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要"目的
!

对人乳头瘤病毒"

&-)

#

*+W,

基因中与宿主
/K

蛋白结合区域进行突变获得
&-)*+W,

突

变体"

&-)*+DW,

#序列!原核表达获得
&-)*+DW,

蛋白%方法
!

采用分子克隆技术扩增野生型
&-)*+W,

基因!设计特异性引物对目的基因进行定点突变并构建表达质粒!转化进入原核表达体系并通过
Q-0̀

诱导表

达!表达产物大小及纯度经十二烷基硫钠
1

聚丙烯酰胺凝胶电泳"

SXS1-7̀ W

#鉴定!免疫原性经蛋白免疫印迹法

"

a;<=;I9KH(=

#鉴定%结果
!

准确按照设计突变目的基因特定位点!

SXS1-7̀ W

显示获得高纯度目的蛋白!

a;<=;I9KH(=

结果显示目的蛋白具有良好的免疫原性%结论
!

成功对
&-)*+W,

进行定点突变并获得纯度较

高免疫原性良好的突变表达蛋白%
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宫颈癌是严重危害女性健康的女性生殖道第一

大肿瘤性疾病#但宫颈癌也是唯一个可提前检测+可

预防和可控制的肿瘤性疾病(研究发现#人乳头瘤病

毒$

&-)

%是引起宫颈癌发生发展的重要因素(

&-)

是一类寄生于鳞状上皮的小
XV7

病毒#基因组编码

5

个开放读码框架$

W*

+

W"

+

W$

+

W!

+

W+

+

W,

%#研究发现

高危型
&-)W+

和
W,

是导致宫颈癌发生+发展的两

个重要病毒蛋白#所以
&-)W+

和
W,

不仅是
&-)

疫苗的主要作用位点#同时也是目前宫颈癌免疫治疗

研究中的重要靶点)

*1"

*

(虽然免疫治疗在临床上的应

用还未真正得到开展#但是对这方面的研究却从未停

止(以
W,

基因为靶点设计的
XV7

疫苗的实验显示#

该基因在细胞中的单独表达具有很强的转化危险)

4

*

(

鉴于此#本研究中#为降低其转化活性同时作为免疫

'
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治疗的靶点 #笔者在
&-)*+W,

野生型基因基础上#

通过特异性引物对
&-)*+W,

基因中主要引起宫颈

上皮细胞内瘤变的区域进行突变的方法来获得

&-)*+W,

突变体$

&-)*+DW,

%序列#通过原核表达

体系#获得
&-)*+DW,

目的蛋白#为后续的免疫治疗

研究打下基础(

$

!

材料与方法

$2$

!

材料
!

原核表达质粒
G

W01"#

$

?[

%和大肠埃希

菌$

W2B(H8

%

X&!

(

以及蛋白表达菌株
'U"*

$

XW4

%等

均为本实验室保存(

$2/

!

仪器与试剂
!

7'Q5,%%-./

扩增仪购自
7'Q

公司&核酸凝胶电泳仪等购自美国
'8(1/?F

公司(

XV7U?FF;I

+质粒小提试剂盒+限制性内切酶及
0$

XV7

连接酶等试剂盒均购自
0?R?I?

公司&引物由

U8A;0;B

公司合成&

&-)*+W,

特异性一抗和二抗均

购自
S?9=?BICL

公司(

$2'

!

方法

$2'2$

!

&-)*+W,

基因扩增
!

使用潮州凯普试剂公

司的
"*

种
&-)

分型检测试剂盒对妇产科门诊患者

宫颈上皮细胞进行检测#挑选单独
&-)*+

型感染患

者标本进行病毒核酸提取#扩增
&-)*+

野生型
W,

基

因#将扩增产物和
01:;B=(I

融合#构建
G

01&-)*+W,

质粒#并送由测序公司进行测序鉴定(

$2'2/

!

&-)*+W,

基因突变
!

&-)*+W,

蛋白由
5#

个氨基酸组成#包含
?

+

K

+

B4

区#为减少其转化活性和

增强抗原性#在
?

区对
"*

+

"$

和
"+

位氨基酸进行定点

突变#即
XUc.cWf

到
Ùc̀ c̀ f

(在
.

区#修订

.+*1̀+*

#

.5$1̀5$

锌指结合位点(突变按
0?]?/?

公司突变试剂盒说明书进行(使用
G

I8D;I

G

I;D8;I

!2%

设计
&-)*+ W,

突变引物#见表
*

(以
G

01

&-)*+W,

为模板#按重叠
-./

方式#以引物
-6*1

N

#

-6*1/

为引物进行
-./

#其产物与
01);B=(I

相

连#测序正确的质粒命名为
G

01*+W,D*

#其他的突变

按 上 述 方 法 进 行#最 后 的 突 变 命 名 为
G

01

&-)*+DW,

(

表
*

!!

&-)*+W,

突变引物

引物名称 序列

&-)*+W,1N 7̀700.$$"3CC70̀ .70`̀ 7 7̀07.7..0

$

@+:'

#

%

&-)*+W,1/ .0. 7̀̀ ""$C330070̀ `000.0̀ 7̀ 77.7 7̀0

$

'&,=

)

%

&-)*+W,1-6*1N `$0.0.07.$̀ 0070`$̀ .

&-)*+W,1-6*1/ 7̀ 00̀ 0.0.0̀ `00̀ .7770.

&-)*+W,1-6"1N 77̀ $̀ 0 7̀.0.07.̀ .00.̀ `

&-)*+W,1-6"1/ .̀77.7777`̀ 007.770700̀ 0

&-)*+W,1-641N ...70.$̀ 00.0.7̀ 777..70

&-)*+W,1-641/ .̀7.7.7700..07̀ 0̀ 0 .̀.

!!

注!斜体部分表示括号所示内切酶&/表示突变碱基

$2'2'

!

构建
G

W01&-)*+DW,

质粒
!

以表
*

中的引

物#

G

01&-)*+DW,

为模板#扩增
&-)*+DW,

突变序

列并纯化回收#对回收产物和载体同时进行酶切之后

再用连接酶重组构建重组质粒(重组质粒化学法转

化
0̂ -*%

细胞#经卡那霉素平板筛选阳性菌落#增菌

培养后提取质粒并经
@+:'

#

和
'&,=

)

双酶切鉴定

进行初步重组质粒鉴定#质粒送
U8A;=;B9(H(

>J

公司

测序鉴定#将测序正确质粒命名为
G

W01&-)*+DW,

(

$2'21

!G

W01&-)*+DW,

在原核细胞中诱导表达纯

化及鉴定
!

将
G

W01&-)*+DW,

质粒转化表达菌株#

筛选转化成功菌株进行质粒提取并测序验证#使用

Q-0̀

对含目的质粒菌株进行诱导表达#采用
V81

V07&8<1'89F/;<89

亲和纯化重组蛋白#通过十二烷

基硫酸钠
1

聚丙烯酰胺凝胶电泳$

SXS1-7̀ W

%对表达

产物进行浓度检测#通过蛋白免疫印迹法$

a;<=;I9

KH(=

%对表达产物免疫原性进行鉴定(

/

!

结
!!

果

/2$

!

野生型
&-)*+W,

基因扩增
!

根据设计好的引

物#以
*+

型
&-)

为模板#

-./

扩增
W,

基因#扩增产

物经琼脂糖凝胶电泳鉴定#结果见图
*

(

/2/

!G

W01&-)*+DW,

原核表达载体构建
!

根据突

变试剂盒#对野生型
&-)*+W,

的特定位点进行突

变#即
X"*̀

+

."$̀

+

W"+̀

+

.+*̀

+

.5$̀

#突 变 后

&-)*+DW,

的氨基酸序列见表
"

斜体标示(将

&-)*+DW,

和
G

W0

质粒进行酶切+连接#构建
G

W01

&-)*+DW,

重组质粒(用
@+:'

#

和
'&,=

)

对

G

W01&-)*+DW,

用双酶切进行鉴定和测序分析#测

序证明全部序列与预期一致#见图
"

(

/2'

!G

W01&-)*+DW,

表达
!

挑取含
G

W01&-)*+DW,

的
W2B(H8'U"*

$

XW4

%菌落进行摇菌生长#利用
Q-0̀

进

'

%"%*

'

检验医学与临床
"%*5

年
$

月第
*+

卷第
#

期
!

U?K6;F.H89

!

7

G

I8H"%*5

!

)(H2*+

!

V(2#



行诱导表达$

Q-0̀

水平分别为
%2*

+

%2"

+

%2!

+

*2%

DD(H

"

U

%#

+@

后收集菌体(对菌体进行超声裂解#收

集沉淀进行蛋白电泳鉴定(诱导产物中含有与目的

蛋白相对分子质量一致的蛋白#见图
4

(

!!

注!

6

为
XU"%%%XV7

标志物&

*

为野生型
&-)*+W,

基因扩增

产物

图
*

!!

&-)*+W,

的
-./

产物

表
"

!!

突变后
&-)*+DW,

的氨基酸序列

区域 突变位点

7

区
6& X̀0-0U&Wc6UXUf-W00$Uc$c$fUVXS

'

区
SWWWXWQX̀ -7̀ f7W-X/7&cVQ)0N..]

.

区
$XS0U/U.)fS0&)XQ/0UWXUU6 0̀Ù Q).-Q$Sf]

!!

注!斜体部分表示括号所示内切酶&/表示突变碱基

!!

注!

6

为
XV7

标志物&

*

为
G

W01&-)*+DW,

双酶切

图
"

!!

酶切鉴定重组质粒
G

W01&-)*+DW,

/21

!

&-)*+DW,

目的蛋白纯化
!

用于
V8

离子亲和

层析柱对
%2!

*

D(H

"

UQ-0̀

进行诱导
+@

后的表达

产物纯化#分别用不同浓度咪唑$

*%%

+

*!%

和
"%%

DD(H

"

U

%洗脱标本#透析冷冻干燥(吸取部分标本进

行
SXS1-7̀ W

分析#

*%%

和
*!%DD(H

"

U

咪唑洗脱液

样本纯度较高#见图
$

(

!!

注!

6

为蛋白标志物&

*

!

$

为不同
Q-0̀

水平诱导产物

图
4

!!

含有
G

W01&-)*+DW,

的
W2B(H8'U"*

#

XW4

$

阳性菌落诱导表达结果

!!

注!

6

为
-I(=;89

标志物&

"

!

$

为不同浓度咪唑洗脱液产物

图
$

!!

&-)*+DW,

目的蛋白纯化后电泳分析

/22

!

a;<=;I9KH(=

结果
!

使用
&-)*+W,

的特异性

抗体对纯化产物进行
a;<=;I9KH(=

检测#可见到有特

异性的条带出现#并且与预期相对分子质量一致#见

图
!

(

!!

注!

*

为蛋白标志物&

"

为纯化产物的
a;<=;I9KH(=

结果

图
!

!!

纯化产物的免疫原性鉴定

'

!

讨
!!

论

!!

&-)

感染的预防和治疗正逐渐被人们重视(目

前针对
&-)

的预防主要是疫苗接种#但是疫苗接种

重在预防#而对已经获得感染的患者治疗效果并不理

'
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月第
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想#并且由于抗病毒药物的种类较少#以及
&-)

主要

感染宫颈上皮的特殊性#使得抗病毒药物很难作用于

&-)

)

$

*

(另外#鉴于
&-)

与宫颈癌发生+发展的重

要相关性#越来越多的研究开始致力于
&-)

治疗性

疫苗的开发)

!

*

(

*+

和
*#

型
&-)

被认为是导致宫颈

癌的高危因素#主要是因为这两种型别
&-)

表达的

W+

+

W,

蛋白能够与宿主细胞内的抑癌蛋白$

/'

%结

合#降低
/'

蛋白细胞内含量#从而对细胞周期的调控

出现紊乱#导致细胞内瘤变甚至癌变的发生(正是

W,
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