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EB病毒 3种全基因的扩增 、克隆及表达
①
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摘　要　目的:扩增克隆及表达 EB 病毒(EBV)3 种(DNA 酶 、胸苷激酶及 BHRF1)全基因片段。方法:以 B95-8细胞株

DNA 为模板 , PCR扩增 3 种目的基因。酶切鉴定后分别与高效表达载体 pBV221 连接 , 用大肠杆菌 JM103 或 HB101 作为转

化的宿主菌。抗氨苄青霉素培养形成单菌落后放大培养 ,根据重组质粒的电泳行为粗筛 , 再双酶切鉴定。结果:各种阳性菌

经 30℃※42℃变温诱导培养 ,超声破碎后其上清液经十二烷基磺酸钠-聚丙烯酰胺凝胶电泳(SDS-PAGE),分别新出现一条

分子大小为 52 ku , 67 ku及 17 ku 蛋白区带 ,符合 EBV 该 3种全基因所编码蛋白质大小。凝胶中蛋白质定量扫描结果显示目

的蛋白质分别占宿主菌总蛋白质的 23%, 6.7%和 2.5%。结论:实现了 EBV 3 种全基因的扩增 、克隆及在原核体系的表达。
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AMPLIFICATION , CLONING , AND EXPRESSION OF

3 INTACT GENE FRAGMENTS IN EPSTEIN-BARR VIRUS
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Abstract　Objective:Amplification , cloning , and expression of 3 intact gene f ragments encoding fo r

DNase , thymidine kinase and BHRF1 protein in Epstein-Barr vi rus (EBV).Methods:3 target genes w ere am-

plificated w ith polymerase chain reaction(PCR)using B95-8 cells DNA as template.The target genes were lig-

ated to plasmid pBV221 as expression vector respectively.E.coli JM103 and HB101 w ere used as host cells fo r

transformation.The recombinant clones were screened according to their plasmid DNAs′elect rophoretog ram.

The correct inserted recombinant plasmids were confirmed w ith double restrictive enzyme cleavage.Results:New

bands w ere observed in 10%SDS-PAGE gel of the supernatant obtained from 3 intact gene f ragments t rans-

formed E.coli induced by chang ing temperature f rom 30 ℃ to 42 ℃.The molecular w eight of the new pro teins

w ere about 52 ku , 67 ku and 17 ku coinciding wi th their theoretic value respectively .The amount of newly ex-

pressed proteins scanned by thin layer gel integral scanner accounted for 23.0%, 6.7% and 2.5% of the bacteria

total proteins respectively.Conclusion:EBV 3 intact gene w ere successfully amplificated , cloned and expressed

in E.coli.

Subject headings　herpes virus 4 , human/genetics;cloning , molecular;gene expression regulation;poly-

merase chain reaction;apoptosis

　　1964 年从非洲 Burki tt 淋巴瘤发现 EB 病毒

(Epstein-Barr virus , EBV), 后证实它属于人类疱

疹病毒 4 型。鼻咽癌(nasopharyngeal carcinoma ,

NPC)是以珠江流域为高发中心的常见恶性肿瘤 ,

Wolf等[ 1]发现NPC 细胞中有 EBV基因组存在 ,确

定了 EBV 是影响 NPC 发现 、发展及其转归的重要

相关因素 。Cheng 等[ 2]发现 93%以上的 NPC病人

血清中有高滴度 EBV-DNA 酶抗体 ,并将该检测方
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法用于辅助发现早期 NPC 。本室根据 EBV 172 ,

282 bp全基因序列[ 3]分别设计 3对引物(含有一种

或两种内切酶位点),以期分别扩增出 EBV 特异性

DNA酶(1 460 bp)、胸苷激酶(thymidine kinase ,

TK , 1 843 bp)及 BHRF1(592 bp)3 种全基因片

段 ,并实现高效表达 ,以获取优质 、高产的 3种重组

蛋白质应用于 NPC的临床诊断及治疗。

1　材料与方法

1.1　材　料

大肠杆菌 JM103 、HB101 ,质粒 pBV211 ,成纤

维细胞株均为本室储存;鼻咽癌病人血清 、B95-3细

胞株 ,由本校肿瘤研究所提供;低分子质量 DNA 及

蛋白质标准 ,多种内切酶均为 Sigma公司产品 。

1.2　方　法

EBV 的 3种全基因片段的获得见文献[ 4 , 5] ,采

用常规 PCR扩增 、产物电泳及纯化后酶切鉴定。3

种基因与载体酶切 、连接 、转化及鉴定见文献[ 4 ～ 6] ,

按原核克隆及酶切鉴定技术常规进行。EBV-DNA

酶及 TK 基因在大肠杆菌中表达及其活性测定见

文献[ 6 ～ 8] 。凋亡细胞 DNA 裂解片段的抽提见

[ 9 ,10] ,150×g 离心 10 min收集细胞 ,加入裂解缓

冲液(5×10-3mol/L Tris·HCl , pH7.5;5×10-3

mol/L EDTA;1 ×10-4 kg/L 蛋白酶 K , 0.5%

Tween-20),50 ℃温浴 3h后 ,于 4 ℃,27000×g 离

心20 min 。取上清 ,加入 0.13 mol/ L NaCl和 66%

重蒸乙醇溶液以沉淀裂解的 DNA片段 ,重悬于缓

冲液(1×10-2 mol/L Tris·HCl , pH7.5;5×10-3

mol/L EDTA;1%SDS),氯仿-异戊醇(24:1)抽提

两次。适量 TE缓冲液溶解后 ,经 1.8%琼脂糖凝

胶电泳 0.015 A×12 h ,溴化乙锭染色后紫外线下

观察 、摄影 。

2　结　果

2.1　EBV的 3种全基因片段的获得

PCR扩增产物电泳结果见图 1。根据电泳迁移

率计算 ,分别与 3种全基因片段的理论值大小相符 。

2.2　3种全基因克隆 、表达及鉴定结果综合比较

2.2.1　EBV 3种全基因的克隆 、表达及鉴定结果

　有关 DNA酶基因及 TK 基因的克隆 、表达及鉴

定 ,详见文献[ 4 ～ 8] 。EBV-BHRF1全基因片段通

过 Nco Ⅰ和 Sal Ⅰ位点与表达载体 pBV221定向

连接后 ,转化宿主菌大肠杆菌 HB101。经抗氨苄青

霉素培养基粗筛 ,根据上述两种内切酶消化产物电

泳迁移率进行筛选及鉴定 。

图 1　EBV 的 3 种全基因片段的 PCR扩增产物电泳

Fig.1 Agarose gel electrophoresis of PCR products of

EBV three intact gene fragments

lane 1:pBR322/ Bst N I;lane 2:nuclear antigen-1 gene

fragment(564 bp)as contro l;lane 3:DNase gene fragment(1

460 bp);lane 4:thymidine kinase gene fragment(1 843 bp);

lane 5:BHRF1 gene fragment(592 bp);lane 6:pGEM7Zf/

Hae Ⅲ

2.2.2　EBV-BHRF1 基因表达产物 SDS-PAGE 电

泳　结果见图 2。经 30℃※42℃变温诱导培养阳

性菌的上清液与对照组相比较出现一条蛋白带 ,其

位置与烟草花叶病毒外壳蛋白(17.5 ku)基本齐

平 ,与其理论值 17.0 ku相符。

图 2　重组 BHRF1 蛋白 10%SDS-PAGE电泳

Fig.2　10%SDS-PAGE of recombinant BHRF1 protein

lane 1:Pro tein Marker; lane 2:pBV221/ E .coli

HB101;lane 3:pBV-BHRF1/ E.coli HB101 cultured at 30

℃;lane 4:pBV-BHRF1/ E.coli HB101 induced by changing

temperature 30 ℃※42 ℃

2.2.4　BHRF1表达产物的抗凋亡活性初步检测
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BHRF1蛋白产物因为与 bcl-2有 38%的氨基

酸序列相同 ,而具有抑制细胞凋亡的作用 。图中可

见 BHRF1 表达产物与对照组相比 ,具有明显的抑

制细胞凋亡的作用 ,且可被鼻咽癌病人血清特异性

中和 。

图 3　不同处理后培养 24 h的成纤维细胞 DNA电泳

Fig.3 　Agarose gel electrophoresis of DNA from fibroblast

cells cultured with dif ferent condictions for 24 hours

lane 1:without FCS cultured fo r 24 h as control(apopto-

sis model);lane 2:contro l plus supernantant from pBV221/

HB101;lane 3:contro l plus supernantant from pBV-BHRF1/

HB101 and sera from nasopharyngeal carcinoma (NPC)pa-

tients;lane 4:control plus supernantant from pBV-BHRF1/

HB101 without NPC patients′s sera;lane 5:normal cells

DNA;lane 6:pBR322/ Bst N Ⅰ (Marker)

3　讨　论

3.1　外源基因的表达水平

在原核细胞表达体系 ,外源基因的表达水平可

从小于宿主细胞总蛋白的 1%到大于 30%不等。

影响目的基因表达效率的因素较多 ,包括目的基因

的大小 、表达产物的稳定性 、SD 序列与起始密码

ATG间的距离以及载体与宿主细胞的相容性等。

本研究所表达的 EBV 3 种全基因片段均在 2 kb

以内 , 所用载体均为 pBV221(其表达效率可达

20%左右[ 11]),而 SD序列与起始密码 ATG 间的距

离有较大差别 , DNA酶基因为 32 bp ,而 TK 基因

和 BHRF1基因则分别为 5 bp和 6 bp。3 种基因

工程菌在相同的变温诱导条件下的表达量分别为

23%,6.7%和 2.5%,可见要实现外源基因的高效

表达除选择适宜宿主和载体外 ,还应充分利用原核

细胞的强启动子和 SD序列等调控元件的作用。

3.2　有关表达产物的生物学特性

已分别有文献报道用 RNA反转录获得的目的

基因或用内切酶消化 EBV 基因组以获得编码

DNA酶 、TK及 BHRF1基因片段的主要部分在原

核细胞克隆表达 ,其表达产物均具有较高的生物学

活性 ,但其抗原性均明显降低 ———无论用血清免疫

学方法还是原位杂志(免疫印迹法)均证实[ 12]其表

达产物的抗原性减弱为 50%左右 。本文通过 PCR

扩增所获得编码 DNA 酶的完整的基因片段 ,选用

高效表达载体将其转化到大肠杆菌中 ,经变温诱导

后基本实现了高效表达(表达量分别占宿主菌蛋白

总量的 23%, 6.7%和 2.5%),表达产物粗提液不

仅具有较高的生物学活性 ,如分别有较强的 DNA

酶和 TK 酶活性 , BHRF1产物有抑制细胞程序性

死亡的作用 ,而且其活性可被鼻咽癌病人血清特异

性中和 80%以上 ,可能与本研究所表达的蛋白质

较为完整 、准确有关 ,但其具体机制尚待进一步研

究。
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出量明显下降 ,外周血管阻力增加 。病理解剖显示

心包积液 ,部分犬出现胸腔积液 ,心室腔明显扩大 ,

室壁变薄。光镜检查示心肌细胞水肿 、脂肪变性 、

少数坏死溶解 ,间质充血 、细胞浸润。本实验模型

的临床 、血流动力学及心脏病理改变与文献报道相

符。本研究应用自制的埋藏式起搏器 ,费用低廉 ,

在国内首次成功制作该模型 , 为我国广泛开展

CHF 的实验研究提供了 1个切实可行的较理想的

非缺血性 CHF 动物模型。
(本研究承中山医科大学孙逸仙纪念医院内科严棠教

授悉心指导 ,特此致谢)
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·简　讯·

中国工程院吴咸中院士受聘为我校名誉教授

1997年 12月 1日下午在我校永生楼四楼讲学厅举行了由颜光美副校长主持并代表黄洁夫校长授予中

国工程院院士 、原天津医学院院长吴咸中教授为我校名誉教授授聘仪式 。吴咸中院士长期从事普通外科医

疗工作 ,尤其是中西医结合治疗急腹症研究方面有高深造诣 。在授聘仪式后 ,吴咸中院士还作了题为“中西

医结合治疗重症胰腺炎”的学术报告 ,通过大量临床资料充分论证了中西医综合治疗重症胰腺炎的效果。

报告会后吴咸中院士在侯灿教授 、吴伟康教授陪同下参观了我校中西医结合研究所 ,他对研究所近期的发

展成绩表示极大关注 。

(冯世容)
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