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摘要  目的:探讨 HBV X区基因用于乙型病毒性肝炎早期诊断价值和意义。方法: 设计特异性引物, 将 pBR322- HBV 质粒

X区部分序列 PCR 产物 AT亚克隆至 pBS- T 载体, 提取和纯化质粒 DNA,再对HBV X区序列进行 PCR扩增。结果:获得了预期

希望的质粒。PCR的最佳退火温度为 51 e ,灵敏度达到 101 拷贝/ 2Ll, 线性范围 101- 1010 拷贝/ 2Ll。讨论: pBR322- HBV 质粒

中的靶基因成功地被亚克隆至 pBS- T载体。pBR322- HBV 中 X区目的序列扩增产物为 57bp, 该小片段勿需纯化就可直接 AT

亚克隆至新载体,有利于后续的常规 PCR检测和 TaqMan MGB荧光定量 PCR检测。
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ABSTRACT Objective: To explore the significance and value of HBV X region genes in the early diagnosis of Hepatitis B. Methods: The

partial gene sequence of HBV X region in pBR322- HBV was amplified by PCR. The products amplified by PCR were sub- cloned into the pBS

- T vector, which were an effective AT clone plasmid. The positive AT sub- clones were sequenced. Results: The expected plasmid with HBV

X region gene was obtained. The optimal annealing temperature was 51 e . The sensitivity reached 101 copies per 2Ll. The linear rangewas 101

- 1010 copies per 2Ll. Discussion: The target genes in pBR322- HBV were sub- cloned to pBS- T . The amplification product of the target

gene sequence in pBR322- HBV was 57bp. It can be directly sub- cloned to the new vector without purification, which favors the routine PCR

and TaqManMGB fluorescent quantitative PCR for the early detection of HBV.
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  本文主要研究HBV X区基因保守区段, 试图应用 PCR 技

术检测 HBV, 为乙型病毒性肝炎的早期诊断, 探索最直接、最

灵敏的检测方法和检测指标。现将结果报道如下。

1  材料与方法

1. 1 材料
pBR322- HBV 质粒由本院微生物实验室杨继红教授提

供; DH5A菌种由本实验室保存; PCR 引物是利用引物和探针

设计软件 Primer Express2. 0 [1] ( AB Biosystems 产品) , Invitrogen

公司合成; pBS- T 连接试剂盒、50bp 分子量标准购自北京天

为时代有限公司; DL3000 分子量标准购自上海生工; Taq DNA

聚合酶购自 Bio Basic Inc. ( Canada) ; X- gal、IPTG 购自 Sigma公

司; 3S Spin Plasmid M iniprep Kit V3. 1质粒小抽试剂盒、dNTP 购

自上海申能博彩有限公司; Eco RÑ购自宝生物工程有限公司;
其余常规试剂为国产分析纯。

1. 2 方法
1. 2. 1  引物设计: 用 Primer Express2. 0 软件对 HBV ayr

( Genebank 序列号: X04615) X区保守序列设计特异性引物, 引

物序列和位置如下, 正向引物 BF1545( 1545 - 1563) : CTCCC-

CGTCTGTGCCTTCT ,反向引物 BR1601( 1601- 1620) : TGCAGAG-

GTGAAGCGAAGTG。

1. 2. 2  PCR 扩增 pBR322- HBV 目的基因: 反应体系为: 总体

积为 50Ll, 其中含0. 2mmol/ L dNTP, 1. 5mmol/ L MgCl2 , 0. 4mmol/

L BF1545, 0. 4m mol/ L BR1601, 0. 02U/Ll T aq DNA 聚合酶, 模

板 2Ll, 1@ 反应缓冲液; 在 Bio- Rad PTC- 200 PCR 仪上 94e

10min, 94e 10s, 60e 30s,循环 44 次。

1. 2. 3 感受态细胞的制备

用 CaCl2 制备感受态大肠杆菌
[ 2]。

1. 2. 4 AT亚克隆[ 3]

1. 2. 4. 1 连接:电泳检测 PCR 产物, 对照 Marker 估算 DNA 浓

度,将剩余 PCR产物勿需纯化, 直接使用 pBS- T 连接试剂盒

进行连接,体系为: 10@ T4 DNA Ligation Buffer 1Ll, pBS- T 载体

1Ll( 50ng) ,T4 DNA Ligase 1Ll ( 3U ) , PCR 产物 0. 3Ll(约 5ng ) , dd

H2O 6. 7Ll, 16 e 连接 16h。

1. 2. 4. 2 转化:取 5Ll连接液至 100Ll感受态细胞中轻轻旋转

几次混匀,冰浴 30 min, 42 e 静止热激 90s, 快速冰浴 2min,加入

400Ll SOC 培养基, 用水浴将培养基加温至 37e , 转移至 37e

摇床(转速小于 225rpm/ min) , 温浴 45min, 取 200Ll均匀涂布于

90mm LB平板上 (平板含 Amp 终浓度为 60Lg/ ml, 均匀涂布

40Ll X- gal和 16Ll IPTG 混合物) , 待接种液完全吸收后, 颠倒

培养板于 37e 培养 16h。

1. 2. 4. 3 菌落 PCR[ 4]初步鉴定与测序: 挑取白色菌落接种于

新鲜含有 60Lg / ml Amp的 5ml液体 LB 培养基中 37 e , 250rpm/

min振荡培养,同时也将菌落做模板在 1. 2. 2所述 PCR 反应体
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系和条件下扩增, 初步鉴定阳性亚克隆。将鉴定为阳性克隆

子的菌液送 Invitrogen 公司测序。

1. 2. 5  质粒的提取和纯化: 测序结果验证为阳性亚克隆的菌
液接种于新鲜含有 60Lg/ ml Amp LB 液体培养基中, 37e ,

225rpm/ min 培养箱中振荡培养 16 小时 (菌液体积: LB 液体培

养基体积为 1: 100) , 用3S Spin Plasmid M iniprep Kit V3. 1 质粒小

抽试剂盒提取和纯化质粒 DNA。提取质粒经 EcoRÑ单酶切后

1. 5%琼脂糖凝胶电泳检测。酶切反应体系为: 10 @ H 缓冲液
2Ll, EcoR Ñ限制性内切酶 0. 5Ll( 15U/Ll) ,质粒 2Ll, ddH2O 15.

5Ll; 37e 酶切 3h。

1. 2. 6  质粒浓度测定: 用紫外分光光度计测出质粒浓度为
60Lg/ ml( A260/ A280= 1. 85) , 计算其摩尔质量 ( 60Lg/ ml @

10- 6) / ( 3057@ 666) ,再与阿佛加德罗常数 6. 02 @ 1023相乘, 计

算出每 2Ll质粒的拷贝数为 3. 55@ 1010 copies。

1. 2. 7  质粒倍比稀释[ 5]

取100Ll 3. 55 @ 1010copies/ 2Ll质粒用 TE 稀释至 355Ll, 浓

度为 1010 copies/ 2Ll, 再取 100Ll 1010 copies/ 2Ll 质粒至 900Ll

TE中, 浓度为 109 copies/ 2Ll, 依此类推, 共稀释 10 个梯度, 直

到 101copies/ 2Ll。

1. 2. 8  PCR最佳退火温度的确定和灵敏度检测

在 BioRad PTC- 200 PCR仪上做退火温度梯度, 以确定最

佳退火温度。PCR反应体系为 10 @ PCR 缓冲液 5Ll, 25mM Mg-

cl2 3Ll , 10mM dNTP 1Ll, 20L, BF1545、BR1601 各 1Ll,T aq 酶 1U ,

106copies/ 2Ll质粒 2Ll, 灭菌双蒸水补足至 50Ll。反应条件为

94e 3min, 94e 10s, 50 e ~ 60e 梯度 30s, 72e 30s, 循环 44 次,

72e 5min。PCR产物经 3%琼脂糖凝胶电泳, 120v 电压, 30min

后检测。并在最佳退火温度条件下, 对1011010copies/ 2Ll 10种

浓度的质粒做模板进行 PCR 扩增。PCR 产物以 120v 电压,

30min, 3%琼脂糖凝胶电泳检测灵敏度。

2  结果

2. 1  阳性亚克隆的初步鉴定:见图 1。

2. 2  测序结果
将菌落 PCR检测为阳性亚克隆菌液,送往 Invitrogen 公司,

用 377 测序仪测序。结果鉴定HBV X区基因部分序列已亚克

隆到 pBS- T 载体。序列为 CTCCCCGTCT GTGCCTTCTCATCT-

GCCGGACCGTGTGCACTTCGCTTCACCTCTGCA ( 图 2 )。长 度

57bp, 在 NCBI上 BLAST 结果证明此序列为 HBV X区基因的部

分序列。

2. 3  质粒 DNA 的单酶切鉴定

结果见图 3。可见 3057bp条带。

图 1 菌落 PCR 初步鉴定电泳图

M: 50bp分子量标准; N:阴性对照; 1~ 3:菌落PCR产物

Fig. 1  Colony PCR electrophoretogram for primary identifying

M : 50bpMarker; N: Negative control; 13: colony PCR product

图 3 重组质粒单酶切电泳图

Fig. 3 Digest ing elect rophoretogram of recombination plasmid

图 2  HBV X 区部分序列测序结果

Fig. 2  The part ial sequence of genes of HBV X region by sequencer
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2. 4 退火温度的优化

确定最佳退火温度为 50. 3 e , 50. 9e , 51. 7e , 均值为 51e (图 4)。

图 4  不同退火温度 PCR产物琼脂糖凝胶电泳图

M: 50bp DNA分子量标准; N :阴性对照; 110:退火温度分别为 50. 0 e , 50. 3 e , 50. 9e , 51. 7 e , 52. 8 e , 54. 3 e , 56. 0e , 57. 4 e , 58. 5 e , 59. 3 e ,

59. 8 e , 60. 0 e

Fig. 4  3% agarose gel electrophoretogram of PCR product with different annealing temperature

M: 50bp DNA Marker; N: negat ive cont rol ; 110: the annealing temperature are 50. 0e , 50. 3 e , 50. 9 e , 51. 7 e , 52. 8 e , 54. 3 e , 56. 0 e , 57. 4 e , 58.

5 e , 59. 3 e , 59. 8e , and 60. 0e respectively.

2. 5 灵敏度的测定

扩增灵敏度达到 101copies/ 2Ll, 线性范围为 101~ 1010copies/ 2Ll(图 5)。

图 5  不同浓度模板PCR产物电泳图

M: 50bp DNA分子量标准; N: 阴性对照; 1~ 10: 模板拷贝数为 101copies/ 2Ll~ 1010copies/ 2Ll

Fig. 5  PCR product electrophoretogram of different copy number template

M : 50bp DNA Marker; N: negat ive cont rol ; 1~ 10: the copy number of templates are 101copies/ 2Ll~ 1010copies/ 2Ll

3  讨论
随着分子病毒遗传学的发展而建立起来的 PCR技术已成

为病毒等病原性疾病灵敏的检测手段。自 1999 年初以来, 美

国对所有采集的血液都进行了核酸扩增检测( NAT) [6] ,主要检

测HIV- 1和 HCV, 也用于检测 HBV [ 7]。转基因小鼠实验证明,

HBV 的 X基因可诱发肝癌的发生[ 8]。因此 ,研究 HBV X 区基

因,探索敏感的检测方法,对乙型病毒性肝炎的早期诊断, 提

高治愈率,减少并发症等都具有积极的意义。

退火温度是影响 PCR特异性的较重要因素。本实验引物

BF1545 有 19个核苷酸, BR1601 20 个核苷酸。按公式 Tm= 4

( G+ C) + 2( A+ T) ;退火温度= Tm - ( 5~ 10 e )计算出 BF1545

的退火温度为50e ~ 54e , BR1601 的退火温度为 47e ~ 52e 。

因此,通过对同一浓度质粒在其他条件相同情况下,以 50e ~

60e 退火温度梯度 PCR确定最佳退火温度, 本实验质粒浓度

有 10! ~ 1010copies/ 2Ll 10 种, 取其中间浓度 106copies/ 2Ll 质

粒作模板,摸索最佳退火温度是 51e 。

本文通过设计特异性引物, 将 pBR322- HBV 质粒 (大小

10kb 左右)中的靶基因亚克隆至 pBS- T 载体。pBS- T载体是

一种高效克隆 PCR 产物的专用载体,大小为 3000bp, 接近 HBV

基因组。通过对 pBR322- HBV 中 X 区目的序列扩增,产物为

57bp 小片段,勿需纯化可直接 AT 亚克隆至新载体, 进而探索

PCR检测亚克隆片段的灵敏度, 从而为下一步荧光定量 PCR

TaqManMGB探针的设计及为绝对定量标准曲线的制作奠定

基础,为血液筛查、临床应用提供依据。

(下转第 9页)

#6#     现代生物医学进展    Progress in Modern Biomedicine    2006 Vol. 6 No. 8     



3  结论

EGFR是一种跨膜糖蛋白, 具有酪氨酸激酶活性, 由原癌

基因 c- erB- 1 所编码,是 erbB 受体家族之一, 广泛分布于分

裂增生活跃的组织。其结构分为 3 个区域, 伸向膜外与 EGF

识别并结合的氨基端区域,位于细胞膜中间单链的A- 螺旋跨

膜区以及具有酪氨酸激酶活性的细胞质内的羧基端区域。大

量的研究表明,在多种肿瘤组织中存在 EGFR高表达。表皮生

长因子( EGF)与其受体( EGFR)结合成 EGF- EGFR复合物, 直

接参与、启动和调控细胞增殖的基因, 其中包括 c- fos、c-

myc、c- jun 等重要编码基因, 以及与生长调节有关的重要蛋

白基因,再通过基因表达使细胞分裂增殖[ 14~ 16]。

本研究结果表明, 超声激活 HpD 对 EGFR的表达量及活

性产生明显的影响, 使其表达量下降及其活性受到抑制。因

此抑制了由 EGFR介导的促肿瘤增殖的路径,减缓肿瘤的生长

速度,起到一定抑癌作用。EGFR表达量的下降, 提示可能是

损伤信号使 c- erbB- 1 基因的转录被抑制,从而使 EGFR表达

下调,最终使细胞增殖减慢且表现一定的时滞效应。而 EGFR

活性下降,则表明了超声激活血卟啉对膜受体蛋白的直接损

伤,其结果亦导致肿瘤细胞增殖受阻。
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