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人巨细胞病毒PP71基因序列分析与表达 
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Sequencing and Expression of PP71 Gene of Human Cytomegalor Virus 

ZHANG Yu—ping，CHEN Sheng—liang，CHEN Li—qu，1．I Tian xian” 

(Wuhan Institute of Virology，C~ineseAcademv ofSciences，Wuhan 430071，China) 

Al~tract：PP7I gene Of the Hut~tan cytomegalor virur(HCMV AD一169)strain W,qS amplified by PCR． 

After digestion by Barn H I and Hin dⅢ．the fragment was cloned into the high level expre~ion vec— 

tot pET28a Recombinant plasmid pET28a—PP71 was transfonned into E．coli BI 2l(DE3)and ln— 

duced by IPTG，high 1evel protein V,'as produced，and the target protein WaS 40％ of all proteins．Purifl— 

eatlo~recovery rate was high and up to 92 4％ of the target protein before purification．which provides 

scientific basis on research of HCM V pathogenesis and diagnosis． 
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人巨细胞病毒(Human eyt0megaIo virus)在人 

群中存在非常普遍，大多数呈临床不显性或潜伏感 

染，孕妇 HCMV复发感染或新的感染均可引起新生 

儿宫内或围产期感染，导致胎儿畸形、智力低下和发 

育迟缓等。人是 HCMV的唯一宿主，病毒可通过人 

与人间的直接或间接接触传播。近年来对 HCMV 

的致病机理的研究已日趋深入，已有多项研究证实， 

HCMV—PP71(UL艘 )基因是病毒抗原之一。亦有 

研究证实，HCMV-PP71是(U1．82)基因产物，可促 

进病毒后期的基因表达，提高病毒的复制能力。本 

实验对 PP71(UL82)基因进行了克隆、序列分析与 

表达，为探入研究 PP71(Ut．82)基因与 HCMV致 

病机理之问的相互关系和作用提供 r科学的试验依 

据 。 

1 材料与方法 

l l 材料 

1 1 1 细胞及病毒 人巨细胞病毒(HCMV— 

AD )．人胚肺细胞为本室保存。 

1．1 2 质粒和菌种 表达载体 pET28a、大肠杆菌 

BI，21(DE3)由本所胡志红研究员惠赠。 

1 1．3 酶及生化试剂 限制性内切酶、IPTG均为 

华 美 公 司 产 品，Taq DNA polymerase、dNTPs为 

TAKARA公司产品，琼脂糖、低熔点琼脂糖为 Gih— 

c。l公司产品，SDS、丙烯酰胺、N，N一亚甲基双丙烯酰 

胺、TEMED、过硫酸胺为 Amresco公司产品，层析介 

质 Sephadex G 75、XDNA／Hind m+EcoR I、Mark 

ers、低分子量蛋白标准为 Sigma公司产品。 

1 2 方法 

l 2 1 参照文献【3]增殖人肛肺细胞及病毒，参照 

文献[4]提取病毒 DNA。 

1 2．2 引物设计及台成 引物由计算机 Primer软 

件辅助设计 J，J-．海生物工程公司台成 

上游 引 物 为 5 一G( GGGATCcTAAGT( — 

GAA( CG( TGCTGAT一3 
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下游引物为 5 一( G△ 三 匹AACAACACG— 

GTCTCGGTACT一3 

下划线部分分别为BarnH l和 HindⅢ内切酶 

位 。 

1．2 3 目的基因扩增 PCR扩增反应为每个循环 

94℃变性 1rain，55℃退火 lrain，72℃延伸 2min，共 

35个循环．最后72℃延伸 10m]nL 。 

l 2．4 PCR产物 回收，质粒的扩增、提取、PCR 

DNA及质粒的内切酶酶切、连接、转化等参照文 

献 1 

l 2 5 重组质粒的筛选、检测 选择卡那霉素的 

I B筛选平板上的单个菌落，利用加有卡那霉素的 

I B液体培养基37℃培养过夜，提取重组质粒，双内 

切酶酶切和 PCR检测。 

1 2．6 PP7l基因序列测定 委托 上海生物工程 

公司利用全自动测序仪测定。 

1．2．7 PP71在大肠杆菌中诱 导表达 含有 

pET28a和 pET28a—PP71的 BI 2l(DE3)菌株，37"C 

震荡培养至吸光度A 为0．5，用浓度 O 5mmd／mL 

的IPTG终诱导培养 4h，收集菌体．12％SDS~PAGE 

电泳，考马斯亮蓝染色，利用核酸一蛋白测定仪测定 

表达蛋白的含量。 

1．2．8 表达产物可溶性分析及蛋白纯化 取诱导 

好的菌体 同细菌缓 冲液裂解，室温放置 2h后． 

12 000r／min离 L-10min，取上清和沉淀做 SDS— 

PPAGE电泳，确定蛋白的可溶性；沉淀用包涵体裂 

解缓冲液溶解，室温 2h，随后利用包涵体复性缓冲 

液复性过夜，离心取上清浓缩至1．5mI 左右，利用亲 

和蛋白回收试剂盒纯化，SDS--PAGE电脉检测纯 

度，同时利用核酸蛋白测定仪测定蛋白质浓度 

2 结果 

2．1 HCMV PP71基因 PCR扩增 

结果见图 1，0．8％的琼脂糖凝胶检Y则结果显 

示：所扩增片段 1303bp，与国际基因库 PP71基因大 

小一致，为目的基因片段。 

2．2 重组质粒筛选及检测 

利用限制性内切酶 ＆z H I和 Hi dⅢ酶切鉴 

定重组子pET28a-PP7t，结果如图 2，重组质粒的酶 

切片段与目的基因片段大小一致，说明所筛选的重 

组质粒无误。 

通过与国际基因库中基因序列分析比较，发现 

所克隆的HCMV PP71基因与基囤库中的 HCMV 

PP7j DNA序列的同源性为99 69％。 

竦道 1 

Lanel 

图2 pET28a．PP71酶切电诛图 

泳道 1．DouSe d e 啪 byBarn HI and／-／／n dⅢ；2 mNA／ dⅢ 

+ Ef0R lMarker 

F 2 I)igesti~ m s 0f pE'!'28a．PP7J 

Lane1+DouNe digestion by BamH l and Hind Ⅲ；2， DNA／M dⅢ 

+ EmR lMarker 

2 3 目的基因 PP71蛋白的诱导表达 

诱导表达含有重组质粒 pET28 PP71的大扬 

杆菌 BI2l(DE3)，SDS~PAGE电泳检测到一分子量 

约 40kD的蛋白条带(图3)，而质粒载体中无此蛋白 

条带。测定表达蛋白量占菌体总蛋白量的40％。 

2 4 表达蛋白的纯化 

纯他后菌体蛋白SDS-PAGE电泳结果见 4． 

表达蛋白仅 一种，未见杂蛋白。经核酸蛋白扫描仪 

扫描，其纯度为 96％。经核酸蛋白测定仪定虽分 

擎 霉 
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析，纯化后蛋白昂为纯化前蛋白量的92．4％ 
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圈 3 表达产物的SDS-PAGE电试图 

泳道 1．蛋 白分子量 标准；2 3，pE r28a-PP7I诱导 表达 蛋 白；4 

pET28a诱导表达蛋 白 

Fig 3 The SD~ PAGE pattern of expre~ion product 

Lane1．Marker；2 3．Induce expre~ n protein 0I pET28a PPTI：4，In 

duee expression pmtein of pET28a． 

kD 

97 4 婚 

66 2 盛 
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图4 表述蛋白纯化 SDS．PAGE电泳图 

泳道 1．蛋白分子量标准；2．纯化后蛋白 

Fig 4 The SDSuPAGE pa~tem d purJficafim from expre~ion pm~,ein 

Lanel，Marker；2．Pm~ein after pusification 

3 讨论 

理论 上目的蛋白的表达量可达 总蛋 白量的 

50％以上，而本实验 中，目的蛋 白的表达量不到 

50％，即使优化丁表达条件，表达量仅有 39％左右． 

究其原因，可能是该载体表达的目的蛋白以包涵体 

形式存在，目的蛋白裂解不完全而导致表达蛋白的 

含量偏低 所表达蛋白分子量为 40kD．比理论值 

38．8kD稍大，估计是表达载体 pET28a的与目的基 

因重组后，在不改变外源基因编码序列的基础 j二，载 

体自身带有的6个 His—tag得到表达，连接到 r外源 

蛋白N端或C端所致，亦有研究也曾报道过类似现 

象，可试用高教液相色谱法进行分子量测定。在蛋 

白质层析分离纯化过程中，采用尿素处理得到的蛋 

白纯 化回收率高，为 92．4％，其纯度及回收率高，洗 

脱条什温和，不破坏蛋白的生物活性。 

据报道[12 对 HCMV—AD169株完成了基因组 

的全部测序工作 (EMBI 基因数据库录入号为 

x17403)。HcMv—PP71是 UI 82基因产物，分布 

在“上基质”，对HCMV的 IE1和 IE2基因表达有促 

进作用，同时促进病毒后期表达，提高病毒复制能 

力，加速病毒细胞一细胞间传播和空斑形成等作用。 

研究 HCMV．PP71(UL82)基因结构与功能，对探讨 

和阐明 HCMV致病机理之间的相互关系和作用具 

有重要意义。本实验对 PP71(UL82)基因的克隆、 

序列分析与表达作出分析，可为深入研究 HCMV的 

致病机理提供科学的试验依据。 
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