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广东地区HPVl6型L1基因的序列分析及其
毕赤酵母表达载体的构建
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【摘要] 目的：分析广东地区人乳头瘤病毒(HPV)16型L1基因结构特点；构建广东分离株I-IPVl6 L1毕赤酵

母分泌型表达载体。方法：采用PCR技术从广东地区宫颈癌组织中扩增HPVl6 L1基因，克隆入毕赤酵母表达载

体pPICZcxC，测序并对HPVl6 L1基因进行序歹|j分析。结果：成功扩增了广东地区HPVl6 LI基因，并构建了其毕赤

酵母表达载体pPICZaC—HPVl6 L1。广东分离株HPVl6 L1基因序列与德国标准株相比有16处不同。同源性为

98．99％，其编码的氨基酸序列有8处发生改变；与中国标准株比较有9处不同，同源性为99．18％，其编码的氨基

酸序列有4处发生变化；发现在HPVl6 L1基因序列中nt5 649、nt5 652、nt5 654、nt5 657、nt5 692、n6 693，6个位点

存在突变。结论：广东地区HPVl6 LI基因序列与德国标准株、中国标准株相比较均存在差异；成功构建广东地区

HPVl6 L1真核表达载体。
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[Abstract]Aim：To investigate the structure specificity of human papilloma virus(HPV)type 16 in

Guangdong area，and to construct its pichia pastories secretion type expression vector．Methods：The

HPVl6 L1 gene were amplified from human cervical carcinoma tissues in Guangdong province by PCR，

and cloned into pichia pastories expression vector．The HPVl6 L1 gene were sequenced and analyzed．

Results：The HPVl6 L1 gene sequence were obtained，and the HPVl6 L1 pichia pastories expression
veetor were constructed．There were 16 nucleotide differences between Guangdong strain and Germanic

standard strain，the sequences were 98．99％homology，subsequently changed 8 amino acids it coded．

There were 9 nucleotide differences between Guangdong strain and Chinese standard strain，the se-

quences were 99．18％homology，subsequently changed 4 amino acids it coded．There are 6 mutations
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(nt5 649，nt5 652，nt5 654，nt5 657，nt5 692，nt5 693)in HPVl6 L1 gene sequence obtained from

Guangdong area．Conclusion：There are nueleotide differences of HPVl6 L1 gene among Germanic

standard strain，Chinese standard strain and Guangdong strain．Guangdong HPVl6 L1 piehia pastories

expression vector were constructed．

[Key words]human papilloma virus(HPV)type 16；Guangdong；L1 gene；mutation；pichia

pastories

人乳头瘤病毒(human papilloma virus，HPV)

为乳多空病毒科多瘤病毒亚科的一种双链环装

DNA病毒，是一种嗜上皮性病毒，具有高度的宿主

特异性。目前已分离鉴定出120多种，根据其致病

力的不同分为高危型、中危型和低危型3类。有资

料表明，宫颈癌的发生率在妇女生殖道肿瘤中占首

位，其危害性仅次于乳腺癌，已成为危害妇女健康的

第二杀手LlJ。流行病学调查和临床实验研究结果

均已证实，高危型HPV感染与宫颈癌的发生密切相

关，其中高危型HPVl6是引发子宫颈癌的最主要因

素，占所有感染比例的50％以上。在我国每年宫颈

癌新发病例约13．15万，占世界宫颈癌新发病总数

的28．8％【2】。鉴于宫颈癌发病的主要原因已明确，

而保护机体免受HPV感染可以有效地预防宫颈癌

的发生，故HPV疫苗的研究已成为各国科研工作者

所关注的一个热点。

2006年美国食品与药品管理局(FDA)正式批

准美国默克公司生产的预防性宫颈癌疫苗Gardasil

上市，此疫苗是针对其本国国民所感染人乳头瘤状

病毒研制，而HPV病毒存在地域变异性。变异株病

毒感染，尤其HPVl6变异株感染，被认为较原型感

染发生宫颈上皮内瘤变和浸润性宫颈癌的风险会增

大口】。研究针对本地区的HPV流行株的疫苗很有

必要，本实验的研究结果为本地区预防性宫颈癌疫

苗的开发提供了基础。

1材料和方法

I．I材料

(1)组织来源 lO例宫颈癌组织均取自2006

年11月一2007年1月暨南大学第一附属医院和番

禺妇幼保健院(何贤纪念医院)妇科住院手术患者。

lo例患者年龄38—69岁，平均年龄47岁。患者均

为广东籍，出生并长期生活在广东，均否认长期外地

居住史。所取组织均经病理学确诊，取手术切除的

病变组织，投入液氮速冻。

(2)质粒与宿主菌pPICZotC，大肠杆菌菌株

TOPIOF，和酵母菌株GSll5均购自invitrogen公司。

(3)试剂蛋白酶K，RNase购自invitrogen公

司；Pfu DNA聚合酶为天根公司产品；PCR产物纯化

试剂盒与质粒提取试剂盒为Omega公司产品；限制

性内切酶C／a I，Xba I，Sac I与T4连接酶购自

promaga公司。酵母提取物、胰蛋白胨、蛋白胨、生

物素和山梨醇均购于华美生物技术公司；Zeocin为

invitrogen公司产品；其他试剂为分析纯以上试剂。

1。2方法

(1)癌组织DNA提取参考文献[4]方法提取。

(2)引物设计根据GenBank发表的HPVl6

Ll(序列号NC一001526)跨HPVl6 L1完整编码基

因，设计HPVl6 L1基因上下游引物；并在上，下游

引物5’端分别引入C／a I及Xba I酶切位点(下划线

标出)，外加保护碱基，由上海生工合成。

上游引物：HPVl6 L1 5’ccatcgatgcaggtgacttttattta·

catcctag 3’

下游引物：HPVl6 L1 5’ge燮翌geeacttagccagc—
cagettacg 3’o

(3)目的基因HPVl6 L1的扩增与纯化 以广

东地区宫颈癌组织提取的DNA为模板，HPVl6 L1

上下游引物进行PCR反应。反应参数：95℃5

min，94℃30 S，55℃l min，72℃2 rain，共30个循

环，末次循环后72℃延伸10 min。扩增产物经l％

凝胶电泳检测，将目的条带切下后。用DNA回收试

剂盒回收纯化。送交上海生工公司测序，以HPVl6

Ll基因上下游引物为测序引物，中间段测序引物由

上海生工公司设计并合成。

(4)真核表达载体的构建与鉴定 将纯化的

HPVl6 L1片段与pPICZaC载体同时用限制性内切

酶C／a I及Xba I进行酶切，HPVl6 LI基因与载体

按照Omega公司DNA回收试剂盒操作，回收后T4

连接酶连接。将连接产物转化入TOPIOF，感受态细

胞，在低盐LB，Zeocin抗性培养基中筛选培养。挑

取阳性克隆，培养后小量提取质粒，采用C／a I及

XbaI双位点单、双酶切鉴定。选取阳性克隆，交上海
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生工公司测序，测序引物为5'AOXl和3'AOXl，中间

段测序引物由上海生工公司设计并合成。

(5)HPVl6 L1基因序列的分析采用DNAMAN

version5．2．2软件分别对德国标准株、中国标准株和

广东分离株HPVl6 L1基因序列进行同源性比较、

HPVl6 L1蛋白疏水性预测及HPVl6 L1蛋白抗原

决定簇预测结果进行对比分析。

2 结果

(1)采用HPVl6 L1基因的特异性引物，以广东

地区宫颈癌组织提取的DNA为模板扩增HPVl6 L1

片段，10份标本中NO．3与NO．5两份标本为

HPVl6 L1阳性。PCR产物l％琼脂糖凝胶电泳结

果，可见长约1 600 bp左右的扩增条带，其大小与预

期相符，见图1。

1：DL 2 000 DNA Marker；2：NO．3标本HPVl6LI基因PER产

物；3：NO．5标本HPVl6L1基因PCR产物

图1 HPVl6 LI基因PCR产物的电泳分析

(2)回收HPVl6 L1片段与pPICZotC载体连

接，获得重组表达质粒pPICZotC．HPVl6L1，经Cla I

及Xba I双酶切鉴定在l 600及3 500 bp处各见一

条清晰条带与预计片段大小一致。经Cht I单酶切

鉴定在5 100 bp处见一条清晰条带，见图2。

(3)本实验从广东地区所分离获得的2个

HPVl6 L1核苷酸基因序列基本一致。测序结果与

Seedorf等疆1于1985年报道的德国标准株，谷鸿喜

等【61于1999年报道的中国株HPVl6 L1基因序列

进行比较，发现广东分离株HPVl6 L1基因序列与

德国标准株相比有16处不同，同源性为98．99％，

其编码的氨基酸序列有8处发生改变；与中国标准

株比较有9处不同，同源性为99．18％，其编码的氨

基酸序列有4处发生变化(见表1)，即在HPV全基

因组序列中，nt5 649处的C变为G，核苷酸三联密

码由CTG--,GTG，其编码的第3l位氨基酸由亮氨酸

变为缬氨酸；nt5 652与nt5 654处C变为A，T变为

C，核苷酸三联密码CCT-+AcC，其编码的32位氨

基酸由脯氨酸一苏氨酸；nt5 657位的T变为A，核

苷酸三联密码AG，hAGA，其编码的33位氨基酸由
丝氨酸_+精氨酸；nt5 692与nt5 693处的核苷酸C

变成T，T变成A，核苷酸三联密码TCnlTA，其编
码的45位氨基酸由丝氨酸变成亮氨酸；nt6 240位

的C变成G，核苷酸三联密码CAhGAT，其编码的
228位氨基酸由组氨酸_天冬氨酸；nt6 432位的A

变成e，核苷酸三联密码ACT_GcT，其编码的292

位氨基酸由苏氨酸变成丙氨酸；nt6 731位A变成

G，此处突变为同义突变，其编码的氨基酸序列未发

生改变；nt6 901与nt6 902间插入3个核苷酸CAT，

A6蜘c6啦C-+A6帅1 CAT C6嫩C-+ACA TCC，氨基酸序

列相应位置插入一个丝氨酸；原始序列nt6 952一

nt6 954编码天门冬氨酸的GAT缺失并导致氨基酸

序列相应位置的天门冬氨酸缺失；nt7 061处的G变

成A，该处突变为同义突变其编码的氨基酸序列并

未发生变化。

1：1 kb DNA Marker；2：pPICZaC—HPVl6 L1 C／a I与胁I双酶
切结果(3 500 bp 1 600bp)；3：pPICZaC-HPVl6 L1 C／a I(5 100 bp)

单酶切结果；4：pPICZaC ck I酶切结果(3 500 bp)

图2重组质粒pPICZaC-HPVl6 L1酶切鉴定结果

(4)采用DNAMAN version5．2．2软件对广东地

区HPVl6 L1分离株与德国标准株的蛋白质理化性

质预测结果进行对比分析。广东分离株HPVl6 LI

蛋白质氨基酸残基30到35位氨基酸区域较德国标

准株同位置疏水性减弱；广东分离株氨基酸残基40

～49位氨基酸区域较德国标准株疏水性增强(图

3A，图3B)。广东分离株HPVl6 L1蛋白质氨基酸

残基290到300位氨基酸区域较德国标准株同位置

疏水性增强，而蛋白质氨基酸残基440到470位氨

基酸区域则较德国标准株同位置疏水性减弱(图

3C，3D)。
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A：德国标准株第25位至第50位氨基酸HPVl6 LI蛋白疏水性

预测结果；B：广东分离株第25位至第50位氨基酸HPVl6 LI蛋白

疏水性预测结果；c：德国标准株第200位至第490位氨基酸HPVl6

u蛋白瑰水性预测结果；D：广东分离株第200位至第490位氨基酸

HPVl6 L1蛋白琉水性预测结果

图3 HPVl6 L1蛋白疏水性预测分析

酸位置

抗原决定簇分析结果显示(见表2)，在德国标

准株蛋白中有19个可能抗原决定簇，在广东分离

株中有20个可能的抗原决定簇。德国标准株中

25-FQMSLWLPSEATVYLPPVPVSKV VSTDEYVART-

NIYYHA一63这一抗原决定簇得分为1．220，由39个

氨基酸残基组成。在分离株中这个39个氨基酸残

基组成的抗原决定簇变成两个，分别为25-FQMSL-

WVT-32(8个氨基酸残基构成)和34一EATVYLP-

PⅥ)vLKVVSTDEYVARTNIYYHA一63(30个氨基酸

残基构成)，得分分别为1．067和1．254；在德国标

准株中443一TYRFVTQAIACQKHTPP一459肽段抗原

决定簇评分为1．143；广东分离株Ll蛋白在第448

氨基酸残基后插入一个丝氨酸，相应抗原决定簇肽

段443一TYRFVTSQAIACQKHTPP-460得分为1．106。

除此两处差别以外，广东分离株与德国标准株其余

的抗原决定簇相同。

表2德国标准株与广东分离株抗原决定簇预测结果比较

病毒株蓑曩翥妻
预测抗原决定簇的

氨基酸序列

抗原决定

簇评分

3讨论

1949年Straus等‘71首先在电镜下从普通疣体

一不孓龟王ZL

c：■幺曩4曩标，432。od也046

二、

掣繁缮
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浸出液中观察到病毒颗粒，HPV颗粒呈球形，其二

十面体对称，直径约45—55 nnl；HPV的分子长度约

7．8～8 kb；HPV基因组按功能分2个编码区，其间

有0．4—1．0 kb的非编码片段分隔；E(早期)编码区

有早期基因E1一E7，包含病毒复制和细胞转化必需

的信息；L(晚期)编码区含晚期基因Ll和L2，仅在

分化的角化细胞中表达，编码病毒颗粒的结构蛋

白哺】。HPv L1为人乳头瘤状病毒的主要衣壳蛋

白，具有自我组装成病毒样颗粒(virus—hke particle，

VLP)的特性。病毒样颗粒能刺激机体产生高滴度

的中和抗体一】，其结构与天然完整病毒的构型十分

相似，易被巨噬细胞摄取。在树突状细胞中通过

cross—presentation与MHC-I类分子(MHC class I

molecule)结合呈递抗原决定簇，引起CTL(cytotoxic

T lymphocytes)反应【101，且病毒样颗粒不含病毒基

因组DNA，在宿主细胞中不能复制，没有感染性。

HPV L1的特性使其成为一个理想的预防性疫苗的

靶抗原。

实验中为了最大限度的减少PCR反应中产生

的碱基错配，采用了pfu DNA聚合酶，pfu酶具有3’

----5’外切酶的活性，可以提高PCR反应扩增的准确

率。

根据实验测序结果与相关文献资料，发现

HPVl6全基因序列nt6 240位由C变成G，为一突

变热点【111，由于该位点碱基的突变导致三联体密码

的改变使其编码的氨基酸由组氨酸变成天冬氨酸，

此改变可使L1自我组装为病毒样颗粒的效率大大

提高，可能与其变异株的高致病性相关。HPV是专

性细胞内复制的胞内微生物¨2。，病毒通过L1蛋白

与基底化细胞表面的HPV受体结合、感染细胞[1 3|。

在早期，HPV基因组于基底细胞层内以多拷贝(少

于20一50拷贝)核外附体的形式与细胞s期同步

复制合成，E1、E2两种磷酸化核蛋白调控病毒DNA

的复制和低水平转录，而E6、E7和E5蛋白诱导宿

主细胞发生增殖性病变。后期随着角质形成细胞的

分化和向表层移行，早期基因的转录与翻译明显增

加，同时分化依赖性地激活E4、L1、L2基因的转录

和翻译，并完成核内病毒颗粒成功组装¨41。HPVl6

Ll的组装效率的提高可使病毒颗粒组装效率效率

增加，大量新合成的HPV由被感染的复层鳞状上皮

的表层脱屑角化细胞释放，继续感染邻近的细胞，使

机体患病的机会显著增加，但作用机制仍需进一步

研究。

比对分析广东分离株与德国标准株的基因序列

发现，广东分离株在nt6 240、nt6 432发生突变，在

nt6 901与nt6 902间插入3个核苷酸CAT，nt6 952-

nt6 954处GAT缺失。HPVl6 L1是一段高度保守

的基因序列，而以上4处突变，在中国均有报

道【5．151，推测HPvl6 L1位点的基因突变可能是进

化选择的，可能为HPVl6种系进化的一个中间环

节；由于这些位点的改变导致其编码的的氨基酸也

发生变化，结果显示，广东分离株HPVl6 L1蛋白相

关位置的疏水性发生改变，对分离株抗原表位造成

一定程度的影响。本实验结果显示分离株抗原决定

簇的抗原性较德国标准株减弱，可能是病毒逃避自

然免疫识别，导致官颈癌发生的一个环节。

与中国标准株和德国标准株的基因序列相比

较，广东分离株在nt5 649、nt5 652、nt5 654、nt5 657、

nt5 692、nt5 693，这6处碱基也发生了突变，突变使

Ll蛋白相关位置肽段的疏水性发生改变。抗原决

定簇分析结果显示，广东分离株HPVl6 L1中，由于

LPS突变为VTR，25-FQMSLWVT-32肽段的抗原性

较弱，34．EATVYLPPVPVLKV VSTDEYVARTN[YY—

HA．63肽段的抗原性比标准株肽段的抗原性要增

强，可能会导致L1蛋白的抗原决定簇的构象发生改

变，使病毒逃脱免疫监视从而导致机体致病。以上

6处碱基的改变未见报道，是HPVl6进化发展的一

个阶段，抑或偶发的点突变?是否仅在广东地区存

在，具有区域性?有待进一步研究。

HPVl6 L1成为宫颈癌预防性疫苗的理想的候

选靶蛋白，与其独特的具有自我组装成病毒样颗粒

的生物学特性密切相关的，HPVl6 L1蛋白只有正确

的折叠为类病毒样颗粒才具生物学活性，必须选择

一个合适的表达系统。毕赤酵母是近十年来发展起

来的极具潜力的一种真核表达系统，其生物产品的

安全性已经得到美国FDA的认可。毕赤酵母表达

系统对于表达重组蛋白具有独特的优越性。

综上所述，广东分离株HPVl6 L1基因的成功

克隆，为HPVl6型预防性疫苗的研制提供了基础。
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