
鼻咽癌体外传代细胞株 SUNE中

EBV-LM P1全基因的扩增
①

陈宜芳 1,②　郭辉玉 1　汪慧民 2　李满枝 2

(中山医科大学 1　微生物教研室 ; 广州 , 510089　 2　肿瘤研究所 )

摘　要　用长片段高保真度 PCR扩增系统 ( expandTM high fid eli ty PCR sys tem)从鼻咽癌 ( N PC)体外传代

细胞株 SUNE中扩增出 EB病毒 ( EBV )潜伏膜蛋白 ( LM P1 )全基因 ,经凝胶电泳分析和 DN A斑点杂交进行鉴

定。扩增片段长度为 3. 43 kb,相当于 B95- 8细胞 EBV基因序列位置为 170 033～ 166 608 nt ,包括 LM P1基因的

上游启动子 /增强子序列、 LM P1编码序列的 3个外显子、两个内含子及下游 poly A信号序列。 LM P1全基因的

扩增对于深入研究 LMP1基因的结构与功能以及 LM P1在 N PC发生发展中的作用机制具有十分重要的价值。
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　　鼻咽癌 ( NPC)与 EB病毒 ( EBV )密切相关 ,各种

类型的 N PC组织均存在 EBV DN A。 在 EBV基因

中 ,与鼻咽上皮细胞转化及肿瘤形成最为相关的为

潜伏膜蛋白 ( LM P1 )基因
[1] ,它能在体外转化啮齿类

成纤维细胞 [2] ;能阻止角化上皮细胞的角质分化 [3] ,

改变角质细胞表型 [4] ,故 LM P1基因已被认为是病

毒的一种癌基因。对 EBV-LMP1基因结构与功能的

研究已成为 N PC病因学研究的热点 ,如何简便、准

确地从 NPC组织细胞中获取完整的 LMP1基因 ,无

疑是研究工作的前提。 以往对 LMP1基因的获取主

要是靠建立 EBV基因组文库或 cDN A文库 [1, 5, 6] ,但

存在着工作量大、筛选繁琐等问题。我们借助新近发

展的长片段高保真度 PCR系统 ,从 N PC体外传代

细胞株 SUN E中简便、快速地扩增出 LM P1全基因 ,

为研究 LM P1基因的结构与功能以及 LM P1在 NPC

发生中的作用提供了非常有价值的材料。

1　材料和方法

1. 1　材　料

1. 1. 1　细胞株　 SUN E细胞 ,由中山医科大学肿瘤

研究所建立的低分化 N PC体外传代细胞株。 B95-8细

胞 , EBV感染的绒猴 B淋巴细胞系 ,含完整的 EBV

基因序列 ,由中山医科大学肿瘤研究所惠赠。 293细

胞 ,腺病毒永生化 ( immo rtalize)的人胚肾上皮细胞 ,

由中国预防医学科学院病毒研究所惠赠。

1. 1. 2　长片段 DN A PCR扩增试剂盒　 ExpandTM

high hidelity PCR sy stem,为 Boehringer Mannheim

公司产品。

1. 1. 3　地 高 辛 DNA 标 记与 检 测试 剂 盒　

Boeh ringer Mannheim公司产品。

1. 1. 4　 p HC79-Dhet质粒　为 EBV DN A EcoRⅠ 酶

切的 Dhe t片段插入到 p HC79载体的 EcoRⅠ 位点 ,

由汕头大学生物系惠赠。

1. 2　方　法

1. 2. 1　细胞培养及病毒复制的激活　 SUN E细胞

置 10%小牛血清 RPM I 1640培养液常规贴壁培养 ;

TPA ( 12-0-tetr adecanoylpho rbol-13-acetate )激活:

细胞传代后 24 h,吸弃原培养液 ,换入含 30μg /L

TPA的新鲜培养液 ,继续培养 48 h。B95-8细胞悬浮培

养于同上培养液中 ,用同上浓度的 TPA激活。

1. 2. 2　培养细胞中 EBV-LMP1基因的 PCR扩增　

按常规方法抽提细胞 DN A为模板 ,紫外分光光度计

测定 DN A含量。

引物设计: 根据已公布的 B95-8细胞 EBV基因序

列 [7] ,利用美国 Na tional Bio sciences公司编制的

Olig o引物分析软件电脑辅助设计。上游引物序列为

5’ GCC TGg ATC CGC CAC CTC AT T CTG AAA

TTC 3’ ,位置为 170 033～ 170 004 nt,在靠近 5’端

改动一个碱基 (小写 g ) ,引入 1个 Bam HⅠ 位点 ,以
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便后续克隆 ;下游引物序列 5’ CGG CGG GGA TCC

GGA TGG GTA CGA TGG CGG3’ 位置为 166 608

～ 166 637 nt ,扩增产物预计大小 3. 43 kb。 上述引

物由加拿大 Genda Techno log y Co rp合成。

PCR反应体积 50μL,分两管于冰上加样 ,第 1

管 为 25μL 体 积 含 dN TP 200 mmo l /L , 引 物

300 nmol /L ,模板 DNA 0. 5μg ,第 2管为 25μL

Expand HF Buffe r,含 PCR Enzyme M ix 2. 6 U。 将

第 1管于 94℃热变性 5 min,加入第 2管内容物 ,开

始三温循环 ,前 10循环条件为 94℃ 40 s, 59℃

50 s, 68℃ 2. 5 min,从 11循环开始 ,延伸时间改为

每循环 1次增加 10 s,继续完成 20个循环。

1. 2. 3　 LM P1基因探针的标记　将 pHC79-Dh et质粒

用 X hoⅠ 酶切 ,低熔点琼脂糖切胶回收 1. 94 kb的片段

为探针 ,用随机引物法按说明书进行地高辛标记。

1. 2. 4　 PCR产物的斑点杂交　将 PCR产物做 1∶

10～ 1∶ 104稀释 ,各取 20μL, 95℃变性 10 min,速

置冰浴 ,用 96孔斑点杂交加样器吸印到 HybondTM

- N+ Ny lon膜上 ,按说明书进行烤膜、预杂交 、杂交、

洗膜和显色。

2　结　果

2. 1　 SUNE细胞 DN A PCR扩增产物的凝胶电泳

分析

以 SUNE细胞 DNA为模板进行 LM P1基因的

的 PCR扩增 ,扩增产物经 0. 8%琼脂糖凝胶电泳 ,可

见在 3. 4 kb位置有一特异性条带出现 ,符合预计大

小 ,与阳性对照 B95-8细胞 DNA的扩增结果一致 ,阴

性对照 293细胞 DN A未见扩增产物 (图 1)

2. 2　 PCR扩增产物的核酸杂交

2. 2. 1　地高辛标记 LM P1基因探针的制备　图 2

为 pHC79-Dhe t质粒的酶切电泳结果 ,箭头所指为

待回收的探针片段 ,该片段在 B95-8细胞 EBV基因组

的位置为 167 487～ 169 423 nt,大小约 1. 94 kb,含

LM P1的编码基因。

2. 2. 2　地高辛标记 LM P1基因探针的质量鉴定　标记

探针的产量通过与试剂盒内的 Dig-labeled contro l

DN A比较显色强度来估算。 将标记探针与 Dig-labeled

contr ol DN A分别做 1∶ 100～ 1∶ 100 000稀释 ,各取

1μL点加在尼龙膜上 ,烤膜、洗涤、显色。 图 3可见 ,

LM P1探针在 1∶ 50 000稀释时的显色强度相当于 1∶

100 000稀释的 Dig-labeled contro l DN A,已知后者浓

度为 5 mg /L,因而标记探针的浓度应为 2. 5 mg /L ,探

针显色的灵敏度达 0. 05 pg水平。

图 2　 p HC79-Dhet质粒酶切电泳

1.λDN A/Hind Ⅲ mark er, 2. pHC79-Dhet 质 粒 ;

3. pHC79-Dhet /Eco RⅠ ; 4. pHC 79-Dhet /XhoⅠ

图 4为 LMP1探针特异性检测。 将 B95-8细胞

DNA、 p HC79-Dhet质粒 DNA、 293细胞 DN A分别

稀释为 0. 5～ 50 mg / L,各取 20μL热变性后吸印到

尼龙膜上 ,与 LM P1基因探针杂交 ,结果 LM P1探针

与 B95-8细胞 DN A、 p HC79-Dhet质粒 DNA均显示强

杂交信号 ,而 293细胞 DNA不显色。
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图 4　地高辛标记 LM P1探针的特异性检测

A. B95-8细胞 DN A, B. pHC79-Dhet质粒 DNA, C. 293

细胞 DN A

2. 2. 3　 PCR扩增产物的斑点杂交　 PCR产物经 1

∶ 10～ 1∶ 104稀释后 ,与 LM P1探针进行斑点杂交 ,

可见 SUN E细胞 DN A出现阳性斑点 ,与 B95-8细胞

DN A扩增产物一致 ,而阴性对照 293细胞 DN A不

显色 (图 5)。

图 5　 LM P1基因 PCR扩增产物的斑点杂交

B95-8细胞 DN A, B. SUN E细胞 N DA, C. 293细胞 DN A

3　讨　论

EBV编码的 LM P1是 NPC组织中表达的唯一

与细胞转化有关的蛋白 , LM P1基因被认为是癌基

因。文献 [1, 5, 6]已报道了来自中国上海 NPC患者 Cao

株、台湾患者 N PC活检组织及北非 N PC C15株的

LMP1基因序列 ,与原型株 B95-8细胞 LM P1基因相

比 ,发现均有不同变异 ,似乎显示 ,变异越大 , NPC恶

性程度越高 [8, 9]。 NPC的发生具有明显的地区性 ,

NPC的病理类型多种多样。 有必要对不同地域 、不

同病理类型 NPC的 LM P1基因进行分析、比较。 本

文从广东患者 N PC细胞株 SUNE中用 PCR技术扩

增出 LM P1全基因 ,片段长度为 3 425 bp,相当于

B95-8细胞 EBV序列位置 170 033～ 166 608 nt ,包括

LMP1基因的上游调控序列、 LM P1编码序列的 3个

外显子 ,两个内含子及下游 po ly A信号序列。 扩增

产物经凝交电泳分析 ,符合预计大小 ;核酸杂交试验

证明了 PCR产物的特异性。

对于长片段 DNA扩增 ,常规 PCR条件往往难

以扩增成功 ,本文选用新近发展的长片段高保真度

PC R扩增系统 [10] ,该系统的扩增酶为 Taq DNA聚

合酶和 Pwo DN A聚合酶混合物 ,后者具有更好的

耐热性能和扩增效率 ,而且具有 3’ → 5’ 外切活性 (校

读 ) ,用该系统扩增 LM P1全基因 ,保证了扩增反应

的高产量和真实性 ,从而为 LMP1基因的研究提供

丰富可靠的材料。我们已用 PCR产物构建了重组质

粒 ,重组质粒的酶切鉴定也进一步证实了 PCR产物

的特异性 (另文报告 )。 重组质粒的建立将用于深入

研究 LM P1基因的序列变异及其在 NPC发生、发展

中的作用机制。
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AMPLIFICATION OF LATENTMEMBRANE PROTEIN GENE

OF EPSTEIN-BARR VIRUS FROM NASOPHARYNGEAL

CARCINOMA CELL LINE SUNE

Chen Yifang1　 Guo Huiyu1　Wang Huimin2　 Li Manzhi2

(1　 Department of M icrobiolog y, Sun Yat-sen University of Medical Sciences, Guangzhou , 510089　 2　 Cancer Inst itute)

Latent membrane pro tein ( LM P1 ) g ene of Epstein-Bar r v irus( EBV ) was amplified from propaga ted na-

sopha ryngeal ca rcinoma ( N PC) cell line SUN E by ExpandTM High Fidelity PC R System. PCR produc ts w er e i-

dentified by aga ro se gel electr oph or esis ana ly sis and DN A do t blot hybridization. The leng th of th e amplified

fra gment wa s 3. 43 kb, co rr esponding to EBV gene coo rdinates 170 033 nt to 166 608 nt o f B95-8 cell, containing

LM P1 gene promo ter /enhancer region, the coding sequence ( 3 exons and 2 introns) and poly A signal. We be-

liev ed that the amplifica tion o f entir e LM P1 gene w as valuable to study further the str uctur e and function of

LM P1 gene and its po ssible mechanism contributed to the occur rence and development of N PC.

Subject headings　　 nasophar yngeal neoplasms /g enetics; herpesvirus 4, h uman /genetics; genes, v irus /

g ene tics; v iral mat rix pro teins /bio synthesis
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