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人乳头瘤病毒 16型湖北株E 基因的克隆和高效表达 
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(湖北医科大学病毒研究所．武沮 430071) 

摘 要 利用基因克隆技术．将 HPVI6湖北株完整的 基因克隆到含乳糖操纵子 的表达载体 

pWR590—1上 经限制性酶切分析获得重组质粒 pWHBEr。pWHB 转化大肠杆菌后表达产生分 

子量为 70 kD的融合蛋白1a ，该蛋白在免疫印迹实验中可被标准 单抗识别。经 IPTG诱导 

后， 融合蛋白产量可达细菌总蛋白含量的 30％ 上。利用 Iac一岛 蛋白在细菌胞浆中形成包含体 

的性质，简便地提取并纯化了该蛋白质。结果为从 免疫学角度探讨 HPVI6与宫颈癌的关系以及 

HPV疫苗的研制打下基础。 

关键词 人乳头瘤病毒．克隆表达 世立里皇，包含体，}!呈∑ 蛋自 

人乳头瘤病毒(human papiUomavir us_HPV)16型与人类宫颈癌等多种恶性肿瘤的发生、 

发展关系密切。在 90％以上的宫颈癌活检标本中均可检测到 HPV16的DNA或蛋白产物 j。 

目前认为 HPV16致癌作用的分子机制与其几种主要癌基因E6、 等的作用关系密切。 基 

因作为 HPV16的主要转化基因，既能与 Ras基因协同作用，又可灭活抑癌基因Rb的功能，成 

为 HPV16感染细胞发生转化、癌变及恶性表型维持的基础l2’ 。 

HPV16湖北株(HB株)是 1994年于中国湖北地区一宫颈癌组织 DNA中分离并鉴定的 

HPV16变异株。经 DNA测序分析表明该病毒 E 基因第 43位谷氨酰胺密码子发生无义突 

变，此突变使 蛋白由标准时98个氨基酸残基截短为 43位氨基酸残基的 蛋白H 为探 

讨 HB株 基因及蛋白的性质，我们将HPV16HB 基因由重组质粒 pUC18 上亚克隆到 

原核表达载体 pWR590 1上，获得重组质粒 pWHBE7，该质粒在大肠杆菌中可高效表达融合蛋 

白Iac一 (含 590个 lacZ的氨基酸和 43个 E 的氨基酸残基)。该融合蛋白在细菌中以包含体 

形式存在于胞浆中 用 8tool／L脲溶的方法提取能简便制备该蛋白。这种融合蛋白可作为 

抗原，由于动物的免疫接种 为从免疫学角度探讨 HPV16与宫颈癌间的关系以及 HPV疫苗 

的研制提供了前提条件。 

材料和方法 

1 细菌和质粒 

宿主菌 JM109、重组质粒 DUC18F~ 由本室保存。pWR590—1质粒由中科院上海细胞生物所郭礼和教授赠 

送；标准 HPV'16 E，单抗由美国 NIH郑志明博士赠送。 
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2 重组质粒的构建 

用限制性内切酶 EcoR I、HindⅢ、双酶切重组质粒 pUC18 ，将完整的 1-1BEt基因切下并连接到表达载 

体 pWR590—1的相应位 氨上。转化 E co“JM109后，经 互补以及厦粒 DNA酶龆分析筛选并鉴定阳性重 

组质粒 。 

3 重组质粒的诱导表选以及 Western bl0t分析 

将含阳性重组质粒的 E coti JM109单菌落接种于 LB培养液中，经 37℃过夜培养后，将苗液接种于新鲜 

LB培养液中．继续37℃振荡培养3 h后．用 1PTG继续诱导培养2 h。将上述菌液制成垒菌裂解液，加入等量 

2×SDS上样缓冲液后．进行8％SDS-PAGE。同时按常规方法进行Western blot分析结果。 

4 包含体的提取 ’ 

制备 50 mI 经 IPTG诱导培养过夜的前述菌液．4℃下收获细菌．菌体沉蓰按 3 mL，g(湿重)的量加入裂 

解液，一20℃下反复冻融后经超声碎菌处理。以 l2 000 r／m[n 4℃下离心 10min，菌体沉淀 用0．1％(V／V) 

Tween20和 1 mol／L脲各洗涤二次。用 8 mol／L脲溶解沉淀．以 12000 r，rain离心 20min收集上清。取 1O L 

上述菌液加入等体积 2×SDS上样缓冲渡后拂水浴 5 min．进行 8％SDS-PAGE电诛。 

结 果 

1 重组质粒的构建和鉴定 

为了获得含 HPV16 HBE 完整基因的重组表达质粒，将 pUC18 E7中的E7基因亚克隆到 

原核载体 pWR590一l上，位于lacZ基因的下游。用EcoR I、Hindm 酶切重组质粒，以鉴定是 

否存在 E7基因(约 300 bp)DNA片段的插入。结果表明m 岛 基因已克隆到 pWR590一l(约含 

4．7 kb)上，该重组质粒命名为 pWHBE7。见图 1。 
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图 】 pWHB E'的限制酶切鉴定 

Fig 1 Restr[ctlon endonuele．~e analysls 0f 砌 b 

lane A：kDNA EcoR I／HindⅢ marker； 

Lane B：DwR590．1 EeoRI； 

laneC pWFIB E'EcoRI／Hind~； 

La他 D HPV16 Er PCR production． 

2 重组蛋白的表达 

pWHB E 可表达生成一个含 633个氨基酸残基的融合蛋白lac一岛(其中 岛 蛋白占43个 

残基)．经理论计算该融合蛋白分子量为69 kD。将含 pWHB岛 的 E．coli 3M109菌液培养后 

制成的全细菌裂解液进行 8％SDS-PAGE．结果可见生成了一条新的蛋白条带。其分子量约 70 

kD，与理论值一致．并且经 1PTG诱导 2 h后，其产量明显增加。凝胶经光密度扫描测定 lac— 

蛋白产量占细菌总蛋白量的3O％以上。见图2。 
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一 L融一E7 图2 lac- 蛋白的表达和 8％SD~PAGE 

Fig 2 Expression hc- p~teln帅d 8％ SDS．PAGE 

I．sne M ：protein marker； 

lane A：pWHB (n0 IPTG) 

lane B：E．棚 E JM 109： 

lane C：pWR590．1 

lane D；pWHB (IPTG induced 2 hours) 

3 重组蛋白的 Western blot分析 

为测定 lac-E7融台蛋白的抗原性和生物活性，我们进行了蛋白印迹分析。结果表明
， lac- 

E7能与标准 E7单抗反应而于 NC膜上发生显色反应，这说明该蛋白保留HPVI6 蛋白的抗 

原性或决定簇。在 IPTG诱导后，该 NC膜显色增强，在主显色带远端又生成一分子量稍小且 

较弱的蛋白显色条带．称为A带(Additiona1 band)。见图3。 

图 3 1ac 融台蛋白的Western blot分析 

Fig 3 Anab~sis of Lae- f~ion protela by W estern blot 

hne A：E roll JM109 transfeeted with pWHBE)(IPTG i~ucd 2 hours) 

Lane B：E．coli IM109 trisected with pWHB (rI。IPTG) 

4 ]ac-E，包含体的提取 

lac—E7融合蛋白在 E．coli中高效表达(达细菌总蛋白量的 30％以上)，推测它将以包含 

体形式存在于细菌胞浆中 经超声波碎菌、离心、洗涤及 8mol／L脲溶的方法简便的提取并纯 

化了该融台蛋白。见图4。 

目前依据 DNA杂交及序列分析已鉴定了 77种 HPV型别。其中与恶性肿瘤关系密切的 

HPV16型的 E6、E7等癌基因已被克隆。大量研究已证实 HPV16 E7基因及蛋白在宫颈癌发 

生、发展中具有关键作用。 基因全长 296 bp．其表达水平与其转化功能密切相关，而且其转 

录剪切形式的不同造成产物产量的变化 。E7蛋白由98个氨基酸残基组成，分子量约11 ld)。 
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圈 4 ]ac． 包吉体的提取 

Fig 4 ~xtraction of lac-B inclusion body 

lane M ：protpltt m rker； 

lane A·E ~Ji JM109 infected with pW R590．1 

I B E ~oli JM109； 

lane C：E co／／JM109 inf~ted with pW HB b ； 

】ane D：Ia E’inclusion body 

N端的37个氨基酸残基中含有 Rb结合区及细胞激酶 Ⅱ磷酸化位点；C端 60个氨基酸残基含 

锌指结构并与 E 蛋白稳定性有关 】。 蛋白能抑制 Rb基因的功能，并与胞内的 p107、p130 

蛋白、CyclinA等多种因子结合而促发转化、永生化培养细胞的作用，构成 HPV16致癌机制的 

中心环节。 

众所周知，HPV自身存在广泛变异，已证实 HPV16存在 5个系统发育分支 J。HPV的 

变异性对相关疾病的防治及疫苗研制均具有重要意义。HPV16湖北株的 基因存在突变， 

其第 43位密码子发生无义突变．造成E 蛋白由98个氨基酸残基截短为仅含 N端 43个残基 

的多肽。为探讨 HPV16 HB株 蛋白的性质，我们将 HPV16 lIB 基因克隆到原核载体 

pWR590．1上，由此获得能高效表达 lac． 融合蛋白的重组质粒 pWHB 。在 IPTG诱导下． 

1ac． 产量可达细菌总蛋白量的30％。Western blot分析表明lac- 蛋白可被标准 E7单抗识 

别．说明该蛋白仍保留E 蛋白的抗原性．这与 StaceylI们提出 E 蛋白的 N端是主要的 B细胞 

识别区的结论一致，这对于 HPV16抗原性的研究具重要意义。同时We．stern blot中出现的 A 

带，由于它可被 IPTG诱导并且分子量约 64～65 kD，故分析其来源可能为：(1)lac-马 融台蛋 

白在细菌蛋白酶作用下的裂解产物；(2)lac 的同源蛋白产物；(3)抗原抗体的交叉反应。 

对于A带蛋白的性质有待进一步研究。 

目前认为基因工程菌中外源蛋白产量占总量的 20％以上时，由于表达部位的低电势以及 

蛋白自身的特性，造成重组蛋白与杂蛋白、核酸等形成不溶性聚台物包含体 J。鉴于 lac—E 

蛋白的高产量，我们利用离心、洗涤、脲溶的方法，简便地提取了l ． 蛋白。在提取过程中均 

采用适量 口一ME．以还原融台蛋白中的错配--2硫键并提高溶液 pH值．促进包含体的溶解并保 

护其生物活性。 

HPv具严格的嗜上皮性．难以在组织培养系统中生长、增殖。利用基因克隆技术，我们构 

建的 pWHE E 能高效表达 lac．E 融合蛋白，克服了HPV抗原成分制备上的困难，为进一步研 

究HPV的抗原性以及机体的免疫反应提供了前题条件。 
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Cloning and Expression of E7 Gene of Human 

Papillomavirus Type 16(HB Strain) 

Zhao Min W u Xinxing Zhao W enxian 

(Virus Research Institute．Hubei Medical Unitersity．Wuhan 430071) 

Abstract HPV 16(瑚 strain) gene was cloned into expression vector pWR590·1 by gene 

cloning technique．Recombinant plasmid pWHB was obstained by ana lysis of restrictional en· 

donuelease．70 kD HPV 16(HB strain)E1 fusion protein was expressed by E coil JM 109 tra~s． 

fected with pWI-IB E7．The recombinant protein could be recognized by standard E7 monoclonad 

antibody in Western blot The production of F-~recombinant protein was more than 30 percent of 

Iotal E coli protein by induction of IPTG The E7 fuslon protein existing in inclusion body in E 

coli~ould be conveniently extracted and purified． 

Key words HPV，Cloning express on，Fusion protein，Inclusion bo dy，HPV E7 protein 
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