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研究报告 

HSV-2 型 2.2 kb 潜伏相关转录子对 Hela 细胞 
生长特性的影响 

毕建军  杨慧兰*  樊建勇  王颖  李翠华  梁洁   
(广州军区广州总医院 皮肤科  广东 广州 510010) 

 
 

摘  要: 【目的】研究人单纯疱疹病毒 2 型(Herpes simple virus type 2, HSV-2) 2.2 kb 潜伏

相关转录体(Latency associated transcript, LAT) 对体外培养 Hela 细胞生长特性的影响。

【方法】将真核表达质粒 pcDNA3.1-2.2 kb LAT 或 pcDNA3.1 转染 Hela 细胞后, 观察细胞

的生长情况。在 4 °C 和 43.5 °C 应激下, MTT 法检测细胞活性, Hoechst 33258 染色检测

细胞凋亡。【结果】pcDNA3.1-2.2 kb LAT 质粒转导入 Hela 细胞后, 检测到 2.2 kb LAT 转

录; 细胞培养 2 d 转染 pcDNA3.1-2.2 kb LAT 细胞明显多于转染 pcDNA3.1 细胞数, 两者

细胞数分别为 1.7±0.09×105/mL 和 1.45±0.14×105/mL, P<0.05。4 °C 下 pcDNA3.1-2.2 kb 

LAT 组和 pcDNA3.1 组细胞凋亡率分别为 27.6%±5.7%和 7.8%±1.5%, P<0.01; 43.5 °C 下

pcDNA3.1-2.2 kb LAT 组和 pcDNA3.1 组细胞凋亡率分别为 30.5%±4.6%和 5.3%±2.0%, 

P<0.01。【结论】2.2 kb LAT 具有促进细胞增殖, 提高细胞活力和抗凋亡作用, 提示它可能

在 HSV-2 感染中发挥重要作用。 
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Effect of HSV-2 2.2 kb latency associated transcript on the 
growth characteristics of Hela cells  

BI Jian-Jun  YANG Hui-Lan*  FAN Jian-Yong  WANG Ying   
LI Cui-Hua  LIANG Jie   

(Department of Dermatology, General Hospital of Guangzhou Military Command,  
Guangzhou, Guangdong 510010, China) 

Abstract: [Objective] In this study, we investigated the influence of HSV-2 2.2 kb latency 
associated transcript on the growth characteristics of Hela cells in vitro. [Methods] We ob-
served the growth of Hela cells transfected with recombinant expression plasmids 
pcDNA3.1-2.2 kb LAT along with pcDNA3.1 control. In 4 °C or 43.5 °C, vitality of cells and 
apoptosis rate of cells was detected by MTT and Hoechst33258 staining. [Results] The tran-
scription of 2.2 kb LAT was detected in Hela cells transfected with pcDNA3.1-2.2 kb LAT. The 
number of cells transfected with pcDNA3.1-2.2 kb LAT was higher than that transfected with 
pcDNA3.1 (1.7±0.09×105/mL and 1.45±0.14×105/mL, respectively, P<0.05) at 2 days. The 
apoptosis rate of cells transfected with pcDNA3.1-2.2 kb LAT was lower than that transfected 
with pcDNA3.1 (27.6%±5.7%和 7.8%±1.5%, respectively, P<0.01) at 4 °C. The apoptosis rate 
of cells transfected with pcDNA3.1-2.2 kb LAT was lower than that transfected with pcDNA3.1 
(30.5%±4.6%和 5.3%±2.0%, respectively, P<0.01) at 43.5 °C. [Conclusion] The Hela cells 
transfected with pcDNA3.1-2.2 kb LAT showed promoted proliferation, heightened vitality 
and reduced apoptosis. These experiments demonstrated that 2.2 kb LAT could play an impor-
tant role in HSV-2 infection. 

Keywords: Herpes simple virus type 2, Genital herpes, Latency associated transcript, Growth 
characteristics, Apoptosis 

HSV-2 是生殖器疱疹的主要病原体, 感染后

可建立终生潜伏, 可因各种非特异性刺激反复激

活而发病。目前 HSV-2 的潜伏及激活机制未完全

明确, 使得相关药物或治疗手段的研发非常困

难[1]。LAT 是 HSV 在潜伏感染时唯一大量转录和

可被检测到的基因, 被认为在 HSV 潜伏的建立、

维持和激活过程中起重要作用[2−3]。HSV-2 基因通

过转录生成约 9.0 kb 的初级 LAT, 进一步剪切生

成稳定的 2.2 kb 次级 LAT, 有研究显示后者可能

在 HSV-2 的潜伏和激活中扮演重要角色[4]。为研

究 2.2 kb LAT 在病毒潜伏和激活中的作用, 本实

验拟将构建好的 HSV-2 2.2 kb LAT 重组质粒转染

Hela 细胞, 观察其在细胞中的转录情况和对细

胞的作用, 为探讨 HSV-2 潜伏和激活的机制奠

定基础。 

1  材料与方法 

1.1  材料   
1.1.1  质粒与细胞: 重组质粒 pcDNA3.1-2.2 kb 

LAT 由本实验室构建并保存, Hela 细胞为本实验
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室液氮冻存。 
1.1.2  主要试剂: 脂质体 LipofectamineTM2000、

TRIzol、pcDNA3.1 (Invitrogen 公司), pEGFP-N1 

(Clontech 公司), 逆转录试剂盒(Promega 公司), 

RPMI1640 培养液、胎牛血清(Hyclone 公司), 

MTT (Sigma 公司), Hoechst 33258 染料(杭州碧云

天公司)。 

1.2  质粒转染 Hela 细胞 
选择生长状态良好、处于对数生长期的 Hela

细胞, 胰酶消化后以 1×105/mL 密度接种于 24 孔

板中, 待细胞融合度达 80%, 采用脂质体共转染

pEGFP-N1 和 pcDNA3.1-2.2 kb LAT 或 pcDNA3.1
观察转染效率。无血清 RPMI1640 培养液分别稀

释质粒和 LipofectamineTM2000, 混合后加至 24 孔

板中, 置于 37 °C、 5% CO2 孵箱中培养。24 h 后

更换成含 10%胎牛血清的 RPMI1640 培养液继续

培养, 转染 24 h 后检测转染情况。 

1.3  检测质粒转染效率 
荧光显微镜下观察转染后细胞形态的变化, 计

数表达绿色荧光蛋白的细胞反映细胞转染效率。 

1.4  RT-PCR 鉴定  
按上面1.2方法分别转染质粒pcDNA3.1-2.2 kb 

LAT 或 pcDNA3.1 于 Hela 细胞, TRIzol 试剂提取

转染 Hela 细胞总 RNA, 逆转录得到 cDNA, 以其

为模板进行 PCR。2.2 kb LAT 基因上游引物: 

5′-GTAGGTTTAGGGTCGTACAGG-3′; 下 游 引

物: 5′-GCTGGGGAGAGACGAGAAACC-3′。PCR

扩增程序: 95 °C 2 min; 95 °C 30 s, 60 °C 30 s, 

72 °C 40 s, 共 30 个循环; 72 °C 5 min, 最后冷却

到 4 °C。PCR 产物经 1.2%琼脂糖凝胶电泳检测。 

1.5  绘制细胞生长曲线 
Hela 细胞转染质粒 pcDNA3.1-2.2 kb LAT 或

pcDNA3.1 24 h 后, 胰酶消化后吹打均匀计数, 

调整细胞浓度为 1×105/mL, 按 100 μL/孔接种于

96 孔板中, CO2 孵箱中 37 °C 培养。每隔 24 h 计

数一次, 每次取 3 孔细胞, 取其均值, 连续计数

4 d, 正常细胞为对照。根据细胞计数结果, 以单

位细胞数(细胞数/mL)为纵坐标, 以时间为横坐

标绘制生长曲线。 

1.6  MTT 法检测细胞活性 
Hela 细胞转染质粒 pcDNA3.1-2.2 kb LAT 或

pcDNA3.1 48 h 后, 与未转染 Hela 细胞进行冷热

应激处理。冷应激组: 4 °C 处理 10 h, 37 °C 复温

1 h; 热应激组: 43.5 °C 90 min, 37 °C 复温 1 h; 

37 °C 培养细胞为对照组。冷热应激后, 每孔中

加入 10 μL MTT 溶液(5 g/L), 继续培养 4 h, 加

入 150 μL DMSO, 振荡 10 min, 酶标仪测定

OD570。 

1.7  Hoechst 33258 染色 
冷热应激后的细胞用甲醇/冰乙酸(3:1, V/V)

固定 15 min, PBS 漂洗 5 min, Hoechst 33258 工作

液室温染色 15 min, 550 nm 波长的荧光显微镜下

观察。镜下随机选择 3 个观察视野, 计数至少 100

个 细 胞 , 计 算 凋 亡 率 =( 凋 亡 细 胞 数 / 细 胞 总

数)×100%。 

1.8  统计学处理 
实验结果采用 SPSS13.0 软件进行分析, 各组

数据均以均数±标准差(x±s) 表示, 各组间两两

比较采用单因素方差分析, P<0.05 时认为有显著

差异。 

2  结果 

2.1  重组质粒的转染和转录情况 
转染 24 h 后各组可以观察到 GFP 表达, 48 h

荧光表达最强烈(图 1), 约 70%−80%的 Hela 细胞

表达 GFP, 提示转染率可达到 70%−80%。72 h 后

绿色荧光有所衰弱 , 96 h 后仍有荧光表达。

RT-PCR 验证重组质粒的转录 : 各组均可扩出

β-actin 内参条带, 重组质粒组扩增出约 2.2 kb 的

目的条带, 空质粒组无 2.2 kb 的条带出现(图 2)。 
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图 1  质粒转染 48 h 后 GFP 表达的情况(200×) 

Fig. 1  Expression of GFP in Hela cells transfected with plasmids at 48 hours (200×) 
 

 
图 2  质粒 pcDNA3.1-2.2 kb LAT 的双酶切鉴定 
Fig. 2  Double enzyme digestion identification of re-
combinant plasmid pcDNA3.1-2.2 kb LAT 
注: 1: DNA 分子量 Marker; 2: 转染 pcDNA3.1 的空质粒; 3: 

转染 pcDNA3.1-2.2 kb LAT 质粒. 
Note: M: DNA marker; 1: pcDNA3.1; 2: pcDNA3.1-2.2 kb 
LAT. 
 

2.2  重组质粒对细胞生长的影响 
转染细胞接种后 3 组细胞生长曲线见图 3。

2 d 后重组质粒组、空质粒组和对照组细胞数分

别为(1.70±0.09)×105/mL、(1.45±0.14)×105/mL 和

(1.53±0.13)×105/mL, 重组质粒组明显多于空质粒

组(P<0.05), 与对照组相比无显著差异(P>0.05)。

3 d 后 3 组细胞数分别为(3.08±0.19)×105/mL、

(2.52±0.12)×105/mL 和(2.72±0.14)×105/mL, 重组质

粒组明显多于其它两组(P<0.01)。4 d 后 3 组细胞数

分别为(3.94±0.16)×105/mL、(2.98±0.25)×105/mL

和(3.21±0.28)×105/mL, 重组质粒组明显多于其

它两组(P<0.01)。 

2.3  重组质粒对细胞活力的影响  
各组冷热应激后 OD570 值均有所降低, 其中

未转染组和空质粒组冷热应激后较 37 °C 对照组

OD570 值下降非常显著(P<0.01), 而重组质粒组与

37 °C 对照组差异不显著(P>0.05), 具体见图 4。 

 
图 3  生长曲线图 
Fig. 3  Growth curve of Hela cells 
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图 4  细胞活力的测定 
Fig. 4  Measurement of cells vitality  
注: 37 °C、4 °C 和 43.5 °C 下, 测定正常细胞、转染空质粒

细胞和转染 2.2 kb LAT 细胞的活力. a: P<0.05; b: P<0.05; 
c: P>0.05.  
Note: Measurement of cells (normal cell, cells transfected with 
vector or pcDNA3.1-2.2 kb LAT) vitality in 37 °C, 4 °C and 
43.5 °C. a: P<0.05; b: P<0.05; c: P>0.05. 
 

2.4  重组质粒对细胞凋亡的影响 
凋亡细胞 Hoechst33258 染色可见浓染致密的

颗粒块状荧光(见图 5 红色箭头所示)。4 °C、37 °C

和 43.5 °C 下均能观察到凋亡细胞, 37 °C 空质粒

组和重组质粒组细胞凋亡率分别为 3.2%±1.5%

和 2.2%±1.2%，比较无显著差异(P>0.05)。4 °C

空 质 粒 组 和 重 组 质 粒 组 细 胞 凋 亡 率 分 别 为 

 
图 5  Hoechst33258 染色(100×) 
Fig. 5  Hoechst33258 staining (100×) 
注: Vector、LAT 2.2 分别代表转染的空质粒组和 2.2 kb LAT

质粒组; 箭头标示凋亡的细胞. 
Note: Vector: Transfected with vector; LAT 2.2: Transfected 
with pcDNA3.1-2.2 kb LAT. The red arrow in the map mark 
the apoptosis cells. 

27.6%±5.7%和 7.8%±1.5%，差异非常显著(P 均

<0.01)。43.5 °C 空质粒组和重组质粒组细胞凋亡

率分别为 30.5%±4.6%和 5.3%±2.0%，差异非常显

著(P 均<0.01)。 

3  讨论  

HSV-2 在人骶尾神经节内建立终生潜伏, 因

多种非特异性刺激活化后反复发作[5−6], 临床治

疗困难。LAT 是 HSV-2 潜伏感染后唯一大量转录

的基因产物, LAT 进一步剪切为稳定的 2.2 kb 

LAT。2.2 kb LAT 在病毒潜伏和激活时均可检测

到, 提示它可能在病毒的潜伏和激活中发挥作

用, 但其确切的细胞生物学效应尚不清楚。 

本实验在前期已构建重组质粒的基础上, 将

质粒转染入 Hela 细胞, 体外进一步研究 2.2 kb 

LAT 的细胞生物学效应。我们采用脂质体法共转

染表达 GFP 的质粒 pEGFP-N1 和重组质粒来反映

转染效率。瞬时转染 24 h 后即可见 GFP 表达, 48 h

达到高峰, 转染率约 70%−80%, 96 h 后仍可见

GFP 表达 , 能够满足实验需要。重组质粒组

RT-PCR 检测可见约 2.2 kb 的特异条带, 但空质

粒组和未处理组无特异条带出现, 进一步证明重

组质粒能够转入 Hela 细胞并转录。 

转染细胞接种 2 d 后重组质粒组细胞增殖速

度明显高于空质粒组(P<0.05), 3 d 和 4 d 后重组

质粒组细胞增殖速度明显高于未处理组和空质

粒组(P<0.01), 提示 2.2 kb LAT 有促进细胞增殖

的作用。冷热应激下, 各组细胞活力均受到影响, 

以未处理组和空质粒组细胞活力下降尤为明显

(与 37 °C 下细胞比较, P 均<0.01), 重组质粒组细

胞 活 力 下 降 不 明 显  ( 与 37 °C 下 细 胞 比 较 , 

P>0.05), 提示 2.2 kb LAT 有减弱冷热应激对细胞

的损伤作用。凋亡是细胞自行死亡以防止病毒蔓

延和持续性感染的机制之一, 病毒在演化过程中

建立相应机制阻止宿主细胞凋亡[7]。HSV 含有多
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种抗凋亡基因, 如 US3、US11、ICP27[8−10]等, 但

上述基因在病毒潜伏过程中不表达。37 °C 下细

胞发生低水平(约 2%−3%)凋亡, 冷热应激后细胞

凋亡率明显增高, 但重组质粒组细胞凋亡率较转

染空质粒组明显减少, 说明 2.2 kb LAT 有抵抗冷

热应激的凋亡作用。 

2.2 kb LAT 发挥上述作用的机制可能与其表

达蛋白有关, 2.2 kb LAT 含有 3 个 ORF, 前期工作

中我们将表达 2.2 kb LAT-ORF 基因的真核载体

转入 Vero 细胞中, 发现它能影响细胞的增殖和活

性[11], 但更多的研究认为 HSV LAT-ORF 在正常

情况下不表达蛋白, 推测 2.2 kb LAT 可能通过其

他途径发挥作用[12−13]。另有研究者认为 LAT 可能

与核糖体结合, 发挥对蛋白合成的调控作用[14], 

从而影响细胞的增殖。国外对与 HSV-2 型基因相

似的 HSV-1 型研究中发现, HSV-1 型 2.0 kb LAT

在应激下能调控 Hsp70 的表达, 后者是一种已知

的抗凋亡蛋白。HSV-2 型 2.2 kb 是否存在上述机

制尚无研究证实。 

综上所述, 我们将 pcDNA3.1-2.2 kb LAT 重

组质粒转导入 Hela 细胞中, 检测到 2.2 kb LAT 转

录, 发现 2.2 kb LAT 具有促进细胞增殖, 减弱冷

热应激对细胞的损伤和抗凋亡等多种作用, 提示

2.2 kb LAT 可能在 HSV-2 潜伏和激活机制中发挥

作用, 具体作用靶位和机制仍需进一步研究。 
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