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尖锐湿疣组织中HPV型别检测及HPVl 1型

L1基因的克隆与测序
庄敏1，谷鸿喜h，魏兰兰1，刘希君1，李迪1，崔洪波1，孔卫兰2

[摘要] 目的 分析黑龙江地区尖锐湿疣组织感染的HPV型别分布情况，并对HPVll型流行株Ll基因进行克

隆和测序，检测序列变异情况。方法提取30例尖锐湿疣组织标本中的DNA，用HPV L1区通用引物及特异性HPV6b，

11，16．18型引物进行PCR扩增，分析尖锐湿疣组织中感染的HPV型别分布。对其中4株HPVll型阳性标本L1基因，经

酶切、连接，分别构建pSP73一HPVll L1重组质粒，并对其L1片段进行测序。结果30例标本中，HPV 6b和11型感染数

分别为11例，各占36．7％；有2例合并HPV6 b／11／16型的混合感染，占总病例数的6．7％；1例HPVl6型单独感染，未鉴

定出HPVl8型感染，其他型别5例。pSP73一HPVll L1重组质粒测序后，4株HPVllLl基因序列完全一致，可认为是黑龙

江省流行株。其序列与原始株序列相比，仅发现了两处同义点突变。结论 黑龙江地区尖锐湿疣组织中HPV DNA检出

率为100％，以6b和11型为主，偶见高危型别16型感染。克隆测序表明黑龙江省流行株HPVll型L1基因高度保守。
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Analysis of HPV Types and Cloning and Sequencing of HPV 1 1 L1 Gene in Acuminate Candy‘loma

ZHUANG Min，GU Hang—xi，WEI Lan—lan，et al
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Abstract： Objective To analyze the viral types of human papillomavirus(HPV)in acuminate condyloma biopsy speci—

mens in Heilongjiang province and sequencing of HPV 11 L1 gene．Methods The tissue DNA was extracted from 30 biopsy speci—

mens of acuminate condyloma，respectively．The L1 gene of HPV was amplified with common primers followed by 6b，11，16 and 18

type—specific primers PCR．Four positive L1 fragments of HPV 1 1 were identified by cloning into plasmid pSP73 and sequencing．

Results HPV 6b and HPV 11 were the two most common types，no differences were found between them．Two biopsy specimens

were multi—types of HPV 6 b／11／16，amount for 6．7％．In comparison，only one of the 30 biopsy specimens was type 16(3．3％)

and no type 18 was found．And five specimens．16．6％for other HPV types．Sequencing analysis showed the same homology in four

clones of HPV type 1 1 L1 gene，only two synonymous mutations were found compared with the original one in GeneBank．It indica—

ted this local type of HPV 1 1 represented the epidemic strain in Heilongjiang province．Conclusion The positive rate of HPV in—

fection in all acuminate eondyloma biopsy specimens was 100％．The most common types in acuminate condyloma were type 6b and

1 1．whereas the high—risk type 16 or 18 was very．10w．High conserved L1 sequence of HPV 1 1 could represente the epidemic strain

in Heilongjiang province．
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人乳头瘤病毒(human papillomavirus，HPV)是引

起人类皮肤、黏膜乳头瘤或疣的一类肿瘤相关病毒。

目前，HPV已分离出100多个型别，包括高危型别和

低危型别。其中，高危型别以HPVl6型为主，与宫颈

癌等皮肤和黏膜的恶性肿瘤发生密切相关；低危型别

以HPV6型和11型为主，主要引起良性瘤或疣，如尖
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锐湿疣和扁平疣，偶也可引起细胞恶性转化。1o。分子

流行病学研究表明，宫颈癌组织中HPV DNA的检出

率为99．7％，其中HPVl6型占50％左右。尖锐湿疣

组织中HPV的检出率为100％，以6b／11型为主，少部

分由高危型别16，18型感染引起。HPV基因组主要

包括3个部分：早期区、晚期区、调控区。其中晚期区

基因L1编码主要衣壳蛋白，免疫原性稳定，是制备基

因工程疫苗较理想的候选基因嵋o。本研究以尖锐湿

疣组织DNA为模板，分别用通用引物和HPV6b，11，

16，18型特异引物进行PCR鉴定，又将4株HPVll型

L1基因分别进行克隆测序，以了解本地区尖锐湿疣组

织中HPV感染情况，并分析HPVll型L1基因序列变

异特点。
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1材料和方法

1．1 标本尖锐湿疣组织标本采自哈尔滨医科大学

附属第一、第二临床医院皮肤科和妇科、沈阳军区第

21 1医院妇科门诊临床诊断为尖锐湿疣的患者，共30

例。活检标本存入小离心管中，立即一20。C冻存待用。

1．2主要试剂pSP73克隆质粒(Promega)；E．Coli

JMl09菌株(本室保存)；Pfu DNA聚合酶(华美公

司)，TaqDNA聚合酶(Takara)，Xho I，kpn I(promega)

内切酶，T4DNA连接酶(1nvitrogen)；hDNA／Hind III

DNA和200bp Maker(华美公司)；DNA回收试剂盒

(上海申能博彩公司)；组织、细胞DNA提取试剂盒

(华舜公司)。

1．3方法

1．3．1 标本组织DNA提取及PCR引物设计按试

剂盒说明书提取尖锐湿疣组织标本DNA。PCR扩增

所用通用引物根据文献[31从HPV L1区中选取保守序

列设计，并加以修改。HPV 6b型、11型、16型和18型

特异引物分别根据GeneBank中所查L1基因序列数

据，比较后设计横跨L1完整开放读码框(ORF)。并

分别在各引物对的5’端加入相应的酶切位点。引物

设计列表如下。

表1 PCR所用HPV L1区通用引物及型特异引物

1．3．2 PCR法HPV L1基因扩增及型别鉴定 分别

以提取的尖锐湿疣组织DNA为模板进行PCR扩增。

每标本均首先用通用引物扩增，再分别以型特异引物

进行扩增。型特异引物扩增反应参数为：94℃预变性

5 min；940C 1 min，55℃1 rain，72℃2．5 min，35个循

环；末次循环后72℃延伸7min。通用引物扩增时，改

变退火温度为40℃1 min，延伸时间为72℃1 min。

PCR产物经琼脂糖凝胶电泳鉴定。

1．3．3 pSP73．HPVll L1重组质粒的构建鉴定

HPVll型阳性标本的PCR扩增产物经回收纯化(按试

剂盒说明书操作)，得到其DNALl片段用以构建重组

质粒的基因。分别用Xho I和kpn I进行双酶切

HPVll L1基因及载体pSP73，酶切产物分别用DNA

凝胶回收试剂盒回收。载体质粒与L1DNA按摩尔数

为1：3的比例16℃连接4 h。连接产物转化至感受

态JMl09大肠菌中，氨苄青霉素筛选重组阳性克隆。

再小量提取阳性克隆质粒，用Xho I和kpn单酶切电

泳鉴定。

1．3．4 pSP73．HPVl 1 L1重组质粒的测序分析共克

隆了4例标本中HPVll L1基因，分别取阳性重组质

粒进行测序(上海博雅公司)。结果用GeneRunner和

BLAST软件进行比较分析。

2 结果

2．1尖锐湿疣组织提取DNA结果将提取的DNA

经0．7％的琼脂糖凝胶电泳及EB染色，30例标本在

紫外灯下均观察到DNA条带，在23 kb和9．4 kb之

间。

2．2通用引物PCR扩增结果用HPV通用引物扩

增后，30例标本均在453 bp处出现特异条带，电泳结

果见图1。

泳道1，2，5，6：尖锐湿疣组织的PCR产物；泳道3：标准分子量；泳道

4：阴性对照

图1通用引物扩增鉴定尖锐湿疣组织中HPV感染

2．3型特异引物PCR扩增结果将30例尖锐湿疣

组织提取的DNA，分别用6b，11，16，18型特异引物扩

增，扩增产物进行1％琼脂糖凝胶电泳，在1500bp处

出现特异条带为阳性。电泳结果见图2。

2．4 30例标本中HPV型别检测结果见表2。
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泳道1：阴性对照；泳道2：PCR产物；泳道3：入DNA／HindlII

图2 HPV L1全长PCR扩增结果

表1 30例尖锐湿疣组织中HPV型别的检测结果

2．5 pSP73．HPVl 1 L1克隆质粒的酶切鉴定结果

pSP73一HPVl 1 L1重组质粒分别用XhoI和KpnI进行

单酶切，酶切后所得片段都为4．0kb。SP73质粒分别

用XhoI和KpnI进行单酶切，酶切后所得片段都为

2．46kb，酶切结果与预期相符。

2．6 HPVl 1L1基因核苷酸序列测定结果 利用测序

引物对4株pSP73一HPVll L1重组质粒中HPVll L1

基因序列进行测定。测序结果用GeneRunner和

BLAST软件进行分析。结果克隆出的4株HPVll型

L1基因的核苷酸序列均相同，与标准株原始序列”1相

比，发现有两处不同，分别是第258位的碱基为T，而

原始序列为C；第837位碱基为T，而原始序列为C。

但这两处并没有影响到所编码的氨基酸，均为无意义

突变。

3讨论

HPV感染可引起宫颈癌和尖锐湿疣等多种疾病，

主要通过性接触传播。HPVl6和18型属高危型别，

70％宫颈癌与此两型病毒感染有关；HPV6型和11型

属低危型别，主要引起尖锐湿疣。尖锐湿疣作为目前

主要的性传播疾病，流行范围较广，危害性较大。

Christensen等∞1报道65例尖锐湿疣标本中只有2例

没有鉴定出HPV 6b和11型，国内外其他报道也证实

尖锐湿疣组织HPV 6 b和11型检出率都很高。本组

检测的30例标本中，HPV 6 b和11型共占80％，其中

6b型和1 1型感染例数相等，包括重叠感染各占

43．3％，与Grce等∞1报道的HPV6b型占多数不太一

致，可能有地域之差。在不同人群中感染率也不相同，

在普通人群中尖锐湿疣组织感染以HPV6b型占优势，

而在免疫抑制人群中11型占优势，其机理不十分清

楚。国内外的相关调查中尖锐湿疣组织HPV高危型

别的感染率差异较大。少数报道没有鉴定出HPVl6，

18型感染o 7I，而大部分报道尖锐湿疣组织中有HPV

高危型别的感染，但感染率不同，在1％～20％之间。

本组检测的30例标本中有2例是HPV6b，11，16三个

型别混合感染，占总病例数的6．7％，但未检出HPVl8

型感染。混合感染的存在提示HPV具有型特异性，各

型别之问无交叉保护。至于6b，11，16，18型特异引物

扩增阴性而通用引物扩增阳性的5例标本，可能是

31，33，35等其他型别感染，有待于今后进一步研究。

为了解HPVll型流行株突变情况，本研究对其中

4株HPVllLl基因进行重组质粒构建，得到HPVll

L1全基因片段，并分别进行了克隆测序。测序结果为

4株基因序列完全一致，且阅读框架正确，认为HPVll

是黑龙江地区流行株。其序列与1986年DartmannL41

发表的HPVll L1序列相比，仅发现了两处点突变，一

是在第258位的碱基为T，而原始序列为C；二是第

837位碱基为T，而原始序列为C，且均为氨基酸的第3

位密码子，没有影响到蛋白序列，属同义突变。这说明

同型HPV不同分离株之问只有少数点突变造成差异，

而且经常出现在密码子的第3位。在GeneBank上的

HPVll L1基因数据较少，符合其高度保守的特点。该

结果为进一步构建基因工程疫苗提供了实验基础。
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