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湖北地区宫颈癌组织中人乳头瘤病毒 16型 

E7基因的分离、克隆和序列分析。 
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(胡北医辩大学病毒研究所，武祝 43~}71) 

是 DNA 

病毒，其基因组全长 7．9 kb，分为早期区(E)、晚期区(L)和上赫调控区(URR)。E区吉有 5个 

开放读框(ORF)，其中E7、B6基因能使原代细胞转化和使体外培养的细胞永生化；E7还能编 

码具有转化和反式墩活作用的E7蛋白。因而成为肿瘤学研究的热点“_2 1991年 Chert等报道 

利用HPV16 E7转染小鼠纤维母细胞和黑色素瘤细胞，并用来免疫同基因小鼠．发现小鼠机体 

产生了特异性抗体．将移植的黑色素瘤在两周内排斥D】。由于宫颈癌 DNA中 60％以上都含 

有 HPV16 E7，E6同源序列“】，人们希望能利用这些分子及其编码的蛋 白抗原来治疗和预防 

宫颈癌以及与 HPV癔染密切相关的其它肿瘤。 

本文通过对湖北地区宫颈癌组织中分离的 HPV16 E7基因的克隆、测序，探讨地方株与标 

准株(德国株)E7棱苷酸顺序的差异，以了解 HPV16在本省的分布，为基因表达和疫苗矸镧打 

下基础。 · 

材料和方法 

1 材料 

1．1 宫颈癌话检组织取 自湖北 医科大学附属二医院肿瘤科。患者湖北暑。病理学检查诊断为宫颈鳞状组胞 

癌 
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l 2 HPV16 E7引物根据已发表的标准株 E7桩 苷酸序列设计⋯ ．由中国科学院 上海细胞 生物学研 究所合 

成。两引物 5 端分别漏加有 EcoRI和 l~adi酶切位点。具悻榜苷酸组成如下 ： 

5 一 GGGAA'I1"CATGCATGGAGATACACCTAC 一3 

EcoRI 

5．__GI lA 卫1A 

HiI1dⅢ 

1．3 TaqDNA聚合酶购于华中农业大学国家重点实验室 ；棱酸限制性 内切酶 E∞RI、HiIIdⅢ和 T4 DNA连 

接酶以及质粒 pucks DNA、x一 、IPTG等购 自华美生物工程公司。 

1．4 受体菌为 E i JM 109，奉室保存。 

2 方法 

2．1 DNA聚合酶链反应(PCR) 鼠宫颈瘟活检组织中提取 DNA．以其为模扳．用上述二引钧进行 HPV16E7 

基因扩增。PCR实验总体积为 100 其中舍模扳 DNA 0．5 ．dNTP(2mmci／L)10止 引物各 25pmol／L, 

10×缓冲液 10 L．在 95℃ 7mln．接着为两个 15次反应循环。第一类循环是 93℃ 1mln．45℃ 1mill，72℃ 1 

vain；第二类循环是 93℃ 1rain，55℃ 1mln，72℃ 1min30 最后 72℃ 延伸 7min。 

2．2 PCR产物分子克隆 酚．氯仿抽提 PCR产物。用 Hindll20tI，旭 消化 PCR产物 5h．接着用 EcoRl 20tI， 

消化过夜。pUC18质粒 DNA用 EcoRI和 Hindm各 5tI，旭 同时酶切过夜。酶切产物再次用酚一氯仿抽提 

纯化。按外源基因和载悼分子 3：1(摩尔浓度)在T4DNA连接酶催化下，16℃连接过夜 取约 0．1阿 连接 

DNA棍台涟加入JM109感受态纲胞。感受态细皇崩备爰转化过程按文最 进行。转l北营在古 x-a~l、IPTG、 

Amp的 uj平皿中于 37℃培养 l6l1．筛选 白色营蔫。 

2．3 DNA序列分析 采用,SaneeT双脱氧链终止莹对 阿wI6 ET-I-l~DN̂ 进行瑕向一序。 

结 果 

l 官颈癌组织 DNA中HPV16E7基因扩簟 

经 PCR 30次循环后，将扩增产物在 1．5％璩艚糖凝胶上电泳分析，在Ⅱ．3曲 娃显现清晰 

的阳性扩增带。与 HPVI6标准株质粒 DNA扩增带处同一水平；以 pBR322DNA为模扳(阴 

性对照)未出现扩增带(图 1)。 

2 阳性克隆的鉴定 

挑取转化的白色菌落，藏体培养后．甩碱裂解法提取质粒 DNA'经 0．8％琼脂糖凝胶 电 

泳，初筛出4个 比对照(pUC18)DNA分子量大的克隆。经 EcoRI和 HindⅢ双酶消化，1．5％璩 

脂糖凝胶 电泳鉴定，其中 1个 含有 约 0．3 kb的 Eo0RI肛{砌 Ⅲ插入 片段。此质粒 命名为 

pHPV16 E7-HB(图 2)。 

3 HPV16 E'7-1tB桉苷酸序捌分析 

在 pHPV16 E7-HB克璧基础上．通过核酸序列分析获得 了 HPV16 E7．FIB全部核苷酸顺 

序。HPV16 E7一FIB基因垒长 294 bp．其大小与标准株完全一致。将两者核苷酸顺序进行比 

较，发现有两处碱基发生 了 c-÷T突变；第 43位密码子 CAA变为 TAA，第 76位 CGT变为 

TGT。前一个突变将谷氨酰密码子变为终止密码(Ochre termination∞doⅡ)，即无义突变(n0Il一 

黜 mutation)，见 图 4、5。 
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田 1 宫颈癌组织 DNAPCR产物电沫分析 

trig1 El∞m a口蜘 ofPCRproducts ofCCTDNA 

M．pBR322DN^／Hinfl 1．pHPVI6DNA (+)control 

2．pBR322DNA (一)eonuol 3—5．DNA 鼬m e of cd aIn m atmue(CCT) 

田 2 重组质粒的酵切鐾定 

F 2 I6m tificetion ofthe reemnb／m m 

lI il byEctt~ endHindⅢ 

M．~,DNA／t-FredⅢ(mmker) 

3．pUC18 DNA／Ea~ ~l-~al 

1 and 2．No 4 哪 b．m皿t aH d， 

HindⅢ 

4 and 5．No．4 reeomblaam 出 ， 

EcoR[+HindUl 

6．PCR prodl pHPV16 E7 

DNA(+)contr~ 

～ 7．par 322 DNA／Hhatl(merker) 

讨 论 

HPVI6是宫颈癌及癌前病变的重要病原。研究 HPVI6 E7基因及其编码的 E7蛋白在宫 

颈癌发生和发展中的作用，是当前引人注 目的领域。我们采用加端 PCR技术，从湖北地区一 

宫颈癌组织 DNA中分离出HPV16 E7基因，并将其进行分子克隆。此技术极其省时方便和经 

济。 一 

近年来，对 卸Pv的分子生物学研究进一步阐明了其致病机理。E7基因所编码的 E7蛋 

白两端有两个保守功能区。其一为氨基末端(N端)的 37个氨基酸。此区域与肿瘤病毒一腺病 

毒 E1A和 SV40T抗原的保守区同源，能与抗癌基 因 RB的表达产物结合，导致细胞恶性增 

生；其二为羧基末端(c端 )的 6O个氨基酸，含有 两个 Cys-X-X-Cys框，即所谓锌指结构 (Zinc 

finger structure)。据报道，完整的 c端对 E7蛋白的生物学功能有稳定和增强作用。锌指结构 

突变，可消除角化细胞系永生态，部分或完全抑制细胞转化_7】。与标准株 E7相 比，我们克 隆 

的湖北株 HPVI6E7，其推导的氨基酸序列中 N端是完整的。而 c端则可能由于基因的无义突 

变，使所编码的蛋白多肽提前终止，由此可能造成锌指结构的消失。 由于在 TaqDNA聚合酶 
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图 3 期北韩 HPV16 E7部分棱苷馥序 
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囤 4 胡北棒 ／-／PV16日 基因序列 

Fig 4 Nucleotide㈣ ofI-／PVI6 E7一岫  the nudemmedifferentfrom 血 rd sm  

介导的 DNAPCR合成中，碱基错误掺入出现的机率为 0．25％，即扩增长 400个碱基序列中可 

能出现一个碱基错误，而在全长 294 bp的碱基序列中发生二处差异，最大的可能是病毒基因 

薹  
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本身发生了突变，或者是由于毒蛛来源不同一基因结柯之间所存在的多态性。这种差异是否具 

有普遍性?湖北株E7基因所表达的病毒多肽与标准株 E7多肽功能有何不同?能否产生抗 

瘤免疫?所有这些都是下一步要研究的课题。 
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biopsy DNA in Hubei即  Il。e． e E7 gem?was inserted into vect0r pUC18．By restriction en— 

zyme cleavage and nucleotide sequ~ detection，a n脚 recom~nant plasmid was constructed and 

named it pHPV16 E7一HB．The re．1it of nueleotide sequencing showed that the overall length of 

} 16 E7．}玎Bgeneis 294 bp，itisthe salne asthe standard s~'mn．But therewere C--)T 

mutation in } V16 E7一 HB．A n0蟠ense mutation was identified at codon 43．a Gin codon 
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