微生物。病毒广泛存在，可以感染自

然界已知的所有生命体。许多病毒能造成人类的

严重疾病，如近年来的 SARS-CoV、H5N1 亚型高

致病性禽流感病毒、H1N1 甲型流感病毒等曾大

规模流行，造成全球恐慌。因此，人类必须加强

病毒学研究，寻找攻克病毒病的方法，这就必须

深入探究病毒感染宿主的详细机制。传统的研究

方法无法直观地研究病毒在活细胞内的感染行

为，但是在给病毒标记上荧光标签之后，就能使

病毒的感染过程可视化，即病毒示踪技术。 

示踪技术是利用放射性或非放射性的标记物

在体内或体外跟踪其行径、转变和代谢等过程的

技术。而病毒示踪技术，即利用标记物标记病毒，

从而追踪其在细胞或宿主体内的复制、扩散等生

命活动的示踪技术。而这一技术更是得益于绿色

荧光蛋白 (Green fluorescent protein，GFP) 的发

现和应用。随着基因工程技术的发展和其他荧

光蛋白的发现与改造，科学家们研发了多种新

型的病毒示踪策略，为生物医学研究作出了巨大

贡献。 

病毒示踪技术实现了病毒感染的可视化，即

“看得见”的病毒感染。这使得人类对病毒感染的

微观世界有了更加直观的认识。病毒感染宿主细

胞是一个非常复杂的过程，包含黏附、入侵、复

制、包装以及释放等多个步骤，而且还涉及病毒

与细胞内多种组分的复杂相互作用。传统的技术

无法直观地研究活细胞中的病毒感染过程。而病

毒示踪技术能够实时、原位地研究病毒在活细胞

内的感染行为[1-2]。 

1  疱疹病毒的示踪技术 

疱疹病毒是一类有囊膜的 DNA 病毒，分为 α

疱疹病毒、β 疱疹病毒、γ 疱疹病毒以及其他疱疹

病毒。其中有代表性的 α 疱疹病毒包括能够感染

人类的单纯疱疹病毒 (Herpes simplex virus type 1/2，

HSV-1/2) 、水痘带状疱疹病毒  (Varicella-zoster 

virus， VZV) 以及感染动物的伪狂犬病病毒 

(Pseudorabies virus，PRV)、鸡马立克氏病病毒 

(Marek’s disease virus，MDV) 等。β 疱疹病毒主

要有人类的巨细胞病毒 (Human cytomegalovirus，

HCMV)[3]。病毒示踪技术很早就已经应用于疱疹

病毒的研究当中，随着示踪技术的发展和高敏感

度荧光蛋白的衍生，多种荧光蛋白已经用于标记

疱疹病毒，从而研究疱疹病毒的复制周期及其与

宿主细胞的相互作用。 

病毒示踪剂的标记方法繁多，主要包括基因

工程技术标记、化学反应法标记以及细胞结构标

记等[1,4-5]。相应的病毒示踪剂包括荧光蛋白、肽/

蛋白标签、有机染料、量子点以及荧光素酶等，

这些标记方法和示踪剂同样适用于疱疹病毒的

示踪。 

自 20 世纪 60 年代初发现 GFP 以来，荧光蛋

白在生命科学和医学研究中获得了广泛应用。研

究者利用基因工程技术构建了一系列能够表达荧

光蛋白的生物有机体，包括病毒、细菌、酵母、

寄生虫以及转基因动植物等，然后通过光学成像

技术可以直接观察到从微观到宏观各个层次上丰

富多彩的生命现象[6]。肽/蛋白标签多为人工改造

的多肽或酶，其本身不具有荧光特性，但可通过

与荧光标记的特异性识别分子或底物之间的化学

反应实现对肽/蛋白标签目的蛋白的标记[7-8]。这

一类的病毒示踪剂有 HaloTag 蛋白标签以及利用

脊髓灰质炎病毒等肠道病毒非结构蛋白 2C 构建

的一系列 Flag-2C 肽标签等[2,9]。有机荧光染料大

多是含有共轭双键、苯环的小分子化合物，具有

分子量小、种类繁多等特点，现已广泛应用于荧

光成像领域。如利用 Cy5 染料标记腺病毒衣壳，

阐明了其感染机制[10]。DiO 是一种脂质染料，可

标记病毒包膜，通过观测荧光强度的变化研究病
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毒的感染过程[11]。量子点 (Quantum dot，QD) 是

一种新型纳米材料，具有荧光强度高、稳定性好等

优点，现已广泛用于活细胞标记、免疫标记及活体

成像等研究领域。Li 等通过共价结合将量子点嵌入

人类免疫缺陷病毒 1 型 (Human immunodeficiency 

virus type 1，HIV-1) 的衣壳内，利用单颗粒示踪

技术揭示了 HIV-1 是通过内吞的方式入侵巨噬细

胞的[1]。荧光素酶是自然界中能够产生生物荧光

的酶的总称，通过与相应底物发生氧化反应而产

生生物冷光 [12]，包括最常用的萤火虫荧光素酶 

(Firefly luciferase) 、 海 肾 荧 光 素 酶  (Renilla 

luciferase)、Gaussia 荧光素酶以及 NanoLuc 荧光

素酶等[12-15]。利用荧光素酶标记的病毒感染动物

或细胞后，可通过注射或加入底物的方式实现对

病毒感染的体内外示踪，已在病毒感染的相关研

究中获得了广泛应用[16-18]。图 1 展示了荧光标记

物在示踪技术中的应用。 

基因工程标记法是疱疹病毒示踪技术中常用

的标记方法之一，具有稳定性高、定位准确、可

缩短曝光时间等优势。利用荧光蛋白标记疱疹病

毒时，即使标记物和病毒蛋白的详细结构是已知

的，我们也无法预测其融合蛋白的精确结构。因

此，构建一株功能完善的表达荧光蛋白的重组病

毒仍然是一个充满不确定性、需要反复试验的过

程。疱疹病毒在结构上具有一定的共性，这使得

荧光蛋白在疱疹病毒基因组中的插入位点具有普

适性。例如 UL35 基因是荧光蛋白的常用插入位

点，曾有文献报道在 HSV-1、PRV 的该位点插入

荧光蛋白的实例[4,23]。图 2 展示了本研究团队在

PRV 不同位点插入红色和绿色荧光蛋白的重组病

毒感染小鼠背根神经节 (Dorsal root ganglions，

DRGs) 中的神经元和猪肾上皮细胞 (PK-15) 后

荧光蛋白的表达情况。表 1 列出了一些目前报道

的疱疹病毒中荧光蛋白的插入位点。 

2  病毒示踪技术在疱疹病毒研究中的应用 

可视化病毒示踪技术因其方便、快速并能实

时定位病毒感染等优点而获得了广泛的应用，在 

 

 
 

图 1  不同的荧光标记物在生物示踪技术中的应用 (改编自参考文献[19–22])  

Fig. 1  The applications of different fluorescent markers in biological tracking techniques[19–22]. (A) Fluorescent 
proteins labeled rabies virus phosphoprotein P[19]. (B) The peptide tag Halotag-labeled cells shown with different 
fluorescent ligands. Scale bar=10 μm[20]. (C) Fluorescent dye stained chromaffin cells[21]. (D) Pseudo-colored image of 
human epithelial cells by staining with QDs of five different sizes[22]. 
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图 2  绿色或红色荧光蛋白标记的 PRV 感染神经元和 PK-15 细胞后的荧光蛋白表达情况 

Fig. 2  Fluorescent protein expression of neurons and PK-15 cells infected with EGFP- or RFP-labeled PRV. (A) 
Neurons of mouse dorsal root ganglions (DRGs) infected with rPRVTJ-US9-RFP, a recombinant PRV expressing the 
RFP tag. Scale bar=400 μm. (B) Neurons of mouse DRGs infected with rPRVTJ-US9-EGFP, a recombinant PRV 
expressing the EGFP tag. Scale bar=400 μm. (C–D) PK-15 cells (C) and neurons (D) of mouse DRGs infected with the 
recombinant PRV expressing the EGFP-VP26 fusion tag. Scale bar=400 μm. 

 
表 1  荧光蛋白与疱疹病毒结构蛋白融合表达的实例 (改编自参考文献[6])  

Table 1  The structural proteins of hepesviruses used to fuse with fluorescent proteins[6] 

Gene/Protein Description Viral structure References 

UL17 Capsid vertex specific component Capsid [24] 

UL25 Capsid vertex specific component Capsid [25–26] 

UL35/VP26 Small capsid protein Capsid [23] 

UL13 Protein kinase Tegument [27] 

UL16 Interacts with UL21 Tegument [28] 

UL31 Nuclear egress Tegument [29–31] 

UL36/VP1/2 Large tegument protein Tegument [26, 32] 

UL49/VP22 Secondary envelopment Tegument [32–34] 

ICP4/IE180 Transactivation of viral gene expression Tegument [35] 

UL10/gM Glycoprotein M Envelope [36–38] 

UL11 Lipid-anchored membrane protein Envelope [28] 

UL43 Multi-pass transmembrane protein Envelope [39] 

UL49A/gN Glycoprotein N Envelope [40] 

US6/gD Glycoprotein D, receptor binding, membrane fusion Envelope [41–42] 

US7/gI Glycoprotein I, anterograde axonal transport Envelope [43] 

US8/gE Glycoprotein E, anterograde axonal transport Envelope [43–44] 

US9 Transmembrane protein, anterograde axonal transport Envelope [37, 45] 
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疱疹病毒的研究中也不例外。此外，α 疱疹病毒

具有嗜神经性和在神经细胞中传导的特性。因此，

可视化病毒示踪技术也促进了神经解剖学和病毒

神经传导方面的研究。 

2.1  在病毒入侵、复制和释放相关研究中的

应用 

Liu 等利用转座的原理将 HaloTag 蛋白标签

成功插入到 PRV 基因组中，使 HaloTag 与 VP26

融合表达，产生重组病毒 rPRV-HT。病毒感染细

胞之后，可以通过不同的 HaloTag 配体使重组病

毒产生不同颜色的荧光，从而区别亲本病毒和子

代病毒，实现对病毒黏附、衣壳入侵以及子代病

毒释放的可视化。结合单颗粒示踪技术，最终揭

示了 PRV 生命周期的机制，获得了病毒入侵和复

制过程的全局图像数据[2]。 

疱疹病毒在宿主细胞的核内复制，最终形成

相似的病毒粒子结构。病毒基因组由核孔入核，

首先表达 IE 蛋白 (Immediate-early proteins)，从而

调控 E 蛋白 (Early proteins) 的表达，最终起始病

毒基因组在复制区室 (Replication compartments，

RCs) 的复制[46]。通过荧光蛋白标记可以实现病

毒复制组装中间体形成过程的可视化，进而揭示

病毒复制和组装的详细过程[47]。在病毒入侵的每

个细胞中，仅有限数量的基因组获得表达，而且

只有这些基因组进行复制并包装成病毒粒子[48]。

Kobiler 等利用分别与 PRV VP26 融合表达红色荧

光蛋白 (Red fluorescent protein，RFP)、增强型绿

色荧光蛋白 (Enhanced green fluorescent protein，

EGFP)、蓝绿色荧光蛋白 (Cyan fluorescent protein，

CFP) 的 3 株重组病毒研究发现，每个 RC 起源于

单个病毒基因组，且每个细胞中仅有少于 7 个的

病毒基因组可以进行复制[48]。 

新合成病毒粒子的转运和释放是一个高度动

态的过程，涉及病毒组分与宿主膜转运系统的协

同作用。衣壳和病毒基因组在细胞核内组装之后，

通过出芽方式穿过内外核膜离开细胞核[49]。分泌

途径中产生的病毒膜蛋白被转运至二次包膜 

(Secondary envelopment) 部位，目前认为这种包

膜是转运高尔基体膜和 /或内体膜 [50-51]。病毒颗

粒通过出芽的方式获得其囊膜，在细胞内囊泡中

产生有囊膜的病毒粒子。之后这种含病毒粒子的

转运囊泡被运输至细胞质膜，病毒粒子通过胞吐

方式离开感染的细胞[36]。关于病毒释放过程的这

些描述虽然被广泛接受，但涉及具体机制的相关

研究还不够充分。Hogue 等利用 pH敏感型的 GFP

与病毒 gM 蛋白融合表达的重组 PRV 毒株，通

过单颗粒示踪技术实现了对病毒释放过程的可

视化 [36]。 

Scherer 等 利 用 一 株 能 够 稳 定 表 达 PRV 

mNG-VP26 融合蛋白的 PK-15 细胞系和能够表达

VP26-RFP 融合蛋白的重组 PRV 构建了一个双荧

光报告系统，利用这个系统构建的重组病毒命名

为 PRV180G，该重组病毒的衣壳能同时表达绿色

和红色荧光蛋白。重组病毒在神经元细胞中感

染并复制之后，所有的 PRV180G 子代病毒都仅

含有 mRFP-VP26 标记的衣壳。Scherer 等利用

PRV180G 来分析外周神经元轴突中 PRV 衣壳的

转运动力学发现，在病毒入侵时，胞浆动力蛋

白  (Dynein) 和驱动蛋白  (Kinesin) 都可介导

衣壳的双向转运，而且转运活动比较活跃，而

在子代病毒释放时，衣壳的转运仅由驱动蛋白

介导 [5]。 

2.2  在病毒潜伏感染研究中的应用 

疱疹病毒能在其宿主的特定细胞内建立并维

持长期的潜伏感染[52]。潜伏感染的特征是仅表达

有限数量的转录本——潜伏相关转录本 (Latency- 

associated transcripts，LATs)，且不会合成子代病

毒[53-55]。潜伏感染的建立、维持和再激活需要多

种病毒和细胞蛋白的协同作用。 

Koyuncu 等利用表达单体红色荧光蛋白的
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PRV 对神经元的感染模式进行了研究。利用经元

三室神培养系统将神经元胞体和轴突在分隔的不

同区室中培养。以不同感染复数 (Multiplicity of 

infection，MOI) 的重组病毒感染轴突区室时发

现，当 MOI 低于 0.1 时，传导至神经核的病毒基

因组是“静止”的，即建立了潜伏感染，而且这些

“静止”的基因组可以被复制缺陷型的 PRV 再激

活。最终结果表明感染剂量的不同和感染环境的

多样性对于神经元中的感染状态  (复制或潜伏

感染) 具有决定性的影响[56]。 

α 疱疹病毒潜伏感染时，病毒基因组仅限于

表达 LATs。HSV-1 的全长 LAT 长约 8.3 kb，可被

剪接为稳定的 1.5 kb 和 2 kb 的内含子，以及 6.3 kb

的 LAT 外显子，6.3 kb 的外显子最终被加工成一

系列 microRNAs[57]。已经证实 LATs 和相关的

microRNAs 能够在体外限制 HSV-1 IE 基因 

(Immediate-early gene) 的表达[58-59]，并能限制小

鼠模型中病毒复制相关基因的转录[60-61]。Michael

等利用一系列表达 GFP 和萤火虫荧光素酶 

(Firefly luciferase) 的重组 HSV-1 毒株，结合体内

和体外试验证明，LATs 可以抑制病毒复制相关基

因的表达，并能抑制神经元中潜伏感染的病毒基

因组的再激活[57]。 

HCMV 在人群中的感染率极高，可达 90%以

上，并可对免疫缺陷患者造成严重的后果[62]。目

前已在不同类型细胞上建立了 HCMV 潜伏感染

模型，包括造血干细胞、粒细胞、巨噬细胞等，

但神经细胞潜伏感染模型鲜有报道 [63-64]。Cheng

等利用一株表达 GFP 的 HCMV 作为指示病毒，

成功在恶性胶质瘤细胞 T98G 细胞系中建立了潜

伏感染模型，为研究 HCMV 引起的神经退行性后

遗症奠定了基础[65]。 

2.3  在病毒神经传导研究中的应用 

很多病毒可以感染神经细胞，但只有少数病

毒可以跨突触传播：如水泡性口炎病毒 (Vesicular 

stomatitis virus，VSV)、狂犬病病毒 (Rabies virus，

RV) 以及 α 疱疹病毒。神经传导需要病毒入侵神

经元 (第一级神经元) 并进行复制，然后将包装

的病毒基因组在突触连接部位或其附近转运到第

二级神经元进行再次复制。这种自我扩增的特性使

得第一级、第二级和第三级神经元都能被标记[66]。

图 3 是疱疹病毒在神经轴突中逆行传导后建立潜

伏感染的示意图[56]。 

PRV 感染神经元需要病毒粒子沿着长距离轴

突的双向运输 [3,67]。病毒入侵外周神经元的轴突

末端，并逆行运输至神经元胞体而建立潜伏感染。

潜伏状态的病毒被再激活时，新合成的病毒粒子

沿着轴突顺行传导至外周 [3]。PRV 高度保守的

US9 蛋白是病毒在体内外顺行传导所必需的[34]。

在通过轴突运输之前，PRV 核衣壳与内膜蛋白形

成的病毒粒子前体通过二次包膜过程纳入由转运

高尔基体衍生出的囊泡中。这一过程产生的病毒

颗粒同时含有病毒和宿主的膜蛋白[3]。Taylor 等

利用 US9-GFP 融合表达的重组 PRV 感染大鼠颈

上神经节中的原代神经细胞，通过活细胞的实时

成像证实，US9-GFP 能够与在轴突中顺行传导的

病毒颗粒共转运[37]。若缺失 US9，病毒颗粒可以

在神经元胞体中组装，但不能在轴突中运输[68]。

综合这些研究结果，说明 US9 是利用一些未知

的病毒或宿主蛋白介导神经元内病毒粒子转运

的。Kramer 等利用质谱法鉴定了与 US9-GFP 相

互作用的蛋白，发现 KIF1A 能与 US9-GFP 相互

作用。KIF1A 是宿主的一种微管依赖性驱动蛋白 

(Kinesin)，在轴突其他物质的转运中具有重要的

作用[69-70]。KIF1A 与病毒颗粒共转运，且对 KIF1A

的显性位点失活突变后可干扰病毒颗粒的顺行

传导 [45]。这些研究结果表明，PRV 能够有效利

用宿主神经元内轴突的运输机制在宿主体内进行

传播。 
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图 3  α 疱疹病毒扩散到外周神经系统并建立潜伏感染的示意图 (改编自参考文献[56])  

Fig. 3  A model for spreading into the peripheral nervous system and establishing latent infection of alphaherpesviruses[56]. 
Upon entry into axons via receptor-mediated membrane fusion, viral nucleocapsids with inner-tegument proteins and 
outer-tegument proteins are separately transported toward the distant neuronal nuclei by kinesin motors (kinesin-3 and 
potentially others) on microtubules. In the nucleus, when a low number of viral genomes enter, they are silenced, and a 
quiescent/latent infection is established. During such an infection, viral gene expression is shut off, and only a few 
transcripts are expressed (e.g., LAT). 

 

2.4  在神经通路示踪研究中的应用 

疱疹病毒在神经通路示踪方面的应用主要包

括探究外周神经系统与中枢神经系统间的联系通

路和 CNS 内局部环路两方面。此外，疱疹病毒作

为神经通路示踪剂的优势是其能够在神经环路中

复制，因此可以放大示踪信号，增加示踪的灵敏

度。PRV 通常作为逆向的神经示踪剂揭示传入神

经通路[71]。Krout 等利用 GFP 与 β 半乳糖苷酶 

(β-gal) 标记的 PRV 对中枢神经的神经元的功能

进行了研究。将 GFP-PRV 注射入星状神经节，将

β-gal-PRV 注射入初级运动皮层，通过鉴定双标记

的神经元，揭示了中枢神经元可能支配的神经通

路[72]。而 HSV-1 通常作为顺行的神经环路示踪

剂揭示传出神经网络[73-74]。Zeng 等利用细菌人

工染色体 (BAC) 技术构建了能够同时表达 4 个

GFP 分子的 HSV-1 H129 株，高荧光强度使其能

够有效标记神经元并对其详细形态学实现可视

化，包括对树突、棘突和轴突纤维的可视化。将 

TK 基因敲除后，可实现对单个突触的示踪，通过

对神经环路细节的可视化以及对神经网络的标

记，有助于提升我们对中枢神经系统内神经网络

的认识，也为研究神经退行性脑疾病提供了参考

和借鉴意义[75]。 

2.5  PRV 报告病毒在示踪技术中的系统应用 

国际著名疱疹病毒学家 Enquist 的团队在近

20 年的研究中，以 PRV 为模型，构建了一系列表

达不同荧光蛋白的重组报告病毒，并且利用这些

报告病毒对 PRV 感染宿主的过程进行了示踪，进

而揭示了病毒的复制、细胞内转运以及释放等过

程的详细机制，同时阐明了 α 疱疹病毒潜伏感染、

在神经轴突中传导的相关机制以及宿主神经通路

的结构[45,56,67,76]。他们在病毒基因组的不同位点 

(gM、gG、US9、UL35 等) 插入不同的荧光蛋白 

(GFP、YFP、RFP、mCherry、mNeonGreen 等) 构

建了一系列示踪病毒，为人类疱疹病毒示踪的相
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关研究提供了重要参考[4,36,77]。 

Enquist 等以 PRV Bartha 株为骨架，利用

Cre-Lox 重组系统获得的 PRV-267 和 PRV-263，在

感染同一个神经元细胞时，由于发生不同的重组

而产生不同的报告子表型，从而产生表达不同荧

光的病毒，利用这两株病毒对大鼠脑干髓质区神

经回路进行了分析[76]。他们也分别以 PRV Becker

和 PRV 180 (RFP 与病毒小衣壳蛋白 VP26融合表

达) 为骨架，在囊膜蛋白 gM 之后插入 pH 敏感型

的绿色荧光蛋白 pHluorin，获得重组病毒 PRV 486

和 PRV 483，利用这一系列报告病毒并基于相关

研究基础，Enquist 等建立了 α 疱疹病毒在细胞内

转运以及由胞吐作用介导的释放的完整模型[36]，

并阐明了病毒颗粒、L-颗粒 (仅含有衣壳、外膜

蛋白或囊膜蛋白，无病毒核酸) 以及糖蛋白的分

泌机制[78]。 

2.6  双荧光标记在疱疹病毒示踪技术中的应用 

与单独的荧光蛋白标记相比，双色荧光蛋白

标记在研究病毒感染机制以及病毒与宿主相互作

用中更具优势。可以通过同时标记病毒衣壳、外

膜或囊膜实现对病毒粒子的双色标记[79]；也可通

过标记病毒粒子，利用荧光补充型细胞系实现双

色标记[5]；此外，还可以利用示踪剂与不同配体

的相互作用实现双色甚至多色标记[2]。 

Enquist 等利用双色标记的 PRV 实现了对疱

疹病毒在轴突内转运动态的追踪，阐明了不同的

运输蛋白对亲代和子代病毒粒子的转运机制[5]。

Kerstin 等分别利用 EGFP 和 mCherry 标记了

HCMV 的内膜蛋白 pp150 和囊膜蛋白 gM，实现了

对 HCMV 感染的双色示踪，揭示了其入侵机制[79]。 

图 4 系统展示了病毒示踪技术在疱疹病毒相

关研究中的应用。 
 

 
 

图 4  病毒示踪技术在疱疹病毒研究中的应用 (改编自参考文献[2,56])  

Fig. 4  The applications of virus tracking technique in the study of herpesviruses[2,56]. (A) Visualization of virus entry 
by HaloTag-labeled PRV (red). White dotted line stand for the cell membrane[2]. Scale bar=10 μm. (B) Visualization of 
progeny capsids (green) replication in nucleus[2]. Scale bar=10 μm. (C) Establishment (red) and reactivation (green) of 
low MOI, quiescent PRV infection in neurons in trichambers[56]. (D) Retrograde transport of PRV particles in axons post 
entry. Red dots show RFP-labeled capsids in axons[56]. 
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3  疱疹病毒示踪技术的发展前景 

自病毒示踪技术应用到疱疹病毒的研究中以

来，一个个难题得以攻克。然而，关于病毒生命

周期、病毒与宿主相互作用等方面依然存在很多

未阐明的机制。随着科学技术的发展、更加灵

敏的新的荧光蛋白的合成、高效监测仪器的发

明，相信我们未来依然会利用其解决更多的科学

问题。 

例如，Kobiler 等利用表达 RFP、EGFP、CFP

三种荧光蛋白的重组 PRV 研究发现，疱疹病毒的

RC 起源于单个病毒基因组，且每个细胞中仅有极

少数的病毒基因组可以启动复制[48]。但他们同时

也发现部分 RC 来源于 2 个病毒基因组，将这种

RC 称为“双基因组 RC”。对于这一现象有 3 种解释：

一是发生了病毒的重组；二是这种“双基因组 RC”

事实上来源于单个基因组，只是在一个基因组复

制的过程中，邻近的基因组与其复制不同步，从

而只检测到一个 RC；第三种可能性是“双基因组

RC”可能是独立形成的两个 RC 的重叠[80]。因此，

假设利用病毒示踪技术对单个基因组进行标记，

然后持续监测到其形成 RC，这样的实时活细胞可

视化模型可以解决这一问题，从而对 RC 的形成

过程进行可视化的监测。 

PRV 囊膜蛋白 US9 通过募集驱动蛋白 KIF1A

参与顺行神经传导[45]。但是，KIF1A 与 US9 相互

作用还需要其他未知病毒蛋白的协助，如果可以

将多种病毒蛋白、宿主成分利用不同的荧光标记

物同时标记，就可以将这一过程进行更加细致的

可视化，从而揭示 PRV 在轴突传导过程的详细机

制，不仅如此，这样的研究方法同样适用于其他

α 疱疹病毒的神经传导研究。 

病毒学家也已经开始利用超高分辨率显微镜

进行相关的研究[49,81-82]，这非常有助于对疱疹病

毒内膜层网状蛋白的观测以及对病毒相关的胞内

结构的鉴定，如组装中间体 (Assemblons) 、RC

等。目前已利用超高分辨率技术测量了 PRV 颗粒

中结构蛋白的不对称分布以及 HSV-1 颗粒中内膜

蛋白的径向分布[83-84]。未来需要对超高分辨率技

术的速度和灵敏度进行优化，以实现对病毒复制

周期的超高分辨率的观测。 

4  结语与展望 

可视化病毒示踪技术应用于疱疹病毒的相关

研究，成功地揭示了疱疹病毒入侵、复制、胞内

转运、组装、释放以及潜伏感染等生命活动的详

细机制，也促进了神经解剖学和病毒神经传导方

面的研究。随着病毒示踪技术所需的荧光标记物、

标记策略和监测仪器的不断发展和完善，可视化

的病毒示踪技术将更加方便、快捷、经济、有效

地用于疱疹病毒的相关研究。 

目前的示踪技术尚不完善，虽然可以实现对

于多种病毒蛋白的可视化标记，但对病毒核酸的

标记仍旧是一大难题；荧光原位杂交技术虽然可

以实现对 DNA 或 RNA 的原位标记，特别是近年

来报道的 RNAscope 技术[85]，但该技术需要对组

织进行固定和染色，即无法实现对病毒核酸在宿

主细胞内一系列生命活动的实时追踪，期待未来

在病毒核酸标记方面能有所突破；将荧光蛋白插

入病毒基因组的基因工程技术具有稳定性好、荧

光蛋白表达效率高等优点，但也存在使病毒感染

能力减弱的问题，此外还存在荧光蛋白在细胞内

形成多聚体的报道，对病毒的生命活动具有不良

的影响[23]。因此，探索更加适宜插入荧光蛋白的

位点或更加优良的标记方法依然是待解决的技术

难题。有机染料和肽类标记物虽然对病毒的感染

能力无削弱，但是存在结合不牢的缺点，跟荧光

蛋白相比标记能力差。未来需要探寻分子量更小

的荧光蛋白以及结合性更强、更特异的染料和肽

类标记物。 
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利用示踪剂实现对疱疹病毒单个生命过程的

研究有很多，但是对两个或多个相关生命过程的

同步示踪还鲜有报道，这可能也是未来需要突破

的难点。 

此外，今后需要研发更加经济实惠、荧光强

度高、对病毒活性影响小的标记物；仍需不断探

索更加简便、普适性的标记策略；仍需不断研发

更加灵敏的监测仪器。如何使病毒示踪技术与生

物技术手段更加高效地结合应用，突破各领域之

间的界限，一直是研究者亟待解决的难题。 
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