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【摘) 要】目的：克隆单纯疱疹病毒 $ 型（FGP#$）糖蛋白 L#$
（:L#$）全长基因并对糖蛋白 L#$ 进行 R 细胞抗原表位预测,
方法：用 TNU 法扩增 FGP#$ 的 :L#$ 基因，连接到 @L1I#- 载

体，转化大肠杆菌 ?F*" 株后测序, 利用 V35.A:.7.，N/65B3/ W
等软件，进行 R 细胞抗原表位预测, 结果：完成单纯疱疹病毒

$ 型（FGP#$）:L#$ 全长基因克隆, 通过 R 细胞抗原表位分析，

发现 FGP#! 的 :L#! 和 FGP#$ 的 :L#$ 氨基端的同源性很低,
:L#$ 蛋白 在“ 独 特 区”存 在 抗 原 指 数 非 常 强 的 抗 原 表 位,
结论：成功构建单纯疱疹病毒 $ 型（FGP#$）:L#$ 全长基因克

隆，为单纯疱疹病毒感染的诊断试剂的研发及抗单纯疱疹病

毒疫苗研究寻找更好的靶位点提供研究材料和参考,
【关键词】单纯疱疹病毒 $ 型；包膜糖蛋白 L#$；基因克隆；抗

原表位

【中图号】U(&$, %；U%*0, ’’) ) ) 【文献标识码】Z

FG 引言

单纯疱疹病毒（H.A@.5 542@/.O K4A65，FGP）是引

起人类病毒性疾病中常见的病毒之一，可分为 FGP#!
和 FGP#$ 两种血清型, FGP#$ 型主要感染外生殖器

和躯干下部皮肤，引起生殖器疱疹、新生儿疱疹, 目

前认为与生殖器恶性肿瘤相关，并增加了 Z[?G 的感

染机会［!］, FGP#$ 病毒颗粒中至少有 !! 种包膜糖蛋

白，其中 :L#$ 为型特异性抗原［$］，在单纯疱疹 $ 型病

毒诊断、分型和疫苗研究中起到重要作用, 我们对

FGP#$ 的 :L#$ 基因进行克隆，并利用生物信息学软

件对 :L#$ 基因进行 R 细胞抗原表位分析，为 :L#$ 蛋

白作为诊断试剂和疫苗研究打下基础,

HG 材料和方法

H, HG 材料G FGP#$ 病毒株由本课题组在广东地区单

纯疱疹感染患者中分离培养并感染于 P.A9 细胞中保

存，P.A9 细胞、?F*" 细胞由本实验室保存, ?EZM59/#
1，?EZ 纯化试剂盒购自申能博彩公司，1O-3> 酶、

8E-T 购自 -3\3U3 公司，@L1I#- 载体购自 TA92.:3
公司,
H, !G 方法

!, $, !) 引物设计 ) 根据 L.7R37Q 提供的 FGP#$ 病

毒（L.7S37Q 3<<.55 762S.A：]0’""&）基因组全序列，

利用 V35.A:.7.#TA42.AG./.<B 软件设计引物, 上游的引

物序列是 *^#ZZLN--ZNN--LNNLNNNLLNL-NZ#(^；
下 游 的 引 物 序 列 是 *^#LNLLNNLN--Z-NL-LLZ#
NZ---LL-NL#(^, 引物由上海博亚生物技术有限公

司合成,
!, $, $ ) ?EZ 提取 ) 采用 ?EZM59/#1 从 FGP#$ 病毒

P.A9 细胞培养上清中提取 ?EZ,
!, $, () :L#$ 基因的扩增) 使用 -3\3U3 公司 1O-3>
酶进行 TNU, 反应液包括：$, * 229/ 的 8E-T5 ( #V，

!" _ TNU S6CC.A ( #V，上游引物 ! #V，下游引物 ! #V，

1O-3> ", * #V，<?EZ 模板 * #V，F$‘ !’, * #V，总体

积 (" #V, 反应条件：&+a，$ 247；&+a，(" 5，**a，!
247，%$a，$ 247，(" 个循环；%$a 0 247，+a保存,
!, $, +) 基因克隆) 使用申能博采公司 ?EZ 纯化试

剂盒回收 TNU 产物，将回收产物与 @L1I#- 载体连
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接，!"放置 #$ %& 将重组载体转化 ’()! 感受态细

胞，于氨苄青霉素抗性固体 *+ 培养基上 ,-"培养 #.
%，利用 /0123 和 4561 筛选阳性重组克隆& 获得的阳

性克隆菌扩大培养，提取质粒分别经 578 和双酶切

初步鉴定，送 629282 公司测序& 利用 :;<=>2? 软件对

(@A0$ 病毒 B10$ 基因以及 (@A0# 病毒 B10# 基因进

行 + 细胞抗原表位分析，并比较这两型单纯疱疹病

毒糖蛋白 1 之间的异同&

!" 结果

!# $" %&’(! 病毒 )*(! 基因扩增结果" 取确诊生殖

器疱疹病毒感染者分泌物接种 A>;< 细胞，约 . C 发

生病 变 后，取 上 清 提 取 ’DE，用 设 计 的 引 物 进 行

578，经 - B F * 琼脂糖凝胶电泳可见一约 $#G# H: 的

片段，与 (@A0$ 标准株的 B10$ 基因大小一致（图 #）&
将上述 578 产物纯化回收后（图 #），与 :1IJ06 载体

连接，转化 ’()! 感受态细胞，利用蓝白斑菌落筛选

阳性重组克隆& 对阳性克隆扩大培养，提取质粒进行

578 和双酶切初步鉴定，578 产物的琼脂糖凝胶电

泳条带大小约 $#G# H:，阳性克隆质粒双酶切后电泳

出现两条带，一条大小约 $#G# H:，另一条大小位于

,KKK H:（图 $），与预期结果完全一致&

J：’DE J2;L>;，’*#)KKK；#：(@A0$ 的 B10$ 基因 578 扩增产物；$：纯

化的 B10$ 基因；,：’DE J2;L>; ’*$KKK&

图 #M 扩增的 (@A0$ B10$ 基因的电泳

!# !" 序列测定及 + 细胞抗原表位 " 鉴定后的阳性

克隆进行序列分析发现，阳性克隆质粒中 B10$ 基因

测序结果与 1>?+2?L 中国际标准株序列同源性有

GG& )$N & 将基因序列翻译成氨基酸序列，根据序列

分析结果，采用 5<3O09O=>0’<<3P==3 亲水性、5<3=0IQP?P
表面可能性、R2Q>S<?0T<3U 抗原指数三参数综合预测

方案预测，结果表明，(@A0$ 病毒 B10$ 蛋白中存在 -
段抗原指数以及表面可能性强的肽段相对集中区域&
分别是 )K V -!，#,! V #.K，$W) V !#K，!,- V !W$，

)$, V .K)，.#) V .,-，.-W V .WW，其 中 ,#! V ,,W，

,)$ V ,.-，!!- V !W$，)$- V )!!，))K V ).$，)-K V
)-W，)W) V .KK，.#) V .$)，.-W V .WW 肽段为最有代

表性的肽段（图 ,，!）&

J：’DE J2;L>; ’*#)KKK；#：:1IJ06 载体 B10$ 基因重组质粒结果；

$：:1IJ06 载体 B10$ 基因重组质粒 !"#C"单酶切结果；,：:1IJ06 载

体 B10$ 基因重组质粒 !"#C" F $%& 4 双酶切结果&

图 $M (@A0$ B10$ 基因重组克隆的鉴定

图 ,M (@A0$ B10$ 蛋白 + 细胞表位分析

图 !M (@A0$ 和 (@A0# B10$ 蛋白 + 细胞表位比较分析

," 讨论

(@A0$ 包膜糖蛋白 B10$ 由 X@! 基因编码 .GG 个

密码子，包括一个与 (@A0# 包膜糖蛋白 B10# 基因高

度同源的区域和一个“独特区”［,］& 通过对 B10# 蛋白

和 B10$ 蛋白的比对以及 + 细胞抗原表位的预测我们

发现，B10# 和 B10$ 基因在“独特区”中的同源性非常

低（图 !）& B10$ 蛋白中存在 - 段抗原指数以及表面

可能性强的肽 段 相 对 集 中 区 域& 分 别 是 )K V -!，

#,! V #.K，$W) V !#K，!,- V !W$，)$, V .K)，.#) V
.,-，.-W V .WW，其中 ,#! V ,,W，,)$ V ,.-，!!- V
!W$，)$- V )!!，))K V ).$，)-K V )-W，)W) V .KK，
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!"# $ !%#，!&’ $ !’’ 肽 段 为 最 有 代 表 性 的 肽 段(
)*+,-./0+ 等［1］利用噬菌体展示技术发现，两个位于

2)3%“独特区”内的免疫显位在氨基酸残基的 4#" $
1%&，#%# $ #’& 内，并通过试验证明这两段氨基酸残

基只与 5673% 型单纯疱疹病毒反应而不与 5673" 型

单纯疱疹病毒反应( 80-9+ 等［#］利用杆状病毒表达

系统表达 2)3%（%’"++3#:1++），检测 5673% 型感染患

者血清特异性抗体，特异性和敏感性达到 :#( #; ( 由

此说明这两段区域的肽段适合用于临床抗体检测，尤

其适合用于 5673% 分型诊断( <=>?@AB=/C 等［!］研究发

现［!］，5673% 的 2)3% 基因序列抗原区域极少突变，即

使出现了点突变也不会削弱 2)3% 的血清学活性( 同

时进一步证实 2)3% 基因可以作为型特异性抗原，同

时指出 2)3% 基因的保守性是作为 5673% 特异疫苗

成分的先决条件(
我们成功扩增和克隆了 5673% 型 2)3% 全长基

因片段，并通过 D 细胞抗原表位预测出 2)3" 和 2)3%
蛋白的同源性区域在 2)3" 蛋白 "#& $ %4: 肽段和 2)3
% 蛋白 !"# $ !:: 肽段，其同源性达到 &E; 以上，是

567 病毒高度保守的区域( 在 5673% 的 2)3% 蛋白的

“独特区”存在 & 段抗原指数很强的氨基酸区段( 本

研究为单纯疱疹病毒 % 型感染的诊断试剂的研发，抗

单纯疱疹病毒疫苗研究寻找更好的靶位点提供参考(
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!% 临床资料 % 患者 "4E!（ 男 !&!，女 !4E）例，年龄 "# $ &%
（4’ \ "E）岁( 其中皮脂腺囊肿 &4’ 例，皮肤脂肪瘤 4"& 例，皮

肤软纤维瘤 %#" 例( 手术视野区常规消毒，浸润麻醉，将针直

刺囊肿底部继续注入少许麻醉药物( 选用柳叶刀状电极，在

囊肿顶端中心处先作一直径约 4 99 的 7 形小创面，当创面

底部看到囊壁时，将囊壁点破，内容物排出后，用微血管钳进

入直达囊肿底部，将囊壁从底部倒提出( 术后囊腔内组织作

轻微撕扯便于粘连闭合，然后用庆大霉素注射液冲洗，用干纱

布加压包扎 4 J（每日换药）( 术后 4 J 囊腔闭合，保持痂面干

燥，自行愈合( 对直径 4 99 以内的软纤维瘤可直接用柳叶刀

状电极祛除，亦可将瘤体完整取出( 结果皮肤良性肿瘤 "4E!
例中，痊 愈 "%&4 例（:&( #; ），囊 肿 完 全 祛 除，表 皮 恢 复 正

常［"］，显效 %& 例，经再次治疗后痊愈，效果满意( 有效 ! 例，

曾接受外科手术治疗后皮脂腺囊肿复发患者，经两次以上治

疗，囊肿消失，但皮肤留有痕迹(

&% 讨论% 皮肤良性肿瘤一般多为囊肿，与皮下组织不粘连，

一般无疼痛感，直径约 E( 4 $ # M9 之间［%］( 皮脂腺囊肿、皮肤

脂肪瘤和皮肤软纤维瘤基本都是后天形成的( 多见于面部前

额、两侧面颊、耳前、颈后、背部、四肢躯干等全身皮肤( 属于

良性范围，但影响容貌美观，引起病损呈逐渐生长增大趋势，

所以患者强烈要求诊治( 传统治疗分为药物腐蚀和外科手术

切开缝合法，术后的线状疤痕长度基本都大于囊肿原来的直

径很多，且形状各异有增生性疤痕、有萎缩性疤痕，还有拆线

后再次裂开时久不愈的( 这些因缝合而不可避免的留下的疤

痕，属于治疗的遗憾，影响患者的心情，满足不了患者的求美

心愿( 作者采用了超高频皮肤整形仪治疗时刀状电极将表皮

逐层气化［" H %］，使开口边缘修整平整，囊腔与正常组织平滑、

自然过度，术后皮肤不留瘢痕这一优点，结合外科手术分离、

剥脱等手法，以及内容物可顺应排出的特点，成功地实行了微

创治疗，获得满意的效果( 经长达 # + 余的病例追踪观察，外

观无明显痕迹，从而达到了病除貌美的治疗效果( 超高频皮

肤整形仪微创治疗各种皮肤良性肿瘤效果显著，方法简便，无

特殊治疗护理要求，无任何副作用(
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