
　　　　

人疱疹病毒 7 型 pp85 重组表达
及抗体制备

徐 　建 　姚 　　 　窦 　洁 　许文嵘 　尹全章 　陈 　云 　周 　锋

　　【摘要】　目的 　制备人疱疹病毒 7 型 (HHV27) pp85 蛋白及其抗体。方法 　采用聚合酶链反应 (PCR)方法自 HHV27 型 YY5

分离株中扩增出 pp85 基因 ,经测序后构建原核表达质粒 PGEX26p21 + pp85b。重组质粒转化大肠埃希菌 Rosetta ,诱导蛋白表

达。应用酶切鉴定、十二烷基硫酸钠2聚丙烯酰胺凝胶电泳 (SDS2PAGE) 及蛋白质印迹法等方法确保基因片段的正确性及表达

蛋白的特异性。表达的蛋白经亲和层析纯化后 ,免疫动物制备多克隆抗体 ,并通过免疫荧光法鉴定抗体的特异性。结果 　成

功地获得了高纯度的 pp85 融合蛋白 ,纯度可达 90 %以上 ;免疫动物后制备的多克隆抗体效价可达 1∶102 400 ,该抗体能特异识

别 HHV27 抗原 ,而不与 HHV26 反应。结论 　获得高纯度的 HHV27 pp85 融合蛋白及其高效价的抗体 ,将进一步应用于临床检

验。
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【Abstract】　Objective 　The goal of the current study was to express the pp85 gene of human herpesvirus 7 ( HHV27) and to prepare

anti2pp85 polyclonal antibodies. Methods 　The pp85 gene of HHV27 was amplified using PCR and this amplified gene was cloned into a

prokaryotic expression vector and named as PGEX26P21 + pp85b. The recombinant plasmid was then transformed into Escherichia coli Rosetta.

The accuracy of the inserted gene and the specificity of the proteins were verified by restriction enzyme digestion ,SDS2PAGE ,and Western blot.

The expressed pp85 fusion protein was then purified using affinity chromatography and was used to immunize rabbits in order to obtain the anti2
pp85 antibodies. The specificity of these antibodies was verified using immunofluorescence. Results 　The purity of the recombinant pp85 was

above 90 % and the titer of anti2pp85 antibodies was 1∶102 400. As an indication of the specificity of the antibodies produced ,this polyclonal

antibody was shown to react with HHV27 infected cells but failed to react with human herpesvirus 6 (HHV26) infected cells as shown by IFA.

Conclusion 　In the current study we were able to obtain a highly purified form of the HHV27 pp85 fusion protein and the corresponding high2
titer polyclonal antibodies were produced in rabbit.
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　　人疱疹病毒 7 型 ( HHV27) 是一种新型的嗜人淋

巴细胞病毒 ,属β2疱疹病毒亚科 ,1990 年由 Frenkel

等[1 ]从健康成人的外周血单个核细胞 ( PBMC) 中首

次分离。HHV27 是引起婴幼儿急疹 ( Exanthem

Subitum)的主要病原之一 ,并与玫瑰糠疹 ( Pityriasis

Rosea)和器官移植综合征相关[2 ] 。pp85 由 U14 基因

所编码 ,位于病毒的内膜层 ,具有强免疫原性和特异

性[3 ,4 ] 。本研究克隆并构建了 HHV27 pp85 C 端 540

bp 编码基因的表达质粒 ,在大肠埃希菌中表达 ,获

得纯化蛋白 ,制备了多克隆抗体 ,旨在为临床诊断和

实验室研究提供工具。

材料和方法

1.毒株、细胞 　南京市妇幼保健院提供肝素抗

凝脐血 ,淋巴细胞分离液分离人脐带血单个核细胞

(CBMC) 。于 20 %新生牛血清 RPMI 1640 ,含 PHA

50μg/ ml ,白细胞介素22 ( IL22) 10μg/ ml ,青、链霉素

分别为 100 U/ ml 的条件下培养。第 3 天接种 HHV2
7 自分离株 YY5。第 10 天病变明显时收获细胞 ,抽

提 DNA。

2. 质粒、菌株 　原核表达质粒 p GEX26p21 和大

肠埃希菌 DH5α、Rosetta 均为本室保存。

3.主要试剂 　限制性内切酶 BamH Ⅰ、Xoh Ⅰ、

Taq 酶、高保真酶 Pyrobest、DNA 连接酶均购自日本

Takara 公司 ,质粒提取试剂盒、胶回收纯化试剂盒、

GST 单克隆抗体为北京天为时代公司产品 ,

Glutathione Sepharose 4B 亲和层析柱购自 Pharmacia
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公司 ,二抗均购自武汉博士德公司 ,蛋白质印迹法显

色剂购自 Cell Signaling 公司 ,佐剂购自美国 Sigma 公

司 ,HHV26 IgG间接免疫荧光检测试剂盒购自德国

欧蒙公司。

4. PCR 引物的设计与合成 　根据 GenBank 中

U14 基因序列 ,辅助于计算机设计引物 ,分别命名为

P1a、P1b。引物的上游序列 P1a 为 :5′ctgggatcccggaatt

c t a a t t c t a t t 3′, 下 游 序 列 P1b 为 : 5′

ctcctcgagttattcggtgtcttcttg 3′。这对引物扩增的是原序

列中的第 1 408～1 947 位核苷酸间的片段 ,并在上、

下游分别加入 BamH Ⅰ、Xoh Ⅰ的识别序列 (下划线

标注) 和保护性碱基。引物合成由上海博亚公司

完成。

5. pp85 基因的扩增 　取病毒接种后 10 d 出现

明显病变的 CBMC ,提取细胞总 DNA ,以此为模板 ,

P1a、P1b 为引物 ,高保真酶常规聚合酶链反应 ( PCR)

扩增目的核酸片段。具体 PCR 条件为 :预变性94 ℃

5 min ;然后 94 ℃30 s ,50 ℃45 s ,72 ℃45 s ,热循环

30 次 ;末次延伸 72 ℃10 min。PCR 产物通过 115 %

琼脂糖凝胶电泳鉴定。回收 PCR 产物 ,送上海博亚

公司测序。

6. pp85 基因重组原核表达质粒的构建 　用

BamHⅠ和 Xoh Ⅰ双酶切纯化的 PCR 产物和质粒

PGEX26p21 ,酶切产物经琼脂糖电泳、回收并纯化 ,用

T4 DNA 连接酶 4 ℃连接过夜 ,连接产物转化 DH5α

感受态细胞。重组子采用菌落 PCR 法、双酶切及测

序鉴定。重组质粒命名为 p GEX26p21 + pp85b。

7. 重组 pp85 基因的表达与纯化 　将重组质粒

p GEX26p21 + pp85b 重新转化感受态细胞 Rosette ,挑

取单个克隆接种 LB 肉汤 ,37 ℃ 225 r/ min 振荡过

夜。取过夜的菌液按 1∶50 比例接种新鲜的 LB 肉

汤 ,剧烈振荡 2～3 h ,待菌液浓度达 A600 016～018

时 ,加入异丙基硫代2β2D2半乳糖苷 ( IPTG) 至终浓度

为 1 mmol/ L ,继续剧烈振荡 ,于 5 h 后离心收集细菌

沉淀 ,12 %十二烷基硫酸钠2聚丙烯酰胺凝胶电泳

(SDS2PAGE) 鉴定目的蛋白的相对分子质量和表达

产量。常规 Glutathione Sepharose 4B 亲和层析柱进

行蛋白纯化。

8. pp85 基因产物的蛋白质印迹法鉴定 　将上

述蛋白电泳后的产物转移至 PVDF 膜上 ,以未诱导

的重组蛋白作为阴性对照 ,以小鼠抗 GST单克隆抗

体为一抗 , HRP 标记的羊抗鼠 IgG为二抗 ,显色后

对 X光片曝光。

9. pp85 基因产物的多克隆抗体制备 　取纯化

后的重组 pp85 蛋白免疫新西兰兔 : 1 ml 蛋白溶液

(约 500μg)与等量弗氏完全佐剂混匀 ,皮下注射。4

周后 ,等量蛋白液与弗氏不完全佐剂混匀 ,肌内注

射 ,加强免疫 2 次。8 周后 ,心脏取血 ,分离抗血清。

以纯化的重组 pp85 蛋白包板 (60 ng/ 孔) ,间接酶联

免疫吸附试验 ( ELISA)测定多克隆抗体的效价。

10. 间接免疫荧光试验 　将 HHV27 感染的

SupT1 细胞悬液滴在玻片上 ,冷丙酮固定。以抗

pp85 的多克隆抗体为一抗 , 异硫氰酸荧光素 ( FITC)

标记的羊抗兔 IgG为二抗 ,免疫前兔血清为阴性对

照 ,荧光显微镜观察。另取试剂盒中 HHV26 感染细

胞的抗原片 ,按欧蒙产品说明书检测抗 pp85 的多克

隆抗体与 HHV26 是否存在交叉反应。

结 　　果

1. pp85 基因的扩增和克隆 　自 HHV27 YY5 病

毒株基因组中 PCR 扩增 pp85 基因 ,经琼脂糖凝胶电

泳可见约 500 bp 的目的条带 ,与预期的 540 bp 条带

大小相近 (图 1 ) 。测序结果经 Blast 比对 , 与

Genebank 中 HHV7 标准株 RK株的序列完全一致。

图 1 　pp85 基因的 PCR扩增

Fig 1. 　pp85 gene amplified by PCR

Lane 1 :Product of PCR ; Lane 2 : DNA Marker Ⅰ1

2. pp85 重组原核表达质粒的鉴定及表达 　pp85

基因扩增产物经 BamH Ⅰ和 Xoh Ⅰ双酶切后克隆至

原核表达载体 ,命名为 p GEX26p21 + pp85b。p GEX2
6p21 + pp85b 转化的 DH5α菌经扩增培养后提取质

粒DNA ,经 BamH Ⅰ和 Xoh Ⅰ双酶切 ,酶切产物在琼

脂糖凝胶上出现 2 条核酸条带 ,其中 1 条大小约为

5 kb ,另 1 条大小约 500 bp ;对照质粒 p GEX26p21 经

相同酶切后只有 1 条 5 kb 左右条带 ,表明外源片段

插入表达载体中 (图 2) 。重组转化菌经 IPTG诱导

后 ,在 48 ×103 处显示融合表达蛋白条带 ;空质粒
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p GEX26p21 在该处无特异条带 ,在 26 kd 处有谷胱甘

肽转移酶 ( GST) 表达条带 ;而未诱导的重组 p GEX2
6p21 + pp85b 质粒在 48 ×103 处无特异性条带显示。

为了获得 IPTG诱导表达的最佳浓度和时间 ,试验选

择终浓度为 012、014、016、018、110 mmol/ L 的 IPTG,

并分别于诱导后 2、3、4、5、6 h 收集细菌沉淀 ,进行

SDS2PAGE 鉴定。结果表明 , IPTG 在 012 ～ 110

mmol/ L的终浓度范围之内 ,表达量无明显差异。在

2、3、4、5、6 h 的诱导时间段内 ,融合蛋白的表达在 5h

达到最高 (图 3) 。经过 Glutathione Sepharose 4B 柱亲

和层析 ,得到了纯度高达 90 %以上的重组蛋白 (图

4) 。

　　图 2 　重组质粒 pGEX26p21 + pp85b的双酶切鉴定

Fig 2. 　 Restriction enzyme analysis of recombinant

plasmid pGEX26p21 + pp85b

Lane 1 : DNA Marker Ⅳ; Lane 2 : Undigested recombinant plasmid

p GEX26p21 + pp85b ;Lane 3 :Plasmid p GEX 6p21 digested by BamH Ⅰand

Xoh Ⅰ;Lane 4 :Recombinant plasmid p GEX26p21 + pp85b digested by BamH

Ⅰand Xoh Ⅰ1

　　图 3 　pp85 在大肠埃菌中重组表达的 SDS2PAGE分析

Fig 3. 　SDS2PAGE of expressed pp85 from E. coli

Lane 1 : Rosetta alone ;Lane 2 : Rosetta transformed with p GEX26p21 ,

induced ; Lane 3 : Rosetta transformed with p GEX26p21 + pp85b , non2

induced;Lane 4 : Rosetta transformed with p GEX26p21 + pp85b , induced ;

Lane 5 : Protein molecular marker standards

　　图 4 　纯化的 pp85 蛋白 SDS2PAGE分析

Fig 4. 　SDS2PAGE of purified pp85 protein

Lane 1 : Protein molecular marker ;Lane 2 : Lysate proteins from non2

induced p GEX26p21 + pp85b transformed bacteria ;Lane 3 : Lysate proteins

from induced p GEX26p21 + pp85b transformed bacteria ; Lane 4 : Purified

pp85 protein1

3. pp85 基因表达产物的蛋白质印迹法鉴定 　

分别以未诱导的、诱导 5 h 的重组蛋白以及纯化后

的蛋白进行 12 % SDS2PAGE 和蛋白质印迹法测定 ,

结果可见诱导 5 h 的重组蛋白以及纯化后的重组蛋

白均有明显的免疫印迹条带出现 ,而作为阴性对照

的未诱导重组蛋白则无此条带 (图 5) 。

　　图 5 　蛋白质印迹法鉴定重组蛋白 pp85

Fig 5. 　Identification of recombinant pp85 protein by

Western blot

Lane 1 : Negative control ;lane 2 : Recombinant pp85 ; lane 3 : Purified

recombinant pp851

4. pp85 重组蛋白诱导产生抗体的检测 　利用

上述重组表达的 pp85 蛋白免疫新西兰兔 ,采用间接

ELISA 测定抗血清效价高达 1∶102 400 。间接免疫

荧光试验结果显示抗 pp85 的多克隆抗体能特异性

识别 HHV27 ,而不与 HHV26 反应 (图 6) 。
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　　图 6 　间接免疫荧光法鉴定抗 pp85 多克隆抗体的特异性 ( 10 ×40)

Fig 6. 　Identification of the specificity of anti2pp85 polyclonal antibodies by immunofluorescence ( 10×40)

1 : HHV27 infected SupT1 cells with anti2pp85 polyclonal antibodies ;2 : HHV27 infected SupT1 cells with normal rabbit serum ;3 : HHV26 infected cells with

positive control serum ;4 : HHV26 infected cells with anti2pp85 polyclonal antibodies1

讨 　　论

HHV27 是近年新发现的一种人类疱疹病毒 ,其

普遍潜伏于人体中 ,建立持续感染。目前除婴幼儿

急疹外 ,还未证实与其他疾病存在必然的联系。但

HHV27 在慢性疲劳综合征、器官移植和免疫抑制患

者体内有着较高的检出率 ,并与疾病发展过程存在

一定的相关性。HHV27 主要感染 CD4 + T 淋巴细

胞 ,并以 CD4 分子作为入侵细胞的受体。值得一提

的是 ,CD4 也是人类免疫缺陷病毒 (HIV)侵入细胞的

主要受体分子 ,而且 HHV27 与 HIV 存在着相互拮抗

的关系[5、6 ] 。因此 HHV27 的研究有助于加深对 HIV

感染机制的理解 ,并有助于探索 HIV 感染防治的新

途径[7 ] 。

HHV27 与 HHV26 同属β2疱疹病毒亚科 ,两者在

DNA 水平上约有 60 %的同源性 ,在蛋白质水平上约

有 5413 %同源性 ,并且具有相似的细胞嗜性、致病

性和抗原表位[8 ] 。这些相似性增加了 HHV27 感染

诊断的困难。因此开发特异性强的诊断工具对

HHV27 的基础和临床研究具有重要意义。

pp85 是 HHV27 的内膜蛋白 ,具有很强的免疫原

性和特异性 ,能特异地识别 HHV27 感染者的血清 ,

而不与 HHV26 感染者的血清发生反应。由于 pp85

是病毒晚期基因编码的结构蛋白 ,它的检出还可以

作为病毒裂解期复制的标志。pp85 的特异性单克

隆抗体 5E1 已被用于免疫组化和免疫电镜的方法检

测抗原。Stefan 等[9 ]对 HHV27 与 HHV26 U14 基因编

码蛋白的序列分析表明 ,两者的 C 端存在较大的差

异 ,并将 5E1 对应的抗原表位定位于 pp85 的第 484

与 502 位氨基酸之间的肽段。由于国内、外对

HHV27的研究较少 ,目前尚缺乏商品化的试剂供应

临床检测及实验室研究。本研究表达了 HHV27 C

端 179 个氨基酸的肽段 (470～648 位氨基酸) ,纯化

了蛋白 ,并将进一步建立血清学检测方法 ,用于临床

诊断 ;另一方面 ,免疫动物制备了多克隆抗体 ,该多

克隆抗体能特异地识别 HHV27 ,且与 HHV26 无交叉

反应 ,为进一步研究 HHV27 提供了工具。
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更 　　正

本刊 2007 年 3 月第 1 期第 64 页《网上快讯》中的“Tool 样”应为“Toll 样”,特此更正。
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