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生物实验室 

基于猪细小病毒病毒样颗粒的结肠癌靶向纳米载体的构建 
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摘  要：【目的】获得具有结肠靶向的纳米载体。【方法】采用 SOE-PCR 方法将具有结肠靶向

的 TK 肽序列插入到猪细小病毒(PPV)结构蛋白 VP2 的环 2 和环 4 区域得到 TK-vp2(∆vp2)基因，

在 Bac-to-Bac®杆状病毒表达系统中构建、表达和自组装。【结果】通过 SOE-PCR 方法扩增获

得∆vp2 基因，在 Bac-to-Bac®杆状病毒表达系统中构建得到 Bacmid-∆vp2，经脂质体转染至 Sf9

昆虫细胞得到重组杆状病毒。直接免疫荧光试验、SDS-PAGE 和 Western blot 检测结果表明∆VP2

蛋白在 Bac-to-Bac®杆状病毒表达系统中获得融合表达，目的蛋白约 70 kD；透射电子显微镜结

果显示∆VP2 能自组装形成病毒样颗粒(TK-VLPs)，直径范围在 22 nm−30 nm。【结论】获得纳

米载体 TK-VLPs，为进一步研究其作为结肠靶向的纳米载体奠定物质基础。 

关键词：TK 肽，纳米载体，Bac-to-Bac®杆状病毒表达系统，病毒样颗粒 

Construction of colon-targeted nanocarriers based on porcine 
parvovirus-like particles 

WU Dan-Dan1  ZHOU Yu-Long1*  REN Ya-Chao2  WANG Xin1* 

(1. Heilongjiang Bayi Agricultural University, Daqing, Heilongjiang 163319, China) 
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Abstract: [Objective] To prepare colon-targeted nanocarriers. [Methods] SOE-PCR methods were 
used to prepare TK-vp2(∆vp2) by inserting TK peptide gene into porcine parvovirus VP2 structural 
protein of loop2 and loop4. Then, TK-VP2 protein was constructed, expressed and self-assembled in 
the Bac-to-Bac® baculovirus expression system. [Results] The ∆vp2 gene obtained through 
SOE-PCR methods, Bacmid-∆vp2 was constructed in the Bac-to-Bac® baculovirus expression 
system and the recombinant baculovirus was successfully constructed in Sf9 insect cells. The results 
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of the direct immunofluorescence, SDS-PAGE and Western blot assays showed that the ∆VP2 
proteins were expressed in the Bac-to-Bac® baculovirus expression system and the protein was 
approximately 70 kD. The transmission electron microscopy (TEM) results indicated that the ∆VP2 
proteins can self-assemble to form virus-like particles (TK-VLPs) ranging between 20 and 30 nm. 
[Conclusion] TK-VLPs nanocarrier was obtained, providing a basis to further study the feasibility of 
TK-VLPs as colon targeting nanoparticle. 

Keywords: TK peptide, Nanocarrier, Bac-to-Bac® baculovirus expression system, Virus-like particles 

自从 20 世纪 60 年代脂质体作为蛋白质和药物

的载体在疾病的治疗方面被首次提出后[1]，纳米技

术在药物输送体系方面产生了深远影响。近年来，

随着纳米药物输送系统研究的逐渐深入，新的纳米

技术和材料也不断涌现，以生物纳米技术为基础的

药物科学研究得到了迅速发展，促使纳米药物载体

越来越趋于多功能化[2]，成为药剂学研究的热点之

一。病毒样颗粒(Virus-like particles，VLPs)在自然

界不包含任何病毒的遗传信息，是某种病毒一个或

多个结构蛋白的空心颗粒的纳米级生物材料，与天

然病毒结构相似，具有生物相容性和生物降解性，

在运载外源物质方面表现出巨大的应用潜力，对新

型药物递送载体的开发具有潜在的应用价值。 

猪细小病毒(Porcine parvovirus，PPV)是细小病

毒科细小病毒属成员，是一种自主复制性细小病

毒，属于单股负链 DNA 病毒，无囊膜，病毒粒子

的衣壳是一个直径约为 20 nm−25 nm 的 20 面体等

轴对称体。PPV 基因组编码两条结构多肽 VP1 和

VP2，三条非结构多肽 NS1、NS2 和 NS3，其中 VP2

为主要结构蛋白，结构表面有 4 个多肽环(环 1、环

2、环 3 和环 4)，是 PPV 特异性中和抗体的靶蛋白[3]，

分子量约为 64 kD。在 Bac-to-Bac®杆状病毒表达系

统中 VP2 蛋白能够表达并自组装成病毒样颗粒

(VLPs)，在大小和形态上很接近于天然病毒粒   

子[4-5]。病毒样颗粒虽然是安全、有效的纳米载体，

但是 VLPs 选择性相对较差，缺乏对肿瘤细胞的特

异性。若通过靶向配体修饰 VLPs 表面对肿瘤细胞

的选择性，将药物输送并选择性的浓集于肿瘤细胞

和肿瘤组织的纳米递药系统，这样对结肠肿瘤的治

疗存在潜在的应用价值，但目前尚未出现靶向配体

修饰 PPV-VLPs 作为纳米载体的相关报道。 

TK 肽(TWYKIAFQRNRK)是由 12 个氨基酸构

成，来源于层粘连蛋白 1α 链的羧基末端的球状结

构域[6]，不仅能增加 Caco-2 细胞吸收而且能增加肿

瘤球状体的渗透，具有靶向结肠肿瘤和肿瘤新生血

管的功能[7]。因此，本试验通过基因工程技术将具

有结肠靶向的 TK 肽序列插入 vp2 基因序列的环   

2 和环 4 区域构建嵌合 TK-VP2 蛋白，在 Bac-to-Bac®

杆状病毒表达系统中构建表达 TK-VP2 蛋白，自组

装成病毒样颗粒 TK-VLPs，为研究其作为结肠靶向

的纳米药物载体奠定基础。 

1  材料与方法 

1.1  菌株和病毒株 

TK 肽、pMD18-T-vp2 质粒、感受态 Escherichia 

coli DH5α 和昆虫细胞(Sf9)均由本实验室保存和  

提供。 

1.2  主要试剂和仪器 

pMD18-T 载体购自 TaKaRa 公司；限制性内切

酶 BamH I、Sal I、Bac-to-Bac®杆状病毒表达系统和

脂质体转染试剂盒 Lipofectin 2000 购自 Invitrogen

公司；KOD FX 和 2×Quick Taq HS DyeMix 购自

TOYOBO 公司；质粒提取试剂盒和 DNA 凝胶回收

试剂盒购自 Axygen 公司；SDS-PAGE 凝胶制备试

剂盒购自北京索莱宝科技有限公司；抗 His 标记的

鼠源单克隆抗体和 HRP 标记的山羊抗小鼠 IgG 抗

体(IgG-HRP)购自 Sigma 公司；二氨基联苯胺(DAB)

购自生工生物工程(上海)股份有限公司；FITC 标记

的 抗 猪 细 小 病 毒 抗 体 购 自 中 国 兽 药 研 究 所 。

PTC2000 型 PCR 仪、Mini-PROTEAN Tetra 电泳槽、

ChemiDoc XRS+凝胶成像系统和 Mini Trans-Blot 电

泳转印槽购自美国 Bio-Rad 公司；5424R 小型台式

高速离心机购自德国艾本德公司；JEM-1400 型透
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射电子显微镜购自日本 JEOL 公司；DMI3000 荧光

显微镜购自德国 Leica 公司。 

1.3  引物设计 

参照 GenBank 上发表的中国株 PPV vp2 基因组

序列(BJ07310845)，将 TK 肽序列插入 vp2 基因序

列的环 2 和环 4 区域，利用 Primer 5.0 软件设计    

3 对 SOE-PCR 引物，由生工生物工程(上海)股份有

限公司合成。引物序列和 TK 肽序列见表 1。 

1.4  TK-vp2 克隆质粒的构建 

以 pMD18-T-vp2 质粒为模板，采用 SOE-PCR

方法扩增 TK-vp2(∆vp2)基因序列[8-9]。具体方法如

下，第一轮以质粒 pMD18-T-vp2 为模板，通过引物

对 P1/P2、P3/P4 和 P5/P6 分别扩增，获得片段 P1-2、

P3-4 和 P5-6。第二轮分别以 P1-2、P3-4 和 P3-4、P5-6 为

模板，通过引物 P1/P4 和 P3/P6 扩增，获得片段 P1-4

和 P3-6。第三轮以 P1-4 和 P3-6 为模板，通过引物 P1/P6

扩增得到 P1-6，即获得∆vp2 基因。SOE-PCR 扩增

反应体系(50 μL)：2×PCR buffer for KOD FX 25 μL，

2 mmol/L dNTPs 10 μL，10 μmol/L 上下游引物各  

1.5 μL，1.0 U/μL KOD FX 1 μL，200 ng DNA 模板  

2 μL，ddH2O 9 μL。SOE-PCR 反应条件为：94 °C    

2 min；98 °C 10 s，56 °C 30 s，68 °C 2 min，35 个

循环；68 °C 10 min，用 1%的琼脂糖凝胶电泳鉴定。

然后按照常规方法将∆vp2 基因插入 pMD18-T 载

体，转化至感受态 E. coli DH5α 中，37 °C 培养  

12−16 h。挑取阳性单克隆菌落进行 BamH I 和 Sal I

酶切鉴定，将鉴定正确的阳性质粒进行测序鉴定，

命名为 pMD18-T-∆vp2。 

1.5  TK-vp2 在 Bac-to-Bac®杆状病毒系统中的  

构建 

用 BamH I 和 Sal I 双酶切 pMD18-T-∆vp2 质

粒，胶回收获得∆vp2 基因片段，连接至经相同酶

酶切的 pFastBacTMHT A 质粒的多克隆位点上，将

其转化至感受态 E. coli DH5α 中，挑取阳性单克

隆菌落进行 PCR 和双酶切的方法鉴定，获得重组

转移质粒命名为 pFast-∆vp2。将鉴定正确的重组

转移质粒 pFast-∆vp2 转化到含有杆状病毒穿梭载

体 Bacmid 的感受态 E. coli DH10Bac 中，与

Bacmid 发生位点特异性转座，在含有 50 μg/mL

卡那霉素、7 μg/mL 庆大霉素、10 μg/mL 四环素、 

 
 

表 1  扩增引物和 TK 肽序列 
Table 1  Amplification primers and TK peptide sequences 

引物名称 

Primer name 

引物序列 

Primer sequence (5′→3′) 

目的片段 

Fragment size (bp) 
TK-vp2 primers P1 GGATCCGATGAGTGAAAATGTGGAAC 

734 
P2 GGAGAATATCTATGTCTAGAAAACCAGGAAACTCCAGTGTATGTTGGTGG 

P3 CTAGACATAGATATTCTCCGTTCGCTGTTTCGCAATCACAACAAATAAC 
672 

P4 GGAGAATATCTATGTCTAGAAAACCAGGAAACTTCTAGGTTTAGTGGTG 

P5 CTAGACATAGATATTCTCCGTTCGCTGTTTCGAATACAAATAATGGAAC 
528 

P6 ACGCGTCGACCTAGTATAATTTTCTTGGTATAAGTTG 

pUC/M13 primers Forward CCCAGTCACGACGTTGTAAAACG 
2 430 

Reverse AGCGGATAACAATTTCACACAGG 

TK sequence  GTTTCCTGGTTTTCTAGACATAGATATTCTCCGTTCGCTGTTTCG 45 

注：TK 肽序列用斜体字表示，其中插入引物序列的下划线部分为重叠序列；上游引物 5′端引入 BamH I 酶切位点，下游引物 5′端引

入 Sal I 酶切位点，两者均用粗体字下划线表示. 
Note: TK peptide sequence is indicated by italics, and insert into the underlined part of the primer sequences as overlapping sequences; The 
forward primer 5′ end into the BamH I restriction enzyme site and the downstream primers 5′ end into the Sal I, both are represented in bold 
and underlined. 
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100 μg/mL Bluo-gal 和 40 μg/mL IPTG 的 LB 琼脂

平板上[10]，37 °C 培养 36−48 h，通过蓝白斑筛选

白色阳性菌落，制备重组杆粒(Bacmid) DNA，应

用 pUC/M13 F/R 引物进行 PCR 鉴定，PCR 反应

体系(50 μL)：2×Quick Taq HS DyeMix 25 μL，   

10 μmol/L 上下游引物各 1 μL，50 ng 质粒 DNA  

1 μL，ddH2O 22 μL。PCR 反应条件为：93 °C     

5 min；94 °C 1 min，55 °C 1 min，72 °C 5 min，

35 个循环；72 °C 10 min，将鉴定正确的重组杆

粒命名为 Bacmid-∆vp2。 

利用转染试剂 Lipofectin 2000 将 Bacmid-∆vp2

转染至 Sf9 昆虫细胞中[11]，27 °C 培养 4 d，待细胞

出现典型细胞病变时收获上清液，作为 P1 代重组

杆状病毒。提取 P1 代病毒基因组，用 pUC/M13 F/R

引 物 进 行 PCR 鉴 定 ， 获 得 P1 代 病 毒 命 名 为

rBac-∆vp2。继续增殖并收获病毒，记为 P2 代病毒，

采用病毒蚀斑试验检测病毒滴度。 

1.6  TK-VP2 在昆虫细胞 Sf9 中的表达鉴定 

1.6.1  SDS-PAGE 和 Western blot 鉴定：将收集

的 P1 代 野 生 型 杆 状 病 毒 和 重 组 杆 状 病 毒

rBac-∆vp2 感染 Sf9 细胞，80 h 后分别收获感染 Sf9

细胞的两种病毒以及未感染杆状病毒的 Sf9 细胞，

4 °C、500 r/min 离心 5 min，分别收集上清液和细

胞沉淀，细胞沉淀反复冻融 3 次用 1/10 体积 PBS

将其重悬，裂解细胞提取总蛋白，并以两份相同的

样品进行 SDS-PAGE 电泳，一份用于考马斯亮蓝

染色，一份用于 Western blot 检测，以抗 His 标签

的鼠源单克隆抗体为一抗，以 HRP 标记的山羊抗

小鼠 IgG 为二抗，最后在 DAB 缓冲溶液中显色并

观察[12]。 

1.6.2  直接免疫荧光鉴定：将 Sf9 细胞铺 48 孔板后，

将 P2 代 rBac-∆vp2 以 10 个 MOI 感染 48 孔板中的

Sf9 细胞，感染 72 h 后用冷却的丙酮固定 30 min，

5% BSA 和 1% Triton X-100 通透处理 30 min，用

FITC 标记的抗 PPV 抗体在室温避光孵育 1 h，PBS

洗 3 遍，嵌入包埋剂后在荧光显微镜下观察。 

1.7  病毒细胞电镜观察  

P2 代病毒感染 Sf9 昆虫细胞 80 h 后收集上清

液，反复冻融 3 次，4 °C、500 r/min 离心 5 min，

取 100 μL 病毒上清液，使用 4%的磷钨酸染色，透

射电子显微镜观察 TK-VLPs 的包装情况。 

2  结果与分析 

2.1  pMD18-T-∆vp2 克隆质粒的构建 

重组克隆质粒 pMD18-T-∆vp2 经 BamH I 和 Sal 

I 酶切鉴定出现 2 条带，分别符合 2 692 bp 的

pMD18-T 载体和 1 854 bp 的∆vp2 目的片段，再经

测序分析进一步表明 TK 肽序列成功插入 vp2 基因，

获得∆vp2 基因(图 1)。 

2.2  TK-VP2 在 Bac-to-Bac®杆状病毒表达系统

中的构建 

重组杆粒 Bacmid-∆vp2 经过 pUC/M13 引物

PCR 鉴定结果显示，Bacmid 的 PCR 产物大小约为

2 430 bp，加上外源插入∆vp2 目的片段，约为      

4 284 bp，而野生型杆状病毒扩增出 300 bp 目的片

段，这与预计的大小相一致，表明∆vp2 基因成功插

入杆状病毒的基因组中(图 2)。 

 

 
 

图 1  pMD18-T-∆vp2 重组质粒双酶切鉴定 
Figure 1  Identification of recombinant plasmid 
pMD18-T-∆vp2 with restriction enzyme 
注：M：DNA marker DL2000；1−2：BamH I/Sal I 双酶切重组

质粒 pMD18-T-∆vp2. 
Note: M: DNA marker DL2000; 1−2: The recombinant plasmid 
pMD18-T-∆vp2 digested by BamH I and Sal I. 
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图 2  Bacmid-∆vp2 的 PCR 鉴定结果 
Figure 2  Identify of bacmid-∆vp2 by PCR 
注：M：DNA marker DL2000；1−2：∆vp2 PCR 产物；3：野生

杆状病毒. 
Note: M: DNA marker DL2000; 1−2: ∆vp2 gene amplified by PCR; 
3: Wild-type baculovirus. 
 

2.3  TK-VP2 的 SDS-PAGE 和 Western blot 鉴定 

SDS-PAGE 结果表明，重组杆状病毒感染的

Sf9 细胞组与非重组杆状病毒感染的 Sf9 细胞组和

无杆状病毒感染的 Sf9 细胞组相比，在约 70 kD 出

现目的蛋白条带，这是因为 VP2 结构蛋白分子量

约为 64 kD，而 N 端连接了 28 个氨基酸残基(包括

6×His，分子量约为 3.6 kD，能够进行融合表达），

二者表达的融合蛋白分子量约为 70 kD，与预计的

分子量相同，而不含外源基因的野生杆状病毒则没

有此带(图 3)。Western blot 结果表明，∆VP2 蛋白

能够与抗 His 标记的鼠源单克隆抗体反应，在约

70 kD 处出现特异性蛋白条带，而在 2–6 泳道中则

无特异性蛋白条带出现(图 4)。以上结果表明∆VP2

蛋白在 Bac-to-Bac®杆状病毒表达系统中获得融合

表达。 

2.4  直接免疫荧光鉴定 

直接免疫荧光试验结果显示感染重组杆状病

毒的 Sf9 细胞能够与 FITC-标记的抗 PPV 抗体反应

产生绿色荧光，而对照组 Sf9 细胞未产生绿色荧光。

结果表明重组杆状病毒在昆虫细胞内成功表达

∆VP2 蛋白，而且该蛋白具有良好的免疫原性(图 5)。 

 
 
 

图 3  重组蛋白∆VP2 的 SDS-PAGE 分析 
Figure 3  SDS-PAGE analysis of the ∆VP2 protein 
注：M：蛋白分子质量标准；1：感染 Sf9 细胞的非重组杆状病

毒上清液；2：感染 Sf9 细胞的重组杆状病毒上清液；3：未感

染杆状病毒的 Sf9 细胞上清液. 

Note: M: Protein marker; 1: Infection Sf9 cells of non-recombinant 
baculovirus sedimentation; 2: Recombinant baculovirus infected 
Sf9 cells the supernatant; 3: Uninfected baculovirus Sf9 cells 
precipitation. 
 
 
 

 
 
 

图 4  重组蛋白∆VP2 的 Western blot 分析 
Figure 4  Western blot analysis of the recombinant protein 
∆VP2 
注：M：蛋白分子质量标准；1：重组杆状病毒感染 Sf9 细胞的

上清液；2：非重组杆状病毒感染 Sf9 细胞的上清液；3：非杆

状病毒感染 Sf9 细胞的上清液；4、5 和 6：分别是 1、2 和 3 的

细胞沉淀. 

Note: M: Protein marker; 1: Recombinant baculovirus infected Sf9 
cells the supernatant; 2: Infection Sf9 cells of non-recombinant 
baculovirus sedimentation; 3: Uninfected baculovirus Sf9 cells 
precipitation; 4, 5 and 6: Respectively is 1, 2 and 3 of the cells 
supernatant fluid. 
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图 5  直接免疫荧光鉴定∆VP2 在 Sf9 细胞中的表达

(400×) 
Figure 5  Direct immunofluorescence assays to evaluate 
the expression of the ∆VP2 proteins in the Sf9 cells (400×) 
注：A：FITC 标记的非杆状病毒感染的 Sf9 细胞；B：FITC 标

记的感染杆状病毒的 Sf9 细胞. 

Note: A: FITC labeled uninfected baculovirus of Sf9 cells; B: FITC 
labeled baculovirus infected of Sf9 cells. 
 

2.5  电镜观察 

重组杆状病毒通过透射电子显微镜观察可见

22 nm−30 nm 的球形病毒粒子，与天然的 PPV 病毒

粒子相似(图 6)。说明在昆虫细胞杆状病毒表达系统

中成功表达∆VP2 蛋白，能够自组装形成病毒样颗

粒(TK-VLPs)。 

3  结论与讨论 

自从 1955 年纳米粒子治疗剂的概念出现以来，

随着科研人员的开发，不同类型的病毒载体已经被

广泛研究，但病毒载体的研究开发仍然存在着巨大

挑战。目前很多研究都是基于对病毒载体外表面进

行化学修饰而开展的。Mark Young 研究小组[13]利用 

 

 
 

图 6  重组杆状病毒感染后产生的 TK-VLPs 
Figure 6  Production of TK-VLPs in Sf9 cells after 
recombinant baculovirus infection 
注：A：PPV 的病毒样颗粒(VLPs)；B：∆VP2 结构蛋白的病毒

样颗粒(TK-VLPs). 

Note: A: TEM images of PPV; B: TEM images of TK-VLPs. 

豇豆退绿斑驳病毒蛋白衣壳自组装的 VLPs 作为模

板组装制备纳米材料，并得到了病毒-无机纳米粒子

复合体系。Bogdan Dragnea 和其同事等从另一个角

度，以纳米粒子为模板，诱导病毒外壳蛋白围绕纳

米粒子进行组装[14]。在国内，国家纳米中心刘东生

团队利用最小为 50 个碱基对长度的双链核酸为模

版，成功实现了黄瓜花叶病毒衣壳蛋白的组装[15]。 

本研究通过基因工程技术成功将具有结肠癌

靶向的 TK 肽序列插入 vp2 基因序列的环 2 和环 4

区域，获得 TK-vp2 基因，利用昆虫细胞杆状病毒

表达系统的 pFastBacTMHT A 载体构建、筛选、转

染，制备重组杆状病毒，表达 TK-VP2 蛋白，自组

装形成病毒样颗粒。直接免疫荧光试验、SDS-PAGE

和 Western blot 检测结果显示重组杆状病毒在昆虫

细胞内能成功表达∆VP2 蛋白，目的蛋白约 70 kD。

透射电镜观察该粒子为球形或椭圆形，直径为   

22 nm−30 nm，在形态和大小上与天然的 PPV 病毒

粒子相似，说明 TK 肽的插入并未影响 VP2 蛋白天

然 构 象 ， 其 依 然 能 够 自 组 装 形 成 病 毒 样 颗 粒

(TK-VLPs)。综上所述，本研究首次实现了靶向配

体 TK 肽修饰 PPV 结构蛋白 VP2 的表面，自组装

形成 TK-VLPs，成为具有潜在应用价值的新型纳米

载体。 

所以，TK 肽修饰结构蛋白 VP2 的表面是可行

的，为进一步研究装载药物活性、体内外的靶向性

和细胞毒性等，以期成为一种全新的结肠癌靶向纳

米递药系统奠定了基础，同时也给病毒的基础研究

及其在生物医学中的应用提供了新思路。 
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