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摘 要 人巨细胞病毒（XK^%）感染是临床上常见的一种病毒性传播疾病，正常人群常无明显的临床症状，而对器官移植患
者、免疫力低下及孕妇等人可产生严重的危害。以 XK^% 3F$":病毒株基因为模板，经 DK/扩增了编码 44$J#蛋白片段的
TZ5!基因和编码 ^F_D蛋白片段的 TZJ‘基因，目的基因转化入 4^F$LM;克隆载体后再经酶切与表达载体 4P;M$$?连接构建
出融合基因表达载体，然后转入大肠杆菌 _Z!$，重组大肠杆菌经诱导表达融合蛋白 44$J#a^F_D。经 GFGMD3IP分析，其相对
分子量约为 !‘>F，表达量约占菌体蛋白的 $‘SHJb，c+96+.A -’&6鉴定为阳性，PZ[G3及蛋白芯片检测表明融合蛋白具有良好的
抗原性，经过初步应用表明其对血清 [8I及 [8^的检出率与全抗原相比一致，具有进一步开发应用的价值。
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人巨细胞病毒（!"#$）感染的特点是人群原发
感染后多呈无症状的潜伏感染，但对机体免疫能力

低下者，原发感染、病毒潜伏感染后的复发可引起活

动性感染，并可引发严重的甚至是致死性的疾病。

在器官移植、骨髓移植、免疫缺陷患者以及免疫抑制

治疗的患者中，!#"$感染是高发病率与致死率的
重要原因［%，&］。孕妇原发感染 !"#$后容易导致胎
儿畸形、低体重儿、新生儿小头畸形、耳聋、视力损

伤、智力低下等［’］。最近研究表明［( ) *］，!"#$感染
与人类动脉粥样硬化甚至是冠心病的发生有重大关

系。文献报道［+ ) %,］，!"#$ -.’&基因编码的磷蛋白
//%0,是急性感染的最佳血清学标志物之一。其
中，//%0,的 (10至 *1%氨基酸序列的蛋白结构部分
是其主要的抗原表位。!"#$ -.0+ 基因编码的蛋
白，作为 !"#$ 23#抗体检测的主要抗原，是急性感
染期重要的检测抗原之一［%%，%&］。其中，该抗原中

0(0至 *,%的氨基酸部分（即 #456蛋白），是抗原重
要的组成部分。本研究采用 6"7扩增编码 //%0,的
(10至 *1%抗原决定簇片段的基因，并扩增了编码
#456蛋白的基因，然后利用基因工程的方法，构建
出包含 !"#$ -.’&和 -.0+基因的融合基因表达载
体，表达并纯化出融合蛋白，为其临床应用奠定了基

础。

! 材料和方法

!"! 材料
!"!"! 菌株与载体：!"#$ 84%*1病毒株由安徽医
科大学微生物学教研室王明丽教授惠赠；克隆质粒

/#4%9:;购自宝生物工程（大连）有限公司；表达质
粒 /<;:%%= 购自 2>?@ABC3D> 公司，受体菌 ! E "#$%
4!0!、5.&%（4<’）由山东省医药生物技术研究中心
保存。

!"!"# 试剂：限制性核酸内切酶 &’("、)*#"和
+,-!"以及 4F8 4.&,,, #=BGDB 购自宝生物工程
（大连）有限公司；;( 4F8连接酶、H:3=I、26;J购自
6BCKD3=公司；病毒 4F8 快速提取试剂盒、4F8 凝
胶回收试剂盒购自 L#<J8 5@C:;DG 公司；胰蛋白胨
和酵母提取物均为英国 LHL24 公司产品；一抗为
!"#$ 23J阳性血清（来源于山东省计划生育研究
所），按 %：(,稀释；羊抗人 23J:!76、羊抗人 23#:!76
购自北京中杉金桥生物技术有限公司；!"#$全抗
原购自北京微生物研究所；氨基玻片、MN’:抗人 23J，
购自美国 O2J#8公司。
!"!"$ 仪器：6"7 扩增仪（ 6;":&,,），美国 #P

7DQD=BMR 2>M公司；68" ’,,型电泳仪，美国 52L:784
公司；"D>AB@ST3D 0(%04 高速离心机，德国 <//D>UCBS
公司；#@II@:V 纯 水 系 统，美 国 #@II@/CBD 公 司；
8I/R=2K=3DB;# &&,, 型凝胶成像系统，美国 8I/R=
2>>CADMR公司；#L.<"-.87 4<$2"<O 酶标仪，美国
#L.<"-.87 4<$2"<O 公司；"=BA@Q=> 6@WQNQ 00,,
7CXCA点样仪，"=BADQ@=> ;DMR>CIC3@DQ 2B?@>D，"8公司；
OM=>8BB=N (,,,，6=MG=BU 5@CQM@D>MD，美国 6<公司。
!"# 方法
!"#"! !"#$ 4F8 的提取：!"#$ 4F8 的提取照
病毒 4F8快速提取试剂盒说明书进行操作。
!"#"# 目的基因的扩增：
（%）!"#$ -.’& 基因的扩增：根据 JD>5=>G 中

!"#$ 84%*1 病毒株基因序列的报道，利用 4F8
O;87软件中 6B@KDBODIDMA程序设计并合成了 %对引
物（上海博亚生物技术有限公司合成，下同），

6B@KDB%：0Y:"8J"8;8;J";"J;";""""J"8JJ;J8":
’Y 和 下 游 引 物 6B@KDB &： 0Y:"88";"J8J
8J8"J";J;;;J;J;"8""J":’Y。6B@KDB% 和 6B@KDB&
下划线部分分别为 &’("和 )*#"的限制性内切酶
位点，可扩增包含目的基因在内的 *%&X/ 4F8片段。

6"7 反应体系（0,#.）：%, Z 6"7 XTSSDB 0#.，
#3"I&（&0 KKCI[.）’#.，UF;6（&\0KKCI[. D=MR）(#.，

/B@KDB%和 /B@KDB& 各 %#.，!"#$ 4F8 *#.，;=] 4F8
聚合酶（0T[#.）,\&0#.，灭菌 UU!&L &1\&0#.。6"7
反应条件：10^ ’K@>，10^ ’,Q，01\’^ (,Q，+&^
00Q，共进行 ’&个循环，最后 +&^延伸 *K@>。扩增产
物在 %\0_琼脂糖凝胶上进行检测。
（&）!"#$ -.0+基因的扩增：同法设计并合成
了 !"#$ -.0+ 基因的特异性上、下游引物 6’ 和
6(。
上游引物 6’：
0Y"88";"J8J;;JJ8"JJ" 888JJ;J8" ’Y
下游引物 6(：
0Y"J"JJ8;""8;;J8J""J 8;8JJ;8"JJ; ’Y
其中，6’含有 )*#"酶切位点及部分目的基因

序列；6(含有 +,-!"的酶切位点、部分目的基因
序列和 ;88终止密码子，可扩增包含目的基因在内
的 &%’X/ 4F8片段。

6"7反应体系同（%）。反应条件为：10^ ’K@>，
10^ ’, Q，0*^ (, Q，+&^ (0 Q，共进行 ’&个循环，最
后 +&^延伸 *K@>。扩增产物在 %\0_琼脂糖凝胶上
进行检测。

!"#"$ 6"7扩增产物的回收：照 4F8凝胶回收试

+01郭大东等：人巨细胞病毒 //%0,蛋白片段与 #456蛋白片段的融合表达及初步应用



剂盒提供的方法进行操作。

!"#"$ !"#$%&’克隆载体的构建及鉴定：目的基因
()*+、(),- 及融合基因 ()*+.(),- 克隆载体的构
建、转化及鉴定照文献［$*］进行。
!"#"% !/’&$$0表达载体的构建及鉴定：融合基因
的 !/’&$$0表达载体的构建、转化及鉴定同 $1+12，
同时进行表达载体的基因序列测定（上海博亚生物

技术有限公司）。

!"#"& 重组克隆的诱导表达：将甘油保存的菌种用
三段划线法接种于 )3 平板培养基中，*-4过夜培
养，挑取单菌落接种于新鲜 )3培养基中，*-4过夜
培养，以此作为种子，按 $5的比例接种于 $667)发
酵培养基.,667) 摇瓶中，于 *-4，+668.79: 振摇培
养至菌体浓度达 !;66:7 61; < 61%，添加诱导剂 =>’?
至终浓度 61,77@A.)，诱导表达 2 B后 $6 666C、,79:
离心收集菌体。

!"#"’ 表达产物 D#D&>E?/分析：诱导表达产物的
D#D&>E?/分析照文献［$*］进行。
!"#"( 表达产物 FGHIG8: JA@I 检测：诱导表达产物
经处理后行 $,5 D#D&>E?/ 电泳，常规方法进行
FGHIG8: JA@I检测。一抗为 KL"M =C? 阳性血清，二
抗为羊抗人 =C?&KN>，#E3显色。
!"#") 蛋白表达量的测定：工程菌经 $,5 D#D&
>E?/分离后，表达结果用 ’O’E) )E3+16 软件分
析，测定表达产物占菌体总蛋白的相对含量。

!"#"!* 融合蛋白的纯化：取诱导表达菌体超声破
碎，$+ 6668.79: 离心 $679:，分别取上清和沉淀行
D#D&>E?/，发现融合蛋白主要存在于上清中。取上
清溶液经 #/E/&DG!B08@HG PP离子交换层析纯化，接
收各洗脱峰，并用 D#D&>E?/分析融合蛋白分布情
况，并用 >BG:QA&DG!B08@HG L)&23进一步纯化，接收各
洗脱峰，用 D#D&>E?/分析融合蛋白纯化程度。
!"#"!! 融合蛋白的 /)=DE分析：将纯化得到的融
合蛋白按梯度稀释 $6、+、612及 61+!C.7)，与 KL"M
全抗原（按 $：$,6稀释）及阴性对照一起包被酶标板
（$66!).孔），一抗为 KL"M =C?阳性血清，二抗为羊
抗人 =C?&KN>，以 ’"3为显色液，按常规方法操作完
毕后分别测定其 !2,6吸光度。

!"#"!# 融合蛋白的蛋白芯片分析：将融合蛋白抗
原、阳性对照及阴性对照点于醛基玻片上，经温育、

封闭后，以 KL"M =C?阳性血清为一抗，以 RQ*&抗人
=C?为二抗，经温育、洗涤、离心后，用激光聚焦扫描
仪对蛋白芯片进行扫描，并对结果进行分析处理。

!"#"!+ 融合蛋白抗原在血清学检测中的初步应

用：用间接 /)=DE方法，将纯化后的融合蛋白稀释后
按 +66 :C.孔包被酶标板，按照 $1+1$$ 的方法，一抗
为临床收集的病人血清，二抗为羊抗人 =C?&KN>、羊
抗人 =C"&KN>。

# 结果

#"! 目的基因的 ,-.扩增
KL"M ()*+ 基因的 >LN 扩增产物长度为

;6SJ!，含目的基因 ,S$J!（图 $E）；KL"M (),- 基因
的 >LN扩增产物长度为 +$*J!，含目的基因 $S+J!
（图 $3）。

图 $ KL"M()*+与 (),-基因扩增电泳图谱
P9CT$ >LN 07!A9U9R0I9@: @U KL"M ()*+ 0:V () ,- I08CGI CG:GH
ET $：#)+666 708WG8；+，*：07!A9U9GV 8GHXAIH @U ()*+；3T $：#)+666

708WG8；+，*：07!A9U9GV 8GHXAIH @U (),-T

#"# 克隆载体质粒的鉴定
分别构建了 KL"M ()*+、(),-及 ()*+.(),-融

合基因的 !"#$%&’克隆载体，用碱裂解法快速提取
三种克隆质粒分别经 "#$".%&’"、%&’".()*K"
以及 "#$".()*K"双酶切后电泳均见 $ 条带，且
大小与预测结果一致（图 +E < #）。
#"+ 表达载体质粒的鉴定
构建的融合基因表达载体质粒经 "#$".()*K

"双酶切后经电泳分析（图 +#），进一步经过基因测
序，证明表达载体克隆成功。

#"$ 表达产物分析
工程菌诱导后经 D#D&>E?/分析，发现在 +-W#

位置处有一明显蛋白条带（图 *E）；FGHIG8: JA@I分析
结果发现，在 +-W#位置有单一条带出现，证明工程
菌经 =>’? 诱导表达后产生的蛋白的确为 !!$,6.
"#3>融合蛋白（图 *3）。
#"% 蛋白表达量的测定
目的蛋白经 D#D&>E?/ 电泳分离后进行分析，

结果目的蛋白表达量占菌体总蛋白的 $-12,5。
#"& 融合蛋白的纯化
工程菌经超声破碎后离心，分别对沉淀与上清

进行 D#D&>E?/分析，发现融合蛋白主要存在于上

%,S +&,-$.$ /’01-)2 ’3 (,’4$5&-’2’67 生物工程学报 +66;，M@A1++，Y@1;







!"#$%&’(#)"*+,(# -.’/0疏水层析两步纯化，得到了纯
度大于 123的重组 4-56 融合蛋白。该纯化条件
为生产上常用的操作方法，操作步骤简单，无特殊仪

器要求，融合蛋白纯化程度好，洗脱条件温和，回收

率高，较适合大规模生产，此外表达的融合蛋白裂菌

后以可溶性形式存在于上清中，无需破碎包涵体，也

进一步简化了生产条件。

以纯化的融合蛋白作为抗原检测血清，发现其

有良好的抗原性。7.89: 检测证实，以不同浓度的
融合蛋白包被酶标板检测患者阳性血清时，融合蛋

白浓度与其吸光度之间存在一定的相关性，证明可

用纯化重组的融合蛋白作为抗原检测患者体内血清

的抗体滴度。

蛋白质芯片技术是在芯片上固定好蛋白质分子

如抗原或抗体，利用蛋白质与蛋白质之间的相互作

用对蛋白质的生物学特性进行分析。蛋白质芯片技

术具有快速、并行、自动化和高通量等特点，它可以

同时对全基因组水平的上千种不同的蛋白质进行分

析，是后基因组时代功能蛋白质组研究的重要手段。

本研究利用基因工程手段纯化获得的人巨细胞病毒

融合蛋白 ));2<=5>0! 作为抗原，通过蛋白质芯片
技术检测发现，使用临床上已确诊的 4-56 8?@阳
性血清作为抗体，检测重组人巨细胞病毒融合蛋白

));2<=5>0!，与阳性对照及阴性对照相比，可以完
成正确的检测，说明基因重组人巨细胞病毒融合蛋

白 ));2<=5>0! 具有较好的抗原生物学特性，这也
为其进一步扩大在临床上的应用奠定了良好的基

础。

我们以表达纯化的融合蛋白抗原包被 7.89:
板，并且以病毒全抗原为对照对病人血清进行了检

测，表明融合蛋白对血清的检出率优于全抗原，可以

替代全抗原进行 7.89:方法检测应用。
综上所述，我们运用基因工程的方法制备的

));2<=5>0! 融合蛋白，具有良好的抗原性，经过初
步应用表明其抗原性优于全抗原，而且其制备过程

具有安全、价廉，易规模化生产的优点，为进一步开

发应用打下了基础。
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