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摘 要

目的 构建广
‘

州地 区尖锐湿疵 复发患者 病变 组 织 分离 的乳 头瘤 病毒 晚期基 因 一

原核表达质 粒
，

为后 续
泌

蛋 白表达 及研 究复发患者感 染 乳 头瘤病 毒

蛋 白生 物学特 性提供依 据 复发患者 感 染乳 头瘤病 毒 晚 期基 因测 序
，

与

原始序 列 比对
，

分析其序列变异情 况
。

方法 扩增 复发尖 锐湿 玩 患 者病变 组 织 中乳头瘤 病 毒早 期基 因 如
、

之 间
一

段

保守序列
，

经 、 勾切酶酶切 分型 鉴 定
，

选取 一 例 感染
一

型 患 者

皮损
，

采用 之技 术扩
一

增乳头瘤病毒 晚期基 因 一
，

经 酶 切
、

纯 化后 与经

过相 同酶切 的原核表 达 载 体 质粒 连 接
，

热冲击 入 感 受 态 大肠 杆 菌

。 ，

经扩 增 后 酶 切 鉴定
，

阳性 克隆进 行测序
，

获 得 基 因 组 晚 期 区

序列
。

结果 四例 复发患 者 感 染 尸 酶 切分型 结果显 示
，

有 三例 临床标 本感染 型
，

一

例感 染 日 型
。

这 提示 复发 患者 仍然 以 八 感 染为 主
。

选 取 的
一

型 基 因测 序
，

发现 其 组织来源 与 型更相 近
。

与 收录

的原型 相 比
，

，基 因有 处碱基 发生 突 变
，

推 导其编 码 的氨 基 酸 序 列 有

处 发 生变 化
。

原始序列 处 的 八 突变 为
，

其编 码 的氨基 酸 由苏

氨酸变 为丙 氨 酸 别 处 的核
一

营酸 突变 为
，

其 编码 的氨基 酸 由谷

氨酸变 为 撷氨酸 处 的核 昔酸 突变 为
，

其编码 的氨 基 酸 山异亮

氨 酸变 为苏氨 酸 其余 四处 为 处 的 一
，

处 的 一
，

处 的 八
，

处 的 一 八
，

均 为 同义 突变
。

结 论 成 功构建 了 下 重 组 质 粒 复发 尖 锐湿 疵 患者 病 变 处

基 因 结构 有
一

定变异
，

一

卜游序 列变 异程 度 更 大
。

序列变 异 主 要 集 中和 接

近 在 的 不 林 少洪 的 丈 区 间 即 位 点
、

位 点
、

位 点和 位 点
。

这 提示 述 区 间 可 能是 更 易发 生突变 的 区 域
，

这些 改

变 与病 毒致病 性 可 能存在
二一 定关系

。

尺 和 易突变 区 间虽 然较短
，

仅

左 右
，

但本研 究发现集 中在此 区 间的突 变 都 出现 了编 码氨基 酸 的

改变
，

其 可 能存在 更加重 要 的生物 学意 义
。

关键 词 尖锐湿沈 复发 入 乳 头瘤病毒 基 因 重组质粒 序列 分析
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暨南大学硕 学位 沦文 父发性尖锐湿优 草因原核表达质粒构建及 序列分析

一〕曰 立舀

目幼
、 ▲

目

尖锐湿 玩 土 。、 。 。 ，

又 称 生 殖器 疵
，

是 因感 染人类乳头状瘤病 毒
，， ， 。 ，

于 而 引起
，

为临床最 常

见 的性 传播疾病 而
， 〔” 。

年调查发现全球女

性 感染率是 一 题划 。

在美 国 是最流 行 的一 类性传播疾 病
，

统计 显 示每

年 约 万 新发 的 感 染者 仁’ 。

其中 育龄期人 群 中 调查发现 高危型 感 染率 为

创 。

英国 一 份最 新 的
一

调查 显 示
，

在应 用 尺检测 技术进 行 妇 女宫颈癌 普 查 时

发现 约 有 的受 检人 群 感 染 卿
，

有 的受检 人 群携带有 病 毒
，

在 就 诊

的 患者 中
，

每 四个 人 就 有 一 个是尖 锐湿 玩 患 者
，

其 中 岁年龄组 发病率

最 高
，

男女性 别 比为
，

但 女性 实际 的发病率 可 能 比 男性 更高
〔盗。

其 实这仅 仅

是 冰 山 的一 角
，

人群 中无症 状叩 感 染 的检 出率更 高
，

有 资料显 示女性人群 的亚

临床 感染率达
，

这 部 分人 则是 主 要 的传染 源 〔了〕。

在 我 国解放 初期尖 锐湿 疵 非

常 少 见
，

仕上纪 年代 后 期 随着梅 毒
、

淋病 的再 度流 行 而 开始增 多
，

并 以较快 的

速 度 上 升
一 。

据 统 计
，

年 的病 例 数 为 例
，

报 告 发病 率是 万
，

占

全 年新发 的
，

是 发病率列 第 位 的
。

年 一 年广 东地 区 调 查

资料 显 示尖 锐湿玩在 性病 中的构成 比逐 年 升 高
，

到 孚仁为止 已 经 跃居 第 二 位

洲 ‘。

这 弓起 了有 关 部
’ 一

」及 各级 政府 的高度重 视
。

目前 有 效 的 治疗 方法 主 要 分为 四 大类 川 药物治疗 应用 抗病 毒药物
、

免疫 调 节 剂
、

抗癌 药 物 及 中药 来清 除病 毒
，

以达 到 治疗 目的 物理疗 法 应 用

激 光照 射
、

液氮冷 冻
、

高频 电 」
、

微波 日一
射线清 除疵 体 手 术治 疗 切 除法

、

刮 除法
、

结扎法清 除疵 体 联合 治疗 激 光加化 学药物治疗
、

中西 药 结 合

治疗
一

、

电灼联合化 学 药物 治疗
。

具 体选择 哪 种 治 疗 方法 要考虑 患者 意 愿
、

费用
、

疗 效
、

方便性 和 副 作 用等 多种 因 素
。

有 很 多因 素 如 病变部位 和 程度
、

性别
、

治

疗 方 案
、

护理情 况
、

个体差 异等 会 影 响以 的 实 际 治疗 效果
，

并且疗 效评估 与跟

踪 检 查 时 间有 关
。

各方法 中提及 的有 关清 除率
、

复 发率等数据是 根据 已 有报 道 总

结 出
，

存在较 大差 异
。

但 总体来讲 高复发率还 是 目前治疗 的难 点之 一
。

近年来 随着 医 学分 子病理 学
、

医 学 分子 生物学及 医 学病毒学 等各学科 的发展

和 相应 实验 技 术 的完善
，

人们 对 护 病毒 的认 识从病 毒 生物 学特 性
、

致病 机理 及



暨 南大学 硕 呀万学位 论 文 复发性 尖锐湿优 草 因原核表达 质 粒构建及 序列 分析

免疫学机制方面都有 了深 入 的 了解
。

这 为更有效
、

更特异 的预 防和 治疗 感染

及 相 关疾病提供 了依据
。

一
、

分子 生物学特 性

是乳 多空病 毒科 多瘤病 毒 亚 科 的一 个双链环 状 病毒
，

其感染 靶 组

织 主 要 为 二皮组 织
，

显 示 高度 的宿 主特异性
，

对 人体特异部位 的 「皮 细 胞 具亲和

力
〔’

卜
’别 。

目前 已 鉴 定 匕 余种基 因型
，

至 少有 种基 因序 列 己 完全测 序
二’川 。

根据
一

与宫颈癌 的关系可 分 为 高危 型
、

中间型 和 低 危型
，

高危型 包括
、 、

、 、 、 、 、 、 、 、 、 、 、

和 型
，

中 介」型 包 括
、

不 型
，

低 危 型包括 卜尸
、 、 、

吐
、

魂
、 、 、 、

不「 型
。 、

和 尚未确定其危 险度
〔” ’。

病 毒体 为 直径 约 的球 形颗 粒
，

核壳是 由 个壳粒 构成 的 面

体立 体对 称 结构
，

完整病 毒颗 粒 的密 度 约 为 耐
，

不 含核 酸 的病 毒衣 壳 密

度 约 为 耐
。

壳 内包 裹 长度 约 为 〕一 队 双股 环 状
。

遗 传 信 息携带

于 其 中 的 一 条 链 上
。

华 因 组 含 有 个 开 放 读 码 框 架

‘ ，

之了 ，

基 因 组 分三 个 功 能 区 早 期 区
，

约
， ，

含
、 、

一

六 个 亚 区
，

片基 因 总 长度 的
。

编码 蛋 白具 依赖性 解 旋 酶 性
，

在 病

毒复制起始过程起 关键作用 是 一 种 反 式激 活 蛋 白
，

涉 及 病 毒 转 录 的 反 式

激 活 〔’爪 ’ 〕
编码 晚期胞 质 蛋 白

，

与病 毒成 熟有 关 仁’下
·

’吕

基 因 正 好 位 于 的

下 游
，

编码 一 种 小蛋 白
，

如附 一 的防 为 氨基 酸 长
，

而 犯 一 只

有
，

蛋 白的主 要 生物 学功 能是通 过 细 胞 生 长因子 受体激 活 上 向调控
。

来

自人和 动物 的 蛋 自均 可 不 同程度 地转化哺 乳类 细 胞 〔‘
，

几叫
、

汀 主 要 与细 胞

转化 及 致瘤 性有关
。

防 称 多功 能 蛋 自
，

至 少 能与两 种 细 胞 蛋 白 即 相 关 蛋 白

一 尸 和 结合 蛋 白一 结合
。

高危病 毒 的 蛋 白可 持 久存在 于 人类乳

房 原始细胞 中
，

与 作用 可 持 久存在
一

于人类 原始 角质细 胞 中
。

一 的 为

长
，

在 体外 结合
‘ ，

含 个 指
。

尚有 少 结合 蛋

自潜 能 〔才，
，

川 。

体 内细 胞 中 蛋 白产 量极 少
，

因检 出 困难 而 难 以研 究
。

持 久存

在 于人类原始包皮角质 细 胞 并发挥致癌潜 能
，

与 基 因关系甚 为 密切
。

圣 一

的 由 组成
，

其标志 分子 大 小为
。

一 和 的 分 子 量 分 别

为 和
。

一
一

百 一 相 比
，

其 末端 户有一 定数 量 的
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变异
。

致癌性 一
、

和 可持 久存在于 角质细胞 中
，

而 低危型病毒

一 和 则 否
。

一 全 长基 因 组 持 久 存在 于 角质 细 胞 中时
，

和 基

因 一起
一

可呈 低水平 持续 存在
。

在原位癌 中病 毒转录 常 限于 和 基 因
，

造成 其

整 合入宿主 染色体
。

能结合
，

而 能与成 视 网 膜细 胞瘤 肿瘤 抑制 蛋

白结 合
绍

一
。

②晚期 区 约 弘
，

含
、

卜 两个亚 区 编码 病 毒主要衣 壳蛋 白

和 次要 衣 壳蛋 白
。

相 对 分子 量 约 为 又 ‘，

是 主 要 的种

特 异性抗 原
，

卜 约 为 沐
、

弓，

是 型特 异性 抗 原 〔 ’
·

刹 。

长调控 区
，

位

于 区末端
，

占基 因 总 长度 的 了 一
，

不 编 码 任 何
，

内含 复制起 始 点
、

启 动 子
、

增 强子
、

沉默子 等基 因转录 复制所 需 的调 控 元 件
〔’，

·

竺 〕。

病 毒侵入 皮 后
，

在基底层 细 胞 中复制
，

随着 基 底 细 胞 的 分化 成 熟 向表层 移动
，

细 胞 内病 毒衣

壳 蛋 白表达 并包 装 病 毒 形 成 完整 的病毒颗粒
，

修饰后
一

可释 放 到上皮表面
，

经

密 切 接触可 传 与他 人 或 从 角化层 表 面 脱落播 散到 周 围环 境 中
。

病 毒感染和 持 续 时

间与 类型 及 机 体 因 素有 关
‘止丁 川

。

如 何进 入 上 皮细 胞 尚无 定 论
，

最近 有

人 提 出基 底 细 胞
。

整 合 索 是 候选 的受 体 分
一 ，

该受 体可 与 不 同 的

作用 而 不呈 现种 属 特 异性
〔叭

。

之。匕 、 等
‘’礁发现 ， 可 破坏 培养细 胞 中

的角质 蛋 白网络
，

认 为 它
一

可能 参 与病 毒 感染 的扩 散
。

复制过 程 大致 分三 期 建 立期 单个 或 少 量 病毒颗粒进 入细 胞
，

其基 因

组 很快复制 一 拷 贝 细 抱 持续 期 病毒 的游 离基 因 随分化基底 细 胞染 色

体 同步熨制
，

其 复制拷 贝数 仍 恒 定 在 一 拷 贝 细 胞水 平 卜 第三 期 感 染

细 胞 离 开基 底 并分 化
，

匕皮 细 胞 的最 土层 生产 性 复制 病 毒或扩 增
，

造 成 每 个 细 胞

合 成 数千个病 毒拷 贝
。

近 些 年 来对 墓 因 表 达 及 生 活 周 期 调 控 机 制 的研 究 为抗 药物 开 发 提 供

了特异 的潜在 作用 靶 点
。

例 如 曰 蛋 白具 有腺 营三 磷酸酶
、

鸟普三 磷酸酶活 性和 解

旋 酶活性
。

以 蛋 白 与其 它 病 毒 的或 细 胞 的腺营三 磷 酸 酶在序 列 有很大 差 别
，

可

以用于 干扰 四 复制 的药物 筛选
。

蛋 白在 生 活 周 期 中具有 枢纽 作用
，

协调

转 录和 复制
。

寻找 蛋 自抑 制 剂可 望 抑制 早 期基 因转录和 复制
。

以 转

化 蛋 白
、

如
、

为 药靶 筛选
，

被认 为是 获得抑制 引起 的 良性或恶 性增 生 药

物 的有效途径
。

虽 然 不 编码 任 何 蛋 白
，

但 含有 很 多 调控转录
、

复制 的元件
，

以 为靶 点 的 反 义 核酸药 物 可 能用 于 抑制 四 〔洽训 〕。
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二
、

疫苗研 究

早在 年
， 。

·

就提 出用免疫学方法 治 疗 生 殖 道沈 的设想
。

但 当

时所采用 的 自体疫苗与安慰剂组 并无 明显 差 别
。

随着分 子生物 学技术 的进展
，

利

用 疫苗治 疗 相 关疾 病 已 成 为一 个 极有前景 的领域
。

从 设计 目的上 讲
，

卜 疫

苗可 以概括 为 以
一

下 三类 预 防 性 疫
一

苗 治疗 性疫 苗 兼 具预 防及 治疗 功效 的双重

疫 苗
。

一 预 防性疫苗

预 防性疫 苗 的主 要 原 则是要先 于 病 毒感 染就 可 以激 活 机体免疫 系统产 生 足

够 量 的 中和 抗 体
，

对 于 日 预 防性疫 苗应 该具 备 以 下特 性 产 生 针对 抗

原表位 的 中和 性抗 体 诱导机 体产 生足够 量 的抗 体
，

而 且 能持续较 长 的 时

间 疫苗 能 诱导 机 体局 部产 生 足够 量 的 防御 性抗 体 疫苗 必 须 有 交叉

反 应
，

能抵御 所有 或绝大部 分 ，感 染
。

中和 抗 体 必 须 结合病 毒 的抗 原表 位
，

以此 阻止 病 毒 入侵 宿 主细 胞
。

衣 壳

蛋 自是此类抗 体 的理 想靶位
。

早 期 试用 蛋 白片断
、

变性 的 蛋 白及 多肤 均 未

获得成 功
，

进 一 步研 究发现 蛋 白必 须 形 成 完整 的空 间结构刁
‘

能 诱导机体产 生 保

护性抗 体
〔场 。

年 。等人
仁“ 〕

一

首次 发现在 哺乳动 物 细 胞 中表达 蛋 白能 自行装

配成 形 态与野 生 型 病 毒颗 粒极 为相 似 的病 毒样颗 粒
，

，

其含特异性 构象依赖性抗 原表位
，

并可 诱发 高滴度抗 体产 生
。

四 保护 性

疫 苗 出现 了划 时代 的局 面
。

以后 陆续有研 究者在 昆虫细 胞
、

酵 母
、

和 大肠杆 菌 表

达 体系中实现 了 队 的表达 盯 ， 。

在形 态上 与真 正 的病 毒颗粒 没 有 差 别
，

并且 与 病 毒颗 粒 的构象相似
，

因此 在预 防 性疫 苗 中 成 为具 有 吸 引 力 的

候选 者
。

它 具有 作 为预 防性疫 苗应 该具 备的儿个条件 没 有 病 毒 的存在
，

故

不 能在体 内引发感染 及 引起其他 危 险
，

如致癌 等 有 天然 的构象依赖性抗 原表位

存在 热 稳 定性好
，

不 易失活 可 在 生 殖 道 诱发有意义 的
、

一 定浓度 的中和 抗体

日 门

目前尚无动 物模型
，

这给
”

预 防性疫 苗的疗 效评 价带来一 定 困难
，

目

前多用动物 的乳头瘤病 毒及 其相 应 的 免疫 原评 估乳头瘤病毒 疫苗 的预

防效 果
。

在 对 鼠
、

猴动物 实验 中 显示
，

经肠 道外 免疫 后
，

产 生 的抗体 能较

好 的保护机体抵抗 相应 高剂量病 毒 的实验 性 攻击 仁 一 侧
。

令人满意 的动物 实验 结果
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推动 了 经 肠道 外 免疫 的早 期 临床实验
。

期疫 苗试验 己 经取 得 了较

好 的结果
。

等人 「’ 豆用杆状病毒 系统产 生 疫苗进 行 了随机双 盲

对 照 实验
，

以评 价该疫苗 的安全性和 免疫 原性
。

研 究表 明单用 或 十

产生抗体 的滴度是 。、 剂量依赖性
，

而 铝 剂免疫后
，

产 生 抗 体 的滴度 与

剂量 无 关
，

所有 尸 免疫 的个 体无论 有无 佐剂
，

抗 体平均滴度 比天然感 染

获得 的滴度 高 倍
。

主 要 产 生 的是 工 类抗 体
，

且可 中和 型假性病 毒颗

粒
。

四
二

酵母 细 胞产 生 疫 苗 的免疫 原性检测 也 是通 过 随机双 自对 照试

验 进 行 的 剂量 为
、 、

。 或 协
。

受试者 为 检测 阴

性 的女大 学 生
。

所 有疫 苗受试 者均表 现 为血 清 类 中和 性抗 体滴度 的增 高
，

给予

安慰 剂 的个 体血清抗体均 无变 化
，了〕。

年 一 项双 盲
、

对照试验 证 实注 射

一 孔 ，疫 苗 能有 效 的减 少 乳头瘤 病 毒 感染
石‘刚 。

这些试验 都证 实 了即 一
刁

内

疫 苗在预 防病 毒感 染过程 中的 巨大潜 力
。

尽管 是 预 防性 疫 苗约 良好 代 表
，

但 仍有 几 点需要 探讨 仍 不 清 楚

的传 播 是 由游 离 的还 是封 闭在脱落 的鳞 状 上 皮细 胞 内的病毒 引起 的
，

而 且性

接触本身就 可 以接种 大 量 的病 毒
，

提 示 暴 发感染 能逃逸 抗 体介 导 的 中和 反 应
。

因

此 如何使 中和 性抗 体在粘膜层 达 到有 效 的滴度 并维持较 长的时 间是 一个棘手 的

问题 护 疫 苗具 有 型特 异 性
，

除 了 高度 同源 的型 别有部 分交叉 反应 外
，

其它型 别 的 血
一

清 学实验 均 无交义 反 应 基 于 己 有 的研 究发现
，

似 乎

特 异 性抗 体不 足 以清 除 己 有 的 即 感 染
’川 的感 染在人群 中十 分普

遍
，

这 也 是 发病率 高的原 因
，

因此 必 须 重 视 治疗措施
。

二 治疗性疫苗

治疗 性疫 苗应 引起特 异性 的细 胞 免疫
，

藉此 阻 止损 害 的发展
，

清 除病灶 甚 至 恶

性肿瘤
。

从理论 上 讲
，

特 异性 细 胞 免疫 的靶抗 原应 是 产物
、

月 感染 的细 胞

产物或 是 二 者 的联 合
。

然而 因 「前仍不清 楚哪 种细 胞产物可 作 为特 异 性 细胞 免疫

的靶抗 原
，

因此 大 多数实验 性 疫 苗体 系主 要 以 的癌 蛋 白为靶抗 原
。

由于 高

危 型
一

、

蛋 白是 公 认 的转化 蛋 白及 肿瘤排斥抗 原
，

在 高 危 型 州 及 宫颈

癌组 织 中有较 高 的表达
，

故成 为研 究最 多的靶抗 原
「洲

。

由于在感染早期病毒存在

于 基底层细 胞 中
，

复制需要 表 达
、

能 蛋 白
，

因此 也有人 设想用
、

来 设计

治疗性疫 苗
。

但研 究者 更注 重 盯
，

因 为它 表达量更 多且 具有更好 的免疫学特 征
，
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而 且 序列 比 基 因 更保 守
「忍’〕‘，

治 疗性疫苗 因为其在 防治 宫颈 癌 方
一

面
，

存在 巨大

的应 用 前景
，

因此 各 国研 究者投 入 大量 的精力
。

其研 究也 突 飞猛进
。

根据疫 苗制

备工 艺
，

可 分 为 以 卜类 型

病毒载体疫 苗

痘病 毒 的特 点 是感 染 的 高效性和 重 组 基 因 高水平 表达
，

能插 入 较 大基

因
。

多项研 究表 明 和 或 重组 痘 苗接种
，

能产 生 很 强 的抗 原特异 性细 胞毒

淋 巴 细胞 反应 和 抗肿瘤 效应
〔凡

一
几丁〕。

有 临床试验 证 实在 高分 化 宫颈 癌
、

工

期及 早 期浸润 癌 患 者应用 编码 和 痘病 毒疫 苗可 以 引起 机体 的 细 胞

免疫 反应 〔议 几，」。

腺病 毒 宿主 范 围广
，

能插入 较大 的基 因
，

获得 高产 量融合 蛋 白
，

病 毒

基 因 不整 合 到宿 主基 因 组 的优 点
。

多项研 究表 明
，

表达肿瘤特 异性 抗 原如

或
一

或 的 重组 载体
，

诱导 出 了 反 应 和抗 肿瘤 效应
〔印 一 川 。

一 项

在 鼠科动 物进 行 的 实验 显 示
，

改 良的 腺病 毒疫苗 基 因被删 除 可 以诱 导

机 体 犷 丁 细 胞 免疫 反应和 抗 肿瘤 反 应
〔卜 ‘ 。

细菌载体疫 苗

单核细 胞增 生李斯特 氏菌 是 一 种
‘

细 胞 内菌
，

常感 染 巨噬 细 胞
，

它 能分

泌
一

种 李斯特 溶素
，

破 坏 吞 噬体膜
，

进 入 巨噬 细 胞 胞质
，

由于 它 能 同 时在溶酶 体和

内体 出现
，

就 可将 它 的抗 原或所携带 的异体 蛋 白质 同 时传递给
一

和

两 条途径
，

从 而 诱导 出很 强 烈 的
‘

和
‘

细 胞 免疫 反 应
，

且 能表 达肿 瘤 模拟

抗 原
，

诱导肿 瘤 消退
，

近 年来成 为 很有希望 治疗人 类肿 瘤 的重组 疫 苗
。

重 组 分 泌

一
的李斯特菌

，

可 使表 达 该抗 原 的小 鼠肿 瘤 消退 〔」」。

减 毒的沙 门 氏菌突

变 株 也可 作为细 菌载体
。

它 能将质粒编码 的 目标基 因传 递给抗 原呈 递细 胞

。

最后 导致抗 原表达 和 激 发免疫 反应
。

另外 还有志 贺菌属
、

卡介苗菌 均 可

以作 为细 菌载 体
。

多肤和 蛋 白疫 苗

多肤疫苗 细胞表位 的研 究促进 了多肤疫 苗的发展
，

其包括 天 然 多肤

和 合成 多肤
。

含肿瘤特 异性抗 原肤 的疫 苗
，

其 细胞表 位可激 活 抗 原特 异 的杀伤

性淋 巴 细胞
，

其 中和 表位 可刺激机体产生保护 性抗体
。

随着 抗 原表位 结
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构研 究的深 入
，

高危 型
、

来源 的多肤疫苗 己成 为治疗性疫苗的研 究热

点
，

并取得 了一 些 可喜 的成 绩
‘

用 小 鼠进 行 的研 究表 明
，

衍 生 的 多肤

与 分子有 高度亲和 性
，

可 以保护 小 鼠抵抗 转化 的 同 系肿瘤细胞 的致

死性攻击 ‘ 〕。

临床试 验 发现应 用 一 一
和 卜 一

多肤疫苗 可 以观 察到 相

关癌症 患者 细胞 免疫 反应 〔峨 ‘侧
。

但 多肤 疫 苗受 的限制
，

并需确 定 特 殊

表位
。

这极大 的 限制 了 多 疫 苗 的应用
。

蛋 白疫 苗 具有 某种 蛋 白质 的所有 免疫 表位可 越过 的 限制
。

不 必 担 心 像

在应用 重 组病毒和 疫 苗叮 发 生 插 入 基 因 的活 化和 转化
。

目 前治 疗 性 抗 原 主

要 是外源 性 蛋 白
，

包 括
〕

的 曰 蛋 自
，

能产 生 类 分子 限制性 反应
。

一

护 可 以与免疫 佐 剂 共用
，

以提 高 特 异性 活 性
。

研 究表 明
，

可通过 注

射热聚合 的 尸 抗 原激 活
赶洲

。

而 月 日 与 的融合 性 蛋 白
，

作

为生殖 器优 治 疗 性抗 原
，

己 在 临床 上 试 用
〔，〕。

疫苗

将编 码 抗原 性 蛋 白的 直接 注 入 动 物 体 内
，

可表达 目的蛋 自
，

与自然 感

染途径表达 的蛋 白一 样 加 处 理
，

卜扫 及 分 子 呈 递
，

启动 针对 该抗

原 的体液及 细 胞 免疫
，

并可 维
一

待相 当时 间
。

这种 方法 无须用 多
、

自我 复制 的 载

体
、

减毒 的病原体 或 任 何佐剂
，

制 备 简单
、

迅速
、

成 本低
、

易储存
、

相对 安全
，

因

此其 有独 到的优越性
。

疫 苗效 果 仅仅 与 木身和 导入 途 径有关
片 。

因此人 们 对

护 疫 苗 寄予 厚 望
。

在 棉 尾 兔乳 头瘤 病 毒 感 染模 型 中
，

注 入 含

的裸 疫 苗可 产 生 个卜对 的抗体
。

用 基 因 枪将 的 疫 苗皮 下接种

小 鼠
，

可使外周 血 单个 核 细 胞 印 产 生 防 特 异 的增 殖 反应
，

并对 乳 头瘤 病

毒介 导的病 变产 生 部分 保 护性
。

含 即 的 疫 苗免疫 小 鼠可 诱 导特 异 的

体液及 细胞 免疫
。

目前 疫 苗 己应 用 于 临床 前期 实验
，

在 人 体 内的安全 性 及远

期 效果仍在观 察中
。

因 为 疫 苗 中 有 可 能整合 在宿 主的基 因 组 上
，

潜 在地 灭活

抑癌基 因而 活化癌基 因
，

转化 宿 主 细 胞
，

诱发 恶 性肿瘤
。

另外 蛋 白是 一 种瘤 蛋

白
，

它可 以结合 一 种 细 胞核 内的肿 瘤 抑 制 蛋 白
，

破坏细 胞周 期 的调 节
。

在 细

胞核 内的存在
，

可 致基 因 畸变 累积
，

最 终使宿 主细胞转化 为恶 性肿 瘤细 胞 〔了’〕。

这 些

都是 疫 苗期待解 决 的难题
。

疫苗
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疫苗是疫
一

苗研 究方 向之 一
，

但其存在稳 定性差 和 转换效率低 的缺 点
，

曾

一 度被研 究者冷落
。

近 年来 自我 复制 子受体的应 用
，

使 疫苗 具有广 阔 的应

用 前景
。

自我 复制使 目标抗 原 能 高滴度 长时间表达
，

尽可 能完全地 发挥疫苗 的效

能
。

启动 的 复制 子
，

最 终会导致转染细 胞 溶解
，

这对 于 开 发 以 和 为

靶抗 原 的疫 苗非 常重要
。

通 过 一 汀 和 卜 尸 的嵌合 融合
，

能进 一 步捉 高 自我

复制 的 疫 苗效 能
〔洲

。

采 用
， 一

方案创造 出 的
一

复

制子
，

也能进
一
步提 高其 效 能

丁 〕。

丈 八 复制子 核酸 疫 苗也 可 用 八
，

启动 的

复制子
，

也称
“

自杀 型
” ，

具 有裸 疫 苗和 复制 子 两者 的优 点
。

它 不 仅

具 有 常规裸 疫 苗 的稳定性和 易 于 市 备 的优 点
，

还 具有 比常 规 裸 疫苗更 强

的效 能
。

用 启动 的尺 复制子
，

转染 细 胞最 终溶解
，

无 需担 心 入 疫苗相 关 的

恶 变
。

细胞疫 苗

细胞疫 苗主 要 分两 大类 树突状 细胞
，

疫 苗和 细 胞 因

子 转化 的肿 瘤 细 胞 疫 苗
。

与 防 或 结合 的 疫 苗作 为专业 的 ，
，

在 体 内可 激

活 辅助 和 杀伤 性 细 胞
，

引起 细胞 介
一

导的免疫 反应 以杀伤感染 或肿瘤 细 胞
。

肿 瘤

细 胞疫 苗不适 于 早 期 癌 和 癌 前 期病变 的病人
，

因 为 接种 改造 的肿 瘤细 胞 有致 癌 的

危 险并 引起 伦 理 上 的争 议
。

动 物试验 已 经证 实
，

经 细 胞 因子转 化 的肿瘤 细 胞
一

可 以

诱
一

导 特 异性 ’ 活性 及 保护性 免疫 州
。

三 兼有预 防和 治 疗作用 的疫苗

嵌合性 疫 苗
。

将 蛋 白或 多 与
，

嵌合
，

既 可 激 活 又 可

产 生 特 异性 的体液免疫
。

因此对
一

〕

感 染和 相 关疾 病可起 到预 防 和 治疗 兼

顾 的 作用 ‘了， 了别 。

目前
，‘

嵌合疫
一

苗正 准备进 入 临床试 验 阶段 红， 〕。

另
一

种 具有预 防和 治疗 作用 的疫 苗 一 假病 毒颗粒 疫 苗
，

即将裸 装 入没 有扩 增

能力 的假病 毒颗 粒
。

动物 实验 发现含有 的假病 毒颗粒疫 苗 能刺激机 体产

生 中和 抗体和 特 异性 的 细 胞 反应 「丁卜 。

在过 去 多年 中
， 〕

疫 苗的研 究取 得 了 明显 的进展
。

虽 然 目前 的疫

苗 已进 入 一 期 临床试验 阶段
，

但 是 尚未筛选 出一 种疗效最 强
、

副作用最 低 的

疫 苗
。

这 与我们对 病毒 认 识还 不足及 对 各种 疫苗 的特性还 未完全 把握有 关
。

疫 苗 的应 用 仍面 临挑 战
，

但 相信在未来 几十年对 相 关疾 病 的治疗 一 定会有
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变革性 的影 响
。

三
、

研究 目的和 方法

尖 锐湿疵 治疗 后 复发
，

一 方面增加 患者 医疗 费用
，

另一方面 增加 了患者 的痛

苦
。

尖锐湿 疵 复发是 多 因 素作用 的结果
。

尖锐湿疵 患者感染 的 卜 亚 型及 复合感

染程度直 接影 响其 病情和 复发 的 发生
。

近 儿年尖 锐湿疵 患者免疫学方面 的研 究发

现其存在外周 血 淋 巴 细 胞 亚 群及 细 胞 异 常
、

单核
一 巨噬 细胞功 能障碍 以及

细 胞 因 子 产 生 失衡 引起 的 一 系列细 胞 兔疫 反 应抑制 效益
，

这 与 即 感 染 长期存 在

或 多次复发有关
。

除次之 外疾病 的复发 是否 与病毒本身的变 异而 逃避机体免疫监

视有 关
，

目前这 一 方
一

面 的研 究 尚不 多
。

本研 究通 过 尺及 酶切 方法对 临床 收集 得

四例 复发尖锐湿沈 患者 进 行 感染
〕

分 型
。

选 取 一 例 感 染 型 患 者 皮损
，

应

用 方法扩 增
二

基 因
，

通 过 定 向克隆方法 构 建 一
二

原核 表达 质 粒
。

然后 进 行 测序分 析
。

与标准 型 基 因进 行 对 比
。

以期 望 发现 的变异情

况
，

分析其 是 否 与 复发有 关 及 为后 续 的蛋 自表达做 准备
。
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实验材料及方法

第一部分 实验材料

一
、

标本

选择广州暨南大学附属第一 医 院皮肤科冷冻治疗后 复发患者 例
。

其 中男

例
，

女 例
，

年龄在 岁
。

手术切取肛 周
、

外 阴或冠状沟周 围病变组织
。

经 灭菌 的 冲洗后放入 一 ℃ 冰箱保存备用
。

二
、

菌种和质粒

菌种 大肠杆菌 。 菌株 由暨南大学生殖免疫 中心实验室提供
，

含

质粒 大肠杆菌菌株 由暨南大学药学 院实验 室提供
。

质粒 图谱如下 图
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三
、

主要实验仪器和 设备

超 净 卜作 台

一 凡哆台式 高速 离心 机

一 型 台式低速 离心 机

研 冷 冻 离心 机

刑紫外 分 光 光度 计

一 巧 多功 能恒 温 水 浴 振 荡 器

一 刑 自动 旋转 式混 匀 仪

一 型旋 涡混 合 器

型 电热 二井」恒 温 水 浴 箱

以 ，牲电
一

分析大 平

川 微 波炉

， 之扩 增仪

一 少 吵电泳 仪

塑紫 外透射 反射 分 析仪

〕

电源 带温 度 探 头

’

〔。 多拜
」

国温 循环 仪

尸
’

匕泳 槽

丁 ，，
，

。 凝 胶 分析 仪

一
精 密酸度 计

一 一 ℃ 超低 温 冰 箱

〔，
冰 箱

超 纯 水 仪

制 冰机

电热手提 式压 力蒸汽 灭 菌器

电热恒温鼓 风 干燥 箱

微 晕
一

加样 器
、 、 、 ，

针 头式过 滤器

量筒
、

烧 杯
、

锥 形 瓶

仁海 手 术器 械厂

上 海 安亭科 学 仪 器 厂

上海 离心 机 厂

’ 一

州 富城 利学 仪 器 厂
’

江 苏兴化 分析仪 器 厂

沮 苏海 门市麒麟 医 用 仪 器 厂

匕京医 疗 设 备厂

上海 第二 大 平 仪 器 厂

顺 德格兰 仕 电器 厂 有 限 公 司

公 司

一

比京生化 仪 器 厂

卜海 嘉 定康 华 升 华 仪 器 厂

一 七 公 司

一 公 司

、、 扎 公 司

重庆 人 学 研 究所

北 京 医疗 设 各厂

之

科 龙

水 处 理 及 再 生 技 术 公 司

川每医用 核
一

尹仪 器 丁

二海跃 进 医 疗 器械 厂

中国

中 国

中 国

德 国

美 国

犷
，
困

户国

中 国

中 国

中 国

中 国

美 国

中 国

中 国

美 国

美 国

瑞 典

中 国

中 国

美 国

中 国

德 国

意 大利

中 国

中 国

法 国

德 国
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国国国国国国国国国国本本本本本木国中中中中中美中中中中日日日日日日中

盖 玻片
、

试管
、

吸 管
、

离心 管
、

「 薄壁 管

酒 精灯
、

记数 器
、

镊 子

手 术取材 器械一 套

各 种 人小橡皮塞
、

吸 球

吸 水 纸
、

纱布
、

封 日 膜

一 次性注 射 器
、 、 、 、

四
、

主 要试剂

丁 ‘ 七海 生物
，

程 技 术服 务有 限 公 司

硼 酸 优质 纯 开 原化学试剂厂

氯 仿 分 析纯
’ 一

州 化 学 试剂 厂

异 内 醇 分析 纯
’ 一

州化 学 试剂 厂

浚化 乙 锭 巨 海 生物 程 技 术服 务有 限 公 司

琼 脂 糖 ’ 公 司

澳酚 蓝 几海 试 三厂

乙 一 胺 四 乙 酸
一

钠 分析 纯
、 ‘

州化 学 试剂 厂

无 水 乙 醉 分析 纯
‘ 一

州化 学 试剂 厂

一

，

匕海 中能 尊彩 公 司

入 一 几
’

生
’

奢飞 卜
·

之飞

尺 。门 限制 队内切 酶
‘ 、

卜 限制 性 内 切酶
’ 飞

奋、，
、

，步 乡仗制 性 内切 酶
’ ’

。飞，
、

、飞

、

连 接 酶 飞， 。、 。、

高保 真 茂 聚合 酶 。

基 天 织 快 速 抽 提 试 剂盒 华舜 生物 程 有 限 公 司

八 奋， 、。 公 司 德 国
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五
、

主要溶液 的配制

磷酸 盐 缓冲 液
，

清洁 组 织用

一

沙
·

珍

·

调 到
。

配 制 溶液

’ 一

日
一

托 一 找

比

总量
，

磁 力 搅拌 器搅 拌溶解

培养基

蛋 自月东

酵母提 取 物

氛化钠

如 果 需要 用 一 调 整 「至
，

再 补足 水至
。

注 琼脂平 板 需添 加 琼 脂粉 卜

常用 抗 生 素

氨 节青霉 素 八 上 「，，

溶解 匈 节 青霉素钠 盐 于足 量 的水 中
，

最 后 定容至
。

分 装成 小份 于 一 ℃ 贮存
。

常 以 。 耐 一 耐 的终浓度添

加 于 生 长 培养 基

组成

入七

‘ 、

、一 卜 〕

尸壬

溶液
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八

八

葡萄糖

三 经 甲基氨基 甲烷
·

卜

乙 二 胺 四 乙 酸

溶液 工

搜 土 〕卜

溶 液 工

枷 八 乙 酸钾

冰 乙 酸

水

，

用 前等体积 混合

缓冲液

·

卜

二
‘ ’

酶 母液

将 尺 酶 溶 于
’ ，

闪 中
，

配成 土的溶液
，

于 ℃ 加热 分钟
，

使 混

有 的 酶 失活
。

冷 却 后 用 管分装 成 小

份保 存
一

于
一

℃
。

引物 设 计 及 合 成

型 鉴 别 引物 仁游
‘

丁
‘

八 ’

卜游 ’ ’ 以七
’

’

扩增 引物 上游 器 丁 八

下 游
’

丁们
’
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第二 部分 实验方法

一
、

实验 思路

收集 临床 尖 锐湿疵 复发 患者标本
。

提取 组 织基 因 组
。

自行 设计 引物扩 增 病 导
、

之 问 一 段 保守序列
。

核酸 内 切酶 鉴 定组 织感 染 卜 类 型
。

自行 设 计
一

引物扩
一

增 华 因
。

将 基 因定 向克隆至 原核表 达 载 体 中
。

酶切 鉴 定重 组质粒后 进 行泌 序
。

分析测序 结果 并 与标 准
一

训引进 行 比对
。

二
，

、

实验流程

从尖锐湿庆组织 中提取基 因 组

将 组 织 放 入 离 心 针 中
，

用 组 织捣碎 棒将 组 织 彻底捣碎
，

加 入

液
，

振 荡悬 浮后
，

置 ℃ 温浴 分钟使小组 织消失
。

再加入

液
、

。 ， ，

迅 速 振 荡混 匀
。

置 温 浴 分钟
，

期 间来

回颠倒 离心 管数 次
。

离心 分 钟
，

将 清 转移到另 一 个 离 心 管 中

加 入 异 丙 醇
，

剧 烈 颠倒离 心 管 使 溶液 混匀后
，

取 至 吸 附柱

中
，

离心 秒
。

弃去 管 中液 体
，

将 吸 附柱放 在 同一 个 收集 管 中
，

将 剩余

的全部 移至 吸 附柱 中
，

离 心 秒
，

弃 去管 中液体将吸 附柱 放于 同一 个 收

集管 中

加 入 姗 液
，

静置
、

分钟 后 离心 秒

将 吸 附柱移入另
一

个 新 的收集管 中
，

加 入 液离心 巧 秒

弃去收集管 中液体
，

再将吸 附柱放入 同
一

收集管 中离心 分 钟

将 吸 附柱移入 一 个干 净 的 耐 离心 管 中
，

在 吸 附柱 中央加 入

液
，

℃ 静 置 分钟
，

离 心 分钟
，

将 耐 离心 管 一 ℃ 保存
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注 离心 速度 为

及酶切 鉴定 感染类型

叻 盯 反应 体系如
一

卜

基基因 组 模板板 林

州州

，， 聚 合 酶酶 冬

酶缓冲液液 林

‘

端 引物 林

一

端 引物 咖 林

双双蒸水水 川川

每管总 量 州
，

加入 到 专用 管 里面
，

各反 应 管
，

共 管
。

由于 采用

尸 尺扩 增 仪
，

故 无须 向反应 体系 里 面加
一 一

油
。

反应 的程序 设计 如 厂

于 幻、

、冲

。

‘

‘、

℃

℃

〕 二之反 应 结束后
，

分钊
，

秒

秒

分 钟

分钊
，

循环

保存

取 川 反 应产 物
，

向其 中加 入 电泳缓冲液 州
，

混

和 后 加 样 于 琼 脂糖凝胶 中
，

同 时加 入 从
，

在 电压 下 电泳 分

钟
，

用 澳 乙 咙染色 分钟后
，

置 紫外线 下 拍照
，

将 产物带 与

做 比较
，

以检测产 物是 杳 正 确
。

产物 纯 化
、

酶切 和 七泳

由于 反应 体系 中有很 多其它基 因 以及 未用 完 的反应 原料
，

影 响酶切 反

应
，

因此 需要 用 酚和 氯仿对 其 进 行纯 化
，

取 上 一 步剩 下 的 反应产物
，

加 入
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‘ ’

乙 工〔 林

酚 州

氯仿 川

共 协
，

充 分混 和
，

℃ 下 离心 分钟

匡 将 上 清转移到另外 一 个 。 管 中
，

向上 清 中加 入 川 乙 醇
，

混 和 充分

②
‘

卜 离心 分 钟
，

去 除 日青

③ 用 。 乙 醇 州 轻轻洗涤沉 淀

④ 置 真空 干燥 器 中干燥沉淀
，

得到纯化 的 产物

国 加入

双双蒸水水 林

缓冲 液 亏亏 林

之 赶 林

⑥ 总 量 州
，

℃ 水

⑦ 将 州 电泳 缓冲 液加 入 到 上述 水浴 后 的 州 酶 切 后 的 产 物 中
，

混 和 后 力 样 于 琼脂糖 凝胶 中
，

司时 加 入
，

在 电压 下 电泳

分 个
‘

卜

用 澳 乙 咤染 色 分 钟后
，

置紫外 线下 拍照
，

将 产 物 带 与

做 比较
，

判断 酶 切 产 物 大 小
。

基 因 的 扩 增及 酶切

代 反 应 体 系如 卜

基基因 组 模板板 协

林

料料
‘

聚合 酶酶 协

酶 缓冲 液液 林

‘

端 引物 〔
‘

林

‘

端 引物 林

双双蒸水水 林
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每管 总量 川
，

加 入 到 专用 管 里面
，

共 反应 管
。

反 应 的程序 设计 如

卜

℃ 分钟

魂
。

秒

℃ 秒

℃ 分钟

℃ 分钟

℃ 保存

循环
‘

上、

、冷

基 因 要 想插 入 到 载体 中
，

还 需要将 该扩 增 片段进 行 酶 切 以创 造

连 接 的结合 点
。

山于 反应 体系 中有很 多其它基 因 以及 未用 完 的反应 原料
，

影 响 酶 切反应
，

因此 需要用 酚和 氯 仿对其进 行 纯 化
。

① 取 上 一 步剩 卜的 。。 代 反 应 产物
，

加 入

’

林

酚 林

氛仿 卜

共 川
，

充 分混和
，

℃ 下 。 离心 分钟

② 将 上 清 转 移到 另外 一 个 饰 管 中
，

向上清 中加 入 川 。、 乙 醇
，

混 和 充 分

③ 卜 离心 分钟
，

去 除 上几清

④ 用 乙 醇 州 轻轻洗涤 沉 淀

⑤ 置 真空 卜燥 器 中 于燥 沉 淀
，

得 到纯化 的 产物

酶 切 反 应

① 反 应 体 系如 卜

缓冲 液

之

卜 工

林

林

林

林

总量 林
，

亏 水
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② 将 川 电泳缓冲 液加 入 到 上述 水 浴后 的 川 酶 切后 的 产物

中
，

混和 后加样 于 琼 脂糖 凝胶 中
，

同时加 入 盯
，

在 电压下

电泳 分钟用 耐 浪 乙 咤染 色 分钟 后
，

置 紫外线 下 拍照
，

将

产物带 与 做 比较
，

以检测 产物 是 否 正 确 并切取 目的条带
，

应用 琼

脂糖凝胶 回收试 剂盒
，

回收 目的 条带 步骤参考
。

质粒 的大量制 备

此 步的 目的是 得 到大 量 的 质粒
，

以进 行 酶 切和 连接 反应

挑取 一 个含 质 粒新 鲜菌落接种 于 含相 应 抗 生 素 的 比 培 养基 中
，

培养
一

小 时

用 离心 筒收集菌 液
，

离心 分钟
，

弃上 清
，

将离心 管倒 置 使

上清液全 部流 尽
，

将 细 菌沉 淀 重 新悬 浮 于 用 冰 预 冷 的 中

同步骤 方法 离心 以收集细 菌细 胞

将 细菌沉 淀物 重 新悬 浮 于 溶液 中
，

充 分悬浮 菌体细 胞

力「入 新配制 的溶液
，

盖 紧瓶 盖
，

缓缓地 颠倒离 心 管数 次
，

以充 分 混

匀 内容物
，

冰 浴 分 钟

加 用 冰预 冷 的溶液
，

摇 动 离心 管数 次 以混 匀 内容物
，

冰 上放 置

分钟
，

此 时应 形 成 白色 絮状 沉 淀

℃
一

下 离 心 分 汽中

取 上 清液
，

力 入 八 酶 。 ，

玉 水 浴 分钊
，

加入 等体积 的饱和 酚 氯仿
，

振荡混 匀
，

魂℃ 下 离心 分钟

取 上 层 水 相
，

加 入 等体 积 氯仿
，

振 荡混匀
，

℃ 下 离心 分钟

取 丘层 水相
，

加 入 体积 的 】 成 和 聚 乙 二 醇
，

冰 卜放

置 分 牛
，

卜

℃ 下 离心 分 钟
，

沉淀用 数 冰冷 乙 醇洗 涤
，

℃ 下

离心 分钟

真 空抽 沉 淀
，

溶 于 耐 或水 中
。

制备 的质粒 的 电泳检验

粗制 的质粒 是 否 是预 期 的质 粒 需要通过 电泳 进 行检验
。

向管加 入 林工质粒 介啼 和 电泳缓冲 液
，

此 寸每管总量 林
，
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加样于 琼脂糖凝胶 中

在 电压 下 电泳 分 钟

用 林 耐 澳 乙 咙染 色 分钟

扭 观 察 目的条带是 否 规整
，

是 否 存在 基 因 组 的污 染
。

·

质粒酶切

此 步 的 目的是 用 核酸 内切 酶酶切 质粒
，

使之 成 为线性 片 断
，

为插 入

片
一

段 做准 务

取 ℃ 保存 的 质粒
，

按下 面所 列加 入 内切 酶 和 缓冲 液

质 粒 林

赶一

缓冲 液

州

林

卜一

林

总 量 魂 州
，

℃ 水浴 小 时进 行酶 切

将 川 电泳 缓 冲液加入 到 上述水浴后 的 川 质粒酶 切 的产物

中
，

混 和 后 加 样于 琼脂 糖 凝胶 中
，

同时加 入
，

在 电压
一

下

电泳 分 钟用 抖 澳 乙 呢染 色 分钟后
，

置 紫外 线 下 拍照
，

将 产

物带 与 做 比较
，

以检测 产物 是 否 汇 确 并
一

切取 目的条 带
，

应用 琼脂

糖凝胶 回收 试剂盒
，

回收 目的条带 步骤 参考
。

从琼脂糖凝胶 中提取

以袱 酶 切 产物 中含有 内切 酶
、

反应 及 酶 切 下 的小 片 断
，

影 响连接 反 应
，

因 此 必 须 清 除
，

而 酶切 产物 除含有 以土 产物 外
，

其 酶 切废 用片断长度 为

以 〕左 右
，

必 须 采 用琼脂糖凝胶 电泳方 式 区 分并清 除
，

而 且 连接 反 应 需要

纯度 较 高
，

所 以本研 究采用 工相 。
试 剂盒 从琼脂糖凝胶 中

提取 回收 贴
。

取 支 即 管
，

称 重

在紫外 线照 射 台上 切 取第 步 产物酶切 电泳后 所在 的胶块及 第

步 质粒 酶切 后 目的条带所在 胶块
，

将
一

个胶块放入 到 个

八
’

管 中
，

称 取 总重 量
，

减去 盯 管本 身的重 量
，

得 到胶
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块 的重 量

加入 倍体积 的
，

其微升数等于胶块 数 例 如上 一 步中胶

块重量 为 伽
，

则加 入 的量 为 州

混和 后 置 于 ℃ 水浴直至 胶 完全 溶解 约需
一

分 钟

动 胶溶解后 检 查 混合 液 的颜 色是 否 为黄色 与未加 入胶 的颜 色基 本相 同
，

如 果 混 合液颜色变 为橙 色或 紫色
，

加 入 的醋 酸 钠
一

使

混 合 液颜 色变 为 黄 色

加 入 倍胶 体积 的异 丙 醇
，

振 荡混 匀

把 吸 附柱 放 入 的收集管
，

吸 取 混 合 液

离心 分 钟
，

让 混合 液通 过 吸 附柱结合
，

倒掉液 体 再加 入剩 余 的 混

合液 离心
。

红 倒掉离心 液 体
，

将 吸 附柱放 在 同 一 个 收集管

力「入 弓 卜到 吸附柱 中
，

静 置 分钟
，

离心 一 分钟

倒掉滤过液
，

然 后 离 心 分钟

将 吸 附柱放 在 一 个 干 净 的 离心 管 中
，

加入 助 汀 ’阴
，

静置 分 钟
，

然后 离心 分钟

玲 将离心 所得 的 一 保存 备用
。

连接 反 应

当 目的基 因 两端 和 载 体应 用 不 同 的 内切 酶酶切 后
，

其 两 端 分别 产 生 了不 同 的

粘性 末端
，

所 以 目的基 因 只 能 以一 种方 式插入 载 体
，

此种连接 方式称 定 向克隆
，

研 究发现 当 目的基 因量 是 载 体量 的 倍 时连 接 效率最 高
。

分 别用 紫外 分 光 光度 计
，

测 量 步骤 中 目的基 因 和 载 体 浓度

根据测 量 浓度
，

按 目的基 因 和 载 体 量 方 式加 入 反 应 管
，

反应 体系 如下

，，， 月

林林林
二自，

月直

质粒 酶切 产 物

尸 尺酶 切 产 物

行
℃ 过 夜

。
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感受态细胞制 备

所谓 感受 态 是 指细 菌 培养物在某 一 特 定 的阶段 作为转 化 的受 体
，

能接 受 外

源 而 不 降解 的生理状 态
。

为 了把外源性 引入 大肠杆菌进 行扩增
，

就 必 须

先制 备能够吸 收外来 分子 的感 受态细胞
。

用 对 受 体菌进 行 处 理
，

可 以

提 高膜 的通 透 性
，

使转化 效率提 高几 十倍
。 一

卜面 是 制备感 受态细 胞 的具 体 步骤

取 出 己经 预先接种 大肠 杆 菌
。
菌株 的琼脂 培养 皿

，

挑选 一 个 单 菌

落到 含有 培养 液 的试管 中
，

℃ 摇床培 养过 夜

次 日取 州 过 夜培养液 加 入 到含有 培养基 的试 管 中

℃ 摇床 培养 或 者 培养

室 温 离心 分钟
，

去 除上 清

用 水 打 州 溶解 沉淀细 胞
，

置 冰浴 分 钟

离心 分 钟
，

去 除上 清

靛 重新溶解沉淀 细 胞
一

于 加 ’
，

户 中
，

即制 得感 受态 细 胞

重 组 的转化

质粒 既 携 带 一 个抗氨 节青霉素 基 因
，

编码
一

种 能水解
一

内酞胺 环 从 而

破坏氨 节青霉素 的酶
，

当 转化 入 大肠 杆 菌后 放 入 含氨节 青霉素 的培养基

中
，

能 长出的细 菌 就 都是 含有 巨 质粒
。

将 州 感 受态细 胞 分别 加到第 步 的实验 管 中和 对 照 管 只 含 ， 基

因
‘ ，

又芝 冰 浴 分乍中

仁 ℃ 热体 克 分 钟

摊 返 回冰浴 分 钟

临 两 管各加 入 培 养
一

毕
，

℃ 水浴

仁 玉 离心 分 牛中
，

去 除 林 的
一

二清

了 用余下 的 州
一

上清 溶解沉 淀

在 超净工 作 台 几吸 取 上 述 溶解液于 含氨 窄西 林 〕 的琼脂 培养

基 表 面用 消毒过 的三 角耳环 均匀涂布培养基表面
，

直至 表面 看不 见液体

、

在 ℃ 温箱 中孵 育过夜
。

重 组 鉴 定
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小量制备质粒 及 质粒纯化

本步的 目的是将含连接成 功 的质粒 的大肠 杆菌经 培养基 培养扩 增 后

再 从培养液 中提取 出重 组 质粒
。

用 使大肠 杆菌细胞破裂
，

并使膜 蛋 白

变性沉 淀
，

经 苯酚
、

氯仿抽提 除去其他 蛋 白质成 分
，

用 乙 醇沉淀 得到粗制 的质粒

汉
。

① 取 支含 培养基 的 试管
，

编号
，

向每管 中加 入 州 浓度

为 的氨节西 林济 液
，

用 消 毒过 的牙 签 从 ℃ 温 箱过 夜 生 长 的培

养皿 中挑取 个菌落
，

放 入 到 土 述 各管 中的 培 养基 中
，

℃ 摇 床

培 养
一

或 过 夜吸 取 培养液到 支

管 中
，

与试 管 一对 应编 号

②
一

卜 离 心 分钟
，

去 除 上 清

③ 再加 入 培养液
，

℃
一

卜 再 次离心
，

完全 去 除上 清

④ 用 溶液 重 新溶解 沉 淀
，

℃
一

卜 离心
，

完全 去 除上清

⑤ 加入 州 冰冷 的
“

浴液
” ，

振 荡混匀

⑥ 加 入 州 新 鲜 配制 的
“

溶 液
”

室温
，

快速 颠倒 小 次 不 要 振 荡

⑦ 加入 冰 冷 的 阳 醋 酸钠
，

轻 轻颠倒
一

次
，

冰浴
一

分 钟

下 离心 分钟
，

日青转 移到 支新 的 管

⑧ 加入 州 冰 冷 的 乙 醇
，

振荡混匀
，

室温放 置 分 钟

⑨
一

卜 离心 悉分 钟
，

完全 去 除 仁清 用 冰 冷 的 乙 醉洗 涤

沉淀

⑩ 在 室温下 置真 空干燥 器 中干燥沉淀 约 需
一

分 钟
，

加 入 州
，

轻

轻 振 荡溶解
，

吐℃ 储存

重 组质 粒酶切

取 纯化 的重 组 质粒质粒
，

按 下面所 列加 入 内切 酶和 缓冲液

质质粒粒 林

之 川川 卜

卜

缓冲 液 抖

林
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℃ 小 时
，

终
一

止反应
，

将 州 电泳缓冲液加入 到上 述 水浴 后 的 川

酶切 的产物 中
，

混和 后 加样
一

于 琼脂糖凝胶 中
，

同时加入
，

在

电压下 电泳 分钟 用 飞澳 乙 咤 染色 分钟后
，

置 紫外线下 拍照
，

以检测

产物 是 否 正确
。

重组质 粒测序
，

由上海博 亚基 因 公 司 完成
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实 验 结 果

型鉴别结果

四例 临床标本采用分型引物
，

均扩增 出了 目的基 因
，

产物为 基因组

、

之间的保守序列
，

长度为 见图
，

文献报道此序列比较保守不

易发生突变
，

是理想 的型 别鉴 别 区域
，

模拟 图可 以看 出此序列 经 酶切后

型可 得到 和 大 小 的片断
，

可 得到 和 大小 的片

断 见 图
。

图 扩增 与 之 间保守墓 因 琼脂糖凝胶 电泳

物
、 、 、

咬 为 目的条带大小

肠 昭 ，‘

洲 汽

” 砂跪 翎 ， 心

洲

〔 创龙卜 讨月卜

图 酶切实验模拟 图
、

位置及 酶切位点
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我们对上述扩增 的 产物经过纯化后
，

应用 内切 酶酶切 后
，

电泳

发现有三例得到 和 大小片断
，

鉴定为 型 有一例得 到

和 大小的片断
，

鉴定为 型 见 图
。

图
、

之问保 守序列酶切 后 琼脂糖凝胶 电泳

为 型酶切结果 为 酶切 结果

二
、

扩增结果

基 因是乳头瘤病毒主要晚期基 因
，

长度约为
，

是 分型 的主要

依据
，

也 是本实验 的 目的基 因
。

一般来讲在 过程 中
，

经过 个循环
，

每 一

的序列就会 出现一个碱基 的误配 〔 ，

这种 由于 酶误配而致扩增序列发

生碱基替换是影 响序列分析和 分型 的主要 原 因
，

本实验 目的基 因是
，

因此

我们选择 高保真 酶进行扩增
，

以提高实验数据的可信度
。

取一例鉴定型别 为

型 的 标本为模板
，

进行 扩增
，

然后在 的琼脂糖凝胶 中电泳
。

结

果示
，

在 饰处有 明亮 的 条带
。

未见杂带
。

初步提示扩增 基 因成功 见

图
。
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图 高保真 酶扩增 幕 因 琼脂糖凝胶电泳

叹入 一 、 、 、

魂为 目的条带
，

大小 为

三
、

重组质粒 的构建

如构建重组质粒示意 图 见 图 所 示
，

设计在质粒 中插入 目的基 因
，

首

先要使质粒变为线性载体
。

为 了使 目的基 因能单方 向插入载体
，

而 且 防止载 体 自

连
，

线性载体 的两个粘性末端必 须 不 同
。

所 以我们选择不 同的 内切酶进行酶切
。

质粒大小为
，

含有编码 个连续组氨酸 的序列
，

使外源 蛋 白

一 端带有 个组 氨酸
，

便于 目的蛋 白应用 一 基质纯化
。

本质粒 尚含有

是编码 二氢叶酸还 原酶 的基 因
，

此基 因 的作用
，

一方面 可 作为对 照表达
，

另一 方

面此融合蛋 白可 以防止菌体对 小片段 目的蛋 白的 自身消化
，

有利 于 小片断基 因表

达
。

本研究表达基 因长度 为
，

属较大片断
。

为后续纯化蛋 白方便
，

必 须

切 除 基 因
，

因此 和 是最佳 的酶切位 点
。

一 方面其可 以使

质粒成 为存在不 同粘性末端 的线性载体
，

另一方面切 除了 废用基 因
。

由于 和 都存在 活化
，

特别是存在
，十

情况下更 易发生
，

因

此应用 和 双酶切 后 的 必 须 电泳进行鉴 定
，

以排除

活化 的可 能性
，

而且切 除 的 基 因 长度 为 左右
，

也必 须应用 电泳技术

进行分离
。

酶切 反应 后
，

取 反应液进行 电泳
。

结果示 可 以得到

大小 的线性载体和 大小为 的 基 因
，

未 出现 活化 见 图
。

目的基 因 经 和 双酶切后产生 了与线性 相 同的粘
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性末端
。

将两者 按 的浓度混合后在 连接酶的作用下
，

能重新连接成 为环

形质粒 一 重组质粒
。

将连接反应液与感受态 的大肠杆菌 混合后
，

通过热冲

击方法
，

环状质粒会被吸附到大肠杆菌的细胞壁
，

从而进入大肠杆菌 菌体
。

质粒含有氨节抗性基 因
，

使大肠杆菌 出现抗氨节抗 生素的特性
，

从

而 能在氨节青霉素选择性 培养基 上 生 长
。

外探 八

溉

，

审

丰
住互办

， 耳 于 日 略 日 刀 盆 ，口

耘以 从孟

图 重 组 质粒构建示意 图
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图 魂 和 酶切 电泳 图

入 一

、

酶切后线形载体及 其因

四
、

重组质粒酶切 电泳鉴定

氨节抗性选择性 平皿上 生长 的菌落扩增后
，

抽提质粒进行酶切 鉴 定
，

如果

重组成功
，

性重组子 为

则酶切 后应 该含有 目的基 因
，

挑选 个克隆扩增 并鉴 定
，

阳

个
，

余为阴性 克隆 见 图
。

图 重组质粒酶切 电泳鉴 定图

入 一 唯

·

阴性克隆 二 阳性克隆

基因 线性载体 目的基 因 酶切 不完全 的重组子
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五
、

重组质粒 测序结果

含重组质粒的阳性克隆送上海博亚 生物技术有 限公司采用 自动测序仪行正
、

反双 向测 定
，

拼接 出完整序列 见 图
，

结果应用 软件与 收

录 的原型 进行 比较 见 图
，

本样品中有 处碱基发生

变异
，

使对应编码 的氨基酸发 生变化
。

原始序列 处 的 一
，

核普酸三联

密码 由 一 以
，

其编码 的氨基酸 由苏氨酸 丙氨酸 处 的核昔酸 ，

核昔酸三联密码 由 一
，

其编码 的氨基酸 由谷氨酸 撷氨酸 处 的

核昔酸 变 为
，

核昔酸三联密码 由 一
，

其编码 的氨基酸 由异亮氨酸 一

苏氨酸 其余 四处 为 处 的
，

处 的
，

处 的 一
，

处 的 一
，

均为同义 突变
。

几 瓦了 孟 几 蕊

刃 宙 及 以盆以以 了了

蕊口 刃以住咬通 了 决
及及石右 乙‘ 及 几了 蕊几 及

几 了 了 口跳了

及 蕊 蕊

几 了口 以拼 几

瓦了

几 仁

了 了 了几 了 姚及了了了了右

了蕊几 几 及口毛了了蕊了

几蕊日田目妓 以 及 了了了‘仁 及

了 跳 及 几 了跳

‘了 ‘ 蕊

口 蕊了了了 了 曰益箱刀比
几 了蕊 了蕊 及

及 了蕊了 瓦了 及 几几了了 几 了

及 几 蕊

蕊 及 了跳了 几

了 了跳了蕊几 几几几仁 了目铸
了了以盆决 口歇 泣 了 了

了 已田拉 城七

蕊及

月。

了 几口盆通
蕊乙

口以翔红 汀

翻以盆刁蕊下

及 决 乙几

及几‘了日助比凌

石心蕊了蕊蕊 蕊

‘ 盈

了及田 呢了 蕊

了曰以了 弃肠

了了及口公以
瓦 瓦

蕊几孟了 蕊

口 口了‘了 及

蕊及 了 了

了 以决 蕊

了口目比 几

口国目城翔咤

了口鱿汤以祀
丁丁 曰以习山石

了 了下笼 五 几几

了 了

蕊了 了

几了‘ 了蕊 口

了了及 丁 了

及几‘ ‘‘ 了

‘了 刀旧了 了

了 了了 盈

了了瓦瓦 了几

几 石‘了瓦几

几 几 了 了

盔 口公以蕊蕊蕊

勺以习山通

了跳跳 几

了厄 ‘几

及了几蕊口

了蕊 口 口 几

及 蕊蕊

了几 跳

蕊跳

几丁丁几 口

胜跳了 了 及

蕊 瓦叉及

了 几 了

及 跳 及

舀心了 几

及侧灿以改

了乙 陇决了

口 蕊了 蕊 瓦

蕊跳刃公以了蕊了

了蕊 益 及

几启 丫阳妇认 心

蕊 及 几 蕊

岌曰 ‘飞

蕊 几 右 舀

口 瓦 ‘口

了蕊‘ 跳 及丈几

了了以犯 及 蕊蕊

乙刀比 蕊 蕊

蕊了了瓦了及几几 跳

几了 了 了口

了蕊忿

几几几几

蕊属旧自以口宝 了

曰孙止‘心了

及曰蕊汇 几盔

几 跳 丈几了几 了 了

蕊几 几 跳了 了 盈了 蕊 蕊

及蕊 目 口心 了‘了了 了 几

了蕊几口 山 了 了

几 蕊 口戮沈汤以笑右

蕊 口 蕊 二蕊蕊了了 蕊 ‘

了田目蚊 山盖 几 几蕊 了及了口 及

丈 及 蕊 蕊 了 及 几

召 瓦了几 了 蕊 跳 及石

了及了 局献 江 了右了 仁及 了蕊

蕊口跳了了几 汉 几

口跳翔以 了 及 蕊 了

艺目比决 及

蕊蕊及 几 白蚊汤 及蕊 毛

以决口 蕊 跳蕊 盈了 蕊 几了了几

刃从 几了口了口山 心

曰比口刀以了‘ 了蕊 蕊

蕊几蕊 了几 蕊 及 跳

了 国灿以山 曰献翩以

峨汀几石 及 了 了 右及 毛口了胜

蕊 了 了跳 了 了 蕊蕊启

石盈 蕊 及

工，‘峨

弓怪咬弓

，弓唯日，，

图 一 连接序列测序图
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名

， 肠

忍

与

弓盛

曦

弓

心 心，

，

︸一一︸一一︸︸

价 ，气 运 仁 否’ 今

不 ”几 笼 曰同份
‘

里“ 》

图 闪 一 连接序列与

收录 的原型 一 序列 比对 图
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粤汁
豺， 论

一
、

分 型及意义

病毒属 于乳 多空病毒科
，

按基 因 组 的不 同可 分为若干病 毒型
。

目

前已经 发现 的病 毒型达 余种
。

根据 感染靶 细胞不 同分为嗜粘膜组 和 嗜皮

肤 组
，

感染 分 为潜 伏感 染
、

亚 临床 感 染 和 临床 感 染
。

特 定 型别 的 与 相应 的

疾 病有
一

定 的关联性
，

例 如
，

寻常疵 多为 型感 染
，

扁平疵 多为 型或 相 近 型感 染
，

口 腔 局 灶 上皮增 生 与 和 型 感染有 关
，

在疵状 表 皮 发育 不 良症 的皮损 中有

余种 型 别 的存 在
。

嗜 粘膜 组 有 多型
，

主 要 感 染 泌尿 生殖 道
，

根据 与 宫颈

癌 的关系可 分 为 高危 型
、 「

户。」型不日低 危 型
，

高危 型包 括
、 、 、 、 、

、 、 、 、 、 、 ， 、

和 型
，

中 。」型包 括
、

和 型
，

低 危 型包括
、 、 、 、 、 、 、 、

和 型
，

低危 型 中的

和 是 引起尖 锐 湿 疵 的主 要 病 原 体
。

欧美及 非 洲 调 查 资料 显示 引起 尖锐湿

疵 的 主要 是 护 型 特 别 以 居 多
下风 川 。

我 国 尚缺 乏 大规模 的流 行病 学 资料
。

己 有 的资料显 示 我 国尖 锐湿 玩 主要致病 型 也 是 和 型
。

但 各地报 道 的 比 率

不 同
，

这 与 感 染 的地 区性 差异有 关
。

人类对 的认 识首先从检 测病 毒 的研 究 开 始
。

已有 的检测 方法 主 要 有 以

卜儿种
。

细 胞病 理 学 检 查 凹 空 细 胞 是 感染 的主 要形 态学 改变
，

但 由于 其他 病 毒

感 染及 人 为 因 素均 有 可能造 成 细 胞 内出现 空 泡或 凹 空 样变
。

而且 此种 方法 受 取

材
、

染色 及 病理 医 生 的主 观判 新等 因 素 的影 响
，

存在 灵 敏度低
、

特 异 胜差
、

假 阴

性 率和 假 阳性 率 高和 不 能对 进 行 分 型 等缺 点
，

因此仅 仅适用 于 临床 诊断

血清 学检 查
一

要 有 法检测 衣 壳抗 体
、

放射 免疫沉淀 测 定法 检测

一
、

癌 蛋 白抗体等
。

由于 至 今 尚不 能在 体外 培养
，

且 其 免疫 原性较 弱
，

故血 清学方法检测 灵敏度较低 印迹法 该方法 灵敏度及特异性均高
，

适 用 于

分型
、

护 一 分子 质量 鉴 定
、

基 因 组 酶切 图 谱建立及 物理 状 态研 究等
。

但 其操作麻烦
、

耗 时
、

费用 高
，

且 必 须 应 用 新鲜组 织标本
，

故不 宜 大 规模 临床使

用 聚合酶 链 反 应 是 前最 常 用 的 检测 方 法 之 一
，

该方法 灵 敏度 高
，

缺 点 是容 易发 生样 品 间的交叉污染
，

从 而 导致假 阳性率 高
〔侧

。

随着 新技术 的

不 断产 生
，

以及 人们 对 本技术 认识 的不 断深 入
。

技术在 研 究 中的作用越

来越大
，

技术不仅用 于 病毒 的检测
，

而 且适用 于 的分 型
。

越来 越 多 的
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分型 引物被研 究 者 设计 出来
。

护 的分型在分子流行病学及疾病 病 因学 的研 究 中

存在重要 的意义
。

因此研 究者 应用 技术在对 检测 的 同 时也 进行 了

的 分型研 究
。

目前 己经有 多种 的方法进 行分型
。

型特异 引物扩增
，

就 是

根据 己知 的 基 因序列
，

设计用 于 只 扩增 某一 亚 型 的引物
〔 ’〕。

但 病 毒型

别众多
，

如根据 每一 型 都设 计引物则存 在 高费用 的 问题
，

而 且 对 于 新 的型别在 不

知道序列 的情 况 下 无法 设计 引物扩
一

增
。

目前应用最 多的是采 用 兼并 引物

技术 分型
。

其 原理 是采用矩 阵 卜匕较法对 的基 因序 列进 行 分析
，

发现 基

因 序列最 保 守 的 区域
，

根据此序 列 设计引物进行扩增
。

然后对 扩 增产 物进 行 分子

杂交或应 用 限制性 内切 酶进 行酶切
。

应用 酶 切进 行 分型 因 为没有 放射性 同位 素 污

染
，

而 且 操作相 对 简单
，

结果 稳定 而 被广
‘

泛 采用
。

目前此种 方法 己 经 可 以用 于

、 、 、 、 、 、

及 的分型
〔洲

’

日污 。

本研 究 即采 月的此科
，

方法 对

复发 患 者感 染 进 行 分 型
。

据 文献报 道
、

之 间存在 一 段 保 守序 列 〔叫
。

自行 设 计 引物扩 增
、

基 因之 间一 段 长度 的保 守序 列
，

然 后经 限

制 性 内切 酶酶切
，

理 论上 分 析 型 可 得到 和 饰大 小 的片 断
，

可 得到 和 大小 的片
一

断
。

试验 结 果 显 示 收集 的 例 复发 性 尖 锐 患者感 染 的

型别也 是 和
，

其 中三 例 感 染 型
， 一

例 感染 型
，

基本符合

分
一

流 行病 学 情 次
。

基 因 是 乳 头瘤病 毒 主要 晚 期基 因
，

是病 毒 分型 的主 要 依 据 之 一
，

当分 离

病 毒株其 基 因 与已 知 序列 病毒 株 同源 性少 于 时
，

方
一

可定 为新 的型

别
，

同源性在 一 之 间 定 为亚 型
，

超过 相 同又 不完全相 同者 为型 内

变异 红“‘
，

本研 究重 组 质粒 基 因序 列 测 序后 发现其 组 织来源 与 型更

接近
。

基 因 编码 的蛋 白是 病 毒 主 要 衣 壳 蛋 白
，

占衣 壳 蛋 白的
，

此 蛋 白通

过 勃 附作 用与宿 主 细 胞 结合
，

在病 毒感 染过 程 中起 到重要 作用
。

由 于 蛋 白很

重 要 因此其编码基 因 也 显 得 十
一

分重 要
，

成 为 目前研 究热 点之 一
。

二
、

原核表达质粒 的构建及意义

蛋 白只 有在 成 熟 的 角质 形 成 细 胞 中刁
’

表达
，

而 且 含 量 很低
，

并且 尚

未建立有效的 动物感染模型
，

这给研 究 蛋 白的特性带来一 定 困难
，

其

研 究 一 直进 展 缓慢
。

自 年 首次在痘 病毒表达 系统 中成 功表达

蛋 白 以来
，

人们 应 用基 因工 程 的 方法 实现 了体外表达此 蛋 白
。
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蛋 白的生 物学特性 也逐 渐被认 识
。

研 究发现 蛋 白 自身可 以正 确 折叠 形 成 高级

结构并最后 形成
，

其 与病毒颗粒 具有相似 的空 间结构
、

免疫特 征和 生物学

活性
。

的制备成 功对 研 究 有 关生物学特性有重要意义
。

首先 其有 可

能最 终成 为应用 性 的预 防性疫 苗
，

从 而 达 到控制相应疾病 的 目的
。

其次其可 以代

替病 毒体分析病 毒 的免疫 原性
。

目前 蛋 白的表达 体 系 主 要 有 四种 原 核表 达 体 系 痘病毒表达 体系 杆

状 病 毒表达 体系 酵 母 表 达 体 系
。

各表达 体系均 有其优 缺 点
。

痘 病 毒表达 体系 是

以痘苗病毒 为表 达载体
，

以 有乳 动物 细胞 为表 达 宿主
，

是最早用 于 表达 的

表达 体系
。

其 表 达 的产 物 与 天 然 病 毒增 殖 过 程 最 为相近
，

因 此 更 具 有天 然

病 毒 的生物 学特 性
。

但 其存 在生 产 费用 高
、

产 量低
、

过程 复杂
、

不 易纯化 的缺 点
，

因此在大量制备 和 应用 上受 到 良制 酵 母表达体系虽 然 易于 大规模 培养
，

适合 于

工 业 化生产
，

但 纯 化 困难 而 且表 达 蛋 白存在 翻译后 的加工 和 膜蛋 白的糖基化 修 饰

等缺 陷 杆状 病 毒 表达 体系是 以 杆状病 毒 为载 体
，

昆虫细 胞 为宿 主
，

它 具 备 以下

特 点 属 于 真核表达 系统
，

获得 目的蛋 白 与天然 蛋 白基 本一 致
，

拷 贝数量 较 高
，

目的蛋 自产 量 高
，

适 合 工 业化
’

扮气 其相 对 于 哺乳动 物细 胞 而
一

言
，

培养 条件和 成

本低
。

但相 对 于 原 核 表达 体系来讲有 培养 复杂
、

成本 高
、

纯化 困难 的缺 点 原核

表达 体系是 最 常用 的二 业化制 备蛋 自体系
，

它 具有成 本低
、

产 量 高
、

易于 制 备
、

纯 化 方便 等众 多优 点
，

是其 他表达 体系无 法 比拟 的
。

但 早 期 的研 究却 发现 当 以大

肠 杆菌 为宿 主 表 达 多瘤 病 毒 晚 期基 因 时
，

菌体 中只 有 的壳粒 形 成
，

而 未见

〔叫
。

在乳头瘤 病 毒 基 因 的研 究 中 也 出现 了同样 的 问题
，

这极大 的 限 制 了

此 表达 系统在 研 究 中的应 用
。

众多 的研 究者将 目光投 向了其他表 达 体系
。

自 年
一 ，川

首次实现在 沙
、 一

氏 菌中表达 的 蛋 白 自

发组 装成 病毒样颗粒 以来
，

揭 开 了应 用 原核表 达 体系获 得 的序幕
。

年我 国学者 郭淑 元在大肠 杆 菌 中成 功 的 表达 了 蛋 白阳习 。

近 年来有研 究

者 发现 在 大肠 杆菌 中表 达 的 蛋 白在经过 适 当 的纯化 和 复性 处 理 后 仍 能有效 的

组 装成
。

原核 表 达 体系 因 为其无 法 替代 的优 点又 受 到 了研 究者 的重 视
。

本课题利用 原核质粒构建 表达 载体是 因 为原核表达 系统有成本低
、

工 艺

简 单
、

产 量 高的优 点
。

虽 然其 表达 的 蛋 白不 能 自发组 装成
，

但 经 过提

纯 和复性仍可 以实现有 效 的组 装
。

而 且载体 含有 个组氨酸编码基 因
，
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其翻 译的 目的蛋 白含有 个 组氨酸标签
，

其 可 以应用
一

为基质 的纯化 柱进

行纯 化
，

以方便 的对表达 的 蛋 白进 行纯化
。

本课题构建 的 基 因来源 于

冷 冻治疗 复发 患者
，

其 表达 的蛋 白活性 可 能与原型表达 的 蛋 白存在差 异
，

为

分 析复发 患 者 蛋 白生物学特性提 供依据
。

三
、

基 因序列分析及 意义

目前对 基 因特性研 究主要 集 中在
、

等高危型 的
。

研 究 发

现 基 因 不 同
，

其 蛋 自的表达 和 组 装效率 存在 很 大 的差异
。

洲 应 用 重

组 杆状 病 毒表达 体系 比较 两 株 野 生 型 基 因 和 原型 基 因 发现
，

尽 管

两者 表达 蛋 白的效率相似
，

但 野 生 型 组 装效 率 明显 高于 原型
。 「朋 ’

选 取 源 于 世 界不 同地 区 的 个 病毒株
，

与原型相 比
，

发现 蛋 白的氨

基酸变 异 多达 巧 处
，

其 在杆状病 毒 表达 体系 中 的产量是 一 倍不 等
，

作者 认 为第 一 位 氨基酸 的变 异影 响 蛋 白的表达
。

另有 研 究显 示

处 碱 基 一
，

导致 编码 蛋 白 位 非 保 守氨基酸 改变
，

可

使 形 成 降低 一 倍 卿
。

宫须癌 等 阳性 的恶 性病变 组 织 中罕 见 完

整病毒 体
，

而 良性 病变 组 织 中或 终端 分化 的角质 组织 中 可 见完整 病毒体存在
，

其

原 因 可 能 与基 因 序 列 差 异 导致 蛋 白表达和 自我 形成 高级结 构 的差 异 密 切 相

关
。

虽 然 基 因 序列 差 异 导致 蛋 白组 装效率存在 很大 的差 别
，

但 免疫 原 性 分析

却发现 它们 之 间 并没 有 差 别
。

这提 示 对 于 高危 型 的 寻 找高效表达 和 组 装 的

变异株是提 高华 因 程产 品效 率 的重 要 途 径
。

目前对 于 低 危 型 的 基 因 研 究 尚不 多
，

但 已 有 的研 究 发现 高危 型

基 因 生 物 学特 性 并不等 同 于 低危 型 基 因
。

变异 株 的研 究结 果似

乎未在 中 重现
。 厂洲 〕

对伦敦地 区 例 型 临床分 离株 的

做 了序 列 分析
，

发现 基 因有 个型 内变异 高发 区
，

它 们 是

一
、

咫 一
、

一
，

并发现 主 要 变

异株 的变 异是 第 位碱基 一 替换
，

蛋 白则是第 位氨基 酸发 生 一

替换
，

但 这 一 变 异 与 原 型 基 因在 酵母 表达 体 系 中的 蛋 白产 率 和 的组 装

效率是相 同的
。

对 于 型研 究发现 基 因
’

端 个氨基酸缺失
，

大肠杆 菌表达

产物 蛋 白不 能形 成
，

而
’

端缺 失 一 犯个氨基酸 时
，

蛋 白仍 能在 体外

复性 自装成
。

国 内学者林 少洪
’

等人观测 了 例 临床标本
，

发现 有 例在系
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统 发生上 与 型 更接近
，

两例 与 相近
，

例 临床 分离株 基 因序列 与

相 比
，

碱基 替换数 为 一 个
，

但 无碱 基 的增 加和缺 失
，

发生 碱基替换 的

区域 主要 有 个 区
，

即 一
、

一
、

和 一
。

例 临床 分 离株中有 例 未 发 生 氨基 酸 的变异
，

例 出现一 个氨基 酸 的改变
，

例有 两 个氨基 酸 的改变
，

例有 个氨基 酸 发 生 改

变
。

发生氨基酸变 异的区域 则分 布较 为平 均
，

与发生碱基 替换的位 置 并不相 关
。

抗 原性 分析
一

抗 原指 数 表 明
，

各分离 株 与原 型 抗 原

性 强弱基 本 一 致
。

本研 究 构建 的 重 组质粒 送 仁海 博亚 生物 技术 有 限 公 司采用 自动测序 仪行 正
、

反双 向测 定
，

拼接 出完整序 列 结果 发现其 组 织来源 更接近即 型
。

应用

软件 与 。 ，
收录 的 原型 川 进 行 比较

，

本样 品 中

有 处碱基 发生变异
，

使 处对 应 编 码 的氨基 酸 发生变化
。

原始序 列 处 的 突

变 为
，

核营酸三 联 密码 由 一
，

其编 码 的氨基 酸 由苏氨酸变 为 丙氨酸

处 的核 普酸 突变 为
，

核普 酸三 联 密码 由
，

其编 码 的氨基 酸 由谷

氨酸变 为撷氨 酸 处 的核 营酸 突变 为
，

核 普 酸 三联 密 码 由盯
，

其

编码 的氨基 酸 山异 亮氨酸变 为 苏氨 酸 其余 四处 为 处 的 突 变 为
，

处

的 突变 为
，

处 的 突变 为
，

处 的 突变 为
，

均 为 同 义 突变
。

根据

】 土 和 林少洪分 析 的 易突 变 区 间
，

我们 发现 本研 究序 列 变 异 主 要 集 中和 接近

在 ，。 土 的尺 不 林 少 洪 的 区 司即 位 点
、

位 点
、

位 点和

位 点
。

这提 示 可 能上 述 区 间是 更 易发 生 突变 的区域
，

这 些 改变 可 能与病 毒致病 性

存在 一 定关 系
。

和 易 突变 区 间 虽 然较 短
，

仅 左 右
，

但 本研 究发现集 中

在此 区 间 的突变 都 出现 了编码氨基酸 的改 变
，

其 可 能存 在更 加 重 要 的生物 学意

义
。

林少洪 〔，’

对 北 京地 区 基 序列 分析后 发现在
、

和

位 点发生碱基 替换 的 占一 半 以 几
，

但均 为 同 义突变
，

王 森
、

张 明策 叫 对取 自锦 州

和 新 乡的女性患者感 染 的 基 因序列 分析 后 发现 也 同样存在 此三 处位 点

的突变
，

而且 均 为 同义 突变
。

我们 对 一 州地 区 复发尖锐湿 疵 患 者 基 因序

列分析后也 发现 了此 三位 点能同义突变
。

因此此三位 点的突变有
一

可能是 中国地 区

型 的共 同特 点
，

此 发现对 于研 究 我 国即 型 生物学特性有 至 关重 要 的意 义
。

目前 治疗 的难 点之 一 仍 是 复发
。

大量研 究 表 明 以 患 者 存 在 外 周 血 淋
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巴细胞 亚 群和 细 胞异常及 细胞 因
一

子产 生 失衡所 引起 的一 系列细 胞 免疫 反 应抑

制效应
，

同时 患者存 在 着全 身和 局 部单核一 巨噬 细 胞 功能障碍
，

而 这种 功

能下 降是导致 患者 淋 巴 细 胞功能缺 陷的重要 原 因
。

患 者 的细胞 免疫功 能

抑 制与长 期感 染 或 多次复发有关
。

潜伏感 染 灶 的存在 也是复发 的重 要 原 因
。

众 多的研 究发现 的多态性造成致病 的 多样性
，

基 因序 列变 异是 否 与

复发有 关仍存在疑 问
。

的品系多
，

各种 型 的基 因序 列 又 易变异
，

这 更增 加 了

其致病 的 复杂性
。

等 虹叫 在对 例 台北 宫颈 癌病例 中分离 出的 一

基 因变 异情 况 分 析 后 发现
，

川 基 因 变 异 与 分化 程 度 有 关
。

对 于

基 因 的研 究也 表现 了相似 的 结果
，

日本 学者
， ’

发现 例 致 复发性

喉部乳 头瘤 的 在 有大片段 的基 因缺 失
，

并发现缺 失片 断影 响 了病

毒 区 的核 定 位 信 号
，

而 后 者是 协助 蛋 白和 蛋 自在 核 内组 装成

完整 病 毒 颗粒 的重 要 因 素
。

因此作者 认 为 不 稳 定 的病 毒颗 粒 可 能会逃避机 体 的免

疫 反应
，

导致 乳 头瘤 的 复发
。

有研 究者采用 实 时荧光定量 仪进 行

和 的扩
‘

增
，

计 算 含量
。

研 究发现 复发性 患者 的

人 乳 头瘤病 毒 载量 显 著 高
一

于初 发 性 患 者
。

这进 一 步提示 了 复发

可 能 与病毒逃避 免 疫 监视有关
。

我们 测序结果显 示 复发 患者 基 因 并没 有发生

大 片的缺 失
。

却有 处碱 基 的突变 导致 了 处 编码氨基 酸 的改变
，

有研 究者通 过

重 叠 多肤 法 检 测 蛋 白的抗 原表位 发现其抗 原表位 主 要位 于 一
、

一

、

一 氨 基 酸 处
，

而 一 为 所共有 的抗 原表位
。

本研 究发

现此 复发患者 基 因碱基 突变仅 处变异落在 一 区 域
，

而 且本

处 的变 异 为 同义 突变
。

这提 示 病毒 基 因序 列 突 变 导致 的编码氨基酸 改变 并未

出现 在 抗原表 位
。

复发 患 者 基 因序 列 改变 引起 的编码 氨 基酸 改变
，

在

蛋 自生 物学 方 面 的影 响仍需进 一 步研 究 证 实
。

这些 改变 在疾病 的复发 中扮演角色

仍 需进 一 步研 究确 定
。
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结 论
原核表达 体系是 目前最 常用 的工 业 化 制备 蛋 白体系

，

具有成 本低
、

产 量 高
、

易 于 制 备 和 纯 化 等 众 多 优 点
。

本 实验 成 功 构 建 了 原 核 重 组 质 粒 一

，

为在 原核表达 体系 中表达 蛋 白奠定 了基础
。

本研 究通 过对 广 州地 区 一 例尖锐湿 虎 复发 患者 感染 病 毒 基 因 测 序
，

发现其 组 织来源 与 型 更 相 近
。

对 复发尖 锐湿 玩 患 者病变 处 基 因 变异情 况 分析发现
， 一

卜游 基 因序 列

变 异程度 更大
。

序列变异 王 要 集 中和 接近在 的 毗 和 林少 洪 的 尺

区 「 。

复发尖锐湿疵 患 者 病 变处 病 毒 基 因 改变 并未 导致 蛋 白出现抗原

表位 的改变
，

序 列变 异 在疾 病 复发 中发挥 作用 仍 需进 一 步 深 入研 究
。
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