
第四军医大学

硕士学位论文

HPV分型及恶变相关点突变TDI-FP检测系统的建立与应用

姓名：陈中灿

申请学位级别：硕士

专业：生物化学与分子生物学

指导教师：阎小君

20040501



狻麓健奢一

Y 61518 9

秉承学校严谨的学风与优良的科学道蔼，本人声明所呈交前论文是嚣

个人在导师指导下进行的研究工作及取得的研究成果。尽藐所知，除了文

中特别加以标注和致谢的地方外，论文中不包含其他人已经发表或撰写过

的Wt究成果，不包含本人或他人已申请学位或其他用途使用过的成果。与

我一同T作的同志对本研究所ill的任何贡献均已在论文中作了明确的说明

并表示了致谢。

申请学位论文与资料若有不实之处，本人承担一切相关责It。

论文作者签名：E垒＼主生塑 日期

馁捧穗谖旁概赢赡

-)oDq-,5、；o

本人完全了解第四军医大学肓关保护知识产权的规定，即：研究生在校

攻读学位捌问论文T作的知识产权单位属第四军医大学。本人保ilt毕业离

校后，发表论文或使用论文T 11E成果时署名单位仍然为第四军医大学。学

校．-j以公布论文的全部或部分内容(含电子版，保密内客除外)，,--j以采

用影印，缩印或其他复制手段保存论文。学校有权允许论文被杳阋和借

阔，并在校园网上提供论文内容的浏览和下载服务。

论文作者签名：l§二丛塑 导师酶压蜷哺迎盟!



第四军医大学硕士学位论文

缩略语表

缩略语 英文全称 中文全称

A

Amp

ASC

ASC．H

Asn

ATP

bp
BLAST

cDNA

CIN

DNA

DNase I

dNTP

dsDNA

E6．AP

EB

Ecolf

EDTA

EIA

ELISA

FP

Adenosine

Ampicillin

Atypical squamous cells

Atypical squamous cells，

cannot exclude HSIL

Asparagine

Adenosine triphosphate

Base pair

Basic local alignment search

tool

Complementary deoxynucleic

acid

Cervical intraepitheliaI

neoplasia

Deoxyadenosine triphosphate

Deoxyribonuclease I

Deoxvribonucleoside

triphosphate

Double—stranded DNA

E6一associated protein

Ethidum bromide

Escherichia colf

Ethylenediamine

tetra-acetic acid

Enzyme lmmunoassay

Enzyme liIll(ed

immunosorbent assay

Fluorescence polarization

腺嘌呤核苷

氨卡青霉素
不典型鳞状细胞

不典型鳞状细胞，

不排除HSIL
天门冬酰胺

腺苷三磷酸
碱基对

基本的相似性检索
工具

互补DNA

宫颈上皮内瘤变

脱氧核糖核酸

DNA酶I

脱氧核糖核苷三磷酸

双链DNA

E6结合蛋白

溴化乙锭

大肠杆菌

乙二胺西乙酸

酶免疫测定

酶联免疫吸附试验

荧光偏振



第四军医大学硕士学位论文

G

HCII

HPV

HSILs

ICC

IPTG

ORF

kb

kD

LB

LCR

LSIL

mRNA

MW

NCR

nt

0D

OR

ORF

PBS

PCR

I疆LP

Ouanosine

Hybrid Capture II

Human papillomavirus

High—grade squamous

Intraepithelial Lesions

Invasive cervical cancer

Isopropylthio—p—D—galactoside
Open reading flame

Kilobase

Kilodalton

Luria—Bertani medium

Long control region

Low—grade squamous

Intraepithelial lesions

message RNA

Molecular weight

Non—coding region

Nucleotide

Optical density
Odds ratios

Open—reading frame

Phosphate—buffered saline

Polymerase chain reaction

Restriction fragment length

Polymorphism

Ribonuclease

serine

Single Nucleoride

Polymorphism

Thymidine

Thermos aquarius

Template-directed dye-terminator

incorporation assay

Melting temperature

鸟嘌呤核苷

杂交捕获II代
人乳头瘤病毒

高度鳞状上皮
内病变
浸润性宫颈癌

异丙基B—D-半乳糖苷
开放读码框

千碱基

千道尔顿

培养基

长控制区

轻度鳞状上皮内病变

信使RNA

分子量

非编码区

核苷酸

光密度值

风险机会比值
开放读框

磷酸缓冲盐溶液
聚合酶链式反应

限制性片段长度
多态性

核糖核酸酶
丝氨酸

单核营酸多态性

胸腺嘧啶脱氧核苷

嗜热菌

模板指导的终止子
掺入反应

解链温度

a．F

l

I

胁断娜

T啪坝

m



第姐军医大学硕士学位论文

HPV分型及恶变相关点突变TDI-FP检测系统的

建立与应用

硕士研究生： 陈中妯

导 师： 阎小君教授

辅导老师： 张菊 副教授

第四军医大学全军基因诊断技术应用研究所，西安7l0032

中文摘要

目的：人乳头瘤病毒(HPV)是一种在人群中极易传播的瘸毒，近

年来其感染急剧增多；它不仅能通过性接触传播，而且还可以依

靠其他直接或间接的途径交叉传染，对公众健康危害较大。HPV

感染和多种皮肤粘膜增生、息肉、癌前及癌性病变发生发展关系

密切。HPV型别众多，不同型别的致病危害性不圆，HPV6、1l、

16、18、3l、33、35、38、58等型与多种头颈部、消化、呼吸、

泌尿及生殖系统的良恶性瘸变相关，丽虽某些位点突交能增强其

致癌能力。最新研究显示99％以上的女性生殖系统最常见的恶性

肿瘤窟颈癌患者存在HPV感染。富颈癌恶性程度高，我国是富

颈癌高发区，每年的新增患者达十几万，严重威胁着妇女的健康。

富颈癌的发生发展与HPV感染及基因突变密切相关。HPV不仅

危害极大而且其感染不易早期发现，目前尚无经济、有效、易推

广的检测方法，因此建立一静实用的基嚣检测方法对于HPV相

关恶变疾病的防治有着十分重大的意义。本课题旨在基于模板指
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导的染料终止子掺入．荧光偏振检测技术(TDI-FP)建立一种快速、

高通量、自动化及低成本的技术平台用于HPV感染及相关良恶

性病变的I临床筛查、早期诊断及预后判断，为HPV相关疾病的

预警、防治原则的制定提供必须的生物学信息及有临床应用前景

的检测技术。

方法：TDX～FP技术是～种在聚合酶链反应的基础上具备液相探

针杂交和碱基掺入三重特异反应的检测新方法，具有极高的特异

性和敏感性。在TDI—FP技术的基础上分别建立和优化了HPv分

型检测系统和HPVl6E7基因647位点(第29位密码子)突变和人

H—ras基因1698位点(第12位密码子)突变检测系统：HPV分型

检测主要针对常见的HPV6、11、16、l 8和58型，先用通用引

物GP5+／6+扩增HPV6、11、16、18和58的L1基因区域，然后

以HPV6、ll、16、18、58的型特异性引物，进行探针杂交和荧

光素终止子掺入反应，通过荧光偏振检测对扩增产物进行HPV

分型，同时对l 82例富颈病变组织I临床标本进行了检测应用与验

证。在TDI．FP分型系统建立优化的基础上于HPVl6阳性人群标

本中用TDI．FP点突变检测系统对HPVl6E7 647位点和人H—ras

1698位点突变进行了检测应用，初步验证了基因突变检测对协助

进一步确定癌变超高危人群的作用与意义。

结果：本研究成功建立了具有重复性好、广阔临床应用前景的常

见HPV分型检测系统和恶变相关基因点突变检测系统。对组织

标本能检测出常见的6、11、16、l 8和58型5种HPV的DNA，

能准确地检测出HPVl6E7 647位和H-l'aS 1698位的点突变。经

测序验证一致率达100％。本研究结果显示HPVl6和HPVl8是

宫颈癌中的主要型别，HPVl6E7 647位点突变和H．Ias 1698位突

变在不同性质病变中的突变率有明显不同。

结论：本研究建立的HPV TDI-FP分型检测系统和恶变相关点突变

检测系统能够运用于对HPV感染相关良恶性增生病变高危人群的

4
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筛查，对恶性病变危险度的进一步预警分析，是一种高灵敏度、

高特异性、高通量及实用性强的检测系统。本研究结果提示

HPVl6E7基因647位点突变可能是恶变的高危因子；同时合并

H—ras基因第1698位点突变可能提示肿瘤的发生；利用该变异检

测系统进一步扩大标本量和地区及更多相关基因研究将会为HPV

感染相关疾病的防治提供更加丰富的信息，为生物治疗、疫苗的

研制奠定基础，为相关疾病的早期发现及预警提供高效的技术平

台。

关键词 ItPV分型；基因突变；荧光偏振；预警
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Candidate for master：Chen Zhongcan

Supervisor：Yan Xiaojun
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The Institute ofGenetic Diagnosis,Fourth Military Medical University
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Abstract

Objective：Human Papillomavirus(HPV)is fl kind of virus apt tO

spreading in people and its infection rate increases quickly in

rescent years．This virus not only can spread through sexual contact

but also by direct or indirect ways．HPV infection is closely related

with many kinds of skin hyperplasia，polypi，precancerous and

cancerous lesions．HPVs are divided into a lot of subtypes．

Different HPVs have different risk for diseases．Benign and

malignant lesions in head and neck，digestant，respiratory and

genital systems have very close relationship with HPV such as

HPV6，11，16，18,31，33，35，38 and 58．At the same time certain gene

point mutation of HPV can enforce their ability of causing cancer．

The latest study indicated that more than 99％female with

cervical cancer were infected with H．PV． Cervical cancer iS a

common and high malignant disease among women．The occurrence

of cervical cancer is very high in China and about ten thousands

new cases of cervical cancer were diagnosed in women，which is a

seri OUS risk to women’s health．The process of cervical cancer iS

closely related with HPV and gene mutation．HPV is a heavy risk to

people，but not easy to be found in early stage．Therefor，
6
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establishing a practical gene detecting assay is very significant

for preventing and therapy of HPV．This study aims to establish a

fast，highthroughput，automated and low price technical platform on

the base of TDI-FP technology to clinical screening，early diagnosis

and provide more biomolecular information and excellent methods．

Methods：TDI-FP technology is a compounded reaction including

PCR，probe hybridization and base incorporation with high

speciality and sentivity．We estabilished and optimizeed the HPV

genotyping and point mutation detecting system of HPV 1 6E7 nt

647(29th codon)and H-ras nt l 698(1 2th codon)．The objectives of

genotyping are the common HPV6，11，16，18 and 58．Firstly，the L1

gene of HPV6，11，16，18 and 58 were amplified by PCR with

consensus GP5+／GP6+system．And then the PCR product was

added with type—specific probe to have a hybridization reaction and

terminator incorporation．The special type of HPVs were detected

by FP detection．The genotyping system was applied in 1 82 cervical

samples to investigate its characteristic．The samples with HPV 1 6

infection were detected point mutation of HPV 1 6E7 and H—ras

genes by the point mutation detecting system on the base of HPV

genotyping．We primarily verified the role of gene mutation

detection for helping determine super—risk people apt to cancer．

Results：This study sussessfully established the HPV genotyping

and malignant point mutation detecting system with good

repeatability and large market．The systems can detect common

HPV6，11，16，1 8 and 58 types，and can find the point mutation of

HPV 1 6E7 nt647 and H—ras nt 1 698．The results were completely

coordinate to that of sequencing．The study indicated HPV 1 6 andl 8

are the prominent types in cervical cancer．The mutation rate of

HPV 1 6E7 and H—ras are obviously distinguished from different

7
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leslOHS．

Conclusion：The detecting system established in the study can be

used for screening the high risk people apt to HPV infection and

also can be used to predict the risk to malignant lesions，which is

considered as a high sensitive，special and high throughput

system．Thi s reseach inferred that HPV 1 6E7 point mutation may be

a high risk for maligance．Attching with the H-ras mutation at 1 698

would indicate the occurance of cancer．

With more specimen and area and important genes detected，

this detecting system will inform US more influent knowledge

related to diseases of HPV．

Keywords：HPV genotyping；Gene mutation；FP；Prediction

8
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前 言

人乳头瘤病毒(human papillomavirus，HPV)是一种寄生

于鳞状上皮的双链环状小DNA病毒，有严格的嗜上皮性。其感染

在一般人群中非常普遍，除可引起主要性病尖锐湿疣外，在数种

癌症如宫颈癌、肛门及肛周癌、外阴癌、阴茎癌、头颈癌及食道

癌等的成因中起重要作用。

目前已发现lOO多型HPV，根据其与癌的相关性被分为高危

型和低危型。其中HPV6、11等常在良性病变如生殖器疣中检出

而属低危型。HPVl6、18、31、33、35和58因在宫颈癌等恶性病

变中多见而属高危型，由于HPV各型在基因序列水平与其生物学

行为存在着高度相关性，不同型别有不同的致病性。因此，对多

种型别HPV存在的检测、判断机体感染病毒型别对了解病情、

判断预后及指导治疗有重要价值。

事实上最终只有少数HPV感染者发展到癌变阶段。原因主要

是不同的HPV病毒的致病能力存在差异以及不同个体的肿瘤易感

性也不同。所以仅有HPV感染不足以致癌。不仅不同型别HPV感

染致病性有差异，同型病毒内存在的基因变异也会影响其致瘤能

力。HPVl6是感染率最高的类型，它存在许多种基因变异(突变、

插入、颠换等形式)。这些变异分别影响其调控、表达，进而涉

及到癌蛋白永生化、转化能力和免疫反应、耐药性等方面。研究

表明HPVl6E7癌蛋白质主要作用是影响人视网膜肿瘤抑制蛋白

Rb而达到转化的目的。其中HPVl6E7基因的第647位碱基(第29

位密码子A—G，Asn—Ser，天门冬酰胺一丝氨酸)的突变在亚洲

某些国家具有较强的致病性。另一方面人体自身的癌基因和抑癌

基因在宫颈癌的发生发展过程中也起着关键的作用。癌基因的激

9
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活和抑癌基因的失活会促进细胞向着肿瘤的方向发展。癌基因中

H—ras基因突变如最常见的第1 698位突变(第12位密码子G—T，

GGc—GTC，Gly—Val，甘氨酸一缬氨酸)，存在此突变提示患者

易感或可能预示着癌变发生。这些基因变异对于从基因水平早期

预测癌变的发生及疾病的预后有重要作用。

宫颈癌是女性生殖系统中最多见的恶性肿瘤之一，是世界范

围内仅次于乳腺癌的第二大妇女杀手，在～些发展中国家其发病

率居妇科肿瘤的第一位。世界上每年新确诊的宫颈癌病例约50

万。我国每年新确诊的富颈癌病例数达十几万，而且呈年轻化的

趋势。虽然宫颈癌危害性强，但若能早期发现，大部分都可以取

得相对满意的治疗效果。因此宫颈癌的早期预警、诊断对于及时

发现癌变、进行相应的预防和治疗将提供有价值的信息，能尽可

能地减少疾病给患者和社会带来的痛苦和损失。宫颈癌与HPV感

染关系十分密切，目前几乎100％的宫颈癌组织中能检测到HPV

病毒的感染。因此高低危HPV病毒的检测可做为宫颈癌早期高危

人群筛检的指标。

目前对HPV分型方法主要有杂交捕获、Southern杂交、斑点

杂交、狭线杂交、特异型探针、特异引物等，但由于只能检测到

有限数量的基因型、需多重杂交反应、对同一样本中多种基因型

检测敏感性不高、需应用多重PCR、涉及大量PCR产物分离及对

每例临床标本的多次分析，故不易常规应用。基因点突变检测方

法如PCR／SSCP、ASO、OLA和DNA芯片技术的敏感性和可靠

性也很高，但这些方法存在着引物设计和反应体系方面要求高或

通量低或成本高等限制，还不能满足现阶段大量临床应用的需

要。

TDI—FP(Template．-directed Dye．terminator Incorporation with

Fluorescence Polarization detection)即模板指导的染料终止子掺

入·荧光偏振检测技术，是一种在DNA模板引导下的引物末端延

0
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伸终止反应，利用荧光偏振检测技术确定特异引物或探针与靶

DNA的杂交及在靶DNA中特定位置的掺入的硷基，从而判断基

因型别。反应包含靶序列的DNA样品为模板的预扩增，剩余引

物和ddNTP的消化。然后以此DNA扩增产物为模板，以未经特

殊修饰的3’端紧邻待测位点上游的20．40个硷基的特殊引物或

寡核苷酸探针及不同荧光标记的ddNTP为底物，再次在高严谨

性条件下以高保真性DNA聚合酶行PCR反应，如模板中含有与

引物互补序列，则两者之间互相识别而互补杂交，存在相应的

ddNTP时则进一步延伸，游离的荧光标记ddNTP掺入，FP值增

加；反之，无引物与模板中序列互补杂交，更无延伸反应及FP

值增加。TDI．FP技术具有高灵敏度、高特异性及高通量等优点。

本研究课题拟建立高通量、快速、低成本的常见HPV分型和

基因点突变检测系统，通过TDI—FP HPV分型系统对HPV感染进

行分型，在此基础上再用点突变检测系统对HPVl 6阳性标本中的

E7 647位点、H-ras l 698位点突变进行检测，进一步确定高危

人群，并初步探讨了HPVl6E7、tl-ras基因突变作为分子标记对

于恶性病变预警、辅助诊断、防治原则的制定、判断疗效及预后

的I临床价值。为进一步确定超高危人群，及时采取防治措施提供

分子水平依据。
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文献回顾

一HPV的研究进展

1 HPV的分子生物学特性

1．1 HPV基因组结构与功能

HPV基因组结构：HPV为乳多空病毒科A属成员，无包膜，

体积小，直径约50--55nm，呈20面体对称，具有72个壳体，包

括主要衣壳蛋白Ll与次要衣壳蛋白L2，每个壳体由L1 5聚体构

成⋯。病毒组成中L1蛋白占病毒粒衣壳蛋白总量的80％以上，面

L2蛋白约仅有12拷贝【2】。HPV基因组是一个双链共价闭环DNA，

长约7，9kb。所有开放读框(open reading frame，ORF)由～条

DNA链编码【3】，且几个基因的读框有部分重叠。根据HPV基因组

的功能可分为三个部分(图1)：(1)非编码区(rlo／]一coding

region，NCR)，又叫长控制区(10ng centrel region，LCR)或

上游调节区(upper regulatory regiOH，URR)，其全长约400bp～

1000bp，含有p97核心启动子、增强子和静息子序列，以及E2

结合位点等，通过控制ORF的转录来调节DNA的复制t41。将不同

型HPV(如HPVl、6b、7、11、18、16)、牛乳头瘤病毒和兔乳头

瘤病毒的NCR插入到增强子检测质粒中，发现有增强子活性。将

HPV6b基因组上游NCR 540bp的Sau 3A—NarI片段插入B一干扰素

(IFN)表达载体Trp启动子上游可使B—IFN表达明显增强。NcR

的变异较大，甚至在密切相关的型别之间也存在差异【5J。(2)早

期区(earlY reagio rl，ER)全长约4kb，编码E1、E2、E4、E5、E6、

E7等ORF，主要在感染早期表达，功能主要与DNA复制、转录调

节和细胞转化相关。只是E4基因与转化并无直接联系，而是在

病毒感染的晚期才表达。(3)晚期区也称L(1ate reagion，LR)

区，约3kb，含两个主要ORF，称为L1、L2，编码病毒自身结构
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蛋白，在病毒感染的晚期表达，主要参与病毒衣壳的形成。

图1 HPV基因组结构示意图

HPV基因组功能：

El和E2基因编码HPV的重要调节蛋白：El和E2蛋白，这两

种蛋白对病毒DNA的复制和病毒的感染很重要。E1是一70—80

kD的蛋白，完整的El蛋白是磷酸化的核蛋白，具有DNA依赖的

ATP酶和DNA螺旋酶活性，并含有DNA结合域、E2蛋白结合域和

催化结构域【6J，可以与ATP、DNA复制起始点富含AT序列的部位

结合，并能结合完整的E2蛋白，增强病毒转录，同时El与E2的

结合还增强了E1与DNA复制起始点的亲和力【7l。El蛋白可促进E2

蛋白与LCR的结合，丽E2蛋白则通过与NCR的E2结合位点结合来

抑制病毒转录。

E2与NCR结合可以抑制E6平I]E7转录，而E6、E7蛋白对宿主

DNA合成有重要作用。E2蛋白是磷酸化蛋白，包括3个功能域：

具有反式激活作用的N端长约220氨基酸，二聚体时具有DNA结合

功能的C端约含90个氨基酸，二者之间为绞链区。在NCR内存在
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多个回文顺序181，侧翼有E6、E7主要启动子的TATA盒和剪接子。

E2蛋白与NCR回文结构结合可阻碍转录因子II D或RNA聚合酶

II与TATA盒的结合，从而抑制E6、E7的转录。某些情况下，还

可启动早期mRNA合成向晚期mRNA合成转化，导致衣壳蛋白的大量

合成一J。恶变的细胞中病毒常整合入宿主细胞染色体，使El／E2

基因断裂或缺失，使E1／E2蛋白不表达，从而失去对E6、E7基因

转录的抑制I101。

E4蛋白主要与病毒颗粒的成熟和释放有关。E4 ORF全部位

于E2 ORF内，常缺少起始密码子，通过转录产物的拼接得以表

达。E4蛋白大量存在于细胞胞质，因此最初是在表皮角质形成

细胞胞质中发现的E4蛋白。HPVl中E4基因是由晚期启动子启

动表达的⋯】。因此有人认为E4并不是一个真正的“早期”基因，

而属“晚期”基因。

高危型HPV的E5、E6、E7可以引起细胞转化。对很多肿瘤

标本及HPV阳性细胞株研究都发现有E6、E7 0RF的转录产物，E6、

E7 0RF在诱导肿瘤发生及持续发展中起重要作用，其编码的蛋白

是病毒的主要转化蛋白。

E5 0RF编码一种细胞转化蛋白，在乳头瘤病毒的0RF中保守

性很强，但常缺少起始密码子。它是迄今为止发现的晟小的转化

蛋白，通过与表皮生长因子受体、13血小板生长因子受体及集落

刺激因子受体I形成复合体而刺激细胞生长[121。最近发现，E5

还可阻止DNA损伤后细胞的凋亡。E6 0RF编码一种16～19kD

的细胞转化蛋白。高危型HPV中，如HPVl6，E6和E7蛋白是宿

主一鳞状上皮细胞一永生化所必需的【I引。现已证明高危型HPV E6

基因产物可与P53结合形成复合物并促使P53降解¨”。E7 0RF

编码一10～14kD的细胞转化蛋白，是一个与锌结合的核磷蛋白，

能与pRb、P107和pl 30结合⋯】，导致这些蛋白质的灭活。

晚期区L1、L2 ORF编码主要壳蛋白L1和次要壳蛋白L2。



第四军医大学硕士学位论文

L1具有属特异性，L2具有型特异性。在真核细胞内表达的L1一L2

或L1结构蛋白能够自我组装成病毒样颗粒(Virus-like particle，

VLP)【}6】。VLPs在立体结构以及抗原性方面都与乳头瘤病毒相

似，并具备诱导高浓度和高亲和力中和抗体的表位。和病毒不同

的是，VLPs不包含HPV的致癌DNA，所以它的安全性有保障。

大量动物模型表明由乳头瘤病毒结构蛋白L1和(或)L2组成的

预防性疫苗能够独立地保护接种动物免受病毒的感染，如

Breitburd等¨7】用来自美洲棉尾兔乳头瘤病毒的VLPs作为疫苗

接种家兔，结果使家兔免受乳头瘤病毒的皮肤感染， VLPs同样

也能有效地防止粘膜的乳头瘤病毒感染118]。

1．2 HPY感染的流行病学

因为大部分患者的HPV感染无临床症状或为亚}临床感染，

所以其感染很难作为一个普通临床疾病通过调查而被发现，因此

要准确估计HPV感染率还较为困难。但HPV感染流行病学资料

表明其感染相当普遍，一半以上的性活跃人群可能存在一型或多

型HPV感染，且感染率呈明显上升趋势。在欧洲HPV日l起的生

殖器疣的发生率在0．6％～3．0％之间[1 9,20】。

HPV类型的分布虽然有地区差异性，但世界各国宫颈癌组织

中HPVl6型感染占绝对优势，大约在50％【2”。低危型HPV感染，

以HPV6平LJll为主，主要引起尖锐湿疣等皮肤粘膜的良性增生：

高危型HPV感染以HPVl6和HPVl 8为主，主要与人头颈部、消化、

呼吸、泌尿及生殖系统的恶性肿瘤的发生密切相关。

生殖道部位的HPV感染主要是通过性接触传播：生殖器以

外的HPV感染可以通过很小的皮肤破损和病变部位的直接接触

或者与污染物的间接接触而传染。John Cason等【22]通过连续观察

发现人乳头瘤病毒还可以通过母婴垂直传播。
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1．3 HPV的型别与致病性

人类是HPV的特异宿主，据HPV DNA序列的差异，已鉴

定出100多型HPV[2"。新HPV型别命名的原则是：HPV DNA

与其它任何已知HPV的E6、E7、L1开放读框区基因序列的同源

性小于90％【241；如果与某一己知HPV的同源性在90％～98％，则

被命名为相应HPV的亚型；若同源性大于98％，则称为该型的

变异株(variant)。

HPV主要感染皮肤基底细胞和空腔脏器粘膜细胞，分为皮肤

型和粘膜型。皮肤型具有嗜表皮性，主要感染手足皮肤；粘膜型

可感染口咽、呼吸道粘膜及肛门生殖器的上皮。根据HPV的致病

性，分为高危型和低危型。高危型包括HPVl6、1 8、31、33、34、

35、39、45、5l、52、56、58、59和66等，主要存在于富颈癌、

头颈癌和其它的肛门生殖癌；低危型主要包括HPV6、11、42、

43等，多见于生殖器疣等良性增生病变[23 J。

多数HPV感染是无症状的潜伏感染。临床上HPV感染的明显

病损常发生于感染后的3周至8月内，而发生恶性转化则一般需数

年至数十年。HPV与人类多种疾病相关，病变与其型别有密切关

系【2 31。

虽然HPV感染在一般人群也很普遍，但大约80％的妇女的高

危型HPV感染是暂时的，病毒可在6～8月内被清除，尽管有少部

分妇女可发生CIN，但也会随着病毒的清除而病变消失[2 51。只有

20％高危型HPV感染可持续存在，约经过lO～l 5年的时间刊‘会导

致宫颈癌的发生【261。HPV感染的高峰年龄在18～30岁，宫颈癌在

35岁以上的妇女中多见[231。近年来有逐步年轻化趋势。尽管

90％～98％宫颈癌可归于HPV感染127]，但高危型HPV感染后，少部

分人经过相当长的时间才发生宫颈癌提示除了宫颈癌的发生还

需其它的作用因素。

高危型HPV E6和E7蛋白通过结合和失活肿瘤抑制蛋白、细胞
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周期素、CDK等一系列细胞蛋白，导致细胞周期调节紊乱。E6

能结合p53并加速细胞经泛素介导的p53降解。E7蛋白能够与Rb

家族成员结合，解离pRb与细胞转录因子E2F．1形成的复合体，释

放E2F-l因子，而E2F-l能够诱导细胞进入S期所需的基因的转录。

最终导致细胞DNA合成，细胞增生。E5蛋白可增强有丝分裂原活

化蛋白激酶的活性，增加细胞对生长和分化因子的反应。总之，

高危型HPV的转化蛋白作用于宿主细胞，使宿主DNA损伤不能

正常修复，使突变累积，激活端粒酶活性等导致宿主细胞的癌变
2
31。E6与E7作用的细胞蛋白和引发的细胞变化见表1[281。

表1高危型HPV E6、E7蛋白的主要作用

匕7 Rb

Rb相关pocket蛋白

E2F!周期素A复合体

组蛋白Hl激酶

TATA盒结合蛋白

周期素E

ATP S4亚单位

c-jun
hTid．1

Mi2

M2丙酮酸激酶

细胞永生化

活化周期素E、A

失活Rb相关pocket蛋白

诱导调亡

抑制cDK抑制蛋白

增强外源DNA的整台和致突变作

用

降解酪氨酸激酶BIk
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1．4 HPV检测方法

目前HPV无法体外培养，血清学也只能检测病毒抗体，无

法确定病毒及其型别。对HPV感染的渗断主要依赖分子生物学

手段对病毒进行检测。杂交捕获IJ代方法(Hybrid Capture IJ，

HC II)是目前唯一获FDA批准用于检测HPV DNA的方法，已用

于临床诊断实验室中。PCR方法因具有高敏感性和特异性，也被

许多实验室用于HPV研究之中。

1．4．1 HCII

HCII方法是抗体捕获一液体杂交一信号放大的过程，采用化

学发光定性检测HPV DNA。首先获取标本细胞，置于溶液中使

其释放DNA，将DNA变性后与特异的RNA探针在缓冲液中杂

交。RNA探针分两组，一组识别低危型HPV：6、11、42、43

和44，另一组识别高危型HPV：16、18、31、33、35、39、45、

5l、52、56、58、59和68。标本中的HPV DNA与RNA探针杂

交形成DNA—RNA复合物被单克隆抗体结合固定于微孔板内，再

被偶联有碱性磷酸酶的抗DNA—RNA抗体识别，洗脱后加入化

学发光底物，在碱性磷酸酶的作用下产生发光反应，发出的光可

被测光仪检测f2引。但该方法不能区分同组中具体的HPV型别。

有些低危型HPV如6、42可以与高危型探针杂交，对于HPV6和

42含量较高的标本(>4ng／m1)，两组探针检测都可以出现阳性结

果；两组探针之间及与宫颈标本中可能存在的细菌质粒存在一定

的交叉反应，可导致假阳性结果。其假阴性率在1．1％～7．5％，病

毒含量低、取样不当或标本中存在干扰因素时易出现假阴性【3】。

1．4．2型特异性PCR

型特异性PCR方法的基础是各型HPV在E6、E7基因序列

中的差异。针对14种高危型HPV(HPVl6、1 8、31、33、35、

39、45、5l、52、56、58、59、6和68)的型特异性PCR扩增

的靶基因是E7基因，约100bp[6¨，由于需要在每一份标本中将
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HPV常见基因型逐个筛选才能最后确定感染HPV的型别，须进

行较多的PCR反应，因此主要用于研究领域。

1．4．3通用引物PCR

因为通用引物能够通过一次PCR即可检测到多型HPV，而

且通过对扩增产物中目的片段的测序、RFLP分析【2引和型特异性

探针杂交，如斑点杂交DOl、ELISA[3¨、EIA 13 21、狭线杂交‘33】等方

法进行HPV基因分型检测，因此具有更广泛用途。

多数通用引物是针对Ll基因内保守性序列设计的，至今应

用最多的三套系统是MY09／1l、GP5+／6+和SPFl／2。其中引物

GP5+／6+的目的片段位于MY09／t1目的片段之内，三种通用引物

系统的目的片段的长度及其在HPVLl基因内的位置如图2所示。

Ptwr'越t Se}

¨Y涎“1

GP5·爆'

8翌吐饿§藏￡
4s。驰

150 bD

65抽

图2 MY09／11、GPS+／6+和SPFl／2通用引物PcR目的片段在HPVLl基因

内的位置及长度

1．4．5原位杂交

原位杂交(in situ hybridization)是用DNA或RNA探针来

检测另一条互补链在细菌或其它真核细胞中的位置。该方法分辨

率强、灵敏度及特异性高，用标记探针或染色体的荧光显色，直

接观察细胞中或染色体上的DNA序列的有无或相互位置关系。

原位杂交方法可以在细胞内将HPV的DNA序列定位，同时

仍保留了组织细胞的形态学特征，所以可以同时检测和疾病相关
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的形态学改变。原位杂交的靶序列可以是未经扩增的，也可以是

经过扩增或信号放大的。检测HPV的探针多采用非同位素标记，

酶学的方法因结果易于判断而优于荧光检测方法。原位杂交检测

根据信号的特点，可以判断HPV DNA是游离形式还是整合形式，

信号强度则可反映病毒的拷贝数量。靶序列扩增或信号放大的酶

联免疫原位杂交，用亮视野显微镜可以高灵敏地检测到低拷贝的

HPV序列。法国Dako生产的GenPiont是一种自动化、催化信号

放大系统，探针由生物素标记，使用免疫组化方法在福尔马林、

石蜡包埋的组织切片中检测HPV，烤片、脱蜡及复染等可自动化，

能检测到每个细胞少至l～2拷贝的靶序列，临床应用较广[341。

1．4．6生物芯片技术

近年来生物芯片技术的发展为检测HPV提供了技术支持，TS

Hwang等用可以检测1 5种高危型HPV(HPV 16、l 8、31、33、

35、39、45、5l、52、56、58、59、66、68和69)和7种低危型

HPV(HPV 6、11、34、40、42、43和44)的寡核苷酸芯片与可以

检测7种高危型HPV(HPV 16、l 8、31、33、35、52和58)的

PCR—RFLP方法比较，发现二者具有良好的可比性，这无疑为HPV

DNA的检测提供了新的策略[351。

总之，HPV在标本中的确认，取决于所用的方法。上述的各

种系统能够检测HPV，但由于各方法的局限性和特殊要求，不同

系统对不同临床标本、不同型HPV有不同的敏感性，无法满足在

临床检测中短时间内、高通量地获得HPV病毒与机体反应的大量

相关信息。由于方法上的限制，无法早期明确诊断，导致目前对

浚类病毒感染相关疾病的诊断、预后判断和治疗的应用均存在相

当的滞后和盲目。因此迫切需要开发一种快速、可靠、敏感、特

异和低成本的检测方法，以明确患者感染HPV型别及机体反应，

获得更全面、准确的信息，用于指导患者治疗，监测、预警患者

的病情发展。

20
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二宫颈癌的研究进展

1 宫颈癌的危害性

宫颈癌是全球妇女中仅次于乳腺癌的第二位最常见的恶性

肿瘤，占所有妇女恶性肿瘤的12％【36】。每年全世界新增宫颈癌约

50万例，所有患者的5年生存率为44％～66％[371。在许多发展中国

家其发病率居第一位[23】。我国每年新发病例近l 5万，占发展中国

家的1／3，而且发病趋向显著年轻化。

2 宫颈癌病因学研究

宫颈管的粘膜为高柱状上皮，阴道内的子宫颈表面为复层鳞

状上皮。多数宫颈癌发生于鳞状上皮和柱状上皮交界的移行区，

该处的上皮未完全成熟，随女性激素水平的变化而移行，此时对

病毒感染等外界侵害更敏感而易发生癌前病变或癌变。

宫颈癌的致病相关因素包括性生活开始早、性病史、性伴侣

数和HPV感染等有关：接受免疫抑制剂和HIv阳性患者也是患

宫颈癌的高危人群。吸烟则是一个独立的危险因素【38】。

遗传背景对宫颈癌发生也有影响，有研究提示HPVl6或1 8

阳性的宫颈癌与人类白细胞抗原(HLA)具有相关性，如

HLA—DQBl*03(DQ3)的妇女患宫颈癌或癌前病变的风险增高【”】，

HLA．B7患者的宫颈癌更具侵袭性，预后更差。对HPVl6阳性的

宫颈癌患者的研究发现，HLA．B7和HLA—DQBl e0302与宫颈癌

成『F相关，而HLA．DRBl 4l 501、DQBl*0602和DRBl+l 3则与

宫颈癌成负相关‘401。p53第72位密码予具有多态性，许多研究

认为宫颈癌中该处为精氨酸纯合子时的p53更易被HPVl6 E6降

解，但其它的研究结果并不完全支持此结论‘41，4 21。

国内外研究都表明HPV感染尤其是高危HPV感染是宫颈癌

发生发展关系最密切的致病因子。1995年WHO国际癌症研究中心

2l
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将HPVl6和l 8确定为人类的致癌原【4引。因此HPV作为宫颈癌的病

因之一其作用是直接和确定的。

3宫颈癌的诊断学

3．1传统的细胞学普查方法

1941年Papanicolaou与Traut仓O立了富颈脱落细胞学检查方

法，又称巴氏涂片(Pap smear)检查，主要用来检查宫颈鳞、柱

状上皮交界处的宫颈移行区细胞变化。长期临床实践证明该方法

具有简便易行、经济有效和重复性好等特点，至今仍是妇科常规

检查和宫颈癌普查中的首选初筛方法和必查项目。应用以来宫颈

癌的发生率和死亡率减少了112～2／3[441。

但长期应用发现巴氏涂片有一定的局限性。主要是假阴性率

高达20％～30％。准确率易受取材、涂片制作质量、血液、细菌、

真菌污染及阅片技术等因素影响。

近年来采用单层细胞学检查(Monolayer cytology)新技术降

低了巴氏涂片的假阴性率。脱落细胞收集方法上的改进，使细胞

量几乎是原采集方法的两倍：采用细胞学实验室自动化制片，避

免了人工涂片的不稳定性。

细胞学检查分级报告形式也在不断的变化中。长期以来国内

外大多沿用1954年Papaniclaou建立的五级分类法(巴氏分类法)，

将细胞异常度分为五级：轻、中、重度不典型增生、原位癌和癌【4引。

随着细胞病理学的进展已逐渐不适应疾病诊断和l艋床要求。

1973年Richard建立了CIN分类方法，将宫颈不典型增生统称

为宫颈上皮内瘤变(CIN)，分为I～ⅡI级，认为宫颈癌的发生顺

序是出CIN I逐渐进展至原位癌【461。但随着对宫颈不典型增生研

究的深入，发现1％的CIN I与5％的CIN II可直接进展为宫颈癌，

未治疗的CINIII进展为宫颈浸润癌的危险性>l 2％。

l 988年美国国立癌症研究所提出了Bethesda系统TBS报告

方式，并于l 991、1999和2001年三次修订完善【471。该法主要强
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调图片质量、统一的描述性诊断及临床与病理的相互联系，并引

进了鳞状上皮内病变(squamous intraepithelial lesion，SIL)的概

念。2001年版的BetheSda系统把细胞异常分为4类：ASC(不典

型鳞状细胞)、LSIL({氏度鳞状上皮内病变)、HSIL(重度鳞状上皮

内病变)和鳞癌。ASC又分为两类：ASC．us(重要性未定的不典

型鳞状细胞)和ASC—H(不典型鳞状细胞，不排除HSIL)。HSIL包

括低、重度宫颈上皮不典型增生和原位癌。有些HsIL病例怀疑

有癌浸润，但又不能确定，则报告为HSIL，细胞特征疑有癌浸润。

3．2富颈癌普查与HPV DNA检测

虽然应用巴氏脱落细胞普查使宫颈癌的发病率有所下降，但

细胞学改变的患者50％已存在浸润性宫颈癌，而且50％的浸润癌

发生于定期接受细胞学涂片筛查的妇女1481。宫颈癌的发生要经过

不典型增生一原位癌一早期浸润癌一浸润癌一系列渐进的病理

变化，约需10～1 5年。一般认为患者在较为年轻的时候发生高危

型HPV感染‘，病毒未被机体清除转为持续感染，与其它协同因子

一同启动细胞转化，导致病变向癌症方向缓慢进展。因此宫颈癌

是可通过早期诊断，早期治疗高危型HPV感染来预防的～种特殊

癌症。HPV DNA的检测在临床上具有重要作用：

(1)帮助确定涂片结果意义不甚明确如重要性未定的不典型

腺细胞妇女的危险性，鉴定潜在的CINII和CINIII[49,50】，指导临

床处理。大多数妇女的ASCUS为良性的反应性变化，只有

lO％～20％ASCUS可能有潜在的LSIL平nHSIL。高危型HPV DNA检

测可帮助判断ASCUS的危险性，避免不必要的阴道镜检。如果

HPV DNA阳性，则行阴道镜检查，如果阴性，则6～12个月复查

巴氏涂片，仍为阴性，则可转入常规的定期普查。帮助确定巴氏

涂片临界或轻度异常，半年后可复查来预判这种临界或轻度异常

的妇女进一步发展的危险性125，5¨。

(2)帮助检出残存或复发的CIN病变f”】。
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(3)作为宫颈癌普查的有效补充手段，提高现有细胞学筛查

的敏感性和有效性。Petry等对数千德国妇女普查发现，HPV HCII

检测的灵敏度明大大高于常规细胞学检测[s3】。若HPV阴性，即

巴氏涂片结果阳性，也可排除潜在高度宫颈上皮内病变的危险，

涂片阴性却不能排除这种危险。Witt等1541的研究中细胞学检查与

HPV DNA相结合，检测病变的灵敏度达99．0％。

(4)提前预警宫颈恶变的发生。HPV检测较传统的细胞学等

形态学检查的优点是其对细胞学正常或轻度损害患者未‘束发展

的预言、预警作用，并可能使得临床对HPV阴性而细胞学低度损

害妇女的检查次数减少或延长检查问隔期。一项历时36个月的

研究发现【5“，持续携带HPV强烈指示感染者处于继发癌前病变的

高度危险中。瑞士Wallin在细胞学正常的涂片中发现高危型HPV

DNA，提前26年预警了同样病毒感染的浸润性宫颈癌的发生[5“。

HPV感染的追踪调查对确定延长HPV感染阴性妇女的普查间期，

取消60岁以上HPV阴性的老年妇女筛查的可能性极为重要。

如上所述HPV检测用于宫颈癌初筛有许多优点：灵敏度比巴

氏涂片高：阴性预测值更高：判断LSIL或临界异常妇女预后并

指导处理；预警癌和癌前病变；技术要求比细胞学方法低等。所

以有理由相信HPV检测可补充或替代传统细胞学检查。

但细胞学普查时如果再行HPV检测，无疑会增加医疗费用。

所以开发成本低的HPV病毒检测方法对于宫颈癌普查非常必要。

总之，HPV检测对于建立全面、经济的筛查及防治策略是必

要的。美国FDA已于2003年3月宣布，批准将HPV DNA检测

与巴氏涂片联合用于30岁以上妇女宫颈癌常规筛查。

目前由于在我国人们对HPV感染的知识了解有限，尚未充

分认识到HPV感染的危险性。并且许多人对HPV相关疾病存在

着偏见，使某些妇女不愿参加筛查。因此大众的接受与否，是开

展HPV常规检测的重要因素。
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三 基因变异与富颈癌

l HPV变异与宫颈癌

HPV感染对于宫颈病变的形成是必要的，但只有一部分病变

发展为癌变。除了HPV型别的致瘤能力不同之外，其它因素可能

提高了恶变的机会。型内基因变异己被报导与病毒持续和许多宫

颈疾病有关[5 7,581。因为高危型HPV感染与宫颈癌的密切关系，所

以目前研究较多的是HPVl 6、18、58等的变异。

2．1．1 HPVl6的基因变异

14PVl6的变异主要位于E6、E7，其次是E2、LCR部位。目前

研究认为E6和E7都与转化相关，E6蛋白降解抑癌蛋白p53，

E7主要是破坏Rb蛋白。～些研究结果表明HPVl6E6第350T／G

突变(L83V)单独或与其它突变联合似乎不仅预示着CIN I向CIN

III发展还提示CINIII向ICC的转变。氨基酸改变不仅使E6的生

物学活性改变而且使其更容易逃脱免疫监视。HPVl6E6 350T／G

突变在欧洲最常见，而在亚洲很少发生。Londesborough等1996

研究发现该突变与病毒持续感染和癌前病变的有关，但后一现

象却存在人群差异性，在瑞典人中3506变异体代表宫颈癌的一

种高危因子，而意大利人中则却表现为低危因子，德国人中也

与高危无关，这可能与人种之间的差异有关[s9,601。另外如果将

癌症的病例与人白细胞抗原(HLA)单体型联系起来和早期的研

究共同考虑，HPVl6E6变异在不同人群的CIN与ICC中的分布

是不同的。这些资料表明宿主遗传因素，比如HLA多态性，可能

决定了HPVl6E6 L83V变异的潜在致瘤性。

HPVl6E7基因的变异也是研究的热点。以前的研究表明在肾

细胞系中HPVl 6E7基因编码产物主要有转化活性。在这项研究中

得到了一系列的影响HPVl6E7区的点突变，这些突变和腺病毒

E1a保守区(CD)1有同源性。细胞系转化必需的E7基因独立区域

一个在和E1a CD2与LT相似的E7区，负责Rb结合和DNA合成。
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另一个重要区域，在E7蛋白的N端。最近的研究表明，E7通过

26S蛋白酶体途径降解Rb。韩国一项评估突变与宫颈癌关系的

研究中用巢式PCR及PCR定向测序的方法发现60％的HPVl6E7阳

性标本存在647位(A—G，Asn—Ser)的单核苷酸改变。第二种最

常见的变异体有三个沉默突变732(T—C)，789(T—C)和795<T—

G)。韩国人中这种最常见的647位(A—G，Asn—Set)改变影响与

强抗原性有关的氨基酸及结合Rb蛋白质的氨基酸序列。统计学

上显示该突变在癌变中比非癌变中更常见。研究提示自然发生的

HPVl6E7的序列变异可能有不同的致瘤特性【6‘·6 2|。

itPV的LCR和E2蛋白是调控病毒癌基因E6与E7转录的最重

要的病毒序列。其基因改变可能会影响病毒的致癌能力[63】。

HPVl6E2变异：一些实验显示E2表达水平与E7癌蛋白表达

水平之间存在相反的关系，体外实验表明调控E6／E7癌基因转录

的HPVl 6，18启动子(分别是P97和P105)自身被病毒E2蛋白

来调控[64J。但是，经分析HPVl6E2区明显在高度病变中更常见，

E2 DNA结合结构域的3684C／A突变明显和高度癌变组织有关。说

明浚HPVl6E2变异在向高度上皮内病变的发展中有重要作用[65】。

HPVl 6的晚期基因L的上游调控区部分有一78bp的启动子

(nt 4118—4196)对于晚期蛋白的表达很重要。实验表明该部位

的突变比其它部位常见，而且可能和癌症进展有关[661。在韩国妇

女中HPVl6 URR区的突变G—A在nt7520，A—c在nt7729，和G—A

在nt7841。这些在韩国宫颈癌病人中游离HPVl6 URR YYI点部位

的突变在宫颈癌进展中起相应的整合作用l”】。

2．1．2 HPVl8与58的变异

I{PVl8基因结构经常发生改变，特别是El或E2基因的删除，

可能和HPVl8阳性宫颈癌的侵袭性有关。但明确的突变位点很少。

HPV58是近来研究相对较多的高危型。香港人中高危HPV58
26
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型的E7 632c—T(T20I)和760G—A(G63S)两突变与cIN程度正相

关，伴有HPV58(T20I／G63S)的CIN III或ICC病人明显较其它

人群年轻。提示伴有HPV58(T20I／G63S)的病人忠宫颈癌的危险

性较高[68】。

2，2癌基因变异与宫颈癌

由于宫颈癌中发生癌基因与抑癌基因突变的事件相对其它

种类的肿瘤来说不是很常见，因此目前大多数还多处于研究阶

段。已确定的点突变主要有ras基因、p53基因等，其次还有FITH

基因的变异[6⋯。细胞原癌基因在细胞增殖调控中起着核心作用，

发生改变的癌基因活性主要与许多恶性及恶变前病变相关‘7 01。这

里主要介绍ras基因。

癌基因ras家族活化是某些肿瘤发生的分子基础。ras家族

包括Harvey(H)-l'as，Kirsten(K)一ras和Neuroblastoma(N)．ras基因，

分别定位在人的第11、12和1号染色体上[711。这些ras基因因

有类似的结构而可能来源于一个共同的祖先基因。rg_s基因包括4

个外显子编码区，编码一21kDa的p2l蛋白，定位于细胞内膜，

参与鸟嘌呤三磷酸(GTP)的结合，并具有GTP酶活性‘721。ras蛋

白与G．蛋白功能与结构相似性提示其正常蛋白参与细胞外信号

转导及细胞分化。当机体发生肿瘤时，编码D21蛋白的第12、1 3

及61位氨基酸的核苷酸可以发生点突变，突变型的p21蛋白不

具有GTP酶活化，失去了降解GTP的功能，从而使磷酸脂酶C

持续活化，产生大量IP3和DG，引细胞过度增殖，最终发生癌

变。ras癌基因广泛参与的人类癌症包括结肠、前裂腺、胰腺、

肺、膀胱、乳腺和卵巢等组织[731。因此对肿瘤细胞Fas基因点突

变的检测一直是人们所研究的热点。

国内外很多研究都提示ras基因突变与肿瘤密切相关。我国

一项关于胃癌的研究发现肿瘤侵及浆膜者的H-ras基因突变率显

著高于未侵及浆膜者：有淋巴结转移者的突变率明显高于无淋巴
27
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结转移者；nI、Ⅳ期胃癌患者显著高于I、II期患者，与国际上

关于肿瘤浸润和转移的分子机制研究结果相一致。胃癌患者随访

观察发现无H-ras突变组术后5年存活率明显高于H-ras基因有

突变者。检测胃癌组织H-ras点突变不仅有助于了解胃癌某些分

子生物学行为还有可能成为判断胃癌患者预后的有用指标【”】。

目前有关ras基因突变在宫颈肿瘤形成中的作用研究结果不

尽一致。Wong等【75】发现鳞状细胞癌中ras基因突变发生率为35％，

而且大部分是12位密码子(96％)。Lee等f761注意到富颈腺癌中ras

突变的频率高于鳞状细胞癌。Sagae等['／71研究提示ras p21蛋白

过表达的宫颈癌患者预后较差。一项实验对ras基因家族的三个

基因H．ras、K—ras和N．ras的12、1 3、61密码子分别进行了研究，

在33例宫颈癌中发现了8例ras突变，而且都是61位密码子突变。

这项研究结果与其它富颈癌标本中的ras结果相一致。认为ras

点突变在宫颈癌中起一定的作用f7引。而其他的研究却是相反的结

论，Le[791等检测了72例不同宫颈上皮内瘤变没有发现H-ras 12

位密码子基因突变。Koulos等【80J发现只有12％的肿瘤中发生

K．ras突变，提示在腺癌与鳞状细胞癌中H与K-Fas基因的突变情

况不同。但总体研究结果倾向于支持ras基因突变在肿瘤发生发

展中的作用。

目前ras基因的突变正作为肿瘤筛查、预警及预后的分子标

记物而广泛用于研究和临床之中。

四荧光偏振技术在基因变异检测中的应用

1 基因变异检测的意义与检测方法

1．1基因变异检测的意义

人和自然界中的其它物种在进化过程中都存在遗传基因的

变异。最常见的变异形式是基因突变，其中一部分基因突变直接

与疾病相关。

研究表明自然界中病原体如HPV、HBV、HIV等病毒及人类在
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基因组DNA序列水平都存在多态性，各基因型间有存在着差异，

并和其生物学行为存在着高度的相关性。不同DNA序列、不同基

因型别可导致人体的不同反应、有不同的致病性及对药物的不同

的敏感性、反应性【引t。因此对病原体与人类DNA序列、基因型的

检测，对于了解致病因子的特性、确定病情、判断预后及指导治

疗有重要意义。

1．2主要的检测方法

基因突变的研究已成为当今生命科学研究的热点之一，检测

方法也随之迅速发展。多聚酶链反应(PCR)技术是突变研究中的

最重大进展，使基因突变检测技术有了长足的发展，目前几乎所

有的基因突变检测的分子诊断技术都是建立于PCR的基础之上，

并且由PCR衍生出的新方法不断出现，目前己达二十余种，自动

化程度也愈来愈高。

I．2．1 PCR．SSCP法

PCR一单链构象多态性(Single—Strand Conformation

P01 ymorphi sm，SSCP)法是在非变性聚丙烯酰胺凝胶上，短的单

链DNA和RNA分子依其碱基序列不同而形成不同构象。其基本

原理为单链DNA在中性条件下会形成二级结构，这种二级结构

依赖于其碱基组成，即使一个碱基的不同，也会形成不同的二级

结构而出现不同的迁移率。由于该法简单快速，因而被广泛用于

未知基因突变的检测。但该方法电泳条件要求较严格，不能准确

测定突变的位点，随着PCR产物片段的增加突变检出率会下降，

准确度有待提高。

1．2．2 PCR．RFLP

PCR一限制性片段长度多态性(restriction fragment l ength

pol ymorphi sm，RFLP)是发展最早的分子标记技术。基本原理是

检测扩增后DNA在限制性内切酶酶切后形成的特定DNA片段的大

小。凡是可以引起酶切位点变异的突变如点突变和一段DNA的重
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新组织(如插入和缺失造成酶切位点间的长度发生变化)等均可

导致RFLP的产生。方法操作比较繁琐，通量低，局限性较大。

1．2．3等位基因特异的寡核苷酸探针[821(a11 el e—specifiC

Oii gonUCl eotide，ASO)

当基因的突变部位和性质已经明确时，可以合成等位基因特

异的寡核苷酸探针用同位素或非同位素标记进行诊断，探针通常

为20bp左右的核苷酸。探测点突变时～般需要合成两种探针，

一种与正常基因序列完全一致，能与之稳定地杂交，但不能与突

变基因序列杂交；另一种与突变基因序列一致，能与突变基因序

列稳定杂交，但不能与正常基因序列稳定杂交，就能把只有一个

碱基发生了突变的基因区别开来。PCR可结合AS0，即PCR—ASO

技术，先将含有突变点的基因有关片段进行体外扩增，再与探针

作点杂交，这样节约了时间，而且只要极少量的基因组DNA就可

进行。不足之处是ASO需严格控制杂交条件和设置标准对照避免

假阳性和假阴性。

1．2．4变性梯度凝胶电泳法(denaturing gradinent

e1 ectrophoresi S。DGGE)

DGGE法基本原理是基于当双链DNA在变性梯度凝胶中进行

到与DNA变性梯度一致的凝胶位置时，DNA发生部分解链，电泳

迁移率下降，当解链的DNA链中有一个碱基改变时，会在不同的

时洲发生解键，因影响电泳速度变化的程度而被分离。由于本法

是利用温度和梯度凝胶迁移率来检测，需要一套专用的电泳装

置，台成的PCR引物最好在5’末端加一段40bp一50bp的GC兴，

以利于检测发生于高熔点区的突变。在DOGE的基础上，又发展

了用温度梯度代替化学变性剂的TOGE法(温度梯度凝胶电泳

temperature gradi ellt gelelectrophoresi S，TGGE)。陔法操作

相对简便，但无法确定突变在DNA片段中的位置，DNA片段的

大小受限制。
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1．2 5等位基因特异性扩增法(Allele—specific amplification，ASA)

ASA于1989年建立，是PCR技术应用的发展，也称扩增

阻碍突变系统(amplification refractory mutation system．ARMS)、

等位基因特性PCR(a11ele—specifiC PCR，ASPCR)等，用于对已

知突变基因进行检测。该法通过设计两个5’端引物，一个与正常

DNA互补，一个与突变DNA互补，对于纯合性突变，分别加入这

两种引物及3、端引物进行两个平行PCR，只有与突变DNA完全互

补的引物才可延伸并得到PCR扩增产物。如果错配位于引物的3‘

端则导致PCR不能延伸，则称为ARMS。ASA法的检出率依赖于反

应条件的优化和可能发生的引物与靶DNA的错配延伸，缺点是步

骤复杂伴有非特异性扩增。

1．2．6 DNA芯片技术mJ(DNA ChiP)

DNA芯片技术是90年代后发展的一项DNA分析新技术，它集

合了集成电路计算机、激光共聚焦扫描、荧光标记探针和DNA合

成等先进技术。可用于基因定位、DNA测序、物理图谱和遗传图

谱的构建等。在基因突变检测方面DNA芯片也有广阔的前景，其

基本原理为将许多已知序列的寡核苷酸DNA排列在1块集成电路

板上。彼此之间重叠一个碱基，并覆盖全部所需检测的基因，将

荧光标记的正常DNA和突变DNA分别与2块DNA芯片杂交，由于

至少存在1个碱基的差异，正常和突变的DNA将会得到不同的杂

交图谱，经过共聚集显微镜分别检测两种DNA分子产生的荧光信

号，即可确定是否存在突变，该方法快速、自动化程度高，具有

很大的发展潜力，但目前成本太高面难以推广应用。

2 荧光偏振检测技术

荧光偏振(Fluorescence PolarizatiOil，FP)检测技术是一种

利用荧光标记物来检测分子的方法。它是将荧光物质标记在特定

物质分子上，当荧光素分子被平面偏振光(plane．polarized lightl

激发时，如果该分子在激发和发射期间保持固定，就会向固定的



第四军医大学硕士学位论文

平面发射偏振荧光(Polarized Fluorescence)，这种现象称为荧光

偏振(FP)【84】，偏振光强度可被光路上的检测器测出。由于荧

光素分子在空间中处于不断的运动之中，FP不能完全被外部的

检测器检测到。分子FP值的大小与其旋转弛豫时间(旋转68．5

度角需要的时间)成正比，而弛豫时间又与溶剂粘度、绝对温度、

分子体积和气体常数有关。因此当溶剂粘度和温度保持不变时，

FP值直接与荧光素分子体积成正比，而体积又直接与其分子量

成j下比。如果荧光素分子质量较大，它在空间中旋转的速度较慢，

特定时问内向同一方向发出发射光FP得以保持。相反，分子质

量较小，旋转速度就会变快，FP大量消失。依靠分子量的差异，

可以将溶液中游离与结合的荧光分子进行区别。见图3。

F(1⋯一⋯～jtn{f、’1}{j～

黎
，一6等!一≯

’：’Ⅶm”叫州“1。：
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图3荧光偏振示意图

荧光偏振值是用垂直和水平方向上检测的荧光的比值来表

示，因此荧光强度大小无关，这是一个优于其它荧光检测方法的

明显特点。另外，该方法不需分离游离和结合的示踪物，所有检

测都在溶液环境中进行，因而具有快速、简便和准确等特点¨“。

荧光偏振已被用来研究蛋白质一DNA和蛋白质．蛋白质问的

相互作用[86,87】、链替换扩增的DNA检测【8 81、核酸杂交的基因分
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型研究[891及其它种类的分子间相互作用等。单核苷酸多态性分型

方面，FP方法也得到了广泛应用【901，如FP．TDI、FP．Taqman和

FP．Invasion技术等。

3 TDI—FP检测方法

TDI·-FP(Template-·directed dye-，terminator incorporation with

fluorescene polarization detection)是模扳指导下的碱基掺入终止

反应，是双脱氧终止核苷酸(图4)DNA测序与荧光偏振结合形成

的一种基因变异分析技术，主要用于SNP与点突变的检测。反

应对在DNA聚合酶的作用下，紧邻检测的多态性位点的TDI引

物3、末端在DNA模板指导下延伸一个核苷酸，通过添加的核苷

酸确定变异位点的基因型。

TDI．FP的全部反应可在同一个反应体系(如MJ Research

V2．0 384微孔板)内完成：1、首先PCR扩增含有突变位点的靶

DNA片段：2、去除PCR反应中剩余的游离引物和dNTPs，加热

失活消化酶：3、加入特殊的DNA聚合酶、3’端紧邻待测位点

的突变检测引物和荧光素标记的ddNTP，热循环仪上进行TDI

反应。4、微孔板置于荧光偏振分析仪上检测反应体系的Fp[”81。

o*／DYE

臂 日 曰

∥o卜H—m卜10／O卜14
142 Ft2

图4 Acyclo Terminators”的分子结构示意图

如模板中含有与相应的ddNTP互补的位点时则有ddNTP掺

入到突变检测引物3’端，荧光素分子激发后的FP值增加：相

反，则FP值不增加。荧光标记物的分子量在O～10．000Da时，FP

值与其分子量基本成正比关系。结合一个荧光索分子的单个核苷
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酸的分子量大约为1000Da，结合一个荧光素分子的25～30寡核苷

酸的分子量接近10，000Da。因此本方法适合检测一个荧光标记的

ddNTP的掺入情况，FP值呈线性增加，所以能够准确地反映引

物延伸的过程。从荧光偏振的变化来推断靶DNA中的基因变异

情况，确定目的DNA的基因型(genotype)(图5)。

PCR
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图5 7DI—FP反应过程

综上所述，TDI-FP技术将荧光偏振与特异的引物杂交延伸

反应联合起来，引物退火和双脱氧核苷酸的掺入反应都具有很高

的特异性，是一种高敏感性、特异性的变异检测方法。虽然以分

子杂交为基础的DNA序列检测方法如ASO、OLA和DNA芯片

技术的敏感性和可靠性也很高，但这些方法在进行引物设计和反

应体系建立优化方面要求较高，相比之下TDI．FP技术的应用更

广泛，更易于优化。它不需要对引物进行修饰，因此成本要比利

用荧光素标记探针的检测方法低得多，且不存在辐射等环境污

染。还保留了反应的高敏感性、特异性。另外供选择的荧光染料

种类多，如BFL、TMR和POX、BTR可供不同的应用所需【9”。
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正 文

第一部分

常见HPV TDI—FP分型方法的建立与临床应用

引 言

HPV病毒可通过性接触或其它直接或间接的接触在人群中传

播扩散，其感染部位隐蔽，存在一定的潜伏期，早期不易发现。

人体多种皮肤粘膜的增生、息肉、癌前性及癌性病变都与其密切

相关。目前已鉴定出的1 00多型HPV分别属于不同的高、低危

型别，致病危害性也不同。研究表明，90％以上的富颈癌组织中

都存在HPV的持续感染，早期发现高危HPV感染并进行治疗对

于预警和治疗宫颈癌等HPV相关恶性肿瘤及其预后的重要性已

形成了共识1921。所以对HPV分型的研究不仅有助于弄清HPV分

布的特点，早期发现和控制传染源，而且对于HPV感染的高危

人群筛查、HPV的诊治及疫苗的开发有重要的意义。

HPV分型检测一直是国内外研究的热点。由于HPV尚不能

体外培养，血清学方法也还处于实验阶段，因此目前HPV感染

的诊断主要是利用分子生物学的手段从组织标本中检测HPV的

DNA。世界上目前唯一获得美国FDA许可的HPV诊断方法是

HC—II(杂交捕获二代)检测技术，该试剂已经商品化口l，但是此

技术还存在相当的局限性，即它只能对感染的HPV进行高、低

危群的区分[931，而不能对HPV的具体型别进行特异性检测，甚

至高、低危群探针组间也有交叉反应的可能，不能检出HPV混

合感染，且技术复杂、对操作人员要求高及试剂昂贵，常规用于

临床困难较大。

本研究采用的TDI．FP技术，是美国PerkinElmer公司推出的
35
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基因变异检测技术，已经用于检测单核苷酸多态性(SNP)及点

突变等基因变异[91,94l研究。全称为模板指导的染料终止子掺入一

荧光偏振检测技术。其基本原理和过程如下：先用适当的PCR

引物扩增待检测基因和基因变异位点所在的区域。扩增后用消化

酶对PCR产物进行消化，除去剩余的引物和dNTPs，消化完成

后再用热处理灭活消化酶活性。然后用一条3’末端和待检测的

基因变异位点紧邻的引物与处理后的PCR产物反应，最后根据

掺入引物3’末端荧光染料的情况，在荧光偏振检测仪中确定该

位点碱基的变化情况。

通过引物扩增、探针杂交及杂交后特异碱基掺入三重把关，

从而确保反应有比普通杂交反应更高的特异性和准确性：以保证

真性DNA聚合酶行延伸反应，如扩增产物中含有与探针互补序

列，则两者之间相互识剧而互补杂交，并在模板指导下，存在相

应的ddNTP时进一步延伸，游离的荧光标记ddNTP掺入到探针

未端，相应波长的FP值增加；反之，无探针与扩增产物中序列

互补杂交，更无延伸反应及F P值增加。它检测偏振光强度而非

荧光强度，大大增加了检测的灵敏度，所有测定在溶液中进行可

达到真正的平衡，因而具有简便、快捷和准确等特点。

本部分依据TDI．FP的基本检测原理建立了一种新的快速、

高通量、低成本的HPV分型系统，不仅能够区分高低危型别而

且可以进一步进行HPV(包括HPV6、1l、16、1 8和58)的分型。

并对部分临床标本进行了分型检测应用和验证。
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一实验材料和方法

1实验材料

1．1主要实验仪器

DU@640型核酸蛋白检测仪 美国BECKMAN公司
DY-300型低压电泳仪 北京六一仪器厂

Galanz中型微波炉 河北顺德格兰仕电器有限公司
GH3600B型隔水培养箱 天津市泰斯特仪器有限公司
HUANGPING FAll04型精密电子天平上海天平仪器厂

HW-SC型微量恒温器 望鎏凳誉市卫星医疗设备制造
7日p畦：岔口J

Legaci”1 Refrigeration System 美国Revco Technologies公司
LX一100手掌型离心机 江苏海门市麒麟医用仪器厂
Milli—Q纯水仪 上海生仪分析技术有限公司
MJ Research 384孔板 美国MJ Research公司
PH211 PH计 日本HANNA公司
TechGene PCR扩增仪 英国Techne公司
TGRl 6-1．2高速冷冻离心机 湖南天创仪器制造公司
THZ-82型水浴恒温振荡器 江苏金坛市大中仪器厂
WP．1型紫外透射反射分析仪 浙江永嘉上塘教学仪器厂

WZ．I微型台式真空泵 等娄市卫星医疗设备制造有限
公司

XW-80A旋涡混合器 上海精科实业有限公司
Victorz Multilabel Counter 美国PerkinElmer公司

752紫外分光光度计 上海分析仪器总厂
78一l型磁力搅拌器 杭州仪表电机厂
超净工作台 西安富康空气净化工程公司
电热恒温水浴锅 余姚江南仪器仪表厂

1．2分子生物学试剂

1．2．1主要工具酶及生化试剂

Taq DNA聚合酶、蛋白酶K、异丙基硫代一B—D一半乳糖苷

(IPTG)、5-溴一4一氯一3一吲哚一B—D-半乳糖苷(X-gal)、DL2000 DNA

marker、dNTPs、均为大连TaKaRa产品。T4 DNA连接酶购自美国

Promega公司。



铺四军医人学坝卜学位论文

Tris·Cl平衡酚(pH8．0)、氯仿、异戊醇、无水乙醇、Tris·

C1碱、SDS、EDTA、Trypton、Yeast extract、琼脂塘、溴化乙锭

等购自华美生物工程有限公司。其它试剂均为国产分析纯试剂。

PBS： 137mmol／L NaCl，2．7mmol／L KCI， 10mmol／L

Na2HP04，2mmol／L KH2P04。TE(pH 8．o)：10mmol／L Tris CI fpH

8．O)，1mmol／L EDTA(prt 8．O)。1 XTAE：40mm01／L Tri s一乙酸，

1．0mm01／L EDTA。

LB液体培养基：950ml三蒸水中溶解tryptonel 09、yeast

extract 59、NaCI 109，5mol／L NaOH调pH值至7．0，定容至1L，

高压灭菌后保存于4℃。

LB副体培养基：按每1 59／L向LB液体培养基中加入琼脂配

制，灭菌后铺制平板。

1．2．2菌株和质粒

质粒：pGEM—T Easy第四军医大学基因诊断技术研究所保存。

辩j

图6 pGEM-T Easy载体结构示意幽

菌株：DH5 a基因型：supE44，A lacUl69(m 801acZ△Ml 5)，

hsdRl7，recAl，endAl，gyrA96，thi一1，recAl，第四军医大学

全军基因诊断技术研究所保存。

1．2．3试剂盒
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(1)质粒提取试剂盒：Wizard@PCR Preps DNA Purification

System，美国Promega公司。

(2)核酸凝胶片段回收试剂盒：MARLIGEN BIOSCIENCE Rapid

Gel Extraction System 50 Reactions，美国MARLIGEN BIOSCIENCE

公司。

(3)克隆载体试剂盒：pGEM@-T Easy Vector System I，美国

P romega公司。

(4)荧光偏振试剂盒：AcycloPrimeTM_FP SNP Detection Kit

G／T，美国PerkinElmer公司。

I．3分析软件

PCR引物设计软件：DNAStar：Primer 5．0

序列相似性检索软件BLAST：http：／／www．ncbi．nhn．nih．gov／BLAST／

1．4研究标本米源

选取2001年初至2003年底在第四军医大学第一医院和西安

交通大学第二医院妇科门诊检查和住院手术的宫颈癌患者为研

究对象。标本共182例，其中慢性宫颈炎73例，癌前病变68例，

浸润癌4l例．所有标本经病理学确诊。

2．实验方法

2．1标本DNA的提取

取重约100mg的标本，反复冻融3次，用灭菌小剪剪碎后加

入PBS缓冲液(1 37mmol／L NaCI，2．7mmol／L KCI，10mmol／L

Na2HP04，2mmol／L KH2P04，pH 7．4)400“L，用匀浆器研磨直

至组织块消失：将匀浆液移入另一1．5 mL微量离心管中，用lO％L

PBS缓冲液冲洗匀浆器一起移入离心管中；再向悬液中加入20％

SDS至终浓度1％，混匀后加蛋白酶K到终浓度为100～200 pg／mL，

混匀；37℃温育20h，其问振摇数次。然后加入500扯L Tri s一平

衡酚／氯仿／异戊醇(25：24：1)颠倒混匀，以5000 r／min的速度离

心10mi n，小心取上层水相重复抽提一次；吸取的水相以氯仿／异
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戊醇(24：1)混合物抽提一次：5000 r／min离心10min，移出上清，

加入1／10体积3mol／L的乙酸钠与2倍体积预冷的无水乙醇(一20

℃)，14000 r／mi n离心5mi n，弃上清，70％乙醇洗涤一次，自然

风二}二；用100“L去离子水溶解沉淀，最后测量OD值，计算DNA

浓度，-20℃保存。

2．2 HPV 6、ll、16、18和58 Ll基因的克隆

2．2．1 PCR引物设计

根据已知GenBank收录的HPV原型序列，通过软件DNAStar

分别设计HPV6t951、1l[96JLl、HPVl6【9”、18[98】和58[991 L1基因

的特异PCR引物，共5对，引物序列、位置及PCR产物长度见

表2。

表2 HPV 6、11、16、18、58 LI基因引物序列、位置及产物长度

婴：∑ 引物 帝列(5’●3’) 引物位置(nI) 产物K度(bp)

6L1—L—堡坐丝筚丝竖——』塑旦1533垦!丝!!丝巡!堡 !!!至!!!
㈨—L—丝燮翌塑型咝L—j型二堑L 1515
R clgacagacaaltatlt．,tcllltgg 7286--7263

⋯—L—丝竖塑型型鲤———堕兰塑L 16。2

垦型堕竺墅型熙壁坚型 !!!生!!竺

18Ll—L—韭丝丝丝婴陛——_三塑=塑L． 1707

堡丝丝塑堡壁丝丝!竺 !!!生!!!1

58Ll—L—丝熊型型螋坠——』生兰塑L 1575
—— 垦 竺丝丝坚曼竺坚竺!竺型 三!!兰：型!——
2．2．2 PCR扩增各基因

HPV6、ll基因的PCR反应用本实验室保存的尖锐湿疣组织

提耿的DNA为模板。HPVl 6、18、58以宫颈癌组织的DNA为

模板。分别用HPV6、1l、16、1 8、58 L1基因的PCR引物，从

组织DNA标本中进行PCR扩增，PCR反应的总体系均为25uL，

内含模板DNA 1—21aL，dNTP O．25mmol／L，引物各O．25Itmol／L，

40
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MgCl2 2．5mmol／L，Taq酶1．5u。各基因PCR热循环参数见表3 a

嵌3 ltPV 6、JJ、16、】8、58 LI基田的PcR参数

2．2．3 扩增结果的观察与鉴定

各pCR反应结束后取10pL反应产物与1／10体积上样缓冲液

混合，进行1．O％琼脂糖凝胶IU泳：1xTAE电泳缓冲液(40 mmol儿

’Fri s一乙酸，1．0 mmol／L EDTA)，0．5 mg／mL溴化乙锭染色，以

5V／cm的电压电泳30rain后紫外灯下观察拍照。

2．2．4 PCR产物的回收

PCR产物电泳后，紫外灯下将台目的片段的凝胶切出，称重

后放入1．5mL微量离心管中，按MARLIGEN BIOSCIENCE Rapid

Extraction System 50 Reactions核酸纯化试剂盒说明书回收DNA

片段：按每10mg凝胶加入Ll液30uL的比例溶化凝胶，50℃水

浴I 5mi n，每2～3mi rl摇动一次，再保温lOmi rl；将溶化的凝胶

液转移至分离柱中，12000 r／min离心l mi rl，弃滤出液；加700

uL L2液12000r／min离心lmi n洗涤分离柱，弃滤出液；最后加

30uL 65～70℃的TE缓冲液，1 2000 r／min离心2min，洗脱DNA，

一20℃保存。

2．2．5 回收片段与载体的连接反应

参照pGEM西-T Easy Vector System I试剂盒说明{S进行连接

反应：墩3pL回收的日的片段1j 1pL pGEM一’Il F,say载体，再加入

T4 DNA连接酶l¨L和2x'l’4连接酶缓冲液5乩予0．5ml。的微量离
4I
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心管中，混匀后16℃温育4h，4℃过夜。

2．2．6 CaCl2法制备DH50感受念细胞

用无菌接种环将甘油冻存的DH5a菌液画线接种于不含Amp

的LB平板(按每l 59／L的比例I勺L8波体培养基加入琼脂配制，

高iE灭菌后钠制平板)上：37℃恒温箱培养16h；挑取生长良好

的单菌落，接种于5mL不含Amp的LB液体培养基(1000mL三蒸

水中溶解trypton 109、yeast extract 59、NaCI lOg，用5mol／L NaOH

调pH值至7．O)，37℃水浴振荡过夜培养；第二天按1％的比例转

接于20mL不含Amp的LB液体培养基中，37℃振荡培养2～3h，待

细菌至对数期生长期(0D。。=O．4)，将菌液冰浴15mi／3；分装于

1．5mL离心管中，4℃4000r／mi n离心5min；倒置离心管，用真

空泵吸净上清：加入1mL预冷的0．1fll01／L CaCl：悬浮菌体．冰浴

30分钟；4℃4000 r／min离心5mi n后，弃上清；再用100t．tL预

冷的0．1 moi／L CaCl z重悬菌体，放入4℃冰箱，7d内使用，或

每管加入201』L无菌甘油，混匀，一70℃长期保存。

2．2．7 转化

取5“L各片段的连接产物分别加到冰水混合物预冷的感受态

细胞中，轻轻混匀；同时将5uL pGEM-7Zf空载体质粒加入到一

管感受念细胞中，混匀作为阳性对照(生成蓝色克隆)，未经转

化的另一管感受念细胞作为阴性对照(无克隆生成)。各管感受

态细胞冰水浴中静置30mi n：42℃水浴热休克90s(注：不要摇动

管)后迅速移回冰水浴中1—2mi El；每管加入37℃预热的不含Amp

的LB液体培养基800I_tL，在37℃摇床中低速振荡(<225r／mi n)

培养45~90mi rl：4℃4000 r／mi rl离心5mi FI，吸出上清留至1009L：

轻轻混匀剩余上清与细胞沉淀，加入20％X-gal 4p．L与0。lmol／L

I PTG 209L，混匀后铺于含Amp(1 0099／mL)的LB琼脂平板上，

待水分吸收完全后倒置在37℃培养箱过夜培养。

2．2．8 重组质粒的筛选与鉴定

42
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(1)重组质粒的提取：将过夜培养的平板在4℃放置30min

左右待监色充分显现后，挑取平板上的生长良好白色单菌落，接

种于10mL的LB液体培养基(10099／mL Amp)中，37℃快速振

摇(>225 r／mi n)过夜；保存倍种后，用1．5mL离心管12000 r／min

离心lrain(每次约lmL)收集10mL菌液的菌体．用Wizard固PCR

Preps DNA Purification System试剂盒提取质粒DNA，操{1：方法

参照试剂盒说明书。

(2)重组质粒的鉴定：

1)PCR方法初步鉴定：扩增体系和条件见2．2．2。用1．O％

琼脂糖凝胶电泳鉴定，紫外灯下观察，有预期片段者为阳性重组

克隆。

2)测序鉴定：取PCR鉴定为阳性克隆的冻存菌液1mL，由

上海生工生物技术有限公司PE ABI 377自动测序仪完成测序。

所欹序列经http：ltwww．ncbi．nlm．ni h．gov／blast／迸行分析。

最终获得的各型HPV L1基因的重组克隆，分别命名为HPV6

L1一pGEM—T、HPVllLl—pGEM-T、HPVI 6Ll—pGEM·T、

HPVl 8L1一pGEM-T和HPV58L1-pGEM-T。

2．3 HPV TDI．FP荧光偏振分型检测系统的建立

通用引物GP5+／6+PCR扩增HPV L1基因序列片段的长度为

1 50bpt¨9】，扩增区域内的序列变异具有型特异性。基于HPV的

这种特点针对性地设计了能够区别GP5+／6+PCR扩增区域中

HPV6、11、16、18和58的型特异单链荧光掺入引物(特异寡核

苷酸探针)并选择了掺入的荧光素标记碱基；通过检测特异寡核

苷酸探针杂交后掺入的特异荧光素标记碱基的不同来确定病毒

的类型。该分型检测方法的建：立及优化是将HPV6、11、1 6、1 8

和58 L1基因作为相应型别HPV的标识基因，用上述2．2已获

得的备型L1片段的党隆重组质粒为实验对象进行研究。

2．：1．1川’V GP5+／6+通用ql物1)CR



第州军医人学坝I‘学位论义

GP5+／6+通用引物序列水自参考文献【加⋯，序列为

GP5+t sj-“tgltnctgtgtl)gla(g)gatact(c)ac一3j，

GP6+：3t—c“{c)atla)actaaatgtc(t)(．1a(1l{c)aa{c)aaag-5|。

以各型HPV L1克隆重组质粒为模板用GP5+／6+通用引物进

行PCR。扩增总体系25¨L，内含引物各0．1 51amol／L，dNTPs

0．25mmol／L，MgCl2 2．5mmol／L，模板2laL，强口DNA聚合酶1u，

补充水至25“L。循环条件为95℃变性3mi n后，94℃Imin，55

℃lmin，72"(2 2mi n，共30个循环；72℃延伸5mi n。空白对照采用

无菌去离子水代替质粒DNA。产物经2．O％琼脂糖凝胶电泳鉴定。

2．3．2扩增产物纯化

按照荧光偏振试剂盒说明岛进行。每5uL PCR产物中加入

2“L 10×消化酶(核酸外切酶I和虾碱性磷酸酶)，37℃温育lh，

消除剩余的引物和dNTPs，80℃加热20min灭活消化酶。

2．3．3 TDI掺入反应

向每管消化后的PCR产物中加入13“L由O．05pLAcycloPol

聚合酶、2．O／aL 10×rection buffer、0．5p．L 1 0／．tmol／L TDI引物、

1．0IxL R1 10-ddGTP／TAMRA—ddTTP终止子及9．4suL去离子水组

成的混合物。95℃预变性2min后，94℃30 sec，45℃40sec，共

30个循环，最后l 5℃延伸10rain，4℃保存。5型HPV特异性寡

核昔酸探针序列及相对应的3’端掺入荧光素标记碱基

(R“0～ddGTP／TAMRA—ddTTP)列于表4。

表4 5硝}IPV GP5+／6+区域内亚!特异性探针及其末端掺入的荧光索标记碱基

呲 P‘obe 5equ。nc。(5
7

—3’) Dye‘t。。minator

6 atccglaUclaCalcllccocaltJcacc(t TAMRA．ddTTP

1 1 atclglglctaaatclgctacalacacla TAMRA·ddTTP

16 atcaltatctgatgccatatgttccataga TAMPA—ddTTP

f8 cgcttctaggtgtcctgtacatggtccgcc TAMRA—ddrrP

58 gttatgcattgtaactaagcao,qgtacaac R】1 0-ddOTP
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2．3．4 荧光偏振检测

将反应产物加入384微孔板中用wallacl420 Victor2仪器检

测样品的荧光偏振值(FPl，测得的原始数据调入EXCEL由专用

相关软件“SNP macroVICTOR 384v 4，0”分析基因型。根据荧

光偏振检测仪检测的R110、TAMRA FP值的升高，来判断

R11 0-ddGTP／TAMRA—ddTTP的掺入，判断HPV基因相应型别。

2．3．5 HPV TDI-FP分型的特异性实验

2．3．5．1将PCR产物分别与自身及其它4型HPV的特异引物的荧

光掺入反应：采取同2．3．1～2．3．4中的方法，分别取以HPV6、

1I、16、18和58克隆质粒为模板、GP5+／6+为引物的PCR产物，

消化其中剩余的引物及dNl’Ps后，每一型的PCR产物分别与自身

及另4型的特异探针及荧光素标记碱基进行杂交延伸反应，检测

FP值，确定各型之间有无交叉反应。

2．3．5．2将其中两型PCR产物按不同比例混合后，分别与相应的

两型特异探针的荧光掺入反应：取常见型别HPV，如11与16、16

与18、16与58的PCR产物，各按4：1、3：2、2：3、l：4的比例

俩俩混合，分别与相应型别的特异探针及荧光素标记碱基进行杂

交延伸反应，检测FP值，判断HPV型别，即判断TDI-FP HPV分

型方法对IIPV混合感染的检测情况。

2．4 HPV TDI—FP分型检测方法在临床标本的应用及验证

2．4．I IIPV GPS+／GP6+引物PER扩增临床标本

以上述提取的182例窘颈瘸变组织DNA为模板，每个反应

21-tL，只j(；PS+／GP6+通ffj·jl物扩增。扩增体系及条件同2．3．1。空

白对照中采用无菌三蒸水代替模板DNA，相应型别I[PV的阳性对

照用前面建立的各型【．1质粒为模板。PCR产物均经2．0％琼脂糖

凝胶电泳撩定，扩增后有l 50bp条带者为HPV阳性，无l 50bp

条带者为HPV阴性。

2．4．2 IIPV GP5+／GP6+扩增阴性标本的DNA质量鉴定
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由于B一球蛋白普遍存在于生物体内，因此采用p一球蛋白的

PC04和PH20引物131，1 011扩增GP5+／GP6+PCR结果阴性的标

本，上游引物：5’．caacttcatccacgttcacc一3’

下游引物：5’一gaagagccaaggacaggtac一3’。

根掘有无268bp扩增产物来判断GP5+／GP6+PCR扩增阴性标本

是否由DNA质量不佳所致。如果PC04和PH20引物扩增后无条

带产生，则说明DNA质量不良，GP5+／GP6+引物PCR扩增阴

性的原因可能与此有关，此类标本将不纳入本研究。

该PCR反应的总体系为25pL，含样品DNA 2uL，dNTPs

O．25mmol／L，PC04引物和PH20引物各0．259mol／L，MgCl2

2．5rnmol／L，Taq酶1．Ou。 扩增参数设定为：94℃变性5min后，

94℃60s，55℃90s，72℃1rain，共35个循环；72℃延伸5rain。

用1．5％琼脂糖凝胶电泳鉴定扩增结果。

2．4，3 标本PCR产物的TDI反应、FP检测及HPV分型

PCR产物的消化及HPV型特异性探针杂交和荧光标记碱基的

末端掺入反应及FP检测同2．3．2～2．3．4。

2．4．4 标本HPV TOI—FP分型结果的测序验证

从HPV TOI—FP分型检测阳性的标本中随机挑选包含有5型

HPV的PCR产物共20例，操作同实验方法2．2．2～2．2．8。将扩增

片段电泳分离、回收克隆入pGEM．T easy载体中，每份挑选2个

经氨苄青霉索抗性和蓝白筛选并经PCR扩增鉴定的阳性克隆，

由上海博亚生物技术有限公司进行测序。所获序列通过

httD：／／www．nchi．nlm．nih．gov／blast／确定DNA类型，并与

rrDI～FP检测结果相比较。

2．4，j 统计学处理

宫颈病变组织中各型HPVDNA的阳性率用百分数表示，组

』日J差异作x2检验，P<0．05时差异有显著意义。
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二 实验结果

1 HPV各型Ll基因的克隆

1．1 HPV 6、11、16、18和58 Ll基因的PER结果

分别以尖锐湿疣和宫颈癌组织DNA为模板，设计的特异引物

扩增5型HPV Ll基因，取109L PCR产物用1．0％的琼脂糖凝胶

进行电泳，见图7。片段大小与预期相符。

图7 ItPVLl基因PER产物的琼脂糖凝胶电泳分析

M：DL 2000 DNA Marker由上至下：2000、1000、750、500、250、100bp(下同)

1：HPV 6 L1 PER结果(Yr段长1533 bp)：2：HPVll L1 PCR结果(片段长1515 bp)

3：HPVl6 L1 PCR结果(片段长1602 bp)：4：ttPVl8 L1 PER结果(片段长1707 bp)

5：HPV58 L1 PCR结果(片段长1575 bp)．

1．2 HPV L1基因的克隆和PCR鉴定

将上述各基因PER产物回收克隆入pGEM—T Easy载体，蓝白

筛选后提取质粒，分别用PCR扩增，电泳，挑选重组克隆(图8)。

图8 HPV各基因克隆重组体的PER鉴定

M：13L2000 DNA Marker：l：HPV乱卜pG刚一T(插入片段长1533 bp)：

2：HPVlILl—pGE～I—T(插入片段欧1515 bp)：3：HPVl6LI—pGEM—T(插入片段长1602 bp)

d：HPVl8LI—pGEM—T(插入片段长1707 bp)：5；HPV58L1一pGEM—T(插入片段k1575 bp)
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1．3 HPv L1克隆基因的序列测定

测序结果显示，HPV各型Ll基因的克隆重fl=【质粒中插入有其

各自完整的全长基因，基因的长度分别是：HPV6 L1：1533bp；

HPVll L1：1 515bp；HPVl6L1：1602bp：HPVl8L1：1707bp：HPV58L1：

l 575bp。基因序列虽有一定变异，但与已知相应HPV标准株的同

源性达99％(图9)。

HPV 6 1．1：
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2 HPV荧光偏振分型检测方法的建立

2．1 HPV GP5+／GP6+PCR

以上述构建的各型HPV L1重组质粒为模板的HPV GPS+／GP6+

通用引物PCR的2．0％琼脂糖凝胶电泳结果如图10。PCR片段长

度为l 50bp。

图tO 5型HPV重组质粒GPS+／GP6+PCR结果

M：DL2000 DNA Marker；B：空白对照。

l～5：HPV6、1l、t6、18和58 Ll重组质粒GP5+／GP6+PCR结果(150hp)

2．2 HPV TDI-FP分型检测

将上述5型HPV L1克隆质粒GP5+／GP6+PCR产物消化后，每

一型PCR产物分别与相应的特异性探针及荧光标记碱基反应，用

Victor2 Multilabel Counter进行FP检测。同预期的一样，各型发

生了特异的探针杂交反应和相应的特异碱基延伸反应，R110或

TAMRA FP值升高，空白对照则RIl0与TAMRA FP值均未升高，

表明来发生特异的杂交反应和特异碱基掺入反应，据此判断HPV

型别。结果如图11所示(每份标本重复两次)。
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图1l HPV TDI—FP分型检测结果

(1)tlPV6型与空白对照FP检测结果： (2)HPVll型与空白对j!《{FP检测结果：

(：3)HPVl6型与空白对照FP检测结果； (4)tlPVl8型与空白对照FP检测结果；

(5)HPV58型与空F1对照FP检测结果

2．3 HPV TDI—FP基因分型方法的特异性实验

2．3．1 5型HPV PCR产物分别与自身及其它4型HPV的特异探针

的荧光掺入反应

HPV6、11、1 6、18和58L1克隆质粒GP5+／GP6+PCR产物消

化后，分别与自身及另外4型的探针及标记碱基进行杂交延伸反

应，荧光偏振分型检测结果如图12(每份标本重复两次)。各型PCR

产物只与相应的特异探针发生杂交反应及特异的碱基掺入延伸

反应，而不与其它4型探针和相应掺入碱基发生杂交延伸反应，

说叫各型之削有无交叉反应。
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2．3．2两型PCR产物按不同比例混合后与两型特异探针的荧光掺入反应

取11与16、1 6与18、16与58的PCR产物，各按四种比例

俩俩混合，与对应的探针进行分型检测，如图1 3A～C。两型PCR

产物不同比例混合后均可与相应的特异探针发生杂交和延伸反

应，进一步表明此分型检测方法效率高，可检测出HPV混合感染。
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3 HPV TDI—FP分型检测方法的应用及验证

3．1 标本组织HPV DNA GP5+／GP6十PCR结果

182例宫颈病变组织DNA经GP5+／GP6+通用引物扩增后，所

得产物经2．O％琼脂糖凝胶电泳检测，显示HPV DNA扩增片段长

度为150bp(图14)，与预期的相符。182例宫颈病变组织标本中

HPV检出l 1 5例，阳性为率63．2％。

幽14临床标本GP5+／GP6+通用引物PCR扩增结果

M：DL2000DNA Marker； B：空白对照．

1～6：富颈病变组织；

3．2 HPV GPS+／GP6+PCR阴性标本的DNA质量鉴定

用B．球蛋白的PC04和PH20引物扩增l临床标本中HPV

GP5+／GP6+PCR阴性标本的DNA，产物经1．5％琼脂糖凝胶电泳观

察，均可见长度为268bp的扩增片段(图l 5)，说明提取的这些标

本DNA质量良好， GPS+／GP6+PCR阴性并非园标本DNA质量问

题，确属HPV阴性。

剀15 D一球蛋白引物扩增HPV PCR阴性标本DNA

M：0L2000 IJNA Marker：1～4：GP5+／GP6+PCR阴性标本扩增结果(268bp)
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3．3标本DNA TDI-FP方法HPV分型结果

采用HPV TDI-FP分型方法完成了182例标本中5型HPV的

检测。通用引物扩增标本DNA得到PeR产物后，分别与HPV6、ll、

16、1 8、58型特异探针及荧光标记碱基反应。TAMRA FP值增高，

表明发生了特异的探针杂交反应和预期的碱基TAMRA—ddTTP掺

入，分别对应HPV6、11、16和1 8型：R110 FP值增高，表明碱

基R11 0-ddGTP掺入，对应HPV58型：两者的FP值均未增高，

则表明没有发生特异的探针杂交反应及特异碱基掺入延伸反应，

为空白对照或表示标本中无此5型HPV感染：如果相应型别FP

值均增高，则表明HPV混合感染(图16)。

图16标本DNA HPV TDI—FP分型结果

图中左上象限内表示HPV6、ll、16和18：右下象限表示HPV58；

右上象限表示混合感染；左下象限空白对照及R1107FAMRA均未增高者。

表5宫颈病变组织HPV基因分型$

病变 HPV6 HPVll HPVl6 HPVl8 HPV58 混合型 未知型

慢性宫颈 8 9 9 3 2 4 4

29／73例 27．6％ 31．O％ 31．O％ 10．3％ 6．9％ 13．8％ 13．8％

癌前病变 4 5 26 1l 7 5 4

51／68例 7．8％ 9．8％ 51．O％ 21．6％ 13．7％ 9．8％ 7．8％

浸润癌 2 l 24 8 5 4 1

35／41例 5．7％ 2．9％ 68．6％ 22．9％ 14．3％ 11．4％ 2．9％

+l 由丁：存在混台感染，各型HPV的百分率之和可大丁-100％：

2 未知型指在本5型探针可检测范围之外的HPV。
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从图16可见，FP值集中在4个区域：空白对照和5型之外

的HPV感染(记录为HPV X)，因无此5型HPV型特异性探针

杂交反应发生，R110和TAMRA值均未增高，位于图的左下象限；

HPV6、11、16和1 8型位于左上象限，TAMRA值增高，HPV58

型位于右下象限，R11 0值增高；而位于右上象限的标本，R110

和TAMRA值均增高，则表明存在HPV混合感染。ttPV分型结果

见上表5。HPV 16是三组病例中单纯或混合感染中最常见的型

别，HPV5 8是富颈癌中第三种常见型别。HPVl 6、1 8和58三者

共占癌前病变和宫颈癌中所检出的HPV的83．1％与92．3％，明显

高于慢性富颈炎中的比例45．2％，差异有显著性∞(O．01)。HPVl6

感染共59例，其中单纯HPVl6感染53例，包括慢性宫颈炎7例，

癌前病变23例及浸润癌23例。

3．4 标本TDI—FP HPV：分型结果的测序验证

从HPV TDI—FP分型检测结果阳性的标本中随机选择20例标

本，经GP5+／GP6+PCR扩增后产物克隆入pGEM-T easy载体，每

份挑选2个经鉴定的阳性克隆，由上海博亚生物技术有限公司进

行测序，和TDI—FP检测结果相比较，两者的符合率为100％。但

是由于每份标本仅挑取了两个克隆测序，不易覆盖所有可能的基

因型，因此测序不适于对混合感染的检测，本测序标本中未检出

1例混合感染患者。部分标本测序结果见图17。

裹。趣激盘撞避＆幽豳越鹾酸滥避描蛳睑避趟超蝴妞蠡茹逊媳

HPV 6阳性标本测序结果
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图17部分HPV TDI—FP分型标本测序结果

三讨论

HPV型别众多，对HPV DNA的检测，既需广谱又要求具有型

特异性。杂交捕获、Sduthem杂交、斑点杂交、狭线杂交、特异

型探针及特异引物己广泛应用于HPV研究，但由于只能检测到有

限数量型别，需多重杂交反应、对同一样本中多种基因型检测敏

感性不高、需多重PCR，不能常规应用U02l。通用引物系统因可

检测广谱HPV型，应用更为广泛。

目前常用的通用引物系统针对的是各型HPV Ll基因内的序

列[1
00A 03A
04]，通用引物可以和多型HPV具有多态性区域两侧的

高度同源序列结合，既可检测广谱的HPV又能通过扩增区内的

多态性序列而确定HPV型别。最常用的通用PCR系统是

MY09／1 l、GP5+／6+和SPFl／2[2 51。

(1)MY09／11 PCR系统：1989年Manos等1]051通过对各型HPV

序列的分析，设计了HPV通用引物MY09／11，它能扩增多型HPV

綦冈，长度为450bp，用于检测广谱HPV。但对临床标本的捡出

效率、敏感性偏低，因此在临床诊断中的应用受到限制，但为其

它敏感度更高、扩增片段更短的通用引物系统的发展奠定了基

础。(2)GP5／6 PCR和GP5+／6+PCR系统：1990年Snijders等[t06i
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依据对各型HPV开放读框序列设计出两套通用引物：GP5／6和

GPll／12、两对20个b口的引物；两套引物能特异扩增各型HPV

的140～1 50bp片段。这两套引物成功地用于对宫颈癌细胞系和临

床标本广谱HPV的检测，并具有较强的特异性，与载体DNA无

交叉反应，敏感度达亚pg水平。1995年de Rode Husman等[⋯】

在GP5／6引物3 7端加上高度保守的3个碱基，建立了GP5+／6+

PCR系统，对HPV的检测更广谱、敏感性增加了10～100倍，

HPV阳性率从39％增加到43％。(3)SPFl／2 PCR系统：由于PCR

酶促反应利于短小片段，为提高敏感度，l 998年Kleter等【m3]设

计了另一套引物，仅扩增65bp短片段，与以上两PCR系统扩增

的大片段相比，敏感性更高。该系统可用于细胞刮片、石蜡切片

等多种标本类型，检测至少43个HPV基因型。但由于PCR片段

过短，不适于根据其扩增区内的多态性设计分型检测的特异探

针。

通用引物扩增后，可通过测序[931、Southern点杂交[tool、

EIA㈣71、型特异性PCR[Ⅲ1及探针杂交‘1091或狭线杂交⋯01进一步

区分HPV型剐，但这些方法都各具优缺点[93】，仍需要更适用的

HPV检测及分型新方法。

本研究HPV荧光偏振分型检测方法是基于TDI．FP原理设计

的。TDI—FP的适宜PCR片段大小在80一1000bp之间，最佳为

80-200 bp，研究证明TDI-FP方法具有以下优点：(1)通过引物扩

增、探针杂交及荧光标记碱基掺入三重把关，能够确保反应较普

通杂交更准确、特异；(2)不需要任何标记的引物，成本低；(3)

单碱基掺入反应(TDI)条件容易优化：(4)用荧光偏振做为检

测方式，FP值大小与荧光强度无关：(5)偏振值检测直接在溶

液中进行，不需要分离未结合的标记ddNTPs，测定在溶液中进

行可达到真正的平衡：(6)能满足从小规模的实验研究到全自动

高通量的大规模检测需要⋯”。因而具有简便、快捷、准确及高
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通量等特点。

由于浚方法具有很高的特异性和敏感性，而且操作简单，可

以实现自动化和高通量检测，同时在实验过程中没有用放射性同

位素等对人体有害的试剂，已被广泛用于人类SNPs的检测[91,94]。

其在研究病原微生物基因突变、药物基因组学等方面都具有广阔

的应用前景。

本研究中GP5+／6+PCR产物长1 50bp，是应用TDI．FP原理进

行HPV分型的理想片段，其两引物之问的序列在各型HPV中具

有的多态性，又有利于型特异性探针设计和便于优化、提高

TDI．FP实验的特异性。

本研究结合中国人群中HPV的感染特点，选择了常见的

HPV6、11、16、1 8和58型作为分型研究对象。首先以5型HPV

L1克隆重组质粒为模板，确立优化了各种最佳条件，然后在临

床标本HPV分型检测中，将这些测序证实的重组质粒作为阳性

对照，并加用空自对照从而确保实验的准确性和严密性。对本分

型系统中豹PCR体系与条件、消化时PCR产物的浓度、探针杂

交及延伸反应条件等均进行了优化。

将己知型别HPV的PCR产物与其它型别的特异探针和标记

碱基进行反应，均无FP值的增高，说明检测特异性高，各型之

间无交叉反应。而且通过将各型PCR产物混合后的检测，发现

该方法在病毒含量存在一定差异时也可检出混合感染，进一步证

实了其特异性。

对宫颈病变组织应用此方法进行HPV分型检测后，随机对

20例PCR产物进行测序分析验证TDI．FP结果。两种检测结果符

合率为100％。支持了其它学者的TDI．FP研究的验证结果[94l。

本研究基于TDI-FP这一新兴的高通量基因检测技术建立的

HPV分型新方法，只需一次扩增，即可检测5个常见的、覆盖

95％以上HPV感染患者的高、低危型HPV，并能检测多重感染，
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集快速、可靠、敏感、特异于一体，从而更适用于大规模临床筛

选和临床上广泛推广应用。而且，如欲通过本方法增加检测的

HPV型别．只需依据GP5+／6+PCR产物内的多态性增加HPV型

特异探针与相应荧光素标记碱基即可。

高危HPV持续性感染发生于富颈癌癌前病变CIN之前，是

CIN发生和进展的必要条件【lt 2]。低危型HPV导致的部分CIN I

和CINII极少到发展到CINIII或浸润癌。因此高危型HPV感染强

烈预示CIN的存在。高危型HPV感染进一步分型，有利于掌握

更多的疾病相关信息，对宫颈癌诊断、预防及治疗的研究有重要

价值。

通过该HP7分型系统在宫颈病变标本中的应用发现HPV在我

国陕西地区宫颈癌的感染率为85．4％，其中高危型HPV占所有检

出的HPV型别8：{．7％．同其它人群一样，我国宫颈癌妇女HPV感

染以16型为主，感染率50％左右，与其它报道类似D 5】。本组慢

性富颈炎患者中的感染率为：37．(J％(27／73)，但其中的

HPV48．1％(i 3／27)为高危型HPV，提示这些妇女存在患宫颈癌的危

险，须加强对这些妇女的监测。本研究还发现高危型HPV58在两

组富颈病变中都不少见，仅次于HPVl6和HPVl8。HPV58型也在

中国台湾、上海和香港⋯3]的妇女中，尤其宫颈癌患者中的感染

率也相对较高，今后的我国HPV研究中值得关注。

用该HPV分型检测系统筛查补充传统的细胞学普查，对确

定高危人群、预警HPV相关的细胞癌变，及时发现和预防、治

疗早期癌变都十分关键。
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第二部分

HPVl6E7和H-ras基因点突变检测系统的建立和应用

引言

HPVl6属于高危型病毒，在HPV相关恶性病变中感染率撮

高，宫颈癌组织中的检出率达50％，在宫颈癌等疾病的发生中起

着重要作用。HPVl6 E7蛋白是肿瘤细胞转化的主要癌蛋白，通

过失活肿瘤抑制蛋白Rb而发挥转化作用。HPVl 6E7蛋白N端区

具有强抗原性，其中2l～29位氨基酸介导pRb抑癌蛋白的结合，

是与pRb结合的最关键位点。E7基因第647位A—G突变导致

表达产物第29位氨基酸由天门冬酰胺变为丝氨酸，将影响HPV

的转化作用和免疫原性等生物学特性。

H-ras 12、l 3和61位密码子在癌组织中明显高于正常组织中

的突变率。TaS基因中最常见的突变是H-ras第1698位核苷酸f第

12位密码子)的G—T(Gly—Val，甘氨酸一缬氨酸)点突变。研究

提示发生此位点突变的个体倾向于癌变或处于易感状态。

目前研究认为以上两突变的出现有助于进一步确定倾向癌

变的超高危人群，如宫颈组织检测到HPVl6感染又有E7及H-ras

的突变则提示患者有恶变的可能应早期采取干预措施。但目前大

多数基因突变检测方法不同程度地存在通量低、成本高等不足。

本部分研究建立和验证了快速、高通量、敏感的基因突变检

测新方法，并应用其分析了本研究样本中我国陕西省富颈病变中

两突变的发生情况，旨在高危HPV分型的基础上检测恶变相关

基因点突变以进一步确定可能发展至癌变的危险程度。结果表明

该点突变系统对于HPV相关恶变疾病的筛查预警、指导治疗提

供了有效的检测技术平台。
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一实验材料和方法

1实验材料

1．1主要实验仪器同第一部分。

1．2分子生物学试剂

1．2．1主要工具酶及生化试剂 同第一部分。

1．2．2试剂盒

荧光偏振试剂盒：AcycloPrimeTM—FP SNP Detecti on Kit G／T

和C／T，美国PerkinElmer公司。余同第一部分。

1．2．3菌株和质粒同第一部分。

1．3分析软件同第一部分。

1．4研究对象

选取第一部分实验确定的单纯HPVl6阳性的浸润癌53例，

其中慢性宫颈炎7例，+低度鳞状上皮内病度(LG-SIL)13例，高度

鳞状上皮内病变(HG—SIL)10例，浸润癌(ICe)23例。

2实验方法

2．1 HPVl6E7和H-ras基因点突变的系统的建立和应用

2．1[tPVl6E7和H-i'aS TDI—FP点突变方法的建立及优化

2．1．1 HPVl6E7和H—ras基因的克隆

2．1．1．1 HPVl6E7和H-ras基因扩增引物设计

根据GenBank中HPVl6序列(NC一001526)和H-ras序列

(300277)由软件DNAStar设计了两基因PCR扩增区域中上下游引

物和特异的单链荧光掺入引物。由北京赛百盛公司合成。引物序

列、位置及PCR产物长度见表6。
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H-FaS R gagacagggccacagcaccat 1 890_一1 870 237

TD|tggtggtggtgggcgccg 1680—1697

2．1．1．2 PCR扩增标本中HPVl6E7和H-ras基因

扩增总体系均为25I_tL，其中上下游引物各0．259m01／L，10×

PeR缓冲液2．59L，MgCl2 3．0mmol／L，dNTPs 1509mol／L，模板

1uL，，a口DNA聚合酶1．Ou。HPVl6E7基因扩增条件：94℃变性

5min，然后94℃40sec，53℃30Sec，72℃40sec，35个循环后

72℃延伸7min。空白对照中采用无菌去离子水代替标本DNA。共

扩增HPVl6阳性标本7例。H-ras基因扩增条件：95℃变性5min，

然后94℃40sec，62℃30sec，72℃40sec，35个循环后72℃延

伸7mi n。取l 0例宫颈癌标本为模板。

2．1．1．3 扩增产物的观察与鉴定、回收、与载体连接、转化及鉴

定过程除PCR条件外同第一部分2．2．3～2．2．8。

2．1．2 HPVl6E7和H-rEiN突变检测体系的优化

影响TDI—FP方法检测结果的主要因素是PCR产物的浓度，

参照分型实验部分的实验结果确立了最佳的PCR条件，用上述

的重组质粒建立了系统对照。(每个反应重复两次)。

具体实验过程如下：

2．1．2．1 扩增HPVl6E7和H．ras基因

用含HPVl6E7和H．ras未突变与突变基因的重组质粒模板

l“L(原液100倍稀释)。扩增条件同上2．1．1．2。
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2 1．2 2 扩增产物的消化 同第一部分2．3．2。

2 1．2．3 TDI掺入反应

HPVl 6E7：所用终止子为R110-ddCTP／TAMRA—ddTTP。反应

条件：95℃预变性2min后，30个循环：94℃l 5sec，54℃30sec，

最后1 5℃延伸10min。

H．ras：所用终止子为Rll0一ddGTP／TAMRA—ddTTP。反应条

件：95℃预变性2min后，30个循环：94℃l 5sec，58℃30sec，最

后1 5℃延伸lOmin。其它反应条件同第一部分2．3．3。

2．1．2．4 荧光偏振检测 检测方法同第一部分2．3．4。

2．2 HPVl6E7和H．ras突变检测系统在临床标本的应用及验证

2．2．1 PCR扩增标本中HPVl6E7基因和H．ras基因

分别取标本DNA 59L为模板，空白对照中采用无菌三蒸水代

替DNA，相应型HPVl6和H—ras对照用前面建立的质粒为模板。

其余PCR条件同前2．1．1．2。

2．2．2标本PCR产物的TDI反应和FP检铡

PCR产物的消化及特异性探针杂交和荧光标记碱基的末端掺

入反应及FP检测同上2．1．2．1～2．1．2．4。

2．2．3 TDI-FP方法检测标本突变结果的测序验证

随机挑选HPVl6E7突变与未突变标本各5例，因H．ras突变

的标本中存在正常的H．ra$，因此需挑取多个克隆才能获得突变

克隆，故只随机择挑选了5例未突变进行测序，同上2．1．1操作，

将其电泳分离、回收克隆入pGEM．T easy载体中，每份挑选2个

经氨苄青霉素抗性、蓝白筛选，阻及PCR扩增鉴定的阳性克隆，

出上海博亚生物技术有限公司PE ABl377自动测序仪测序。

2．3．4 结果的统计学处理

采用f检验比较对照和病例组基因突变的差别，用比数比

(oR)和95％可信区间(95％c1)来估计组间相关程度。所有数据均

由SPSSl 0．0统计分析软件包处理。P<0．05差异有显著意义。
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二实验结果

l HPVl6E7和H．17Rfi TDI．FP突变检测系统的建立及优化

1．1 HPVl 6E7和H．ras基因的克隆

1．I．1 HPVl6E7基因的克隆结果

1．1．】，1 PCR扩增标本中HPVl6E7基因

以HPVl 6阳性标本为模板PCR产物109L 1．5％琼脂糖凝胶

电泳结果如图l 8。PCR片段长度为168bp。

图18标本中HPVl6 PCR结枭

M：DL2000 DNA Marker B：空白对照

1～7：标本HPVl6PCR结果

1．1．1．2 HPVl6E7T-easy重组质粒为模板的PCR产物电泳结果如图19

图19 HPVl6E7基因克隆重缌质粒PCR鉴定结果

M：DL2000DNAMarker B：空白对照1～7：HPVl6E7重组质粒PCR结果

1．1 3 HPVl6E7克隆基因的测序结果

挑取的7个克隆测序结果显示，克隆重组质粒中插入基因的
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长度是168bp。其中有2个标本的HPVl6E7基因647位点发生

了A—T的点突变，其余5个未突变。(如图20，21)

二。 。 ?j、麓揣暑j■ ['11二．=)11 4111“；嚣‘i“=～‘?⋯⋯⋯。

、 。5 ￡．，， ，．；， ^，t． 二

⋯、 一～～t蔓二．，一“-j．，一●j未一-童．掘～，纛琏童‘-：薹奠囊j蔓羔薹a。I；趣燕童型}囊七“二j：叠鬈《
1
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图20 HPVl6E7基因克隆的序HIll定(未突变)
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纛曩盎jii窿遴飘遴簿囊i盎敞i：攀蓥泌毽磷，。簟辩!奄i董斓
嚣≮蠢ji嚣盎裁墨盎篷爱箍遗j麓鐾勘＆越羹箍!g篁避￡?’‘蹙童j燕!羔。≤
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I，2盎。16矗蔓羔。斑i蔓量￡]醯。越!；曩!l羔≤l急l羝叠蠢￡盈是二盎：譬蛾寇酸：≥潍趣x瓤=氆；蠡：；啦。_
图21 HPVl6E7基因克隆的序列测定(突变)

1．1．2 H-ras基因的克隆结果

1．】2．1 PCR扩增标本中H—ras基因

用PCR产物109L进行1．5％琼脂糖凝胶电泳，结果如图22。PCR

片段长度为237bp。
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图22标本中H．ras PCR结果

M：DL2000 DNA Marker B：空白对照

1～7：标本H—ras PCR结果

1．1．2．2 H—ras基因的克隆鉴定

H’ras T-easy重组质粒的PCR产物电泳结果237bp长如图23

图23 H-ra$基因克隆重组质粒PCR鉴定结果

M：DL2000 DNA Marker B：空白对照

1～6：H—ras重组质粒PCR结果

1．12_3 H—ras克隆基因的测序结果

结果显示，克隆重组质粒中插入基因长度是237bp。标本中有3例发

生了G—T突变，其它为未发生突变。测序结果见(如图24，25)。

～⋯1_‘。。％々。!。誓=。：i薯w i⋯ ，尊黑，意÷蕊：嚣?：i：‘筑z三竺：_兰?⋯”‘_“

睁》紫一j哮j嬲螺醚鲰趣虢涮臻垒剥辫噤峨蜒捌蜊臻固掣蚴
豳躐鳓蝤簿趣嘲删瓣髓辫蝻掣燧麟誊瓣4
岛泰鬟霸瀚蠡垫熬i擒馘i渤喇懿趣遂盥遮盎涮蝤剿豳渤熬媛塾銎≤

“。’烈黑_!蔓i’。空：1I型氍’：J|2ii"：‘熬拔拦芭111麓般譬_¨曼墨，篓望竺b!畿置麓：=：_|爱=毫Kj譬j跗薹。薯!

．。|1。。．，k一?7．、t Ii8。』、L∞n。。。j。r．．ij、?‰。|～·．???it÷。．、j，j．j?i?
。一 ‘一 、j⋯。“““。‘～’一一⋯一一n j一一n w■·、 一÷≮”．“⋯．

幽24 H—ras基因克隆的序列测定(未突变)
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图25 H—ras基因克隆的序列测定(突变)

1．2 点突变检测体系对照的优化结果

将上述HPVl6E7和H-ras突变与未突变克隆质粒为模板

PCR产物中余留的引物及dNTPs消化后，分别与特异性探针及

荧光标记碱基混合反应，Victor2 Multilabel Counter进行FP检测。

发生了相应的特异碱基掺入延伸反应，R110或TAMRA FP值升

高，空白对照则R110及TAMRA FP值均未升高，表明未发生特

异的杂交反应及继之的特异碱基掺入延伸反应，从而判断是否突

变。结果如图26所示(每份标本重复两次)。

莲 妊i ；|{||一9∞柏釉l口'∞I∞¨0'∞1蛐

X．■瞎

IPI+IO{r一)

HPVl6E7检测结果

●鞠柚‘I鞠'∞'2口140'S0’lO

X●●d●

甜t0{嗍

H-l'as检测结果

图26 HPVl6E7与H．ras系统优化结果

从上图结果可见，无错误掺入，与预期结果相一致。
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2 临床标本中HPVl6E7和H-ras突变检测结果

2．1 标本DNA TDI-FP方法HPVl6E7突变检测结果

2．1．1 HPVl6E7突变检测结果

应用HPV TDI—FP突变检测方法完成了53例标本HPVl6E7

突变的检测。HPVl6E7特异性引物扩增标本DNA得到PCR产物后，

分别与特异探针及荧光标记碱基混合反应。根据TDI-FP原理，

R110一ddCTP和TAMRA—ddTTP掺入时其各代表的偏振值(FP)将增

高。经检测有15例标本的结果位于散点图右下象限，表示

ddCTP—R110掺入，即A—G突变：38例标本结果位于左上象限表

示有ddTTP—TAMPA掺入，无突变；空白对照结果位于左下象限，

表示无终止子掺入。如图27

辫
目_a“

．． 嘲嘲敝

。 加 ∞ ∞ 锄x盟‰’20’∞1蜘180 2∞

剐tO rmPl

图27标本中HPVl6E7基因突变检测结果的散点图

2．1．2突变检测结果统计分析

表7标本中HPVl6E7基因647点突变的分析

枷御御埘御瑚钟∞∞∞o
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2．1．3 标本TDI．FP HPV检测结果的测序验证

随机选择10例HPV TDI—FP分型检测出的HPVl6感染阳性

标本，将其PCR扩增产物克隆入pGEM-T easy载体中进行测序，

确定HPVl6E7 647位点突变情况，与TDI—FP检测结果比较，两

者的符合率为1 00％。部分标本测序结果见图28．29。
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图28 HPVl6E7 TDI—FP检测标本的测序结果(未突变)
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图29 HPVI 6E7 TDI—FP检测标本的测序结果(突变)
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2．2 H．ras突变检测系统在临床标本中的应用

2．2 1 H—ras突变检测结果

应用H。ras TDI-FP突变检测系统完成了53例标本H．ras突

变的检测。根据TDI—FP原理，R110-ddGTP和TAMRA—ddTTP掺入

时其各代表的偏振值(FP)将增高。图30，由于标本中同时有H-ras

-F常和突变两种基因，位于散点图右下象限的45例标本表示

ddGTP-Rll0掺入，无突变：8例标本结果位于右上象限，

ddGTP-R110掺入的同时又有ddTTP—TAMRA掺入，表示内含G—T

突变的细胞；空白对照结果位于左下象限，表示无终止子掺入。
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图30标本中H-ms基因突变检测结果的散点图

2．2．2突变检测结果统计分析

表8标本中H-ras基因1698点突变的分析

Notc^x 2=】．446

从表8可见对照与病例组H—ras 1698位的突变统计学差异不

显著，但宫颈癌中突变率明显高于癌前病变(26．0996～8．70％)和

慢性宫颈炎组织。
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2．2．3标本TDI．FP H—ras检测结果的测序验证

随机选择5例H—ras TDI—FP检测突变的标本，将其PCR扩

增产物克隆，测序后结果与TDI—FP检测结果比较，两者的符合

率为100％。部分标本测序结果见图3l，32。

受巍妻蠡逛盖爰盖毯筮：篷盘建A逮、i照《袋i。￡盛=：△数i盛，娃凝斑磊：n毯&＆盘盛王蠹≤

图3 1 H-ras TDI—FP检测标本的测序结果(未突变)
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图32 H．ras TDI—FP检测标本的测序结果(突变)
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三讨论

本研究部分在TDI．FP技术的基础上建立了HPVl6E7 647位

和H．ras 1 698位点突变检测系统，它是PCR技术与荧光偏振技

术的有机结合而形成的一种新的基因变异分析方法。在PCR高

特异性的基础上荧光偏振检测方法又极大地提高了TDI方法的

敏感性。荧光偏振方法适用于DNA与DNA、蛋白质与DNA、蛋

白质与多肽、蛋白质与蛋白质等生物分子之间的相互作用。目前

TDI—FP已经用于基因组单核苷酸多态性(SNP)和单体型等研究领

域。

随着人类基因图谱草图的公布和各种病原体基因序列的揭

示，这都将极大的促进疾病相关基因的结构和功能研究，特别是

基因缺失、错位、突变(有义突变)等与疾病的关系。PCR扩增

技术问世以来，建立于扩增基础上的突变检测技术使检测靶DNA

(目的DNA)含量和／或突变靶序列比例过低、检测灵敏度不足等

难题得以克服，使得分子诊断技术进入了新阶段。在过去十多年

中，出现了诸如经典的PCR—RFLP、AS0以及0LA、COP、PEX等点

突变的检测方法及近年来的反向限制性位点突变分析(iRSM)、荧

光PCR(SYBR Green I结合熔解曲线分析技术、荧光共振能量转

移结合探针熔解曲线分析技术)、基因芯片、等位基因特异性扩

增技术(ASPCR)等检测手段。

TI)I—FP技术是一种全新的基因突变异分析技术，用于基因点

突变的检测有突出的优点，首先它的特异性和敏感高：引物扩增、

探针杂交及荧光标记碱基掺入三熏把关保证了其高特异性与敏

感性。其次是检测系统容易建立和优化，检测快速且通量高，一

天之内可以完成数千个位点分析。另外引物不需要特殊修饰，操

作简便．所以成本低廉。因而具有简便、快捷、准确及高通量等

特点。

我国人群高危HPV感染型别中也以HPVl 6为主，各早晚期
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基因均存在不同形式的突变。其中HPVl6E7蛋白N端区的2l～

29位氨基酸介导pRb抑癌蛋白的结合，是与pRb结合的最关键

位点。E7和Rb蛋白之间的相互作用是恶性转化的最重要机制。

HPVl6 E7基因第647位A—G突变将改变其生物学功能如结合

pRb的能力，影响HPV的转化作用和免疫原性等生物学特性。

在韩国的一项研究中发现该突变与对照组相比有差异，本研究发

现其在宫颈癌中突变率为43．48％，和国外及香港均有差别，而

且突变率随病变程度的升高而增加，提示该突变可能是HPV致

癌的一个高危因素。

国内岁卜很多研究都提示ras基因突变与肿瘤密切相关。ra$

家族基因第12位、13位及6l位密码子的点突变可使其获得转化

细胞的能力。在人类肿瘤中ras基因激活是12、13、61位密码子

单核菅酸替代的结果。?它们能通过质量(突变)和数量(蛋白过表达)

的改变机制获得转化能力。ras癌基因广泛参与的人类癌症包括

结肠、前裂腺、胰腺、肺、膀胱、乳腺和卵巢等组织。目前有关

ras基因突变在宫颈肿瘤形成中的作用研究结果不尽一致。本研

究发现对照与病例组H—ras 1698位突变统计学差异不显著，但宫

颈癌中突变率明显高于癌前病变(26．09％～8．70％)和慢性宫颈炎

组织，实验结果提示两种突变合并出现进一步预警患者癌变的危

险性，需要给予密切关注。统计学结果与样本量大小及分组方法

直接相关，本研究因lqPVl6阳性病标本数量有限，未作进一步的统

计分析，只是初步进行了突变检测方法的应用和验证，利用该方

法扩大恶变相关标记基因的数量和研究的人群将为疾病的筛查、

预警提供更可靠的依据。

为了进一步准确地对宫颈癌高危人群进行确认和指导防治

措施，在HPV分型的基础上利用TDI—FP技术对与宫颈癌进展有

关的癌变相关点突变进行监测，以期获得更多的疾病相关信息。

在系统建立过程中通过突变与未突变的质粒对点突变检测系统
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进行优化，使系统能够有效稳定地工作。

本研究利用建立的突变检测系统对53例HPVl6阳性的标本

的E7基因进行检测发现突变15例，未突变38例。53例H—FaS

基因进行检测发现突变8例，未突变45例，随机抽检经测序证明

与点突变检测系统的结果相一致。

因此TDI—FP方法的特点是简单、准确、快速、自动化程度

高，易于推广：操作过程中无污染。具有很大的应用和发展潜力，

浚方法在突变检测中将会发挥越来越重要的作用。
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小 结

1本研究在TDI—FP技术平台的基础上构建了快速、高通量

的常见HPV荧光偏振分型检测系统，能够检测出HPV6、ll、16、

18、58型。以各型L1基因为模板，用HPV通用引物GP5+／6+进

行扩增，将模板介导的染料标记终止子掺入反应与荧光偏振检测

技术相结合，应用探针杂交延伸反应对扩增产物进行HPV分型。

并将该方法应用于182例富颈病变标本进行HPV DNA分型，与DNA

测序比较，二者对单一型ttPV检出符合率为100％，而对于HPV

混合型感染，本方法优于测序。

2在TDI—FP技术的基础上建立和优化了HPVl6E7 647位与

H-FSS 1698位核苷酸点突变检测系统，并应用它们分别进行了

53例HPVl 6阳性宫颈病变标本中两位点突变的检测。宫颈癌中

HPVl6E7 647位突变率为43．48％，而且突变率随病变程度的升

高而增加，提示该突变可能是HPV致癌的一个高危因素。H-TSS

1698位突变是提示癌变的高危信号，可作为HPV相关疾病恶变

的辅助诊断分子标记。荧光偏振突变检测方法与测序相比检出符

合率为1 00％。高危HPVl6感染患者进一步检测癌变相关基因的

突变可以更早、更准确地预警癌变的发生。

3以TDI．FP为基础的常见HPV分型和癌相关基因突变检测

系统能够用于对HPV感染相关病变的筛查及相关恶变疾病的研

究如对宫颈癌高危人群的筛查及确定超高危人群，是一种具有临

床应用前景的高通量、快速、准确的基因检测分析方法，将为

HPV相关疾病的研究与防治提供方便、实用的技术平台。
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