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Abstract: As one of the viral proteins expressed in the immediate-early phase of HSVI infection, ICP22 
functions in the regulation of viral replication. However, it is difficult to produce specific antibody 
against ICP22 protein with homology of antigenicity in this protein. Based upon prediction of 
antigenicity of ICP22, a peptide of 1-36 amino acids was thought to possess a specific antigenic epitope, 
which was expressed as a fusion protein with GST. The antibody, raised in mice immunized with a 
purified fusion protein, was able to recognize ICP22 expressed in eukaryotic cells. Analysis with this 
antibody suggested a nuclear locatization of ICP22 and specific punctuative structure in cells. 
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摘要：ICP22 作为单纯疱疹病毒进入细胞后最早表达的蛋白之一，对于病毒的复制具有重要的调节功能，由于抗

原表位的同源性，使用完整的 ICP22 蛋白作为抗原难以获得特异性的抗体。通过氨基酸序列预测，ICP22 蛋白 1～

36 位氨基酸具有较强的抗原性，将 ICP22 蛋白 1-36 位氨基酸偶联于 GTS 蛋白作为抗原免疫小鼠，所制备抗体能

够特异性识别具有正常生理构象的 ICP22 蛋白。抗体检测结果显示，ICP22 不但定位于细胞核内，而且还能够形

成特殊的点状结构。 
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单纯疱疹病毒（Herpes simplex virus, HSV）是

最早被发现的人类疱疹病毒，亦是研究蛋白转运、

膜结构、基因调控以及基因治疗等方面的工具[1~4]。

研究表明，在增殖性感染过程中，病毒进入宿主细

胞后，能迅速表达 5 种感染性多肽(Infected cell 
polypeptide, ICP)──ICP0、ICP 4、ICP 22、ICP 27
和 ICP 47，这些感染性多肽由于不依赖于其它病毒

蛋白的表达、在时序上最先产生，因此被命名为病
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毒立即早期蛋白[5]。在 HSV 感染过程中，立即早期

蛋白不但能够通过对宿主蛋白进行修饰或完全抑

制宿主蛋白的功能改变宿主细胞的微环境，从而更

有利于病毒的复制、组装或释放[6]；而且还能通过

自身的修饰，在不同时段发挥多种功能[7]。ICP22
作为病毒立即早期蛋白之一，其功能还不为人们所
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完全了解，但是其特殊的核苷酸化形式[8,9]、对周期

素的影响[10]、以及维持特殊磷酸化形式的 RNA 聚

合酶 II[11~13]的能力，已经引起了研究者的注意。但

相对于其它一些立即早期蛋白，完整的 ICP22 不易

在原核细胞中表达，迄今仅有零星报道以完整的

ICP22 重组表达蛋白作为抗原免疫小鼠获得的抗

体，其能与细胞内的某种未知蛋白发生交叉反应
[14]，因此尚未得到广泛的应用。在此情况下， ICP22
蛋白特异性抗体的制备，仍然是对其深入研究的前

提，在本文的工作中，我们基于对 ICP22 蛋白抗原

特性的分析，尝试使用该蛋白结构中的一个主要抗

原多肽，制备了相应的抗体，并确定了其对 ICP22
的特异识别，同时，利用该抗体对 ICP22 进行了初

步的细胞内定位研究。 

1  材料与方法 

1.1  实验材料  

大肠杆菌 DH 5α、BL21(DE3)为 Promega 公司

产品； 表达谷胱甘肽转移酶（GST）融合蛋白的原

核表达质粒 pGEX-5x-1 为 Pharmacia 公司产品、携

带有人巨噬细胞病毒立即早期启动子的 pcDNA3真
核表达质粒为 Invitrogen 公司产品、表达绿色荧光

融合蛋白的真核表达质粒 pEGFPN2 为 Clontech 公

司产品。 
Vero 细胞生长于 25×50mm 小方瓶中，培养液

使用含 8％牛血清 DMEM 液，100 U /mL 青霉素；

20μg/mL 链霉素，5%CO2，37℃培养；中国仓鼠卵

巢细胞 CHO-k1 使用含 5%牛血清 F12 营养液培养，

其它条件同前。HSVI 型病毒为本科室保存，生长

于 Vero 细胞，滴度测定使用同样细胞，按标准方法

进行。 
各种工具酶、PCR 试剂盒、IPTG 购自大连宝

生物公司；LipofectamineTM 2000 为 Invitrogen 公司

产品，Glutathione Sepharose 4B 购自 Pharmacia 公

司，弗氏不完全佐剂为 Sigma 公司产品。其余试剂

均为进口或国产分析纯以上级产品。 

1.2  病毒基因组的提取  

病毒以 0.01 MOI 接种 Vero 细胞，37℃吸附

30min，加入含 1%牛血清的 DMEM 培养液，继续

培养至细胞病变，收集培养物，离心去除细胞碎片，

加入 0.02mol/LZn(Ac)2 沉淀病毒颗粒，离心后所获

沉淀经饱和 EDTA 溶解后，加入蛋白酶 K 于 56℃
反应 1h，按照常规方法，蛋白质经酚:氯仿抽提，

核酸经乙醇沉淀后，获得 HSVI 病毒基因组。 

1.3  重组质粒的构建 

以 HSVI 基因组为模板，根据 ICP22 基因核苷

酸序列和所要连入目的载体的物理图谱，设计并合

成 携 带 有 EcoRI 限 制 性 酶 切 位 点 的 P1
（ AGCGAATTCATGGCCGACATTTCCCCAGG ）

和 P2（AGCGAATTCTCACGGCCGGAGAAACGT 
GT）引物，PCR 扩增获得 ICP22 基因，经相应酶

切后正向连入 pCDNA3 载体，构建 pCDNA3-ICP22
重组质粒；设计并合成携带有 BglII 限制性酶切位

点的 P3 引物（AGCAGATCTGGATGGCCGACATT 
TCCCCAG）和携带有 EcoRI 限制性酶切位点的 P4
引物（AGCGAATTCCGGCCGGAGAAACGTGTCG 
C），PCR 扩增获得无终止子的 ICP22 基因，经相应

酶切后连入表达荧光融合蛋白的 pEGFPN2 真核表

达载体；设计并合成携带有 BamHI 限制性酶切位点

的 P5 引物（AGCGGATCCAGATGGCCGACATTTC 
CCCAGG）和携带有 EcoRI 限制性酶切位点的 P6
引 物 （ AGCGAATTCGGGGCGGGCAGGGCGCT 
TG），PCR 扩增获得编码 ICP22 蛋白氨基端 36 个

氨基酸的核苷酸序列，经相应酶切后连入表达 GST
融合蛋白的 pGEX-5x-1 原核表达载体，构建

pGEX-5x-E36 重组质粒。所有质粒的扩增及转化均

在大肠杆菌 DH 5α菌株中进行。 

1.4  pGEX-5x-E36 在 BL21 中的表达 

pGEX-5x-E36 转化大肠杆菌 BL21 菌株,转化子

在含有 100μg/mL 氨苄西林的 2×YT 培养基中 37℃
摇床过夜培养。菌液 1:100 接种新鲜的含有氨苄西林

的 2×YT 培养基中, 37℃摇床培养，至 OD600值为 0.5
时，加 IPTG 至终浓度为 0.1mmol/L, 37℃诱导 4 h。
12500r/min 离心 10 min, 收集菌体, 菌体立即用

SDS-PAGE 胶鉴定或于-20℃冻存, 操作同时设置

pGEX-5X-1 载体转化的大肠杆菌BL21 菌株为对照。 

1.5  SDS－PAGE 分析  

SDS-PAGE 参照文献[15]进行。电泳完毕后，经

考马斯亮蓝染色，10%冰乙酸脱色液脱色。 

1.6  融合蛋白的纯化与定量 

将适量诱导后的大肠杆菌菌体悬浮于裂解缓

冲液(含有 1g/L Triton X-100, 1mmol/L PMSF 的
PBS, pH 7.4)，放置于冰浴中，超声波细胞粉碎机破

碎菌体，直至细胞悬浮液变得澄清。将裂解液 4℃ 
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12000g 离心 15min，收集上清液 , 与适量 PBS
（pH7.4）平衡后的 Glutathione Sepharose 4B 匀浆

搅拌混匀。混合液体缓缓流经亲和层析柱，5 倍体

积的 PBS (pH 7.4) 洗涤柱子两次后，用洗脱液(10 
mmol/L 还原型谷胱甘肽，50mmol/L 的 Tris. HCl， 
pH 8.0)洗脱，室温静置 10min 后，收集洗脱液。采

用同样方法得到 GST 或 GST-E36 融合蛋白。经

SDS-PAGE 鉴定后，Lowry 法测定蛋白质含量。 

1.7  小鼠免疫 

纯化后的GST蛋白或GST-E36融合抗原以1:1的
比例与弗氏不完全佐剂超声乳化混匀，皮下注射免

疫6周龄的昆明小鼠，0、2、4周时各免疫一次。免

疫剂量为50μg/只•次；于第三次免疫后7 d 眼底采

血，制备血清。 

1.8  细胞转染 

当单层 CHO-k1 细胞生长至 70%培养面积时，根

据操作说明，使用 LipofectamineTM 2000 进行瞬时转

染，简而言之，在转染前撤去细胞全营养液，换为无

血清培养液，质粒DNA 稀释于无血清培养液，与含有

LipofectamineTM 2000 的无血清培养液混合，室温孵育

20min 形成DNA 脂质体复合物后，逐滴加入细胞培养

液中，6h 后将转染液更换为全营养液继续培养 30h。 
1.9  Western Blotting 

细胞核的分离，参照[16]方法，SDS-PAGE 电泳

后，蛋白从聚丙烯酰氨凝胶转至硝酸纤维素膜上，

以2%BSA封闭非特异性结合位点，37℃与所得小鼠

血清（1:500稀释）结合，经TTBS清洗三道后，37
℃与HRP-兔抗鼠IgG（1:100稀释）结合，充分洗膜，

DAB显色。 

1.10  细胞免疫组化 

CHO-k1细胞经预冷的 2%甲醛 /0.2% Triton 
X-100/PBS(pH7.4)处理10min后，以2%BSA封闭非

特异性结合位点，37℃与所得小鼠血清（1:500稀释）

结合，经PBS清洗三道后，37℃与罗丹明标记羊抗

鼠IgG（1:100稀释）结合，经PBS清洗三道后，于

Nikon E600荧光显微镜下进行观察。 

2  结果 

2.1  抗原多肽序列的选择 

由于没有已知的明确表位，我们曾将 ICP22 全

基因连入多个不同的载体，分别在大肠杆菌和酵母

中表达，试图获得完整的 ICP22 蛋白作为抗原来制

备抗体，但均未检测到目的蛋白的表达，这可能与

ICP22 蛋白抑制转录的功能有关，因此，我们根据

ICP22 氨基酸序列，通过 Vector NT 生物分析软件

对其抗原特性进行了分析，结果显示（如图 1），在

由 420 个氨基酸组成的 ICP22 蛋白结构中有两段氨

基酸序列具有较高的抗原性（1-36aa，289-327 aa）。
由于从 HSVI 的基因结构上看，ICP22 蛋白的羧基

端（171-420aa）与另一个 HSV1 病毒蛋白 US1.5 重

合 ,因而为了增加抗体的特异性，本实验选用了

ICP22 氨基端的 36个氨基酸作为免疫原，并以GST
蛋白融合方式对该抗原进行表达制备。 

 
图 1  根据氨基酸序列预测对α22 蛋白的抗原性分析结果 

Fig.1 Antigenicity analysis of the predicted amino acid 
sequence of the ICP22 gene 

 

2.2  重组质粒的构建 

酶切及测序证明成功构建重组质粒 pGEX-5x 
-E36、pcDNA3-ICP22 和 pEGFPN2-ICP22（结果略）。

将多次的 ICP22 基因测序结果与 HSV1 标准序列

(Genebank 登录号：NC_001806 )比较[17], 1263bp 的

ICP22基因编码序列在该病毒株与标准株之间有 10
个碱基的差异，变异率为 0.79%，由于突变大都发

生在密码子第三位碱基，绝大部分为无意突变。 

2.3  目的蛋白的表达与纯化 

IPTG诱导 3h 后, SDS-PAGE分析证实, 对照空

载体或pGEX-5x-E36转染的BL21工程菌，分别表达

了约26kDa和30kDa的蛋白，大小与GST和GST-E36
蛋白相符，分离其上清和沉淀显示，细菌裂解上清液

中有较高浓度的GST和GST-E36蛋白。用Glutathione 
Sepharose 4 B 亲和层析柱纯化后，得到纯度较高的

GST-E36融合蛋白（图2），Lowry 法确定GST-E36
蛋白浓度为347μg/mL可用于免疫小鼠制备抗血清。

同时，GST蛋白作为对照同时免疫小鼠。 
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图2  抗原蛋白的表达与纯化 

Fig. 2  Expression and purification of antigen protein.  
1, BL21 (pGEX-5x-1) pre-induced; 2, BL21 (pGEX-5x-E36) pre-induced; 3, 
BL21 (pGEX-5x-1) 3h post induced by 0.1mol/L IPTG; 4, BL21 pGEX 
-5x-E36) 3h post induced by 0.1mol/L IPTG; 5, Supernate of induced BL21 
(pGEX-5x-1); 6, Supernate of induced BL21 (pGEX-5x-E36); 7, Purified 
GST protein by Glutathione Sepharose 4B; 8, Purified GST-E36 fusion 
protein by Glutathione Sepharose 4B; 9, M.W. mark. 
 

2.4  A36 抗体的特异性鉴定 

GST 或 GST-E36 免疫小鼠后所获血清分别命名

为 A0 和 A36，A36 能够对 GST-E36 表达的 E36 蛋

白特异性识别，见图 3A。同时对于 pcDNA3-us1 或

pcDNA3 转染后 CHO-k1 细胞质和细胞核组份，

GST-E36 免疫的小鼠血清 A36 能够特异性地识别细

胞核内一条约 68kDa 的条带（图 3B），而 GST 蛋白

免疫的小鼠血清 A0 均表现为阴性反应，初步证实

A36 抗体可以特异性地识别变性后的 ICP22 蛋白。 

 

图 3  A36 血清的 Western blotting 检测结果 
Fig.3  Western blotting with A36 anti-serum. 

 A: 1, M.W. mark; 2, the supernate of induced BL21 (pGEX-5x-E36). B: 1, 
M.W. mark; 2, Nuclear partition of the pcDNA3-us1 transfected CHO-k1 
cell; 3, cytoplasm of the pcDNA3 transfected CHO-k1 cell; 4, nuclear 
partition of the pcDNA3 transfected CHO-k1 cell; 5, cytoplasm of the 
pcDNA3 transfected CHO-k1 cell. 
 

2.5  ICP22 细胞核内定位分析 

为了进一步证实 A36 抗体能够识别细胞内表

达的 ICP22 蛋白，我们尝试用 A36 抗体检测瞬时转

染了表达 GFP-ICP22 融合蛋白质粒 pEGFPN2- 
ICP22 的 CHO-k1 细胞，可以观察到 A36 抗体检测

的红色荧光信号与 GFP-ICP22 发出的绿色荧光在

细胞内的位置完全吻合（图 4A-C）。表明 A36 抗体

能够识别具有正常生物学构象的 ICP22 蛋白。 

3  讨论 
报道表明，HSVI ICP22 蛋白在高等真核细胞中

与 RNA 聚合酶 II 大亚基的异常磷酸化密切相关
[11~13]，并可能参与病毒复制过程的调控，因此对其研

究具有重要意义。本实验通过表达 ICP22 蛋白上的部

分片段来制备其抗体，通过蛋白结构序列分析，选取

了蛋白结构中具有抗原效应的第 1 至 36 位氨基酸，

其与 GST 蛋白形成融合表达体作为抗原免疫小鼠制

备抗体。由于只选择了 ICP22 蛋白的部分肽段作为抗

原诱导抗体，对于所获抗体不但要检测其是否能够特

异性识别变性后的 ICP22 蛋白，而且还需要检测其是

否能够识别具有正确折叠构象的 ICP22 蛋白。综合本

实验不同检测结果可以证实，所获抗血清 A36 不但能

够特异性地识别 ICP22 第 1 至 36 位氨基酸抗原多肽

与 GST 蛋白形成的融合表达体，而且还能够识别真

核细胞内表达的，处于正常构象的 ICP22 蛋白。 

 

       
图 4  A36 对α22 蛋白的免疫荧光检测 

Fig.4  Immuofluorescence analysis with A36 anti-serum  
GFP-ICP22 formed many green spots (A) and A36 stains many red spots (B) throughout the nucleoplasm of the same transfected 
CHO-k1 cell by pEGFPN2-ICP22, the two colors were then overlaid (C). 
 

 

A                       B                        C 
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在检测过程中，实验结果还显示了 HSV-I 立

即早期蛋白 ICP22 的部分特性。首先，通过计算，

ICP22 蛋白的分子量为 46520 道尔顿，但在病毒感

染中，ICP22 蛋白的表观分子量却为 68kDa，因此

ICP22 又被称为 IE68。由于 ICP22 蛋白含有大量的

丝氨酸和苏氨酸，因此普遍认为 ICP22 蛋白被进行

了相应的修饰，迄今为止，已知对 ICP22 蛋白进行

磷酸化的蛋白病毒激酶只有 US3 和 UL13[18,19]，但

本实验 Western 印记结果显示，即使在没有这些病

毒激酶存在的情况下，变性后的 ICP22 也具有

68kDa 的表观分子量，因此 ICP22 所表现出的表观

分子量的增加，并不是由于病毒蛋白对其的修饰作

用产生的。其次，我们的实验结果显示，ICP22 大

部分定位于核内，并形成许多点状结构。ICP22 在

细胞内的定位将为进一步研究 ICP22 对转录的普遍

抑制作用提供有益的提示。同时特异性识别 ICP22
蛋白的A36抗体的制备也将为进一步研究 ICP22蛋
白功能提供有利的工具。 
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