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单纯疱疹病毒基因组的限制性核酸内协酶分析 

楚雍烈 房益兰 刘延娜 董小平 

(西安医科大学{!}生物学教研室，西安710~61) 

攫 耍 

为了获得单纯疤疹病毒 (HSV)基因组的限制性核酸内切酶 (RE)分析资料和选择 

台 遥的 RE击研究 HSV感染，用 l1种常用的 RE对 HSV两个 型别的实验室标准毒株 的 

基因组 分别作了分析。 比较研究的结果表明，BamHI、Hpa I和 Pst l等 RE较 适于 HSV 

的研 究和 分型。本研究所采用的小量提取 HSV DNA 的方法具有快速、简便 和实用 的 特 

点．值得在 HSV感染的诊断，分型和 HSV分子流行病学诸研究中推广使用。 

关t诃：单纯疤疹病毒 限制性核酸内切酶分析 DNA分型 

单纯疱疹病毒 (HSV)有两个血清型。HSV—I~-HSV一2。两者 的临床感染症状有一 

定相似之处，均可引起面部、生殖遭疱疹，胸部乃至全身感染。虽然 HSV—t多 引起 胸 

部以上的感染，HSV一2多在胸部以下致病，但近来却发现两者感染的交义分布有 上 升 

趋势。 由于两型病毒在致病性、愈后及对某些化疗药物的敏感性上存在差异，故在临床 

诊断、治疗上要求能准确地将 HSV分型。此外，HSV还具有致骑、致癌和引起潜 伏感 

染的作用，故建立一个简单、快速和实用的技术 确定 HSV感染及型别，是个十分 重要 

的课题⋯。 

过去在确定 HSV感染和型别时多采用生物学和免疫学技术，它们虽备具 优 点，但 

局 限 性 很 大。如结果不稳定，特异性不高，分型时受交叉反应干扰和不能在基因组水 

平上分析等 。近年来，随着分子生物学的飞速发展，建立了一些在 HSV分子水 平 上 

进行分析的技术，如 核酸杂交、结构多肽分析和核 酸限制性内切酶分析等。由于前两种 

方法技术复杂，要求条件高，在基层不易推广 现在，一般认为HSV DNA的限制性核 

酸内切酶分析技术 (REA)较为实用，有推广价 值，国外已广为应用(1-S'J c,目前，此项 

技术在我国的 HSV研究中尚未广泛开展，资料也较缺乏。本研究使用 11种不同的限制 

性核 酸内切酶 <RE)对 HSV的两型标准毒株 DNA作了酶解分析 ，同 时改进和建立一 

种快速提取 HSV DNA的简单方法。 旨在为我国 HSV核酸水平 的研究、特剐是在临床 

上确定 HSV感染、分型及分子流行病学调查提供资料和方法。 
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材 料 和 方 法 

'． 细童、病毒和蒜疑 Vero细胞用于病毒的增殖和病毒 DNA的 提 取，按 常 规 培 养 恃 

代 !·)。病毒 HSV—l(F)株 ，滴度为 10ePFU／0．Im1．HSV一2(G)株，滴度为 10 PFU／0．iml，两 型 

标 准毒株均 由美 国芝 加哥大学 B．Roizmsn教授惠赠。在细胞 长成 畏好单层时，分 别 以 4MOI(感 

染复数 ，PFU／细胞 )的病毒量感染细胞 ，37℃吸附 l一 2小时后加维持液于37℃培养，逐 日观 察 

病变。分 离的 两棘地方株均经 蚀斑纯 化，其培养 方法同上。 

2． 撮取靠毒 DNA 

(1)HSV DNA的大 量翻备 采用 碘化铺平衡密度离心法 【 J并略加改进 ：在细胞病变 (ceE) 

达 100嘶时收获感染细胞 ，3 000 r／m低速离心后弃上清 ，加jx,1Oml TE缓冲浓重悬细胞 团块，依 

次加^ 10嘶NP一40 0．5ml、0．25mol／L EDTA1．2ml、20骺SDS 0、3ml和蛋 白酶k Img，混 匀后置 

37"C水搭 3小时 或过夜。屉后加^ TE饱和 的碘化钠溶淮 ，在折光仪 上检查，使终 折光 率为 1．434~ 

在超速离心机上以45．O00r／m离心 18小时，抽取病毒 DNA条带，充分对 TE缓冲液透 析 后，置 

- 20℃非箱备用。 

(2)HSV DNA的小量快速提取 对常用 的 Mocarskl法 I I作了简化 和改进，使之可在基层 

使用 当培养瓶 中的感染细胞 CPE达 100嘶时，移击维持 浓 ，加^ 0．5ml含 O．5嘶 NP-40的 STE 

缓 冲液 ，室温作用 2分 钟，振摇方瓶使细胞 脱落，小心移 到小离心管 中，10，000r／m离心 2分钟。 

把上{膏移到另一洁净小营，弃击沉淀曲细胞桉。上蒲中加^5撒升 (p1)桉糖按酸酶(10m$／m1) 

室温 5分钟。依次再加入 25~120嘶SDS、25 l蛋 白酶 k(10mg／m1)37。C水 格 l小时。最 后加0．5ml 

TE饱和酚，振 摇后离心，上清用氯仿抽提两扶离心，取上清用酒精沉淀DNA．离七后弃上 清，用 

40 l双蒸水 重悬病毒DNA， 一20"C保存备用 此操作只需 台式离心机在 2小时 内完成，本实验 中r 

HSV分离株DNA采用上法提取。 

5． 硪■性槔t内切■分析技术 (REA) 

(I)选用十一种RE分别对HsV的两型DNA作了酶解 ，它们是 ：BamH I、P-glⅡ、~1a I、Eco— 

RI、HindⅢ、Hp日I、KpnI、 P stI、SalI、XbeI和XhoI。这些酶 分别贿 自美 凋新 英 格 兰 

生物实验室、 中国医学 科学院基础所和 华美生物工程公司。酶解按Davi s等人的方法【”。)进行 

HSV分离栋 DNA 酶解仅用了 B．mHI和 EcoRI两种酶。 

(2)凝胶电泳 用 0．8嘶的琼 脂糖凝腔进行水平 电泳 (4 x160x180ram)，分 不同酶解 后 

的 HSV DNA片 段。 用 Loenies电泳 缓 冲 滚 <35mmol／L Tris，3[Jmmol／L m H 2P0·和 1，5m 

mol／L EDTA，pH7．8)，在 2s一30V，45mA条件下电泳 l2一l8小 时，经澳化 乙锭 (0．5ptg／m1) 

染色 后在紫外灯下观察照相。 

结 果 和 讨 论 

1． HSV DNA的 REA结果及分析 

限制性核酸内切酶 (RE)是研究分子病毒学的强有力工具酶，它能特异地识 别 和 

切割 DNA分子内的几个特定核苷酸序列，故在基因操作、分子克隆和核酸序列分析 中 

必不可少，广为应用 。 

HsV一1和HSV一2的基因辑中虽有5q一70 的同嘏【序列存在，但二者仍有许多异诼 
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序列存在，而且异源序列是以长短不同的片段散布在基因组的不同部位 。当采用同一种 

酶对两型病毒 DNA酶解 时，其酶解片段的大小、数 目就依 DNA序列的差异而不同。事 

实上， 由于 RE切割点的随机分布，各型 DNA序列的相剥保守性，不同RE的酶解图谱 

是基本固定的 】。所以，不同 RE对 同一 DNA分子的切割图谱在片段数 目、大小上是 

不同的，并且是特定的 本文依据这一原理和 HSV分子遗传学基础知识，采用 RE酶解 

FiE． 1。Relt rietioa endeuucleale eleava$。 profile$ HSV‘1 by sel e1e t h。 。 

2． ReettlctiD． e口d。nuclel se clⅢ ‘E。 pr。files 。f HSV 2 b7 gel ele。trop^o 。 i。 

3． Restrletlon 6n~Dnuele=ee eleav=~e 10rofi]e wi LE BamHI， E~DRI Df HSV iselate~ 

{Io clinicⅡ·l s che~utek p,ep+r=riot． ·ẗ  ·fo ·m·u eeqIq 
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和具分子筛效应的凝胶电泳技术，对 HSV的 DNA进行分析和分型。 

11种 RE对 HSV两型 DNA的酶解结果显 示：虽 然 个 别 RE的酶解冈谱中因片段 

较多差别 不 著 外， ¨ 砷 RE的酶解 电泳图谱在表现两刑 HSV的不同 上 是 肯 定 的 

(图 1— 2 )。首先，在同一种 RE酶解时，HSV—I和 HSV一2 DNA在酶解片段多少、 

大小和分布上不 同，一 目了然。第二，用不同RE对 同一型DNA酶解时 (HSV一1或 HSV一 

2)，不同酶的酶解 图谱不 同，各具特征。 图3是采用快速、简便方法提取 HSV分离株 

DNA后，用 BamHI、EcoR1分别酶解电泳的图谱。其结果显 示；(1)HSV DNA的 快 

速、简便小量提取法，所得 DNA酶解电泳图谱能表现出两型 HSV的差异，效果满意。 · 

(2)HSV的不同毒株 (HSV一1或 HSV一2)DNA的电泳图谱，对某--RE来说是相对恒定 

的。如图 1— 2中的相应酶解电泳图谱近似。 

2． HSV DNA的 REA电泳图谱分析 

基于每--RE对 HSV—I和 HSV一2 DNA的酶解电淖图谱基本恒定、且具明显差异 的 

特征 ，当熟知它们 各自的标准株 RE酶解电泳图谱后，就可确认出HSV惑染及其型别。从 

图 1— 3中可知，两型 HSV的同--RE酶解电泳图谱中，片段的大小、数 目的多少和泳动 

距离导致了整个电泳图谱不 同而各具特征。两者在以下三方面有特征性差异 ：(1)从整 体 

上看，酶解 电沐图谱有明显差别的RE是：BglⅡ、CIa I、EcoR I、HindⅢ、Hpa I和Xb*I， 

利用它们极易将 HSV分型。(2)从局部分析，两型 DNA同--RE酶解 电泳图谱的大 片段 

的分布就有明显差异，如 BamHI、EcoRI、HpaI、Sal I和Xho I。如 BamHI的酶解龟漱困’ 

谱，HSV-I中的大片段上方密集排列，相邻的五个片段间距近似}而 HSV-2则不同， 
一

个大片段独 自高高在上，与下部片段 距较大，极易和 HSV—l区分。(3)同理，从某 

RE对 HSV一1和 HSV一2 DNA酶解电 图谱下部的小片段分布的差异中，也能看出有明 

显不同，这些酶如 HindⅢ、EcoR I稀C]a I等。所以，在分析时，除了对比整个图谱l【_ 

片段数 目、大小和位置外，也可在熟悉的基础上，只掌握某 RE酶解 两 型 HSV DNA电 

泳图谱上部大片段 (或下部小片段 )的分布特征和明显的不同将 HSV分 型。总 之，熟 ’ 

悉 HSV两型 DNA的某些酶解 电泳图谱，抓住各自的主要特征，就能迅速而 准 确 地 对 

HSV感染作出分子水平上的诊断和分型。在国外，此项工作开展普遍，依据文 献 资 料 

和我们的实验结果，％≥考我同 RE酶源情 况，我们 认 为 BamHI、Hpal和 lP t r适 合 于 

HSV的诊断和分型。本 文首攻使用 Cla I对 HSV的两型 DNA作了分析，结果证明它 亦 

有明显的使用价值。 

3．HSV DNA的 REA应用价值 

我们的实验和国外的研究均表明 REA在确定 HSV感染和分型上效果肯定，特别是 

能从DNA分子水平上进行研究，有着不可取代的优越性。实际上，REA在 HSV研 究中 

的应用首先是从基础研究开始的，如研究 HSV基因结构和功能 、序列分析、寻找 基 因 

突变及鉴定霆组病毒錾0”” 。 自八十年代，REA的应用进入临床病毒学和分子流行病 学 

研究领域。现已认为 REA技术在确定 HSV感染、分型和鉴定单个毒株的流行方面是快 

速、特异而又实用的方涟””” 在发达国家，它不但在临床诊断、HSV分型上发挥 作 

用，而且在调查人与人之问的传染、分析某病毒株在人群中的传播动向上得到应用。同 

时，在确定 HSV的突变和重复感染上，乃至法医学鉴定中均受到重视” 。 

曼 
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本文报道经改进的 HSV DNA小量提取j去是个简单快速而又实用的方法，其结果与 

超离心法相差不大 ，这对 HSV临床分离株的分型及分子流行病学研究帮助 极 大。当前， 

我国分子生物学接术的应用巳有相当规摸，国产的碾{lI鼍性棱酸内切酶的种类在增多，质 

量亦较稳定，REA按术的推广 已有基础。相信HSV的 REA技术的推广 ，不但能推动我 

国HsV基础理论研究和临床应用，而且会对我国整个分子病毒学的研究作出贡献。 
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Analysis of Herpes Sireplex Virus Genomes 

with Restriction EndOnucIeases 

Chu Yong—lie Fang Yi-lan LIu Yah—nan Dong Xao--ping 

(])apt．or Microbiology，X{一口 Medical Univer sity，X{一口") 

In order to obtain the m aterials of restriction endanuclease analysis of H er· 

pes Simplex Virus(HSV) genomes and select suitable restriction endonuelease 

(RE) for studyin g and typing of HSV infection， the genomes of two standard 

strains of HSV， HSV一1 F strain and HSV一2 G strain have been digested with 

11 REs． The results showed that the REs，especially BamHI，Hpal and Pstt-were 

found to he u8eful f： typing and 8tudylng of HSV DNA i h。 li i l i 。l。gY 

and m0lecular virology． The quick preparation of HSV DNA(for s日̈ 村 骞肆Ble) 

is a simple， rapid and practical procedure~ 

virology and molecular epidemlology· 

K ey w ordsI Herpes simplex virus 

HSV DNA typing 

which can be used in th e dlagnostic 

Restriction endonuclease anM ysis 
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