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关键词 病 西 磊 ：： 
鼻咽癌(r 0pl1a舯g carcinoma，NPc)是我国华南及录雨豆碍瓣 见的恶性肼；瘤．早期 

诊断是防治的关键措施之一。大量证据表明 EB病毒(Epstein—Barr virus，EBV)与 NPC密切 

相关【I】。EBV编码一个病毒特异的胸苷激酶(thymidirm kinase，TK)[21。研究发现，绝大多数 

NPC病人血清中具有EBVTK特异的抗体口]，提示研究EBVTK对于NPC的早期诊断、阐明 

其在 NPC发生发展中的作用具有重要意义。本研究根据 EBV DNA全序列资料 】，自己设计 
一 对 PCR引物，用 PCR方法扩增出完整的 EBV TK基因，为 EBV TK基因的检测及研究 

EBV TK与 NPC的关系奠定了基础。 

B95—8细胞由中山医科大学肿瘤所生化室提 供。FDDK一1 DNA扩增试剂盒 (dN仲 、 

Taq DNA polymerase、5×holler)为上海复华实业股份有眼公司生物技术开发中心产品 眼制 

性内切酶 NcoI，DNA分子量标准 pBR322／BstNI为北京医科大学友谊科技开发公司产品。异 

硫氰酸瓤(GuSCN)为进口分装；硅藻为Sigma产品。 

EBVTK基因 BXLF1长 1824 bp，在其上下辩各设计一个引物．使 PCR扩增产物包含完 

整的 EBV TK结构基因。为便于随后可能进行PCR产物重组克隆研究的需要，通过改变 1～ 

2个碱基(用小写字母表示)，在两引物的 5 端分别引入眼制性内切酶 EcoRI和Pstl识别序列。 

弓I物 1 5 一GTGGaATtCATGGCTcGA1]_rOc一3 

EcoR I 

弓I物 2 5 一cAAcTGCAg0CTAGT(W_f_~ATT一3 

Pst I 

取 900 LGuSCN裂解渡加加 LID5—8细胞悬液和 4O L硅藻悬液，翻转混匀．静置 10 

min，离心去上清，沉淀用 GuSCN洗液洗两次，70％乙醇洗一次，风干，加 "rE溶 出硅藻吸附之 

DNA为模板 l。在 100 v．L的 PCR反应体系中各含50 pmol／L的引物 1和引物 2。循环程序： 

93℃，60S；62℃，60S；72℃．120 S；25个循环。加 Taq前模板 93℃预变性 10rain，最后一个 

循环延伸5rain。根据计算机分析的EBVTK基因内限制酶切点，取 10“LPCR产物，加20 u 

NcoI．37℃保温 2 h。0．8％琼脂糖凝胶 电泳显示，PCR 产物条带均一清 晰，与分子量标准 

pBP,322／BstNI中的 1 857 bp带基本平齐，同时，PCR产物可被 NcoI完全酶切成两个 DNA 片 

段．与推算的分子大小相符(见图)。 

本研究采用 PCR技术成功地扩增出包含完整 EBVTK基因的 1843bpDNA片段，PCR两 
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引物分别包含 EBV TK基因的起始密码子和终止密码子．并改变引物中 1～2个碱基的组成， 

分别 I入 EcoRl和 PstI识别位点．为随后的基因诊断及克隆表达工作奠定了基础。 

t67In, 

676In, 

图 Nco[酶切 PCR产物电畦田 

1 PCR产物 Nool酶切(1 167bp和 676 bp) 

2 分子量标志：pBR322／B时NI 

3 PCR产物(1843 bp) 

F Eleem ~hocesis mapof PCR n ehsmal Nco1 

lane1 PCR D ·m d日 withNooI(116"／In,and 676 

lane 2．M ark~ ： 强 22，B5d I 

l删 3．PcR pr0dLlct(1843 bp) 
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Amplification of the Intact Gene Coding Epstein-Barr 

Virus-Specific tIIymidine Kinase 
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Based o1"1 Epstein—Barr virus(EBV)DNA (B95—8)genome sequenc3e data and the strut— 

ture BXLFlopen readingframe codingforEBV ~hymidinekinase(TK)，a pairofPCR pr／mers 
was designed and svnthesized Template DNA was extracted rapidly from B95—8 calIs harboring 

EBV bv using guanidinium isothioeyanate(GuSCN)and silica∞urse(cs)．A 1843bp A frag— 
ment containing intact EBV TK gene was amplified by polymerase chain reaction．The PCR prod— 

uct was verified  by cleaving  with NcoI 
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