
DOI:10.13350/j.cjpb.220805 ·论著·

HIV-1临床株SC42无感染性细胞-细胞融合模型的构建*

石哲芳1,魏雪玲1,刘奇1**

(大理大学基础医学院病原生物学综合实验室,云南大理
 

671000)

【摘要】 目的 构建一种无感染性、可视化,用于检测 HIV-1进入抑制剂在临床株SC42上的抑制活性的 HIV细胞-细

胞融合模型。 方法 将 HIV-1
 

SC42
 

env基因插入质粒pAAV-IRES-EGFP,获得可同时且分别表达 HIV-1
 

SC42
 

env
及GFP的真核表达质粒,经过转染293T细胞,使之同时表达这两种蛋白(293T/SC42/EGFP),作为模拟 HIV病毒的效

应细胞与靶细胞TZM-b1共同培养,观察细胞融合情况及合胞体的形成。使用经典 HIV-1进入抑制剂C34和T1144检

测该细胞融合模型的效果。 结果 效应细胞293T/SC42/EGFP和靶细胞TZM-b1细胞混合2
 

h后,在荧光显微镜下

可见明显的细胞融合现象;24
 

h后可形成合胞体。HIV-1进入抑制剂C34、T1144能够抑制细胞融合,其IC50 分别为

(600±6.22)
 

nmol/L和(44±5.88)
 

nmol/L。 结论 成功构建了 HIV-1进入抑制剂药物检测筛选模型。该模型的构

建无需在P3生物安全实验室完成,操作简单、方便且无感染性。
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【Abstract】 Objective To
 

construct
 

a
 

non-infectious,visualized
 

HIV
 

cell-cell
 

fusion
 

model
 

for
 

testing
 

the
 

inhibitory
 

ac-

tivity
 

of
 

HIV-1
 

entry
 

inhibitors
 

on
 

clinical
 

strain
 

SC42. Methods By
 

inserting
 

the
 

HIV-1
 

SC42
 

env
 

gene
 

into
 

the
 

plas-
mid

 

pAAV-IRES-EGFP,a
 

eukaryotic
 

expression
 

plasmid
 

that
 

can
 

simultaneously
 

and
 

separately
 

express
 

HIV-1
 

SC42
 

env
 

and
 

GFP
 

was
 

obtained,and
 

293T
 

cells
 

were
 

transfected
 

to
 

express
 

these
 

two
 

proteins
 

simultaneously
 

(293T/SC42/EG-
FP),as

 

effector
 

cells
 

mimicking
 

HIV
 

virus,co-cultured
 

with
 

target
 

cells
 

TZM-b1,and
 

observed
 

cell
 

fusion
 

and
 

the
 

forma-
tion

 

of
 

syncytia.
 

The
 

effect
 

of
 

this
 

cell
 

fusion
 

model
 

was
 

tested
 

using
 

the
 

classical
 

HIV-1
 

entry
 

inhibitors
 

C34
 

and
 

T1144.
 Results After

 

mixing
 

effector
 

cells
 

293T/SC42/EGFP
 

and
 

target
 

cells
 

TZM-b1
 

cells
 

for
 

2
 

hours,obvious
 

cell
 

fusion
 

phenomenon
 

can
 

be
 

seen
 

under
 

the
 

fluorescence
 

microscope;after
 

24
 

hours,syncytia
 

can
 

be
 

formed.
 

HIV-1
 

entry
 

inhibi-
tors

 

C34
 

and
 

T1144
 

can
 

inhibit
 

cell
 

fusion
 

with
 

IC50 of
 

600±6.22
 

nmol/L
 

and
 

44±5.88
 

nmol/L,respectively. Conclu-
sion A

 

screening
 

model
 

for
 

HIV-1
 

entry
 

inhibitor
 

drug
 

detection
 

was
 

successfully
 

constructed.
 

The
 

construction
 

of
 

this
 

model
 

does
 

not
 

need
 

to
 

be
 

completed
 

in
 

the
 

P3
 

biosafety
 

laboratory,and
 

the
 

operation
 

is
 

simple,convenient
 

and
 

non-infec-
tious.
【Key

 

words】 HIV-1;SC42;env;emerging;entry
 

inhibitor;cell-cell
 

fusion

***人类免疫缺陷病毒1型(human
 

immunodeficiency
 

virus,HIV-1)的感染及其引起的艾滋病仍然是全球所

面临的重大公共问题[1]。在 HIV-1侵染靶细胞的过

程中,病毒包膜糖蛋白(Env)介导的膜融合是关键步

骤。能阻断 HIV-1侵染靶细胞过程的药物被称为

HIV进入抑制剂。根据病毒进入靶细胞的过程,可将

HIV进入抑制剂分为3类:1)吸附抑制剂,以gp120
和CD4的结合为研究靶点;2)辅助受体抑制剂,以

CCR5或CXCR4的共受体结合为研究靶点;3)融合抑

制剂,以 gp41的 NHR 和 CHR 以 及 近 膜 外 侧 区

(membrane-proximal
 

external
 

region,MPER)为研究

靶点。其中,检测 HIV融合抑制剂最重要的模型是

HIV
 

Env介导的细胞-细胞融合模型[2]。传统细胞融

合试验需要使用感染 HIV的细胞与靶细胞进行融合

反应[3],具有一定感染性,因此只能在P3生物安全实

验室进行。

SC42是HIV
 

B亚型的代表株之一[4],常用于抗

HIV-1药物的活性测定。本研究拟构建一种能同时
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表达SC42的Env及绿色荧光蛋白GFP的真核表达

质粒,瞬转293T 细胞后作为 效 应 细 胞,用 于 检 测

HIV-1介导的细胞-细胞融合的非感染性检测模型。

材料与方法

1 材料

1.1 菌株、质粒、细胞和多肽 DH-5α感受态细胞购

于天根生物科技有限公司。载体质粒pAAV-IRES-
EGFP,含 有 SC42

 

env 基 因 的 pCDNA-SC42,以 及

293T细胞和TZM-b1细胞由本实验室保存。HIV进

入 抑 制 剂 C34 (WMEWDREINNYTSLIH-
SLIEESQNQQEKNEQELL)和T1144(TTWEAWD-
RAIAEYAARIEALLRALQEQQEKNEAALREL)由
浙江昂拓莱司公司合成。

1.2 主要试剂 限制性内切酶BamH
 

I和Xho
 

I,以
及 T4

 

DNA
 

Ligase购于日本 Takara公司;Phanta
 

Max
 

Super-Fidelity
 

DNA
 

Polymerase
 

PCR扩增试剂

盒购于南京诺唯赞生物科技股份有限公司;DNA纯化

试剂盒,小提质粒试剂盒和大提质粒试剂盒均购于天

根生化科技有限公司;转染试剂EZ
 

Trans购于Life-
iLab李记生物公司;DMEM 培养基及细胞冻存液购

自大连美仑生物科技有限公司;胎牛血清购自美国

TheromoFisher公司;胰蛋白酶,青链霉素混合液,

BSA,TMB,以及4%甲醛缓冲液购自北京索莱宝科技

有限公司;CD4(含人Fc标签)蛋白购自北京义翘神州

科技股份有限公司;羊抗人IgG购自赛默飞世尔科技

(中国)有限公司。

2 方法

2.1 引物设计与合成 根据 HIV-1
 

SC42
 

env 基因

序列(GenBank登录号:AY835441)设计PCR引物。
上游 引 物(SC42-F):5-

 

GGAATTC-ATGAGAGT-
GAGGGAGACCAG-3;下 游 引 物 (SC42-R):5-
CCTCGAGAATATTGTTTCGGGAAAGTT-3(下

划线处分别是BamH
 

I和Xho
 

I酶切位点)。引物由

昆明擎科生物科技有限公司合成。

2.2 SC42
 

env 基因的扩增 以含有SC42
 

env 基因

的质粒pCDNA-SC42为模板进行PCR扩增。扩增体

系:2×Phanta
 

Max
 

Buffer
 

50
 

μL,Phanta
 

Max
 

Super-
Fidelity

 

DNA
 

Polymerase
 

2
 

μL,dNTP
 

Mix
 

(10
 

mmol/L
 

each)
 

2
 

μL,SC42-F
 

4
 

μL,SC42-R
 

4
 

μL,

DNA模板4
 

μL,补水至100
 

μL。反应条件:95
 

℃预

变性30
 

s;95
 

℃变性15
 

s,60
 

℃退火15
 

s,72
 

℃延伸3
 

min,共30个循环;72
 

℃延伸5
 

min。扩增产物经1%
琼脂糖凝胶电泳鉴定。

2.3 重组质粒pAAV-IRES-EGFP-SC42的构建 回

收纯化SC42
 

env 基因PCR产物,用BamH
 

I和Xho
 

I

双酶切。酶切体系:限制性内切酶BamH
 

I和Xho
 

I
各2

 

μL,10×FastDigest
 

Green
 

Buffer
 

10
 

μL,DNA
 

2
 

μg,补水至100
 

μL。37
 

℃酶切20
 

min后进行1%琼

脂糖凝胶电泳并回收目的片段,与同样酶切的pAAV-
IRES-EGFP载体片段连接。连接体系:SC42

 

env 基

因片段与载体pAAV-IRES-EGFP的摩尔比为7︰1,

10×T4
 

DNA
 

Ligase
 

Buffer
 

2
 

μL,T4
 

DNA
 

Ligase
 

1
 

μL,补水至20
 

μL,混匀,4
 

℃反应过夜。连接产物转

化感受态细胞DH-5α,涂板培养后挑取单个克隆,小
提质粒进行酶切验证,含有2.9

 

kb片段的阳性克隆委

托昆明擎科生物科技有限公司进行测序。

2.4 细胞培养及转染 293T及 TZM-b1细胞均使

用含10%胎牛血清、1%双抗(青、链霉素混合液)的高

糖DMEM培养基在37
 

℃、5%
 

CO2 恒温培养箱培养。
转染前24

 

h,293T细胞提前铺于6孔板(6×105/孔),
培养至密度达80%左右且细胞形态良好时采用Life-
iLab李记生物公司的EZ

 

Trans转染试剂进行转染:3
 

μg质粒 DNA
 

稀释于125
 

μL 无 血 清 和 抗 生 素 的

DMEM培养基。同时取EZ
 

Trans
 

9
 

μL加到125
 

μL
无血清和抗生素的DMEM 培养液中,混匀后一次性

加入到已稀释的质粒DNA溶液中,室温放置15
 

min;
将上述250

 

μL
 

EZ
 

Trans-DNA转染复合物均匀滴入

293T细胞的培养孔中转染12~18
 

h,更换培养基,继
续培养至36~48

 

h。试验以转染pAAV-IRES-EGFP-
SC42质粒的293T细胞作为效应细胞(293T/SC42/

EGFP),转染pAAV-IRES-EGFP质粒的293T细胞

作为阴性对照(293T/EGFP)细胞。

2.5 细胞ELISA检测培养细胞SC42
 

env 表达水平

参照文献[5]的方法进行。去除293T/SC42/EGFP和

293T/EGFP培养基,用PBS洗2次;每孔加入10%甲

醛125
 

μL,室温固定15
 

min,双蒸水洗3次,晾干;每
孔加入含2%BSA的PBS

 

250
 

μL,37
 

℃封闭1
 

h,双蒸

水洗3次;加入用含1%
 

BSA的PBS稀释的CD4(1
︰5000)

 

50
 

μL,37
 

℃孵育2
 

h,双蒸水洗板5次;加入

50
 

μL用含1%BSA的PBS稀释的羊抗人IgG(1︰

10000)50
 

μl,37
 

℃孵育1
 

h,双蒸水洗板5次;加入

TMB显色剂50
 

μL,室温显色20
 

min;加入25
 

μL
 

10%H2SO4 终止反应,用酶标仪测A450 值,此A值反

映293T/SC42/EGFP、293T/EGFP细胞上SC42
 

env
的表达水平。

2.6 HIV-1
 

SC42介导的细胞-细胞融合试验 细胞

融合前1
 

d将靶细胞TZM-b1铺于96孔板(5×104/
孔)。效应细胞293T/SC42/EGFP和阴性对照细胞

293T/EGFP经消化、重悬后加入到预先铺有靶细胞

TZM-b1的96孔板上,在5%
 

CO2 培养箱中37
 

℃条

件下培养。使用荧光显微镜的绿色荧光通道观察细胞
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融合情况。

2.7 阳性药物的抑制活性测定 以C34和T1144为

HIV进入抑制剂阳性药物[6-7]测定其在本模型的抑制

活性。以293T/SC42/EGFP与TZM-b1共培养作为

阳性孔,以293T/EGFP与TZM-b1共培养作为阴性

孔,以C34或 T1144与293T/SC42/EGFP及 TZM-
b1共培养作为检测孔。于1

 

h后记录各孔的细胞融

合情况,同时计算检测孔中C34、T1144中对细胞融合

的抑制率。抑制率(%)=[1-(E-N)/(P-N)]×
100%。其中“E”为

 

验组的细胞融合率;“P”和“N”分
别为融合对照组和阴性组的细胞融合率。使用Cal-
susyn软件计算半数抑制浓度(IC50)。

结 果

1 293T/SC42/EGFP的质粒构建、转染及鉴定

以HIV-1
 

SC42的DNA为模板PCR扩增env 基

因全长。扩增产物经BamH
 

I和Xho
 

I双酶切后连接

入同样酶切的pAAV-IRES-EGFP载体片段,连接产

物转化至DH-5α感受态细胞并进行培养。抽提质进

行BamH
 

I和Xho
 

I双酶切鉴定,得到6.1
 

kb的载体

片段和2.9
 

kb的env 基因片段(图2A),重组pAAV-
IRES-EGFP-SC42

 

env 质粒构建成功。对重组质粒测

序,结果与HIV-1
 

SC42
 

env 基因序列完全吻合。
细胞ELISA检测SC42

 

env 的表达情况,结果见

图1B。其 中,293T 细 胞 A 值 为 0.098±0.066,

pAAV-IRES-EGFP转 染 后 的 293T 细 胞 A 值 为

0.148±0.034,转染pAAV-IRES-GFP-SC42的293T
细胞 A值为0.472±0.056。P/N 值(A293T/SC42/EGFP/

A293T/EGFP)=4.11±1.09(≥2.1),表明转染后的293T
细胞(293T/SC42/EGFP)成功表达SC42

 

env。

  A pAAV-IRES-EGFP-SC42双酶切鉴定 1 DNA标志物 2 
pAAV-IRES-EGFP-SC42质粒双酶切 B ELISA检测各组细胞表达
的env

 

A值
图

 

1 pAAV-IRES-EGFP-SC42的质粒构建及env表达鉴定

A Double
 

enzyme
 

digestion
 

identification
 

of
 

pAAV-IRES-EGFP-
SC42 1 DNA

 

marker 2 double
 

digestion
 

of
 

pAAV-IRES-EGFP-
SC42

 

plasmid B ELISA
 

detected
 

the
 

env
 

A
 

value
 

expressed
 

by
 

cells
 

in
 

each
 

group
Fig.1 Plasmid

 

construction
 

of
 

pAAV-IRES-EGFP-SC42
and

 

env
 

expression
 

identification

  A、B、C、D、E 分别为293T/SC42/EGFP细胞与TZM-b1细胞混

合30
 

min及1、2、4、24
 

h后的细胞融合形态 F 293T/EGFP细胞与

TZM-b1细胞混合24
 

h后的细胞形态(阴性对照)
图

 

2 HIV
 

SC42
 

env介导的细胞-细胞融合

A,B,C,D,E Cell
 

fusion
 

morphology
 

after
 

mixing
 

293T/SC42/
EGFP

 

cells
 

and
 

TZM-b1
 

cells
 

for
 

30
 

min,1
 

h,2
 

h,4
 

h,and
 

24
 

h F 
The

 

cell
 

morphology
 

of
 

293T/EGFP
 

cells
 

mixed
 

with
 

TZM-b1
 

cells
 

for
 

24
 

hours
 

as
 

a
 

negative
 

control
Fig.2 HIV

 

SC42
 

env
 

mediated
 

cell-cell
 

fusion

2 293T/SC42/EGFP与TZM-b1细胞的融合

TZM-b1细胞可感染各种嗜性的 HIV 病毒[8]。
因此使用TZM-b1作为细胞融合试验的靶细胞,效应

细胞为上述步骤中得到的293T/SC42/EGFP,293T/

EGFP作为阴性对照,与 TZM-b1在37
 

℃、5%
 

CO2
培养箱中共同孵育,结果如图2B。效应细胞293T/

SC42/EGFP与TZM-b1靶细胞在37
 

℃共同培养1
 

h
后,部分带有GFP的圆形细胞成为面积增大、荧光强

度变弱的不规则型的细胞。这是293T/SC42/EGFP
与TZM-b1发生融合时,GFP从293T/SC42/EGFP
扩散到靶细胞TZM-b1,从而导致绿色荧光在形成的

融合细胞中重新分布。对照组293T/EGFP未发生融

合,进一步提示细胞融合是由 HIV-1
 

SC42
 

env 介导

的。
共培养24

 

h后,细胞与细胞之间形成更大的合胞

体,在光学视野和荧光视野下均可看到合胞体(图2E
箭头所指)。对照组在培养过程中既未发生融合,也未

形成大的合胞体。
进一步使用4,6-二脒基-2-苯基吲(4,6-diamidi-

no-2-phenylindole,DAPI)对融合细胞进行细胞核染

色。DAPI为可与细胞核中的双链DNA结合的荧光

染料,通过附着在DNA序列中形成荧光复合物。通

过紫外光激发,发出461
 

nm的蓝色荧光。DAPI染核

后发生融合的细胞可见多个细胞核(图3框选区域),
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未融合的细胞只有1个细胞核。进一步证实图中绿色

荧光范围增大、荧光变暗的细胞为293T/SC42/EGFP
与TZM-b1发生细胞融合的产物。

  A 绿色荧光视野下的融合细胞 B 经DAPI染色的细胞核 C
 绿色荧光和DAPI的重叠图片 D 融合细胞的白光视野

图
 

3 融合细胞的细胞核染色

A Green
 

fluorescence
 

field
 

of
 

fused
 

cells B Nucleus
 

stained
 

with
 

DAPI C Overlapping
 

pictures
 

of
 

green
 

fluorescence
 

and
 

DAPI 
D Bright-field

 

of
 

fused
 

cells.
Fig.3 Nuclear

 

staining
 

of
 

fused
 

cells

3 HIV进入抑制剂的活性检测

为判断建立的无感染性 HIV-1
 

SC42
 

env 介导的

细胞-细胞融合模型能否被 HIV-1进入抑制剂阻断,
选用了经典HIV进入抑制剂C34和T1144作为阳性

药物进行测定,同时用广谱冠状病毒融合抑制剂EK1
作阴性对照[9]。结果显示(图4),HIV-1进入抑制剂

C34和T1144均可以剂量依赖性方式有效抑制SC42
 

env 介导的细胞-细胞融合,而EK1则对其融合无任何

抑制作用。其中C34的IC50 为(600±6.22)nmol/L,

T1144的IC50 为(44±5.88)nmol/L,与文献[6,7,10]
报道的IC50 值接近。

讨 论

抗逆转录病毒疗法现已在延长患者寿命和降低患

者死亡率方面显示出显著的效果,但其毒性和耐药性

等问题的日益严重,迫切需要开发新型抗 HIV 药

物[11]。进入抑制剂因其在病毒进入靶细胞前就能发

挥作用,在感染最初阶段就可将病毒传播路径切断,从
而在预防和治疗 HIV感染具有独特的优势。为了寻

找新的 HIV进入抑制剂,需要建立特异的 HIV包膜

蛋白诱导的细胞-细胞融合方法。
传统细胞融合试验是将感染 HIV-1ⅢB 病毒株的

H9细胞与 MT-2细胞[3],或者 H9[12]共孵育,两者可

在悬浮状态下形成合胞体。此方法虽廉价、快速、方

便,但需要使用感染 HIV-1病毒的细胞与靶细胞进行

融合反应,具有一定感染性,因此只能在P3实验室防

护下进行,从而限制了在普通实验室的广泛推行。因

此需要尝试构建一种无感染性的方法,从而可以在普

通实验室进行。王小利等[13]建立了基于包膜蛋白和

Tat蛋白筛选HIV-1细胞融合抑制剂的方法,该方法

利用编码β-半乳糖苷酶和荧光素酶的报告基因来进行

细胞-细胞融合分析。但由于当两种细胞融合时影响

任一蛋白之间的相互作用过程,均会导致报告基因的

变化,使得这些分析可能对细胞-细胞融合没有特异

性。

图
 

4 SC42
 

env介导的细胞-细胞融合模型HIV进入抑制剂抑制活性

Fig.4 Inhibitory
 

activity
 

of
 

HIV
 

entry
 

inhibitor
 

on
 

env-mediated
cell-cell

 

fusion
 

model
 

of
 

SC42

SC42属于HIV-1
 

B亚型临床毒株,并作为B亚

型的标准参考株最早用于疫苗诱导中和抗体的标准化

评估[4]。本研究构建了一种基于SC42
 

env 的细胞-细
胞融合模型,采用的293T细胞可同时表达SC42

 

env
和GFP,并模拟了 HIV-1进入细胞的步骤。其中,

SC42
 

env 介导细胞融合的发生,而GFP可用于明确

哪些细胞可以表达env 并与 TZM-b1发生特异性融

合,还可通过该细胞-细胞融合模型评估已知进入抑制

剂的抑制浓度。由于SC42是临床分离株,存在耐药

性,导致在该模型C34和T1144的IC50 值均大于其在

实验株NL43的IC50 值[14]。
本研究建立了细胞-细胞融合模型,反应过程无感

染性,可在普通实验室进行,可在荧光显微镜下肉眼观

察。操作简单方便、特异性高、重复性好的 HIV-1进

入抑制剂检测模型可望用于 HIV-1进入抑制剂的高

通量筛选。
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