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摘 要 由于HPV16 E6蛋白能诱导机体保护性免疫反应，可作为基因治疗的靶抗原。用杆状病 

毒．昆虫细胞表达系统制备了 HPVI6 E6基因工程蛋白，拟用于宫颈癌细胞系小鼠模型抗癌的免疫 

治疗。用 PCR技术从 HP'VI6基因组中扩增获得转化基因 的完整 ORF，按 T—A策略将其克隆 

到自行制备的杆状病毒转移载体 pV1 1 393T一尾载体中．置于杆状病毒AcMNPV Pdh晚期启动子 

控制之下，用此重组转移质粒 pVL1 393一E6与杆状病毒 DNA共转染昆虫细胞 Sf-9，经噬斑筛选获 

得带有编码 E6蛋白基因的重组杆状病毒株，并在昆虫细胞 SL9中表达为非融台性 E6蛋白。SDS- 

PAGE电诛分析其分子量约为 18 kD，免疫印迹实验表明，此重组蛋白能被兔抗 HPVI6 E6抗体所 

识别。 
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人乳头瘤病毒是一个重要的DNA肿瘤病毒，与人类多种良、恶性肿瘤的发生相关。其中 

高危型 HPV16与宫颈癌的发生密切相关。全世界范围内．女性 HPV总感染率为5～44％⋯． 

男性感染率与女性相似。中国(南京)约为 19．4％_2 J．且HPV16胎盘垂直传播率达77 8％[31， 

可见 HPV感染的防治是急待解决的公共卫生同题。 

HPV16基因组含 7 905个碱基对，编码 7～8个不同功能的早期非结构蛋白和2个晚期结 

构蛋白。其中早期蛋白 是重要的转化蛋白之一．E6蛋白含 151或 158个氨基酸．是 zn” 

结合的磷酸蛋白，位于癌细胞的细胞核内，有致癌的潜能_‘】。另外．E6蛋白是特异性肿瘤排斥 

抗原，可作为诱导 CTL-介导的免疫治疗的十分有吸引力的靶肽。关于 HPV16 E6蛋白的抗原 

性及其 B细胞、T辅助细胞和 CTL细胞抗原识别表位的研究很多，如表 1。用合成的E6多肽 

片段可诱导DBc／2(H-2 )小鼠抗 的体液免疫、Th细胞增殖反应和CTL反应，并且CD；T 

细胞介导的 CTL反应能溶懈 E6基因转化的肿瘤细胞系【5J。由于目前尚末建立 HPV的体外 

培养系统，目前 HPV各基因的研究大多采用大肠杆菌表达系统或人工合成多肽。本研究利 

用杆状病毒表达系统，将 HPV16 E6的PCR扩增片段克隆至自行制备的 pVL1 393 T-载体中， 

表达丁 HPV16 E 蛋白，并检测其抗原性。 

收穑日期 ：1997—06～27，修回日期：1998—133—12 

本课题受山东省卫生厅科研基金资助 

维普资讯 http://www.cqvip.com 

http://www.cqvip.com


第 4期 栾 怡等：h?L头瘸病毒 l6型 基因的 TIA克隆及在真核细胞中的表达 301 

衰 l HPVI6 免痤衰位的庠爿 

Table i The sequences of HPVI6 E6 immune ep"tope 

材料与方法 

l 质粒 

pBR322．HPV16系美国 Galloway-教授惠赠。转移载体质牧 pVL1 39211 393由李昌林老师惠赠。 

2 扁毒与昆虫细胞 

桉型多角体病毒(AcMNPV)幂CLONTECH Lab产品。昆虫细胞 Sf-9(s 呻 mfrugiperda 9)在TNM- 

FH培养基(Sigroa)和 10％胎牛血清(GIBCO)营养液中 27℃培养。 

3 酶类 

TaqDNA聚合醣和 T DNA连接爵贿自Promega公司。SmaI、pvuⅡ内切爵均购自华美生物工程公司。 

4 基因扩I-与重组转移质粒的构建 

PCR扩增、引物设计见文献[6】，最后达到 72℃．时间延长至 15mln，以保证所有 DNA片段都带有 A尾。 

转移质粒pVL1 393经SmaI，25℃消化 1 h，切成钝末端．然后进行加T反应。反应体系如下：Taq聚合酶(1 

ulm 质粒_20 I )．标准反应缓 冲液(40mmollL NaCI．20mmoll1 1 s。cl pH8 9，5mmoilLMgSO4，0．01％ 

(w／v)明胶，0 1％(W／V)Trlton X．tOO)和 2mmol／L dTTP，总体积 100 k 75℃反应 2 h。PER产物与 T．尾 

pVI 1 393载体经常规抽提纯化后．按两者瘴尔敢之比 3：1混合，用 T4DNA连接酶 4～5℃连接过夜。转化大 

肠杆菌DH5 ．通过 PCR技术挑选含有插入外源基因片段的克隆．井用PvuII酵切鉴定，选择 基因插入正 

方向的阳性克隆，扩增并纯化之。 

5 重组病毒的构建与箝进 

转移载体DNA与野生型 AcMNPV病毒 DNA按文献所述⋯的磷酸钙共沉淀法进行共转染昆虫细胞 s{一 

9。通过噬斑纯化和地高辛标记的 HPV16 DNA探针进行原位杂交筛选，培养重组病毒o 

6 HPV16 E‘非融合性表达蛋白的检测 

取感染病毒的细胞裂解液用于 15％SDS-PAGE电诛，然后将蛋白转移至硝酸纤维素膜上．氪基黑染色后 
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观察。取未染色的硝酸纤维索膜用抗 HPV16 抗体作免疫印迹检测。抗 HPVI6 E6抗体 ZY96A由美国 

Galloway教授意赠。 

结 果 

1 含 HPV16 R 基因的转移载俸质粒的构建 

在质粒 pVL1 393多角体启动子 Polh下游 +6 bp处单一 Sma I位点酶切后的钝末端加上 

未配对的 T尾。由于 PCR体系中，TaqDNA聚合酶非特异性催化扩增的 DNA片段 3 末端加 

上A尾，导致PCR产物两个 3"-末端带有未配对的单A凸出尾，按照T-A配对原则与T-载体 

连接，构建成重组质粒 pVL1 393一E6(图 1)。菌落 PCR筛选含有 E DNA片段的阳性质粒(图 

2．1)。经 BamHI酶切后．可得到载体质粒和外源基因两个片段(图 2．2)。E6基因片段近 

TAA一端有 PvuⅡ单一酶切位点，因此 PvuⅡ酶切后可选择外源基因正向插入的重组质粒(图 

未显示)。 

图 1 重组质粒 pVL1 393一 的T-A掏建 

F̂咄 1 T A~ truction of recombinant山 smld pVL1 393·E‘ 

2 重组病毒的获得与筛选 

用 pVL1 393．E6和亲本病毒共转染 sf-9细胞，同源重组后得到含 E6基因的重组病毒，用 

空斑纯化和原位杂交方法筛选并获得了重组病毒(图3)。 

3 重组蛋白的检测和抗原性分析 

细胞裂解液的 15％SDS-PAGE电泳结果显示，重组病毒感染的细胞蛋白样品在 18 kD处 

出现一条特异性蛋白条带，是昆虫细胞蛋白样品所没有的(图 4)．并被抗 HPV16 E6抗体所识 

别(图5)。 
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图4 SDS-PAGE电诛检测表达蛋白 

Fig 4 Exp~ssion protein ana】vsed by SDS-PAGE pattern 

M ：marker protein 

A：tc~a]protein of Sf-9 cells infected with wt AcMNPV 

B：total protein of Sf-9 cells infected with AcMNPV- 

图 5 Western blot免疫检测结果 

Fig 5 Immu~ h]ot a~ ]ysis of antigens r 0g⋯ d 

by -B antibody in W estem Not assay 

l：]ysat~ of Sf-9 calls inf~ted with wild-AcMNPV 

2：lysates of Sf-9 cells inf~ted with AcM NPV- 
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讨 论 

HPVI6 Es蛋白对 HPV感染、致癌的临床诊断及病因学研究都有很高的应用价值[8]。国 

内外有关 蛋白表达多采用质粒一大肠杆菌表达系统或人工合成多肽。前者由于 E．c 表 

达的重组蛋白需高度提纯以保证其特异性，后者由于合成肽疫苗缺乏蛋白的天然构象，仅含某 

些线性免疫表位，影响免疫原性和检测灵敏性。近年来，由于杆状病毒表达外源蛋白具有效率 

高、能糖基化、磷酸化、信号肽和蛋白切割等后加工修饰功能，细胞培养简单，适合于大规模生 

产等优点，是目前外源蛋白制备所广泛应用的一种真核表达系统【 。 

目前，PCR产物的克隆技术有多种，钝末端连接效率低，黏末端 由于末端酶切活性低，使 

克隆失败。而 T-A克隆技术操作简单，重组效率高(>80～90％)，适用于酶切位点不匹配或 

内部含多个酶切位点的DNA片段的克隆。我们利用 Taq酶的末端转移酶活性，将 Sma I酶 

切成钝末端的pVLI 393在3 末端加上单一 T，构建成T载体，与 PCR扩增产物 ＆ 片段直接 

低温连接，连接效率>80％。 

本研究描述了非融合性蛋白 的基因构建和表达，使用启动子 Polh的重组杆状病毒在 

昆虫细胞中表达的E6蛋白较稳定，表达量多。在杆状病毒一昆虫细胞表达系统中， 基因表 

达水平均大大高于其它表达载体系统1 ]。考虑到影响外源基因表达水平的因素，构建的重组 

毒株 AcMNPV-E6中，外源基因 上游距 Polh启动子只有 6个碱基对，缩短了 基因起始 

密码子 ATG上游的前导序列，大大增加了 基因活性转录的能力。并且，该重组毒株有强启 

动子 Polh和E6基因携带的TATA盒，与其起始密码子ATG之间有 10个碱基对．使两者之间 

结构更为紧凑，能提高外源基因的表达水平，并且昆虫细胞表达的蛋白类似病毒天然蛋白的构 

象和抗原性。这一蛋白抗原的免疫学效应有待进一步研究。 
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Human Papiilomavirus Type 16 E6 Gene’s T-A 

Cloning and Expression in Insect Cell 

LuanYi YuXiupip~g ZhaoW eimip~g et 

(D ． Microbiology． 口n如 Medical Uni~mrsity． 口 250012) 

Abstract The baculovirus-insect cell expression system wan used to prepare the HPV16 E6 re— 

combinant protein．The HPV16 E6 complete ORF amplified by PCR from HPV16 genome was T— 

A c10ned into the baculovirus transfer vector pVL1393一T under AcM NPV Polh．This recombi- 

nant transfer plasmid pVL1 393一E D̂NA and baculovirus DNA were co-transfected into insect eell 

St一9．After the phque screening，the recombinant baculoviras AcM NPV—E6 was expressed in in— 

sect cells．The ，analysised by SDS—PAGE，was 18 kD，and was recognized by antibody against 

E6 protein，which showed their natural ant|genecity． 

Key words Human Papillomavirus Type 16 E6，T—A clonip~g，Baculovirus，Insect cell，Expos— 

sion 

维普资讯 http://www.cqvip.com 

http://www.cqvip.com

