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提要 人乳头瘸病毒16型 E 基因是转化基因。作者设计了一对 PCR引物，在引物的5，端分别引入 

EcoRI和Hind_酶切序列， HPV 16 DNA为模板成功地扩增出E 基因。通过 EcoRI和Hind_双 

酶切位点将E 基因定向克隆入 pUCI8载休，经过 PCR、酶切分析和 Southern印迹杂交鉴定得到 E 

重组克隆 priSEhDNA序列分析表明所克隆的E 基因与已发表的HPV 1 6E z基因序列完全一致且 

HPV 

目前已发现的 

生发展中起重 

要作用，大约90 的宫颈癌中发现有 HPV 1 6 DNA口 。HPV I 6 DNA含7904个碱基对 ，分为早 

期基因 ，即E 、E 、E．、E 、E 和 E ；晚期基因区，即 L 和 L ；非编码基因调控区(NCR) 体外 

实验表明表达量最高的 E。和 E 基因能使原代细胞转化0 和体外培养的细胞永生化 由此推 

测 E 干【『E 基因可能是 HPV 1 6的转化基因和措在的癌基因。 

由于 HPV肯明显的上皮嗜性，目前尚未育合适的组织培养系统供其复制繁殖 。近年国内 

外学 片采用分子克隆技术已克隆了HPV 1 6的许多开放读框，使其功能的研究得到较快的发 

展 我们用PCR技术快速扩增出HPV 16 E 基因并进行克隆，为 E 基因在大肠杆菌中表达、获 

得表达产物、研究基因产物的生物学特性及在细胞中定位奠定基础。 

材料与方法 

I 材料来源 

I-I 茁种与质粒 pSVI 6d质粒 由德 Zur Hausen博士惠赠， ． JM109 pUC1 8质粒 由中国科学院 J二悔 生 

物化学研究所俞贤 惠赠 

I 2 具酶与试剂 限制性内切酶为华美生物工程公司产品。T DNA连接酶为美国 Pr。mega公司产品 

TaqDNA聚台酶为复旦大学科技开发公 司产品 x—gal和 IPTG由巾国科学院 匕海生化所俞 贤 惠赠。非放射 

奉义于]995年】月0日收到．4爿20日修回 
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性标记及检测试剂盒为德国柏林格尔曼海姆中国有限公司产品。 

2 PCR引物的设计与合成 根据 HPV 1 B E 开放读框序列，设计丁一对特异性引物，见图1 引物由中国科 

学院上海细胞生物所台成 。 

EchoRl 

Primer上 ：5’0G垒 !!!ATGCATGGAGATACACCTAC 
HPV16 E 7 51ATGCATG43AGATACACCTACATTGC⋯ ⋯ 

⋯ ⋯ CCCCATCTGTTICTCAGAAACCATAAGcTT 

Prkaer下 ： GGTAoACAAOAGTcTTTooT^TTCOAACo0 F 
H 广一  

图I PCR引物在 HPV，6 E 基因上的位置图 
Fig I Position of two PCR Drimers HPV 16 E gene 

3 一般操作技术 质粒 DNA的提取和纯化、质粒酶切分析和片段回收、DNA片段的连接转化、重组质粒的 

筛选和鉴定均参照文献 进行 。 

4 PCR反应 1 00 l反应体积中含模板pSV16d质粒DNA0．1 pmol／L．Pt和PT各1 mol／L，4XdNTP各 

200~mol／L，20 1 5×buffer：5O mmol／L Tris·CI，pH& 2，125 mmol／L (NH．)2SO‘，7．5 mmol／L MgCh， 

1 alg／ml硝胶及215 TaqDNA聚合酶。先将来加入TaqDNA聚台酶的反应混合物95℃变性10rain．室温下退火 

的同时迅速加工2u TaqDNA聚台酶，覆盖矿物油50 ．离心教秒，72"C水浴5 rain．然后依93℃30 S．45"C30 

S，70℃9O S的顺序循环10次，再按93℃30 S．55℃30 S，72"C90 S的顺序进行2O轮循环，最后72"C保温10 rain。 

5 DNA序捌分析 采用双脱氧法 测序样品制备按 Pharmacia的T Sequencing Kit说明书进行。 

结 果 

HPV 1 6 E宿}因的 PCR扩增 

从HPV i6 DNA的全序列看 ]，E 摹困开放读框中有起始码ATG(第562位)和终止码 
TAA(第856位)，全长294 bp。为了方便 克隆和序列分析，我们在 P±和 PT的5 端分别设计青 

原序列中不存在的 EcoRI和 HindⅢ酶切位点 ，预计扩增产物全长约300 bp。 ． 

取8 l PCR产物在2 琼脂糖凝胶上电泳，可见一条 清晰的扩增条带 ，其 电泳大小约为 

300bp，与预计相符 ，来见非特异性扩增带 ，见图2。实验 中设置了试剂对照 ，即除了 DNA模板 

外 ，加入其它所有试剂和 Taq DNA聚台酶 ，结果出现了一条带 ，可能是引物二聚体。 

30 

圈2 PCR产物的2 琼脂糖凝胶电泳结果 
F 2 PCR 删 Ilclg ofHPV16 Ev gene On 2 agaric gel 
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2 E 基因片段的克隆和鉴定 

回收纯化 的 PCR扩增 片段 用 EcoRI和 Hindll酶解 ，与经 EcoRI和 HindⅢ双酶解 的 

pUC I 8载体以l：3的摩尔比混合，T DNA 连接酶H℃反应过夜 ，转化 i JM109，挑选在含 

Ap、IPTG、x gal的琼脂平板上呈 白色的转化菌落 ，快速提取质粒 ，再次进行 PCR扩增 ，结果 

见图3，均扩增出一个特异的靶 DNA 片段 ，片段大小与第一次扩增产物大 q、相同。 

进一步把转化质粒用 EcoRI和 HLndⅢ消化，切下一条长约300 bp的 DNA带，见图4。用地 

高辛配基标记扩增的 HPV 16 E 基因片段作为探针 ，将酶切片段进行 Southern blot鉴定，硝酸 

纤维素薄膜 卜出现专一性的杂交信号带，证明得到预期的重组 E 克隆 priSE ，见图5。 

图3 重组克隆的 PCR产物电泳分析 
FiB 3 ELeci rophoreti~肌 my8 0f recombinant ckn鼯 PCR arnplificati~ 

1 PCR product 0t HPVl6 E 鲈tIe 2-- 4．PCR products ot recombinant clones 

5 pBR322 DNA／}Ⅱnf I molecular marker 

30obc 

l l I ‘ 5 

●●●●-_ 

■ 

图4 重组威|粒 p}IsE 的 Eo0RI／HindIII酶切分析 
Rg 4 Rr~triclicm m of r。∞．n 1Ⅲ t pl粥 pHSEr 

1．pBR322 DNA／}埘 I m ul肛 marker 

2 priSE7 DNA／Eo0Rl+Hind II 3．priSE7 

圈5 priSE r的 ECoRI／H~d II酶切片段 South~n杂交结果 
Fig 5 Southern blot analysis 0f priSEf 

1--4 pHSEr plasmid digested with EeoRl／Him~II 
5-HPV l6 E7 8e．e~agment 

3 序列分析 

序列分析结果证实pHSE 中E 7基因 端增加了EcoRI酶切位点、3 r端增加亍HindⅢ酶切 
位点，序列利 HPV 16 E 序列完全一致且读框正确，见图6、图7。 
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G A T C 

F~．oRI 

图6 priSE7中Er基因序列的 

放射 自显影 

F啦 6 Autorad／ogram nue~otid~ 

squen~ of pHSEz 

P J233一  

TTACGAATTC^TGC^TGG^G^TAC^oCrACATTC,CATGAATATATGTTAG 

E00Rl 

^TTTGC^ACCAGAGACAACrG^TCTCTACTaTTAT0AGCAATTAAATGAC 

AG(T CAGA0GAooAGGATGAAATA0^T∞ T0CA0Cr0o^CAAGCAGAACC 

GGACAGA0CCCA1TAC^^TATT0TAACCrTTTaTToCA^GToT0ACTCT A 

CG( TCooTTBTGCGTACAAAGCACACAC0TAGACATTCGT^CTTTG0AA 

GACOl"GTTAATGGC,CACACTAG0AA 

ACCATA^aCTT 

H md● 

一 — Pr er I2J2 

图7 pHSEz巾Er基目的接苷酸序列 
7 The resultd nucleotiae seq岫 d pHSE7 

讨 论 

PCR技术能体外扩增任何所需的 DNA片段，寡核苷酸引物的3，端与模板序列的特异结 

台决定丁 PCR产物的特异性，因此可以在引物的5，末端增掭非互补碱基哺，如设计不同的酶 

切序列，对扩增效果无影响。这些两端带有不同酶切位点的扩增产物很 容易定位组入特定载 

体，使分子克隆过程大 为简化 本实验中的上、下游引物5，端均加入 EooRl或 Hind I的酶切位 

点和保护碱基 ，2～3个保护碱基有利于限制性内切酶与 PCR产物末端的稳定结合 ，提高酶切 
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效率。因此引物中有长约8～17个碱基的区域与 E 序列不配对。为了提高 PCR反应的特异性 ， 

调整了退火温度 ，反应初始的1O个循环中，遇火温度选择4YC，保证了引物与模板问的配对 ，不 

影响反应产量。在以后的20个循环中，退火温度上升为5YC可使在45~C遇火时产生的非特异性 

产物不能退火延伸，提高特异性，退火时间选择为30S可以减少}I物与模板问的错配。经过 30 

轮循环后的扩增产物电泳证 实：反应效率和专一性较高 ，没有明显副产品，见图2。试剂对照中 

出现的引物2聚体可能是由于两引物3 靖有4个碱基互补所致，由于引物序列来 自模板 DNA， 

可能完全符合引物设计的原则，但是可以通过调整反应条件，如减少引物量和酶量、提高退 

火温度 、加大模板量等，达到特异性扩增的目的。 

PCR方法扩增目的基因进行分子克隆虽然简便、快速、效率高，但也存在碱基错配问题 ， 

不利于克隆基因今后的表达和融合。由于 TaqDNA聚合酶没有3 5，外切核酸酶活性 ，所以在 

PCR过程中可出现由于 dNTP某种核苷三磷酸盐浓度过高等原因引起的错误碱基掺入。找们 

对重组克隆 pESE 进行序列分析 ，证实序列及读框均无错误 ，得到了可以直接插入高效表达载 

体进行表达的 HPV 1 6 E 基因。 

致谢 中国科学院上海生物化学所俞贤明、甘人宝老师及全室同志对本课题的大力支持 ，特表 

谢 意 。 
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PCR Amplifying，C1oning and Sequencing 

of E7 Gene of Human Papil1omavirus Type 16 

Su Yingbin Zhao W enxian W u Xinxin 

(Vir~zs Research Insti& te，Hsbe~M M ical Unweesigy，W uhan 430071) 

The prim ers were designed to am plify E gene of HPV 1 6 by polym erase chain reaction 

(PCR)，according to the sequence of E7 gene of HPV 16．The primers 5，terminal incorporate re— 

strietion endonuclease sites of EeoRI and Hind Ⅱ ．T he am plified E gene fragment w；~lB inserted 

into pUCj8 vector at EcoRI／HindI cloning site．Recombinant DNA formed was transformated 
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into E． “ JM 1 09．Restriction enzyme cleavage and Southern blot analysis revealed that the re— 

strietion endonuclease sites were true-The result of DN A sequencing showed that inserted DNA 

sequence is well in correspondence with that expected theoretically．Recombinant clone of HPV 16 

E 7 gene obtained was named  priSE 7· 

Key words Human papinomavirus type 16，PCR ，E 7 ge ，Cloning，DNA sequencing 
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