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·实验研究·

人巨细胞病毒 ＵＬ１３４基因在临床低传代分离株的多态性研究

马艳萍，阮强，何蓉，齐莹，孙峥嵘，吉耀华，黄郁晶，刘庆，陈淑荣，王继东

（中国医科大学附属第二医院病毒研究室，辽宁 沈阳　１１０００４）

　　［摘　要］　目的　人巨细胞病毒（ＨＣＭＶ）呈现一定的基因多态性。病毒的致病性可能与不同分离株的基因
变化有关。ＨＣＭＶＴｏｌｅｄｏ株和其他低传代临床分离株基因组 ＵＬ／ｂ′区中发现的１９个基因（ＵＬ１３３ＵＬ１５１）可能在
病毒潜伏、复制、逃避机体免疫和不同组织细胞嗜性等方面起重要作用。该文研究 ＨＣＭＶ不同临床分离株 ＵＬ１３４
基因及其编码蛋白氨基酸序列的多态性，分析这种多态性与人巨细胞病毒感染引起的各种疾病之间的关系，提供

了ＨＣＭＶ基因多态性的一项基本数据。方法　对荧光定量ＰＣＲ方法检测ＨＣＭＶＤＮＡ阳性的３２株临床低传代分
离株进行ＵＬ１３４基因全序列ＰＣＲ扩增、测序及分析。结果　３２株临床低传代分离株 ＵＬ１３４基因 ＰＣＲ扩增均阳
性。与Ｔｏｌｅｄｏ株比较，临床分离株 ＵＬ１３４基因核苷酸和预测编码蛋白质的氨基酸序列较保守，同源性分别为
９６．４％～９８．３％和９２．７％～９４．９％，但预测编码蛋白质新增一个ＳＵＬ位点。结论　 与Ｔｏｌｅｄｏ株比较，临床分离株
ＵＬ１３４基因比较保守，但仍具有一定的多态性，未发现ＵＬ１３４基因与ＨＣＭＶ致病性之间的本质联系。
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　　Ａｂｓｔｒａｃｔ：Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ　Ｈｕｍａｎｃｙｔｏｍｅｇａｌｏｖｉｒｕｓ（ＨＣＭＶ）ｄｉｓｐｌａｙｓｇｅｎｅｔｉｃｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍｓ．Ｎｉｎｅｔｅｅｎｏｐｅｎｒｅａｄｉｎｇ
ｆｒａｍｅｓ（ＯＲＦｓ，ＵＬ１３３ＵＬ１５１）ｆｏｕｎｄｉｎｔｈｅＴｏｌｅｄｏｓｔｒａｉｎｏｆＨＣＭＶａｎｄｏｔｈｅｒｌｏｗｐａｓｓａｇｅｃｌｉｎｉｃａｌｉｓｏｌａｔｅｓｍａｙｂｅ
ｅｓｓｅｎｔｉａｌｆｏｒｖｉｒａｌｉｎｆｅｃｔｉｏｎ．ＴｈｉｓｓｔｕｄｙａｉｍｅｄｔｏａｎａｌｙｚｅｔｈｅｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍｏｆＨＣＭＶＵＬ１３４ｇｅｎｅｉｎｃｌｉｎｉｃａｌｉｓｏｌａｔｅｓａｎｄ
ｅｘｐｌｏｒｅｔｈｅｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐｂｅｔｗｅｅｎｔｈｅｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍａｎｄＨＣＭＶｉｎｆｅｃｔｉｏｎ．Ｍｅｔｈｏｄｓ　ＰＣＲｗａｓｐｅｒｆｏｒｍｅｄｔｏａｍｐｌｉｆｙｅｎｔｉｒｅ
ＵＬ１３４ｒｅｇｉｏｎｉｎ３２ｃｌｉｎｉｃａｌｉｓｏｌａｔｅｓ，ｗｈｉｃｈｈａｄｂｅｅｎｐｒｏｖｅｎａｓＨＣＭＶＤＮＡｐｏｓｉｔｉｖｅｂｙＦＱＰＣＲ．ＰＣＲｐｒｏｄｕｃｔｓｗｅｒｅ
ｓｅｑｕｅｎｃｅｄ．Ｒｅｓｕｌｔｓ　Ａｌｌｏｆｔｈｅ３２ｉｓｏｌａｔｅｓｗｅｒｅａｍｐｌｉｆｉｅｄａｎｄｓｅｑｕｅｎｃｅｄｓｕｃｃｅｓｓｆｕｌｌｙ．ＨＣＭＶＵＬ１３４ｇｅｎｅｗａｓｈｉｇｈｌｙ
ｃｏｎｓｅｒｖｅｄｉｎｔｈｅｃｌｉｎｉｃａｌｉｓｏｌａｔｅｓ．ＵＬ１３４ＯＲＦａｎｄｉｔｓｐｒｅｄｉｃｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎｉｎｔｈｅｃｌｉｎｉｃａｌｓｔｒａｉｎｓｄｉｓｐｌａｙｅｄ９６．４％－９８．３％
ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅｉｄｅｎｔｉｔｙａｎｄ９２．７％－９４．９％ ａｍｉｎｏａｃｉｄｉｄｅｎｔｉｔｙｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙｃｏｍｐａｒｅｄｔｏｔｈｏｓｅｉｎｔｈｅＴｏｌｅｄｏｓｔｒａｉｎ．Ａｎｅｗ
ｐｏｓｔｔｒａｎｓｌａｔｉｏｎａｌｍｏｄｉｆｉｃａｔｉｏｎｓｉｔｅ，ｓｕｌｆａｔｉｏｎｃａｍｐ（ＳＵＬ）ｓｉｔｅ，ｗａｓｆｏｕｎｄｉｎＵＬ１３４ｐｒｏｔｅｉｎｏｆａｌｌｏｆｔｈｅｃｌｉｎｉｃａｌｉｓｏｌａｔｅｓ
ｅｘｃｅｐｔ３５ｊ．Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎｓ　ＨＣＭＶＵＬ１３４ｇｅｎｅｉｎｃｌｉｎｉｃａｌｉｓｏｌａｔｅｓｗａｓｈｉｇｈｌｙｃｏｎｓｅｒｖｅｄ．Ｎｏｓｕｂｓｔａｎｔｉａｌｒｅｌａｔｉｏｎｗａｓｆｏｕｎｄ
ｂｅｔｗｅｅｎＵＬ１３４ｇｅｎｅａｎｄＨＣＭＶｉｎｆｅｃｔｉｏｕｓｄｉｓｅａｓｅｓ． ［ＣｈｉｎＪＣｏｎｔｅｍｐＰｅｄｉａｔｒ，２００７，９（６）：５８３－５８６］
　　Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：　Ｈｕｍａｎｃｙｔｏｍｅｇａｌｏｖｉｒｕｓ；ＵＬ１３４；Ｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍ

　　人巨细胞病毒（ＨＣＭＶ）属于 β疱疹病毒亚科，
人群中大多数呈现不显性感染或潜伏感染。在孕

妇，原发或复发感染均可引起新生儿宫内感染或围

生期感染，可导致新生儿黄疸、先天性巨结肠、小头

畸型、智力低下和发育迟缓等［１～４］。ＨＣＭＶ感染人
体多种器官和组织，可能与不同临床分离株基因及

其编码产物的多态性有关［５～７］。

人巨细胞病毒是双链线状ＤＮＡ病毒，基因组全

长２３０～２３５ｋｂ，约含有 ２００多个开放读码框架
（ｏｐｅｎｒｅａｄｉｎｇｆｒａｍｅ，ＯＲＦ）［８，９］，由长独特序列
（ＵＬ），短独特序列（ＵＳ）两个片段组成，两片段均被
一对方向倒置的重复序列夹在中间。实验室株

ＡＤ１６９的全部基因组测序工作已经完成（ＧｅｎＢａｎｋ，
Ｘ１７４０３）［８］。１９９６年Ｃｈａ等［１０］在低传代分离株Ｔｏ
ｌｅｄｏ的基因组ＵＬ／ｂ′区中发现１９个 ＯＲＦ，分别命名
为ＵＬ１３３～ＵＬ１５１，在ＡＤ１６９株中不存在。这１９个

·３８５·
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基因可能在病毒潜伏、复制、逃避机体免疫和不同组

织细胞嗜性等方面起重要作用。本文应用 ＰＣＲ和
ＤＮＡ测序的方法，研究了不同临床分离株ＵＬ１３４基
因编码序列及其编码蛋白氨基酸序列的多态性，并

分析这种多态性与不同疾病发生之间的关系。

１　材料与方法

１．１　标本来源
３２株低传代临床分离株均来自中国医科大学

附属第二医院 １９８８～１９９３年住院患儿，年龄 ＜１４
个月，其中来自于黄疸患儿（Ｊ）分离株２０株，来自
小头畸形患儿（Ｍ）分离株７株，来自先天性巨结肠
患儿（Ｃ）分离株５株。标本取自 ＨＣＭＶ分离实验，
－７０℃保存。２０００年应用荧光定量ＰＣＲ方法［１１］检

测ＨＣＭＶＤＮＡ，结果均为阳性。
１．２　实验方法
１．２．１　标本处理　　取ＨＣＭＶ低传代分离株细胞
培养上清液与等量裂解液（华美生物工程公司），煮

沸１５ｍｉｎ，作为扩增模板。
１．２．２　引物设计　　按照 Ｔｏｌｅｄｏ株序列，应用引
物设计软件ｐｒｉｍｅｒｐｒｅｍｉｅｒ５．０设计用于扩增 ＨＣＭＶ
ＵＬ１３４基因的全序列引物，上游引物５′ＡＣＡＧＧＧＴ
ＧＡＴＣＴＧＣＧＡＧＡＴＡＧ３′，下 游 引 物 ５′ＧＧＣＡＣ
ＣＡＣＧＣＴＴＡＴＣＡＧＡＡ３′。部分分离株进行巢式 ＰＣＲ
扩增，内侧引物同上，外侧上游引物 ５′ＧＴＴＡＣＡＡＧ
ＧＡＧＡＣＧＡＴＧＡＴＴＴＡＣＧ３′，下游引物 ５′ＡＧＧＣＡＣ
ＣＡＣＧＣＴＴＡＴＣＡＧＡＡＧ３′。引物合成由北京奥科公
司完成。引物也用于ＵＬ１３４基因测序。
１．２．３　ＰＣＲ扩增　　应用全序列引物扩增 ＵＬ１３４
基因全序列。ｒＴａｑ酶、１０×Ｂｕｆｆｅｒ、ｄＮＴＰｍｉｘｔｕｒｅ为
ＴａｋａＲａ公司产品。制备反应体系如下：Ｂｕｆｆｅｒ５μＬ，
ｄＮＴＰｍｉｘｔｕｒｅ２．５μＬ，上下游引物各１μＬ，ｒＴａｑ酶
２Ｕ，模板３．５μＬ，用双蒸水补至总反应体积５０μＬ。
ＰＣＲ循环条件预变性９５℃ ４ｍｉｎ；变性９６℃ ４５ｓ，
退火 ５０℃ １ｍｉｎ，延伸 ７２℃ １ｍｉｎ，３５个循环；
７２℃延伸１０ｍｉｎ。巢式 ＰＣＲ循环条件内侧和外侧
均为预变性９５℃ ４ｍｉｎ；变性９５℃４５ｓ，退火５０℃
１ｍｉｎ，延伸７２℃ １ｍｉｎ，３５个循环；７２℃延伸 １０
ｍｉｎ。ＰＣＲ产物１．５％琼脂糖凝胶电泳后，紫外检测
仪下观察扩增结果。

１．２．４　凝胶回收　　测序前所有扩增产物应用
ＴａｋａＲａ公司的ＰＣＲＦｒａｇｍｅｎｔＲｅｃｏｖｅｒｙｋｉｔ切胶回收
目的ＤＮＡ片段，以去除非特异产物带的干扰。
１．２．５　ＰＣＲ扩增阳性标本测序　　使用ＰＣＲ扩增

的上游引物对目的基因进行测序。由上海联合基因

公司完成。

１．２．６　序列分析　　应用生物信息学软件 ＤＮＡ
Ｃｌｕｂ、ＢｉｏＥｄｉｔ、Ｇｅｎｅｄｏｃ、ＤＮＡＳｉｓ、ＤＮＡＳｔａｒ等完成。
１．２．７　序列提交　　用 Ｓｅｑｕｉｎ软件向 ＧｅｎＢａｎｋ提
交整理后的ＨＣＭＶＵＬ１３４ＯＲＦ序列。

２　实验结果

２．１　ＨＣＭＶＵＬ１３４基因ＰＣＲ扩增结果
对３２株低传代临床分离株进行ＨＣＭＶＵＬ１３４全

序列ＰＣＲ扩增，其中黄疸２０株，小头畸形７株，巨结
肠５株。总阳性率为１００％。９个分离株应用普通
ＰＣＲ扩增阴性，进行巢式 ＰＣＲ扩增，均为阳性。３２
株均完成了 ＨＣＭＶＵＬ１３４基因全序列测定，并被
Ｇｅｎｂａｎｋ收录，序 列 号 为 ＡＹ６９２２４８ＡＹ６９２２６１，
ＡＹ７４３６６７ＡＹ７４３６７４，ＡＹ７７９０３２ＡＹ７７９０４１。
２．２　临床分离株 ＨＣＭＶＵＬ１３４基因序列多态性
及其编码蛋白分析

２．２．１　ＨＣＭＶＵＬ１３４基因核苷酸和氨基酸序列分
析　　以 Ｔｏｌｅｏｄｏ株作为参考株，应用 Ｂｉｏｅｄｉｔ软件
进行临床低传代分离株 ＵＬ１３４基因核苷酸和编码
蛋白的氨基酸序列线性化比较，结果表明，临床低传

代分离株 ＵＬ１３４基因 ＤＮＡ序列比较保守，变异以
核苷酸替换为主。除３９ｊ和４５ｊ外，其他分离株在
Ｔｏｌｅｄｏ株核苷酸位点２６８～２７９之间分别发生了３
或６个核苷酸的插入或缺失，但并未造成移码突变。
Ｔｏｌｅｄｏ株 ＵＬ１３４ＯＲＦ长度为５２８ｂｐ，预测编码 １７６
个氨基酸的蛋白质。临床低传代分离株 ＵＬ１３４ＯＲＦ
核苷酸和编码蛋白质的氨基酸变化见表１。临床分
离株ＵＬ１３４ＯＲＦ核苷酸和编码蛋白质氨基酸与 Ｔｏ
ｌｅｄｏ株进行同源性比较，分别为９６．４％ ～９８．３％和
９２．７％～９４．９％。其中 ３株先天性巨结肠分离株
（２７ｃ、２８ｃ和２９ｃ）的 ＵＬ１３４基因核苷酸及其编码
蛋白质氨基酸之间的同源性达１００％。
２．２．２　编码蛋白质性质、二级结构及重要功能位点
预测　　应用 ｐｒｏｔｅａｎ软件进行预测，临床分离株
ＵＬ１３４基因预测编码蛋白质分子量约为１９ｋＤ，等
电点为１１．４９～１１．７６，均为碱性蛋白质。蛋白质的
氨基端为亲水区，可能位于蛋白质空间结构表面，羧

基端为疏水区，可能位于蛋白质空间结构内部。在

预测的蛋白质二级结构中有多个 α螺旋结构，其中
位于氨基酸位置约３０位、７０位和羧基端的 α螺旋
结构位于蛋白质的疏水区（见图１）。

·４８５·
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表１　临床低传代分离株ＵＬ１３４ＯＲＦ核苷酸和氨基酸变化

临床分离株
核苷酸变化

核苷酸插入 核苷酸缺失

氨基酸变化

氨基酸插入 氨基酸缺失

ＯＲＦ长度

（ｂｐ）

预测编码

蛋白质长度（ａａ）

３９ｊ４５ｊ ——— ——— ——— ——— ５２８ １７６
２７ｃ２８ｃ２９ｃ ——— ＧＣＴ（２６８～２７０位） ——— 丙氨酸（９０位 ） ５２５ １７５
１３ｊ ＧＣＴＧＴＴ（２７１～２７２位） ——— 丙氨酸、缬氨酸（９１位 ） ——— ５３４ １７８
３ｊ６８ｊ ＧＴＴ（２７１～２７２位） ＴＧＴ（２７６～２７８位） 缬氨酸（９１位 ） 缬氨酸（９４位 ） ５２８ １７６
１１ｊ ＴＧＴ（２７８～２７９位） ——— 缬氨酸（９３位 ） ——— ５３１ １７７
５６ｊ ＧＣＴ（２７１～２７９位） ——— 丙氨酸（９１位 ） ——— ５３１ １７７
其他 ＧＴＴ（２７１～２７９位） ——— 缬氨酸（９１位 ） ——— ５３１ １７７

　　注：临床低传代分离株核苷酸和氨基酸的变化位置均以Ｔｏｌｅｄｏ株为参考株，并在括号内标注。

　　应用ＤＮＡｓｉｓ软件进行二级结构预测，２７ｃ、２８ｃ
和２９ｃ与Ｔｏｌｅｄｏ株比较，预测编码蛋白质在氨基酸
序列１１０～１２０之间缺少一个转角，使羧基端形成方
向相反的空间构象。其余分离株预测编码蛋白质的

二级结构与Ｔｏｌｅｄｏ株相似。
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　　图１　ＨＣＭＶＵＬ１３４基因预测编码蛋白质 α螺旋结
构、亲水性和蛋白表面位置预测

应用Ｇｅｎｅｄｏｃ软件和Ｐｒｏｓｉｔｅ数据库预测编码产
物的翻译后修饰位点，结果表明，Ｔｏｌｅｄｏ株 ＵＬ１３４
基因预测编码蛋白质中只有蛋白激酶 Ｃ磷酸化位
点（ＰＫＣ）。与Ｔｏｌｅｄｏ株比较，临床分离株ＰＫＣ位点
在氨基酸序列第７７～７９位、８３～８５位和１４２～１４４
位保守，但在另外的３个位置发生变异，包括全部先
天性巨结肠分离株和部分黄疸及小头畸形分离株在

氨基酸序列第６３～６５位出现 ＰＫＣ位点的缺失；上
述分离株和另外３个分离株（５６ｊ、４５ｊ、３９ｊ）在氨基酸
序列第１０３～１０５位新增一个 ＰＫＣ位点；在前两处
位点未发生变异的分离株中，除８ｊ外，均在氨基酸
序列第１２４～１２６位新增一个 ＰＫＣ位点；１８ｍ在氨
基酸序列第 １１２～１１４也新增一个 ＰＫＣ位点。另
外，除３５ｊ外的所有临床分离株均在氨基酸序列第
１２７～１３０位新增一个硫酸化位点（ＳＵＬ）。

３　讨论

人巨细胞病毒在体内可以感染多种器官和细

胞，特别是先天感染可造成多系统损害。ＨＣＭＶ感
染的不同临床表现，一方面可能与宿主的免疫状态

有关，另一方面也可能与不同临床分离株基因及其

编码产物多态性可能引起的不同组织嗜性有关。

１９９６年，Ｃｈａ等［１０］发现 Ｔｏｌｅｄｏ株大约有１９个 ＯＲＦ
（ＵＬ１３３～ＵＬ１５１）在实验室株 ＡＤ１６９中不存在，却
广泛存在于低传代的临床分离株中。这些基因的编

码产物可能与 ＨＣＭＶ的致病性有关。有关这一区
域的基因多态性已经有多篇报道［１２～３０］。例如，

ＵＬ１４４基因表现出显著的多态性［１８～２７］。不同研究

人员对 ＵＬ１４４的基因分型基本一致。ＵＬ１４６基因
呈现更为复杂的多态性［２８～３１］。

本文主要探讨 ＵＬ１３４基因在临床患儿低传代
分离株中的多态性及其与病毒临床致病性的关系。

对３２株临床低传代分离株与 Ｔｏｌｅｄｏ株 ＵＬ１３４基因
进行核苷酸和编码蛋白质氨基酸的线形化比较，分

析结果表明，ＵＬ１３４基因及其产物在核苷酸和氨基
酸水平的同源性分别在 ９６％和 ９２％以上。说明
ＵＬ１３４基因在先天性 ＨＣＭＶ感染临床分离株中较
保守。

先天性巨结肠分离株２７ｃ、２８ｃ和２９ｃ的 ＵＬ１３４
基因核苷酸和编码蛋白质的氨基酸序列完全相同。

并且，这３个分离株的 ＵＬ１３４基因预测编码蛋白质
形成了与 Ｔｏｌｅｄｏ株和其他临床分离株不同二级结
构。我们推测，这种独特的核苷酸序列和二级结构

可能与ＨＣＭＶ先天感染引起胎儿先天性巨结肠的
致病性之间存在一定联系。

与Ｔｏｌｅｄｏ株比较，由于核苷酸的突变导致编码
蛋白质氨基酸的变异，从而使临床分离株 ＵＬ１３４基
因预测编码蛋白质的部分重要功能位点发生变异。

如部分分离株 ＰＫＣ位点在氨基酸序列第６３～６５，
１０１～１０３和１２２～１２４位出现新增和缺失，并且在
这些变化中，巨结肠分离株的改变均一致。提示我

们这种变异可能与ＨＣＭＶ临床致病性有关。另外，
除３５ｊ外的所有临床分离株在氨基酸序列第１２７～
１３０位均较Ｔｏｌｅｄｏ株新增一个ＳＵＬ位点，根据ｐｒｏｔｅ
ａｎ软件的蛋白亲水性和结构分析，该位点位于蛋白
·５８５·
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质的高极性的亲水性区域和蛋白质表面部位。推测

该位点可能是临床分离株 ＵＬ１３４基因编码蛋白质
较Ｔｏｌｅｄｅ株新增的蛋白质作用位点，可能与 ＨＣＭＶ
ＵＬ１３４蛋白的生物学特性有关。

本研究揭示了ＨＣＭＶＵＬ１３４基因的部分特征，
然而要得到其全部的特征需要更多的数据。本研究

中有限的数据表明在先天感染的 ＨＣＭＶ分离株中
ＵＬ１３４基因相对保守。为探讨 ＵＬ１３４基因与更广
泛的ＨＣＭＶ感染疾病之间的关系，则需要来更多自
于无症状感染患儿及免疫耐受患者的分离株标本。
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