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摘  要 : 旨在研究单纯疱疹病毒 2 型潜伏相关转录体 (LAT) 开放读码框 1 (ORF1) 对放线菌素 D 诱导的凋亡

作用的影响。以 HSV-2333 基因组为模板 PCR 扩增 ORF1 片段，构建重组质粒 pEGFP-ORF1，转染 Vero 细胞，

RT-PCR 鉴定 ORF1 的表达。放线菌素 D 诱导 Vero 细胞凋亡，通过荧光显微镜观察凋亡小体，Hochest33258

荧光染色观察细胞形态变化，MTT检测细胞活性，流式细胞术检测细胞凋亡率。双酶切和测序确认 pEGFP-ORF1

构建成功，RT-PCR 表明该真核表达载体能在 Vero 细胞中高效表达。转染了 pEGFP-ORF1 的 Vero 细胞经放线

菌素 D 凋亡诱导后，Hochest33258 染色显示细胞形态正常。MTT 结果表明转染了重组质粒 pEGFP-ORF1 的

Vero 细胞经放线菌素 D 凋亡诱导后 Vero 细胞活性与未经任何处理的正常对照组相比，无显著差异 (P＞0.05)，

但高于放线菌素 D 诱导凋亡的 Vero 细胞组及与转染空质粒 pEGFP-C2 且放线菌素 D 诱导凋亡的 Vero 细胞组，

差异具有统计学意义 (P＜0.05)。流式结果表明，转染重组质粒 pEGFP-ORF1 且经放线菌素 D 诱导凋亡组与正

常对照组凋亡率差异不显著 (P＞0.05)，而显著低于放线菌素 D 诱导凋亡组和转染空质粒 pEGFP-C2 且经放线

菌素 D 诱导凋亡组 (P＜0.05)。HSV-2 LAT ORF1 具有抗放线菌素 D 诱导的 Vero 细胞的凋亡作用。 
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Abstract:  To study the expression of herpes simplex virus type 2 latency-associated transcript (LAT) open reading frame 1 

(ORF1) and its anti-apoptosis function induced by actinomycin D in Vero cells. The recombinant plasmid pEGFP-ORF1 

was constructed and transfected into Vero cells, and the expression of ORF1 was identified by RT-PCR. The changes of 

Vero cells morphology induced by actinomycin D were observed by fluorescence microscopy, Hochest33258 fluorescence 

staining. Cells viability was evaluated by MTT assay and cells apoptosis rate was detected by flow cytometry. Double 

digestion and sequencing confirmed the pEGFP-ORF1 was constructed successfully, RT-PCR showed that the target gene 

was highly expressed in Vero cells. Hochest33258 staining reaveals that Vero cells transfected with pEGFP-ORF1 and 

induced apoptosis by actinomycin D had no changes in morphology. MTT assay showed that the viabilities of Vero cells 

transfected with recombinant plasmid pEGFP-ORF1 and induced apoptosis by actinomycin D has no statistically significant 

difference compared with the untreated normal control group (P>0.05), but remarkable higher than Vero cells transfected 

with empty plasmid pEGFP-C2 and induced apoptosis by actinomycin D, the difference was statistically significant 

(P<0.05). Flow cytometry assay shows that the cells apoptosis rate had no significant difference between pEGFP-ORF1 

group and the normal group, but the cells apoptosis rate of pEGFP-ORF1 was lower than the pEGFP-C2 group. HSV-2 LAT 

ORF1 gene can be expressed in Vero cells and can protect Vero cells from apoptosis induced by actinomycin D. 

Keywords:  herpes simplex virus, LAT, ORF1, actinomycin D, apoptosis, Vero cells 

单纯疱疹病毒是人类常见病毒性疾病的病

原体，根据血清型的不同可分为 HSV-1 和

HSV-2，HSV-1 主要引起口唇疱疹、致死性脑

炎[1]，HSV-2 主要引起生殖器疱疹[2]。初次感染

后，疱疹病毒会潜伏在人体神经节中，当人体免

疫力低下或者受到某些不良刺激时病毒会被再

次激活，引起复发感染并出现相应的临床症状。

目前对疱疹病毒潜伏感染和再激活的机制还不

是十分清楚，临床上尚无有效的抗病毒药物可以

彻底根治疱疹，也无有效的疫苗可以预防和治愈

疱疹。潜伏相关转录体 (LAT) 是疱疹病毒潜伏

感染期间唯一大量表达和可被检测到的病毒基

因组转录产物，被认为在病毒潜伏感染的建立、

维持和再激活的过程中都起着重要的作用[3-7]。

国外已有大量的研究表明 HSV-1 LAT ORFs 可通

过其编码蛋白的抗凋亡作用使病毒处于潜伏感

染状态 [8-9]，而与其同源性很高的 HSV-2 LAT 

ORFs 是否具有类似的作用却鲜有报道。HSV-2

主要 LAT 包含 3 个开放读码框分别为 ORF1、

ORF2 和 ORF3[10]。本课题组前期已经对 LAT 

ORF2 及 LAT ORF3 进行了一些研究，在研究

ORF2 的功能时，以 5-氟尿嘧啶诱导 Vero 细胞凋

亡，通过 DNA ladder、caspase-3 活性检测等表明，

ORF2具有抗 5-氟尿嘧啶诱导的 Vero细胞凋亡的

作用。在研究 LAT ORF3 的功能时，以顺铂诱导

Vero 细胞凋亡，通过 Giemsa 染色、流式细胞术
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等确定 LAT ORF3 具有抗顺铂诱导的 Vero 细胞

的凋亡作用。但课题组还没有对 HSV-2 LAT 

ORF1 的研究。目前其编码的蛋白尚无商品化的

抗体，为此，本实验以 EGFP 为标签，标记 HSV-2 

LAT ORF1，示踪其在 Vero 细胞中表达蛋白，观

察其表达的蛋白对放线菌素 D 诱导凋亡的抑制

作用。 

1  材料与方法 

1.1  材料 

大肠杆菌 Top10 菌株、Vero 细胞、质粒

pEGFP-C2 由广州军区总医院医学实验科保存；

RPMI1640 细 胞 培 养 液 ， 胎 牛 血 清 为 美 国

HyClone 公司生产；病毒 DNA 提取试剂盒、T4 

DNA 连接酶由宝生物工程 (大连) 有限公司生

产； MTT粉剂、DMSO、放线菌素D为美国Sigma

公司生产；胰酶、Giemsa、Hochest 33258 由广

州威佳科技有限公司提供；高保真 DNA 聚合酶

PLATINUM® PFX DNA POLYMERASE、Trizol、

无内毒素质粒大提试剂盒购自 Invitrogen 公司；

限制性内切酶 EcoRⅠ、KpnⅠ产自美国 NEB 公

司；转染试剂盒 XfectTM 产自日本 Clontech 公司；

逆转录试剂盒购自美国 Promega 公司；凋亡检测

试剂盒 Guava Nexin® Reagent 100 Tests 由美国

Millipore 公司生产。 

1.2  方法 

1.2.1  Vero 细胞培养 

Vero 细胞在含 10％  (V/V) 胎牛血清的

RPMI1640 培养基中贴壁生长，于 37 ℃、5％ 

CO2 及一定湿度的培养箱中培养，培养瓶铺满

时用 2.5 g/L 胰蛋白酶消化传代，培养细胞至对

数期。 

1.2.2  HSV-2333 株基因组提取及重组质粒

pEGFP-ORF1 的构建和鉴定 

HSV-2 病毒感染 Vero 细胞，待 Vero 细胞出

现明显病变后，收集细胞上清液，用病毒基因组

提取试剂盒提取其基因组，进行电泳鉴定；以提

取的 HSV-2 病毒基因组为模板 PCR 扩增 ORF1

片段，EcoRⅠ、KpnⅠ对空质粒 pEGFP-C2 和

ORF1 扩增产物进行双酶切，T4 DNA 连接酶连

接，转化 E. coli TOP10，卡那抗性筛选阳性克隆；

扩大培养阳性克隆，并提取重组质粒，用 EcoRⅠ、

KpnⅠ限制性内切酶对重组质粒进行双酶切鉴

定和测序鉴定。PCR 扩增 ORF1 的上游引物

P1: 5-TAGCGAATTCATGCCTCGGGTCTCCTC 

TTCCTG-3 (下划线为 EcoRⅠ酶切位点)；下游

引物 P2：5-TCATGGTACCTTTGTTATTGACTTT 

CTTACCTTG-3 (下划线为 KpnⅠ酶切位点)。PCR

反应条件为：94 ℃ 7 min；94 ℃ 30 s，55  20 s℃ ，

72  45 s℃ ，共 35 个循环；72 ℃再延伸 5 min 后

冷却至 4 ℃。反应完毕后 1.0％琼脂糖凝胶电泳

检测 PCR 产物。 

1.2.3  重组质粒 pEGFP-ORF1 转染 Vero 细胞 

消化 Vero 细胞，计数，分别以 1.0×104 cells/

孔和 4.0×104 cells/孔密度接种于 96孔与 6孔细胞

培养板，常规条件下培养，待细胞长至 80％的融

合度时进行转染实验，详细转染步骤见 XfectTM

转染试剂盒。转染 4 h 后更换成新鲜培养液继续

培养。在荧光显微镜下观察绿色荧光蛋白的表达

情况及转染效率。 

1.2.4  RT-PCR 检测 LAT ORF1 的表达 

转染 48 h 后，于荧光显微镜下观察 Vero 细

胞中绿色荧光蛋白的表达情况，并收获细胞提取
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总 RNA。逆转录合成 cDNA，以此为模板，PCR

扩增 ORF1 及 β-actin。扩增 ORF1/β-actin 基因的

条件为：94 ℃预变性 7 min；94 ℃变性 30 s，55 ℃

退火 20 s，72 ℃延伸 45 s，共 35 个循环；72 ℃

再延伸 5 min 后冷却至 4 ℃。PCR 产物经 1％琼

脂糖电泳鉴定。扩增 ORF1 的引物同上，内参

β-actin 的上游引物 P3: 5-CGTACCACTGGCATC 

GTGAT-3，下游引物 P4: 5-GTGTTGGCTGACA 

GGTCTTTG-3'。 

1.2.5  放线菌素 D 诱导 Vero 细胞凋亡 

正常培养的 Vero 细胞孔板中，分别加入终

浓度为 0、0.25、0.5、1、2、4 μg/mL 的放线菌

素 D，MTT 法检测凋亡诱导 36 h 的细胞存活率，

取 6 孔平均值，按“细胞存活率= (实验组/对照

组) ×100％”计算。测得这 6 组的细胞存活率分

别为：100％±0.12％、79.02％±6.10％、68.84％± 

4.42％、56.66％±4.07％、46.83％±3.76％、

29.04％±5.93％ (P＜0.01)。Annexin-V-PE/7-AAD

双染流式细胞术检测各浓度组细胞的凋亡率分

别是：1.66％±0.19％、16.65％±1.26％、24.82％± 

1.03％、36.22％±1.04％、48.49％±1.24％、

43.34％±1.17％ (P＜0.01)。从细胞存活率和凋亡

率两方面考虑，转染质粒 24 h 后，加入终浓度为

1 μg/mL 的放线菌素 D，常规培养 36 h，用于后

续实验。 

1.2.6  实验分组 

实验分 3 组：1) 未作任何处理的 Vero 细胞 

(正常对照组)；2) 转染了空质粒 pEGFP-C2、经

放线菌素D诱导凋亡的Vero细胞 (空白载体组)；

3) 转染了重组质粒 pEGFP-ORF1、经放线菌素 D

诱导凋亡的 Vero 细胞 (重组质粒组)。 

1.2.7  Vero 细胞凋亡情况的 Hoechst33258 荧光

染色观察 

将各组中 Vero 细胞以 5×104个/mL 接种于细

胞爬片上，贴壁后用 ActD (1 mg/L) 处理 36 h，

PBS 洗 3 次，加入 0.5 mL 固定液固定 10 min，

PBS 洗 2 次，每次 3 min；加入 0.5 mL 的

Hoechst33258 染色液室温下染色 5 min，在荧光

显微镜下观察并拍照。 

1.2.8  MTT 法测细胞增值 

将各组细胞终止培养前 4 h 加入 5 mg/mL 的

MTT 溶液 (终浓度为 0.5 mg/mL)，37 ℃培养至

结束。吸净旧培养基和 MTT，再加 150 μL DMSO

重悬细胞，脱色摇床上振荡 10 min，充分溶解

MTT 结晶物，选择 570 nm 波长在酶标仪上测定

OD 值。每实验组设 6 个复孔，重复 3 次。 

1.2.9  流式细胞术检测细胞凋亡 

弃去培养液，胰酶消化收集各组细胞，用

300 μL 10％ NBS 的 PRMI1640 培养液重悬细

胞，各组中取 100 μL 细胞悬液，加入 Annexin- 

V-PE/7-AAD 室温下避光孵育 20 min 后，上流式

细胞仪进行分析。 

2  结果 

2.1  ORF1 片段的 PCR 扩增及重组质粒

pEGFP-ORF1 的鉴定 

PCR 扩增出的目的条带与预期大小相符合 

(约 750 bp) (图 1)，重组质粒 pEGFP-ORF1 经

EcoRⅠ和 KpnⅠ双酶切后，获得大小 4.7 kb 和

750 bp 左右的 2 个片段 (图 2)。送上海英骏公司

测序，测序结果与 NCBI 上提交的 HSV-  333Ⅱ

标准株 (M69065.1) LAT ORF1 进行 Blast 比对，
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序列完全一致，表明 HSV-2 LAT ORF1 真核表达

载体构建成功。 

2.2  重组质粒转染 Vero 细胞及荧光分布特点 

转染 48 h 后在荧光倒置显微镜下观察绿色 

 

图 1  目的片段 LAT ORF1 的 PCR 产物 

Fig. 1  PCR product of the target gene-LAT ORF1. M: 

DL2000 marker; 1: PCR product of ORF1; 2: negative 

control. 

 

图 2  重组质粒 pEGFP-C2/LAT ORF1 的双酶切鉴定 

Fig. 2  Identification of pEGFP-C2/LAT ORF1 by 

enzyme digestion. M: DL2000 marker; 1: plasmid 

pEGFP-C2/LAT ORF1 digested with Kpn I and EcoR I. 

荧光蛋白的分布情况，显微镜下可见空质粒

pEGFP-C2 表达的绿色荧光 (图 3B) 在细胞核和

细胞质中都有分布，且不规则，与重组质粒组相

比，荧光强度较弱。重组质粒 pEGFP-ORF1 表达

的绿色荧光 (图 3A) 主要集中在细胞核，大多数

为圆形，形态规则，分布均匀。由此可知，ORF1

基因的表达可能影响了绿色荧光蛋白在细胞中

的定位。 

2.3  RT-PCR 检测重组质粒在 Vero 细胞中的

表达 

空 载 体 pEGFP-C2 组 和 重 组 质 粒

EGFP-ORF1 组的 Vero 细胞均可扩出 452 bp 的 

β-肌动蛋白内参条带，仅转染重组质粒的 Vero

细胞可扩增出约 750 bp 左右的目的条带 (图 4)，

说明 ORF1 在 Vero 细胞中成功转录，重组质粒

转染 Vero 细胞后，可通过倒置荧光显微镜观察

到融合蛋白表达，说明 ORF1 在 Vero 细胞中成

功表达。 

2.4  凋亡诱导后细胞形态学观察 

转染 pEGFP-ORF1 的细胞凋亡诱导后，荧光 

 

图 3  质粒表达的绿色荧光在Vero细胞中的分布特点 

Fig. 3  Distribution characteristics of green 

fluorescence expressed by plasmid in Vero cells. (A) 
Fluorescence expression in Vero cells after transfected 
with the recombinant plasmid for 48 h. (B) Fluorescence 

expression in Vero cells after transfected with the empty 
plasmid for 48 h. 
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图 4  RT-PCR 鉴定 LAT ORF1 基因在 Vero 细胞中

的表达 

Fig. 4  Expression of recombinant plasmid pEGFP-C2/ 

LAT-ORF1 in Vero cells identified by RT-PCR. M: 
DL2000 marker; 1: β-actin bands in negative control; 2: 

the β-actin band of Vero cells transfected with 
recombinant plasmid pEGFP-C2/LAT-ORF1; 3: without 
ORF1 fragment in Vero cells transfected with empty 

plasmid pEGFP-C2; 4: the ORF1 fragment of Vero cells 
transfected with recombinant plasmid pEGFP-C2/ 

LAT-ORF1. 

 

蛋白形态未发生明显变化 (图 5B)，而转染了空

质粒的细胞凋亡诱导后，细胞膜内外出现一些泡

状的凋亡小体，细胞皱缩变圆、染色质浓集成块 

(图 5，A1-A6) 等明显的凋亡特征。 

2.5  Hochest 33258 染色观察细胞凋亡 

在转染 pEGFP-C2 空载体组中可以明显看

到凋亡小体和致密浓染的颗粒块状荧光  (图

6C)；正常对照组 (图 6A) 及转染 pEFGP-ORF1

重组载体组 (图 6B) 荧光较淡，无凋亡小体和致

密的浓染现象。 

2.6  MTT 分析细胞增殖 

重组质粒组 Vero 细胞经防线菌素 D 诱导处

理 36 h 后，OD490 值为 (2.1247±0.0164)，与正常

对照组细胞 (2.235±0.012) 比较差异无统计学意

义 (P＞0.05)，而与放线菌素 D 诱导凋亡的正 

 

图 5  荧光蛋白的形态分析 

Fig. 5  Morphology analysis of green fluorescent protein. 

(A) Vero cells transfected with pEGFP-C2. (B) Vero cells 
transfected with pEGFP-ORF1. Red arrowhead showed 

apoptotic body. 
 

 

图 6  Hochest 33258 荧光染色 

Fig. 6  Hochest 33258 fluorescence staining. (A) Control Vero cells. (B) Vero cells transfected with pEGFP-ORF1 and 
induced apoptosis by ActD. (C) Vero cells transfected with pEGFP-C2 and induced apoptosis by ActD. 
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常对照组 (1.6942±0.0213) 和空载体组 (1.5753± 

0.0124) 比较差异均有统计学意义 (P＜0.05)，而

后两组比较差异无统计学意义 (P＞0.05)，说明

HSV-2 LAT ORF1 片段对放线菌素 D 诱导的 Vero

细胞的凋亡有保护作用 (图 7)。 

 

图 7  MTT 法分析细胞活性 

Fig. 7  MTT analysis of cells viability. (A) Normal 

Vero cells. (B) Vero cells transfected with pEGFP-ORF1 
induced apoptosis by ActD. (C) Vero cells transfected 

with pEGFP-C2 induced apoptosis by ActD. (D) Vero 
cells induced apoptosis by ActD. 

2.7  流式细胞仪检测 

检测凋亡细胞占细胞总数，正常对照组为

4.41％± 0.09％，重组质粒组为 5.92％±1.07％，

空载体组为 29.62％±2.19％。经分析，重组质粒

组细胞凋亡率与正常对照组比较差异无统计学

意义 (P＞0.05)，显著低于空载体组 (P＜0.01) 

(图 8)。HSV-2 LAT ORF1 在 Vero 细胞中具有抗

放线菌素 D 诱导的凋亡作用。 

3  讨论 

单纯疱疹病毒普遍易感，人是其唯一的自然

宿主，病毒具有嗜神经性，并且有大量的研究表

明 HSV-Ⅱ感染可显著增加人类免疫缺陷病毒 

(HIV) 感染机率[11-13]。HSV 造成宿主系统感染乃

至损伤是一个病毒与宿主相互作用的过程，这既

与病毒特性有关，亦与宿主对病毒的抵抗力和耐

受力有关。凋亡是宿主细胞抵抗病毒感染、抑制

病毒扩散的重要机制[14]。HSV 含有多种抗凋亡

基因，如 US3、US5、ICP27、ICP22 等[7]，但是 
 

 

图 8  流式细胞术分析细胞凋亡情况 

Fig. 8  Cell apoptosis was detected by flow cytometry. (A) Normal Vero cells (4.41%±0.09%). (B) Vero cells 
transfected with pEGFP-ORF1 induced apoptosis by ActD (5.92%±1.07%). (C) Vero cells transfected with pEGFP-C2 

induced apoptosis by ActD (29.62%±2.19%). 
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这些基因在病毒感染急性期表达，而在潜伏过程

中不再表达，LAT 基因是 HSV 潜伏感染过程中

唯一表达的基因。研究证明 HSV-1 及 HSV-2 LAT

均具有抗凋亡的作用[15]，通过阻止宿主细胞凋

亡，抑制病毒释放，使得病毒能够在神经节中维

持潜伏感染状态。 

本研究将 HSV-2 LAT ORF1重组到可以表达

绿色荧光蛋白 EGFP 的真核表达载体 pEGFP-C2

上，并转染 Vero 细胞，通过 RT-PCR 鉴定了其能

高效表达。EGFP 是一种新型的报告基因，检测

方便，定位准确，荧光稳定，且对宿主细胞无任

何毒害，具有共用性和通用性，不受受体范围的

限制，可以在胚胎或转基因动物模型中表达[16]，

为示踪 HSV-2 LAT ORF1 的定位和表达创造了 

条件。 

HSV-2 起主要作用的 LAT 含有 3 个 ORF，

国外已有研究表明 HSV-1 主要 LAT 可通过编码

蛋白的抗凋亡作用使病毒处于潜伏状态[17]。但与

其同源性很高的 HSV-2 LAT 编码的蛋白是否有

抗凋亡作用未见报道，可能是由于该蛋白的表达

受到严格调控，瞬时表达后即发挥功能，存在时

间较短而无法检测到[18-20]。本课题选用 HSV-2 

LAT ORF1 为 研 究 对 象 ， 构 建 重 组 质 粒

pEGPF-ORF1，转染 Vero 细胞，研究其对常见凋

亡诱导剂放线菌素 D[21-22]诱导细胞凋亡的影响，

并通过定性和定量两方面的检测，初步证实

HSV-2 LAT ORF1在Vero细胞中具有抗放线菌素

D 诱导的凋亡作用。本实验室前期已证实 HSV-2 

LAT ORF2 在 Vero 细胞中具有抗 5-FU 诱导的凋

亡作用[23]，HSV-2 LAT ORF3 在 Vero 细胞中具有

抗顺铂诱导的凋亡作用[24]，由此可见 HSV-2 LAT 

ORFs 的这种抗凋亡作用是普遍的。 

综上所述，本研究首次对 HSV-2 LAT ORF1

的蛋白表达及其抗凋亡功能作了初步探索，该结

果可为进一步探讨 HSV LAT 蛋白的功能，研究

该蛋白在调节细胞凋亡中的作用机制及病毒的

潜伏复发机制创造条件。尽管目前对 LAT 抗凋

亡作用机制尚不清楚且有争议，但以抗凋亡这个

崭新的角度来审视 LAT 在 HSV 潜伏复发中的作

用，将有可能成为揭示 HSV 的潜伏复发机制的

一条新途径。LAT 抗凋亡作用的相关研究成果有

可能为治疗 HSV-2 潜伏感染提供新的思路。 
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