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人巨细胞病毒ｇＢ基因的构建、表达及鉴定
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　　摘　要：目的　构建人巨细胞病毒（ＨＣＭＶ）ｇＢ基因，并对ｐＥＴ２８ａ／ｇＢ重组质粒进行诱导表达，鉴定表达的目的蛋白。方法

　根据Ｇｅｎｅｂａｎｋ中 ＨＣＭＶ核苷酸序列设计引物，并在引物的５′、３′端分别加入ＢａｍＨⅠ、ＥｃｏＲⅠ限制性内切酶位点。特异性扩
增ｇＢ编码基因片段，同时构建含 ＨＣＭＶｇＢ编码基因的原核表达载体，对重组质粒进行诱导表达，用间接酶联免疫吸附测定
（ＥＬＩＳＡ）法对纯化的Ｎｉ／ｇＢ融合蛋白的灵敏度和特异度等生物活性进行鉴定，灵敏度可达９５％，特异度达９６．７％。结果　目的

蛋白经诱导后表达于上清液中，经鉴定，目的蛋白保留了天然蛋白原有的生物活性。结论　Ｎｉ／ｇＢ融合蛋白的获得，为研制以重

组蛋白代替传统全病毒作为检测抗原的新型 ＨＣＭＶ特异性免疫学检测试剂盒奠定了基础。
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　　人巨细胞病毒（ＨＣＭＶ）属于疱疹病毒β亚科，人群中的

感染率高达８０％～９０％，感染的初期是一个潜伏状态或低量

的慢性、非典型的隐性感染［１］，感染在免疫功能不成熟或缺陷

的人群中可引起严重疾病，其先天性感染还可引起流产、死胎、

畸形、发育迟缓等［２］。研究表明，ｇＢ蛋白是 ＨＣＭＶ表面重要

的糖蛋白之一，在病毒与宿主细胞膜的黏附、融合以及病毒进

入细胞和在细胞间的转移中起重要作用［３］。史文元等［４］证实

ＨＣＭＶｇＢ核酸疫苗能诱导小鼠产生较强的体液免疫应答。

本研究利用分子生物学方法，将 ＨＣＭＶ　ｇＢ编码基因插入原

核表达载体ｐＥＴ２８ａ中，构建了重组表达载体ｐＥＴ２８ａ／ｇＢ，对

重组质粒进行诱导表达。用ＥＬＩＳＡ间接法对纯化的Ｎｉ／ｇＢ融

合蛋白的灵敏度和特异度等生物活性进行鉴定。为研制以重

组蛋白代替传统的全病毒作为检测抗原的新型 ＨＣＭＶ特异

性免疫学检测试剂盒奠定了基础。

１　材料与方法

１．１　材料　人巨细胞ＡＤ１６９标准株购自武汉病毒研究所；含

ｐＥＴ２８ａ载体质粒的基因工程菌 ＤＨ５α、大肠杆菌表达菌株

ＢＬ２１（ＤＥ３），由深圳市赛芯生物技术研究所保存；１２０例临床

血清样本（阳性６０例、阴性６０例），由中国人民武装警察部队

广东省边防总队医院检验科收集；ＨＣＭＶ　ＩｇＭ 抗体检测试剂

盒（酶联免疫法），购自美国Ｔｒｉｎｉｔｙ公司；ＳＴ－３６０酶标仪，购自

上海市科华实验系统有限公司。

１．２　方法

１．２．１　引物的设计及合成　根据 ＨＣＭＶ　ＡＤ１６９株基因库序

列［５］，设计了１对寡聚核苷酸引物，上游引物Ｐ１：５′－ＣＧＧ　ＧＡＴ

ＣＣＴ　ＴＡＧ　ＣＣＧ　ＴＧＡ　ＣＣＡ　ＴＣＴ　ＡＣＴ　ＡＣＣ　ＴＧ－３′；下游引物

Ｐ２：５′－ＣＧＧ　ＡＡＴ　ＴＣＴ　ＴＡＧ　ＴＴＴ　ＣＣＧ　ＡＡＧ　ＣＣＧ　ＴＡＧ　ＣＡ－
３′（在上游增加酶切位点ＢａｍＨⅠ；在下游增加酶切位点ＥｃｏＲ

Ⅰ），由上海生工生物工程技术服务有限公司合成。

１．２．２　ＰＣＲ扩增　 按如下组分配制ＰＣＲ反应液：５×Ｐｒｉｍｅ－

ＳＴＡＲＴＭ缓冲液（含 Ｍｇ２＋）１０μＬ，ｄＮＴＰ混合物（２．５ｍｍｏｌ／Ｌ）

４μＬ，上游引物（１０μｍｏｌ／Ｌ）１μＬ，下游引物（１０μｍｏｌ／Ｌ）１μＬ，

ＨＣＭＶ病毒ＤＮＡ模板０．５μＬ，ＰｒｉｍｅＳＴＡＲＴＭ　ＨＳ　ＤＮＡ聚

合酶（２．５Ｕ／μＬ）０．５μＬ，灭菌蒸馏水３３μＬ，总体积５０μＬ。按
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如下反应条件进行ＰＣＲ扩增：９８℃变性５ｍｉｎ；９８℃１０ｓ，６６

℃１５ｓ，７２℃６０ｓ，３０个循环；７２℃延伸１０ｍｉｎ。

１．２．３　重组质粒的构建及鉴定　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ｐＥＴ２８ａ载体质粒 ＤＮＡ，分别经

ＥｃｏＲⅠ和ＢａｍＨⅠ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　２．０”对两者进行连接，构建重组质粒ｐＥＴ２８ａ／ｇＢ，转

化大肠杆菌ＢＬ２１感受态细胞。经过ＰＣＲ鉴定，同时进行测

序确认后提取重组质粒备用。

１．２．４　重组质粒的诱导表达　将转化有ｐＥＴ２８ａ／ｇＢ重组质

粒的大肠杆菌ＢＬ２１（ＤＥ３），以确立的最佳诱导条件（Ａ６００＝

０．６～０．７、ＩＰＴＧ终浓度为０．８ｍｍｏｌ／Ｌ、３７℃诱导培养４ｈ）进

行目的蛋白的诱导表达，将诱导后的菌液以冰浴超声波法［６］进

行细菌破碎，超声离心后上清和沉淀分别进行ＳＤＳ－ＰＡＧＥ电

泳，以确定目的蛋白的表达形式。

１．２．５　重组蛋白的活性鉴定　用 Ｎｉ／ｇＢ融合蛋白作包被抗

原，以确定的最佳反应模式（蛋白包被浓度为４０ｎｇ／孔、ＨＲＰ
标记鼠抗人ＩｇＭ单抗浓度为１∶２　０００），用ＥＬＩＳＡ间接法对

１２０例对照血清进行检测，分析重组蛋白生物活性。

２　结　　果

２．１　目的片段的扩增　以 ＨＣＭＶ基因组ＤＮＡ为模板，Ｐ１／

Ｐ２为引物进行ＰＣＲ扩增，ＰＣＲ产物用０．７％琼脂糖凝胶电

泳，结果显示在４２０ｂｐ处有一条特异性扩增条带，与预期片段

大小（４１７ｂｐ）基本相符。见图１。

　　Ｍ：５００ｂｐ　ＤＮＡ标准带；１～２：ＰＣＲ扩增产物。

图１　　目的基因片段的ＰＣＲ扩增产物电泳图

２．２　重组质粒的鉴定及测序　以选择培养基上的单菌落为模

板，用特异性引物经ＰＣＲ扩增得到４２０ｂｐ左右的ＤＮＡ条带，

与预期片段大小一致，见图２；其中９个克隆子都成功扩增，筛

选出含有目的基因的阳性克隆进行测序。将鉴定含ｐＥＴ２８ａ／

ｇＢ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，结果显示重组质粒的ＤＮＡ序列与 ＨＣＭＶ基

因序列的相应部分完全相符（Ｍ２８３５０．１），且阅读框架正确见

附图１（结果图见《国际检验医学杂志》网站主页“论文附件”）。

２．３　重组质粒的诱导表达　 经１２％ＳＤＳ－ＰＡＧＥ电泳发现，含

ｐＥＴ２８ａ／ｇＢ重组质粒的ＢＬ２１（ＤＥ３）经诱导后表达相对分子质

量约为２２×１０３ 的Ｎｉ／ｇＢ融合蛋白，与预期结果相符；Ｎｉ／ｇＢ

融合蛋白以可溶性蛋白形式存在于超声离心后的上清中，见

图３。

　　Ｍ：２　０００ｂｐ　ＤＮＡ标准带；１～９：ＰＣＲ扩增产物。

图２　　ＰＣＲ扩增产物电泳鉴定图

　　Ｍ：蛋白质相对分子质量标准带；１：超声裂解诱导产物的离心沉

淀；２：超声裂解诱导产物的离心上清。

图３　　重组质粒表达的ＳＤＳ－ＰＡＧＥ电泳分析

２．４　重组蛋白的活性鉴定　 对已知６０例阳性血清、６０例阴
性血清进行检测，５７例阳性符合，５８例阴性符合，见附图２、３
（结果图见《国际检验医学杂志》网站主页“论文附件”）。

ｐＥＴ２８ａ／ｇＢ融合蛋白作为检测抗原的灵敏度为９５．０％（５７／

６０）；特异度为９６．７％（５８／６０）。

３　讨　　论
经鉴定，ｐＥＴ２８ａ／ｇＢ融合蛋白以９５．０％的较高灵敏度和

９６．７％的高特异度与相应对照血清发生反应。初步证明，虽然
原核表达系统在蛋白表达后期缺乏糖基化、磷酸化等修饰过
程，表达蛋白与天然蛋白的构象差距往往较大，生物学活性难
以较好地保存［７］，但本研究中表达的ｐＥＴ２８ａ／ｇＢ融合蛋白却

很好地保留了ｇＢ天然蛋白相应的生物活性。

ＨＣＭＶ在其编码的６５种糖蛋白中，ｇＢ蛋白的抗原性研
究最为清楚，其中共发现了３个线性化抗体结合位点：ＡＤ－１
（５６０～６４０）、ＡＤ－２（６４～７２）和 ＡＤ－３（５０～５４）［８］，可诱导机体

产生中和抗体，因此许多学者将其作为疫苗研制的靶抗原。

本文根据 ＨＣＭＶ　ＡＤ１６９株全基因序列设计引物，扩增主
要抗原区域，获得了高特异度和高灵敏度的抗原，不仅对提高
目前 ＨＣＭＶ免疫学检测的灵敏度和特异度具有重要实用价
值，同时对研制 ＨＣＭＶ基因工程疫苗也具有重要指导意义。

接下来，本研究组仍将继续加大对照血清样本量，对重组蛋白
进行更广泛的活性鉴定，以期最终开发出以重（下转第３９３页）
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以上的精子，每样本检测２次并取平均值。流式细胞仪测定精
子凋亡率，设定阴、阳性对照。将正常精液作为阴性对照，用氨
甲蝶呤诱导精子凋亡（即接触６ｈ）的精液作为阳性对照［６］。

１．４　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１０．０软件进行统计学分析，计
量资料以ｘ±ｓ表示，组间比较采用ｔ检验，Ｐ＜０．０５为差异有
统计学意义。

２　结　　果
少精子症组凋亡率为（２７．０±１１．２）％，弱精子症组凋亡率

为（１６．８±９．８）％，精子畸形组凋亡率为（２３．０±９．９）％，分别
与相应的作为对照的正常组进行比较，差异均有统计学意义
（Ｐ＜０．０１）；正常生育组与不育症组的凋亡率分别为（１６．０±
７．５）％、（８．４±９．４）％，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０１）。见
表１～４。

表１　　不同精子密度组间凋亡率比较（ｘ±ｓ）

分组 ｎ 精子密度（×１０６／ｍＬ） 凋亡率（％）
少精子症组 ４０　 １３．４±１．８　 ２７．０±１１．２＊

精子密度正常组 １２　 ９９．７±７７．７　 １２．７±７．９

　　＊：Ｐ＜０．０１，与精子密度正常组比较。

表２　　不同ＰＲ％组间凋亡率比较（ｘ±ｓ）

分组 ｎ　 ＰＲ％ 凋亡率（％）

弱精子症组 ３６　 ３８．２±１１．８　 １６．８±９．８＊

ＰＲ％正常组 １６　 ６７．５±９．０　 ８．９±８．８

　　＊：Ｐ＜０．０１，与ＰＲ％正常组比较。

表３　　不同精子形态组间凋亡率比较（ｘ±ｓ）

分组 ｎ 精子正常形态率（％） 凋亡率（％）

精子畸形组 ８　 ３．５±０．８　 ２３．０±９．９＊

精子形态正常组 ４４　 １２．７±５．６　 １１．８±７．３

　　＊：Ｐ＜０．０１，与精子形态正常组比较。

表４　　不同生育结局组间凋亡率比较（ｘ±ｓ）

分组 ｎ 年龄（岁） 凋亡率（％）

不育症组 ３６　 ３０．１±４．３△ １６．０±７．５＊

正常生育组 １６　 ２９．０±５．０　 ８．４±９．４

　　＊：Ｐ＜０．０１，与正常生育组比较；△：Ｐ＞０．０５，与正常生育组比较。

３　讨　　论
在体外，不同个体的精子凋亡差异较大［７］。精子凋亡在不

同生理或病理状况下表现不同，如果要将精子凋亡作为一项男
性不育的检测指标，应严格控制受检对象的纳入标准，如存在
静脉曲张等男性疾病，可能导致结果出现较大偏差。

笔者采用了胡静等［３］等建立的流式细胞术检测法，进行了
精子凋亡的检测。发现精子凋亡率在少精子症、弱精子症、精
子畸形组中均有不同程度的升高。精子质量差的患者一般伴
随有精子凋亡的异常，而异常的精子凋亡可能影响患者的生育
结局。本研究检测的例数偏少，还需要通过增加标本量或采用
荟萃分析的方法进行验证。

精子凋亡与男性不育有着非常密切的关系。但需要注意
的是精子凋亡率的检测由于方法学的缘故个体差异较大，影响
检测结果的影响因素较多，目前只建议作为精子生育力评估的
一项参考指标。
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组蛋白代替传统的全病毒作为检测抗原的实用型 ＨＣＭＶ特
异性免疫学检测试剂盒。
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