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【摘要】人乳头瘤病毒伪
~

aP p川。 m va i I’u8
,

柳哟 是引起皮肤和肛门
、

生殖器良性和恶性统状增生性病变的主要原因
。

其

中 HVP
一2与皮肤寻常优的发生密切相关

。

我们前期的研究发现
,

一株发现于巨大寻常扰患的 Hp v Z 变异株的 EZ 蛋白存在多点突

变
,

而且这株变异的 EZ蛋白能够引起病毒启动子的活性的改变
,

为了进一步研究 E Z蛋白这些突变点与病毒启动子之间的关系
,

我们根据 HP V Z突变株的这些突变点设计了不同的引物
,

分别采用延伸法对标准序列进行突变
,

实验中构建的这些突变点主要分

布在 2E 蛋白的 N 端
、

C 端以及两者之间的铰链区
。

CP R进行扩增并纯化
,

与 T 载体连接
。

经过测序证实后
,

构建了 E Z不同的突

变体的真核表达质粒
,

并用脂质体法与带有 cL R 的 c AT 报道基因载体进行共转染
。

以同时转染 娜M v 一 p 一州 质粒作为内对照来

消除由于不同孔
、

不同批次之间转染效率的不同对实验结果造成的影响
。

通过检侧转染细胞上清中 CAT 的表达t
,

从而获得不同

2E 区城点突变对病毒启动子活性抑制作用的影响研究
。

结果说明
,

根据 H P V Z 变异株上的点突变设计的这些突变点分别位于 E Z

蛋白的 C端 ND A 区
、

N 端的调控区以及两者之间的校链区
,

均能够影响 2E 蛋白对启动子活性的抑制作用
。

对于这些突变位点与

其启动子活性之间存在的关系的研究
,

为进一步揭示与这例罕见巨大寻常沈临床表型之间存在着重要的联系提供了线索
。

【主口询 】 H P v Z ; 自动子 ; E ;2 突变

人乳头瘤病毒 (h

amnU
paP伽m

~
s

,

HP v ) 是引

起皮肤和肛门
、

生殖器良性和恶性沈状增生性病变的

主要原因【’ ]
。

传统上按照感染的部位及引起损伤的病

理特征的不同将 Hr V 分为皮肤型和粘膜型
。

皮肤型

H P V 主要感染皮肤上皮细胞
,

其中 Hr 华 2 与皮肤寻常

统的发生密切相关
.

CL R 区是 HP V 基因组中基因调

控重要的部分
,

人乳头瘤病毒 2E 可以通过与 cL R 上

的反式作用元件一转录因子结合位点 ( B in成匕9 is et s
,

B s) 结合来调节早期启动子的活性 l2]
。

2E 结构上分 c

端的 D N A 结合区和 N 端的转录调控区
,

中间由一个

非保守的铰链区连接131
。

我们前期的一些研究发现 l4]
,

一株发现于巨大寻

常优患者的 HP V Z 变异株的 E Z 蛋白存在多点突变
,

而且这株变异的 2E 蛋白能够引起病毒启动子的活性

的改变
。

在此墓础上
,

我们设计了不同的引物
,

根据

发现的变异株突变特点和 2E 的结构特点构建了有不

同的点突变
,

构建表达 2E 蛋白的重组真核表达质粒
,

井与带有 C AT 报道墓因载体进行共转染
,

对不同 2E
区域点突变的转录抑制作用进行了研究

。

.E co il D SH
。 、

H in 山卫
、

B aJ 刃蛋a 酶
、

pM D 1 8
一

T v ec ot r

购 自日本 飞妞K司R a 公 司
、

U op 丘沈at m in e了M Z以刃

R。唱 e n t 脂质体试剂盒购 自美国 nI vi otr g en 公司
,

c AT
E L I S A ( t 试剂盒购自 R oc he 公司

1
.

2 2E 蛋白的突变及质杜构建

在我们前期的研究中发现一例巨大寻常沈患者组

织中存在 H P -V 2 基因
,

且其早期蛋白 E Z 能够引起病

毒启动子活性的改变
。

经过对 E Z O R F 片段测序后
,

发现存在多点点突变
。

突变如表 1
:

核酸 氮墓酸

RPHV
ō、一,口内j只U23282933CCCTTTAC

位置 ( n t )

30 37

33 87

354 3

3 56 1

3 69 7

标准株

T

变异株

C

位置 (aa )

1 18

标准株

L

S

Y

S

A

变异株

S

材料与方法

根据 I开丫 2原毒株基因序列 ( N O刀 13 5 2) 设计 H P V- 2

2E 基因 (川么铭 5~ 3 8印 ) 的引物
,

上下游引物分别引入

托。山叮
、

B别团 IH 酶切位点
。

乃血以争EZ 上游
: 5

’

A A O口叮翔戊石A A A C A C T G G C G A A C C G T 3

1
.

1 主要材料和试剂



R而e 卜
E 2下游

:
5

’
G G 八 C C U T r订A C A A A TG C A G

A C A D红’A C C C 3
` 。

同时设计E 2蛋白 N3 (5 2 2nt) 端

和 C 端扩增引物 3 3 ( 89 nt)
,

R如 e卜 E ZN 下游
: 5

’

G G川陀C r 口汀G A门工牙GC T G A G G C 3
` ,

氏而份 E ZC 上

游
:

5
`

C T I诱A G G T口厌万 G G G A C T G T D红T C A C 3
’

根据分离到的突变株上的突变点设计引物
,

以标准株

为模板
,

对加 3 7in
、

33 8 7 nt
、

肠脚爪 以及刃 37nt 和 33 87 nt

位置进行突变
。

突变引物如下
:

而m -er 303 7 :
上游 5

’

G G A C A幻℃A G 毛灯℃ A G尹 3气勺恤
’

f l G A I毛旧C A G

C AG 3
` ;

下游 5
,

C 代祀爪义芜月陀 A A A T r 氏) 《 几U八T

A口心A] 叮G’ 代℃ 3
` ; R如阴卜33 87

:
上 游 5

’

C O 陀AC C A G A A CC A A Q蚁X从 GC A G G A A G A 3
, ; 下

游 5
,
节口门℃ C T G C I℃C l

,

G了浅心了代牙曰口陷滇G G 3
, :

竹而份 3的7 :
上 游 5

’
A G A CC rA C几刀人八引陀

A G口了氏打℃C 代℃A O了口
’

下 游
: 5

’
AO引戈心

A GG A C A C Q刀U A C 幻族C A G FA C G T C 】习 , 。

采用延伸法构建突变的 E Z 基因序列
。

以构建带

有 369 7 点突变的 H Pv- Z ZE 基因为例
,

用 2E 的

P ir me 卜 E Z 上游引物和 Pir m e -r 3697 下游引物
,

以及

P改m e r
.

3 6 9 7 上游引物和 n山m e -r E Z 下游引物分别扩增

H P-V 2 原毒株 E Z基因的 N 端和 C 端
,

扩增条件为 94 ℃

1而 n : 5 6℃ l m jn ; 72℃ I n五n ,

3 0 个循环
,

7 2 ℃延伸

s m ln
。

扩增出来的 D N A 片段分别进行回收纯化
,

并

进行重叠延伸反应
,

反应条件为
: 9 4℃ l m in ; 5 6℃

2而 n ; 7 2 ℃ 2而 n ,

3 0 个循环
,

7 2 ℃延伸 10 m in
,

回收

CP R 产物
,

与 pM D 18
一

T v ec ot r ( 1妞K刊R a 公司 ) 连接

构建重组质粒 p-T 369 7 E Z
。

经测序后
,

游离出 E Z 片

段并亚克隆至载体 ep ND A 3
.

1
,

构建质粒 cP
一

303 7 E 20

以此类推
,

构建质粒 跨3 3 8 7 E 2
、

伴
一

3 0 3 7
,

3 3 8 7 E 2
、

p e
一

E ZN
、

p e
一

E ZC 和 ep
一

3 697 E 2
。

1
.

3 脂质体介导的 H e
aL 细胞瞬时转染

脂质体介导的 eH la 细胞瞬时转染 人宫颈癌上

皮细胞系 H eL a 细胞由本室保存
。

收集对数生长期细

胞
,

调整细胞浓度
,

以 .0 5 x l护
一 1 x 10’l 孔接种至 6

孔板中
,

按 iL po fec itn Z以 x〕说明进行质粒 D N A 转染
。

分 别 以 Z p g H p v- 2 原 毒 株 真 核 表 达 质 粒

p BcL A I’-cL R (本室保存 ) 与 s oo gn 的 pe
一

E Z各重组

质粒共 转染 eH aL 细胞
。

以上 转染均 以 1 p g

CP M v- p
一

g al 质粒作为内对照来消除由于不同孔
、

不

同批次之间转染效率不同对实验结果造成的影响
。

1
.

4 转染细胞中 c A T 表达蚤的检测

细胞转染后 48 h 收获细胞
,

裂解细胞获得细胞上

清液
。

O Np G 检测上清中 p
一

g al 表达量
; E L I s A 方法

检测上清中 C A T 的表达量
,

具体操作按 C AT EL is A

儿 t 试剂盒说明进行
。

.l5 统计学分析

利用 手记 s t 或方差分析对 BP CL A r
.

cL R 质粒转染

H e La 细胞后 C rA 的表达量及与 ep
一

E Z 共转染 H e L月 细

胞后 C AT 的表达量进行两两比较
。

2 结果

2
.

1 根据发现的突变株 H P v Z 上的点突变
,

设计构建

的 E Z 突变点示意图如下
:

.2 2 2E 蛋白 N 端对转录抑制作用的影响

我们分别构建了包含有 3 0 3 7 nt 突变的以及缺失 N

端人 H r -y 2 E Z 蛋白的真核表达质粒
,

以 2 嗯 的量与

含有原毒株 L C R序列的 C AT 报导质粒 p B L c -AT L C R

分别转染 H e
aL 细胞

,

测定其 C AT 表达量
。

结果显示

在 H Pv- 2 原毒株 L C R 的控制下
,

C AT 的表达量与

H P v- 2 E Z 的原毒株比较
,

3 O3 7 in 突变株与 N 端缺失

株的细胞裂解上清中的 C AT 表达量均有所增加 (图

l)
,

而且 30 37 nt 突变株增加程度小于 N 端缺失株
。

这

提示 H P V ZE 蛋白的 N 端突变点以及 N 端的缺失都能

够降低 2E 蛋白对于启动子活性的抑制作用
。

圈 1 H Pv- 2 原毒株和变异株启动子活性的检测及 2E 蛋

白对启动子活性的抑制作用

.2 3 E Z 蛋白 C 端对转录抑制作用的影响

3 69 7 nt 位点是位于 E Z 蛋白 C 端的 D N A 结合功



能域中
,

为了确定其突变对于 2E 蛋白启动子活性调

节功能的影响
,

我们构建了带有 3697 nt 突变的 2E 蛋

白以及整个 N 端缺失的 E Z 蛋白真核表达质粒
,

分别

与 含 有原 毒 株 L C R 序 列 的 C AT 报 导质 粒

p B CL A -r CL R 共转染 H e aL 细胞
,

并测定细胞裂解上

清中 C AT 的表达量
。

结果缺失 C 端的 E Z 蛋白 C AT
先对表达 t 为 .0 7 2士 0

.

19
,

带有 3 6 9 7 nt 突变株的 2E

蛋白为 1
.

06 士 1
.

4 5
,

都较原毒株 0 .2 6士 0
.

14 高
.

显示

C 端缺失的 E Z和 3 69 7 llt 突变的 2E 都能够影响 E Z蛋

白本身的启动子抑制活性
,

而 C 端缺失的 E Z 似乎更

能影响其发挥启动子活性的抑制作用
。

圈 2 HP V- 2原毒株和变异株启动子活性的检测及

2E 蛋白对启动子活性的抑制作用

.2 4 校健区中的突变点对 E Z蛋白转录活性的影响

3 3 87 nt 位于 E Z 蛋白的 D N A 结合区以及 N 端转

录调节区之间的铰链区
`,

构建的带有此突变的质粒与

C AT 报导质粒 BP L C A .T L c R 共转染 H e aL 细胞
,

结果

显示 3 387 nt 位点的突变能够影响 2E 蛋白对于启动子

活性的抑制作用
,

C AT 的相对表达量为 .0 3 13 士 0
.

14
,

比原毒株提高了 2口%
。

位于 N 端的 303 7 nt 和 3 3 87 nt

同时突变的 ep
一

E NZ
.

R劝C 质粒
,

C AT 的表达量为

.0 7 7士 0 .0 5均比单独的突变点对 E Z 启动子的影响大
。

提示位于铰链区的 3387n t 突变能够影响 E Z蛋白的启

动子活性的抑制作用
。

圈 3 PH v- 2 原毒株和变异株启动子活性的检侧及 2E 蛋

白对启动子活性的抑制作用

3 讨论

Hr V Z 是引起皮肤寻常庆的常见 H P V 型别
。

在我

们前期的研究中发现的一例罕见巨大寻常统患者中证

明病变组织中存在 PH v- 2 基因
,

获得的 H P丫2 全基因

组序列的 2E 蛋白与原毒株比对结果显示
,

2E 蛋白有

多个氮基酸发生改变
。

而且突变的 2E 蛋白转录抑制

作用较野生型 E Z 蛋白显著降低
。

突变株的 E Z蛋白能

够降低了启动子活性的抑制作用
。

在高危粘膜型 H P V- 16
、

H P V- 18 的研究上表面突

变的 2E 蛋白及 L C R 上 2E 等转录因子结合位点的破

坏可明显增强病毒早期启动子的活性
,

诱导 E 6 E 7 基

因过度转录
、

表达
,

影响病毒复制并使宿主细胞发生

恶性转化 t5 ,6] ,

对皮肤型 PH v 的报道却很少
.

2E 蛋白是一种转录调节蛋白
,

E Z 蛋白通过与其

特异的结合位点相结合而发挥转录调节功能
,

根据其

结合位点的位置不同而发挥激活或者抑制作用7[]
。

E Z

蛋白结构上主要分为 C 端的 D N A 结合区
、

N 端的转

录调节区以及非保守的两者中间的铰链区
。

E Z 蛋白通

过其 D N A 结合区结合特异性序列 A C C N 6G G T
,

再通

过 N 端的转录调节区来调节启动子的活性8l[
。

文献显

示 N 端的缺失会影响 E Z 蛋白与特异序列的结合
,

从

而影响了 E Z 蛋白本身的抑制作用
,

使启动子的活性

明显增加 l9]
。

这个结论在我们的实验中得以证实
,

同

时发现与变异株 E Z的点突变 36 97 位点的突变也能够

提高启动子活性
,

虽然它的抑制作用不能完全类似于

N 端缺失的 E Z
,

但也能够说明此位点的氨基酸可能在

2E 的功能上有着重要的意义
。

以往对于 E Z蛋白的 C 端及铰链区在 2E 功能中的

作用研究较少
,

大部分文献都认为 E Z蛋白主要通过 N

端与序列结合
,

从空间结构上抑制了启动子的活性
。

我们的实验中显示无论是 C 端缺失的 E Z 蛋白以及位

于 N 端的突变点 33 07 和铰链区的 3 3 8 7 位点的突变同

样能够影响其对启动子活性的抑制作用
,

这说明在研

究 2E 蛋白的启动子活性调节方面
,

C 端以及铰链区

可能也起着重要的作用
。

我们早期的研究结果提示了 H P V
一

2 变异株启动

子活性增强及突变 E Z 蛋白转录抑制作用的降低
。

对

于这些突变位点与其启动子活性之间存在的关系的研

究
,

为进一步揭示与一罕见巨大寻常统临床表型之间

存在着重要的联系提供了线索
。
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肮病毒病实验动物脑组织 PrP
sc
样本库的建立

田禅
,

张宝云
,

韩俊
,

高晨
,

石琦
,

姜慈英
,

周伟
,

黄小平

(中国疾病预防控制中心病毒病预防控制所 传染病预防控制国家重点实验室 北京 10 0 0 52)

[摘要 1 阮病毒病是一类致死性神经退行性疾病
,

可在人及多种动物中发病
,

致死率达 10 0 %
。

利用 w e st er n b l 。 t 技术检测

脑组织中 rP 广是目前侧O和 OIE 推荐使用的动物和人阮病毒病确诊诊断技术
,

常规阮病毒病检测技术还有脑组织病理检测
、

免疫

组化和免疫印记等
,

此外许多新型的检测技术也在不断地研发
。

在诊断技术的研发中
,

合格稳定的临床样本库对于诊断技术的考

核十分重要
。

因此我们选用 30 只经颅内注射感染羊痰痒因子 2 63K 的仓鼠
,

这些仓鼠在经过相似的潜伏期后全部出现阮病毒病的

典型临床表现
,

并于终末期处死取脑组织
,

并以 30 只正常仓鼠作为对照
,

每只仓鼠脑组织分别制备 l既
、

浅和 0
.

5%3 种浓度的匀

浆
,

分装冷冻保存
。

以 Wes t er n B l o t 方法确定脑组织匀浆中 rP 沪的存在情况
,

并分别在建库半年和 3 年检测 rP 产的稳定性
.

经

检测
,

30 只感染仓鼠 l俄脑组织匀浆全部可检出 rP 产
,

1%脑组织匀浆有 26 份为 rP 产阳性
,

占总数的 86
.

7%
,

另 4 份 ( 13
.

3% )

结果为阴性
.

30 份 0
.

5 % 的脑组织匀浆中 19 份显示 rP 产阳性
,

占总数的 63
.

3 %
,

另 11 份 ( 36
.

7 % ) 未检出 rP 护
.

半年及 3 年

后复检
,

rP 产阳性检出率墓本不变
.

所有正常仓鼠脑匀浆均为 rP 护阴性
。

由此我们建立了含有 90 份 PrP
,

阳性标本和 90 份 P rP
女

阴性样本的肮病毒病实验动物脑组织检测样本库
,

具有可靠的检测重复性
,

可满足动物和人阮病毒病诊断技术敏感新及特异性的

评估和考核
。

【主皿词】阮病毒
:

羊痰痒因子 ; 26 3K ; 样本库

阮病毒病是一类致死性神经退行性疾病 l1[ ,

包括

人类的克雅氏病 ( Cr e u t z f e l d t一 J ak o b d i s e a s e
,

C DJ )

牛海绵状脑病 ( b o v i n e s p o n g i f o r m e n e e p h a l o p a t h y
,

B S E ) 和羊痰痒病 ( s e r 即 i e ) 等
,

病死率达 1 0 0 %
。

目前认为是由于中枢神经系统中的细胞型 PrP
“
发生错

误折叠转变成为致病构象 PrP
sc 而引起

。

P r scP 具有部

分抵抗蛋白酶 K ( p r o t e i n a s e K
,

PK ) 消化这一特点

在阮病毒病检测中常被用于区分 PrP
C
和 rP SCP

.

除了脑

组织病理检测
、

免疫组化和免疫印记等常规阮病毒病

检测技术外
,

许多新型的检测技术也在不断地研发
。

目前 WHO和欧盟认可的阮病毒病诊断技术均是基于

脑组织 Pr 户的检测〔2]
。

在诊断技术的研发中
,

合格稳定

的临床样本库对于诊断技术的考核十分重要
。

本文选择

了 3 0 份羊痰痒因子 2 6 3K 感染的仓鼠脑组织和 30 份正

常仓鼠脑组织
,

每份样本制备成三种不同浓度的脑组织

匀浆
,

建立了阮病毒病实验动物脑组织 rP 户样本库
,

并

对其稳定性进行了系统的检测
,

为建立人和动物阮病毒

病诊断技术的评估和考核系统奠定了基础
.




