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提要 应用PCR技术定向克隆了细小病毒H一1的非结构蛋白(Ns)部分基因片段。自行设计井合成 

了 PCR引物 △P3和 AP4，在两个引物中分别 引入两个突变碱基 ，使扩增后的 DNA片段 的两端含有 

限制性核酸内切酶 }五ndⅡ或 BamHI的酶切位点 ，经双酶切法把该 DNA 片段重组到 pUCI18质粒 

中。对插^片殷的 DNA序列测定和分析结果证实该片段为H一1N l基目序列。以此重组质粒为探 

针 ，采用分子杂交的方法，分别测定了 H_l及 Mv? DNA在细胞 内的复制水平。这一基因的克隆为 

制备 H一1的质量监测 、H．1及 MVM 卜 s_l蛋 白抑瘤作用机理及其在肿瘤细胞及正常组织中的转录 

复制及病毒衣壳蛋白的台成，而且具有抑制多种异源启动子的作用 ]。其非结构蛋自 Ns_l在 

NS-2的协同作用下 ，对转化细胞还有直接毒性作用[8．93 诚然，这类细小病毒的抗肿瘤活性 的 

机理尚不完全清楚 ，因此 ，对细小病毒非结构蛋白 NS-1的结构与功能的研究是近年来阐明其 

抗肿瘤活性的重要组成部分。为进一步研究 NS一1基因在肿瘤细胞及组织 中的转录表达情况 ， 

本研究 采用 PCR技术 ，准确快 速地将 H一1 NS-l基因的一个主要片段 (89~bp)分别克隆于 

pUC118和 pUC119质粒 中，并经序列测定和分析确认。以该重组质粒为探针，采用 Dispersed 

CellAssay方法，测定 了H-1和 MVM(二者该段 DNA序列 同源性为8 8_1 )在培养细胞中的 

复制水平 ，也得出预期结果。因此，该重组质粒可用作 Northern和 Southem Blot及组织细胞原 

位杂交的探针 ，以研究 H一1及 MVM 在肿瘤细胞及组织 中的分布及其 ％'S-1基 因在肿瘤细胞及 

组织中的复制及转录情况 

材料与方法 

1 PCR引物的设计 

本实验所设计的PCR引物 △P3和 △P4，分别由引物P3和P4 刚 修改 而来。△P3和△P4均为20个碱基+并 

· 本文干1995年1月19日收到 ，4月2O日修圆 ． 
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含有两个与H-l基因组DNA不配对的碱基(划线处为修改的碱基)-即APS,~ XT一个 Barn m 的识别 

序列：GGATCC，在 AP4中突变入了一个 HindI的识别序列：AAGCT~。两引物的序列如下(箭头示酶切位 

点)： 
t 

P3 TGATG’GATCCACCAGOTGGA AP4 TGGTGTGCTCCAAG CTA 

2 菌株、质粒及噬菌体 

2．J 菌株 

2．I．1 克隆和转化质粒 DNA的受体菌为： 

． coLi I'G1：SupE hsdA 6thi△(1ac proAB) 

F VttaD35 proAB lacP lacZAM153 

2．I．2 重组pUC118及DUc儿9噬菌粒的扩增并抽取单链噬菌粒的菌株为： 

厅 MV118d：araA(1ac—proAB)rpsL fhi( 6olacZ AM 15) 

．x(sr1．-recA)306：：]'nl0(tet ) 

VtraD36 proAB lacP lacz△Ml5] 

2．2 噬菌体 

MI3K07：辅助噬菌体，用于重组pUCllg／pUCll9单链 DNA的提取。 

2．3 质粒 

口uc116／pUC119质粒：3．2kb，含有 Lac g-a基因，能分解x—gal-但 半乳糖苷酶基因插入失活；氪苄青霉 

素(1Amp)抗性；含有IG片段(内有 Ml3复制起始点)，在辅助噬菌体 M1瓴07感染时，能提取单链 DNA用于 

测序。 

3 酶娄及试剂 

3．1 酶类：限制性内切酶类及T4DNA~ omco·BRL公司产品。FDDNA聚台酶赡自复旦大学遗传 

研究所 。 

3．2 试剂 

T7DNA Soquencing Kit为 Pharmacia公 司 产品。6×PCR Buffer：125 mmol／L Tr]s—HCI(pH8·2)·7·5 

rt1FI104／LMg(Ch．0．5mg／ml明腔，125mmol／L(NH·) 0·，26％甲酰胺。20％PEG：pEG 6000 6YZ·NaCI 3·626 

克 ．加双蒸水至25m1过滤除菌。 

4 DNA样品的制备 

各种DNA样品均溶于 I'E缓冲液中，4"C下保存备用，样品的质量及深度经琼脂糖(0．8 )凝腔电泳， 

巳知浓度 DNA Marker作参考标准来定量。 

． I 质粒的提取纯化、酶切、连接及转化参照文献 进行。 

． 2．I pUC1 16及pUC119重组体单链DNA的制备 

取经酶切鉴定的重组 pUcl18(两个克隆)致pUC119质粒0．1 l-g，接常规方法分别转化 MV11841菌-取25 

J转化菌液均匀涂布平板，37"C倒置培养12iJq对。取新鲜单菌落接种于2ml 2YI"培养基-并以l×10~pfu辅助 

噬菌体 M1 3K07感染，37bc，振荡培养1．5小时，加卡那霉素至终浓度70 l-g 1，37=C，振荡培养18IJ~[时。单链 

DNA提取纯化按文献[“ 进行。 

4 2．2 DNA限制性酶切片段纯化 

采用胶冻融法进行．首先经琼脂糖腔电泳分离各酶切片段，切出所需片段-装入0．5 ml Eppendorf管内 

(营底预先打一小孔 ．并加少许硅化玻璃纤绰-D，一20"C冰冻两小时 上， 干净的1．6 ml Eppendorf管为套 

管，I 2000 r／rain离心10分钟，谴过液加等体积氯仿／异戊醇抽提，加1／5体积的10 mol／L醋酸铵．2倍体积的无 

水乙醇沉淀回收DNA，；rE溶解．4℃储存备用。 
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4．3 PCR操作 

50pl反应体积中，含10p1 5XPCR反应缓冲藏，5 I 200tLmol／L dNTPa．引物 AP3和AP4各0．1 g．1 拷 

的H一1 DNA模板(模板加入前煮沸5分钟。并速置冰搭冷却备用)，FD DNA聚合酶2单位，按92．5℃ 3O秒 I 

55℃ 30秒I 70"C 9O秒，进行热循环，共30个循环。最后在70"C延伸1吩 钟，1．5 赢瞻糖凝腔电泳鉴定。扩增产 

物用氯仿／异戊醇抽提两次，无水乙醇沉淀，TE溶解备用． 

4．1 重组克隆选择 

采用普通 LB平板(Ap浓度10O pg／~1)．取25 pl转化菌藏，加l0 l x-g~d(20 ttg I。二甲基亚砜配制)，3 

l IPTG(200 g I)，均匀涂布于LB平板。37℃倒置培养12，J、时。挑取白色苗落进行质粒扩增、提取、酶切及 

电泳鉴定 。 

5 DNA序列测定殛分析 

5．【 序列测定 

以H 1基因组 DNA为模板扩增的PCR产物，经 H如dI和 BamHI双酶切．重组于pUC118质粒，选取两 

十阳性克隆·抽取单链 DNA进行 自动化序列测定．并把同一克奎的重组片段重组于 pUCll9中．抽取单链 

DNA进行同位素测序。 

5．I．1 自动化测序 

采用abi公司自动测fF~(AppttM Bicsystem Model 373A)，按试剂盒说明书提供的操作程序进行．取重 

组pUC1l8单链 DNA 50 ng加入反应体系一共进行30个热循环．反应产物经乙醇沉淀、冷冻干燥，加入4 lL1上 

样液(50 mmol，L EEYI'A与去离子甲酰胺按1 5混合)94℃水浴2分钟。冷却后上样自动测序过夜。 

5．1．2 Sangcr双脱氧链终止法测定 

使 用Pharmacia公司生产的 T7 Sequencing试剂盘．取重组pUC119单链 DNA(1 us)，与2 I通用引物 

(UniversalPrimer)．~~火·引物与单链模板比率为20：1。使用的同位素为 ’ -ATP．电泳系统为 Bio-Rad公司 

的SEQUI-GEN⋯-·采用平板胶·聚丙烯酰胺凝腔浓度为6 ，尿素浓度为46 ．恒定功率为10o瓦特，最适电泳 

腔温度为55℃，具体操作均按Kit所附说明书进行。 

5．2 序列分析 

主 要采用德国癌症研究中心(DKFZ)的 HUSAR序列分析系统(Heidelberg Unix Sequenoe Analysis 

Resources)·以 Bestfit(Sequence·pair comparison)及 GAP(Optimal alignment of two 3equBn∞ )软件进行配对 

比较；并以EMBL的PC／GENE软件中的Alignment作了核实。 

6 分子杂交法测定H一1殛MVM在培养细胞中的复制 

6．『 细胞株 

NB·K系SV40转化的新生儿肾细胞．以含l0 的小牛血清的MEM 培养。FR3T3为大鼠成纤维细胞。以 

含10 的小牛血清的 DMEM培养。 

6．2 Dispersed Cell Assay~e 

贴壁生长的NB-K和FR3T3细臆 ·分别感染H·1及MVM(MOZ=5)。于感染后2，J、时(2h P．i．)及30小时 

(3f)h p-i-)分别收集细胞．以未感染病毒的细胞作对照。分散吸附于硝酸纤维素膜 (0．45 lLm．中25 mm， 

Schleicher＆s曲ucn)上．每片膜10‘个细臆． 变性法破细胞．膜片经预杂交 与 P标记的pUFD01杂交及洗膜 

荨处理，用液体闪烁计数器测定放射强度(cPM值)，以CPM值表示样品_中病毒DNA的相对含量 病毒 

DNA复制水平用以 Ic公式计算： 

病毒复制水平一 笔兰 ； ：：兰 
6．3 探针标记 

以本实验重组质粒pUFDOl(构建图见本文图5)为探针，采用随机引物标记法(Rad Prime DNA Labeung 

Systcm，GIBCO BRL)制备 P标记探针。 
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结 果 

1 H I NS一1基因的体外 PCR扩增 

以 H—t DNA 为模板 ，加入引物 AP3和 P4各0．1 g，经过30个 PCR循环，扩增出大 小为 

908bp的 DNA 片段 (图 1)。 

圈 1 PCR扩增 H一1 NS垂 因 

L蛐c 1～3．雠引物 AP3和 AP4进行的 PCR扩增产物(90bOp)I 
Lane 4．阴性对照=Lanes．阳性对照 ．以引钧 P3和 ]P4进行的 PCR扩增产物 
(90gbp)‘Lane& DNA Mm'kex DNA Hind■／~ogl 
Fig l Amplification of H一1 NS一1 gcne by PCR 

Lane l-- 3·PCR pfodudB(AP3．AP4)}L 4．neg~iv~corttrot 

Lane 5 PcR pcoduet(P3．p4)LaneI屯 DNA Hind I／E~RI 

2 H l NS— 部分基因的定向克隆 

如 图2所示，纯化 H— NS l蛋白基因 PCR扩增产物(908 bp)和pUCll8质粒 DNA分别用 

BamHl及 Hind IK双酶切后 ，T 4DNA l-噻ase连接。 

3 萱组 pUC11 8的筛选与鉴定 

连接液 加I D个单位限制性内切酶PstI(去除载体的自连)，37~C保温30分钟，转化 TG L受体 

菌【l 00 mmol／L CaCIz处理，4℃放置l6小时)。在 x—gaI平板上得到大量白色菌落(图3)，随意挑 

取5十白邑菌落进行筛选，发现5个克隆的分子量均大于载体 pUC118(图4)。经扩增、提取及酶 

切鉴定，发现均舍 肯重组 DNA 片段(892 bp)(图5)，将此重组质粒命名为 pUFD一1～5。酶切提 

取 pUFD一1的重组片段(892 bp)，重组于 pUCl19质粒中。 

4 H—I NS—l基因片段的序列测定与分析 ． 

提取来 自两个克隆的重组 pUC1 t8(pUFD】，2)单链 DNA分别进行 自动测序。结果可读取 

569十碱基 (两组结果 相同，图略)，用 PC／GENE软件与 H一]NS—l蛋 白基 因 DNA 序列作 

Alignment分析，两 瞢同源性为567 bp(99．6 )(误差为引物中“修改”的两个碱基造成)。重组 

pUCl l 9单链进行双脱氧链终止法测序 ，结果可读取346个碱基(图6)，与 H一】NS一【蛋白基因 

DNA的 Identity为343bp(99-j )，在引物内除两个。修改”碱基外，还有一碱基发生突变(箭 

头所示)。对 }：述三条序列进行了Muhiple Alignment分析(图略)，三段序列重叠 (overlap)24个 

棱苷酸 ，说明已完全测定了插入基因的序列。 
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～  ∞ 9O‰  

"r4 DNA I趣  

田2 pUi~[Xll质粒由勺构建示田 
MOS：多克隆位点 
Ns0 EH-1 H$-I基因片段 
F电．2 The~ormrl~ ion se．hcduled 

the曲 嘣 pUFD0I 

M OS：M uRII~ cloning sites 

NSGtH-I NS-I partial gone 

圈3 重组 put118{靴  
受体茵．TO1．X-Sal平扳选择．剁十白色苗落． 
4十蓝色茵蓦 
F姬·3 T憎I咖 ion of racombinant pUCl 18 

Rece~c~c~11，TGI)X-gal LB algae)94White elone~ 

4 Blue 口咖 e0 

5 重组质粒 pUFD01的应用 

以重组质粒 pUFD0]为探针，l采用 Dispersed Cell Assay方法测定了 H—l及 MVM DNA在 

细胞中的复制。结果 见表1及表2，H l在感染 sVt0转化的 胚肾细胞 NB—K后3叫 时，其 DNA 

扩增丁53倍 ， MVM DNA在正常的 Fa ST3~ t0e扩增还不到2倍。 
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豳4 重组 pUCll8质牧的筛选 
1．8：DNA mark~z／rand0_2。3．5．6．7．重组 pUCllSl4：载体 pUCII8 
F ．4 The陆kd n of呻 加 t plasmid pUCI18 

】．B：DNAmark~ ~／mnd-_【—丑| 2．3。5。6。 。o忉 nim DuCI18 
Lane 4 1v喇 0 pUC118 

图5 重组 pucll8质粒的酶切；竖定 
f ．5 Det~minaticul of the recombinant叫唧 H pUCI18 
L肌 e． DNA Hind ■|La地 2．pUFD01|Lane3．pOFD02|L帅 ．pUCI18I 

Lan~5．pUFD03；Lane6．puFD04~Lane7．DUFD05 Lane8． ^ Hind ■／Ec。RI 

表I H—l DNA在 NB—K蛐 中的复■ 

T曲 ．1 H—lDNA amplificationinNB—K cell 
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表2 MVMDNA在FR3T3细皇中的i[c~lJ 

Tah 2 M VM DNA ame ninRF3T3 

图6 克隆 H 1 NS1基因的序列洌定 

飚· 竺 1 

讨 论 

自主性细小病毒 H l及 MVM 的非结构蛋白(Ns)是这类病毒抗肿瘤作用的重要组成部 

分 。为进一步研究其 NS基因在肿瘤细胞及荷瘤动物模型移植瘤及各正常组织 中的复制 

及转录表达情况 ，本文采用 PCR技术成功地克隆了 H一1 NS—l基因的主要片段。以重组质粒 
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pUFD01为撩针，采用 Dispersed Cell Assay方法 ，测定了 H—l和 MVM 在培养细胞中的复制情 

况 ．结果显示 ．细小病毒 DNA在转化细胞中大量复髑 (53)倍，而在正常细胞中则复制很步 

tI．97倍)。因此 ，该片段可用作研 究H—l及 MVM NS—l基因在细胞中复翻及转录表达情况的 

探针。对该片段的正确表达和 NS一1抗体制备尚有待进一步研 究。 

PCR技术 自l985年 建立_I ]以来 ，已广泛应用于分子生物学研究中。它不仅可使 目的基因 

(DNA)片段准确、快速地扩增，而且可通过对引物的巧妙 修改”或在5，端加一段序列，使 PCR 

扩增产物两端带有限翻性 内切酶识别序列．从而便于对 目的基因进行克隆与改造D~,H3。本实 

验在两个引物中分别设计了不同的限制性 内切酶识别序列，所以在短时问内即可将 目的基因 

(H一1 NS 1基因)定向克隆入载体，克隆成功率高 ，并未遇到文献[1‘]中所述的困难 

Taq DNA聚合酶缺乏3 一5f外切酶活性 ，因此 ，使用该酶进行 PCR扩增的 DNA，碱基错 

配率较高_I 。本文选用的 FD DNA聚合酶，在 PCR反应时，降低 dNTP(20~mol／L)、Mg 2 (I． 

5 mmol／L)及引物(各0 1 g)的浓度 ，以提高 DNA复制的精确性和特异性 。通过对 PCR技术 

克隆的892 bp DNA 片段的序列测定及分析证实：该片段与 H一1 NS一1基因核苷酸序列的同源 

性达887 bp(99．4 )，其中包括引物中修改的四个突变碱基所造成的误差，另一突变碱基发生 

引物 内．则可能是引物合成错误。所以，如果实验条件掌握得好 ，应用 FD DNA 聚合酶进行较 

长 目的基因的克隆 ，其 DNA的保真度(Fidelity)可以得到保证。 
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Ctoning of Parvovirus H 一1 NS Par tial Gene by PCR 

Huang Qir~gshan Huang Jian Luo Zuyu 

(Department of Phy 细  B／op s， 

Fudan U nwer6~gy，Shang hai 200433) 

W ang Shun de Liu W ei ping 

(State Key Laboratory of Genetic meerm9 

Fudan Unioersity，8̂ d hai 200433) 

Two modified prim ers，AP3 and AP4，were designed an d，for each of them ，two mutated 

bases w ere included After PCR am plification+the DN A fragm ent contains a restriction endonu— 

cleas e recognition site，BamH I or HindⅢ at its ends． Cloning of the parvovirus H一1 N S—l partial 

gene was conducted by double digestion of the am plifled  DNA ffagem ent w ith endonucle~ses-and 

i Ls presence in the inserted  fragem ent was confirm ed by DN A sequence analysis．The technique 

described here provides the basis for the quality control Of H 一1 propagation，4nd for the studies of 

onco suppressive action of H --I NS--1 protein an d of tran scription an d expression of NS-1 gene in 

cancer ceIls an d norm al cissues． 

Key words A utonomous par voviruses H—l and M VM ，Polym erase chain reaction ，Gene clonin g， 

0ncosuppression 
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