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人乳头瘤病毒 16 E7(HPV16E7)逆转录病毒载体的构建

何清义 ,李起鸿　　(第三军医大学附属西南医院骨科 , 重庆 400038)

　　提　要:目的　构建人乳头瘤病毒 16 型 E7 基因片段(HPV16E7)的逆转录病毒载体。方法　PCR扩增 HPV16cDNA 全长的 E7

片段 ,并用酶切 、连接等方法将 HPV16E7 亚克隆到逆转录病毒载体 pLXSN 上 , 然后再用酶切 、测序进行鉴定。 通过 Genbank 的数据

库分析软件对HPV16E7 进行同源性分析。结果　经酶切分析 、测序证明 , 从 HPV16 cDNA克隆的 300 bp 的 HPV16E7 与逆转录病毒

载体发生了基因重组 ,HPV16E7 基因片段与数据库中的原 HPV16 cDNA的 E7 有高度的同源性。结论　构建了含HPV16E7 的逆转录

病毒载体 ,为人关节软骨细胞的基因转染打下了基础。
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Construction of retroviral vector encoding for human papillomavirus type 16 E7 protein

(HPV16E7)
HE Qing-yi , LI Qi-hong (Department of Orthopedics , Southwest Hospital , Third Military Medical University , Chongqing 400038 , China)

　　Abstract:Objective　To construct a retroviral vector of human papillomavirus type 16 E7(HPV16E7).Methods　The E7 fragment of HPV16

cDNA was amplified with PCR and inserted into the retroviral vector pLXSN with endonuclease digestion and ligation methods , then the recombinant

vector was determined with enzyme digestion and sequencing.The homologous features between the obtained HPV16E7 sequence and original HPV16

cDNA E7 fragment was analyzed with the Genbank data analysis software.Results　The 300 bp fragment of HPV16E7 cloned from HPV16 cDNA

was transferred into the genome of retroviral vector in success.The obtained HPV16E7 showed highly homology with the original HPV16 cDNA in

Genbank.Conclusion　Successfully constructed retroviral vector encoding for HPV16E7 establishes important basis for gene transfection of human

articular chondrocytes.
　　Key words:HPV16E7;retroviral vector;construction

　　软骨由软骨细胞 、胞外基质(胶原纤维 、蛋白多糖)
及水组成 ,其中后二者所占比例较大 ,软骨细胞数量较
少 ,因此从软骨中获得软骨细胞来源有限[ 1] ;并且软骨
细胞增殖能力低 ,代谢缓慢 ,体外培养对密度高度依
赖 ,且为有限增殖 ,传代到第 5代左右 ,细胞出现老化
现象 ,使传代难以为继 。特别是软骨细胞在体外长期
培养有去分化的趋势 ,表型(特别是 Ⅱ型胶原)难以保
持[ 2] 。上述问题均为软骨细胞库建立及软骨组织工程
必须解决的难题 。众多学者一直试图建立一种能够长
期培养 ,表型稳定的永生化软骨细胞。通过基因改造
可使细胞的增殖能力大大提高并可建立永生化细胞系

(Immortalized cell line)。本研究构建了含 HPV16E7的

逆转录病毒载体 pLXSN-HPV16E7 , 为进一步研究软骨
细胞的基因转染 ,软骨细胞的增殖与分化 、软骨细胞与
生物材料的复合以及体内成软骨能力等打下了基础。

1　材料与方法

1.1　材料
　　含 HPV16cDNA 全长的质粒由美国 Dr.Chow(University of
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Arabama , Department of Biochemistry and Molecular Genetics)惠赠 ,

逆转录病毒载体 pLXSN 购自 Clontech 公司 , PCR产物纯化试剂

盒 、胶回收试剂盒 、质粒提取回收试剂盒购自上海华舜生物工

程公司 , EcoR I、XhoI 等核酸内切酶购自 NewEngland Lab , Taq 酶 、

DNA连接酶购自 Roche 公司。

1.2　方法
1.2.1　含 HPV16E7 逆转录病毒载体的构建

1.2.1.1　利用 PCR扩增HPV16E7 片段　　根据 Seedorf等人克

隆的 HPV16 全长设计 HPV16E7片段的引物并设计两个酶切位

点 ,由上海 Sangon 公司合成该引物。

　　上游引物 P1:5′-GGC GAATTC ATGCATGGAGAT-3′
　　　　　　　　　　　EcoRI

　　下游引物 P2:5′-GGC CTCGAG ATGGTTTCTGAG-3′

　　　　　　　　　　　XhoI

　　其中上游引物含酶切位点 EcoRI , 下游引物含酶切位点

XhoI。以 HPV16cDNA 全长为模板 , 反应体系为 100 μl :模板

DNA 0.5 μg , dNTP(10 mmol/L)2 μl ,引物各 20 pmol/ L , Taq 酶 4

U。扩增条件为:94 ℃预变性 7 min , 先扩增 10 个循环(94 ℃变

性40 s , 45 ℃退火 1 min , 72 ℃延伸 1 min), 然后再进行 20个循

环(94 ℃变性 30 s , 60 ℃退火 1 min , 72 ℃延伸 1 min 30 s), 最后
72 ℃延伸 10 min。 P1 和 P2 扩增的目的片段长 300 bp , 为

HPV16E7片段的全长。

1.2.1.2　酶切及连接反应　　PCR产物的纯化用上海华舜生

物工程公司 PCR产物纯化试剂盒纯化 , 操作按说明书进行 , 产

物纯化后(0.15 μg/μl)用相应的限制性内切酶 EcoRI和 XhoI 分

别酶切HPV16E7 的 PCR产物及逆转录病毒载体 pLXSN , 酶切体
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系为 100μl:其中 PCR纯化产物或逆转录病毒载体 pLXSN 60

μl , 限制性内切酶 EcoRI、XhoI各 5 μl , 酶切缓冲液 10 μl ,去离子
水20μl。37 ℃酶切 3 h。0.8%的琼脂糖分离酶切产物 ,胶回收

试剂盒回收载体和片段 ,将载体及片段按摩尔比>1∶3 T4 连接

酶连接过夜 ,连接体系 10μl∶逆转录病毒载体 pLXSN 1 μl , T4 连

接酶 1μl ,连接缓冲液 1 μl ,HPV16E7 片段 7μl。
1.2.1.3　连接产物转入感受态菌及重组质粒的酶切 、测序鉴

定　　连接混合物转化感受态大肠杆菌 XL1-blue , 取 6 μl连接

产物加入200 μl的感受态XL1-blue菌液中 , 冰浴30 min , 42 ℃热

休克3 min , 再冰浴 5 min , 37 ℃置放 5 min ,加入 800 μl LB 培养

基中 200 r/ min 振荡过夜 ,取 100μl涂布于预制的 LB 培养基(含

氨苄青霉素 100μg/ml , IPTG 0.4 μmol/L , X-gal 20 mg/ml , 40μl),
37℃温育过夜。

1.2.1.4　质粒提取　　挑取独立的白菌斑置于 3 ml的 LB 培

养基 , 200 r/min振荡过夜 , 质粒提取回收试剂盒提取质粒。

1.3　重组载体的鉴定
1.3.1　　PCR鉴定　　方法同 1.2.1.1。
1.3.2　酶切鉴定　　酶切体系为 20μl , 其中重组质粒 8 μl , 相

应的限制性内切酶各 1μl ,酶切缓冲液 2 μl , 去离子水 8 μl。 方
法同 1.2.1.2。

1.3.3　测序　　用 T7 和 SP6启动子引物 ,采用 ABI377 全自动

测序仪(上海 Sangon)进行测序。

2　结果

2.1　PCR扩增结果
　　采用上述反应条件扩增的目的片段位于 250 bp 与 500 bp

之间 ,与引物设计时需扩增的 300 bp片段一致。

2.2　重组载体的 PCR 、酶切鉴定
　　以重组质粒为模板 ,用前述设计的引物 , 分别 PCR扩增 , 能

够扩增出 300 bp 相应大小的片段。以相应的限制性内切酶分
别酶切相应的重组质粒 ,能从重组质粒上切下约 300 bp 大小的

片段 ,见图 1。

1 , 2:Double enzyme cleavage;3:Negative control;M:GeneRulerTM

1 kb DNA marker (from down to up 250 , 500 , 750 , 1 000 , 1 500

bp);5-8:Result s of PCR analysis

图 1　重组逆转录质粒载体 pLXSN-HPV16E7的限制性

酶切及 PCR分析

Fig 1　Restriction endonuclease analysis and PCR of recombinant

retroviral vector pLXSN-HPV16E7

2.3　上海 Sangon的测序报告及同源性分析结果

　　测序结果如下:

atgcatggagatacacctacattgcatgaatatatgttagatttgcaaccagagacaactgatctctactgtt

atgagcaattaaatgacagctcagaggaggaggatgaaatagatggtccagctggacaagcagaaccg

gacagagcccattacaatattgtaacctttgttgcaaagtgtgactctacgcttcggttgtgcgtacaaagc

acacacgtagacattggtactttggaagacctgttaatgggcacactaggaattgtgtgccccatctgttct

cagaaaccataa

　　通过网址:www.ncbi.nlm.nih.gov 进入 Pubmedline 的 Gen-
bank DNA序列数据库 ,调取人的乳头瘤病毒 16 型(HPV16)cD-
NA 的全长 , 并进一步读取 E7的 cDNA碱基序列 ,然后通过与扩
增片段的测序结果进行同源性比较 , 二者之间完全相同 , 说明
扩增 、亚克隆的 HPV16E7DNA 与 Genbank 的 HPV16E7 具有高度

同源性。

3　讨论

　　因骨关节炎引起的关节软骨破坏或其他原因所致
的软骨缺损 ,软骨自身很难再生修复 ,用异体软骨移
植 、假体替代和自身软骨细胞移植由于各种原因效果
亦不甚理想[ 3] 。而组织工程化软骨现已逐渐被认为是
一种有希望的治疗全层软骨缺损的手段 。而软骨细胞
作为软骨组织工程的种子细胞在体外培养中经过 5 ～
6代就会逐渐老化甚至凋亡并丧失分泌基质的功能 ,
因而难以从少量的软骨组织中分离获得大量的软骨细

胞 ,成为制约软骨组织工程的“瓶颈”之一[ 4 ] 。因此 ,
防止软骨细胞老化以及维持软骨细胞的功能是软骨组

织工程需要解决的关键问题。
　　利用基因改造技术能使体外增殖能力有限的正常
细胞在体外长期培养甚至发生“永生化”(Immortaliza-
tion)转化。目前 ,采用较多的是把原癌基因转入靶细
胞 ,使靶细胞获得持续增殖的能力 ,这些原癌基因包括
猿猴病毒 40 大 T 抗原(Simian virus 40 large T antigen ,
SV40LTAg ), HPV16E7 和/或 E6 , 腺病毒 E1A/E1B

等[ 5～ 7] ,其中利用HPV16E7和/或 E6已使包括肺动脉

内皮细胞 、胸主动脉平滑肌细胞 、支气管上皮细胞 、唾
液腺细胞及成纤维细胞永生化[ 8 ] 。
　　基因或基因片段在转入靶细胞之前 ,必须要选择
一个合适的表达载体(Vector),载体是携带目的基因并
将其转移至靶细胞内复制和表达的运载工具 ,载体的
选择是基因转染的关键之一。逆转录病毒载体是目前
临床基因治疗中使用最多的一类载体 ,我们选用的
pLXSN属改良的逆转录病毒载体 ,来源于 Molloney 小
鼠白血病毒(Mollloney murine leukemia virus)具有极高
的转染效率(理论上对有丝分裂期的细胞转染率可达
100%),不但能将目的基因与靶细胞基因组整合 ,并且
可使目的基因长久表达[ 9] 。该载体与人类逆转录病毒
并无同源性结构从而减少了与人体内自身的病毒发生

同源重组的机率;该载体的基因结构简单便于进行分
子操作;重组的逆转录病毒载体并不表达病毒蛋白 ,故
应用于人体是安全有效的[ 9] 。但逆转录病毒载体只能
转染分裂细胞(Dividing cell)而对非分裂细胞的转染效
率就很低[ 9] 。
　　HPV16E7 基因片段编码的产物 E7 蛋白就如

SV40LTAg 及腺病毒 E1A/E1B一样都能够与视网膜母细
胞瘤基因的产物(product of retinoblastoma gene , pRb)结
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合 ,使 pRb-E2F 复合物解体 , 活性 E2F 释放出来[ 10] 。
E2F是一种重要的转录因子 ,能使与DNA合成有关的酶
基因(如DNA合成酶 ,DNA连接酶等)获得表达;E2F也

可与一些基因启动子结合 ,促使与细胞生长有关的一些
基因(如C-myc , B-myb , cdc2 , 胸苷激酶基因等)表达 。
上述活动启动了DNA复制 ,细胞周期突破 G1/S期关卡
(Check point),由G1 期进入 S期 ,靶细胞的细胞周期因

而不断循环下去并使细胞处于持续增殖的状态[11 ,12] 。
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2.3　出院后健康教育需求 ,见表 4 、5

表 4　出院后健康教育需求程度

强烈需要 一般需要 不需要
项目

例数 % 例数 % 例数 %

休息与活动 74 37.0 88 44.0 38 19.0
饮食指导 101 50.5 62 31.0 37 18.5

复诊指导 81 40.5 65 32.5 54 27.0

卫生保健指导 70 35.0 79 39.5 51 25.5
咨询方式的指导 52 26.0 79 39.5 69 34.5

表 5　出院后健康教育咨询方式的选择

方式 例数 %

电话咨询 165 82.5
自己返院咨询 47 23.5

医护人员上门服务 35 17.5

书信咨询 66 33.0

　3　讨论

　　在这次调查中我们发现 ,病员对健康教育的需求贯穿从入
院到出院的全过程 , 在这个过程中患者不仅对自己的病情 、治
疗 、手术提出强烈需求了解 , 对疾病的病因 、饮食 、用药 、预防 、
保健 、康复也同样需要了解;与医护人员交流 、咨询是患者及家
属常用的办法。患者在手术期对自己的病情和手术的安全性
及效果提出强烈需要了解 ,同时对术前术后的各项内容都需要
了解。所以手术前后的健康教育是紧密联系的。 术后患者由
于手术的影响 ,不可能直接参与到健康教育的教与学中 , 所以
健康教育工作的重点应放在术前。术前健康教育不仅包括术
前药物 、饮食 、休息 、活动 、睡眠 、心理知识上 ,还包括术后指导
病员进行行为训练 ,例如深呼吸 、有效咳嗽 、体位 、体语 、肢体功
能训练。尤其注意的是术前 、术后的活动 、休息指导是不同的。
术前活动休息是为了保证经历手术的体力;术后患者由于麻
醉 、疼痛 、各种引流管道等原因 ,使术后的活动时间具有由短到

长;活动强度具有由卧床到床上翻身 、起坐 、床旁坐立 、行走 、离
床活动的由弱到强的一个循序渐进的特点。要求护理人员采
用讲解 、演示或病员现身说法等适当的教学方法 , 耐心细致地
解释早日下床活动的好处 ,克服患者依赖 、惧疼 , 甚至是懒惰的
心理 , 尽快恢复健康 , 减少术后并发症。大量资料表明。心理
因素对疾病的发生 、发展 、转归及愈后有着密切的联系。患者
手术前的心理活动是非常复杂的 ,有恐惧 、焦虑 、紧张 、担忧 、预
感性悲哀等 ,这就使患者的心理健康教育显得尤为重要 , 也是
患者健康教育的薄弱环节。但是在这次调查中发现 , 患者对心
理方面的需求不是很强烈 , 有相当一部份病员根本就不需要。
究其原因有三:①病员的整体文化素质较低 , 还没有充分认识
到心理因素对疾病 、健康 、生活的影响 , 以及心理护理的重要
性;②病员思想上的顾虑也是一个原因 , 他们不愿意如实反应
自己的心理感受 , 使我们不能及时发现心理问题;③从医护人
员本身来说不能正确掌握心理护理的手段和方法 、沟通的技
巧 、语言和态度 , 也是难以进行心理教育的原因之一。医护人
员在患者手术前后应多与病人及家属交谈 , 正确的运用倾听 、
沉默 、诱导 、转移等沟通方法 , 用和蔼的语言和态度 , 关心安慰
病人及家属 ,让其说出内心的真实感受 , 挖掘出患者更多的心
理问题 , 做出针对性的心理疏导 , 使患者以良好的心态迎接手

术。正确的健康教育有利于病人的心身健康。
　　综上所述:肝胆外科手术病人的健康教育具有计划性 、阶
段性 、针对性的特点。做好病人的健康教育 , 使其在身心两方
面对手术具备良好的应对能力;同时也使患者及家属认识到健
康教育的重要性 ,积极主动的配合和参与到健康教育的教与学
中 ,不仅提高了医护人员的工作质量 , 更是减少术前术后并发
症的发生。
　　关键词:肝胆手术患者;健康教育
　　中图法分类号:R195.1　　　文献标识码:B

参考文献:

[ 1] 黄津芳 ,刘玉莹 ,杨春梅, 等.外科患者健康教育需求特点及施教对

策[ J] .中华护理杂志 ,1999 , 34(5):270.

(编辑　薛国文)

539第 5期　　　　　　　　　　何清义 ,等.人乳头瘤病毒 16 E7(HPV16E7)逆转录病毒载体的构建　　　　　　　　　　　　


