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重庆地区鼻咽癌患者血浆EB病毒 LMP1基因检测及 N端 

XhoI酶切位点变异分析 

杨玉成，王神琴，钱 迪，何 芸，洪苏玲 

(重庆医科大学附属第一医院耳鼻咽喉科 ，重庆 400016) 

【摘 要】目的：研究重庆地区鼻咽癌和非鼻咽癌患者血浆Epstein—Barr病毒(EBV)潜伏膜蛋白l(LMP1)基因存在情况及N端 

XhoI酶切位点变异状况 ，探讨其在鼻咽癌发生中所起的作用。方法：收集重庆籍鼻咽癌患者外周血 48例 ，非鼻咽癌患者外周血 

4o例，提取DNA后，用聚合酶链反应技术(PCR)特异性地扩增 LMP1基因的N端区，PCR产物经 XhoI酶切后用 8％聚丙烯酰 

胺凝胶(PAGE)电泳分离分析，用双脱氧终止法对部分 PCR产物进行测序，用 DNAssist软件对序列进行碱基缺失变异分析。结 

果：48例鼻咽癌外周血中，全部扩增出267bp的特异性LMP1基因条带，阳性率为 100％。40例非鼻咽癌者外周血中，38例扩增 

出特异性条带 ，阳性率为 95％。与 B95—8原型 LMP1比较 ，全部 PCR产物酶切电泳分析、测序及软件序列分析未发现一例存在 

XhoI酶切位点缺失变异。结论：我国重庆地区鼻咽癌和非鼻咽癌患者血浆携带的EB病毒 LMP1基因 XhoI酶切位点无缺失变 

异；LMP1基因 N端 XhoI酶切位点缺失变异与鼻咽癌发病的确切关系还需进一步研究。 

【关键词】Epstein—Ban"病毒；潜伏膜蛋白l；鼻咽癌；基因突变 

【中国图书分类法分类号】R373．9；R739．63 【文献标识码】A 【收稿日期】2006一l1一O3 

Analysis of Epstein-Barr virus LMP1 gene Xhol-site mutation in plasma 

of patients with nasophawngeal carcinoma in Chongqing of China 

YANG Yucheng，et 

(Department of Otolaryngology，the First Affiliated Hospital，Chongqing Medical University) 

【Abstract]Objective：To detect and analyze the Epstein-Barr virus LMP1 gene XhoI—site mutation in plasma of patients with 

nasopharyngeal carcinoma(NPC)in Chongqing of China．Methods：DNA extraction and PCR amplification Was used in plasma of 

48 NPC patients an d 40 control non-NPC cases from Chongqing of China．All the PCR production waB digested by enzyme 

XhoI，then segregated in 8％ PAGE．XhoI-site mutation Was analyzed by sequencing and comparing with B95—8 cel1
． Results： 

The LMP1 Was amplified and digested successfully from 48 of 48 NPC cases(100％ )and from 38 of 40 non—NPC cases 

(95％ )，but none of LMP1 Xhol—site mutation Was found．Sequencing Was performed on 4 LMP1 genes from NPC cabes and 5 

LMP1 genes from non—NPC cases，they showed the presence of the XhoI—site．Conclusions：XhoI—site in EBV LMP1 gene N 

terminus has no mutation in plasma of NPC or non-NPC cases in Chongqing of China．Th e precise relationship of XhoI——site 

mutation and NPC pathogenesis need further investigation． 
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鼻咽癌(Nasopharyngeal carcinoma，NPC)是我 

国常见的十大恶性肿瘤之一，其发病除与遗传因 

素、环境因素有关外，国内外一系列研究表明 EBV 

(Epstein—Barr Virus，EBV)在鼻咽癌的发生发展中 

起重要作用【”。EBV遍布全世界，而鼻咽癌的发病率 
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有很强的地域及人种倾向，提示 EBV地域相关多态 

性及病毒变异可能与鼻咽癌的发病有关闭。目前EBV 

缺失变异研究较多的是 LMP1基因、EBNA1基 因 

等。 

LMPI基因是众多 EBV编码基因中被明确证明 

唯一能够将体外培养的人和啮齿类动物细胞转化 

成肿瘤细胞系的致瘤基因，而被列为癌基因131。LMP1 

蛋白的N一末端区与 C一末端区是 LMP1的主要功能 

区域，具有转化和信号转导功能。研究表明，LMP1 
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基因在不同地区存在序列差异 ，大多集中在 N端 

XhoI酶切位点的变异及 C端 30bp的缺失。LMP1 

N端 XhoI酶切位点的丢失可能是导致华南地区鼻 

咽癌高发的原因之一 。然而，对于重庆这一鼻咽癌 

较高发区的人群 EBV—LMP1基因携带及变异情况 

尚未见报道。本文旨在研究重庆地区鼻咽癌和非鼻 

咽癌病人血液携带的 EBV—LMP1基因流行状况及 

N端 XhoI酶切位点的变异情况 ，为进一步探讨 

LMP1 N端 XhoI酶切位点的变异与鼻咽癌发病的 

相关性提供实验依据。 

1 材料与方法 

1．1 材料与试剂 

1．1．1病例及标本 绒猴淋巴细胞系 B95—8细胞由中山大学 

肿瘤研究所惠赠；48例鼻咽癌和40例非鼻咽癌患者来 自重 

庆医科大学附属第一医院耳鼻咽喉科门诊及住院病例 ，全为 

首诊重庆籍患者。其中男性 53例，女性 35例 ，年龄 18～68 

岁，平均年龄(46+14)岁。非鼻咽癌患者为来本科就诊的鼻息 

肉、鼻窦炎、突聋、咽喉炎等患者及健康体检者，免疫酶法检 

测均为 EB病毒携带者。每例取外周抗凝全血 2～3ml，离心 

1000r／minx3min．取血浆 0．5～1．Oml，1．5mlEP管，-40℃冻存。 

1．1．2主要试剂 Ex Taq酶 、限制性内切酶 xhoI、DL2，000 

DNA Marker、DNA胶回收试剂盒均购自TAKARA (大连)公 

司。质粒提取试剂盒 、Cycle-pure kit购 自OMEGA公司。DNA 

抽提试剂盒购 自北京天为时代公司，酚／氯仿购 自北方同正 

生物有限公司，引物合成由上海英骏生物工程公司完成 ， 

DNA测序由重庆医科大学感染性疾病分子生物学教育部重 

点实验室测序部完成。 

1．1．3主要仪器 聚合酶连反应(PCR)扩增仪(PE—Cetus公 

司，美国)，Gel Doc100凝胶成像仪(BIO—RAD公司，美国)， 

全波长分光光度计(BIO—RAD公司，美国)，基因测序仪 3100 

型(ABI公司，美国)。 

1．2 实验 方法 

1．2．1细胞培养及 DNA抽提 B95—8细胞用含 10％dx牛血清 

的 RMPI 1640培养基培养，置于 37~C、5％CO，的饱和水汽二 

氧化碳培养箱。72h后收集细胞，参照 DNA抽提试剂盒说明 

提取基因组 DNA。鼻咽癌和非鼻咽癌病人外周血每例取血 

浆0．5ml，参照《分子克隆》第二、三版用酚／氯仿提取DNA。 

1．2．2引物设计及 PCR扩增 依据 EB病毒 B95—8基因组序 

列(GenBank登陆号为 NC001345或 V01555)，用 Primer5软 

件设计上下游引物如下： 

P1：5’一CATCAGTAGGAGTATACAAAG一3’(169208nt 

169228nt)； 

P2：5’一ATGGAACACGACCTrG--3’(169474nt-169459nt)。 

特异性地扩增 LMP1基因 N端外显子 A包含 xhoI酶切位 

点的区域，扩增片段为 267bp。PCR反应体系中含模板 DNA 

0．5～5trl，10xPCR 缓冲液 2．5trl，MgC12(25mmol／L)2trl，d NTP 

(各 2．5mmoI／L)2trl，10trmol的上下游引物各 1．OpJ，Ex Taq 

酶(5U／tr1)0．15 l，加灭菌纯水至 25td。反应条件为：94~C预变 

性 5min，94℃变性 50s，55％退火 30s，72％延伸 30s，反应 35 

个循环，72~C再延伸 8min。对于初次未扩增出特异条带的样 

本，可增加模板量重复 PCR扩增 2～3次。PCR产物在 1％的 

琼脂糖凝胶电泳分离鉴定。阳性对照为 B95—8细胞 DNA，阴 

性对照用无菌去离子水代替模板。 

1．2-3 PCR扩增片段 XhoI酶切分析 将鼻咽癌和非鼻咽癌 

的 LMP1基因 PCR 扩增产物及 B95—8细胞扩增产物各 5～ 

10td用 XhoI酶切 ，酶切反应体系为：10xbuffer H 2td，XhoI 

1trl，加灭菌纯水至 20td，37~C水浴酶切 2h，加入核酸上样 

bu r终止。酶切产物用 8％的 PAGE胶电泳分离鉴定。 

1．2．4序列测定及分析 分别取鼻咽癌患者和非鼻咽癌对照 

者(有无 XhoI酶切位点变异各占2～3例 )PCR纯化产物进行 

LMP1双脱氧终止法测序，测序引物为P1。测序结果与 B95—8 

细胞来源的原型 LMP1序列用 DNAMAN5．2软件和 DNAs— 

sist1．02软件进行对比分析 ，了解 LMPl N端有无 XhoI酶切 

位点变异。阳性对照为 B95—8细胞的PCR扩增片段。 

1．2．5统计学分析 鼻咽癌和非鼻咽癌两组病人 LMP1基因 

的缺失变异情况用 xz进行检验分析。 

2 结 果 

2．1 LMP1基 因的 PCR扩增结果 

以B95—8细胞为阳性对照，经 PCR 扩增得到 

267pb大小的 DNA条带。48例鼻咽癌标本中全部 

扩增出阳性条带，阳性率为 100％。40例非鼻咽癌标 

本中，38例扩增出阳性条带，阳性率为 95％。琼脂糖 

凝胶电泳结果如图 1。 

2．2 LMP1基 因 N端 XhoI酶切结果 

48例鼻咽癌患者和 38例非鼻咽癌对照者 

LMP1 N端 PCR产物进行 XhoI酶切后经 8％PAGE 

胶电泳分离电泳如图 2。结果用 Gene Tool软件初 

步分析，与 B95—8细胞阳性条带比较，发现全部 

267bp的条带 ，均能被 XhoI酶切 ，产生大小约 

220bp和 47bp的条带，表明全部存在 xhoI酶切位 

点，未见 XhoI酶切位点缺失变异。 

2．3 测序及序列分析结果 

双脱氧终止法测序结果与 B95—8细胞来源的 

原 型 LMP1序 列 用 DNAMAN5．2软 件 和 DNAs— 

sist1．02软件进行对比分析比较，4例鼻咽癌和 5例 

非鼻咽癌的 PCR扩增产物测序结果如图 3，显示 

LMP1基因N端均无XhoI酶切位点丢失变异。 
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因此克隆人 MCS的基因和 EGFP能分别同时表达， 

而产生非融合蛋白，而彼此不影响各 自的蛋白功能 

的表达罔。根据荧光显微镜下绿色荧光的存在可确 

定目的基因得到表达。另外，在 EGFP基因的下游存 

在 SV多聚腺苷酸加尾信号指导双顺反子 mRNA3’ 

端的加工，能有效提高目的基因的表达。 

本实验利用基因克隆技术构建了含增强型绿 

色荧光 蛋 白与 HGF的真核 表达质 粒 pIRES2一 

EGFP／HGF，然后利用脂质体法导人真核细胞后蛋 

白水平获得高效表达，证明 HGF真核表达载体构建 

成功，可为肝纤维化等疾病的基因治疗的相关研究 

奠定了很好的实验基础。 

(致谢：感谢军事医学科学院吴祖泽院士提供 pcD— 

NA3．O--HGF质粒 ，才使本实验得以顺利完成。) 

(通讯作者：王志刚，重庆医科大学超声影像学研究所， 

教授，博士生导师。E—mail：wzg62942443@163-c0m) 
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支持 XhoI—loss LMP1的 EBV选择性地感染鼻咽癌 

病人。本研究发现，我国重庆地区鼻咽癌患者及非 

鼻咽癌人群外周血携带的 EB病毒为 wt—Xh。I 

LMP1，与我国广东地区健康携带者外周血携带的 

EB病毒 LMP1基因相似【8】。因此 ，我们初步推测 

XhoI—loss LMP1的 EB病毒并没有选择性地感染鼻 

咽癌病人，LMP1基因 N端区 Xho I酶切位点的缺 

失突变，可能是在鼻咽癌的发生发展过程中产生 

的，而不是先有缺失突变，再选择性地感染鼻咽癌 

病人。至于重庆地区人群 EBV—LMP1基因的缺失变 

异情况有待于扩大样本进一步研究 ，同时鼻咽癌组 

织中 LMP1一LMP1基因 N端 XhoI酶切位点缺失变 

异情况及其与鼻咽癌发病的确切关系还需进一步 

研究 。 

(致谢：本研究在重庆医科大学感染性疾病分子生物学 

教育部重点实验室完成，感谢各位老师无私的指导和帮助!) 
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