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■背景资料
HCMV感染后, 临
床表现及病情轻
重不同, 既可能与
宿主自身因素有
关, 也可能与病毒
自身基因多态性
有关. 关于HCMV
先天感染的致畸
机制尚不清楚. 
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Abstract
AIM: To investigate the sequence polymorphisms 
in the open reading frame (ORF) of the UL147 
gene in clinical strains of cytomegalovirus and to 
identify the relationship between UL147 sequence 
polymorphism and cytomegalovirus hepatitis. 

METHODS: The ORF of the UL147 gene in 19 

cytomegalovirus strains isolated from infants 
with cytomegalovirus hepatitis was amplified 
by PCR and sequenced.

RESULTS: In comparison with the sequence of 
the Toledo strain, strain-specific polymorphisms 
were present in the 5’ end of the UL147 ORF, and 
the polymorphisms were located in the 5’ end of 
sequence. The UL147 ORF varied from 477-480 
kb. No sequence differences were found between 
strains isolated from infants with cytomegalovi-
rus hepatitis and asymptomatic patients.

CONCLUSION: The ORF of the UL147 gene 
is hypervariable in different cytomegalovirus 
strains. The conservation of predicted UL147 
product in clinical strains suggests that UL147 
gene polymorphisms have no relationship with 
the severity of cytomegalovirus hepatitis.

Key Words: Human cytomegalovirus; UL147 gene; 
Polymorphism; Real-time PCR 
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摘要

目的: 探讨人巨细胞病毒(human cytomegalov-
irus, HCMV)UL147基因在婴儿巨细胞病毒肝
炎临床株中的多态性及其与致病性之间的
关系.

方法: 对25株经荧光定量PCR方法检测HCMV 
D N A为阳性的临床株的尿液上清液进行
HCMV UL147全序列PCR扩增, 并对PCR扩增
产物进行序列测定及分析.

结果: 25株临床株扩增阳性产物进行HCMV 
UL147全序列PCR扩增, 结果有19株PCR扩
增阳性; 与HCMV Toled株进行序列比较分
析, 所有UL147开放读码框架(open-reading-
fraem, ORF)长度在477-480 bp, 序列呈现较
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■研发前沿
有研究表明HCM
V 在 体 内 存 在 不
同 的 细 胞 嗜 性 , 
提示不同临床症
状的HCMV分离
株的基因结构可
能存在差异.

高多态性, UL147基因变异率为2.7%-10.9%; 
氨基酸变异集中在30-40氨基酸位点, 变异率
为4.3%-8.75%; 所有研究标本中没有序列与
Toledo完全一致. 序列差异多位于序列的5'端, 
巨细胞病毒肝炎患儿和无症状患儿之间的
UL147基因DNA序列是一致的. NCBI PROS
数据库预测U L147编码蛋白功能区显示几
乎所有的UL147序列中都存在1个CKP和1个
PKC位点.

结论: 巨细胞病毒肝炎患儿临床株中的HCMV 
UL147基因序列呈现高度多态性. UL147基因
多态性与其对肝脏损害的程度无关. 

关键词: 人类巨细胞病毒; UL147基因; 多态性; ; 定

量PCR    
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0  引言

人巨细胞病毒(human cytomegalovirus, HCMV)
感染在儿科临床疾病中很常见 ,  尤其是婴儿

期 .  我国H C M V先天感染患儿占新生儿的

0.9%-3.5%. 人类巨细胞病毒感染后, 有的表现

为无症状、长期的潜伏感染, 有的则表现为多

种明显的临床症状. 常见的疾病有巨细胞病毒

肝炎(cytomegalovirus hepatitis)、先天性巨结

肠(Hirschsprung's disease)、小头畸形、胆道闭

锁、脐疝、耳聋、智力低下等多器官、多系统

疾病[1-5]. HCMV感染也与血管性疾病的加重有

关[6], 尤其在器官移植后. HCMV感染后, 临床表

现及病情轻重的不同, 既可能与宿主自身因素

有关, 也可能与病毒自身基因多态性有关. 关于

HCMV先天感染的致畸机制尚不清楚. 有研究

表明HCMV在体内存在不同的细胞嗜性, 提示

不同临床症状的HCMV分离株的基因结构可能

存在差异. Cha等[7]对HCMV实验室株AD169株
和1株命名为Toledo的临床分离株进行了核酸序

列比较, 结果发现Toledo株含有19个在AD169株
不存在的基因, 表明HCMV此段序列为高度可

变区. 这个发现提示这些基因的编码产物可能

与HCMV的致病性有关, UL147也是其中的1个
基因. 本文着重研究HCMV UL147基因在巨细

胞病毒肝炎患儿临床分离株中的多态性, 探讨

其与致病性的关系. 

1  材料和方法

1.1 材料 HCMV临床株(25株)均来自2007-2009
年我院住院患儿, 患儿年龄均小于3 mo. 其中转

氨酶明显升高, 肝功能出现异常的19例, 无症状

或者轻度黄疸, 以间接胆红素升高为主, 但转氨

酶于正常范围内的作为对照组6例. 此25例患儿

血清HCMV-IgM阳性, 尿液经QPCR检测HCMV-
DNA均为阳性, 排除其他病毒如风疹病毒、单

纯疱疹病毒、弓形虫、EB病毒、传染性肝炎病

毒、HIV、梅毒螺旋体感染及相关遗传代谢性

疾病. 尿标本于-70 ℃保存备用. 
1.2 方法

1.2.1 PCR扩增: (1)标本处理: 取HCMV-DNA阳

性尿标本上清液0.5 mL, 加裂解液50 μL, 100 ℃
沸水浴15 min, 室温下离心15 000 r/min, 10 min; 
(2)引物设计: 按照Toledo株序列, 应用引物设

计软件primer premier 5.0设计用于扩增HCMV 
UL147全序列的引物并由上海生工公司合成. 半
巢式扩增产物全长为752 bp, 巢式扩增产物全长

为345 bp. 引物序列见表1; (3)PCR全序列扩增: 
反应体系: Buffer 5 μL, dNTP mixture 4 μL, 上、

下游引物各1 μL, rTaq酶0.25 U, 用双蒸水补至

总反应体积50 μL; PCR循环条件: 预变性95 ℃ 5 
min, 变性 95 ℃ 30 s, 退火50 ℃ 30 s, 延伸72 ℃ 
1.5 min, 30个循环, 终延伸72 ℃ 10 min. 应用巢

式半巢式PCR对包含UL147 ORF的DNA序列

进行扩增. 半巢式一扩引物为147U3A和148D1, 
二扩引物为147U3A和148D3. 巢式一扩引物为

147UP和148D3, 二扩引物为147U3A和147low; 
(4)1.2%琼脂糖凝胶电泳后EB染色, 紫外检测仪

下观察扩增结果. 采用半巢式扩增阳性标本于

752 bp处出现目的产物带, 采用巢式扩增阳性标

本于345 bp处出现产物带, 电脑下查看结果, 拍
摄照片. 
1.2.2 PCR扩增阳性标本测序: 由北京华大基因

公司完成. 对于一扩产物可以通过正反2个方向

分别对目的基因的正链及负链进行测序, 以增

加实验结果的可信性. 对于二扩产物通过正向

测序即可. 
1.2.3 序列分析: 应用DNASTAR、Genedoc等软

件进行序列分析.

2  结果

2.1 扩增结果 25株临床株扩增阳性产物进行

HCMV UL147全序列PCR扩增, 结果有19株PCR
扩增阳性, 阳性率为76%; 其中健康对照组6例, 
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■相关报道
C h a等对H C M V
实验室株AD169
株 和 1 株 命 名 为
Toledo的临床分
离株进行了核酸
序列比较, 结果发
现Toledo株含有
19个在AD169株
不存在的基因, 表
明HCMV此段序
列为高度可变区.

标号为my40、y26、y85、y87、y89和y7, 其余

13例为巨细胞病毒肝炎患儿组. 与HCMV Toled
株进行序列比较分析, 所有UL147开放读码框架

(open reading frame, ORF)长度在477-480 bp, 序
列呈现较高的多态性, 所有研究标本中没有序

列与Toledo完全一致. 序列差异多位于序列的5'
端的90-129 bp处. 
2.2 核苷酸序列及其编码蛋白氨基酸序列的多

态性

2.2.1 测序及进化树分析: 测序显示19株临床株

之间存在高度多态性; 种系进化树分析结果分

为4个基因型, 我们称之为G1、G2、G3和G4型. 
G1型包括y91和y155 2个序列, G2型包括4个序

列, 即y7、y51、y8和y38. G3型只有my60, G4型
包括余12个序列. 19个氨基酸序列的种系进化

树分析见图1.  
2.2.2 核苷酸序列及氨基酸序列比较分析: 与
Toledo株(参考株U33331)相比, G1型中my155
和my91株的UL147 ORF为480 bp, 编码蛋白

为159个氨基酸. G1型中的m y60株和G2型的

y8、y51于Toledo的62-64位点的碱基出现缺失, 
UL147 ORF缩短为477 bp, 编码蛋白为158个氨

基酸; G2型中的y7和y38于64位点的碱基由C

变成T, UL147 ORF为480 bp, 编码蛋白为159氨
基酸. G4型中的y2、y12、y87、my40、y137
的UL147 ORF为480 bp, 编码蛋白为159个氨基

酸; 余7株均于Toledo的111-113位点的碱基出现

缺失, UL147 ORF为477 bp, 编码蛋白为158个
氨基酸. 19株临床株的序列差异多位于5'端的

90-129 bp处, UL147基因变异率为2.7%-10.9%; 
氨基酸变异集中在30-40氨基酸位点, 变异率为

4.3%-8.75%. 19株临床株的碱基序列及氨基酸

比较见图2, 3. 
2.3 编码蛋白重要功能位点分析 NCBI PROS
数据库预测UL147编码蛋白功能区显示几乎所

有的UL147序列中都存在1个CKP和1个PKC位
点. 本研究19序列中均含有CKP位点. 与Toledo
相比, G3型中的my60和G2型的y8和y51于62-64
位点的碱基出现缺失, 导致21位点氨基酸缺失, 
从而失去了PKC位点. y89、y40和y91因在位置

273-276出现碱基替换, 使y89在91-93位点的氨

基酸由原来的T、K和C变为N、Q和S, my40在
91和93位点的T和C变成N和S, y91在10位点的L
变为S, 使这3个序列增加了1个ASN(N-glycosyl-
ation site)功能位点. y59、y89、y85、my137、
y18、my39和y26在93-99位置出现碱基替换, 使
位于氨基酸26位点的I变成T, 31-33位点的T、
I和C变成F、A和A, 而增加1个ACP功能位点; 
此外, 这7个序列和y12、y87、my40和my137
在116-127位置的碱基出现大量替换, 使氨基酸

39-42位点的Q、C、F和R变成R、L、L和E, 这
11个序列增加了TYR(Tyrosine kinase phosphory-
lation)(图4). 

3  讨论

H C M V感染在全球广泛存在 ,  其感染率高达

70%-100%[8], 发展中国家感染率为80%-100%, 
发达国家感染率也多达60%-80%[9], 且具有种属

特异性. 有的表现为持续的潜伏感染, 有的则表

现出多种临床症状的严重感染[10]. 巨细胞病毒感

染在新生儿期引起先天性感染; 在正常人可以

表  1  UL147PCR扩增引物

     引物                          序列 位点[Toledo]

147U3A 5'AGCTGAATCGTCAGGAAGTG 3'    10093

148D1 5'CGGTGACAGGGTGTATCGTA 3'    11449

148D3 5'GTGCAATGCATATACTGTCC 3'    10845

147UP 5'GGGAGATCCGGTTACAAAG 3'      9318

147LOW 5'TCCACAGAAGATGAGGAGC 3'    10148

y8

y51

y7

y2
y37

y2

my4U
y87

y89
y86

y38

my60
y155

y91

toledo

my39

y18

y26

MY137

y59

图  1  19个氨基酸序列的种系进化树分析. 
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■同行评价
本研究结果显示, 
UL147基因多态
性与HCMV引起
肝脏损害的轻重
无关, 为从基因水
平上揭示HCMV
与肝损伤之间的
关系提供了一些
依 据 ,  具 有 一 定
的研究意义.

引起单核细胞增多症; 在免疫缺陷患儿, 如未成

熟患儿、艾滋病或者接受器官移植者, 则巨细

胞病毒感染可以引起严重的疾病综合征. HCMV
是宫内感染中最常见的病原, 先天性巨细胞病

毒感染约占新生儿的1%-2%. 绝大多数先天性

感染的胎儿在出生时无临床症状, 约10%新生儿

在出生时或出生后不久就表现出较严重的甚至

危及生命的临床症状. 巨细胞病毒感染分为先

天性感染、围生期感染及生后获得性感染. 其
中先天性感染对对患儿危害最大, 严重威胁优

生优育. 通过摄入带病毒的母乳是生后感染的

重要途径[11]. 有学者注意到: 巨细胞病毒感染所

致肝炎中92%为先天性和围生期感染, 先天性

感染畸形率、后遗症率和病死率也明显高于围

生期及生后获得性感染患儿. 在婴儿, 由人类

巨细胞病毒引起以黄疸、肝脏肿大、肝功能损

害为主要临床表现的疾病称为婴儿巨细胞病毒

肝炎[12,13], 需除外其他病原引起的肝炎(甲肝病

毒、乙肝病毒、丙肝病毒、EB、风疹病毒及弓

形体等). 巨细胞病毒肝炎分为黄疸型肝炎、胆

汁淤积性肝炎、胆汁淤积症、无黄疸型肝炎和

亚临床型肝炎. 其中前2种是婴儿巨细胞病毒肝

炎的重症. 巨细胞病毒肝炎一般预后良好, 少数

可发展为肝功能衰竭和肝硬化. 巨细胞病毒感
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图  2  19个UL-147基因碱基序列比较分析图(以Toledo为参考株). 
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染后所表现出的临床症状和病情的轻重程度不

一, 既可能与宿主自身因素有关系, 也可能与病

毒自身基因多态性有关系. 关于HCMV先天感

染的致畸机制尚不清楚. 有研究表明HCMV在

体内存在不同的细胞嗜性, 提示不同临床症状

的HCMV分离株的基因结构可能存在差异. 
近年国际上多个研究组已经开始从基因水

平上研究人类巨细胞病毒感染的机制. 人类巨

细胞病毒属于疱疹病毒β亚科, 他是一种复杂的

病毒, 包含230-235 kb的双连DNA及200多个预

测的开发阅读框架(open reading frames, ORF)[14]. 
1996年, Cha等[2]对HCMV实验室株AD169株和

Towne株及1株命名为Toledo的临床分离株进

行了核酸序列比较, 结果发现Towne株含有4个, 
Toledo株含有19个在AD169株不存在的基因, 且
Towne株中有4个新基因, 只有1个基因与Toledo
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图  3  19个UL-147基因氨基酸比较分析图(以Toledo为参考株).
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图  4  19个UL-147基因编码蛋白及氨基酸序列线形比较和重要功能区分布.
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株的基因相同(为UL147), 表明HCMV此段序列

为高度可变区. Toledo株的19个新基因被分别

命名为HCMVUL133、UL134……UL151, 此区

域被称为UL/b区. 根据小鼠动物模型研究结果, 
Toledo株的复制水平是实验株的2-3个数量级[15]. 
推测此19个基因可能在病毒的复制、潜伏和对

宿主的致病性方面起重要作用, 其中一些基因具

有编码糖蛋白的能力, 可能在体内病毒对细胞

受体的吸附方面起重要作用, 决定病毒的组织

细胞嗜性. 已有学者进行了有关HCMV UL/b'区
基因多态性及蛋白功能的研究, 如UL144[16,17]、

UL146[18,19]、UL148[20]及UL149[21]等相关性研究.
已有学者研究U L146、U L147分别编码

118、160个氨基酸, 其蛋白具有趋化因子功能域

的保守的信号肽序列, 4个适当间隔的半胱氨酸

和相应的分子大小[22]. 根据半胱氨酸的位置和数

量的不同分为4种类型: CXC、CC、XC和CX3X, 
X代表除半胱氨酸外的任何一种氨基酸[23]. 预测

的UL146基因编码产物VCXC-1是在病毒中发

现的第1个α趋化因子. 包含有1个ELR功能区(谷
-精-亮氨酸)与CXC残基相邻, 具有趋化粒细胞

的化学趋化功能. 有研究证实ELR残基对与IL-8
活性和受体的结合非常重要[24]. UL147编码产物

VXCXL-2不含有ELR功能域, 但具有无ELR的
CXC趋化因子的4个半胱氨酸残基. 2者与α趋化

因子IL28有相同的信号肽及半胱氨酸空间位置, 
氨基酸线性序列的同源性分别为26%、16%[18]. 
具有E L R功能区的趋化因子能趋化中性粒细

胞, 而没有ELR功能区的趋化因子作用于T和B
细胞[25]. 有研究表明HCMV临床分离株许多基

因都具有多态性. 2009年, 何蓉等[26]研究UL147
基因测序分析结果显示序列之间存在多态性, 
序列变异集中在5'端. 部分序列存在不同程度的

碱基缺失, 但均未引起移码突变. 研究发现不同

CMV分离株的UL146基因编码的氨基酸序列有

很大变异[27-29], 但所有的VCXC-1分离株均含有

保守的ELRCXC功能域, 这个基因是CMV基因

中变化最大的之一. UL147编码氨基酸相对保守, 
没有UL146发生的大量的氨基酸替换. 

我们所选取的25个临床标本患儿年龄均小

于3 mo, 25株临床株进行HCMV-UL47全序列

PCR扩增, 结果有19株PCR扩增阳性, 阳性率为

76%, 13例来自临床程度不同的巨细胞病毒肝

炎患儿, 其中有胆汁淤积患儿, 有直接胆红素和

间接胆红素均明显增高的肝炎患儿, 最重的为

胆道闭锁患儿, 对照组HCMV感染患儿的标本

为6例, 余6例经多次扩增未见产物, 不能排除

UL-147基因的丢失. 与HCMV Toledo株进行序

列比较分析, 所有UL147 ORF长度在477-480 bp, 
序列呈现较高的多态性, 共分为3个型, 所有研

究的标本中没有序列与Toledo株完全一致. 序列

差异多位于序列的5'端的90-129 bp处. 所有标本

序列的117和119位点发生碱基置换, 117位点的

碱基A被碱基T替换, 119位点的碱基G被碱基T
替换, 124位点的碱基A被G替换, 125位点的G被

A替换. 与Toledo株比较, 有3株因为出现碱基缺

失, 从而失去了PKC位点. 有3个序列因为出现碱

基替换, 使这3个序列增加了1个ASN位点. 7个
序列因为出现碱基替换, 而增加1个ACP功能位

点; 有11个序列在相对于Toledo 116-127位置的

碱基出现大量替换, 增加了TYR功能位点. 本文

研究19序列中均含有CKP磷酸化位点, 16个序列

含有PKC功能位点, 提示这2个区域在病毒作用

机制中起重要作用. 目前关于ASN、ACP和TYR
功能位点与HCMV在临床致病性方面是否有关

还不清楚, 有待进一步研究.
通过对13例巨细胞病毒肝炎标本和同年龄

组6名无症状患儿标本的临床株进行的UL147序
列分析的比较, 未发现UL147序列多态性的差

异, 说明UL147基因多态性与HCMV引起肝脏损

害的轻重无关. 
总之, 通过本研究可得出如下结论: (1)HC-

MV-UL147广泛存在于临床株中, 序列呈现多态

性, 但UL147基因多态性与其对肝脏损害的程度

无关; (2)临床标本的UL147编码蛋白序列具有

1个保守的CKP磷酸化位点, 提示HCMV-UL147
可能在病毒感染中起重要作用; (3)不同临床症

状的临床株HCMV-UL147蛋白的氨基酸序列具

有一定的结构特点, 并与基因型呈一定相关性, 
提示HCMV-UL147基因及其所编码的蛋白在

HCMV致病性上可能有一定的作用. 
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