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摘　要:【目的】扩增 Epstein-Barr 病毒(EBV)DNA多聚酶基因 , 构建高效表达载体。【方法】根据 EBV 全基因序列 , 在

EBV DNA 多聚酶基因的 3′、5′端设计一对附加 EcoRⅠ和 HindⅢ酶切位点的特异性引物 ,以 B95-8细胞 DNA 为模板 ,采用改良

PCR方法扩增出 EBV DNA 多聚酶基因(3 044 bp)。用 EcoRⅠ和 HindⅢ酶切该基因片断并克隆至表达载体 pMAL-p2 , 采用

蓝白斑试验筛选阳性菌落。 EcoRⅠ和 Hin dⅢ酶切分析 、鉴定重组体 pEBP。【结果】通过电泳鉴定 , PCR产物为 3 044 bp , 与

EBV DNA 多聚酶基因大小一致。经蓝白斑试验及限制性 DNA 内切酶分析 , 成功地筛选到 EBV DNA 多聚酶基因重组表达质

粒pEBP。【结论】本实验成功地扩增出完整 EBV DNA 多聚酶基因 ,并构建了高效表达重组体 , 为进一步在体外表达 、制备

EBV DNA 多聚酶蛋白奠定了基础。
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Abstract:【Objective】To construct an efficient expression vector of the Epstein-Barr vi rus DNA polymerase

gene.【Methods】Using B95-8 cell DNA as template , the EBV DNA ploymerase gene w as amplified by modified

PCR with a pair of specific primers w hich contain the restrictive sites of EcoRⅠ and Hin d Ⅲ.The amplified

fragment of EBV DNA polymerase gene w as digested wi th EcoRⅠ and HindⅢ , and then cloned into plasmid

pMAL-p2.E .Coli TB1 was used as host cells for transformation.The positive recombinant clones w ere screened

by blue-whi te test.The recombinant plasmids w ere identif ied by rest riction endonuclease enzyme analysis.【Re-

sults】The agarose gel elect rophoresis show ed that the amplified f ragments w ere the same size of 3 044 bp as the

entire EBV DNA polymerase gene.The recombinant plasmid pEBP containing EBV polymerase gene was suc-

cessfully selected.【Conclusion】The modified double enzyme PCR method conducts to amplify a big f ragment

DNA.The establishment of the recombinant eff icient expression vecto r carrying EBV DNA polymerase gene has

provided a base for producing EBV DNA polymerase pro tein in vit ro.
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　　自 Old[ 1]等于 1966年首先从鼻咽癌患者血清

中检测到 Epstein-Barr 病毒(EBV)抗体以来 ,大量

研究表明 EBV 与鼻咽癌的发生 、发展密切相关。

EBV基因和各种血清学检查[ 2 ,3]为鼻咽癌的早期

诊断与监测提供了重要手段。但由于目前 EB 病

毒各种血清学检查都存在不同程度的假阳性和假
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阴性 ,不能满足临床需要 。作者拟用分子生物学和

免疫学技术建立一种更敏感和特异的鼻咽癌早期

诊断方法 。这是一系列研究 ,现将 EBV DNA 多聚

酶基因的扩增和高效表达载体的构建及鉴定报告

如下 。

1　材料与方法

1.1　材料与试剂

1.1.1　细胞 、质粒 、菌株　B95-8细胞株系湖南医科

大学肿瘤研究所提供 , TB1 菌株 、表达质粒 pMAL-

p2为美国 Biolabs公司产品。

1.1.2　试　剂　P fu 和 rT th DNA聚合酶为美国

Clontech公司产品。dN TP 、EcoR Ⅰ 、Hind Ⅲ内切

酶 、T4DNA连接酶等为美国 Promega公司产品 ,回

收 、纯化试剂盒为 BIO-RAD公司产品。

1.2　实验方法

1.2.1　PCR引物的设计与合成　根据 EBV 全基

因序列[ 4]设计一对引物 ,在计算机上检测其特异性

良好。引物Ⅰ:5′-GTTGAATTC ATG TCTGGGGGG-

AC-TCTTC-3′(下划横线为 EcoRⅠ酶切位点);引物Ⅱ:

5′-TCTAAGCTTCCCTCACTTTGGGTCTTAG-3′(下

划横线为 Hin dⅢ酶切位点),由上海生物工程公司

合成 。

1.2.2　目的基因的获得及鉴定　①从 B95-8细胞中

抽提模板 DNA
[ 5]
;取 B95-8细胞 1×10

6
个 ,加入 400

μL裂解液(含蛋白酶 K)56 ℃过夜 ,酚-氯仿抽提 ,

用pH 7.6的 TE缓冲液悬浮DNA ,取 2μL 作PCR

反应模板。 ②PCR 扩增 EBV DNA 多聚酶基

因
[ 6 ,7]

:应用扩增长片段 DNA 的PCR方法 ,加 Pfu

和 rT th 两种 DNA 聚合酶 ,反应总体积 30 μL ,包

括模板 DNA 2 μL , 引物 Ⅰ 、Ⅱ各 0.3 μmol/L ,

dNTPs 20μmol/L , pf u和 r Tth 各 1.5 U 。离心混

匀后加液态石蜡 100 μL ,按下列温度和时间开始

循环:93 ℃,30 s;55 ℃,100 s;72 ℃,120 s;35个循

环 ,从第 10个循环开始每个循环延伸时间逐次延

长 5 s ,最后 72 ℃延伸 10 min。③扩增片段的回收

纯化:采用 BIO-RAD公司DNA回收纯化试剂盒回

收 、纯化目的基因片段 ,琼脂糖凝胶电泳鉴定 。

1.2.3　EBV DNA 多聚酶基因重组表达载体构

建[ 8 ,9] 　①用 EcoR Ⅰ和 Hind Ⅲ分别双酶切 PCR

产物和载体 pMAL-p2。 ②将酶切后的酶基因片段

和载体混合 ,加入 T 4 DNA连接酶 ,16 ℃水浴过夜。

③重组体转化大肠杆菌 TB1 ,取钙化菌 100 μL ,加

重组体 10μL ,常规操作 。再取转化菌 10 μL 涂布

于表面涂有X-gal和 IPTG 的琼脂糖平板(含Amp)

上 ,37 ℃过夜培养 。

2　结　果

2.1　EB病毒 DNA多聚酶基因片段的获得

PCR扩增产物电泳(图1)后回收得到 3 044 bp

目的基因片段。

2.2　重组体的鉴定

挑取白色菌落扩增培养 ,抽提质粒 DNA ,电泳

时重组粒较空白质粒(6 721 bp)明显泳行缓慢。进

一步酶切鉴定 ,用 EcoRⅠ消化重组质粒 ,电泳显示

其与理论值 9 765 bp相符 ,再用 EcoRⅠ和 Hin dⅢ

双酶切重组质粒 ,电泳结果示重组质粒被酶切为两

图 1　EBV DNA多聚酶基因的 PCR 扩增产物电泳图

Fig.1　Agarose gel electrophoresis of PCR products

of EBV-DNA polymerase gene

M :1 kb DNA marker;1:EBV-DNA polymerase gene(3 044 bp)

图 2　重组体的酶切鉴定

Fig.2　Restriction endonuclease enzyme analysis

of recombinant vector pEBP

M :λDNA/ Hind Ⅲ markers;1.EcoR Ⅰ and HindⅢ cleaved

recombinant vector pEBP;2.EcoRⅠ cleaved recombinant pEBP;3.

EcoRⅠ cleaved pMAL-p2

446 中山医科大学学报(Acad J SUMS), 2000 , 21(6)



个片段 ,大小约 3 000 bp 和 6 700 bp ,表明重组质

粒是由 pMAL-p2 和 EB 病毒 DNA 多聚酶基因组

成(图 2)。

3　讨　论

3.1　PCR扩增长片段 DNA方法的探讨

传统 PCR技术只能扩增2 ～ 3 kb以内短片段 ,

更长者则难以有效扩增 。关于 EB 病毒 DNA 多聚

酶基因的完整扩增国内尚未见报道。我们通过多

次试验 ,反复摸索 ,终于扩增出了长达 3 044 bp 的

完整 EB 病毒 DNA 多聚酶基因。以下几点是关

键:①模板 DNA必须高度纯化;②应在缓冲液中加

入一定量的甘油以提高聚合酶的稳定性;③选用错

配率较低的耐热 DNA 聚合酶 ,本试验选用具有 3′

～ 5′外切酶活性的 Pfu 酶和 5′～ 3′外切酶活性的

rTth 酶 ,两种酶混合使用 ,有效地纠正了复制过程

中的错配;④热循环参数的设置亦很重要 ,本实验

采用较高退火温度 ,延伸时间也较长 ,且从第 10个

循环开始每个循环延伸时间逐次延长 5 s ,从而有

效地防止了非特异性扩增 。

3.2　如何选择高效表达载体

本试验选用的 pMAL-P2 质粒为 M13 和

PBR322组装 ,含有一个可调控的强启动子 ,有指导

高效翻译的 S-D序列和抗插入移码的 AUG 序列 ,

能在原核细胞中高效表达外源基因。它的另一个

特点是含有Plac-lacZ-组件(多聚接头),通过选用相

应的 LacZ
-
基因型的 TB1菌 ,就可利用蓝-白班试筛

选阳性菌落 。pMAL-p2的一个最显著的特点是虽

然表达蛋白率仅占细菌总蛋白量的 5%～ 10%,但

它能将融合蛋白分泌到细胞外 ,使其免遭宿主细胞

蛋白酶的降解 ,亦使蛋白纯化操作变得简单易行。

3.3　构建 EB病毒 DNA多聚酶基因表达载体的

意义

鼻咽癌为中国南方高发恶性肿瘤 ,其发生 、发

展及转归与 EB病毒密切相关。有关 EB 病毒的多

种抗原抗体反应在鼻咽癌患者与正常人群之间差

别很大 ,而且出现早于病理确诊。本试验成功地构

建了 EB病毒 DNA 多聚酶基因表达载体 ,为进一

步在体外大批量生产高纯度的 EB 病毒 DNA 多聚

酶蛋白 ,进而以该酶蛋白作为抗原 ,建立更敏感和

特异的 EB病毒血清学诊断方法奠定了基础。
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