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摘 要：人乳头瘤病毒的16型E6和E7癌基因已广泛用于建立哺乳动物的永生化细胞，但能否用于建立鸡的

永生化细胞尚不清楚。试验究克隆人乳头瘤病毒16型（HPV16）E6和E7癌基因，分别构建这两个病毒癌基因的逆

转录病毒表达载体，包装成逆转录病毒颗粒，感染鸡前脂肪细胞后，采用MTT比色法检测E6和E7基因对鸡前脂

肪细胞增殖的影响。结果表明，与对照组相比，E7基因显著促进鸡前脂肪细胞增殖，而E6基因则作用不明显。本

研究为E6和E7基因在鸡细胞永生化研究奠定基础。
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Abstract: Human papillomavirus type 16 E6 and E7 oncogenes are widely used in the estab-

lishment of immortalized mammalian cells, but it is unclear whether E6 and E7 oncogenes can used for

immortalizing chicken cells. In the present study, HPV-16 E6 and E7 genes were cloned and inserted

into the retroviral expression vectors. E6 and E7 retroviral expression vectors were packaged into

infectious virus particles, respectively. The primary chicken preadipocytes were infected by the retro-

viruses expressing E6 and E7, respectively. The proliferation of chicken preadipocytes was detected by

MTT assay. The results showed that E7 gene significantly promoted chicken preadipocyte proliferation

compared with the control group, but E6 gene had no obvious effect on chicken preadipocyte

proliferation. Our findings lay the foundation for chicken cell immortalization by E6 and E7 gene.
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人乳头瘤病毒（Human papillomaivrus，HPV）是

一种双链环状DNA肿瘤病毒，根据其致癌风险性

可分为高危型和低危型。HPVl6亚型属高危型，通

常能够整合到宿主细胞的基因组DNA中，表达的
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原癌蛋白能激活宿主细胞中原癌基因，灭活宿主

细胞抑癌基因，致使宿主细胞增殖失控、细胞凋

亡异常，引起恶性肿瘤。HPV16编码的E6、E7蛋

白在细胞转化中起重要作用，转染 HPV-16 E6、

E7基因可使多种正常组织细胞永生化 [1]。HPV-16
的 E6 和 E7 癌基因可独立促进细胞增殖，诱导细

胞进入的永生化，但诱导作用途径不同。E6 蛋

白是一种多功能蛋白，该蛋白包含四个特征性C-
X-X-C基序，可形成两个锌指状结构，E6蛋白还

包 含 具 有 p300/CBP、 E6- AP、 myc 和 PDZ 等 多

种细胞增殖调控蛋白的结合位点。E6蛋白可降解

p53 蛋白，增强人端粒酶逆转录酶基因的（Human
telomerase reverse transciptase， hTERT）表 达 和 活

性，改变细胞周期，促进细胞增殖[2-6]。E7蛋白能

与pRb第649-72位氨基酸的口袋结构特异性结合，

降 解 pRb， 释 放 核 转 录 因 子 E2F， 促 使 细 胞

进入S期，避免进入DNA损伤应答途径，促进细胞

永生化[7]。E7蛋白也可以与RAS、BRCA1和HAT蛋

白相互作用，增强hTERT活性，促进细胞增殖[8]。

通过单独使用E6和E7癌基因或联合使用E6/
E7基因与人端粒酶活性重建，已成功建立多个哺

乳动物永生化细胞系，如人角质形成细胞、宫颈

上皮细胞、人胚胎成纤维细胞和人关节软骨细胞

等的永生化细胞系[9-12]。鸡细胞的永生化研究进展

比较慢，已建立的鸡永生化细胞不多。目前已建

立的鸡永生化细胞系主要是利用禽类病毒感染获

得，这些细胞系均是转化细胞，已丧失其来源组

织细胞特性。由于病毒感染具有宿主特异性，因

此，这种方法并不能广泛使用。病毒癌基因法可

建立鸡永生化细胞，但是，病毒癌基因（E6和E7）
能否在鸡细胞中发挥作用，能否用于鸡细胞的永

生化研究尚不清楚。为此，本试验构建HPV16的E6
和E7癌基因的逆转录病毒表达载体，包装成逆转录

病毒颗粒后，感染鸡前脂肪细胞后，采用MTT比色

法，分析E6和E7对鸡前脂肪细胞增殖的影响。本

研究结果为鸡永生化细胞系的建立奠定基础。

1 材料与方法

1.1 材料

1.1.1 载体、菌株、细胞株及基因组DNA
本研究选用克隆载体 pMDTM 18-T Vector 及菌

株DH5α均购自大连宝生物工程公司；逆转录病毒

载 体 pLHCX vector 以 及 包 装 辅 助 载 体 pVSV-G
Vector为日本Clontech公司产品；GP2-293 包装细

胞购自美国ATCC生物标准品资源中心；人乳头瘤

病毒 16 型 E6/E7 质粒由北京协和医院许雪梅教

授惠赠。

1.1.2 主要试剂

限制性内切酶和 T4 DNA 连接酶购自 NEB 公

司；质粒小提试剂盒，DNA纯化回收试剂盒购自

Axygen 公司；质粒中提试剂盒购自 Omega 公司；

Opti-MEM®、DMEM、DMEM/F- 12 购 自 Gibco 公

司 ；Trizol Reagent、Lipofectamine 2000 购 自 Invi-
trogen 公司；ImProm-IITM Reverse Transcription System
均购自美国 Promega 公司；胰酶、抗生素均购自

Sigma公司；FuGENE HD Transfection Reagent购自

Roche 公司；E6、E7 抗体购自北京博奥森试剂公

司；ECL显色液、辣根过氧化物酶（HRP）标记山羊

抗兔抗体（A0208）购自上海碧云天生物技术公司。

1.2 方法

1.2.1 引物设计与合成

参 照 NCBI 数 据 库 中 人 HPV16 基 因（NC_
001526.2）序列，设计HPV-16 E6、E7基因CDS区

克隆引物：E6-F: 5' GCCGAAGCTTATGCACCAAA
A 3'，E6-R: 5' CGGGTTAACTTACAGCTGGGG 3'，

上下游引物分别携带 Hind Ⅲ和 HpalⅠ酶切位点。

E7-F: 5' GCGGTTAACATGCATGGAGATA 3'，E7-R:
5' CGGATCGATTTATGGTTTCTGA 3'，上下游引物

分别携带HpalⅠ和ClaⅠ酶切位点。选择β-actin基

因作为内参基因，以鸡β-actin mRNA 序列（NM_
205518）为模版设计半定量RT-PCR检测引物 actin-
F: TCTTGGGTATGGAGTCCTG， actin- R:TAGA
AGCATTTGCGGTGG。利用Primer Premier 5.0 软件

设计引物。引物由上海英俊生物技术有限公司合成。

1.2.2 基因克隆及载体构建

以 HPV-16 E6/E7 质 粒 为 模 版 ， 利 用 2×Pfu
master mix DNA聚合酶，扩增E6和E7基因的全长

编码区序列（Coding sequence，CDS）。PCR产物回

收纯化后连接到 pMD-18T 载体上，转化大肠杆菌

DH5α感受态细胞，提取质粒酶切鉴定正确后，进行

测序。测序正确后，利用引物两端的酶切位点

（Hind Ⅲ和HpalⅠ；HpalⅠ和ClaⅠ）将目的片段亚

克隆到pLHCX载体上，构建pLHCX-E6和pLHCX-
E7质粒。
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1.2.3 细胞培养

取 12日龄AA肉鸡腹部脂肪组织（3~5 g），PBS
清洗 2 遍后，用 2 g · L-1 的Ⅰ型胶原酶 37 ℃消化

1 h，每隔10 min上下颠倒混匀一次，然后，将消化

后的组织液依次通过100和600 um 的滤网，收集经

过滤的组织消化液200 g离心10 min，弃上层液体，

保留下层液体，加入红细胞裂解液处理后，2 000 g
离心 10 min，弃上清，加入常用培养基（DMEM/
F12+10%FBS）重悬细胞（鸡前脂肪细胞），以1×105

细胞·cm-2 接种于细胞培养瓶中，37 ℃，5% CO2条

件下培养。GP2-293细胞采用完全培养基（DMEM+
10%FBS），37 ℃，5% CO2的条件下进行培养。

1.2.4 Western Blot分析

用 6 孔 板 培 养 GP2- 293 细 胞 ， 按 照 罗 氏

FuGENE HD 转 染 试 剂 说 明 ， 分 别 转 染 2 μg 的

pLHCX-E6、pLHCX-E7 质粒以及 pLHCX 质粒至

GP2-293细胞，培养48 h后，弃去培养基，室温下

用 PBS洗 3次细胞。按照每孔 0.15 mL的量加入细

胞裂解液（RIPA 缓冲液），置于冰上，轻轻摇动15
min裂解完成后，用细胞刮将细胞刮于培养孔的一

侧，用移液器将细胞裂解液移至 1.5 mL 离心管

中。10 000 g 4 ℃离心 10 min，上清即为细胞总裂

解物。取细胞总裂解物 40 ug，加入等体积的 2×上

样缓冲液与细胞裂解物混合，100 ℃加热 5 min 使

蛋白质样品变性。取每个变性蛋白质样品 10 uL，

用BIO-RAD公司的Mini-PROTEAN3电泳系统进行

SDS-PAGE。 之 后 ， 采 用 BIO-RAD 公 司 的 Mini
Trans-Blot 系统将蛋白质样品由 PAGE 胶上转移至

硝酸纤维素膜。用含有5%脱脂乳的PBST（含0.05%
吐温的 PBS）将硝酸纤维素膜室温封闭 1 h，洗膜

后，将膜分别置于一抗的PBST稀释液中， 4 ℃过

夜。其中孵GAPDH 抗体的稀释浓度为 1500，E6
抗体和 E7 抗体的稀释浓度均为 1500。次日用

PBST 洗膜 3 次, 每次 5 min，然后将膜孵育在含

辣根过氧化物酶（HRP）标记的二抗（稀释浓度为

15 000）的 PBST溶液中，置于水平摇床上，室温

孵育 1 h，再用 PBST 洗膜 3 次，每次 5 min，之后

进行常规ECL显色。

1.2.5 逆转录病毒的制备及病毒滴度测定

将GP2-293细胞接种至10 cm细胞培养皿中培

养，待细胞汇合至90%时，按照FuGENE HD Trans-
fection Reagent 转染试剂说明书，将 pLHCX-E6、

pLHCX-E7和pLHCX分别与pVSV-G表达质粒共转

染包装细胞GP2-293，72 h后收集病毒液，4 ℃低

速离心去除细胞碎片，高速离心（50 000 g）90 min
后，弃上清，重悬病毒，并利用稀释计数法测定病

毒滴度后-70 ℃保存备用。

1.2.6 总RNA提取及反转录

总 RNA 提取是利用 Invitrogen 公司的 Trizol 试

剂按照操作说明完成。反转录（Reverse transcri-
ptase，RT）以Oligo（dT）为引物，利用Promega公司

的 ImProm-Ⅱreverse transcriptase Kit完成。

1.2.7 半定量RT-PCR检测

将鸡前脂肪细胞接种至12孔板中, 待汇合度达

80%~90%时，分别用 pLHCX-E6、pLHCX-E7 和

pLHCX 的逆转录病毒感染鸡前脂肪细胞，24 h 后

弃去培养基，PBS 清洗 3 次后，利用 Trizol 法提取

细胞总 RNA，将 RNA 样品统一调到 200 μg · L-1。

以Oligo（dT）为引物，按照Promega公司的 ImProm-
Ⅱreverse transcriptase Kit试剂盒操作说明进行RNA
反转录。利用E6、E7基因和β-actin基因表达引物

（同克隆引物一致），采用半定量RT-PCR检测感染

后鸡前脂肪细胞内E6和E7基因的mRNA表达。

1.2.8 细胞增殖检测

将鸡前脂肪细胞接种至12孔板中, 待汇合度达

80%~90%时，分别利用pLHCX-E6、pLHCX-E7及

pLHCX 逆转录病毒感染鸡前脂肪细胞，24 h 后弃

去培养基，PBS清洗3次后，将细胞消化下来，终

止消化，利用红细胞计数板计数后，接种至 96孔

板（5×103个·孔-1），每组3个复孔，设为0 h。然后

分别在细胞生长至 24、48、72 和 96 h时加入MTT
（10 uL·孔-1），将细胞置于 37 ℃、5% CO2培养箱

继续培养4 h后，弃孔内培养液，每孔加入100 μL
二甲基亚砜（DMSO），室温，摇床上避光振荡 10
min，最后在酶标仪上测定各孔 A490 nm 吸光度，

并记录结果。

1.2.9 数据分析

运用 SAS 9.2 软件（SAS Institute Inc）分析试验

数据，数据结果表示为 x̄±s，P<0.05为差异显著，

P<0.01为差异极显著。

2 结果与分析

2.1 HPV-16 E6和E7基因的克隆

分别设计带有Hind Ⅲ和HpalⅠ酶切位点和及
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M-DNA Marker DL2000；a：1-pLHCX-E6质粒用Hind Ⅲ和 HpalⅠ双酶切片段；b：1-pLHCX-E7质粒用HpalⅠ和ClaⅠ双酶切片段

M-DNA Marker DL2000; a: 1-Double digestion of pLHCX-E6 by HindⅢ and HpalⅠ; b: 1-Double digestion of pLHCX-E6 by HpalⅠand ClaⅠ
图2 逆转录病毒表达载体pLHCX-E6（a）和pLHCX-E7（b）的酶切鉴定

Fig. 2 Identification of the retroviral expression vectors of pLHCX-E6 (a) and pLHCX-E7 (b) by double digestion

带有HpalⅠ和ClaⅠ双酶切位点的E6和E7基因的

PCR 引物，以HPV-16 E6/E7质粒为模板进行 PCR
扩增，扩增产物经琼脂糖凝胶电泳检测后分别获得

一个 477 bp 的特异性条带（见图 1a）和一个 297 bp
的特异性条带（见图 1b），试验结果与预期相符。

分别回收纯化E6和E7的PCR扩增产物，采用T载

体克隆，分别获得HPV-16 E6和E7基因的 T 载体

阳性克隆pMD18T-E6和pMD18T-E7。

2.2 HPV-16 E6、E7基因逆转录病毒载体的构建

分别双酶切 pMD18T-E6 和 pMD18T-E7 质粒，

回收E6 和E7 基因片段，亚克隆到 pLHCX 逆转录

病毒载体上获得重组子 pLHCX-E6 和 pLHCX-E7。

分别利用Hind Ⅲ和HpalⅠ，HpalⅠ和ClaⅠ进行双

酶切验证，琼脂糖电泳显示，载体和目的基因条带

大小均与理论值相符（见图2），进一步测序，结果

表明成功构建E6、E7基因逆转录病毒表达载体。

2.3 HPV-16 E6、E7基因病毒表达载体的过表达

效果验证

为确认 pLHCX-E6和pLHCX-E7病毒表达载体

能正确表达相应癌基因 E6 和 E7，将 pLHCX-E6、

pLHCX-E7 和空载体 pLHCX 分别转染 GP2-293 细

胞，48 h后提取细胞总蛋白，利用 Western blot 方法

检测病毒表达载体转染细胞中E6和E7蛋白的表达情

况。结果显示，pLHCX-E6和 pLHCX-E7能表达出

E6和E7蛋白，其中E6蛋白大小约为26 ku，E7蛋白

大小约为17 ku，与报道结果相符（见图 3），表明本

研究构建的逆转录病毒载体能够在细胞中真实表达

E6和E7蛋白，可用于下一步逆转录病毒的制备。

2.4 HPV-16 E6、E7基因mRNA水平检测

为确认包装的逆转录病毒能在鸡前脂肪细胞复

制，检测病毒感染细胞中E6、E7基因的mRNA表

达。将制备的E6、E7及空载病毒感染鸡前脂肪细

胞后，48 h后收集细胞，提取总RNA，利用半定量

RT-PCR方法检测细胞中HPV-16 E6、E7 mRNA的

表达水平。结果显示，两组试验均扩增特异性条

带，且条带大小正确（见图 4），说明E6和E7基因

逆转录病毒能够感染鸡前脂肪细胞。

2.5 MTT法检测E6、E7基因对鸡前脂肪细胞增

殖的影响

将E6、E7和空载体病毒颗粒分别感染鸡原代

2000 bp
1000 bp750 bp500 bp
250 bp
100 bp

2000 bp
1000 bp750 bp
500 bp
250 bp
100 bp

1 M 1 Ma b

M-DNA Marker DL2000；a：1-HPV-16 E6 基因 PCR扩增产物；b：1-HPV-16 E7 基因 PCR扩增产物

M-DNA Marker DL2000; a-1-PCR amplification of HPV-16 E6 gene; b：1-PCR amplification of HPV-16 E7 gene
图1 HPV-16 E6（a）和E7（b）基因PCR扩增

Fig. 1 PCR amplification of HPV-16 E6 (a) and E7 (b) genes
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pLHCX pLHCX-E6 pLHCX pLHCX-E7

GAPDHGAPDH
E6 E7

a b

GAPDH为内参基因；a-E6病毒表达载体pLHCX-E6转染GP2-293细胞的E6蛋白表达分析；

b-E7病毒表达载体pLHCX-E6转染GP2-293细胞的E7蛋白表达分析；

GAPDH as a reference gene; a-Western blot analysis of E6 protein in GP2-293 cells transfected with pLHCX-E6;
b-Western blot analysis of E7 protein in GP2-293 cells transfected with pLHCX-E7

pLHCX-E6 pLHCX

β-actinβ-actin
E6 E7

a b

以β-actin为内参基因；a-E6病毒感染鸡前脂肪细胞后，E6基因表达检测；b-E7病毒感染鸡前脂肪细胞后，E7基因表达检测

β-actin as a reference gene; a- E6 mRNA expression analysis in chicken preadipocytes infected by the retrovirus expressing E6;
b-E7 mRNA expression analysis in chicken preadipocytes infected by the retrovirus expressing E7

图4 E6（a）、E7（b）基因在感染E6和E7病毒鸡前脂肪细胞中半定量表达分析

Fig. 4 SqRT-PCR analysis of E6 and E7 gene expression in the chicken preadipocytes infected by the

retroviruses expressing E6 and E7

pLHCX-E7 pLHCX

图3 重组质粒pLHCX-E6（a）和pLHCX-E7（b）的表达鉴定

Fig. 3 Validation of E6 and E7 protein expression in GP2-293 cells transfected with pLHCX-E6 and pLHCX-E7

前脂肪细胞后，利用MTT法检测三个处理组细胞

的增殖情况。结果显示，接种后细胞生长至 24~
48 h时，三个处理组的细胞相对数和相对活力均呈

现上升趋势，但各组间无明显差异；至 72 h 时，

与感染空载体病毒的对照组相比，E6基因对鸡前

脂肪细胞增殖作用不显著，但是E7基因表现出明

显的促进鸡前脂肪细胞增殖作用（P<0.05），且在

96 h时，这种作用达到极显著水平（P<0.01），由此

可见，E7基因能促进鸡前脂肪细胞的增殖，而E6
基因对鸡前脂肪细胞增殖无显著影响（见图5）。

3 讨论与结论

本研究成功构建HPV16病毒癌基因E6和E7的

逆转录病毒载体，利用MTT法检测E6和E7基因对

鸡前脂肪细胞增殖的影响，结果发现，E7基因能

显著促进鸡前脂肪细胞增殖，而E6基因的作用不

明显。Shai等医学研究发现，E6和E7基因促进细

胞增殖的机制不同，其中E6 基因主要通过与 p53
蛋白相互作用，使p53蛋白磷酸化，释放E2F使细

胞增殖抑制解除，促进细胞增殖；而E7基因可使

细胞的抑癌基因 pRb失活，促进细胞增殖[13-16]。人

和鸡的 p53 和 pRb 蛋白同源性分析显示，人和鸡

p53 蛋白的同源性比较低（62.8%），但 pRb 蛋白的

同源性相对比较高（72.9%），这可能是E6基因对鸡

前脂肪细胞增殖影响作用不显著，而E7基因却显

著促进鸡前脂肪细胞增殖作用的原因之一。

在诱导哺乳动物细胞永生化过程中，HPV-16型

E6 和 E7 病毒癌基因具有协同作用。E7 蛋白能够

与pRb蛋白结合，使细胞周期失控而发生永生化[17]，

但同时E7蛋白也会增强细胞凋亡[13]，而E6可以通

过抑制 p53和Bak阻断细胞凋亡 [1, 18]，对E7基因起

协同作用。另外，E6和E7基因均可以增强人类细

图5 E6和E7对鸡前脂肪细胞增殖的影响

Fig. 5 Effects of E6 and E7 on chicken preadipocyte

proliferation

*代表差异显著（P<0.05），**代表差异极显著（P<0.05）
* Means significant difference (P<0.05),
**Indicates extremely significant difference (P<0.01)
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胞的端粒酶活性，且E7基因能够增强E6基因诱导

的 hTERT 活性。以往脂肪细胞永生化研究发现，

尽管E6蛋白可以阻止 p300/CBP蛋白乙酰化 p53蛋

白，降低 p53蛋白活性，但E6蛋白结合 p300/CBP
蛋白会抑制 p300/CBP蛋白对脂肪细胞分化转录因

子PPARγ和C/EBPα的激活作用，干扰脂肪细胞分

化。E7蛋白促进前脂肪细胞增殖，但并不干扰脂

肪细胞的分化特性[19]。鸡的脂肪细胞分化与哺乳动

物的相似，也受到PPARγ、C/EBPα等转录调控因子

的 级 联 调 控 ，p300/CBP 蛋 白 是 活 化 PPARγ、C/
EBPα所必需的[20]，由此推断，E6 癌基因不适用于

鸡前脂肪细胞永生化的建立。根据本研究结果，

HPV-16 的E7癌基因有望单独或联合其他癌基因或

端粒酶基因用于鸡细胞的永生化研究。
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