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HPV18间隔序列介导真核基因以双顺反子形式表达 

 
张煜豪，孙小强，鲍正好，李雨彤，刘佳艺，何红鹏 

(天津科技大学生物工程学院，天津 300457) 

 

摘  要：HPV18 是一种 DNA 病毒，其 E6 和 E7 基因可读框(ORF)相隔 8 个核苷酸，以双顺反子形式在宫颈癌细胞

HeLa 细胞中表达 E6 和 E7 蛋白。为探究此间隔序列是否在基因双顺反子表达中发挥关键作用，利用此序列构建 2 个

双顺反子表达质粒，转染人胚胎肾细胞 HEK293T 细胞，检测上下游 2 个 ORF 表达水平。逆转录聚合酶链反应(RT-PCR)

结果显示 2 个 ORF 同时转录，免疫印迹(Western blot)结果显示 2 个蛋白同时表达，荧光显微镜结果进一步显示红色

荧光蛋白(RFP)和绿色荧光蛋白(GFP)共表达。以上结果证明 HPV18 E6 和 E7 基因间隔序列可在上游 ORF 翻译结束

后重新启动下游 ORF 翻译。此现象在真核细胞中比较罕见，分子机制可能与核糖体重新结合有关，值得进一步探究。
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HPV18 Intergenic Spacer Mediating Bicistronic Expression in Eukaryotes

ZHANG Yuhao，SUN Xiaoqiang，BAO Zhenghao，LI Yutong，LIU Jiayi，HE Hongpeng 

(College of Biotechnology，Tianjin University of Science & Technology，Tianjin 300457，China) 

Abstract：HPV18 is a DNA virus，with E6 and E7 gene open reading frame(ORF)separated by 8 nucleotides and expressed 

as a bicistron in cervical cancer HeLa cells. To investigate whether this 8 nt spacer sequence plays a crucial role in the bicis-

tron gene expression，two bicistron expressing plasmids were constructed using this spacer sequence and transfected into 

HEK293T cells to detect the expression of both upstream and downstream ORFs. RT-PCR results showed simultaneous tran-

scription of two ORFs；Western blot results showed that both proteins were expressed simultaneously. The confocal micro-

scopy results further demonstrated the co-expression of red fluorescence protein(RFP)and green fluorescence protein(GFP). 

The above results demonstrate that the HPV18 E6 and E7 gene spacer sequence can re-initiate downstream ORF translation 

after the completion of upstream ORF translation. This phenomenon is relatively rare in eukaryotic cells，and the molecular 

mechanism might be related to the reentry of ribosomes which is worthy of further exploration. 
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细 胞 中 蛋 白 质 的 合 成 ，即 翻 译 ，是 核 糖 体 以

mRNA 为模板聚合氨基酸形成多肽链的过程。翻译

过程包括起始、延伸和终止三个环节，每个环节都影

响蛋白质的合成效率。在原核细胞以及真核细胞中，

翻译过程的起始环节存在截然不同的调控方式。原

核生物的 mRNA 中包含核糖体结合序列(ribosome 
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binding sequence，RBS)，即 SD 序列。该序列与核糖

体小亚基 16S rRNA 3'-端一段富含嘧啶的序列互补，

通过碱基互补配对使 mRNA 与核糖体结合，起始下

游可读框(open reading frame，ORF)的翻译[1]。真核

生物翻译的起始经典方式依赖于 mRNA 的 5′-帽子

结构，起始密码子附近的 Kozak 序列(GCCRCCA 

UGG)促进翻译起始，提高翻译效率[2]。 

原核生物功能相关的基因往往形成基因簇，以多

顺反子(polycistron)形式表达多种蛋白质 [1]，而真 

核 生 物 蛋 白 质 编 码 基 因 主 要 是 单 顺 反 子

(monocistron)。病毒感染真核细胞后，病毒基因组在

宿主细胞中通常以多顺反子形式表达病毒蛋白[1]。近

年来，随着对非编码 RNA 研究的深入，发现一些原

来认定的非编码 RNA 实际上指导一些小肽或小蛋白

质(少于 100 个氨基酸)以多顺反子形式表达[2]。这一

发现丰富了真核生物蛋白质组信息，也揭示了真核生

物存在新的翻译起始机制。 

人乳头瘤病毒(human papillomavirus，HPV)包括

HPV16 和 HPV18 等不同亚型，其 DNA 片段插入宿

主细胞基因组，以多顺反子形式表达多个病毒蛋白，

特别是早期病毒癌蛋白 E6 和 E7。在 E6 的 ORF 中

存在 RNA 剪接(splicing)识别序列，HPV E6-E7 转录

产物经过剪接形成 HPV E6-E7 mRNA 和 HPV E6^E7 

mRNA，从而调控 E6 和 E7 蛋白质的表达水平[3-6]。

但是，mRNA 剪接理论仍不能清楚解释 E6 和 E7 的

基因如何在细胞中以多顺反子共表达，特别是 E7 蛋

白质翻译起始的分子机制。 

根据 HPV 病毒基因组结构，E6 和 E7 ORF 并非

首尾相连，不同亚型 HPV 的 E6 和 E7 ORF 之间相隔

长短不等的间隔序列[7]。这些间隔序列是否参与了多

顺反子表达调控尚无文献报道。本研究旨在探究

HPV18 E6-E7 间隔序列在 HPV18 E6 和 HPV18 E7

的双顺反子表达中的作用。 

1 材料与方法 

1.1 实验材料 

1.1.1 菌株、质粒及细胞 

大肠杆菌 DH5α、慢病毒 pLV07 质粒、pLVX-

mCherry 质粒、宫颈癌细胞 HeLa 细胞和人胚胎肾细

胞 HEK293T 细胞为实验室保存，质粒载体 pCMV-

Tag2B 购自美国 Stratagene 公司。编码 HPV18 E6 蛋

白的单顺反子表达质粒 pCMV-Tag2B-E6 为实验室前

期构建。 

1.1.2 主要试剂 

鼠源单克隆抗体 HPV18 E6 抗体、E7 抗体，

Santa Cruz 公司；GFP 抗体、Flag 标签抗体，AbCam

公司；质粒构建同源重组试剂盒，南京诺唯赞生物科

技股份有限公司；Taq 和 Pfu DNA 聚合酶，北京全式

金生物技术股份有限公司；对照 siRNA、siHPV18 E6

和 siHPV18 E7，广州市锐博生物科技有限公司；

Turbo 转染试剂，Thermo Fisher 公司；DMEM 细胞培

养基、LB培养基，天津伊诺原生物科技有限公司。 

1.2 实验方法 

1.2.1 RFP 和 GFP 编码序列的扩增 

在 NCBI 网上找到绿色荧光蛋白(green fluores-

cence protein，GFP)和红色荧光蛋白(red fluorescence 

protein，RFP)编码序列，依此序列及实验室前期构建

的 pCMV-Tag2B-E6 质粒序列设计同源重组法基因克

隆引物。如表 1 所示，在设计引物时引入 HPV18 E6

和 E7 间隔序列 TATTAAGT，由鼎国生物技术公司合

成引物。利用 Pfu DNA 聚合酶，以 pLVX-mCherry 质

粒为模板扩增 RFP 编码区，以 pLV07 质粒为模板扩

增 GFP 编码区。聚合酶链反应(PCR)产物用 1%琼脂

糖凝胶电泳进行相对分子质量的分析和切胶回收。 

表 1 构建重组质粒的克隆引物序列 

Tab. 1 Primer sequences for plasmid construction 

引物 序列(5′→3′) 

GFP-F
5′-GAAACACAAGTATAATATTAAGTATGGTGAGC 

AAGGGC-3′ 

GFP-R
5′-CGATAAGCTTGATATTTACTTGTACAGCTCGT 

CCATGCC-3′ 

RFP-F
5′-GATGACGACGATAAGATGGTGAGCAAGGG 

CGAGGA-3′ 

RFP-R
5′-CTTGCTCACCATACTTAATATTACTTGTACAGC 

TCGTC-3′ 

注：下划线表示 HPV18 间隔序列，加粗表示 HPV18 间隔序列的

反向互补序列。 

 

1.2.2 重组双顺反子表达质粒的构建和鉴定 

RFP、GFP 以及载体质粒经 PCR 扩增后，以

pCMV-Tag2B-E6 质粒为起始，采用同源重组法按试

剂说明书流程依次构建 pCMV-Tag2B-E6-间隔序列-

GFP 和 pCMV-Tag2B-RFP-间隔序列-GFP 双顺反子

表达质粒。重组双顺反子质粒经 PCR 和测序方法 

鉴定。 

1.2.3 细胞培养与转染 

用含 10%  胎牛血清的 DMEM 培养基培养六孔

板中的 HeLa 细胞至细胞密度为 70% ，用 Turbo 转染
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试剂将 siRNA 转入细胞，5% CO2、37 ℃条件下继续

培养 48 h，裂解细胞收获蛋白质，进行免疫印迹

(Western blot)。 

用含 10% 胎牛血清的 DMEM 培养基培养六孔

板中的 HEK293T 细胞至细胞密度为 70% ，用 Turbo

转染试剂将 4 µg 质粒转入细胞，继续培养 48 h，在荧

光显微镜下观察红色/绿色荧光并拍照，裂解细胞提

取 RNA 同时收获蛋白质。 

1.2.4 RNA 提取和 RT-PCR 

收集 HEK293T 细胞，Trizol 法提取总 RNA 后 

逆转录合成 cDNA，以此为模板进行 PCR 反应，扩 

增目的基因转录产物。琼脂糖凝胶电泳分析 PCR 

结果。 

1.2.5 免疫印迹 

用蛋白质上样缓冲液裂解 HEK293T 细胞，煮沸

变性，进行 SDS 聚丙烯酰胺凝胶电泳(SDS-PAGE)，

再用半干电转仪将蛋白质转移至硝酸纤维素膜。使

用 5%脱脂奶粉将膜在室温下封闭 1 h，TBST 缓冲液

漂洗后加入一抗，在 4 ℃实验冷柜中放置过夜。

TBST 缓冲液漂洗后加入荧光素标记的二抗，室温孵

育 2 h，利用 Odyssey远红外成像系统扫膜。 

 

2 结果与分析 

2.1 HPV18 E6 和 E7 在 HeLa 细胞中以双顺反子形

式共表达 

宫颈癌 HeLa 细胞基因组中整合了 HPV18 的

DNA 片段，此片段由启动子、E6 ORF 和 E7 ORF 组

成，E6 和 E7 的 ORF 之间相隔 8 nt〔图 1(a)〕。

HPV18 E6-E7 转录产物是一个 mRNA，以双顺反子

形式指导 E6 和 E7 蛋白的合成。为了验证这一点，在

HeLa 细胞中转入靶向 E6 或 E7 ORF 序列的特异性

siRNA，48 h 后检测蛋白质表达。由免疫印迹结果可

知，siE6 或 siE7 均同时敲低 E6 和 E7 蛋白的表达

〔图 1(b)〕，表明 E6 蛋白的合成依赖 mRNA 的 5′-

帽子结构，而 E7 蛋白的合成可能由 E6 和 E7 ORF 之

间的间隔序列介导。 

通过 Genbank 查询得到 HPV18 E6 及 E7 ORF

之间相隔 8 nt，序列为 TATTAAGT。此序列与人 18S 

rRNA 的片段(n.t.1190-1195…1868-1869)反向互补

〔图 1(c)〕，表明 HPV18 E6-E7 间隔序列可能作为

核糖体结合位点促进下游 ORF 的翻译起始。 

 

                   (a) 整合示意图           (b) 免疫印迹结果 

 

(c) 人 18S rRNA 片段 

图 1 HPV18 E6和 E7在 HeLa细胞中以双顺反子表达 

Fig. 1 Bicistronic expression of HPV18 E6 and E7 in HeLa  

2.2 双顺反子表达质粒的构建与鉴定 

为验证间隔序列介导下游 ORF 的翻译起始，用

易于观察的绿色荧光蛋白 GFP替代 E7，构建 pCMV-

Tag2B-E6-间隔序列-GFP 质粒。首先，以 pLV07 质

粒为模板，PCR 扩增 GFP 编码序列。PCR 产物如图

2(a)所示，在 750 bp 附近可以看到清晰条带，与 GFP

编码序列长度 720 bp 一致，无非特异性条带，由此可

知获得了 GFP 基因片段。然后，以 pCMV-Tag2B-E6

为模板 PCR扩增线性化的载体 DNA。PCR 产物条带

出现在 5 000 bp，与模板质粒大小一致，无非特异性

条带〔图 2(b)〕，说明质粒线性化成功。利用同源重

组酶将 GFP 片段与线性化载体质粒相连并环化，构

建 pCMV-Tag2B-E6-GFP，E6 和 GFP 编码区之间以

HPV18 间隔序列相隔。重组质粒经测序鉴定证明质

粒构建成功〔图 2(c)〕，应用 DNAMAN 软件绘制

pCMV-Tag2B-E6-GFP 质粒图谱〔图 2(d)〕。 

  为了进一步验证间隔序列介导双顺反子表达，用

易于观察的 RFP 替代 E6，构建 pCMV-Tag2B-RFP-

间隔序列-GFP 质粒。首先，以 pLVX-mCherry 质粒

为模板扩增 RFP 蛋白编码区，PCR 产物大小符合
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RFP 基因〔图 3(a)〕。利用 PCR 将 pCMV-Tag2B-

E6-GFP 质粒线性化，再通过同源重组法，用 RFP 

ORF 取代 E6 ORF，得到 pCMV-Tag2B-RFP-间隔序

列-GFP 质粒〔图 3(b)〕。 

 

    (a) GFP 基因 PCR 产物      (b) 线性化载体质粒  

 

(c) 测序结果 

 

(d) pCMV-Tag2B-E6-GFP 质粒图谱 

图 2 pCMV-Tag2B-E6-间隔序列-GFP质粒构建与鉴定 

Fig. 2  Construction and validation of the plasmid pCMV-

Tag2B-E6-spacer-GFP 

 

(a) RFP 基因 PCR 产物 (b) pCMV-Tag2B-RFP-GFP 质粒图谱 

图 3 pCMV-Tag2B-RFP-间隔序列-GFP质粒构建与鉴定 

Fig. 3  Construction and validation of plasmid pCMV-

Tag2B-RFP-spacer-GFP 

2.3 HPV18 E6 和 GFP 蛋白在 HEK293T 细胞中共

表达 

为了验证双顺反子表达质粒 pCMV-Tag2B-E6-

GFP 能否在细胞中同时表达 E6 和 GFP 蛋白，分别将

阴性对照质粒 pCMV-Tag2B、阳性对照质粒 pLV07

和重组质粒 pCMV-Tag2B-E6-GFP 转染 HEK293T 细

胞，48 h 后提取总蛋白质进行免疫印迹，检测蛋白质

表达。如图 4 所示，各组内参蛋白 β-actin 的量一致。

由于 HEK293T 细胞不表达内源性荧光蛋白和病毒

蛋白，所以阴性对照组无 GFP 和 E6(图 4 第 1 泳

道)，阳性对照组表达 GFP(图 4 第 3 泳道)，pCMV-

Tag2B-E6-GFP 转染的细胞同时表达 HPV18 E6 和

GFP 蛋白(图 4第 2泳道)。 

 

图 4 HPV18 E6和 GFP在 HEK293T细胞共表达 

Fig. 4 Co-expression of HPV18 E6 and GFP in HEK293T 

在 pCMV-Tag2B-E6-GFP 质粒中，第 2 个目的蛋

白 GFP 编码区前面只有 HPV18 间隔序列，没有其他

已知的蛋白质表达调控元件〔图 2(d)〕。为进一步

确定 GFP 基因得到有效表达，利用荧光显微镜观察

HEK293T 细胞，结果如图 5 所示。各组细胞密度一

致，阳性对照组 pLV07 转染细胞显示绿色荧光，阴性

对照组 pCMV-Tag2B 转 染 细 胞 无荧光，pCMV-

Tag2B-E6-GFP 质粒转染细胞有绿色荧光，表明已成

功表达 GFP。以上结果证明 HPV18 间隔序列可介导

HPV18 E6 和 GFP 在 HEK293T 细胞中共表达。 

 

图 5 荧光显微镜检测 GFP表达 

Fig. 5 Expression of GFP detected with florescent micro-

scope  
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2.4 RFP和 GFP蛋白在 HEK293T细胞中共表达 

RNA 剪接是病毒利用一条 RNA 表达多个蛋白

质的常见机制。HPV18 E6 序列中有 RNA 剪接位 

点[4]。为了证明 HPV18 间隔序列启动下游 ORF 表达

不依赖于 RNA 剪接，用不含剪接位点的 RFP 编码序

列取代 HPV18 E6，构建质粒 pCMV-Tag2B-RFP-GFP 

〔图 3(b)〕。 

将质粒转染细胞，48 h 后提取 RNA 并进行 RT-

PCR，检测 RFP 和 GFP 的 mRNA 水平。如图 6(a)所

示，泳道 1、泳道 4 为 pCMV-Tag2B(阴性对照)，泳道

3 为 pLVX-mCherry(RFP 阳性对照)，泳道 6 为

pLV07(GFP 阳性对照)，泳道 2、泳道 5 为重组质粒

转染组。由此可以看出，泳道 2 和泳道 5 分别出现

RFP 和 GFP目的条带，说明 RFP 与 GFP 基因同时得

到转录。 

 

(a) RT-PCR 检测 RFP 和 GFP mRNA 表达 

 

     (b) RFP 蛋白表达        (c) GFP 蛋白表达 

图 6 RFP和 GFP在 HEK293T细胞中共表达 

Fig. 6 Co-expression of RFP and GFP in HEK293T 

为了分析第一个目的蛋白 RFP 是否表达，进行

免疫印迹实验。pCMV-Tag2B 载体表达的蛋白质带有

N-端 Flag 标签，所以用 Flag 标签抗体检测 RFP。如

图 6(b)所示，仅在 pCMV-Tag2B-RFP-GFP 转染的细

胞中检测到清晰的特异性蛋白条带，证明重组质粒编

码的第 1 个目的蛋白 RFP有效表达。 

  为了检测第 2 个目的蛋白 GFP 是否表达，利用

GFP 抗体进行检测。如图 6(c)所示，阴性对照组

pCMV-Tag2B 无条带，阳性对照组 pLV07 有一条特

异性条带，重组质粒转染细胞中清晰可见 GFP 表

达。以上结果说明 HPV18 间隔序列可以介导下游的

ORF 表达，不依赖于 RNA 剪接。 

RT-PCR 和免疫印迹方法可以反映细胞群体情

况，但不能区分单个细胞。为了探究 HPV18 间隔序

列连接的两个 ORF 是否在同一个细胞中共表达，利

用荧光显微镜观察 GFP 和 RFP。如图 7 所示，

pCMV-Tag2B 组无荧光，pLV07 和 pLVX-mCherry 组

分别显示绿色荧光和红色荧光，重组质粒转染的细胞

同时出现绿色荧光和红色荧光，而且在大部分细胞中

RFP 和 GFP 同时表达。以上结果进一步证明 HPV18

间隔序列介导上游 ORF 翻译终止后重新开始下游

ORF 的翻译。 

 

图 7 RFP和 GFP在 HEK293T细胞共表达的荧光检测 

Fig. 7 Detection of RFP and GFP co-expression in 

HEK293T with florescent microscope 

3 讨 论 

不同于原核生物基因簇以多顺反子表达多种功

能相关蛋白质，在哺乳动物细胞中，多数情况下一个

基因编码一种蛋白质，有时一个 mRNA 经可变剪接

或一条多肽链经不同酶的水解也可产生多种表达产

物。真核细胞中蛋白质合成起始的经典方式依赖于

mRNA 5′-帽子结构；在应激条件下，部分 mRNA 不

依赖于帽子结构而是利用长 150～250 bp 的内部核

糖体进入位点(internal ribosome entry site，IRES)募

集翻译起始因子而启动蛋白质翻译[8-9]。近年来，核

糖体测序和蛋白质组学研究进一步拓展了人们对翻

译起始机制的认识，相继提出了翻译重新起始和遗漏

扫描等新理论[10-15]。 

本研究首先通过 RNAi敲低实验证明 HPV18 E6

和 HPV18 E7 在 HeLa 细胞中以双顺反子形式共表

达。为了验证 HPV18 E6-E7 间隔序列在共表达中的

作用，构建了重组质粒 pCMV-Tag2B-E6-间隔序列-
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GFP 和 pCMV-Tag2B-RFP-间隔序列-GFP，通过 RT-

PCR 和免疫印迹方法证明以 HPV18 间隔序列连接的

两个蛋白质编码基因在 HEK293T 细胞中共表达，荧

光显微镜观察结果也证明间隔序列上游的 RFP 和下

游的 GFP 基因同时表达。以上结果说明 HPV18 间隔

序列具有开启下游 ORF 翻译的功能，且不依赖于

mRNA 剪接。 

按照遗漏扫描理论，当 1 个 mRNA 分子上存在

2 个 ORF，如第 1 个 ORF 缺少有效 Kozak 序列，则

通过 mRNA 5′-帽子结构募集的核糖体在扫描 RNA 序

列时会略过第 1 个 ORF 而翻译第 2 个 ORF。本研究

使用的表达载体 pCMV-Tag2B 带有 Kozak 序列，所

以不符合遗漏扫描机制。HPV18 间隔序列仅有 8 nt，

不能形成茎环结构而募集翻译起始因子，故不符合依

赖于 IRES 的翻译重新起始机制。本研究结果提示哺

乳动物细胞中存在新的翻译重新起始方式(图 8)。 

 

图 8 HPV18间隔序列介导双顺反子表达 

Fig. 8  HPV18 intergenic spacer mediates bicistronic ex-

pression 

HPV18 间 隔 序 列 长度 8 nt ，接 近 原 核 生 物

mRNA 的 SD 序列长度，而且与人 18S rRNA 序列反

向互补〔图 1(c)〕，提示此间隔序列可能以类似 SD

序列与 16S rRNA 互补而结合核糖体的方式，成为人

核糖体结合位点，启动下游蛋白质的翻译。因此，还

需要进一步深入研究，从多角度加以证实。 

病毒来源的 IRES 序列常被用于构建双顺反子

表达载体，被广泛用于基因工程、合成生物学和生物

医药等领域[6-8]。本研究发现 HPV18 间隔序列仅有

8 nt，可以直接加在两个 ORF 之间，比利用 IRES 更

简单易行。利用 HPV18 间隔序列构建双顺反子表达

质粒，可用于研究细胞内两个蛋白质的相互作用，也

可用于包含两条肽链的蛋白质类药物的生产，在生物

医药领域具有应用价值。 
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