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人巨细胞病毒即刻早期基因功能研究

马晓蒙!顾绍庆!李文静!韦!苇!赵!媛

摘!要!目的!探讨人巨细胞病毒(MV18J PWSD1>38EDXRUV@!2Z=C)在体外增殖过程中即刻早期(R11>?R8S>EW>8UEW!ê)基因

的作用" 方法!设计并化学合成 & 条靶向 ê基因外显子序列的 @R)F+!应用阳离子脂质体法将干扰序列转染入人胚肺成纤维

(MV18J >1QUWDJRPEVJ3TRQUDQE8@S!2̂ Kg)细胞!用 2Z=C感染已转染入 @R)F+的细胞!同时设置正常对照组#阴性对照组#阳性对

照组和转染试剂对照组" 采用流式细胞术检测转染效果!荧光定量 7Z)和琼脂糖凝胶电泳方法检测分析导入的 @R)F+对 ê 基

因和 d+7\2阳性对照基因的抑制效果以及早期( )̂基因和晚期(K)基因的表达情况" 结果!@R)F+成功导入 2̂ Kg细胞内!'

孔板内 (

/

E脂质体可导入的最佳 @R)F+量约为 "##B1DE!阳性对照组 d+7\2表达量较其他对照组有明显的下降(%/#-#()!抑

制率为 ,#-9./干扰组中 & 条 @R)F+对 ê基因的表达均有抑制作用" ê 基因表达下调后! ^基因和 K基因的表达较对照组也

有明显下降(%/#-#()" 结论!在体外!靶向 ê基因的 @R)F+能有效抑制 ê基因的表达从而影响 ^基因和 K基因的表达!表明

ê基因的有效表达是 ^基因和 K基因表达的基础"

关键词!人巨细胞病毒!即刻早期基因!干扰 )F+!基因表达
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!!人巨细胞病毒( MV18J PWSD1>38EDXRUV@! 2Z=C)

是双链 \F+病毒!在人群中感染十分普遍!近年来已

成为引起新生儿先天性疾病和畸形的重要因素之一!

但其致病机制仍不甚明了
," :*-

" 2Z=C基因在细胞

内的表达具有一定的时序性!按表达的先后顺序可分

为即刻早期(R11>?R8S>EW>8UEW!ê)基因#早期(>8UEW!

)̂基因和晚期(E8S>!K)基因
,(-

" 2Z=C穿入细胞后

ê基因最先表达!其活性被宿主细胞因子激活而不

需要病毒蛋白质的参与" ê 基因由多个部分构成!

其中 hK"$$#hK"$& 是主要的即刻早期(18cDUR11>Y

?R8S>EW>8UEW!=ê)基因"

近年来更昔洛韦等抗病毒药物的应用!使 2Z=C

耐药菌株不断出现!)F+干扰技术成为抑制病毒复

制的新方法" 然而常用的通过质粒构建基因表达载

体的方法过程复杂#成本较高!本实验通过操作简便

的脂质体转染法将 @R)F+导入细胞抑制 2Z=Cê 基

因的表达!通过琼脂糖凝胶电泳和荧光定量 7Z)检

测 ^基因和 K基因的代表基因 hK(* 和 hK9& 的表达

情况!探讨 ê 基因在病毒复制过程中最先表达的意

义以寻找新的药物靶点"

材料与方法

"-细胞和病毒+人胚肺成纤维细胞( MV18J >1QUWDJRPEVJ3

TRQUDQE8@S!2̂ Kg)为本实验室保存!实验所用为 * :"# 代细胞!

生长状态良好/2Z=C+\"'% 株为安徽医科大学微生物教研

室提供!应用前测定病毒毒力!全部试验用同一批具有相同毒

力的病毒原液"

$-主要试剂+小牛血清和 \=̂ =培养基均购自美国 dRQY

PD公司/胰酶和双抗购自 2WPEDJ>/)F+提取试剂(OURfDE)和阳

离子脂质体 KRBDT>PS81RJ>

O=

$### 均为美国 eJXRSUD3>J 公司产

品/)OH7Z)试剂盒#普通 7Z)试剂盒和荧光定量 7Z)试剂

盒均购自日本 O8̀8)8公司/引物合成及测序由上海捷瑞生物

公司完成/@R)F+序列合成由上海吉玛公司完成"

&-主要仪器+二氧化碳 (Z]

$

)细胞培养箱 (美国 OM>U1D

公司)!紫外分光光度计(美国 OM>U1D公司)!普通 7Z)仪(美

国 aRDH)+\公司)!荧光定量 7Z)仪(美国 ASU8S83>J>公司)!

凝胶成像系统(美国 aRDH)+\公司)"

*-@R)F+序列的设计和合成+根据 d>J>Q8J6 中 ê基因序

列!应用 RJXRSUD3>J 公司网站中的 @R)F+序列设计软件设计三

条靶向 hK"$& 的干扰序列并由上海吉玛生物公司合成!分别

命名为 @R)F+

"

#@R)F+

$

#@R)F+

&

" 同时合成一条非特异性羧

基荧光素(g+=)标记的阴性对照序列(不引起细胞基因表达

的改变!反映 @R)F+进入细胞后对基因表达的非特异性影响)

和一条靶向 d+7\2基因的阳性对照序列(用于确认 )F+干

扰 实 验 的 有 效 性 )" @R)F+

"

正 义 链+ (lH ddZZ+hY

Z+++dhhhdZ+++OOH&l!反义链+ (lHhhhdZ+++ZhhhY

d+hddZZOOH&l/@R)F+$ 正义链+(lHdddZ+hZhZhZhZhY

h++dhOOH&l!反义链+(lH+Zhh++d+d+d+d+hdZZZOOH

&l/@R)F+

&

正义链+(lHZhdZ+d+Zh+hdhh++dd+OOH&l!

反义链+(lHhZZhh++Z+h+dhZhdZ+dOOH&l/F838SRX>PDJY

SUDE>Hg+=正义链+(lHhhZhZZd++ZdhdhZ+ZdhOOH&l!

反义链+(lH+Zdhd+Z+ZdhhZdd+d++OOH&l/d+7\27D@Y

RSRX>PDJSUDE正义链+(lHdh+hd+Z++Z+dZZhZ++dOOH&l!

反义链+(lHZhhd+ddZhdhhdhZ+h+ZOOH&l"

(-细胞培养及 @R)F+转染+2̂ Kg细胞培养于含有 "#.

小牛血清#".青霉素和链霉素的 \=̂ = 培养基中!置于

&,r#(.Z]

$

培养箱内培养" (")最佳 @R)F+浓度筛选+六孔

板内常规培养 2̂ Kg细胞!用 ( 微升0孔阳离子脂质体 KRBDY

T>PS81RJ>

O=

$### 分别将 ##'##9##"###"$#B1DEg+=标记的阴

性对照 @R)F+转染至 2̂ Kg细胞内!通过流式细胞术检测分

析最佳转染浓度" ($)实验分组+干扰组分为 @R)F+

"

干扰组#

@R)F+

$

干扰组#@R)F+

&

干扰组!对照组分为空白对照组(用无

血清 \=̂ =代替 @R)F+和 KRBDT>PS81RJ>

O=

$### )#阴性对照

组#阳性对照组和转染试剂对照组 (加入 KRBDT>PS81RJ>

O=

$###

不加 @R)F+)" 在转染前一天!将 2̂ Kg细胞接种于 ' 孔板!中

板密度约为 & s"#

(

个0孔" 当细胞融合度达到 (#. :,#.

时!参照 KRBDT>PS81RJ>

O=

$### 说明书进行转染!于转染后 * :

.(*.
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'M 弃上清!加入具有相同毒力的等量病毒!吸附 "M 后弃上清!

加入无双抗的完全培养基后放于培养箱内!于 "$M 提取 )F+

进行检测"

'-检测与分析+(")流式细胞术+通过流式细胞术检测分

析等量 KRBDT>PS81RJ>

O=

$### 将不同量的 @R)F+转染入 2̂ Kg

细胞后 g+=荧光表达情况" ($)琼脂糖凝胶电泳+将每组收

集的细胞用 OURfDE法提取总 )F+!紫外分光光度计测定其浓

度" 反转录得 P\F+!7Z)仪对 hK"$&#hK(*#hK9&#

"

H8PSRJ

和 d+7\2扩增 *# 个循环" 上下游引物及扩增片段长度如

下+hKH"$& 上游引物+ (lH++d+Odd+ZZZOd+O++OZZOY

d+ZH&l!下游引物+(lHZ++ZOZOdd+++Z+dZdddOZH&l!

扩增片段长度为 "&'QB/hKH(* 上游引物+(lHdOdddOY

Z+ZdZZdOOZOZO+H&l!下游引物+(lH+dZZZd+ddOdddOY

O+ZO+Z++H&l!扩增片段长度为 "(&QB/hKH9& 上游引物+(l

H+d+OdZddO+d+OdOZdOOddZH&l!下游引物+(lHZZd+Y

Z++Zd+++OZZ+Z++OZZH&l!扩增片段长度为 "&%QB/

"

H

8PSRJ 上游引物+(lHZZ+dddZdOO+OddO+ddZ+H&l!下游引

物+(lHOOZZ+O+OZdOZZZ+dOOddOH&l!扩增片段长度为

"&#QB/d+7\2上游引物+(lH+ZZ+Z+dOZZ+OdZZ+OZ+ZOd

H&l!下游引物+(lH+ZZ+Z+dOZZ+OdZZ+OZ+ZOdH&l!扩

增片段长度为 "&9QB" 将所得扩增产物进行琼脂糖凝胶电泳"

(&)荧光定量 7Z)检测 1)F+水平的干扰效果+提取细胞总

)F+并进行反转录!得细胞内总 )F+反转录产物 P\F+后!

进行荧光定量检测目的基因 hK"$&#hK(*#hK9& 以及 d+7\2

的相对表达水平" 分别设置 $ 个复孔!反应体系+ANa)7U>JY

1Rb b̂O8_ ( $ s) "$5(

/

E! 7Z) gDU[8U? 7UR1>U( "#

/

1DE0K)

#5(

/

E!7Z))>X>U@>7UR1>U( "#

/

1DE0K) #-(

/

E!)Db)>T>U>JP>

\W>

$

( (# s) #5(

/

E以及样本 P\F+$

/

E!加灭菌蒸馏水至

$(

/

E" 反应条件为+%(r预变性 &#@!" 个循环/%(r (@!'#r

&#@!共计 *( 个循环" 溶解曲线+%(r "1RJ!((r &#@!%(r

&#@" 实验重复 & 次" 利用得出的 ZO值计算各基因的相对含

量和各组 @R)F+的抑制率"

,-统计学方法+荧光定量 7Z)数据采用 $

H

55

ZO

法处理
,'-

"

采用 A7AA "'-# 统计软件对实验数据进行统计学处理!结果

以均数 o标准差(0oE)表示!两组之间的比较采用方差分析!

以 %/#-#( 为差异有统计学意义"

结!!果

"-流式细胞术+在转染试剂 KRBDT>PS81RJ>

O=

$###

量一定(均为 (

/

E)的情况下!随着 @R)F+量的增加!

荧光标记细胞的百分数也随之增加!当 @R)F+达到

"##B1DE时继续增加 @R)F+的量则增加不明显" 由

此可见!当脂质体为 (

/

E时!@R)F+的最佳转染量约

为 "##B1DE"

$-琼脂糖凝胶电泳分析+* 个对照组(空白对照

组#阴性对照组#阳性对照组#转染试剂对照组)之

间 hK"$&#hK(*#hK9& 的条带亮度基本一致!阳性

对照组 d+7\2条带亮度明显低于其他 & 个对照

组/& 个 @R)F+干扰组 hK"$& 条带亮度明显低于 *

个对照组!hK(*#hK9& 亮度较对照组也有明显降

低!详见图 ""

图 Q2琼脂糖凝胶电泳显示各干扰组和对照组 ];Q*S%

];0.%];XS 以及对照组 [-$Z<基因表达情况

=-18U6>U/+-hK"$&!图 "+中!"-空白对照组!$-阳性对照组!&-

阴性对照组!*-转染试剂对照组/图 "a中!"-空白对照组 hK(*!

$-阴性对照组 hK(*!&-转染试剂对照组 hK(*!*-空白对照组

hK9&!(-阴性对照组 hK9&!'-转染试剂对照组 hK9&/图 "Z中!

"-@R)F+

"

干扰组 hK"$&!$-@R)F+

$

干扰组 hK"$&!&-@R)F+

&

干

扰组 hK"$&!d"-转染试剂对照组 d+7\2!d$-阴性对照组 d+7Y

\2!d&-空白对照组 d+7\2/图 "\中!d-阳性对照组 d+7\2!

"-@R)F+

"

干扰组 hK9&!$-@R)F+

"

干扰组 hK(*!&-@R)F+

$

干扰

组 hK9&!*-@R)F+

$

干扰组 hK(*!(-@R)F+

&

干扰组 hK9&!'-@R)Y

F+

&

干扰组 hK(*

!

&-荧光定量 7Z)结果+阴性对照组和转染试剂

对照组相较于正常对照组各目的基因的表达量无明

显差异!d+7\2阳性对照组 1)F+表达量较正常对

照组有明显下降!抑制率为 ,#-9." 干扰组 hK"$&#

hK(*#hK9& 的相对表达量较各对照组均有明显降

低!说明 & 条 @R)F+对 ê 基因均有抑制作用!其中以

@R)F+

"

抑制效果最好!对 ê 基因的抑制率可达

'(.!此时 ^基因和 K基因相对正常对照组的表达

.'*.
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量为 #-*$( 和 #-**&" 结果见表 " 和图 $"

表 Q2'"%"%;基因 49:-的相对表达水平(0oE!$

H

55

ZO

法!& 4')

分组
ê(hK"$&)

t

(̂hK(*) K(hK9&) d+7\2

AR)F+

"

干扰组
#-&(# o#-#,# #-*$( o#-#'9 #-**& o#-#9,

AR)F+

$

干扰组
#-&*, o#-"#9 #-*,# o#-#'* #-*"9 o#-#,(

AR)F+

&

干扰组
#-&9% o#-#%* #-*(* o#-#'( #-*#& o#-#(&

阳性对照组 #-9,' o#-#&" #-99" o#-#&, #-9'9 o#-#*$ #-$%$ o#-#""

阴性对照组 #-%#$ o#-#&# #-9,( o#-#(# #-9,( o#-#*'

#-9,, o#-#$'

u

转染试剂对照组 #-9,' o#-#$* #-9,% o#-#$9 #-9,* o#-#$,

#-%$& o#-#&%

u

S "#,-#"( ""&-,$" "#'-',, "&&-###

% #-### #-### #-### #-###

!!& 个干扰组相比较!ê# #̂K值 %均 p#-#(/& 个对照组相比!ê# #̂K值均 %p#-#(!d+7\2值 %/#-#(/与阳性对照组比较!

u

%/#-#(/各干扰

组分别与 & 个对照组比较!

t

%均 /#-#(

图 *2荧光定量 $!9检测各干扰组和对照组 ];Q*S%

];0.%];XS 以及对照组 [-$Z<的相对表达水平

!

讨!!论

人巨细胞病毒(2Z=C)属
"

疱疹病毒亚科!世界

人口中 '#. :9#.有感染史!但大多数呈临床不显

性感染或潜伏感染
,,-

" 随着对 2Z=C研究的深入!

不仅发现该病毒已靶向产生了多种免疫逃避机制!其

感染还可引发多种严重疾病!有研究发现 2Z=C感

染的严重程度与冠心病病情的发展程度密切相关!是

激发与加重冠心病炎症发展的独立危险因素
,9!%-

"

2Z=C可以抑制小儿造血祖细胞的分化和增殖!引起

粒细胞和血小板减少及贫血!溃疡性结肠炎尤其是难

治性溃疡性结肠炎的发病原因也与人巨细胞病毒感

染密切相关
,"#-

" 另外!2Z=C也是致新生儿出生缺

陷和先天畸形最重要的感染性因素
,""-

"

2Z=C的基因组为双链线性 \F+!按表达的先

后顺序可分为即刻早期(ê)基因#早期( )̂基因和晚

期(K)基因" ê 基因约于感染后 #-(M 开始表达/^

基因主要功能是关闭宿主细胞 \F+复制和合成病毒

\F+聚合酶!并诱导病毒 \F+复制
,"$-

/K基因则主

要是合成装配 2Z=C结构部分!包括衣壳#皮层#包

膜等!近来发现 K基因表达的某些蛋白对宿主细胞周

期有调控作用
,"&-

" 随着抗生素应用越来越广泛!2ZY

=C的耐药菌株也越来越常见!因此寻找新的靶点生

产新型药物迫在眉睫"

)F+干扰技术是在 1)F+水平上使得基因沉默

的一项研究技术!具有干扰效率高#特异性强#经济方

便等特点!目前已广泛应用于基因治疗及药物设计等

多种领域!特别是在抗病毒感染方面取得了显著进

步
,"*-

" 本实验采用该项技术!利用靶向 ê 基因的

@R)F+抑制其 1)F+的表达!探讨 2Z=Cê 基因对

于病毒体外复制时的作用" 应用琼脂糖凝胶电泳和

荧光定量 7Z)检测 @R)F+干扰效果的有效性!结果

显示!阴性对照组和转染试剂对照组 ê 基因相对表

达量较其他对照组无统计学差异(%p#-#()!前者表

明实验中非特异性 @R)F+导入 2̂ Kg细胞后对 ê 基

因的表达无明显影响!后者则说明转染试剂对细胞基

因的正常表达无显著影响/阳性对照组 d+7\2基因

表达量较其他对照组有明显下降(%/#-#()!表明实

验中 @R)F+能有效的干扰靶基因的表达" 干扰组 &

条靶向 ê 基因的 @R)F+均有一定的抑制效果!由于

& 条 @R)F+序列针对的靶点不同!抑制效果也有一定

的差异" 其中以 @R)F+

"

抑制效果最好!对 ê 基因的

抑制率可达 '(.!此时 ^基因和 K基因相对正常对

照组的表达量为 #-*$( 和 #-**&!说明当 ê基因表达

功能被抑制时!^基因和 K基因的表达功能也受到一

定抑制!抑制率分别为 (,-(.和 ((-,." 在 ê 基因

的各组成部分中!除 =ê 基因以外!其他的 ê 基因

中部分对于病毒复制不是必需的
,"(-

" 由于实验设计

的 & 条 @R)F+均为靶向 ê 基因中的 hK"$&!因此根

据实验结果推测!hK"$& 在 ê 基因发挥调控 2Z=C

复制过程中有着重要的作用"

.,*.
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综上所述!本实验通过 )F+干扰技术证实 ê 基

因功能的抑制使得对于病毒基因复制有重要作用的

^基因和对于病毒组装蛋白合成有重要作用的 K基

因的表达明显降低!表明 ê 基因对于病毒的体外复

制是不可或缺的!为 2Z=C感染引起疾病的治疗提

供了新的靶点和思路"
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江苏某农村地区高血压现状调查及影响因素分析

周!静!陈!叶!黄苏姗!王建明

摘!要!目的!了解农村居民高血压患病率#知晓率和控制率!分析患病率影响因素!为高血压防制提供科学依据" 方法!

采用整群抽样对江苏某县级市的 9%'' 名 "9 岁以上农村居民开展流行病学调查!其中男性 *"*% 人!女性 *9", 人" 结果!参与调

查的居民高血压患病率#知晓率#控制率分别为 &'-"#.#((-$$.和 $#-&9.!已知患病人群的血压控制率为 &'-%#." 初次诊断

医院以村卫生室和镇医院为主(,%-&(.)!9"-&#.的患者主要选择在村卫生室测量血压" 调整年龄和性别等潜在混杂因子后!

高血压患病影响因素主要包括目前饮酒(])4"-*&! %(. Ze+"-$" :"-'%)#体力劳动强度偏大(中等强度劳动!])4"-",! %(.

Ze+"-#$ :"-&*/重体力劳动!])4"-$9! %(. Ze+"-#* :"-(9)/罹患糖尿病(])4"-%(! %(. Ze+"-(' :$-*&)/肥胖(])4$-"*!

%(. Ze+"-9( :$-*%)或超重(])4*-"$! %(. Ze+$-%, :(-,$)/腰围偏大(])4$-##! %(. Ze+"-,$ :$-&$)" 文化程度高者患

病风险降低(%/#-##")" 结论!农村居民高血压患病率高!而知晓率和控制率偏低!迫切需要采取有针对性的预防#管理和控

制措施"

关键词!高血压!农村地区!现状调查!影响因素

#中图分类号$! )"%&!!!!#文献标识码$! +
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