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克隆片段DNA用于测定 Epstein-Barr病毒基因组拷贝数

赵德标

(中国科学院上海细胞生物学研究所〉

检测 Epstein-Barr 病毒(EBV)基因组数一

般采用纯化的 EBV DNA 进行复性动力学试

验[门， 和纯化的 EBV DNA 经放射性同位素缺

口翻译标记[2J或转录标记[ 3 ， 4 J后杂交试验。由

于至今仍缺乏 良好的 EBV 生产株，从而使得分

离和纯化 EBV DNA 相当耗时费力。但近来运

用基因工程的方法可较为容易地获得 EBV 亚

基因组片段。有人报道用 [32pJ 标记的 EBV

DNA 的限制性酶解克隆片 段作为标准 DNA

检测正常或异常组织细胞中 EBV 基因组拷 贝

数[ 5 J 。也有人用 [32pJ 标记的巨细胞病毒 DNA

限制性酶解片段检测尿液中的病毒[6J。我们实

验室 也曾应用克隆的 EBV DNA 酶解片段作为

探针， 研究 EBV 基因组 阳性细胞株中 EBV

DNA 相对量 [ 7]。本文探讨了用非 标记的克隆

片段作标准， 同时以标记的克隆片段R作探

针 ，通过 DNA 点杂交检测每个 Hl8 细胞中EBV

基因拷贝数，和 EBV 基因组中 EBV DNA Bam 

HI-W(W)片段拷贝数。

材料和方法

1.细胞 DNA 的提取;

所用的四株细胞1 KS6H Raji, H1B 和 P3HR- 1 

都用 RPMI-1640 培液培养。另加 20%灭活的小牛血

清和 100μgjml 卡那霉素。

细胞 DNA 的提取按 Petterson 等人的方法[51稍加

修改。细胞在 1 mgjml 蛋白酶 E， 0. 5% SDS 和 1X

10-3moljL DTT 溶液中 37"C温育 3 小时，用盼和氯仿

分别萃取，所得核酸液经透析 后，加热变性的 Rnase

(1 mgjml) , 37"C再温育 3 小时， 再分别用盼和氯仿

萃取，以乙醇沉淀 DNA，沉淀物溶于 TE 缓冲液(10 x 

10-3 x molj L Tris1 x 10-3 x mo l/ L EDTA pH7.肘，再

用 TE 透析，所得 DNA 含量借光密度 (A 26 0 nm)定

量。

2. EDV DNA Bam HI-R ( R)和W片段的

制备，

参照 Maniatis 等人的方法[9]用碱变性法提取，

CsCl 密度梯度超速离心纯化 R 和W片段分别与 pBR~22

质粒重组的。 将酶解， 琼脂糖电泳后鉴定为W或 R片

段的胶带切下(图 1 )， 装入含有 Tris-醋酸缓冲液

(TAE: 0.04 molj L Tris-醋酸-0.002 mol j L EDTA) 

的透析袋中， 在 TAE 中电 泳 1 小时，再反向电泳 1 分

钟 ，吸出袋中 TAE，过 DEAE-Sephacel 4 B 柱，先用

平衡液 (100 X 10-3 x mol/ L NH,Ac- 10 x 10-3 x molj L 

Tris-Cl ,pH 8.0 , 10 x 10 -3molj L EDTA)平衡柱， 然后

上样品，再用洗脱液 (2 molj L NH,AC-I0 x 10-3molj L 

Tris-Cl, pH 8.0 , 10 x 10-3molj L EDTA)洗脱， 洗脱

液用百分和氯仿分别萃取后 ， 用二倍无水乙醇沉淀

DNA，沉淀物溶于 TE 中 。
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图 l W和 R 片段的分子最测定

1 和J 4 分别为纯化的 W 和 R 片段 ; 2 . 5 和 6 分别
为 BamHI 酶解的 P-W ， P-R 和 PBR322 ; 3 为 Hindm

酶解的 λ 噬菌体 DNA， 片段的碱基对数见图右侧

3. 纯化的 R 和W片段的浓度测定F

已知浓度的 W-pBR322 质粒 DNA 经 BamHI 酶解

后， 取不同量与提纯的 R片段一起在 0.7 %琼脂糖胶

上电Þi< 1 小时 ， uv 灯下拍照〈图 2 )。然后底片用 CS

-900 部层扫;而仪扫描， 求出各条带的积分面积， 以重

组质粒在酶f悍 ， 电泳后产生的W片 段作标准， 求出纯

化的 R 片段的浓度。采用上述同样方法， 也测定了纯

化的W片段的浓度。

.J l~ 
-R 
-、 p BR 32 2 

因 2 测定 R 片段浓度的电泳图

1- 5 J:!:J W DNA 含量分 别为 50 ， 40, 30, 20 和

10 ng ; 6-9 分别为 4 ， 3, 2 和 1μl 纯化的 R 片段。

4. DNA一硝酸纤维膜的制备;

一定量的 DNA 在热 变 性 后， 加等 体积 ImoljL

NaOH ， 室温中 20 分钟 ， 再加等体积冰水冷却的复性

中和液 ( 1. 5 molj L NaCl ; l mol j L Tris-HCI , pH 7.0) 

点在膜上的样品， 空气干燥， 用 6 ssc 洗二次， 80'C烘

2 小时， 备用。

5. DNA 标记和杂交

纯化的 R 和WDNA 通过缺口翻译法标记〔α32_PJ

dGTP-dTTP 使标记 DNA 的 比 放 射性 强 度达 到约

l08cpmjj.lgDNA。 杂交液 中含 5 0 % 甲 l航胶 ， 43 "C杂交

36 小时。 在 DNA 点杂交过程中 ， K S62 细胞 DNA1'f-阳

性对照， 其它 DNA 的点杂交 cpm 值都减去 KS62 细胞

DNA 的 cpm 值， 取得净值。

结果

l. W和 R 片段的分子量

λDNA 经 Hindm酶解后产生七个片段，

各片段的核苦酸数的负对数， 对 相应条带在凝

胶电泳后的迁移距离作图 ( 图 3 )， 作为标准曲

线。再根据W和 R片段的迁移率求出它们的碱

基对分别为 3 .09 0 和 3 . 8 0 2 ， 与 文 献报 道的

3.07 0 bp(W 片段)和 3 . 640 bp(R 片段)基本一

致[lOJ 。

2.5 

iHj; ~é ，'.与

图 3 DNA 分子量测定标准曲线

Hind m酶解 λDNA 产生的七条 DNA 片段作标

准分子量 DNAo (a ) 4 , 3 bp 的 PBR322 (b) 3.802 bp 
的R片段 (c ) 3.090 bp 的W片段。

2. W和 R 片段的浓度;

图 4 、 是不同浓度的W片段 DNA 对相应

DNA 量的积分面积(图 5 )所作出的标准曲线。

根据W和 R片段 DNA 的积 分面积， 分别求出

W和 R片段浓度为 25 昭Iml 和 5 问Iml。这两

份 DNA 溶液 就作为测定细胞 DNA 中W和 R

片段拷贝数的标准。
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图 4 DNA 浓度测定标准曲线

相当于含有 10μg/ml W 片段的 P-W 溶液 1 , 2 , 
3 , 4 和 5 μl 分别经 BamHI 酶解后电泳， 拍照，扫

描， 积分 ， 以W片段最对积分面积作图

I 2 3 4 5 

图 5 不同浓度W片段的扫描固诺

降 1-5 分别为 10 ， 20 , 30 , 40 W 和 50ngW。

3 . 每个细胞 DNA 中含 EBV 基因组拷贝

数

采用 DNA 点杂交洁， 将不同浓度的标准

R片段 DNA 连同 作为 载体的 1μg K562 细胞
DNA (相当于 2 X 10 5 个细胞 ) [5 1 ， 一起点在膜上

(见图 6 )后 ， 用 [ 32p J标记的 R DNA 作探针杂

交后， 以不同浓度的 DNA 对在相应浓度测定

的 cpm 值作图 ， 画出标准曲线(图 7 )。 在同一

6 穆 … @遇险
譬 辙穆静静穆穆 R

…· 镰⑩
K562 Raji H1 8 Pl I1 R- ! 

图 6 DNA 点杂交测定细胞 DNA 中 R 片段拷

贝数

R为纯化的 EBV DNA BamHI R 片 段。 K~6"

Raji 和 飞HR-1 细胞 DNA 各为 1 阅。 H1 8 细胞 DNA

和 0 . 25 阅。 探针 为 ~5 x 10 7cpm/μgDNA 的 P-R

DNA 

张硝酸纤维膜上，分别点上 H18 ， Raji 和 P3HR

- 1 ， 及作为阴性对照的 K562 细胞 DNA 各 1 吨。

根据杂交后测得的 cpm 值，从标准曲线上查得

各自含 R片段拷贝数(结果见表 1 ) 。 从实验结

果可见， Raji 细胞 DNA 所含 R片 段数二次结

果一致，都为 1. 3X101*， 相 当 于每个细胞含

65 个R 片段。 因为已知 R片段在 EBV 基因组

中是单拷贝， 每个R片段可代表一个 EBV 基

因组，所以等于每个 Raji 细胞所含 EBV 基因

组拷贝数为 65 0 H16 细胞 DNA 所含R片段，二

次结果分别为 5.4 x1 0 7 和 5.6 x 10 7 相 当于每

个细胞含 2.7 X 102 和 2.8 X 10 2 个 EBV 基因

组拷贝数。 然而 P3HR- 1 细胞 DNA 中所含 R

片段，二次结果相差较大， 分 别为 2.6x107

4 

3 

句
，
­

m
o
d
-
-
a
ι
ω
 

5,0 100 
RDNA量 )( ' 10陀

图 7 R 片段 DNA 含量测定标准曲线

KS62 细胞 DNA(l陆)作为阴性对照和载体。点杂

交后， R 片段的 cpm 减阴性对照的 cpm、探针为~5 X

10'cpm/DNA 标记 P-R DNA 
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亵 1 每个细胞 DNA 中含 EBV 基因组拷贝敏及每个 EBV 基因组中W片段拷贝效

I n u... m ",,. I EBV 基因组 I \XT I--L ç:)1_ *1... I I R 片段数 |拷贝数 ~I W片段数 _lW片段拷贝数

,---- •-- I ~ '-一一一-
l .1gDNA 1 细 胞 l μgDNA 1 EBV基因组

| 5. 4X10' I 270 I 7.2 X 川 I 1二-

F二10' I 65 I 1.2 X 108 厂7τ
2 1. 3 X 川 I 65 I 1. 29 X 川 10

厂 I工Jx百厂丁丁石寸工i品8 I 6 

| 3.4 X10' 1 17o I 1. 62 x 108 
I 

志

细

H 18 

Raji 

杂学物生胞

数

2 

1 

1 

细

次
目项

P3HR-l 

第 9 卷第 3 期

胞

5 

片段拷贝数〈表 1 )。从两次 实验结果 来看，

Raji 细胞中，每个 EBV 基 因 组含有 9-10 个

W片段重复，与文献的报道一致[1 2 1 0 H 18 细胞

中每个 EBV 基因组含有 13-1 4 个W片段， 每

个 P3HR- 1 株 EBV 基因组所含的W片段数为

2 

和 3 . 4 X 10 7 ， 相当于每个细胞分别含 130 和

170 个 EBV 基因组拷贝数。 这种差异可能与

P3HR- 1 株细胞本身的不均一性有关[1 1 1 。

.计算公式

一 测得R片段 pg 数/1 0 1 2

分子数- 一一一 一一←→ x 6 . 022 
片段分子量(m) 5-6 个。

EBV DNA 分 子 量 较大， 为 1 . 8 X 10 5个
bp[l Z ] ， 经 Bam HI 酶解后可产生 29 条片段 (图

9 )。 其中W片段前后多次重复 (多拷贝 ) ， 在

不同病毒株中其重复次数不同， 一般约占总病

毒 DNA 的 20 %左右。 而 R片段 为 单拷贝。

EBV 基因组在寄主细胞中是 以完 整的或几乎

是整的形式存在[4 ， 1 3] ， 因而每个R片段可代表

一个 EBV 基因组。 本文用 EBV DNA 的限制

性酶解片段作为标准 DNA 和探针， 通过 DNA

点杂交， 定量测定 EBV 基 因 组 阳 性细胞中

EBV 基因拷贝数。由于 克 隆的 EBV DNA 限

制性酶解片段提取容易， 可大量fl]IJ 备，又能够

排除细胞 DNA 的 干 扰， 克服了以往用完整

EBV DNA 进行的复性动力学法和核酸杂交法

中所遇到的一些不便。

论Z寸
pg ~I r- ^nn~11^ll 
一一一 x 6.022xl0"

m 

4. 不同细胞株 EBV 基因组中W片段的重

复序列颤。

X 1023 = 

(Avogadro's number) 

1000 (pg ) 

\01 
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回 8 EBV 基因组中W片段重复拷贝戴检测

W为 纯化的 EBV DNA Bam HI W 片段。 KS62'
Raji 和 P3HR-1 细胞 DNA各为 1μg ，H1 8 细胞 DNA为
0. 2 5 陆 探针为~5 X 10' cpm/ !.1g DNA 的 P-W DNA 

IR u, m, U, !R, 
.... →忡忡忡惮

<W) 
一-H"'+1←--一--一一-一一一-一 一 - - --…l!~"lJlll 

!R, U. 1R 

EB 病毒基因组的结构[7 J

nu JR, U, 

圈 9

同样采用 DNA 点杂交法， 将不同量的纯

化W片段 DNA 分 别和 1μg K562 细胞 DNA 点

在膜上(图 8 ) ，用 [32pJ标记的W片段作探针杂

交， 然后以标准W片段含量对 相应的 cpm 值作

标准曲线， 由此 查得各株细胞 DNA 中所含W
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在 DNA 点杂交中 ，用 R片段作标准 DNA ，

[ ~ ZpJ标记的 R 片段作探轩， 在R片段 DNA 小

于 7.8 阻，即相当于 1. 87 X 106 个 R 片段时，阳

性反应仍非常明显。如 以 10 阳 为细胞 DNA

点样量，则 检测的灵敏度小于 1 个 EBV 基因

组拷贝数/细胞，与 Brandsma 和 Miller 使用整

个 EBV DNA 的点 杂交 方法[ 2 ]以及复性动力

学方法[6 ] 的灵敏度水平(0.06→0.6 个 EBV 基

因组/细胞〉十分接近。结合用W片 段作标准

DNA 和探钊 ， 测出每个 Raji 细胞中具有稳定

的 EBV 基因组拷贝数 65 个， 每个 Raji 株 EBV

基因组中平均含有 10 个W片段，与文献报道

一致"'1 5 ] ， 说明该方法 的准确性。实际上由

于纯化的 EBV DNA 酶解片段可能存在少量细

菌 DNA 的污染， 因而使所测细胞中病毒基因

组拷贝数偏低。但这 种污染通过采用 。Cl 密

度梯度同心和电泳纯化已降到极小， 所以造成

的误差不会很明显。另外 ， 用此法测出每个 HI 8

细胞(国内不久前建株的人 B 淋巴 细胞) DNA 

中具有 27 0 个左右R片段， 相 当 于每个细胞

中含有 270 个左右 EBV 基因组拷贝。 每个 H18
细胞的 DNA 中存在的W片段数为 3.69x103 ，

相当于每个 EBV(HI8 株 ) 基 因组含有 13→14

个WJ'î段 ， 其1ft 复数是目前已知的 EBV 基因

组中最高的。

本方法在临床病寄:学可作为常规的核酸杂

交技术，也可1:1::病莓，阳性细胞培养时用于定量

检测细胞或上请液中病毒核酸。

摘 要

本文报道用非标记的克隆 EBV DNA 限

制性酶解片段作标准，同时以标记的克隆片段

R作探针， 经 DNA 点杂交检测每个 H1 8 细胞

中 EBV 基因组拷贝数。 由于 实验 中结合用W

年

片段作标准 DNA 和探针，测定每个 Raji 细胞

中所具有稳定的 EBV 基因组拷贝数， 以及每

个 Raji 细胞中 EBV 基因组的重复序歹Ijw片段

数均与前人报告的结果基本一致， 所以说明了

本文所用方法及结果的可靠性。 此项技术可在

病毒阳性细胞培养物中定量测定病毒核酸，也

可用于临床分子病毒学作为常规的核酸杂交技

术。
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