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单纯疱疹病毒 1 型糖蛋白 G 表达载体的构建及鉴定

黄涛 1， 严华 2， 龚文波 3， 林连成 1

摘要： ［ 目的 ］ 构建 gG-1 强抗原决定簇集中区对应基因的重组原核表达载体， 并对其进行鉴定。 ［ 方法 ］ 利用

DNAstar 软件分析 gG-1 强抗原决定簇的集中区， PCR 扩增相应基因片段， 将其定向克隆 至 原 核 表 达 载 体 pGEX-4T-1
中， 构建重组质粒 pGEX-4T-1 ／ gG-1， 并对其进行双酶切和 DNA 测序鉴定。 ［ 结果 ］ 成功构建了 pGEX-4T-1 ／ gG-1
重组原核表达载体， 且目的基因片段与 GenBank 中已公布序列一致性较高， 阅读框架正确。 ［ 结论 ］ pGEX-4T-1 ／ gG-
1 重组原核表达载体的成功构建， 为研制 HSV-1 型特异性基因工程诊断试剂奠定了基础。
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Abstract： ［Objective］ To construct and identify the procaryotic expression vector of the powerful epitopes of gG-1.
［Methods］ The domains of the powerful epitopes were analyzed by DNAstar and amplified by PCR， then the production was
directly cloned into procaryotic expression vector pGEX-4T-1 for construction of pGEX-4T-1 ／ gG-1， the recombinant plasmid
was identified by restriction endonuclease and DNA sequencing. ［Results］ The recombinant plasmid was successfully con-
structed， the comparison of inserted fragment with that reported in GenBank revealed that the identification was very high and
the inserted fragment was in proper order. ［Conclusion］ The successful construction of pGEX-4T-1 ／ gG-1 lays a good founda-
tion for the research of new type-specific serological detection of HSV-1.
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单纯疱疹病毒 （herpes simplex virus， HSV） 属于疱疹病毒

科 α 疱疹病毒亚科的具有代表性的疱疹病毒， 是 TORCH 综合

征的病原体之一。 根据抗原性的差别分为 HSV-1 和 HSV-2 两

种血清型。
在 目 前 已 发 现 并 正 式 命 名 的 HSV 12 种 ［1］包 膜 糖 蛋 白 中，

包膜糖蛋白 G （gG） 是 HSV-1 与 HSV-2 型间差异最大的一个

糖蛋白， 是抗 HSV 体液免疫应答的主要靶位， 可诱导机体产

生型特 异 性 抗 体 反 应 ［2］， 是 HSV 型 特 异 性 血 清 学 检 测 的 最 佳

抗原［3］。 gG 作为型特异性抗原， 在血清学诊断及疫苗研制方面

的应用前景已引 起 广 泛 关 注 ［4］。 本 研 究 克 隆 了 HSV-1 强 抗 原

决定簇较集中的 gG 基因片段， 构建并鉴定了其重组原核表达

载体， 为研制 HSV-1 型特异性基因工程诊断试剂奠定了基础。

1 材料与方法

1.1 材料

HSV-1 病 毒 SM44 株 、 大 肠 杆 菌 DH5α、 原 核 表 达 载 体

pGEX-4T-1 均为本室保存。
限 制 性 内 切 酶 EcoR I、 Sal I、 PrimeSTARTM HS DNA

Polymerase、 250 bp DNA Ladder Marker、 TaKaRa DNA Ligation
Kit Ver 2.0 均为宝生物工程 （大连） 有限公司产品； UNIQ-10
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柱式病毒 DNA 抽提试剂盒、 UNIQ-10 柱式 PCR 产物纯化试剂

盒、 UNIQ-10 柱式质粒小量抽提试剂盒、 UNIQ-10 柱式 DNA
胶回收试剂盒均为上海生工生物工程技术服务有限公司产品。
1.2 方法

1.2.1 DNA 提 取 采 用 “UNIQ-10 柱 式 病 毒 DNA 抽 提 试 剂

盒” 从热灭活并浓缩的 HSV-1 病毒液中提取病毒 DNA。
1.2.2 抗原性预测及引物设计 根据 GenBank： AF120934.1 中

已公布的 HSV-1 gG （gG-1） 基因序列， 用 DNAstar 软件中的

Protean 程序对整个氨基酸序列抗 原 性 相 关 指 标 进 行 分 析。 用

Oligo 软件在强抗原决定簇的集中区两端设计一对引物， 由上

海生工生物工程技术服务有限公司合成。 其中， 在上游引物中

增加一个 EcoR I 酶切位点， 在下游引物中增加一个 Sal I 酶切

位点。
1.2.3 PCR 扩 增 按 如 下 组 分 配 制 PCR 反 应 液 ： 5×PrimeS-
TARTMBuffer （Mg2+plus） 10 μl， dNTP Mixture （各 2.5 mmol ／ L）
4 μl， 上游引物 （10 μmol ／ L） 1 μl， 下游引物 （10 μmol ／ L） 1
μl， HSV -1 病 毒 DNA 模 板 0.5 μl， PrimeSTARTM HS DNA
Polymerase （2.5 U ／μl） 0.5 μl， 灭 菌 蒸 馏 水 33 μl， 总 体 积 50
μl。 按 如 下 反 应 条 件 进 行 PCR 扩 增： 98℃ 5 min； 98℃ 10 s，
60℃ 15 s， 72℃ 60 s， 30 个循环； 72℃延伸 10 min。
1.2.4 重组质粒的构建 将用 “UNIQ-10 柱式 PCR 产 物 纯 化

试剂盒” 纯化的 PCR 产物以及用 “UNIQ-10 柱式质粒小量抽

提试剂盒” 提取的 pGEX-4T-1 载体质粒 DNA， 分别经 EcoR I
和 Sal I 双酶切， 并用 “UNIQ-10 柱式 DNA 胶回收试剂盒” 纯

化 回 收 双 酶 切 产 物 ， 然 后 用 “TaKaRa DNA Ligation Kit Ver
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2.2 PCR 扩增

PCR 产物用 0.7%琼脂糖凝胶电泳， 结果显示在相对分子

量约 400 bp 处有一条特异性扩增条带， 与预期大小 （379 bp+
15 bp） 基本相符。 见图 2。
2.3 重组质粒的筛选

筛选在相对分子量 394 bp 附近可扩增出相应基因 片 段 的

重组菌 （图 3）， 确立为含 pGEX-4T-1 ／gG-1 重组质粒的阳性菌。
2.4 鉴定

2.4.1 双酶切鉴定 初步确立的阳性质粒， 经 EcoR I 和 Sal I
双酶切后， 可见约 4 900 bp 的载体片段和约 394 bp 的目的片

段 两 条 带 （图4）， 与 理 论 片 断 大 小 相 符 。 鉴 定 此 菌 确 为 含

pGEX-4T-1 ／ gG-1 重组质粒的阳性菌。

2.0” 对 两 者 进 行 连 接， 构 建 重 组 质 粒 pGEX-4T-1 ／ gG-1， 转

化大肠杆菌 DH5α 感受态细胞。
1.2.5 重组质粒的筛选 从 Amp+ LB 转化平板上挑取单菌落，
接种于 Amp+ LB 培养液中， 37℃振荡培养过夜。 次日， 取 1 μl
菌液作模板进行 PCR 扩增反应， 以筛选含重组质粒的阳性菌。
1.2.6 重组质粒的鉴定

1.2.6.1 双 酶 切 鉴 定 用 “UNIQ-10 柱 式 质 粒 小 量 抽 提 试 剂

盒” 对 筛 选 到 的 阳 性 菌 提 取 质 粒 DNA 后， 用 EcoR I 和 Sal I
对提取的质粒 DNA 进行双酶切， 以鉴定重组质粒。
1.2.6.2 测序鉴定 将筛选到的阳性菌， 送上海生工生物工程

技术服务有限公司进行 DNA 测序， 以鉴定重组质粒。

2 结果

2.1 抗原性预测

用 DNAstar 软件中的 Protean 程序对整个 gG-1 氨基酸序列

抗 原 性 相 关 指 标 （β 转 角、 无 规 卷 曲、 极 性、 可 塑 性、 亲 水

性、 表面可能性、 抗原指数） 进行分析， 从分析结 果 （图 1）
可见目的氨基酸序列 （虚线框内部分） 几乎涵盖了整个蛋白的

所有强抗原决定簇， 预测此序列有较好的抗原性。

图 1 DNAstar 软件对 gG-1 氨基酸序列抗原性相关指标的分析
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注： M： 5 μl 的 250 bp DNA Ladder Marker； 1： 2 μl 的 PCR 扩增产物

图 2 目的基因片段的 PCR 扩增

注： M： 250 bp DNA Ladder Marker； 1： 用 PCR 扩增产物作模板的阳

性对照； 2： 用含重组质粒的菌液作模板的试验组； 3： 用含载体质粒

的菌液作模板的阴性对照

图 3 pGEX-4T-1 ／ gG-1 重组质粒的 PCR 筛选

注： M： 250 bp DNA Ladder Marker； 1： 重组质粒双酶切产物

图 4 重组质粒的双酶切鉴定

2.4.2 测 序 鉴 定 将 鉴 定 含 pGEX-4T-1 ／ gG-1 重 组 质 粒 的 阳

性 菌 送 上 海 生 工 生 物 工 程 技 术 服 务 有 限 公 司 进 行 DNA 测 序，
用 DNAstar 软 件 中 的 MegAlign 程 序 将 测 序 结 果 （图 5） 与

GenBank： AF120934.1 中已公布的 gG-1 基因序列进行 比 对 分

析， 结 果 显 示 重 组 质 粒 的 DNA 序 列 与 GenBank： AF120934.1
基因序列的相应部分基本相符 （吻合率为 96.1%）， 且阅读框

架正确。

3 讨论

HSV 是 广 泛 感 染 人 类 的 一 种 病 毒， 无 论 是 发 展 中 国 家 还

是发达国家， 自然感染率都相当高 （在中国感染率高达 80%～
90%［5］）。 鉴 于 HSV 是 导 致 胎 儿 先 天 畸 形 和 死 亡 的 TORCH 病

原体之一， 感染后的临床症状又与带状疱疹、 脓疱疮、 手足口

病 类 似， 且 约 有 10%的 感 染 者 无 明 显 症 状 ［5］， 极 易 漏 诊 、 误

诊， 因此临床上多借助实验室检测技术对血清中 HSV 抗体进

行检测， 以准确诊断 HSV 感染。
目前， 国内检测 HSV 抗体的试剂盒， 多以 HSV 病毒培养

物粗提液为检测抗原， 抗原的纯度和专一性直接影响检测的灵

敏性和特异性， 这是造成不同厂家 （甚至同一厂家不同批次）
检 测 试 剂 盒 之 间， 结 果 存 在 差 异 的 主 要 原 因 ［6］。 另 外 ， 由 于

HSV 两型之间的核苷酸序 列 约 有 83%的 同 源 性， 某 些 蛋 白 氨

基酸序列的同源性甚至高达 85%， 两型之间不可避免地存在血

清 学 交 叉 反 应， 因 此 根 本 无 法 做 到 准 确 的 分 型 诊 断 ［7］。 国 际

上， 虽已有 几 家 大 型 生 物 公 司 （如 Focus、 Trinity、 Sigma 等）
研制并生产了用型特异性基因工程抗原做检测抗原的分型诊断

试剂盒， 但进口试剂盒价格昂贵， 限制了在国内基层医院的广

泛应用。
gG 是 HSV 型特异性的糖蛋白， 也是 HSV 体液免疫应答的

主要靶 位， 是 HSV 型 特 异 性 血 清 学 检 测 的 最 佳 抗 原 ［3］。 美 国

疾病控制中心在 2002 年颁布的性传播疾病的防治方针中已推

荐基于 gG-2 的型特异性血清学检测可用于诊断 HSV-2 的感染［8］，
国外上市的 HSV 血清学分型诊断试剂盒也均是以 gG 为基础研

制 开 发 的 。 研 究 认 为 ， 使 用 多 肽 做 抗 原 比 使 用 完 整 的 蛋 白

（gG， gD） 作抗原有 更 好 的 灵 敏 性 和 特 异 性 ［9，10］。 因 此， 本 研

究利用生物软件从全长的 gG-1 氨基酸序列中筛选出强抗原决

定簇较集中的部分 （其中包含了 gG-1 免疫优势氨基酸序列［11］），
构建并鉴定了其重组原核表达载体， 为进一步研制用相应的重

组蛋白多肽代替传统全病毒作检测抗原的国产分型诊断试剂盒

提供了依据。
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图 5 pGEX-4T-1 ／ gG-1 重组质粒的 DNA 测序结果
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