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Abstract：In order to make bases for construction of animal tumor model which expresses EGFP— 

HPV l 6E7，recombinant expression plasmid was constructed by techniques of gene recombination after 

screening an d identifing by restriction and PCR．Then the recombinant was tran sfected into mouse liver 

cancer cell by techniques of gene transfection and detected expression by fluoroscopy．pEGFP—HPV 1 6 

E7 was identified by enzyme digestion an d PCR．Th e resent showed that the length ．inserted location 

and direction of the target gene was correct an d the expression of EGFP in tran sfected cell was observed 

Because of it'S pEGFP—HPV 1 6E7 expression plasmid that mak es it easy to assess the expression of 

EGFP-HPV 1 6E7 fusion protein and to sift the transfected cells． 
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摘要：应用基因重组技术，构建增强绿色荧光蛋l~(EGFP)与人乳头瘤病毒 16型 E7(HPV16E7)的重组融合表达 

质粒，经限制性内切酶酶切鉴定和 PCR 分析后，用基因转染技术将其导入小 鼠肝癌细胞，荧光显微镜下观察融 

合蛋 白的表达。酶切鉴定和 PCR 分析证实重组质粒中插入 目的基因片段的大小、方向和插入位 点均正确，在转 

染的小 鼠肝癌细胞中观察到绿色荧光蛋 白的表达。构建的 pEGFP．HPV16E7融合表达质粒能直观地反映转染细胞 

中 EGFP-HPV16E7融合蛋 白的表达。由于转化率与表达率融为一体，故有利于对转染细胞的筛选 ，缩短转染细 

胞 在体外的筛选 的时 间适用于对 HPV16E7 分子生物学特性 、致瘤机理及 APC 提呈等 的研究 。为建立表达 

HPV16E7的实体瘤动物模型奠定了基础。 
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人乳头瘤病毒 (Human papillomavirus，HPV) 

l6型是一种重要的致病 因子，与人子宫颈癌的发 

生、发展密切相关。HPV16e7是潜在的致癌基因⋯， 

其编码的产物可与细胞 内癌基因和抑癌基 因相互 

作用而使细胞失去正常功能，从而促使肿瘤发生[21 

导致细胞恶变 。为了解 HPV16 e7癌基因的分子生 

物学特性、在细胞转化过程中的作用和其在抗原提 

呈细胞中的亚细胞定位 以便了解抗原提呈过程 ，以 

及 便 于 转 染 细 胞 的 筛 选 ， 本 实 验 构 建 了 

pEGFP-HPV16E7表达载体，并对其在真核细胞中 
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的表达情况进行了检测。 

1 材料和方法 

1．1 实验材料 

1．1．1 质粒 pDNA3．1(ysE7)为本 实验 室构建并保 

存，pEGFP—C1为中国科学院水生生物研究所汪亚 

平博士惠赠，在该质粒载体的 EcoR I和 BamH I之 

间插入 l6型人乳头瘤病毒 e7(HPV16E7)开放读框， 

约 300 bp；DH5 Q菌株由本室保存；小鼠肝癌细胞 

H22由华中科技大学同济医学院冯作化教授赠送。 
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1．1．2 限制性 内切酶 、RNA 酶、DNA Marker、 

TaqDNA聚合酶、T4DNA连接酶以及 MEM 细胞培 

养基、新生牛血清 (GIBCO)、脂质体 (DOSPER 

Liposomal Transfection Reagent)均购 自华美公司。 

1．1．3 扩增 HPV16E7基因片段的上、下游引物序 

列，由武汉金贝生物科技有限公司合成。 

Primer 1： 5 GGGAc4 I’ATGCATGGAG 3 

Primer 2： 5 GGGGA C(=1 ATGG r]门 C 3 

1．2 实验方法 

1．2．1 质粒 pcDNA3．1ysE7和pEGFP．Cl的小量制 

备 】 

1．2．2 PCR 扩增 HPV16 E7基因片段及回收：在 

0．5mL Eppendorf管中依次加入 10×Buffer 5pL，10 

×dNTP 5pL(终浓度 2~pmol／L)，HPV 16 e7 Primer 

1，2各 lpL(约 30pmo1)，模板 pcDNA3．1ysE7 llaL(约 

O．1pg)，ddH20 31pL混匀，加 TaqDNA聚合酶 lU， 

石蜡油 40pL。按下列条件循环 3O次，94~C lmin， 

55℃lmin，72℃lmin，最后延伸 5min。扩增产物 

l％琼脂糖凝胶电泳检测。将扩增的产物 300bp DNA 

片段经低熔点琼脂糖回收。 

1．2．3 pEGFP—HPV16E7表达质粒的构建：用碱裂 

解法提取质粒 pEGFP—C1 DNA，经 EcoR I／BamH I 

双酶切，回收 4．7kb的大片段；纯化的 e7DNA经相 

同的酶双酶切后，在 T4 DNA连接酶的作用下 ，按 

目的片断 与载 体 3：1摩 尔 比将 P7基 因插 入 

pEGFP的 EcoR I与 BamH I两个酶切之间。 氯化 

钙法将连接产物导入大肠杆菌 DH5 a，随机挑取抗 

pEGFP—C1 

- 

性克隆， 碱裂解法提取重组质粒，并用 EcoR I和 

BamH I进行双酶切鉴定。 

1．2．4 重组质粒转染小鼠肝癌细胞：采用脂质体转 

染法。将 3×lO。个肝癌细胞悬于 lmL无血清 MEM 

培养基中，转种于 6孔培养板 。1．5pg重组质粒 DNA 

和 6pL DOSPER分别用 HBS稀释至 50pL，再将两 

液温和混匀，于室温放置 15min。将 lOOpL DNA／ 

脂质体复合物逐滴滴加入细胞悬液中，同时温和摇 

动培养板混匀。37~C温育 6h后，更换 2mL新鲜培 

养基 (含谷氨酰胺)，继续培养 48h，48h后在荧光 

显微镜下观察重组质粒的表达情况。 

1．2．5 转染细胞 E7 mRNA的检测：按照 Trizol试 

剂盒说明，室温下离心收集转染细胞约 5×lO0个细 

胞提取细胞总RNA。在上述RNA提取物中，取 lOpL 

进行逆转录，方法见参考文献I引。 

1．2．6 表达检测：收集 5×lO。转染的 H22细胞用 

PBS洗细胞 2次，室温丙酮固定 30 min，PBS振洗， 

细胞涂片在荧光显微镜下用488 am激发波长观察， 

表达 EGFP—E7的细胞应 出现绿色荧光。 

2 结果 

2．1 pEGFP—HPV16E7表达重组质粒的构建 

用 ＆ 1和 BamH 1双酶切 pcDNA3．1一ysE7 

的 PCR产物，得到预期的约 3o0bp片段，同时用相 

同的双酶将 pEGFP—C1切开。在 T4连接酶的作用 

下，HPV16 e7基因插入 pEGFP中，构建的重组质粒 

命名为 pEGFP—HPVE7，见图 1。 

圈 1 pEGFP—HPV16E7的构建图 

Fig．1 Construction of pEGFP—HPV16E7 
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组中共有 8个主要的开放读框，其中 7开放读框 

为调节病毒生长的编码区，目前已鉴定出 100多种 

HPV基因型，多数具有特异性的感染部位和特征性 

的临床表现 J．已有文献报道在生殖器、口腔和皮 

肤的鳞状细胞癌损害中检测出 HPV16 J，提示它 

可能在这些恶性肿瘤的发生学中具有意义．由于发 

现在宫颈癌组织和细胞株 中能选择性地保 留和表 

达 HPV16 e7，而且转染 HPV16 e7的一些上皮细胞 

能够获得永生化，这种永生化细胞如在活化 ras或 

其它因素的协同作用下还可发生转化，因而认为， 

7是 HPV16的主要功能区．其作用表现在参与了 

肿瘤形成的多个阶段 ，包括诱导细胞永生化和分化 

抑制、协同作用使永生化细胞发生转化、并维持转 

化细胞的恶性表型。并且 HPV 转化细胞能将 出现 

在肿瘤细胞核 内或胞浆中的病毒转化蛋 白提呈到 

细胞表面供免疫系统识别L2J，由于 E7蛋 白在宫颈癌 

细胞中持续表达Il⋯，因而可作为 HPV 感染后的外 

来抗原，激发免疫应答 ，产生抗 HPV 相关肿瘤的 

作用。为了便于研究 HPV16 e7癌基因的分子生物 

学特性、与细胞转化的关系、APC 细胞在递呈 E7 

抗原中的作用，以及构建治疗性 DNA 疫苗的靶细 

胞模型。我们构建了 HPV16 e7的真核表达重组质 

粒，实验所选择的 pEGFP载体中带有增强绿色荧 

光蛋白 (EGFP)序列，这是一种新型的报告分子 ， 

在暴露于紫外线后即可发出明亮的绿色荧光，可在 

荧光显微镜下观察到。EGFP 作为一种新型的报道 

基因具有许多优越性：它的分子量较小，对细胞无 

毒性，不干扰标记蛋白的功能和定位；另外 EGFP 

是 目前唯一能在异源 细胞内表达后 自发产生荧光 

的蛋白、不需辅助因子的参与、直接用于活体检测 

的报告基因；可 以说通过 EGFP一融合基因的检测是 

当前研 究活体细胞 中基因表达和蛋 白质分布 的最 

好手段  ̈12]。而现在常用的报告分子如氯霉素乙 

酰基转移酶、B一半乳糖苷酶、细菌荧光素酶、萤火 

虫荧光素酶基因等，基因的活性测定都需要底物和 

辅助因子的参与，且步骤烦琐，不能用与活体测定。 

我 们 通 过 基 因 重 组 技 术 成 功 构 建 了 

pEGFP—HPV16E7表达载体，并转染肿瘤细胞，在 

荧光显微镜下观察到发出绿色荧光的细胞，提示转 

入的质粒 已在细胞中表达出 EGFP—HPV16E7融合 

蛋 白．由于这种载体在转染细胞后很快就能通过观 

察荧光细胞而检测出基因的表达情况，转化率即为 

表达率，因而为基 因转染研 究中确定转染效率、 

HPVE7的表达情况、在组织中的分布及转染阳性细 

胞的筛选I1 3】等提供了直观的靶标记，有望被应用于 

对 HPV16E7分子生物学特性、致瘤机理及基因免 

疫等的研究。 
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