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!"#$截短 %&’(基因真核表达重组体的构建、转染及其免疫效力研究

高荣保，李艳秋，王明丽"

（安徽医科大学基础医学院微生物学教研室 合肥 $#%%#$）

摘 要：为了构建人巨细胞病毒（EFGH）截短 IJ3#基因真核表达重组体，实现其在 E,K4$细胞中的稳定表达，研究
该截短 IJ3#基因真核表达重组体免疫效力，采用基因重组的方法，将 EFGH LM’"?株截短 IJ3#基因定向克隆到
带有绿色荧光蛋白（N0O）作为报告基因的真核表达载体 K5N0O4F’上，构建真核重组表达质粒 K5N0O4F’4IJ3#；脂质
体转染至 E,K4$细胞中，N!’3筛选获得稳定表达 KK"&细胞表达系。经基因测序显示，重组体中截短 IJ3#基因完全
正确，P-4OFP和Q,RS,B+ D.CS检测证实其可在 E,K4$细胞中稳定表达。用该重组体和其表达产物在 EFGH先天性感
染小鼠模型上进行免疫保护试验显示，母鼠血清可检测到特异性抗 EFGH KK"&抗体，效价为：’ T $U&’ ( ’ T &%U@?；子
鼠脑组织内未分离出病毒，亦未检测出病毒 KK"&蛋白抗原表达。初步结果表明，K5N0O4F’4IJ3#具有较好的免疫
原性，可作为 MVL疫苗刺激机体产生有效抗体，并具有阻止病毒垂直传播的保护性作用。
关键词：EFGH截短 IJ3#基因；绿色荧光蛋白；转染；E,K4$细胞；MVL疫苗
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人巨细胞病毒（E*61+ >XSC6,91.CY7B*R，EFGH）是
一种!亚科疱疹病毒，其在人群中感染非常普遍，且
绝大多数为潜伏感染。该种感染状态对健康个体在

正常情况下并没有明显危害，而对于免疫功能不全

或低下的个体，如心脏或肾脏移植以及 LZM[患者，
感染的病毒会形成严重危害，可引起较高的致病率

和致死率。此外，EFGH能垂直传播给胎儿，造成胎
儿先天性感染、流产或死胎。是胎儿先天性感染的

主要病原体之一。可导致胎儿畸形、流产、早产及迟

发性中枢神经系统缺陷等。表现为小头畸形、脑瘫

和癫痫［’］。但是，到目前为止，对于 EFGH感染的分
子机制尚不清楚，且无有效的疫苗。

EFGH IJ3#基因编码一种分子量为 "&\M1 的
被膜磷蛋白（K<CRK<CKBCS17+ "&，KK"&），该蛋白是病毒
被膜蛋白中最主要的一种，占被膜蛋白致密颗粒的

?&]，占整个病毒蛋白的 ’&]。KK"&在病毒的复制
早期就出现快速的核转移［$］，提示其与病毒的侵入

和复制启动有关。应用免疫组化方法还发现在整个

感染周期中，EFGH KK"& 在感染细胞中持续表达。
另外，越来越多的研究表明，EFGHKK"& 不仅是
EFGH病毒血症的主要抗原，而且是 EFGH特异性
细胞毒性 -细胞（FXSCSC27> - .X6K<C>XS,R，F-J）的主
要靶蛋白［#］。^,+7+91等［!］对 ’!种 EFGH蛋白与 -<

细胞的反应进行了比较，发现在所有的供者中，

EFGHKK"&均能诱导明显的特异性 - 细胞增殖反
应，而其它蛋白（如 Z5’、Z5$和 IJ"?）仅能诱导单个
或少数 - 细胞系反应，且反应程度远不及 EFGH
KK"&。Q,,\,R等［&］研究发现 EFGH KK"& 也是 - 记
忆细胞的主要识别表位。因此，作为 F-J、-< 细胞
及 -记忆细胞的主要识别表位，EFGH KK"&在机体
特异性的细胞免疫反应中起重要作用。

本研究利用基因重组和脂质体体外转染的方

式，选择了包含有 KK"&大部分 ^/-淋巴细胞优势表
位［"，@］和 F-J［3］优势表位，氨基酸区域为 ’#311 (
!’!11，即表达基因位点为 !’$DK ( ’$!$DK（共 3#’DK）
的目的表达基因。旨在构建截短 IJ3#基因真核表
达重组体 K5N0O4F’4IJ3#重组体，转染 E,K4$细胞，
建立稳定表达 KK"&细胞表达株；并在本室已经建立
的 EFGH先天性感染小鼠模型［?］基础上进行重组体
免疫效力研究。现将结果报告如下。

) 材料和方法

)*) 材料
)*)*) 细胞和病毒：E,K4$ 细胞株购自中国科学院
上海细胞所；人胚成纤维（E0）细胞株由本室制
备［?］；EFGH LM’"?株由上海医科大学提供。



!"!"# 质粒和菌种：载体 !"#$%&’( 由中国协和医
科大学寄生虫教研室惠赠，)*(+,为本室保存。
!"!"$ 试剂和仪器：%*- ./0!12 324567 试剂盒购自
89:9;9 公司，其它分子生物学试剂分别购自
%7602<9、89:9;9 和 =>3/576<2> 1/?2 524@>616</2. 公司。
抗 A’*B !!CD 单 克 隆 抗 体 购 自 E63649.579
F9G679567/2. F5H，辣根过氧化物酶标记的羊抗鼠 =<#
购自北京华美生物工程公司。I:8I&2J!16727 蛋白纯
化仪为安玛西亚公司产品；荧光显微镜和 =09<2
%7642../>< 9>H I>91K./. LK.520为德国 F2/49公司产品。
!"!"% 实验动物：L%$ 级纯系 M91G N4 小鼠，雌雄兼
用，C O P周龄，购自中国科学院上海实验动物中心，
饲养于屏蔽系统。

!"# 病毒基因组 &’(提取
按照常规在 A$细胞上进行 A’*B的培养，待

细胞病变达“Q R O S R”时，进行反复冻融 Q次使细
胞完全破裂，病毒释放。常规柱式提取。

!"$ 引物设计和 )*+扩增目的基因
以 #2>M9>T中登录的 UFPQ全长 4-EI为模板，

用 !7/027DV+ 软 件 进 行 引 物 设 计，上 游：DW&
’’8’#I#III’I’’#I’I’’8#’’’#&QW，下 游：DW&
##II88’’8’##8##88I’#I#88’8&QW，分别在上、下
游引物中设定 !"#!和 $%#;!限制性酶切位点，扩
增长度为 PSDG!。引物由上海 L9><6>公司合成。
利用上述病毒基因组为模板、特异性引物和高

保真 -EI聚合酶，分别加 ("F、D!061、(U在 XD"F体
系中，以 ,DY (0/>，CXY Q+.和 ZXY (0/>为反应条
件进行 Q+个循环 %’;。反应结束后，在 %’;反应液
中加入普通 (U &’( 酶，ZXY X@进行 %’;产物 QW端
加“I”，以便于与克隆载体进行“8&I”连接。
!"% 克隆和表达载体的构建
按照 %*- ./0!12 324567试剂盒进行克隆载体的

构建和扩增。并进行 %’;、双酶切和基因测序鉴定。
用 $%#;!和 !"#!分别对克隆载体和 !"#$%&’(空
质粒进行双酶切后，进行割胶回收。采用 8S -EI
连接酶在 (CY连接目的基因和经双酶切的空载体，
过夜后转化至 )*(+, 大肠杆菌感受态中，并进行
%’;和双酶切鉴定。
!", 细胞培养和转染

A2!&X 细胞在 ;%*=&(CS+（含 (+[小牛血清、
(++"<\0F氨苄青霉素和 (++"<\0F庆大霉素）营养培
养液中常规培养（QZY、D[ ’]X）贴壁生长。收集对

数生长期的 A2!&X细胞，以 C ^ (+D \孔接种于 C孔培
养板，待细胞生长至 ,+[贴壁时换无血清 ;%*=&

(CS+培养液 X0F 备用。将表达重组体 !"#$%&’(&
UFPQ约 S"<用 XD+"F无血清无抗生素的 ;%*=&(CS+
细胞培养液稀释，加入用同样方法稀释的 D"F脂质
体 X+++，混匀，室温放置 X+0/>，即可形成脂质体&重
组体复合物，并立即作用于 A2!&X细胞［(+］。常规培
养 C@后换全培养液继续培养，(X@ O SP@内进行瞬时
表达分析，SP@后更换含 X++"<\0F #S(P的选择性培
养液筛选稳定表达的细胞株。稳定表达株仍以选择

性培养液进行传代培养。

!"- 转染产物的纯化
大量收获稳定转染的 A2!&X 细胞培养物，细胞

裂解液作用后，上 I:8I&2J!16727 蛋白纯化仪进行凝
胶过滤层析纯化，得到纯化的截短 UFPQ 基因表达
产物 8!!CD，用 _2.527> G165进行鉴定［((］。
!". 病毒效价滴定
于 A’*B感染后的第 (、X、Q和 S周，分别吸取

培养上清，冻存于 ‘ Z+Y冰箱保存。按 #/G.6>［(X］的
’%"终点稀释法在 A$细胞上滴定病毒 8’=-D+。

!"/ 动物免疫保护试验
L%$级 M91GN4小鼠随机分为 S组，每组 Q对。其

中 I组为 A’*B感染组；M组为 -EI免疫组；’组
为联合免疫组；-组为生理盐水对照组。前 Q 组小
鼠同时腹腔注射 A’*B 培养液 +VD0F\只（DV+ 16<
8’=-D+），-腹腔注射生理盐水 +VD0F\只。-组小鼠
在注射生理盐水前后不作任何处理，其余 Q组小鼠
在注射病毒 (周前分别作如下处理：I组，经股四头
肌多点注射 (++"F生理盐水；M、’组经股四头肌多
点注射 X++"< !"#$%&’(&UFPQ。在小鼠感染 A’*B
当日，按雌雄 ( a ( 进行分笼饲养，逐日检查怀孕情
况，M、’组在孕 ZH均用 X++< !"#$%&’(&UFPQ同样方
法加强免疫一次，M组在孕 (DH用同样方法再加强
一次，而 ’组在孕 (DH用 D+"F 8!!CD 蛋白（("<\"F）
R D+"F弗式完全佐剂（’$I）加强免疫一次。待小鼠
临产（妊娠 X+H），取母鼠眼眶血分离血清做抗体检
测，取胎鼠大脑做病毒分离和间接免疫荧光检测。

!"0抗体效价测定
采用间接 "F=LI法。用 !!CD蛋白常规包板，小

鼠待检血清从 ( a X 开始稀释，直至 ( a XD+ 为止。待
小鼠临产，取母鼠眼眶血分离血清检测抗 A’*B
!!CD特异性抗体，取母鼠脑组织和剖腹取胎鼠脑组
织作病毒分离。

!"!1 病毒分离
常规无菌操作下取出母鼠胎鼠双侧大脑皮层，

用细胞维持液制备成 ( ^ (+D \0F脑细胞悬液 ，低速

XDS #I] ;6><&G96 )* ’+ b \,%*’ -.%/#0.#+#1.%’ 2.3.%’（X++C）SC（Q）



离心后，取上清直接接种至 !"细胞，同时设置正常
细胞对照。对出现 !#$%特征 #&’者，取培养上清
做 &#(，检测 !#$% )*+。
!"!! 间接免疫荧光检测
常规冰盘上操作，眼眶取血后引颈处死小鼠，取

腹腔胎鼠大脑，选择一个较平整的切面，轻轻下压至

预涂粘附剂的载玻片上，冷丙酮固定，常规方法进行

间接免疫荧光反应。

!"!# 统计学处理
用 ,&,,软件进行单因素方差分析，组间两两比

较采用 -检验。

# 结果

#"! $%&’()*!)+,-.表达载体的构建及验证
截短 ./01基因 &#(产物连接至 &$)23 456789

:9;<=>构建克隆载体，由于在 &#(引物的 ?@端和 1@
端分别加有限制性酶切位点 !"#(!和 $%#!，用这
两种限制性内切酶进行双酶切，从克隆载体上酶切

下目的基因后。定向克隆至 7’A"&2#B相应的限制
性酶切位点 !"#(!和 $%#!位置后，转化至 C$BDE
大肠杆菌中培养。在培养过夜的平板上挑单菌落做

&#(验证，在 0F?G7 处有阳性 )*+ 片段，并挑单菌
落于含 1D"HI6/卡那霉素的 /J培养基中摇菌过夜
提取质粒，用 !"#(!和 $%#!进行双酶切验证，得
两条不同大小的 )*+ 片段，其中小片段大小为
0F?G7，即目的基因。经验证正确后，用 +JK1LDD（联
合基因）对插入目的基因进行测序，测序结果与

A9MJNMO中登录的基因完全一致。
#"# 转染表达重组体在 /0$)# 细胞中的表达筛选
和鉴定

用脂质体包裹转染 7’A"&2#B2./01表达重组体
于 !972P 细胞中后，继续培养细胞，并分别在 PFQ、
1RQ、F0Q和 LPQ F个时间点在荧光显微镜下观察细
胞中 A"& 的表达，并且使用 K6NH9 &>=;9445MH NMS
+MN8T454 ,T4<96：/95;N UV5M进行灰度值分析表明，在
1RQ左右表达量最高（图版!2+2N）。说明截短 ./01
基因在 !972P细胞中存在着瞬时表达效应。在转染
1RQ后，用 PDD"HI6/浓度的 AFB0进行稳定表达细胞
筛选，P周后可得到稳定表达细胞株（图版!2+2G）。
#". 12)(*1、343)(5&%和607809: ;<=8验证
在用 AFB0筛选稳定表达转染细胞株 P周后，收

集细胞分别提取 (*+ 和纯化蛋白进行 (32&#(、
,),2&+A’和 W94<9>M G8=<检测，(32&#(在 0F?G7 处
检测到目的基因；,),2&+A’显示，截短目的基因和

报告基因 ’A"&（LE0G7）表达融合蛋白的大小位于接
近 RRO)N 处，与 !#$% 感染 !" 培养物阳性对照
77R?位置相近，且 W94<9>M G8=<也在相应位置处检测
到阳性信号（图版!2J）。证实截短 ./01基因可以
在细胞中稳定表达。

#"> 动物保护试验
#">"! 抗体效价测定：+、J、# 1组母鼠免疫前均为
阴性，末次免疫后，+、J、# 1组均有一定效价的抗体
生成，其抗体平均效价分别为 B X PY?B、B X BPYRE和 B X
?DYLE。统计学分析表明，各组间总的比较，& Z
0DY0D（’ [ DYDB）；组间两两比较，J、#组的平均特异
性抗体与 +组比较差异均有显着性（’ [ DYD?，’ [
DYDB），#组特异性抗体平均效价高于 J组，差异有
显着性（’ [ DYD?）。对照组 )组抗体为阴性。说明
7’A"&2#B2./01重组体有一定的免疫原性，能刺激
机体产生有效特异性中和抗体，且该作用在与其表

达的目的蛋白 377R?联合免疫时，免疫效果更理想。
#">"# 病毒分离结果：+、J、# 1组小鼠母鼠大脑皮
质组织病毒分离以及 +组胎鼠大脑皮质组织病毒
分离在盲传后第 P 周均出现了典型的 !#$% #&’，
表现为细胞明显肿胀、变圆，胞内出现颗粒状物，透

明度明显降低，折旋光性增强，呈灶性病变，取细胞

培养物进行 &#(，!#$% )*+（./01）检测为阳性。
J、#组胎鼠和 ) 组母鼠大脑皮质组织病毒分离未
出现 #&’，与正常 !" 细胞无异，同时 !#$% 定性
&#(检测为阴性。
#">". 间接免疫荧光结果：用抗 !#$% 77R? 单克
隆抗体间接免疫荧光检测各组胎鼠大脑皮质压印片

中 77R?的表达情况。+组平均一个视野可见 F \ ?
个苹果绿色阳性细胞，位于胞核内；J组平均一个视
野可见 D \ B个苹果绿色阳性细胞；#和 )组未检测
到阳性信号（图版!2#）。

. 讨论

!#$%基因组长达 P1DOG，编码 PDD 多种蛋白
质。然而，关于这些蛋白质的功能，尤其在活动性和

潜伏性感染中的作用，到目前为止，知之甚少。由于

该病毒结构的复杂性，至今对于其确切的致病机理

及机体对该病毒感染的保护性免疫反应仍不清楚。

但越来越多的研究表明：!#$% 77R?在病毒感染及
诱导机体免疫反应中起重要作用，并且参与病毒基

因调节以及改变宿主细胞的代谢。

./01是一个全长 BR0RG7且为高 A#含量的基
因，因此其全长基因通过重组表达的有效性和可行

1?F高荣保等：!#$%截短 ./01基因真核表达重组体的构建、转染及其免疫效力研究 ] I微生物学报（PDDR）FR（1）



性在一定程度上受到了限制，并且全长 !"#$ 基因
存在激酶位点和核定位信号，可能容易发生基因整

合。因而选择一个有效表达基因在研究开发 %&’
或蛋白疫苗中起着至关重要的作用。本研究选取的

真核表达载体 ()*+,-./，其自身携带 *+,标签，可
随时跟踪其目的蛋白的表达与否；选取的目的基因

为删除主要核定位信号表位（0$1-02/33）的 4.56截
短 !"#$基因，其编码产物包含有大部分 789淋巴细
胞及 .9"优势表位。因而 ()*+,-./-!"#$重组体的
成功构建，并成功实现该基因在真核细胞中的稳定

表达。可能在如下一些方面为科研或应用提供基

础：（/）为进一步研究 ((20和 4.56感染提供重要
工具。尽管 4.56 ((20 在病毒感染中的作用仍不
是十分清楚，但研究表明，该蛋白在感染后快速核转

移提示其与病毒的侵入与复制启动有关［/$］；此外，

该基因在 4.56感染早期就开始表达，在晚期达到
表达高峰，说明其是在病毒感染的早晚期均进行表

达。这些结论说明 ((20 在病毒复制周期中可能起
着重要的作用，并且可能与病毒的感染状态有关。

因此，本研究中的表达重组体可能为进一步研究

((20在 4.56感染及其感染状态中的作用提供重
要工具。（:）为 4.56 感染的治疗研究提供一平
台。病毒感染后的治疗一直为科学研究的所困扰，

随着病毒学研究的不断深入，类似于 ;&’干扰的分
子治疗技术广泛受到病毒学家的重视。((20 蛋白
的编码基因 !"#$ 是早晚期基因，研究表明 4.56
立刻早期（<)）蛋白和八核苷酸序列（’999.***，3=-
0/ >?=@）的相互作用可能对 ((20 蛋白的表达很重
要［/A］，并且 ((20 蛋白在其羧基端有一个核靶向信
号和靠近它附近的核定位信号。从这些结果我们可

以认为，((20可能直接影响病毒对宿主细胞的感染
能力。因而 ()*+,-./-!"#$重组体的成功构建并在
真核细胞中得到稳定表达，其将为应用 ((20 对
4.56感染的分子治疗的研究提供一平台。
目前为止仍未获得一种安全有效的 4.56 疫

苗，机体的自然免疫反应不能清除 4.56。而针对
4.56的高感染率和其可垂直传播造成先天性感染
的特性，研制一有效疫苗是必要的。已有的研究证

明，结构成分有 B0C之多为 ((20的 4.56致密体，
在缺乏病毒基因表达的情况下，亦能有效的诱导针

对 4.56的特异性细胞和体液免疫［/0］，提示 ((20
具有较强的免疫原性，可诱导机体产生保护性抗病

毒免疫反应。4.56 ((20 在机体内的免疫作用也
为 4.56疫苗的研究提供了新的线索。本研究通

过 ()*+,-./-!"#$动物免疫保护试验显示，()*+,-
./-!"#$可作为 %&’疫苗在体内产生有效抗体，并
有阻止病毒垂直传播的保护性作用。因此，该研究

可为 ((20 4.56疫苗的研发和应用提供重要基础。
此外，由于 %&’D蛋白质联合免疫的方法在许多病毒
疫苗中得到应用，并且研究认为 %&’和蛋白质可以
协同作用［/2］。本研究在动物免疫保护试验中，母鼠

血清抗体检测和子鼠脑组织间接免疫荧光结果同时

表明，()*+,-./-!"#$初始D蛋白质增强联合免疫效
果要优于单一 ()*+,-./-!"#$免疫效果。目前研究
认为在蛋白质疫苗和 %&’疫苗联合应用时，较理想
的免疫方式为用 %&’疫苗初次免疫，以蛋白质疫苗
进行加强，可能免疫效果较好［/1］。本研究在选择

%&’疫苗和蛋白质疫苗联合免疫时，先用 %&’疫苗
免疫两次，再用蛋白质疫苗以 .+’ 为佐剂加强一
次，获得较好效果。但是，多种疫苗形式联合应用较

为复杂，接种顺序都会影响免疫应答的强弱，也会对

应答的类型产生作用；不同的佐剂类型和混合比例，

以及不同的抗原都可能会有所差异，因此须作进一

步的深入研究。
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