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提 要 根据 eB
a r

的 E B 病毒 ( E B V )基因全序列
,

设计包括 E B V 特异性 D N A 酶全基因的一

对引物
,

在引物上设计有一个 S al l 切点
,

以便于克隆
。

选用蛋白酶 K 裂解的 R iaj 细胞 D N A 为模

板
,

扩增出一条 1 4 6 0 bp 的特异条带
,

纯化后经 aT
q l 酶切形成 1 1 9 8 b p 和 2 62 b p 的两个片段

,

证实该扩增片段即为 E B V 特异性 D N A 酶的全基因片段
。

以 JM 1 03 为宿主菌
,

以高效表达质粒

p B v 22 1 为载体
,

按常规方法作酶切
、

连接
、

转化
,

最后在含氨节青霉素的培养基上挑取单菌落扩大

培养
,

用快速法少量制备质粒 D N A
。

根据质粒电泳结果粗筛
,

再行 B a
m H l 酶切初步鉴定

,

确定质

粒大小为 5 1 1 7 ( 1 4 5一+ 5 6 6 6 ) b p 的菌落为阳性克隆
。

先后用 B
a
m H x 和 aT

q l 消化阳性重组体
,

以形成 1 200 bp 和 3 91 7 b p 两片段的确定为正向连接重组体
。

本实验首次将 E B V
一

D N A 酶全基因

片段克隆到高效表达载体 p B V 22 1上 获得成功
。

主题词 爱波斯坦 一 巴尔病毒
;
聚合酶链反应 ; 克隆

,

分子
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中图号 R 3 7 .3 9

自 8 0 年代初开始了对 E B V 的分子生物

学研究以来
,

已在序列分析
、

文库构建及克隆

表 达 等 多方 面都取 得 了重 大 进展
。

有关

E B v
一

D N A 酶基因的克隆表达
,

虽有文献报

道
,

但其获得 目的基因的手段主要是通过内

切酶消化或经 R N A 反转录
,

所获得 的 目的

的基 因不够完 整
、

准确
。

本研 究首次选用

P C R 扩增的方法获得完整的 E B V
一

D N A 酶

基因
,

并与高效表达载体 p B V 2 21 连接
,

在大

肠杆菌 JM 103 中克隆表达
。

1 材料与方法

生物材料

R a j i 细胞株
,

p B V 2 2 1
,

JM l o 3 均 为本室

细胞株
、

菌种
。

1
·

2 p C R 扩增试剂

1
.

2
.

1 引 物 由本室根据 E B V 全基因序

列设计 1[]
,

带有 S al l 切 口
,

广州金华公司合

成
,

引 物 I 序 列 为
: 5 ’

一 G C A G T C
-

G A C T T C T T T G G T C C 一 3 夕 ;
引物 l 为

: 5 ’

一 T T G A T T A T T C C C C C G T C G A C 一 3 ’
。

1
.

2
.

2 P C R 试剂盒 复旦手荆皮开发公司产品
。

L 3 分子生物学试剂

内切酶类
,

如 S a l l
,

T a 宁 I 迢
a m H x ;

其他酶类
,

如碱性磷 酸酶
,

T `

连接酶
; D N A

分子量标记等皆为 B R L 公司产品
。

L 4 实验方法

1
.

4
.

1 目的基 因的获得及鉴定 ( l ) R a j i 细

胞 D N A 的抽提
:

取 R a ji 细胞 1义 1 0 6

个
,

加
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E p st ie n 一 aB rr

病毒特异性 D N A 酶抗体水平检测在鼻咽 癌早

期发现中的提示性
.
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A m p l i f i e a t i o n o f E B V
一

D N a s e g e n e w a s d o n e w i t h a p a i r o f p r im e r s w i t h S a l 1 s i t e s d e -

s i g n e d a n d s y n t h e s i z e d a e e o r d i n g t o t h e s e q u e n e e o f E B V
一

D N a s e g e n e
.

A D N A f r a g m e n t o f l

4 6 0 b p e o n t a i n i n g t h e w h o l e s t r u e t u r e o f B G L F S o p e n r e a d i n g f r a m e ( O R F ) w a s a m p l i f i e d

w i t h p o l y m e r a s e e h a i n r e a e t io n ( P C R )
.

T h e p u r i f i e d 1 4 6 0 b p D N A f r a g m g e t w a s id e n t i f i e d

b y r e s t r i e t iv e e n z y m e ( aT
叮 I ) e l e a v a g e , r e s u l t in g i n 2 f r a g m e n t s o f 1 1 9 8 b p a n d 2 6 2 b p

.

T h i s r e s u l t v e r i f i e d t h a t t h e 1 4 6 0 b p D N A f r a g m e n t w a s a n e n t i r e E B V
一 s p e e i f i e D N a s e g e n e

.

T h e t a r g e t g e n e w a s e le a v e d a n d t h e n l ig a t e d w i t h P l a s m id P B V 2 2 1 a’ s e x P r e s s i o n v e e t o r
.

E
.

e o l i
.

JM I O 3 u s e d a s h o s t e e l l s f o r t r a n s f o r m a t io n
.

T h e t r a n s f o r m a t e d e l o n e s w e r e s e r e e n e d

a e e o r d i n g t o t h e i r p l a s m id D N A s ’ e l e e t r o p h o r e t o g r a m
, s h o w i n g a s l o w e r m ig r a t i o n b a n d f o r

t h e r e e o m b i n a n t P l a s m id ( 5 1 1 7 b p ) t h a n t h e r e e y e l e d P B V 2 2 1 ( 3 6 6 6 b P )
.

C o r r e e t i n s e r t i o n

r e e o m b i n a n t P l a s m i d s w a s e o n f i r m e d b y e n z y m e e l e a v a g e w i t h b o t h B a m H 1 a n d 7
, 口口 I

p r o d u e i n g t w o f r a g m e n t s o f 3 9 1 7 b p a n d 1 2 0 0 b p
,

w h i l e r e v e r s e l y i n s e r t e d r e e o m b i n a n t

P l a s m id s P r o d u e e d t w o f r a g m e n t s o f 4 8 6 5 b p a n d 2 5 2 b p
.
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