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HPV16E7基因的原核克隆及表达 
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【摘 要】目的：探讨从喉癌组织中HPV16 E7蛋白的原核克隆及表达。方法：采用 PCR方法扩增HPV16 E7基因，经BamH I和 

Hind m双酶切后插入相同酶切 pET28a(+)载体，转化 JM109感受态细胞，并进行阳性克隆筛选。经 IPTG对重组质粒进行蛋白 

诱导表达，SDS—PAGE和 Western blot检测 目标蛋白表达情况。结果：成功构建了原核表达质粒 pET28／E7、HPV16 E7融合蛋白 

在 BL21(DE3)菌株中高效表达。结论：HPV16 E7融合蛋白的表达为进一步深入研究 HPV16E7蛋白的生物学特性及其致细胞 

转化的作用机制奠定了基础。 
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Prokaryotic cloning and expression of HPV1 6 E7 gene 

JIANG 一rong，et al 

(School ofChemistry and Bioengineering，Chongqing University ofTechnology) 

【Abstract】Objective：To explore the cloning and expression of HPV 1 6 E7 protein from laryngeal carcinoma．Methods：HPV 1 6 E7 gene 

was amplified by PCR．The amplified fragment was inserted into the plasmid pET28a (+)digested with BamH I and Hind llI．The 

recombinant plasmid pET28／E7 was transformed into E．coli JM109 which was selected with ampicillin．HPVI6 E7 recombinant protein 

expression in the E．coli BL21 (DE3)was identified by SDS'PAGE and Western blot．Results：The prokaryotic recombinant plasmid 

pET28／E7 was successfully constructed．The BI 21 (DE3)transformed recombinant plasmid pET28／E7 had expressed HPV16 E7 

recombinant protein effectively．Conclusion：The construction of the prokmyotie recombinant plasmid pET28／E7 and the successful 

expression of the recombinant protein HPV I 6 E7 pave way for the profound research of the biological properties and the transformational 

mechanism of the HPV16 E7 protein on the specific cells． 
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喉癌是严重威胁人类生命健康的肿瘤之一 ，尤 

其是我国南方。这些地区平均死亡率为万分之七， 

男性发病率是女性的 10倍。近几十年来，科学工作 

者对喉癌发病人群的生活习惯、自然地理环境、遗 

传因素【 、微生物感 染等进行 了广泛 的调查 ，但是 

确切 的病 因至 今仍 未完 全 明 了。人乳 头瘤 病 毒 

(Human papillomavirus，HPV)与喉癌的关系 ，一直是 

病因学研究的热点。自首次从喉癌中发现 HPV以 
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来，人们进行了广泛深入的研究 ，并取得了一些共 

识。分子生物学实验表明，高危型 HPV中的两个重 

要早期基因 ．E6和 E7是两个主要的具有转化功能 

的病毒癌基因。它们除了整合人宿主DNA，长期存 

在于基 因组 ，干扰正常 DNA外 ，还通过其编码的蛋 

白，参与细胞转化及癌变过程。E6和 E7通过与细 

胞内重要蛋白的相互作用发挥致癌功能。E7蛋白主 

要通过与 Rb结合，使 Rb基因失活；E6主要与 P53 

结合，通过泛素依赖的途径使后者降解灭活。 

HPV16 E7蛋白可以在感染的细胞内稳定持续 

表达，并通过与抑癌蛋白RB结合 ，促进其降解，并 

使细胞进入 S期，引起细胞转化。研究表明，HPV16 

E7蛋白存在有效的T淋巴细胞和 B淋巴细胞抗原 

表位，机体感染 HPV16后可出现抗 HPV16 E7抗体 

和细胞毒性 T淋 巴细胞 (Cytotoxic lymphocyte，CTL) 
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反应 f，因此 ，HPV16 E7蛋白可能成为理想的治疗 

性疫苗。为研究 HPV16 E7蛋白的理化和生物学特 

性 ．本研究对 HPV16 E7蛋 白进行了原核表达和鉴 

定 ．为下一步实验打下了良好基础。 

1 材料与方法 

1．1 标本 

喉癌组织标本 DNA的提取按常规方法进行 (来源于重 

庆市第四人民医院手术切除标本)。 

1．2 试剂 

原核表达载体 pET28a(+)，大肠杆菌 JM109，大肠杆菌 

BI 21(DE3)为本室保存。 F4 DNA连接酶和限制性内切酶 

B口m I，日 dⅢ， I均使丹j Promega公司产品。引物合成 

由北京华大基因公司完成。硝酸纤维膜、鼠源性抗 HPV16 E7 

蛋白的多克隆抗体以及辣根过氧化物酶标记的羊抗鼠 lgG 

抗体购自Santa Cruz公司。 

1．3 引物设计及 合成 

引物：引用文献中的引物并通过周际互联网，在 Gen— 

bank中检索出已发表的HI v各型完整的基因组序列核对无 

误?引物分别针对 HPV的晚期区基因 HPV一16的E7基因详 

见表 1。所用引物均由_卜海申能博彩公司合成。 

1．4 实验方法 

1．4．1 HPV16E7基因扩增 所有 PCR均采用 25 】反应体 

系 ：10×PCR bufieI·(2．5 1)；25mmol／1 Mg (1．5 】)；l0mmol／L 

dNTP(0．5 1)；5 mol／L Primerl(1．0 ix1)；5 mol／1 Primer2 

(1．O 1)；TaqDNA polymerase(O．3 1)；TemplateDNA(2．0 】)； 

ddH O(16．2 1)。阳性对照为含HP、 ～l6全长的质粒，阴性对 

照不加模板。将上述各成分加入0．5mlPCR反应管中，离心 1Os 

甩下管壁上的残液，然后在 PCR扩增仪上进行如下反应：94~C 

预变性 2rain，94~C变性 30 S，52℃复性 40 S，72℃延伸 45 s，共 

39个循环后，72℃再延伸5nlin。20 lPCR产物于2．0％琼脂 

糖凝胶电泳，75 V，1 h后在紫外灯下观察结果并拍照。 

1．4．2 HPV16 E7原核表达质粒的构建与鉴定 对 PCR产 

物和 pET28a(+)质粒 DNA分别采用 BarnH I和 ，HindIll进行 

双酶切和琼脂糖凝胶电泳同收 目的片段，将 HPV16 E7基闪 

插入 pET28a(+)质粒，连接产物转化 JM109感受态细菌，挑 

取 Amp筛选的阳性克隆并采用 BamH I和 o I进行双酶 

切鉴定，最后将双酶切鉴定正确的质粒送J二海生_丁测序，分 

析克隆基 序列组成及其阅读框架的正确性。取构建完成的 

pET28／E7质粒转化 B1 21(DE3)感受态大肠杆菌并进行 

BamH I和 Xho I双酶切鉴定，得到含pET28／E7质粒的BL2l 

(DE3)HPV16 E7融合蛋白表达] 程菌于 50％甘油 、一70℃保 

存备用。 

1．4．3 HPVI6 E7融合蛋白的制备和纯化 取酶切鉴定正确 

的阳性克隆菌 20 l，加到含 50 g／ml Amp的2 ml LB中， 

37℃过夜培养。次 日以 1：50稀释，存 lo0 mI Amp+LB培养 

基中，37℃培养 2～4 h，当 0D I：0．6左右时，加入 IPTG至终 

浓度为 1 mmol／L，继续培养 4～6 h。5 000 r／rain，4℃离心，15 

rain；弃上清 ，并称量大肠杆菌沉淀的重量，加 2 mI裂解液重 

悬细菌，混匀，冰上放置 30rain 、加人Triton X一100，20 l，至 

终浓度 1％，冰浴 10 rain。冰上间歇超声裂解，至菌液不粘。 

15 000 r／rain，4℃离心 25 min，收集上清。将上清过 Glu— 

tathione SepharoseTM 4B亲和层析柱，按试剂盒提示步骤操 

作，收集洗脱液。取纯化的融合蛋白 10 l经 10％SDS—PAGE 

电泳鉴定条带位置是否正确。 

1．4．4 Western Blot 将重组菌诱导后提取蛋白，进行 10％ 

SDS—PAGE胶鉴定并转移到硝酸纤维素膜，用 5％脱脂奶粉 

4~C封闭过夜，加入 1：1000稀释的鼠抗人 HPV16E7抗体， 

37℃孵育 60 rain，再加入 1：1000稀释的 HRP标记的羊抗鼠 

抗体，37℃9呼育 60 rain，以二氨基联苯胺(DAB)显色。 

2 结 果 

2．1 HPV16 E7原核表达质粒的构建与鉴定 

PCR扩增后 ，得到约 100 bp的基 因片段 (图 1)。对 

pET28一E7重组质粒酶切鉴定得到了 100 bp左有的目标小 

片段和大约 5．4×10 bp左右的大片段 (图2 o将该质粒送 

公司测序，测序结果表明所构建的原核表达质粒不仅含有完 

整的 HPV16E7序列，而且阅读框架也正确无误。所克隆的 

HPV16E7基因与本实验引物设计所用的 HPV16E7基因序 

列完全相同，没有碱基突变。 

2．3 重组蛋 白的免疫印迹分析 

对 pET28／E7质粒表达得到的 HPV16 E7融合蛋白进行 

Western blot鉴定，结果表明该蛋白与对应抗体具有较好的结 

合能力，与空载体表达的TRX蛋白不能结合，DAB显色后在 

相对分子质量大约 3．6×103Da位置有清晰的目标条带(图4)。 

3 讨 论 

HPV与人类肿瘤的发生密切相关 ，现 已确定高危型 

HPV(如HPV一16、18)是人类宫颁癌发生的必要因素。大量 

研究还提示 HPV感染是喉癌发生的危险因素。流行病学的 

证据 、动物实验及体外细胞的结果均确立 了HPV作为重要 

的肿瘤病毒的致癌活性。分子机制的研究表明E6、E7蛋白 

是 HPV两个主要参与细胞恶性转化的蛋白。用高危型 HPV 

的 E6、E7基因可以使原代培养上皮细胞发生转化 ，而低危 

表 1 HPV16E7及 [3-actin引物序列及扩增长度 

注：B—aelin作为内部参照 




