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提 要 

本文 作者采用基困克 隆手段 ， pat153为载体 ， 从一份 山西襄垣 官颈癌高发 区官颈 

癌 患者的手术标本审 ，成 功地克 隆 到 2株 与 HPV16同源的基 因片段。经 P stl、Kpnl、 

TaqvI
、 PvuII等16种限制佳内切酶酶谱分析及其部分基因序列的鉴定．证明这是在国内首 

次克 隆 到一 株分子 量约为8．0kb完整 的HPV16型生 序列DNA及一株分子量为5．4kb的HPV 

I6基 因片段。经 实验证明：该基 因片 段的E6、E7及部分Lf基 因丢失 ，在750单核苷欧处 发 

生变异， 产生一新 的BamHI酶切位点 。该完整 的HPV16基因组被命 名为 HPV16Z，HPVl6 

基因片段被命 名为 HPV 16F。 

用新 分离 到的HPV16Z作分 子探 针，检 刊襄 垣337份 富颈癌 及阴道活检标 本的 HPV16 

至同 源序列的 结果显示 ，慢性 阴遭 炎阳性 率为 L7．28嘶(t4／81)；富颈 毙为 11．89嘶(17／ 

t43)；宫颈癌前病变为46．81啊(22／47)；富颈癌为72．73 (48／66)。 证明山西富颈癌高 

发区官 颈癌 前病变 及宫颈癌组织中主要为 HPV16Z感染。 

关键诃 ：基 因克隆 
● - - _ 。 - ’ _ _ ‘ ～  

人 乳头癌病毒 16Z 富颈 癌 斑点杂 交 酶切图谱分析 

目前， 已发现多种人类上皮细胞肿瘤与HPV感染有关。在感染妇女宫颈上皮的HPV 

中，HPV6型及儿型与宫颈 良性损伤相伴随，而HPV16型及18型则与妇 女宫颈癌密切相关 ， 

尤为HPV16型为主” 。分子流行病学资料指出t我国妇女宫颈癌HPV16DNA同源序列检 

出率为55．06 ，占全部HPV阳性标本的70．83 。提示宫颈癌的发生可能主要与HPV16 

型感染有关 。由于 HPV至今不能在体外培养，因此，克隆我国HPV16型全序列DNA， 

并研究其生物学功能、致癌特 性及其与宫颈上皮癌变的关系，将有十分重要的意义。 

本文作者采用分子克隆手段，从自山西襄垣宫颈癌高发 区宫颈原位 癌的一名患者的 

手术标本中，成功地克隆到了 2株与HPV16 DNA同源基因片段 ，经PstI、KpnI、 T qI 

PvuII等16种限制性内切酶酶谱分析，证明我国首次克 隆到了一株分子量为8．0kb完整的 

HPV16全序列DNA及一株分子量约为5．4kbHPV16基因片段。 

车文于1992年 4月1B日救到，1l1月1 5日修回。 

}该项 研究为国 家 七五’资助课题a 
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材 料 和 方 法 

1． 材 科 

(1)标 本 

．  基 因克隆标 本来 自山 西襄垣 宫颈癌 高发区一名36岁宫颈 癌原 位手术椎 切杯本。其余3．37份宫颈 

及 阴道括检标 本来源上 述同 一地 区，一7O 保存备 用。 

(2) 试 剂 

各种 限制性 内切酶及其 它工具为中 国华 美生物 制品公 司产品， p-dCTP及同位 素标记试剂盒 

(NSO00)均 购 自美国 Amer shsm公 司 其 它常摒试 剂均为国产。 

(3)菌种 及质 粒 

菌种HBIO1／~HPV16质垃DNA由候云德教授 赠送 。pAt153载体DNA~j自中 国医学科学院基 础 

医 学 研 究所 。 

2． 方法 

(1)组 织 DNA提 取 

特克隆的 组织DNA标 本提取参厢 文献 【3】，活 捡组织小标 本DNA提取参照 文 献Ï 实验程序。 

(2)DNA杂 交 

DNA Souohern~迹杂交参照文献 5J，话检小标本DNA杂~ Coalot杂交程序进行，菌落原 

位杂交方法参照文献【lJ。上述杂交反应均在严格条件下进行 (Tm—l7℃ )。 

(3)待克 隆组织DNA标本 的 部分 纯化 

对经 $outhern E口述 杂 交证实 HPVl6阳性并含宥 HPVl6全 序列DNA的 组织DNA标 本经 B·mHI酶 

切后 (20P'／~gDNA,37℃两小时 )，电泳分离出 9．0—5．0kb之间的DNA片段，经酚，氯仿纯化后 

溶于1Ommol／L Trii—HC1缓冲液中，一20℃保存备用。 

(4)载体pAt 153的克隆前处 理 

pAtl53质粒经 BⅡmH I限制性 内切酶酶切后 (4U／#gDNA，37~c2h)，电泳分离 出完整的具有 

BamH I粘性柬端的PAt 153载体 DNA，经酚／氯 仿提取 后， 溶于 1Ommol／L Tr 缓 冲液中，经碱性 

碡酸酶处 理 (2 ／ktgDNA，37℃ lh)及纯化后分 装 -20℃保存备 用。 

(5)基 因克隆 

经 部分纯化后 的分子量为9．0—5．0kb组织DNA片段 与经B4mH I酶 切后的 pAt153载体 DNA进 

行连接 (组织 DNA片段 l ktg．pAt153 0．2 g，TdDNA~ 接酶8u，ATPlmmol／L，总反应体积 15 l 

l2℃水洽连 接 12h)。氯 化钙 法转入HB10l受体 菌中 ，转 化程序参照 文献[7]进行。 

(6) 阳性菌 落的挑选 及质 粒DNA提 取 

经苗 落原 位杂交法筛 选 出HPV16DNA阳性菌 落，扩增 后用煮拂法快速提 取质 粒DNA， 并 进行 

酶 切鉴定。 

结 果 

1． 证实在待克隆的组织DNA标率中存在有完整的HPV16DNA分子。 

待克隆的组织DNA标 水经BamH I及Pst I限制性内切酶酶解， 电泳分离后 以 32P— 

dCTP~ jHPV一16DNA为分子探针，~Southern印迹杂交证实该份宫颈癌组织标本中 
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HPV DNA分子主要以游离状态存在 (图1．B)，证实该HPV为HPV16型 (图1．C)，该 

标本适台于HPV16DNA基因克 隆。 

图 1 s。uth ern印迹杂交结果 A．阳性对照 ．HPV18 BamH l及BamH I／Pstl 

双酶解片段．B 宫颈原位癌组织DNA~BamH I酶切后Sottthe r~杂 交结 

果 ．c．同一份itl~,DNA经 Ps̈ 酶切后杂交结果．DNA杂交在严格袅件下 

完成 (Tm—l7℃ ) 

FiS 1 The r e0uIt of 自Duthera hlGt hyhrlditatioa 日h⋯ ． A
． 

P0 0iti t DI HPVl6 BamH1·Ⅱd BamH l／P Bt1 f rRgmenI s． 

B
．

The ti日sue ．DNA f r⋯ eerviI e e r iⅡ 日iIn cⅡt hy 

BamH I．C． Th㈨ m t ti B DH^ eIe-fecl h， Pat 1．H hri— 

eliznt； · P。rfo rmecl at high ㈣t i t m ditiaⅡ(Tm一17℃ ) 

2． HPV16DNA的克隆及酶切鉴定。 

~BamH I酶解及部分纯化的组织DNA片段，插入到pAt153载体的BamH l位点，经 

转化HB101宿主菌后，用菌落原 位杂交技术从Arts阳性菌落中筛选~HPV16DNA杂交阳 

性菌落。提取质粒经BamH I酶切，电泳分离及Southern印迹杂交(Tm一17℃)。证明我们 

克隆到了一株分子量为7．9kb的HPV16全序列及一株分子量为 5．4kb的HPV16DNA片段 

(图 2)。经BamH I／PstI)~酶解后，证实前者酶切图谱与标准 HPV16DNA酶切图谱对 

照相一致(图 3)，而后者发生了Pstl B片段 ，F片段的全部丢失及C片段的部分丢失 (图 

3)，并在第750核苷酸处出现一新的BamH I位点，克隆到的HPV16全序列DNA及HPV 

16DNA片段被分别命名为HPVI6Z及HPV16F。 以32P-dCTP标记的HPV16ZDNA为分子 
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图 2 克隆影的HPV16 DNA电诛 及Seuthern印连杂交结果．^．B4mH l酶切看前标准 HP~16 

DNA质粒，其在8．0kb~4．3Lb处 分别出现 HPv16垒序列DNA分子及载体PBR 3 22DNA带 ． 

B
．
新克 睦到经BamH I酶解前HPV16Z质粒DNA在8．0抽 处及 3．6 处出现的带型 分别代 

表HPV16Z全序 lDNA及载体 pAt163DNA．c．新克 隆鄯的IiPV16F质粒DNA，经B4mH I 

酶解后在6．4kb及3．6k b处分别 出现新克隆到的HPV16DNA片段及PAt153质粒 DNA．D． 

)~DNA／Hind1分子置标准DNA．本宴验用 HPV16 DNA为探针DNA，杂交在严格条件下 

完成 (Tm一 1T℃ )． 

Fig⋯ 2 The⋯ u1 8 0f loⅡed HPV16 DNAs ele t T。phoTe sj 8(̂ )㈨ d 0uthern bl0t hy— 

brjdjz日lionfB)W⋯ sho D． A．St4nd4Td IIPV16 P1日8mid DNA cut by BamH【， 

wbi c b sb0w 4 8
．

okb HPV16 b日Ⅱd 4nd 4 4
．

3k b pBR322 VeC|Or b4Dd． B． CIoned 

HPV1eZ PIasmid DNA e1 e d by B日mH I。 whieh 8hoW 8．Dk b HPV16 ful1一 

length DNA b日nd 日Ⅱd · 3
．6k b pAt153 veCtO r DNA b4nd．(c)．cloned 4 HPV16F 

PÎ sm id， whi ch show 。 5．4kb HPV1e F raB t ⋯ d 3．6kb PAt153 p1日8mid 

DNA band
．
(D)． DNA [flOle ulKr蛐 k ut bY Hjnd皿 ．The hrbridï tiDn 

W·8 perfo d ㈣ de hi 日tTi et ㈨ ditj0Ⅱ (Tm一 17℃ )u 9j B HPV16 DNA 

p18 mid P 。be8
． 

探针，与~BamHl／Pstl双酶解 的待克 隆组织DNA进行杂交，证实HPVI6DNA来源于该 

宫颈癌组织DNA标本 (图 4)。 

(三 )用16种限制性内切酶对新克隆的HPVI6Z进行酶切图谱分析，结果发现它与 

巳知 的HPV16D~A无 明显差 异 (图 5)。 

(四 )用32P—dCTP标记的HPVI6DNA为探针，用Coclot杂交法对来自我国山西襄 

垣宫颈癌高发区的非正常宫颈及阴道活检标本进行了检测，结果证实阴道炎、慢性宫颈 

炎、轻、中、重宫颈内皮瘤 (癌前病变 )、官颈原位癌 (cIS)、宫颈浸润癌 (ISC)一 

HPV—l6z感染率 分别为 l7．28 u．89 、 40 ， 35．71 、 69．23 、 67．57 和 

79．3l 。详见表 1． 
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图 4 HPVleZ DNA探针与其 自身来掘组织 

DNA杂交结果。 A．叠 B mⅡ Z／PsI 

I双酶解的HPV16DNA片段。 B．经BamH 

【酶解组织DNA。 c．羟BsmH[／p stl 

酶解组织 DNA。 

Fig 4 The hybridizatt⋯ e8u lI 

of ⅡPV16Z be iIh the t；日日ue 

DNA fr口m b ich HPV16Z cjoned
．  

A St4ndB r dHPV1B DNA fragmeDt 

m 【roj cut by BamH I／Pst I．B．The 

tissae DNA eqt hT ⋯ 】0Ⅱ I_日e 

BsmH I． C
．
The tj日 DNA cut b， 

end⋯  l~es~}BamH l／Pat I． 

3  

F  

囝 
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HPVI6Z基 固分 布 

Distribution of HPVt6Z Genes 
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图 5 HPVleZ限制性 内切酶酶切图谱。确定各种内切酶 酶切位点 并Pj线条加 阻说明。图下面为 各 

种内切酶的不同酶切片段。HindI、Bg]1．xh I、s‘II及 $maI无内切醇 识剐位点。 

Fjg 5 The re_I ri Iion m‘P liPV16Z i日 sho_日
．  

tetv‘ge _iIe● fer ''rio=。 re_ITicI{。Ⅱ 

enzTmes were det*rmi ned ·Ⅱd plotted 0Ⅱ ● Ii日e·r mtp The ●i f iaditldatl 

(rtgmeats ete sim  below the map
． None~t㈨ 7=el -e r{ HindI．B5-l，Xho 

I，sBlI Ⅱd smtl 

维普资讯 http://www.cqvip.com 

http://www.cqvip.com


掉 l觏 张伟等 袁国凡乳头宿赢毒 (HPVI~Z)善 目觅隆和鉴 定 

表 1 用HPV—I$Z撵针撞曩生殖t标本中 日PV一■序列 

Tihle 1 Dete ction of IIPV~16 s qu~ncee } genltal bicpties u自ing t：IPV一16Z p~-obe 

CIN I一Ⅲ ： 

cIN I—I。 

CIS； 

ISC． 

官强内膜上虞增生分级 l—I 

宫颈匮位癌 

宫颈 鳞状侵润癌 

cⅢ it 1nt raepifh 1i J Ne0pl ii- Desree l—l 

Ce⋯ ie l Ca⋯ r iⅡ 日itu 

I i ● 0q咖 0u 8 ㈣ zvi aI ĉ rci i日 

讨 论 

本文以pAtl53为载体，从一份来自山西襄垣宫颈癌高发区宫颈原位癌手术标本组织 

中，克隆到HPV16全序~：ljDNA(7．9kb)及HPV16DNA片段 (5．4kb)，在国内尚属首 

次，分别被命名为HPV16Z及HPV16F。 主要证据如下 I 

1． 克隆到的HPV16Z碱基对数为7．9kb，与其它HPV型别全序列DNA大小相一致。 

2．HPV16Z~HPV16F与标准HPVI6DNA在严格条件 (Tm一17℃ )下发生杂交反应。3． 

16种 限制性内切酶酶谱分析 ，证实与HPV1BDNA酶切图谱相一致。4．以HPV16Z为分子 

探针，与同来源的组织DNA进行杂交，证实其来源于该份组织标本。 

以HPVI6Z为探针，对襄垣宫颈癌高发区妇女生殖道HPV感染情况的分子流行病学 

调 查结果认为 ，HPV16Z感染主要与宫颈癌及癌前病变有关 ，且 随组织病变加重 ，HPV 

16Z梭出率明显增高，认为宫颈癌变可能与HPV16Z感染有关。 

我国HPVl 6z及HPV]6F克隆成功，对于进一步研究该病毒之生物学功能、致癌特 

性及其与宫颈癌发生的关系均有重要意义。 
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The Cloning and Characterization of the Genome 

of Human Papilloma Virus Type 1 6 in China 

Zhang W ei Jin Shunqian Liang Xiao Shang M ing 

Sun Jianheng W ang Xixia W u Airu 

(1nslitute of Oncology， CAM S，Beiiing 100021) 

The cloning and characterizat ion of a whole genome of human Papillom - 

avirus type 16(7．9kb) and a 5．4kb subgenomic fragment are presented here 

fOr tLe first time in China．Both of them were cloned in HB101 after inser— 

tion in plasmid pAt153， using it 8 unique BamH1 site． The full—length ge- 

home and subgenomie fragment are designated HPV16Z and HPV16F， respee— 

tively． After analysis of 16 endonucleases， none of new endonuelease site 

were found in HPV16Z comparing with standard strain． A new BamH1 site 

was observed in 750bp in HPV16F． DNA sequencing will be done in next 

e xperiment． 

Using HPV16Z as molecular probe， 337 cervix and vagina biopsies from 

Xiang Yuan County were tested by means of Coslot hybridization at high 

strict Cendition(Tm-17℃ )． The experiment result 8hewed that the HPV16Z 

infectious rates of chronic cervicitis， v aginitis， cervical pre—cancer lesions 

(CIN I—CINⅢ)，ce rvical cancer are II．89 (17／143)， 17．28％ (14／81)， 

46．81 (zz／a7)and 72．73(48／66)，respectively． The above information in- 

dicated that HPV16Z infection is predom inant in the cerrix pre．cane er le— 

sion and cervical cancer at the cervical cancer high incidence region． 

Key w ordsI Human Papill0mavirⅡs Cervical Caneer Gone Clone 

Dot_hIot Hyhridization 
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