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提 要 弓7 

人 乳头癌病毒 16型 (HPV16)含有两个 晚期 开 放读 码框 (LlORF和 L4ORF)． 

L1ORF编码主要衣壳蛋 白，我们用质粒 pHPV16、P16L 2BX E和 pATH， 采用基 因 重组 

技术，制备了含有 HPV16个长 LJORF序列的基 因克睦 P16L1BN(5071--253)， 它能 

在大肠杆菌中有效表达，产生分子墨约90KD的含有 E．toll trpE的融合蛋白。Western 

blot检刊，谈蛋白可被抗牛乳头瘤病毒的抗体识别．这说明克隆P16LlBN能有效表选， 

基 因产物具有乳头瘤病毒型的共同抗氰的性质 

关镇词 

HPVl6与 

个晚期ORF，分别编码病毒的主要和次要衣壳蛋白 。国外已有 HPV16 L-ORF克隆的报 

道，但由于酶切位点和所需片段分 离困难的限制， 研制的克隆 只是含有部分 LjORF序 

列 。我们用 Galloway DA提供的几种质粒， 采用基因重组技术， 研制了含有全长 

序列 L ORF的克隆 p16L-BN， 它能在大肠杆菌中有效表达。 

材 料 和 方 法 

1．构毫克隆p16L1BN：克隆质粒pHPV16(pBR322加HPV16 DNA全序列 ) pl6L2XB5(载 

体pATHl0，插AHPV序列为XlloⅡ5071一BamHI6150)和pATH1l(含有色氧酸启动子的pBR 322 

改磨的质粒 )均系G~lloway DA惠赠 DNA片段 的分离和 提取均 采用plaque—sea低 溶点琼脂 糖 

电泳，切 下所需片段，酚抽提 

(1 ) 从 p16L 2XB s制备：HPV16的 BstNIj E 2 g--BamH[I1 5 0的片 段：先 ~HindI和 Ec— 

oRI酶切 pl6L2XB s，分离提纯第= 条带 ，用 BstN1消化 加 dNTP和T·DNA多聚酶使 呈平端。 

然后用 BamHI消化 ，分离得到 BstNI E 5 4．--BamHII1 5 0 DNA片段。 

本文子1991年 6月28日收到，1992年 2月13日修回。 

木 本文曾在第=届生国病毒学学术会议上报告(武汉．19g1．6)。 
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(2)从 pHPVI6制备 BamHIIl 5 0一NBi I：̈ 片段：先后用 Nsi I和BamHI障~pHPV16， 

分 离提她 2kb DNA。 

(3 )载体：先后用 SmaI和 P。tI酶切 pATHll， 电泳分 离提纯线形 DNA。 

(4 )将上 述三个片 段按 2 ：2 ：l浓度混台后 ，加 T·DNA连接酵 ，室温过夜， 按常规方 

法转化大肠杆菌 HBl o l【̈ ，接种于台氨苇青霉索的 LB平皿 中，次 日挑职生长菌落。 

2． 重组 质粒鉴定：取产 生的苗落 ，增殖后提取DNA，用 BamH[和HindⅢ，BlmHI和 sst I 

两组酶消化，观察产生片段曲太小是否与预计的相符台。 ’ 

5． 诱导袭达及检澍：参照 Jenison SA方 法【̈ ，转 化苗在 含 色氨酸 ($0~g／m1)耜氨苄青 

霉素 (5O g／m1)的 M9培养基中37℃振茴过夜培养，次日以 1；10稀释转种于不台色氨酸的M9 

培 养液，3O℃ l小 时后，再加 3一吲哚乙酸 (S~g／m1)， 继续培 养 5小时， 离心留菌体 ， 重悬于 

Lsemmli样本液中，超声波处理，用 W estern blot法检刮诱生的融 台蛋白与兔抗牛乳头唐 病毒 

血清 (DAKO制 品，兔抗 BPV)的免疫反应。 样本先经10嚼SDS-PAGE，然后将 蛋白转移至硝酸 

纤维素噤上， 再加鬼抗 BPV(1 ；1C00)， 最后 拥 i 【一SPA(4 ci g， 1 t 1000)放射 自显 

影 

结 果 

质粒 pI6L2XB{(图1一A—a)经 EcoRI和 HindⅢ酶切詹，琼脂糖电泳，提取约 1090 

图 1． HPV16全长 L1ORP表达克隆 的构连 

Fig．1 Cou structlon of PHV1 6 LI ORF expr~s sloa plssmid(” 6LIBN) 

、11r 
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bP的第二条带 (图 2一c)， 即为片段 EcoRI-XhoⅡE川一BamHI61 5 0-HindⅢ (图 1一A— 

b)。然后用 BstNI消化，提取较大的片段 (图 3)，即为 BstNIff29-BamH] 。-HindⅣ 

(图 1一A—C)。再用 dNTP和 T。DNA多聚 酶， 使两个 粘末端 填补成 平端， 最 后用 

BamHI消化，即得 BstNIⅢ。一BamHIem片段 (图 1一A—d)。 

图 2 pl0L 2XB E和 pHPV16 DHA经限制性内 图 3 用 BstNI消化1090bp的 DNA片段后l 

切酶消化后．1喃琼脂糖 电诛结果 1啊琼脂精电诛结果 

A，DNA分子量标准 A／HIadⅢ BI p1B lXBlDNA AI ／̂HiⅡdⅢ 

C：P16L 2xB5经 E 0Rl和 HindⅢ酶切 D：PHPVjIDNA B：1090hp Dt~A／B日tNl 

E：pHPVI‘经 NSil和 B emH[酶切 箭头指示630bp的 DNA条带 

箭头指示待提取的 DNA带 Fig，3 The fragment日of 10g0 bp DNA 

Fig
．
2 Rt strieti0n fra％ment s of P16L2XB5 aad dige日ted hy BstN1 were eleetrop 

PHPVlG e1． 【e c|ro eresed thrQugh 1喃 bore sed th reugh 1啊 ag rose 

ga r0 se ge1 gel 

：̂ Mw 日tBnderds of DNA， ／HindII1． A： ／HhdI】I B 1090bpDNA／BstNl 

B：P18L2XB5 c：P16L2XB5，EcoRII HindlI】 ArⅢ iadi c es 630bP hand， 

D：PHPV10 E：PHPV16／Nsil，BarnHl 

Afrow s indleate 洲 t a t1ng Dt~A b0ads 

先后用 NsiI和 BamHI消化 pHPV(图1-C)，可以产生大小不同的多个片段，提 

取约 2Kb条带，即为 BamI|I5。一 i (图 2-E中箭头所示 )。 

重组质粒鉴定，用 BamHI和 HindⅢ酶切，根据 已知序次。 BarnHI切点在 插入的 

HPV16 DNA的615J处，Hind~切点在 pATH 的多联体处，如果连接方向正确， 则可 

产生 4381bp和 2013bp的两个 片段， 这与实 验结果 一致 (图 4)。 此后 的 Western 

b]ot检测结果阳性，也说明重组的方向正确，如果方向不正确或位相错误，重组质粒均 

不能有效表达产生 HPV的衣壳蛋白。用 BamHI和SStI酶切结果也与预计相符。 
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目 4 p16LIBN酶切鉴定 圈 5 用 Weett=blot检测 p16L]BN表达蛋 自与抗 BPV一1 

；̂ ／̂HindⅢ 反应的放射 自显 影结果 

B—pl6L】BN DNA 第一条带。缺口环 左 侧数字为 KD表示的分子量。 

桡 DNA一第二条超螺旋 DNA A：耒用3一吲哚乙酸诱导的蛋白。 

cl P1SL IBN 经 HiⅡdⅢ B̂址H【消化。 B一用3一吲哚乙酸诱导的蛋自。 

第一条带： 4381bp． 第二条带： 在 90KD位置上可见 首显的阳性反应．呈阳性反 

2013bp． 应的小分子量条带是降解的融台蛋白。 

Fig．4 Identific ali f pI6LIBN Fig．5 ^ut。r-di。g r pb of re-cliTity of 4nli—BPV 

cleaved b， rest riction endonueIt-●● se⋯ t。 p16L1BN fⅡBi0“ protein iD t stern 

^I ／̂Hindl1【 blot． 

B} DNA of p16LIBN。 fï t b-nd： Numbe⋯ n the lefl ⋯ mol⋯ ia⋯ 55” 

Ⅱjeked ei r la ．st codd b自Ⅱd i_ kjIod-1ton． 

●nperheIie●】t i日t A． Tb。 protein B e ot induced by 3。indo。 

Ct p16LIBN／Hind【I1+B4mHI f打·l lemcr!je 4cjd 

b -̂d} 4381bp- ⋯ oad b自Ⅱd| B． Tb。 proteln 8 "c i duced b7 3·indolea~。 

2013bp． Tylit ●cid． 

0bti0u。 po eillye reactlvil7 on tbe 90×10Id pesiti。日
． 

Sm^Ilet M W b n̂d5 r̂e degener自tea fuslou proteiⅡs． 

用质粒 p16LIBN转化的 HBIO1的菌体蛋白作 SDS—PAGE，经 3一哼『哚乙酸诱生 的 

融合蛋白量稍多于未诱生 的，据推算完整的融合蛋 白分子量约为 90KD，在该位置可见 

蛋白条带，但该带是否台有 HPV16LI蛋 白，还应从与相应血清的反 应结果判定。 从放 

射自显影结果可以看出，该克隆产生的融合蛋 白，无论用吲哚乙酸诱生与否，均可与抗 

BPV血清呈阳性反应 (图 5)。 

‘ 

一 f 

《 
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讨 论 

HPVI6L ORF是7．9Kb中的5526~7151 DNA片段。Firzlaff等人研制的克隆 p16 

LlBX a和 pHXl，分别含有 HPV16 DNA的6150--6951和5564--6150 c”，只是 LlORF的 
一 部分， 可能不包括编码表位的序列。 由于在 L ORF的起始和终止部位没有合适的酶 

切位点，如果用在这些部位有 切点的内 切酶消化。 由于酶切后 的DNA片段分子 量相 

似，也难于从酶切后 的条带中分离出所需片段。 因而 Firzlaff放弃了克隆 L ORF全长 

序列 DNA的尝试。 

美国西亚图 Hutcblnson肿瘤研究中心巳克隆了 p16L2XB。和 pHPV16，我们与该单 

位的 Jenison S A 共同制定了本文方案；从p16L：xB。制备氨基端的序列部分，从 pHP— 

V 16获得羧基端部分，载体选用 pATH系列的 pATH l(pATH系列质粒的 trp E基固 

的 羧基端有多酶接头，有三个不同位相读码框的pATH 、pATH 。和pATHI】可供选择)。 

用吲哚乙酸诱导的转化菌的 PAGE结果，并未见含量明显增加的融合蛋 白带。以前 

Jenison S A在研制大肠杆菌表达 HPV6b晚期蛋白时，也出现类似情况 1，插入的外源 

序列能否有效表达，不能从是否出现明显增加的蛋 白条带来判定，应通过与相应特异性 

抗体的反应结果决定 即使从凝胶上看无明显增加的融合蛋 白带，只要 Western blot检测 

与相应血清呈阳性反应，其位置又与推算的分子量相符，即可确定插入的片段 巳有效表 

达。推算克隆 pI6LlBN表达产生的融 合蛋白分 子量约为 90KD， Western blot显示该 

位置 阳性反应条带，这说明表达产生的融合蛋白能被抗 BPV血清识别， 融合蛋白具有 

乳头瘤病毒的抗原特性。 

我们准备用该克隆产生的融合蛋白检测人血清中有无相应抗体， 来探讨 HPV的感 

染状况和免疫特点。 但该融合蛋白具有乳头瘤的 共同性抗原， 难于区分不同型别的感 

染。我们也拟以此克隆为基础，采用单方向缺失核酸链的方法，研制只含表位的基因克 

隆”j，为制备具有特异性的蛋 白打下基础。 
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Clone and Expression of Human Papillomavirus 

Type 16 Lt Open Reading Frame 

Yu Xiu--ping Zhao W el-。mlng Zhao Li-xing Dang tie-de 

(Department of Microbiology，Shandong Medical Univerity，Yinan．250012) 

Steven A
． Jenison 

(Fred H nlchinson Cancer Research Center，SPd“i W A 98104 USA ) 

The human papillomavirus type 16(HPV 16)genome contains two later 

open reading frames(L1 ORF and L2 ORF)．L1 ORF encoded major capsid 

protein
．
Using plasmid of pHPV16，P16L2XB5 and pTHA11， the complete HPV 

16 LIORF in plasmid was cloned， designated P16LIBN (507l一 253)． The 

coding amino terminus part， the fragment of BstNI 5529-- BamHI 6150， was 

prepared from P16L2XB5j the coding carhoxy terminus part． BamHI 6l50一 

NsiI 253， was produced from pHPV16
．
The obtained HPV 16 DNA fragment 

Was inserted into polylinke r of vector pTHA
．
The clone pl6LIBN expressed 

and produced about 9 0 10。d fusion protein with E
．
call trpE in E

．

eoli 

HB101
．

W estern blot analysis indicated that the expressed fusion protein 

could recognized by rabbit antibovine—papi110mavirus antiserum (DAKO anti- 

BPV一1)．the re sult showed that expressed fusion protein 6f the clone P16L— 

IBN， complete gene product of P16LIORF， contained type—common antigen of 

pap illomavirus． 

Key w ords{ Human papillomavirus type 16 L1 open reading frame 

Gene clone Gene expression 
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