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应用细菌人工染色体技术体外繁殖

人巨细胞病毒

谢斌华　王波　丁俊彩　胡兢晶　郭媛媛　苏海浩

　　【摘要】　目的　体外快速繁殖人巨细胞病毒（ＨＣＭＶ）。 方法　用试剂盒抽提、纯化重组 ＨＣＭＶ细菌人
工染色体（ＢＡＣ），以重组 ＨＣＭＶ细菌人工染色体（ＢＡＣ唱ＨＣＭＶ）为模板扩增 ＵＬ８２基因，酶切后连接至 ｐｃＤＮＡ
载体，构建 ｐｃＤＮＡ唱ｐｐ７１ 重组质粒，转化感受态宿主菌，抽提及鉴定重组质粒。 通过电穿孔技术将ＢＡＣ唱ＨＣＭＶ
与鉴定成功的 ｐｃＤＮＡ唱ｐｐ７１重组质粒共转染人包皮成纤维细胞，通过多重 ＰＣＲ法及观察细胞病变效应、绿色
荧光蛋白等方法鉴定培养后获得的 ＨＣＭＶ。 结果　（１）获得 ｐｃＤＮＡ唱ｐｐ７１ 重组质粒，经 ＰＣＲ及双酶切后，片
段大小与预期相符，进一步测序鉴定成功。 （２）ＢＡＣ唱ＨＣＭＶ 与 ｐｃＤＮＡ唱ｐｐ７１ 共转染人包皮成纤维细胞，出现
细胞病变效应，经荧光显微镜观察可见绿色荧光。 （３）以培养出的病毒 ＤＮＡ为模板进行多重 ＰＣＲ 扩增，获
得两条与预期大小相符的条带，鉴定 ＨＣＭＶ体外繁殖成功。 结论　应用 ＢＡＣ技术成功在体外快速繁殖 ＨＣ唱
ＭＶ，为 ＨＣＭＶ研究提供实验材料，也为进一步研究 ＨＣＭＶ分子机制奠定基础。
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【Abstract】　Objective　Ｔｏ ｒａｐｉｄｌｙ ｐｒｏｐａｇａｔｅ ｈｕｍａｎ ｃｙｔｏｍｅｇａｌｏｖｉｒｕｓ in vitro．Methods　ＢＡＣ唱ＨＣＭＶ ｗｅｒｅ
ｅｘｔｒａｃｔｅｄ ａｎｄ ｐｕｒｉｆｉｅｄ ｂｙ ｕｓｉｎｇ ａ ｐｌａｓｍｉｄ ＤＮＡ ｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｋｉｔ．Ｔｈｅ ＨＣＭＶ ＵＬ８２ ｇｅｎｅ ｆｒａｇｍｅｎｔｓ ｗｅｒｅ ａｍｐｌｉｆｉｅｄ ｆｒｏｍ
ｔｈｅ ｔｅｍｐｌａｔｅ ＢＡＣ唱ＨＣＭＶ ｂｙ ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ ｃｈａｉｎ ｒｅａｃｔｉｏｎ （ＰＣＲ）ａｎｄ ｄｉｇｅｓｔｅｄ ｂｙ ＢａｍＨⅠａｎｄ ＸｈｏⅠｗｈｉｃｈ ｗｅｒｅ ａｌｓｏ
ｕｓｅｄ ｏｎ ｖｅｃｔｏｒ ｐｃＤＮＡ３畅１（ ＋）．Ｔｈｅ ｄｉｇｅｓｔｅｄ ＵＬ８２ ｇｅｎｅ ｆｒａｇｍｅｎｔｓ ａｎｄ ｐｃＤＮＡ３畅１ ｗｅｒｅ ｃｏｎｎｅｃｔｅｄ ｂｙ Ｔ４ ｌｉｇａｓｅ，
ｆｏｒｍｉｎｇ ｔｈｅ ｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｐｌａｓｍｉｄ ｐｃＤＮＡ唱ｐｐ７１ ｗｈｉｃｈ ｗａｓ ｔｒａｎｓｆｏｒｍｅｄ ｉｎｔｏ ｃｏｍｐｅｔｅｎｔ Ｅ．ｃｏｌｉ ＤＨ５α．Ａｆｔｅｒ ａｍｐｌｉｆｙｉｎｇ ｉｎ
Ａｍｐ ＋ ＬＢ ｌｉｑｕｉｄ ｍｅｄｉｕｍ， ｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｐｌａｓｍｉｄ ｐｃＤＮＡ唱ｐｐ７１ ｗａｓ ｅｘｔｒａｃｔｅｄ， ｐｕｒｉｆｉｅｄ ａｎｄ ｃｏｎｆｉｒｍｅｄ ｂｙ ＤＮＡ
ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ．Ｈｕｍａｎ ｆｏｒｅｓｋｉｎ ｆｉｂｒｏｂｌａｓｔ （ＨＦＦ） ｃｅｌｌｓ ｗｅｒｅ ｇｒｏｗｎ ｉｎ Ｄｕｌｂｅｃｃｏ′ｓ ｍｏｄｉｆｉｅｄ Ｅａｇｌｅ′ｓ ｍｅｄｉｕｍ （ＤＭＥＭ）
ｓｕｐｐｌｅｍｅｎｔｅｄ ｗｉｔｈ １０％ ｆｅｔａｌ ｃａｌｆ ｓｅｒｕｍ ａｎｄ ｃｏｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄ ｗｉｔｈ ｂａｃｔｅｒｉａｌ ａｒｔｉｆｉｃｉａｌ ｃｈｒｏｍｏｓｏｍｅ 唱ｈｕｍａｎ ｃｙｔｏｍｅｇｌｏｖｉｒｕｓ
（ＢＡＣ唱ＨＣＭＶ）ａｎｄ ｐｃＤＮＡ唱ｐｐ７１ ｂｙ ｅｌｅｃｔｒｏｐｏｒａｔｉｏｎ．Ｂｙ ｍｕｌｔｉｐｌｅｘ ＰＣＲ ｍｅｔｈｏｄ ａｎｄ ｏｂｓｅｒｖａｔｉｏｎ ｏｆ ｃｙｔｏｐａｔｈｉｃ ｅｆｆｅｃｔ
（ＣＰＥ），ｇｒｅｅｎ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔ ｐｒｏｔｅｉｎ ａｎｄ ｏｔｈｅｒ ｍｅｔｈｏｄｓ ｗｅｒｅ ｕｓｅｄ ｔｏ ｉｄｅｎｔｉｆｙ ｈｕｍａｎ ｃｙｔｏｍｅｇａｌｏｖｉｒｕｓ ．Results　Ｔｈｅ
ｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｐｌａｓｍｉｄ ｐｃＤＮＡ唱ｐｐ７１ ｗａｓ ｓｕｃｃｅｓｓｆｕｌｌｙ ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｅｄ ， ｃｏｎｆｉｒｍｅｄ ｂｙ ＰＣＲ， ｔｈｅ ｄｉｇｅｓｔｉｏｎ ｏｆ ｅｎｚｙｍｅｓ ａｎｄ
ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ．ＣＰＥ ａｎｄ ｇｒｅｅｎ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｗｅｒｅ ｏｂｓｅｒｖｅｄ ｕｎｄｅｒ ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅ ａｆｔｅｒ ｔｈｅ ＨＦＦ ｃｅｌｌｓ ｗｅｒｅ ｃｏｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄ ｗｉｔｈ
ＢＡＣ唱ＨＣＭＶ ａｎｄ ｐｃＤＮＡ唱ｐｐ７１．Ｔｈｅ ｖｉｒｕｓ ｐｒｏｄｕｃｅｄ ｂｙ ｔｈｅ ｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄ ＨＦＦ ｃｅｌｌｓ ｗａｓ ｃｏｎｆｉｒｍｅｄ ｔｏ ｂｅ Ｔｏｗｎｅ ｓｔｒａｉｎ ｂｙ
ｍｕｌｔｉｐｌｅ ＰＣＲ．Conclusions　Ｈｕｍａｎ ｃｙｔｏｍｅｇａｌｏｖｉｒｕｓ ｗａｓ ｒａｐｉｄｌｙ ｐｒｏｐａｇａｔｅｄ in vitro ａｓ ａ ｒｅｓｕｌｔ ｏｆ ｅｌｅｃｔｒｏｐｏｒａｔｉｏｎ，
ｐｒｏｖｉｄｉｎｇ ｅｓｓｅｎｔｉａｌ ｍａｔｅｒｉａｌ ａｎｄ ｆｏｕｎｄａｔｉｏｎ ｆｏｒ ｆｕｒｔｈｅｒ ｒｅｓｅａｒｃｈ ｏｎ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｍｅｃｈａｎｉｓｍ ｏｆ ＨＣＭＶ ．
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　　巨细胞病毒在自然界中普遍存在，属于疱疹病毒
科，多种动物皆可遭受感染，本病毒对宿主或培养细胞
有高度的种特异性，人巨细胞病毒（ｈｕｍａｎ ｃｙｔｏｍｅｇｌｏｖｉｒ唱
ｕｓ，ＨＣＭＶ）只能感染人。 ＨＣＭＶ在人群中感染率高，多

为隐性感染，但孕妇感染 ＨＣＭＶ 可导致胎儿畸形、流
产、婴幼儿智力低下等严重后果，因此对 ＨＣＭＶ的研究
有重要意义。 通常病毒的分离培养可用动物接种和组
织培养等方法，但 ＨＣＭＶ只感染人类组织细胞，不能用
动物接种的方法。 而采取组织细胞培养的方法分离培
养 ＨＣＭＶ费时（实验操作时间约 １ ～６ 周，出现细胞病
变的平均时间为 ２ ～３ 周）［１］ ，且传代达到一定次数后，
病毒基因组容易出现突变（如突变后造成的 ＨＣＭＶ 实
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验室病毒株与临床病毒株的差异）［２］ ，造成实验材料的
不稳定，给 ＨＣＭＶ的实验研究带来很大困难。
细菌人工染色体（ ｂａｃｔｅｒｉａｌ ａｒｔｉｆｉｃｉａｌ ｃｈｒｏｍｏｓｏｍｅ，

ＢＡＣ）是可容纳 ３０ ～３００ ｋｂ的 ＤＮＡ片段，性质稳定，极
少发生重组，是 ＤＮＡ文库构建和基因簇研究的理想载
体

［３］ 。 目前已有研究者把 ＨＣＭＶ 基因组构建到 ＢＡＣ
上，转染细胞后能获得重新组装的病毒颗粒［４］ ，提供了
稳定保存 ＨＣＭＶ基因组的新方法，促进了对该病毒的
进一步研究。 为了在体外快速繁殖 ＨＣＭＶ，我们进行
了以下研究。

材料与方法

一、材料
１．试剂：限制性内切酶（Ｂａｍ ＨⅠ和 ＸｈｏⅠ）、ＤＮＡ

聚合酶（ＬＡ Ｔａｑ 和 Ｅｘ Ｔａｑ）、Ｔ４ ＤＮＡ 连接酶、ｄＮＴＰ、
ＲＮａｓｅ Ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ、ＤＬ２０００ Ｍａｒｋｅｒ、胰酶等购自 ＴＡＫＡＲＡ
公司；ＤＥＰＣ、水饱和酚购自北京鼎国公司；Ｖｉｒａｌ ＤＮＡ
Ｋｉｔ、凝胶回收试剂盒、ＰＣＲ 产物纯化试剂盒购自 ＯＭＥ唱
ＧＡ公司；小量质粒抽提试剂盒购自天根公司；Ｐｌａｓｍｉｄ
ＤＮＡ Ｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ 试剂盒购自 ＭＡＣＨＥＲＥＹ唱ＮＡＧＥＬ
（ＭＮ）公司；ＤＭＥＭ 培养基购自 Ｇｉｂｃｏ 公司；胎牛血清
购自四季青公司；引物合成及测序委托上海 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ
公司。

２．质粒、菌株和病毒株：载体 ｐＭＤ１８唱Ｔ Ｖｅｃｔｏｒ、宿
主大肠杆菌 ＤＨ唱５α购自 ＴＡＫＡＲＡ公司；载体质粒 ｐｃＤ唱
ＮＡ３畅１（ ＋）购自基因公司；人包皮成纤维细胞（ＨＦＦ）、
ＢＡＣ唱Ｔｏｗｎｅ ＨＣＭＶ为实验室保存。
二、方法
１．ＢＡＣ唱ＨＣＭＶ质粒 ＤＮＡ的提取、纯化及鉴定：收

集 ＬＢ／氯霉素培养液中对数生长期的 ＤＨ５α［ＢＡＣ唱ＨＣ唱
ＭＶ］菌液，离心，使用 Ｐｌａｓｍｉｄ ＤＮＡ Ｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ 试剂盒
提取 ＢＡＣ唱ＨＣＭＶ 质粒 ＤＮＡ，将最后步骤的 ＤＮＡ 沉淀
置于 ４ ℃保存，临用前 １ ｄ再溶于适量 ＴＥ，待充分溶解
后备用。 紫外分光光度计测定其在 ２６０ ｎｍ 处吸光度
（Ａ）确定含量。 根据 ＮＣＢＩ 上公布的 ＨＣＭＶ Ｔｏｗｎｅ 病
毒株序列，选用 ＨＣＭＶ的保守基因即早期基因（ ＩＥ）和
晚期基因（ＬＡ）作为 ＨＣＭＶ 鉴定指标。 ＩＥ 的上游引物
序列为 ５′唱ＣＣＡＣＧＣＡＧＣＧＧＣＣＣＴＴＧＡＴＧＴＴＴ唱３′，下游引
物序列为 ５′唱ＣＡＴＴＧＧＴＧＧＴＣＴＴＡＧＧＧＡＡＧＧＣ唱３′；ＬＡ 的
上游引物序列为 ５′唱ＣＣＴＧＴＣＡＣＣＧＣＴＧＣＴＡＴＡＴＴＴＧＣ唱
３′， 下 游 引 物 序 列 为 ５′唱ＡＴＴＧＴＡＣＣＴＧＡＧＧＡＴＡ唱
ＡＧＣＧＧＧ唱３′。 ＰＣＲ 反应条件为 ９４ ℃５ ｍｉｎ； ９４ ℃
１ ｍｉｎ，６２ ℃ １ ｍｉｎ，７２ ℃ ２ ｍｉｎ，共 ３２ 个循环；７２ ℃延
长 １０ ｍｉｎ。 １％琼脂糖凝胶中电泳确认扩增产物。

２．ＵＬ８２ 基因的引物设计：根据 ＧｅｎＢａｎｋ 上 ＨＣＭＶ

病毒株 Ｔｏｗｎｅ ｐｐ７１蛋白基因序列（ＵＬ８２）以及克隆的需
要设计引物，序列如下：上游引物为 ５′唱ＧＣＧＧＧＧＡＴＣＣ
ＧＣＡＡＴＧＴＣＴＣＡＧＧＣＡＴＣＧＴＣＣＴＣＧ唱３′；下游引物为 ５′唱
ＧＣＧＧＣＴＣＧＡＧ ＧＡＴＧＣＧＧＧＧＴＣＧＡＣＴＧＣＧＴＧＧ唱３′。 上游
引物中 ＧＧＡＴＣＣ 为 ＢａｍＨⅠ酶切位点，ＧＣＡＡＴＧＴ 为真
核表达所需要的 Ｋｏｚａｋ 序列；下游引物中 ＣＴＣＧＡＧ 为
ＸｈｏⅠ酶切位点，并去掉终止密码子，以融合 Ｃ唱ｍｙｃ 标
签，为方便以后用Ｗｅｓｔｅｒｎ检测该基因表达产物。

３．ＰＣＲ扩增目的基因 ＵＬ８２ 及片段纯化：以 ＢＡＣ唱
ＨＣＭＶ 质粒为模板，反应条件为 ９４ ℃ １ ｍｉｎ；９４ ℃
４５ ｓ，６０ ℃ ３０ ｓ，７２ ℃ ９０ ｓ，共３２ 个循环；７２ ℃ １０ ｍｉｎ。
１％琼脂糖凝胶中电泳确认 ＰＣＲ产物，使用 ＯＭＥＧＡ 公
司 Ｅ．Ｚ．Ｎ．Ａ．ＴＭ Ｇｅｌ Ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ Ｋｉｔ 从琼脂糖凝胶中回
收纯化 ＰＣＲ产物。

４．酶切反应：分别用限制性内切酶 ＢａｍＨⅠ和 Ｘｈｏ
Ⅰ双酶切纯化后的 ＰＣＲ 产物及质粒 ｐｃＤＮＡ３畅１（ ＋），
３７ ℃恒温箱 ３ ～４ ｈ。 １％琼脂糖凝胶中电泳并从凝胶
中回收酶切后的质粒和目的片段。

５．连接反应：用 Ｔ４ 连接酶连接酶切后胶回收的质
粒和目的片段。

６．宿主菌 ＤＨ５α感受态的制备及转化：ＣａＣｌ２ 法制
备 ＤＨ５α感受态，并将以上连接产物全部转化入 ＤＨ５α
感受态。 转化的重组质粒菌株接种于含氨苄西林
（Ａｍｐ）的 ＬＢ 固体培养基上，１６ ～２０ ｈ 后观察转化情
况。 倒置保存于 ４ ℃。

７．重组质粒的提取及鉴定：挑取单个菌落接种于
含氨苄西林的 ＬＢ 液体培养基中培养扩增后，做菌落
ＰＣＲ后将 ＰＣＲ 反应液在 １％琼脂糖凝胶中电泳，初步
确认 ＰＣＲ扩增产物。 用天根公司的小量质粒抽提试剂
盒抽提菌液中的重组质粒，双酶切，电泳，筛选出可能
含有目的片段的阳性质粒，送测序。 经测序验证的阳
性质粒命名为 ｐｃＤＮＡ唱ｐｐ７１，保存菌液于－８０ ℃。

８．细胞培养：使用含 １０％胎牛血清的 ＤＭＥＭ培养
基，于 ３７ ℃ ５％ ＣＯ２ 培养箱中常规培养 ＨＦＦ。

９．电穿孔转染：常规培养的 ＨＦＦ 细胞密度接近
１００％时，于超净台中，倒弃培养基，ＰＢＳ 洗两遍，用含
０畅０２％ ＥＤＴＡ的０畅２５％胰酶消化细胞，３７ ℃孵育１ ｍｉｎ
后倾去消化液，加入正常培养基终止消化。 轻柔吹下
细胞，４ ℃低速离心后以适量培养基重悬细胞。 细胞计
数后调整细胞浓度，使每 ２６５ μｌ 的培养基中含有（３ ～
５） ×１０６

个细胞，大约等于 ２５ ｃｍ２
培养瓶中 １／２ 的细

胞。 在 ０畅４ ｃｍ的电转杯中加入 ２６５ μｌ的细胞，１ μｇ的
ｐｃＤＮＡ唱ｐｐ７１ 和适量的 ＢＡＣ唱ＨＣＭＶ 质粒。 电转条件
为：电压 ２６０ Ｖ，电阻 ７５Ω，电容 ９６０ μＦ，电转时间在
２４ ～４０ ｍｓ之间，完成后立即补加 ９００ μｌ 的预冷培养
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基。 把细胞重悬在新鲜 ＤＭＥＭ 培养基中，３７ ℃ ５％
ＣＯ２ 培养箱中培养，２４ ｈ 后更换培养基，继续培养，观
察细胞病变效应（ｃｙｔｏｐａｔｈｙ ｅｆｆｅｃｔ，ＣＰＥ）。

１０．收集病毒液：待 ＣＰＥ达 ８０％～９０％时，收集细
胞上清即病毒液，存于－８０ ℃。

１１．病毒的培养：将 ＨＦＦ进行常规传代，在传代后
４８ ｈ内细胞状态良好且单层贴壁时进行病毒接种：弃
培养基，ＰＢＳ 缓冲液洗 ３ 次并尽量吸干残留的 ＰＢＳ，加
入 １５％～２０％的病毒量，然后补加新鲜培养基，轻轻摇
晃培养瓶，让病毒液在细胞面均匀分布。 ３７ ℃，５％
ＣＯ２ 的细胞培养箱培养 １ ｈ，每隔 １５ ｍｉｎ轻轻摇晃细胞
瓶，使病毒充分吸附至细胞表面；１ ｈ 后，倾去接种液，
加入新鲜的细胞培养基，继续培养。 待 ８５％以上的细
胞出现病变时，用 ２畅５％的胰酶对细胞进行消化后收集
细胞，在收集的细胞中加入含 １０％二甲基亚砜的细胞
冻存液， －８０ ℃保存。

１２．多重 ＰＣＲ 鉴定病毒：待 ８０％以上细胞出现病
变时，取上清样本，按照 ＯＭＥＧＡ公司 Ｖｉｒａｌ ＤＮＡ Ｋｉｔ抽
提 ＨＣＭＶ基因组 ＤＮＡ，以 ＨＣＭＶ 基因组 ＤＮＡ 为模板
扩增 ＨＣＭＶ的 ＬＡ和 ＩＥ 基因。 引物和反应条件同前。
１％琼脂糖凝胶中电泳确认扩增产物。

结　　果

一、ＢＡＣ唱ＨＣＭＶ质粒的鉴定
以 ＢＡＣ唱ＨＣＭＶ 质粒为模板，ＰＣＲ 扩增基因 ＩＥ 和

ＬＡ，产物用 １％琼脂糖凝胶电泳（图 １）。 产物大小应为
２０９ ｂｐ和 ４０１ ｂｐ，大小与预期一致，实验室病毒株 ＨＣ唱
ＭＶ ＡＤ１６９ 作阳性对照，空 ＢＡＣ质粒作阴性对照，证明
所抽提的质粒为 ＢＡＣ唱ＨＣＭＶ，并通过紫外分光光度计
检测其 ＯＤ２６０／２８０ 值为 １畅８３，符合细胞电转要求。
二、ｐｃＤＮＡ唱ｐｐ７１的构建
１．ＵＬ８２ 基因的扩增：根据 ＮＣＢＩ 上公布的 ＨＣＭＶ

Ｔｏｗｎｅ 株序列，ＵＬ８２ 基因全序列从 ＨＣＭＶ 基因组 １１８
４１７ ｂｐ到 １２０ ０９６ ｂｐ，全长 １６８０ ｂｐ，经 ＰＣＲ扩增以后，
显示的目的片段大小符合预期（图 ２）。

２．ｐｃＤＮＡ唱ｐｐ７１ 的酶切鉴定：将构建的重组质粒
ｐｃＤＮＡ唱ｐｐ７１ 进行双酶切后电泳，以 ｐｃＤＮＡ唱ｐｐ７１ 模板
经 ＰＣＲ扩增后所得片段及 ｐｃＤＮＡ３畅１（ ＋）空载体经
ＢａｍＨⅠ单酶切片段为对照（图 ３）。 结果表明 ｐｃＤＮＡ唱
ｐｐ７１ 双酶切后所得片段大小与连接前两克隆片段一
致，证明 ｐｃＤＮＡ唱ｐｐ７１基本构建成功。 送交上海英潍捷
基生物技术有限公司测序后，结果与 ＮＣＢＩ 上公布的
ＨＣＭＶ ＵＬ８２基因相吻合，表明此克隆构建完成。
三、正常的与出现 ＣＰＥ的 ＨＦＦ
生长正常的 ＨＦＦ 细胞（图 ４）密度达到 ８０％左右

时，把构建好的 ｐｃＤＮＡ唱ｐｐ７１ 与 ＢＡＣ唱ＨＣＭＶ 共同电转
细胞，隔 ２４ ～４８ ｈ换一次液，６ ～１０ ｄ后便可观察到细
胞出现病变（图 ５Ａ），主要表现为感染病毒的细胞会变
大，位于细胞中央的细胞核显著增大，把细胞质往周围
挤压。 细胞核通常具有边缘清晰的染色质和显著核内
包涵体，核内包涵体周围有一圈光晕包围。 在光镜下
在核内可以见到聚集形成＂鹰眼＂样结构的包涵体（图
５Ｂ）。 因重组病毒基因组引入了绿色荧光蛋白表达基
因，病毒包装成功后在荧光显微镜见感染细胞发绿色
荧光（图 ６Ｂ）。
四、病毒 ＨＣＭＶ Ｔｏｗｎｅ 的培养与鉴定
待 ８０％以上细胞出现病变时，取上清样本，按照

ＯＭＥＧＡ公司 Ｖｉｒａｌ ＤＮＡ Ｋｉｔ 抽提 ＨＣＭＶ 基因组 ＤＮＡ，
以 ＨＣＭＶ基因组 ＤＮＡ为模板扩增 ＨＣＭＶ 的 ＬＡ 和 ＩＥ
基因，扩增产物长度分别为 ２０９ ｂｐ、４０１ ｂｐ（图 ７），以未
感染 ＨＣＭＶ的细胞 ＤＮＡ为阴性对照，结果证明 ＨＣＭＶ
感染成功。

讨　　论

ＢＡＣ唱ＨＣＭＶ质粒的抽提质量和纯度是下一步细胞
实验的关键，因此抽提和纯化该质粒至关重要。 ＢＡＣ唱
ＨＣＭＶ质粒是低拷贝的质粒，通常需要一定量的氯霉
素进行培养，一方面，氯霉素能抑制大肠杆菌培养中杂
菌的产生；另一方面，氯霉素能抑制大肠杆菌中宿主蛋
白的表达，ＢＡＣ唱ＨＣＭＶ 质粒是不依赖于宿主蛋白的松
弛型质粒，一定浓度的氯霉素（１２畅５ μｇ／ｍｌ）能促进该
质粒的扩增，但是加入过量的氯霉素菌体就不能正常
生长繁殖，将难以得到大量的 ＢＡＣ唱ＨＣＭＶ 质粒。 对于
ＢＡＣ唱ＨＣＭＶ质粒的抽提采用较温和的碱裂解法进行大
量抽提，但需要注意的是 ＢＡＣ唱ＨＣＭＶ 质粒是一个大于
２３０ ｋｂ的超螺旋质粒，极容易断裂，所以在抽提过程中
应尽可能保持在低温下，轻柔的操作。 ＭＮ 公司的
Ｐｌａｓｍｉｄ ＤＮＡ Ｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ 抽提试剂盒采用醋酸钾中和
裂解液，确保 ＢＡＣ唱ＨＣＭＶ 质粒恢复天然超螺旋结构。
在细胞实验中，一般要求纯度 ＯＤ２６０／２８０ ＞１畅８，以达
到转染细胞的要求。 我们可以通过紫外分光光度计测
量双链 ＤＮＡ在 ＯＤ２６０时的光吸收值与 ＯＤ２８０ 时的光
吸收值，两者的比值可作为质粒纯度的参考，１畅８ ＜
ＯＤ２６０／２８０ ＜１畅９ 范围时表明所测样品中 ｄｓＤＮＡ 含量
达 ８５％以上。 另外通过 ＰＣＲ 鉴定可知道样品中是否
含有 ＢＡＣ唱ＨＣＭＶ质粒。

ｐｃＤＮＡ３畅１（ ＋）质粒为真核细胞内蛋白瞬时表达
的质粒，它含有 ＨＣＭＶ的启动子，能在绝大多数哺乳动
物细胞中稳定高效表达所需蛋白。 ｐｐ７１ 是由 ＨＣＭＶ
的 ＵＬ８２ 基因 ＯＲＦ 编码的早期蛋白，为病毒的包膜蛋
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白
［５］ 。 众研究表明，ｐｐ７１ 蛋白可诱导静止的细胞进入

细胞周期并使它们停在 Ｇ１晚期，从而能够增加病毒繁
殖，加快病毒在细胞内的传递［６唱８］ 。 单独用 ＢＡＣ唱ＨＣＭＶ
转染细胞，病毒组装非常缓慢，极难在短时间内观察到
细胞的病变效应。 本实验把 ｐｃＤＮＡ唱ｐｐ７１ 与抽提的
ＢＡＣ唱ＨＣＭＶ共同转染入细胞中获得了重新组装的 ＨＣ唱
ＭＶ，证明 ｐｃＤＮＡ唱ｐｐ７１ 确实能有效地启动该病毒的
复制。

电穿孔是功能强大的将核酸、蛋白及其他分子导
入多种细胞的高效技术。 通过高强度的电场作用，瞬
时提高细胞膜的通透性，从而吸收周围介质中的外源
分子。 这种技术可以将核苷酸、ＤＮＡ与 ＲＮＡ、蛋白、糖
类、染料及病毒颗粒等导入原核和真核细胞内［９］ 。 电
穿孔法转染哺乳动物细胞受诸多因素的影响：（１）处于
对数生长期的细胞对电击非常敏感，是最适于进行电
转化的生长阶段。 电转后细胞死亡率较高，但存活的
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细胞中转化子的比例较高。 （２）外源 ＤＮＡ浓度只能在
一定的范围内才能获得最大转化率，外源 ＤＮＡ的浓度
过高、过低均影响转化率。 （３）电场强度。 根据参考文
献及本实验证实电压为 ２６０ Ｖ，电容为 ９６０ μＦ，电阻为
７５ Ω，电击时间在２０ ～４０ ｍｓ时能有效地将质粒转进细
胞并获得重组病毒。 （４）温度。 在整个过程中最好保
持低温操作，这样可以提高转染效率［１０］ 。
巨细胞病毒对宿主和组织培养均有严格的种属特

异性，通常只使自身宿主或同属动物受感染，亦只有用
其自身宿主的成纤维细胞才能进行培养。 电转成功
后，ＨＣＭＶ的容许细胞 ＨＦＦ 细胞可以出现典型的细胞
病变，特点是细胞膨胀、核变大、形成巨大细胞，出现有
折光性的细胞质颗粒和核内包涵体，常在感染后期出
现。 由于 ＢＡＣ唱Ｔｏｗｎｅ病毒株在重组时插入绿色荧光蛋
白（ＥＧＦＰ），在 ｐｃＤＮＡ唱ｐｐ７１ 与 ＢＡＣ唱ＨＣＭＶ 共转染到
ＨＦＦ细胞时，ＥＧＦＰ在 ＨＦＦ细胞中表达，如受到蓝光照
射就可发出绿色荧光（图 ６Ｂ），同时通过荧光的观察可
以评估电转效率的高低。 从图５Ａ我们可以看到电转 ６
ｄ后细胞开始发生病变效应，我们取发生病变的细胞上
清感染生长状态良好的 ＨＦＦ 细胞，４ ｄ 后 ＨＦＦ 细胞从
成纤维形状变胀、变圆。 逐日观察感染病毒的细胞是
否出现病变效应，连续 １ ～４ 周。 如细胞感染病毒后培
养 ４周仍未出现病变效应，则盲传，如盲传三代仍未出
现病变效应，则判为阴性。
由于 ＨＣＭＶ在形态及基因结构上与其他疱疹病毒

相似，出现病变效应也很难与其他疱疹病毒感染区别，
不能从分子遗传上确证为 ＨＣＭＶ 感染 ＨＦＦ所致，需做
进一步的鉴定。 本研究进一步运用多重 ＰＣＲ 鉴定 ＨＣ唱
ＭＶ病毒，选用 ＨＣＭＶ 的保守基因即刻早期基因（ ＩＥ）
和晚期基因（ＬＡ）作为 ＨＣＭＶ 遗传鉴定指标，其中 ＩＥ
基因是 ＨＣＭＶ 感染时最早被活化的基因和 ＨＣＭＶ 基
因组复制的最重要启动子，其编码产物可与细胞 ＤＮＡ
结合或与细胞调控因子作用调节宿主细胞基因表达和

增生，可促进病毒早期及晚期基因的启动子与病毒
ＤＮＡ多聚酶Ⅰ及 ＲＮＡ多聚酶Ⅱ作用。 ＬＡ基因编码的
产物是形成病毒结构蛋白的主要成分，在病毒的装配

和成熟中起主要作用。 因此 ＩＥ和 ＬＡ是病毒复制所必
需的基因。 证实使用两对以上的引物进行 ＰＣＲ可以检
测 １００％的 ＨＣＭＶ毒株，普通 ＰＣＲ 可能是因为靶基因
片段发生变异导致假阴性产生，从而降低了 ＰＣＲ 检测
的可靠性

［１１］ 。
综上所述，本研究应用 ＢＡＣ 技术体外快速繁殖

ＨＣＭＶ成功，为 ＨＣＭＶ 的研究提供了更易获得的实验
材料，也为进一步研究 ＨＣＭＶ的分子机制奠定基础。
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