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犎犛犞２多功能蛋白犐犆犘２７真核表达载体构建及其在犞犲狉狅细胞中的表达
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［摘　要］　目的　构建单纯疱疹病毒２型（ＨＳＶ２）多功能蛋白感染细胞多肽２７（ＩＣＰ２７）真核表达载体ｐＣＤＮＡ

３．０ＩＣＰ２７，并检测其在非洲绿猴肾细胞（Ｖｅｒｏ）中的表达。方法　提取病毒株ＨＳＶ２３３３ＤＮＡ，用高保真ＤＮＡ聚

合酶对多功能蛋白犐犆犘２７基因进行高保真扩增，用双酶切连接至真核表达载体ｐＣＤＮＡ３．０中。ｐＣＤＮＡ３．０ＩＣＰ２７

经双酶切、测序验证，并通过脂质体介导质粒瞬时转染Ｖｅｒｏ细胞，经ＲＴＰＣＲ和Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ＩＣＰ２７蛋白的

表达。结果　ｐＣＤＮＡ３．０ＩＣＰ２７经双酶切可切出目的片段，测序结果经比对，与基因库中的序列完全一致。转染

后经ＲＴＰＣＲ和Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测，证实转染重组质粒组有ＩＣＰ２７蛋白表达，而转染空质粒组及未转染组没有检

测到ＩＣＰ２７的表达。结论　成功构建了ＨＳＶ２多功能蛋白ＩＣＰ２７真核表达载体ｐＣＤＮＡ３．０ＩＣＰ２７，并能在Ｖｅｒｏ

细胞中表达。
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［ＣｈｉｎＩｎｆｅｃｔＣｏｎｔｒｏｌ，２０１１，１０（２）：８１－８５］

　　单纯疱疹病毒２型（ｈｅｒｐｅｓｓｉｍｐｌｅｘｖｉｒｕｓ，

ＨＳＶ２）是引起生殖器疱疹的主要病原体。ＨＳＶ２

沿感觉神经传播并潜伏于感觉神经节内，可因各种

应激反应而复发。目前还无特效药物控制ＨＳＶ的

感染和复发，而且其潜伏复发的分子机制不明确。

ＨＳＶ２潜伏复发的基因表达过程受到级联作用的

调节，这些病毒基因可被分成３大类，包括立即早期

（ＩＥ）基因、早期（Ｅ）基因和晚期（Ｌ）基因
［１］。ＩＥ基
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因在新生病毒蛋白尚未合成时即可被转录。ＩＥ基

因的产物ＩＣＰ０、ＩＣＰ４、ＩＣＰ２２、ＩＣＰ２７和ＩＣＰ４７共同

调节所有病毒蛋白的表达，并发挥不同的功能［２］。

感染细胞多肽２７（ｉｎｆｅｃｔｅｄｃｅｌｌｐｏｌｙｐｅｐｔｉｄｅ２７，ＩＣＰ

２７）是一个多功能蛋白，由５１２个氨基酸组成，分子

量约为６３ｋＤ。国外对ＨＳＶ１ＩＣＰ２７的研究发现，

其不但对宿主细胞基因的表达具有调节作用［３－４］，

而且还可能参与细胞的凋亡［５－７］。有关 ＨＳＶ２

ＩＣＰ２７的功能及其对宿主细胞生物学影响的研究尚

无报道。为此，本研究首次构建了ＨＳＶ２ＩＣＰ２７真

核表达质粒ｐＣＤＮＡ３．０ＩＣＰ２７，建立ＩＣＰ２７在Ｖｅ

ｒｏ细胞中瞬时高表达的模型，为进一步研究ＨＳＶ２

ＩＣＰ２７对宿主细胞的生物学作用奠定了基础。

１　材料与方法

１．１　材料

１．１．１　实验株来源　病毒株、菌株、细胞及质粒

ＨＳＶ２３３３株、犈．犮狅犾犻Ｔｏｐ１０、非洲绿猴肾细胞

（Ｖｅｒｏ）及质粒ｐＣＤＮＡ３．０均为本实验室保存。

１．１．２　主要试剂　ＰｆｘＤＮＡ 聚合酶、ＰｕｒｅＬｉｎｋ

ＨｉｐｕｒｅＰｌａｓｍｉｄＭｉｄｉｐｒｅｐｋｉｔ及ＴＲＩｚｏｌ购自上海

Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司；病毒基因组提取试剂盒、质粒小提

试剂盒、胶回收试剂盒及逆转录试剂盒购自ＴａＫａ

Ｒａ（大连）；胎牛血清、新生牛血清及ＲＰＭＩ１６４０培

养基购自 Ｈｙｃｌｏｎｅ公司；ＥｃｏＲⅠ、ＢａｍＨ Ⅰ及Ｔ４

ＤＮＡ连接酶为ＮＥＢ公司产品；转染试剂盒Ｘｆｅｃｔ

购自Ｃｌｏｎｔｅｃｈ；ＲＩＰＡ细胞裂解液购自上海申能博

彩公司；鼠抗ＩＣＰ２７单抗购自Ａｂｃａｍ，ＨＲＰ标记抗

鼠多克隆抗体购自ＣＳＴ公司；ＥＣＬ发光液为Ｍｉｌｌｉ

ｐｏｒｅ公司产品。

１．１．３　引物的设计与合成　犐犆犘２７上游引物Ｐ１：

５′－ＣＣＧＧＡＡＴＴＣＧＧＣＧＡＣＣＴＡＣＡＡＣＡＴＧＧＣ

ＴＡＣＣ－３′（下划线部分为ＥｃｏＲⅠ酶切位点）；下游

引物 Ｐ２：５′－ＣＧＣＧＧＡＴＣＣＧＣＧＴＣＴＧＣＣＧＴ

ＧＡＧＴＴＣＣＴＧ－３′（下划线部分为ＢａｍＨⅠ酶切位

点）。内参β犪犮狋犻狀上游引物 Ｐ３：５′－ＣＧＴＡＣ

ＣＡＣＴＧＧＣＡＴＣＧＴＧＡＴ－３′；下游引物Ｐ４：５′－

ＧＴＧＴＴＧＧＣＴＧＡＣＡＧＧＴＣＴＴＴＧ－３′。上述引物

由上海Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司合成。

１．２　方法

１．２．１　Ｖｅｒｏ细胞的培养　用含１０％胎牛血清的

ＲＰＭＩ１６４０培养基在３７℃、５％ＣＯ２及饱和湿度条

件下对Ｖｅｒｏ细胞进行常规培养，２～３ｄ以１!３进

行一次传代。

１．２．２　病毒的接种及基因组的提取　ＨＳＶ２感染

Ｖｅｒｏ细胞参考高建等
［８］报道的方法，并于显微镜下

观察细胞病变。待７０％～８０％的细胞发生病变时收

集细胞，反复冻融使细胞充分裂解，低速离心后取上

清液，用病毒基因组提取试剂盒提取ＨＳＶ２基因组。

１．２．３　聚合酶链反应（ＰＣＲ）扩增犐犆犘２７基因　以

提取的病毒基因组为模板，ＰＣＲ扩增犐犆犘２７基因。

反应体系：１０×Ｐｆｘ扩增缓冲液２．５μＬ，ｄＮＴＰ（各

２．５ｍｍｏｌ／Ｌ）０．５μＬ，５０ｍｍｏｌ／ＬＭｇＳＯ４０．５μＬ，

引物Ｐ１、Ｐ２各０．５μＬ，病毒基因组１μＬ，１０×ＰＣＲ

加强液缓冲液５μＬ，ＰｆｘＤＮＡ聚合酶０．３μＬ，加双

蒸水至２５μＬ。扩增条件：９４℃预变性４ｍｉｎ；９４℃

变性１５ｓ，６８℃退火，延伸２ｍｉｎ１５ｓ，共３５个循环；

７２℃再延伸５ｍｉｎ后冷却至４℃。１％琼脂糖电泳

检测ＰＣＲ产物。

１．２．４　真核表达质粒ｐＣＤＮＡ３．０ＩＣＰ２７的构建及

鉴定　ＥｃｏＲⅠ、ＢａｍＨ Ⅰ双酶切质粒ｐＣＤＮＡ３．０

及ＰＣＲ产物。酶切后的产物经胶回收，Ｔ４ＤＮＡ连

接酶于１６℃过夜连接目的基因及载体。连接产物

转化感受态的犈．犮狅犾犻Ｔｏｐ１０，经氨苄西林抗性培养

基筛选，菌落 ＰＣＲ 鉴定阳性克隆，提取质粒，

ＥｃｏＲⅠ、ＢａｍＨⅠ双酶切及测序鉴定，将完全正确

的质粒命名为ｐＣＤＮＡ３．０ＩＣＰ２７。

１．２．５　ｐＣＤＮＡ３．０ＩＣＰ２７转染Ｖｅｒｏ细胞　待６

孔板中的细胞生长密度达到７０％～８０％时，用

Ｘｆｅｃｔ转染试剂盒分别将ｐＣＤＮＡ３．０ＩＣＰ２７、ｐＣＤ

ＮＡ３．０转染至Ｖｅｒｏ细胞。具体方法参照Ｃｌｏｎｔｅｃｈ

公司的ＸｆｅｃｔＴＭＴｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎＲｅａｇｅｎｔｓ说明书。

１．２．６　ＲＴＰＣＲ鉴定ＩＣＰ２７在Ｖｅｒｏ细胞中表达

　转染４８ｈ后，收获细胞提取总ＲＮＡ。逆转录试

剂盒合成ｃＤＮＡ，以此为模板，ＰＣＲ扩增ＩＣＰ２７及

β犪犮狋犻狀。反应体系：１０×Ｐｆｘ扩增缓冲液２．５μＬ，

ｄＮＴＰ（各２．５ｍｍｏｌ／Ｌ）０．５μＬ，５０ｍｍｏｌ／ＬＭｇＳＯ４

０．５μＬ，引物Ｐ１、Ｐ２或Ｐ３、Ｐ４各０．５μＬ，逆转录产

物ｃＤＮＡ３μＬ，１０×ＰＣＲ加强液缓冲液５μＬ，Ｐｆｘ

ＤＮＡ聚合酶０．３μＬ，加双蒸水至２５μＬ。扩增

犐犆犘２７基因条件同１．２．３，共２５个循环；扩增

β犪犮狋犻狀基因的条件为：９４℃预变性４ｍｉｎ；９４℃变性

２５ｓ，５５℃退火３０ｓ，７２℃延伸３０ｓ，共２５个循环；

７２℃再延伸５ｍｉｎ后冷却至４℃。ＰＣＲ产物经１％

琼脂糖电泳鉴定。

１．２．７　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ＩＣＰ２７蛋白　转染４８ｈ

后，贴壁细胞经消化后离心，弃上清，用预冷ＰＢＳ洗
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３次。加２０μＬＲＩＰＡ细胞裂解液，充分裂解细胞后

于４℃、１２０００ｇ离心３０ｍｉｎ。上清ＳＤＳＰＡＧＥ电

泳后转印至ＰＶＤＦ膜，一抗为小鼠抗ＩＣＰ２７单克隆

抗体，二抗为ＨＲＰ标记的抗小鼠多克隆抗体，ＥＣＬ

化学发光显色，Ｘ光片显影。

２　结果

２．１　ＨＳＶ２感染Ｖｅｒｏ细胞致细胞病变　ＨＳＶ２

感染４８ｈ后，Ｖｅｒｏ细胞肿胀，变圆，呈空泡化，核膜

破裂，染色质浓缩；部分细胞碎裂、细胞器溶解等，发

生典型的细胞病变。见图１。

　　　　Ａ　正常Ｖｅｒｏ细胞 （ｎｏｍａｌＶｅｒｏｃｅｌｌ）　　　　　　　Ｂ　ＨＳＶ２感染Ｖｅｒｏ细胞４８ｈ后 （ｔｈｅＶｅｒｏｃｅｌｌｓ

ｉｎｆｅｃｔｅｄｂｙＨＳＶ２ｆｏｒ４８ｈｏｕｒｓ）

图１　正常Ｖｅｒｏ细胞与ＨＳＶ２感染Ｖｅｒｏ细胞对比（×２００）

犉犻犵狌狉犲１　ＮｏｒｍａｌＶｅｒｏｃｅｌｌｓａｎｄＶｅｒｏｃｅｌｌｓｉｎｆｅｃｔｅｄｂｙＨＳＶ２（×２００）

２．２　犐犆犘２７基因的扩增　以提取的病毒基因组为

模板，Ｐ１、Ｐ２为引物扩增犐犆犘２７基因，ＰＣＲ凝胶电

泳。以２０００ｂｐＤＮＡｌａｄｄｅｒｍａｒｋｅｒ为参照，所扩

增条带与预期片段大小（１７４０ｂｐ）一致，见图２。
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　　Ｍ：ＤＮＡｍａｒｋｅｒ；１：犐犆犘２７基因ＰＣＲ扩增产物（犐犆犘２７

ｇｅｎｅＰＣＲｐｒｏｄｕｃｔ）

图２　犐犆犘２７基因ＰＣＲ扩增产物的琼脂糖凝胶电泳

犉犻犵狌狉犲２　Ａｇａｒｏｓｅｇｅｌｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓｏｆ犐犆犘２７ｇｅｎｅＰＣＲ

ｐｒｏｄｕｃｔ

２．３　重组质粒ｐＣＤＮＡ３．０ＩＣＰ２７双酶切及测序鉴

定　ＥｃｏＲⅠ、ＢａｍＨⅠ双酶切重组质粒，酶切后经

凝胶电泳鉴定，结果显示，在约２０００ｂｐ及５０００ｂｐ

处出现条带，与预期相符，见图３。测序结果经

Ｂｌａｓｔ比对分析，与美国国立生物技术信息中心

（ＮＣＢＩ）中的序列完全一致。
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　　Ｍ：ＤＮＡｍａｒｋｅｒ；１：ＥｃｏＲⅠ、ＢａｍＨⅠ双酶切重组质粒

ｐＣＤＮＡ３．０ＩＣＰ２７（ＤｏｕｂｌｅｄｉｇｅｓｔｉｏｎｏｆｐＣＤＮＡ３．０ＩＣＰ２７ｂｙ

ＥｃｏＲⅠａｎｄＢａｍＨⅠ）

图３　重组质粒ｐＣＤＮＡ３．０ＩＣＰ２７的双酶切鉴定

犉犻犵狌狉犲３　ＩｎｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆｐＣＤＮＡ３．０ＩＣＰ２７ｂｙｄｏｕｂｌｅｄｉ

ｇｅｓｔｉｏｎ
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２．４　重组质粒ｐＣＤＮＡ３．０ＩＣＰ２７转染Ｖｅｒｏ细胞

及表达鉴定　重组质粒ｐＣＤＮＡ３．０ＩＣＰ２７及质粒

ｐＣＤＮＡ３．０转染Ｖｅｒｏ细胞４８ｈ后，ＲＴＰＣＲ结果

表明只有转染重组质粒ｐＣＤＮＡ３．０ＩＣＰ２７的Ｖｅｒｏ

细胞所提取的ＲＮＡ才能扩增出犐犆犘２７基因，而

β犪犮狋犻狀（４５２ｂｐ）在转染了２种质粒的Ｖｅｒｏ细胞所

提取的ＲＮＡ中均可扩增出来，见图４。Ｗｅｓｔｅｒｎ

ｂｌｏｔ结果显示，在转染ｐＣＤＮＡ３．０ＩＣＰ２７的Ｖｅｒｏ

细胞中能检测到ＩＣＰ２７蛋白，而在转染空质粒的

Ｖｅｒｏ细胞中未检测到，见图５。
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　　Ｍ：ＤＮＡｍａｒｋｅｒ；１：Ｖｅｒｏ细胞／ｐＣＤＮＡ３．０ＩＣＰ２７（Ｖｅ

ｒｏｃｅｌｌｓ／ｐＣＤＮＡ３．０ＩＣＰ２７）；２：Ｖｅｒｏ细胞／ｐＣＤＮＡ３．０（Ｖｅ

ｒｏｃｅｌｌｓ／ｐＣＤＮＡ３．０）

图４　ＲＴＰＣＲ鉴定犐犆犘２７基因在Ｖｅｒｏ细胞中的表达

犉犻犵狌狉犲４　Ｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆ犐犆犘２７ｇｅｎｅｉｎＶｅｒｏｃｅｌｌｓｉｄｅｎｔｉ

ｆｉｅｄｖｉａＲＴＰＣＲ
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　　１：Ｖｅｒｏ细胞／ｐＣＤＮＡ３．０（Ｖｅｒｏｃｅｌｌｓ／ｐＣＤＮＡ３．０）；２：

Ｖｅｒｏ细胞／ｐＣＤＮＡ３．０ＩＣＰ２７（Ｖｅｒｏｃｅｌｌｓ／ｐＣＤＮＡ３．０

ＩＣＰ２７）

图５　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ＩＣＰ２７蛋白

犉犻犵狌狉犲５　ＤｅｔｅｃｔｉｏｎｏｆＩＣＰ２７ｐｒｏｔｅｉｎｖｉａＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ

３　讨论

ＩＣＰ２７是一个能在细胞核与细胞质中穿梭的

ＲＮＡ结合蛋白，该蛋白有一个精氨酸和甘氨酸丰富

的结构域ＲＧＧｂｏｘ，使它能够与ＲＮＡ结合。ｍＲ

ＮＡ穿梭于细胞核与胞浆之间，这有利于ＨＳＶｍＲ

ＮＡｓ的排出
［９－１０］。ＩＣＰ２７也有２个核定位序列

（ＮＬＳ）和一个亮氨酸富集序列，与人免疫缺陷病毒

（ＨＩＶ）蛋白Ｒｅｖ的出核转运序列（ＮＥＳ）非常相似。

因此，ＨＳＶ２与ＨＩＶ具有协同感染的作用
［１１］。

病毒潜伏基因在疱疹病毒家族中是一个非常独

特的生物学现象。ＨＳＶ在感染的黏膜细胞通过感

觉神经元上行至神经节中潜伏，在潜伏期间，ＨＳＶ

基因组维持一个环状的ＤＮＡ，潜伏的ＨＳＶ可能在

各种刺激下，比如神经纤维支配的组织损伤或者应

激时被活化，这就可能导致细胞凋亡，为了维持病毒

的潜伏，受病毒感染细胞的凋亡作用必须被保护。

一些与凋亡相关的病毒蛋白或基因已陆续得到确

定［１２］。ＨＳＶ含有多个能调节宿主细胞凋亡的基

因，如 犝犛３、犝犛５、犝犛６、犐犆犘２２、犔犃犜 等［１３－１４］。

ＨＳＶ１ＩＣＰ２７参与潜伏病毒的再活化过程，在活化

过程中，ＩＣＰ２７的高表达可导致细胞凋亡。在研究

ＨＳＶ１诱导细胞凋亡时发现，ＩＣＰ２７参与了激活

ｐ３８和ＪｕｎＮ末端蛋白激酶（ＪＮＫ）丝裂原活化蛋

白激酶（ＭＡＰＫ）信号通路，这２个通路的激活能使

Ｂｃｌ２失稳定化而导致细胞凋亡
［５］。ＩＣＰ２７与病毒

复制、转录激活、ＲＮＡ稳定性、凋亡以及潜伏病毒的

再活化有关，而病毒的潜伏再活化与凋亡和氧化应

激密切相关［６］。但Ａｕｂｅｒｔ等
［７］认为ＨＳＶ１的调节

蛋白ＩＣＰ２７对阻止感染的人细胞凋亡是必需的。

此外，在 ＨＳＶ潜伏与再激活的过程中，ＴＧＦβ和

ＳＭＡＤ通路的激活所导致的细胞凋亡也是不可忽

视的［１５］，ＨＳＶＩＣＰ２７在参与细胞凋亡时是否与这

些通路有关，目前还不清楚。

本研究以真核表达质粒ｐＣＤＮＡ３．０作为表达

载体，将犐犆犘２７基因插入其中，通过酶切、测序等验

证，成功构建了真核表达载体ｐＣＤＮＡ３．０ＩＣＰ２７。

Ｖｅｒｏ细胞在研究ＨＳＶ１所致凋亡中是一个经典的

细胞宿主［１６］，本研究通过脂质体介导的ｐＣＤＮＡ

３．０ＩＣＰ２７瞬时转染Ｖｅｒｏ细胞。分别在ｍＲＮＡ及

蛋白水平检测ＩＣＰ２７的表达和分泌，表明所构建的

载体可以在Ｖｅｒｏ细胞中成功表达，建立了ＩＣＰ２７

在Ｖｅｒｏ细胞高表达模型。为进一步探讨 ＨＳＶ２

ＩＣＰ２７在细胞内与凋亡相关的生物学功能，阐明

ＩＣＰ２７在病毒潜伏与再激活过程中的作用奠定了基

础，为临床防治生殖器疱疹提供了实验依据。
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《中国中医药咨讯》征订征稿启事

《中国中医药咨讯》杂志（半月刊）是经国家新闻出版总署正式批准，中国科学技术协会主管，中华中医药学会主办的国家

级医药卫生综合类专业学术期刊。国内刊号：ＣＮ１１－５５６０／Ｒ，国际刊号：ＩＳＳＮ１８１７－２０１６。为中国核心期刊来源期刊、中国

学术期刊综合评价数据库来源期刊、中国科技部《中文科技资料目录—医药卫生》核心期刊、《中国期刊网》《中国学术期刊（光

盘版）》全文数据库全文收录期刊、中国生物医学文献数据库（ＣＢＭ）来源期刊，创刊于２００９年。定价：每期１８元。

１　主要栏目 　论著、综述、基础研究、临床研究、中西医结合、经验交流、医学教育、病例报告、误诊分析、医院管理、护理研究等。

２　稿件要求　文稿应具有科学性、实用性和创新性，资料应真实可靠，数据准确，论点明确，文字精炼，层次清楚。论著、综

述、基础研究等论著类文章一般不超过８０００字 ，其他栏目文章不超过３０００字。

２．１　文题　文题应简明扼要，重点突出。中文文题一般以２０个汉字以内为宜，尽量不用缩略语。

２．２　作者　作者姓名在文题下按序排列 ，排序应在投稿时确定，稿件修改及编排过程中一般不宜再做更改。确需变更时必须

由第一著者出具书面证明并加盖有关单位公章。应注明著者单位全称、所在科室及详细地址、邮政编码、联系电话和电子信箱。

２．３　摘要及关键词　论著类文章须附中文摘要，其中临床研究、实验研究类文章应按照目的、方法、结果、结论的结构编写摘

要 ，字数以２００字左右为宜。论著类文章需标出２～５个关键词。

２．４　参考文献　著录格式参考《文后参考文献著录规则》（ＧＢ／Ｔ７７１４－２００５）。文中参考文献角码依照其出现的先后顺序

用阿拉伯数字加方括号在正文右上角标出。同一文献作者不超过３人全部著录，超过３人只著录前３人，后加“，等”。中文

期刊用全称，外文期刊名称缩写以ＩｎｄｅｘＭｅｄｉｃｕｓ格式为准。每条参考文献要写明起止页码。

３　稿件处理　来稿必须用Ｅ－ｍａｉｌ投稿，根据《中华人民共和国著作权法》，切勿一稿两投。作者必须对稿件内容的真实性

负责。严禁抄袭。依照有关规定，编辑部可对来稿做文字修改、删节 ，来稿一经接受，该论文的专有使用权即归《中国中医药

咨讯》杂志社所有；《中国中医药咨讯》杂志社有权以电子期刊、光盘版、网络出版等其他方式出版该论文。稿件刊登后赠当期

杂志１册。

联系人：杜编辑　电 话：０３１１－８０６６８８３１　　　投稿信箱：ｚｇｚｙｙｚｘ８＠１６３．ｃｏｍＱＱ：１０２５０５５８５１
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