
3 

病毒学杂志 3．1．日 
ViroI。 i。- Sinie- 

人乳头瘤病毒 l6型E 开 

放读码框编码免疫反应表位的定位 

于修平 Steve A．Jenison 

(山东医群大学搬生物教研室，济南 25001~) (西亚图 F red Hutchinson肿瘸研究中心．美国 98104) 

提 要 

用桉酸外切酶 皿和 sl桉酸酶 ，逐步蚨失 艟在原桉细胞 中有效表达人 乳癌 病 毒 l6型 

E 7开放 读码框的质粒 P16E7NP1，获得了一系 列DNA运渐缩 短的质粒。它们能在大肠杆 

菌 中表达产生一组从羧基端往 氨基端逐步 减少的融台蛋 白，用 Western blot方法检 铡相 

应融合蛋白与阳性血清的免疫反应。分析实验结果，编码免疫反应表位的按酸序列于 619 

至 644之间。 

关蕾调：人乳头癌病毒l6型 E7开放读码框 表位 

人乳头瘤病毒(Human P pilJom0avirus，HPV)是乳多泡病毒科 的双链 DNA病毒， 

它可引起多种上皮细胞乳头瘤样病变。在巳鉴定的5O多个型别中，与官颈癌病因最相关的 

是 HPVI61t)<”。近年来，HPV分子生物学研究进展较快，重要型别的 HPV基因的全序 

列都 巳清楚，巳知编码所有病毒蛋 白的开放读 码 框 (Open Reading Frame，ORF)都 

在病毒 的同一条 DNA链上，编码早期蛋白的 ORFs有八个 (E 一E。) ’。根 据 发现与 

HPV感染有关的宫颈癌细胞中存在着主要的 E 编码的 mRNA“’，Seedof等人提出HPV 

16E 在人细胞的恶性转化中起主要作用 ，。体外的转化实验也进一步支持这一观点 ’ 
㈣

。 鉴于 HPV16 E 的重要作用，增加了人们对其深人研究的 趣。 

HPVI6全基因共有 7905对核苷酸，E ORF是从 54,1到855(日’。Firzlaff等 人 研 制 

的克隆 P16E NP1(562—872)表达产生的融合蛋白，能与感染 HPV16的某些患者血清 

(CDS )呈阳性免疫反应(。 。我们用其重组质粒，采取 DNA序列分析中应用外切酶Ⅲ 

单方向消化核酸链的原理和方法“”，制备了一系列 DNA逐渐缩短的质粒。用其表达后 

产生的不同大小的融合蛋白，与 CDS：反应，进而分析确定编码免疫反应表位(epitope) 

的部位。 

材 料 与 方 法 

一

、 囊达HPV16E70RF的竞窿：由 Firzlaff提供的 pI6E7NP1以及本实验中新翻 备 的 克 隆 

pl6E7SPZ、p16E 7PPI、p16E 7sPz和 p16P．7SEX·一{，均是选择适当舶限制性内坷醇橱窨，厨粒pBp一 
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V16(pBR 3 2 2插 入完整E~3ttPV16基 困 )，获得插入基 因片段。载体 是
．~ pATH系列，带有色氨 酸 

启 了¨) 插^箍 因 呼pATH连接 开，转化大脑杆茁 ttB10 7。转化茵在 无 色 氯 酸 的 M g培养基 

申，加八 3’吲口 乙酸 ，在 30℃培养 5小时，可诱 l生含有插^基 因衰达产物的融台堡 白I ̈ 。 

二、制鲁一系列台 HPV16 E 7 0RF核穗链逐步缩短的质粒：根据外嘲酶Ⅲ和 sI桉陵酶能单方 

向 巩 3’一 s’逐 步泱失核酸 链的原理 ‘ ，，具 体采J Henikoff的改 良方法和步 骤‘ 0，。首先 ，̈ 冉 

切酶 Nco I(863)和Pst I(875)消化 p16E l"~pI，得到线形 DNA。然后加入外切酶Ⅲ，置2S*G水浴 

中，每隔30秒取出一份，移至含有 sl枉醒酶柏营中。经消化后的 DNA舵 Klenow多聚酶 和d／~Tp 

使呈平端 ，再加 T 4 DNA连接酶行平端连接 ，印得 到一系列榜酸链逐 步缩短的质粒 

三、用Western bh,t方法检测一系列质垃寰选的融台蛋白与 cDs 2曲免疫反应：将上让一系 

质 粒转化大脑杆菌 HS101，诱导产生不 同分子量 的融台蛋 自，然 后作 sDs一聚丙烯 酰 胺 凝 胶电 泳 

(PAGE)，将 电泳后的多肽转移至硝酸纤维膜上，与CDS2反应。最后J6n．z． l I标记的 SPA，放 

射 自显影显示反 应结果。 

噩 避择对蔫定襄位育蠢义的精个质牲怍序刭舅定：根据 Sa~ger的酶提法，具体采用 Fahn- 

estoek的方法步骤'̈ ’，耐定 DH^序剜。 

结 果 

用 NeoI和Pst I消化质粒 p16E NP1(酗 1)，在 Pst I的切点，恰好产生四 个 碱 

5 T^c ^TGGcT CATCCTGCA．0 

3 ̂ T々  ：Ĝ 。 c 
⋯ ～ —--J  ● 

田 1。质较 P1BEtNP1物曩僵 

Fig． 1
。 Phy sieal Bp of P16~NP1 

基突出的 3 末端，它能对抗梭酶外切酶Ⅲ的消化I在 Neo!的叼点处，产生缺少四个碱 

基的 3 末端，它对棱酸外切酶Ⅲ是敏 感的。外切酶Ⅲ从 NeoI切口处逐步消化3 末端缺 

少碱基的一条核酸链，继而 Sl核酸酶消化另一条核酸链，从而得到一系列大小不同 的 

质粒 (图 2)。 

上述质粒舔生的蛋 白，与 CDS 反应，结果显示 1— 6号质粒为阳性， 7—22号均 

为 阴性。再分别从 6、 7号质粒转化的 HB101菌的培养皿中各取四个菌落， 分别定 为 

Ex 8-1 6—2，6—3、6—4和Ex7·1、7—2，7—3，7—4。根据其诱生蛋白的大小及与 

cDs 反应的结果，选择Ex6—1、6～3，7一l和7—3，测定 DNA序列，其含 ItPVI6DNA 

序列的末端分别为723，644、610和615， 
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圉 2． 桉蕊链块宪法获{I的—jI；刊贾越．o．T 璩瞻凝驶电泳圈． 
(i 25是桉酸分子量标记，X／Hind皿 2J 2●是外协一I漓化前的质控； ⋯·2 3是I肖化后每隔30秒依 

次取出的质粒 ) 
Fig

． 
2． EIOIIt-deleted pltsmid DNA ele~tzoph。re*ia throush It 0．7晌 agtros~g。1． 

(1．25I VHidIj 2‘j DNA ot pro-diseeted pltsmid‘3⋯ ⋯ 23I 

digested DNA．from reaetiea at 3O*eeoada iatervn1．】 

应用限制性内切酶 消化及棱酸链缺失法获得的一系列质粒，根据酶切位点和DNA序 

列测定得知番质粒的结构 (表 1)。 

裹 I： 裹迭 HPV16ET ilk帕羹辕笛构 

(TthIe 1． The cOfiS~u~ll of expzeesloa HPV E7 ORF Plasmld) 

The iase~tlon of thi s piasmid w4B made by Stu3A[a,3d Psi I digesdou of p16ETEI6‘3． 

该质粒是用 Sau3A I和 Pst I切割 pl6E Ex6一s获得插入基因，连接 pAT~,。 

表 l中所 列的质粒诱生蛋白后，作 SDS—PAGE电泳，结果如图 3。Western blot实 

验结果如图 4。从图 4可以明显看出I plbE NPI、SP1、sP2、Ex6—1，Ex6—3,~SEx6—3 

均为阳性，pl6E PP1、Ex7一l、Ex7—3和 pATH均为阴性。 

为便于分析确定编码表位的基因部位，图示上述质粒的大 小 及Western blot反应 

结果 (圈 5) 
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固 3． 10眄$DS—PAGE．Coom~ms!e兰染色的各种质粒表达产生的蛋自．箭头指示 

产生 的融台蛋白．左第一列为分子置标记． 

Pig． 3 Prot ins from E．~Oli w~icE contained the expression p]asmids _ ，e 4Ⅱ·Iyxed 

⋯ 1O％ SD$．PAGE with c ㈣ " h blue． The positiou of the exgressioa 

Dlasmid Ⅲ 0ded 9rotelns is marke~ wilh aFrow9． The number on the right 

i⋯ 1Ⅲ l4r mBo日e} iⅡ kilodlaons． 

Fj g． 4 

罔 4． we{lern blot实强 放射自显影结果 

Aut。r̂ ai。g raphy 。f proteiD-BHt_b。d y ⋯ PI⋯ 。 i。 w “ t⋯  

immⅡnoblttt·日s4y_ 
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国 5． p16E r0RF和各种质瞄鲁有 日PV16的DNA片段(+斌一表示质粒编码 

的融和蛋白与 CD$1反应的结果 ) 

．
The map of the HPV16 E7 OHF and the HPVI6 DNA fragmellt ecntaine~ 

withln the exp~e．sion plasmid
。 (Th。+·Ⅱd一 ymhol~indieale the reaetivlty 

of CDS2 wltb t̂ · fu Bion protelu eaeoded by tfiat expre ssion pI-·血id
． ) 

讨 论 

设计本实验确定编码免疫反应表位的依据是t编码表位的核酸序列诱生 的 多 肽 与 

CDS 呈阳性反应}与表位无关的按酸序列编码的多肽与 CDS+呈阴性反 应。如 图 5所 

示，pl6ETPP1表达产生的多肽与 CDS 反应阴性，可见该片 段 的 HPV16的 DNA(683 
— 875)与表位无关。在按酸链缺失法制备的一系列质粒中，阴性反应的 最 大 质 粒 是 

pl6E，Ex7—3(562—6l9)，可见619以前 DNA序列也与产生免疫反应无关，阳性 反 应 

最小的质粒是 pI6ETEx6—3(562--644)，从而可以推导出，决定免疫反应表位的 基 因 

位子6l9—644的按酸序弼中。该部位的桉酸序列及编码的相应氨基酸如下t ACT GAT 
T D 

CTC TAC TGT TAT G^G CAA TT^ AAT GAC AGC TCA GAG GAG 
L Y 0 Y E O L N D ■ B t E 

G^C 
E 

o 

我们根据上述分析结果，又制备了新的克隆pI6E7SEx6-3，插入基因为622--664， 
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图 6． HPVITtE TORF蛋 白的豌水性和抗原性． (箭头分gq表示Pl旺 Ex7．8 

和 plsE TEx~·3插A基因的终止部位 ) 
Fig． 6． Antigenieity and hydr。ph。bicity plot。f the HPV18 E7 ORF protein

． 

(Th。trr0wj jndi tt the terminaI of inlert DNA of p16E 7Ex7·3 

and pl 6ETEx6·3．) 

仅含42对核苷酸，其诱生的多肽仍与 CDS：呈强阳性反应 (图 5)，这也说明该 DNA片 

段编码免疫反应表位。 

根据Hopp(13)和Kyte(14)的方法，可以推算出 p16E70RF编码的氨基酸的 疏水性 

和抗原性 (图 6)。 

从图 6看出，pI 6E7Ex6—3插八基因的后半部分的梭苷酸编码的氨基酸序列抗 原 性 

强，从而可以推导出，主要引起免疫反应的氯基酸序列是亮、天冬酰胺，丝、丝、谷、 

谷和谷氨酸。 
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Mapping the Location of Human Papillomavirus 

Type 16 E7 Open Reading Frame-encoded Immunoreactive 

Epitope 

YU Xiu-ping 

(Deportment of Microbio|ogy·S~andong Medical UniversityI Jinan 250012) 

StevenA． Jenison 

(Fred i-IutchlHsoIl Cancfr Reseatch Cent rI StartIPI WashintIon 08104) 

To map the zmm~noreaetzve epitope of HPV 16 ORF ， the pro-csryotic 

expression p]asmide plGE7NP1 was deleted with exonueleaee III and nuc]ease 

S1．The deleted plasmids- which contained a nested set of 3 to 5 deletion in 

the HPV 16 E7 ORF。 expressed i set of carboxy to amino term Jau8 truncated 

fusion proteins． Region containing the immunOreactiV。 epltope was mapped 

by determining which of the deleted fusion proteins retained re!etivity with 

sera in W estern immunoblot sssays． The coding sequence for 8 human 

antibody—reactive linear epitope mapped between HPV16 nuc]eotide eoordinates 

619 and 664． 

Key W ordsI Human PapiIJ0mavirus Type 16 Epitope E7 Open 

Reading Frame 
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