
人乳头瘤病毒 !"#$%& ’%()**+$%,)-#./ "’01为
高度异质性小 234病毒群体，型别众多，主要感染
皮肤及粘膜上皮组织。低危型 "’0如 5、66型，主要
引起生殖器疣和良性宫颈病变，高危型 "’0如 65、

67、87型，与宫颈癌及阴道、外阴、阴茎、肛周癌和癌
前病变密切相关 9 6 :。"’0分布广泛，但在不同地区各
型相对感染率有明显差别。已知 "’05型是欧美地
区尖锐湿疣的主要致病因子，感染率在 ;<=以上，
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尖锐湿疣患者人乳头瘤病毒 5、66型的检测及 ?6基因的序列分析,
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摘要 目的 检测尖锐湿疣患者组织中人乳头瘤病毒 !"’01 5 型和 66型的感染率，分析 ?6 晚期基因序列及其蛋
白质的氨基酸序列，为基因工程疫苗的研究提供依据。方法 采用 ’AB方法测定北京和锦州两地区 CD 例尖锐湿疣患者
病损组织中 "’05 型及 66型的感染率/并扩增 ?6晚期基因，构建重组测序质粒，双脱氧法测序观察其变异状况。结果

"’066 型感染率为 ;CE 8= !>8 F CD 1，5 型感染率为 DDE 6= !68 F CD 1 / 其中两型混合感染率为 6;E 5= !5 F CD 1。66型 ?6
基因 ; G 7 个碱基变异，推导的蛋白质一级结构中可能有 6 G C 个氨基酸变异，5 型 ?6 基因仅有 C个碱基发生同义突
变。结论 检测的 CD例患者中以 "’066 型感染为主，兼有 5 型和两型的混合感染。66 型 ?6基因及蛋白有一定变异，5
型 ?6基因仅发生少数碱基同义突变。
关键词 尖锐湿疣 人乳头瘤病毒 5型 人乳头瘤病毒 66 型 晚期基因 6
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图 ! $%&扩增及限制性内切酶片段分析鉴定尖锐
湿疣中的 ’$())、# 型

"#$ ! *+, -./012 34 ’$( # 516 )) 01 7316.8395-5 57:9015-5
;. $%& 59/804075-031 516 <,=-<07-031 ,1>.9, 4<529,1-
5158.=0=
5? $%& =/,70407 59/804012 ’$( -./,))@ # 01 7316.8395-5
57:9015-5 ,A59/8,= ;? $%& /<36:7- 78,5B,6 ;. &=5C <,=-<07D
-031 ,1>.9,E F51, ) ? /G&H!! I ’014C J5<K,<E F51, !? ’$(#
014,7-,6 ,A59/8, L !!M ;/ 59/8040,6 ;. $%& 516 )H!@ N# ;/ O
78,5B,6 ;. &=5C P E F51, H? ’$()) 014,7-,6 ,A59/8, L!!M ;/
59/8040,6 ;. $%& 516 )##@ #! ;/ O 78,5B,6 ;. &=5C P E F51, "?
’$(#@ )) 73 O 014,7-,6 ,A59/8, L !!M ;/ 59/8040,6 ;. $%& 516
)##@ )H!@ N#@ #! ;/ O 78,5B,6 ;. &=5C P E F51, Q? ’$(# 731D
-<38E F51, #? ’$()) 731-<38E F51, R? ’$()# 731-<38 L 8,4-
/07-:<, P

其次是 ))型 S ! T。我国有关致尖锐湿疣的 ’$(主要
型别的分子流行病学资料尚不足。本研究对引起尖

锐湿疣的 ’$( 主要型别做了初步调查，同时克隆
分析了晚期基因 F)的序列，为 ’$(感染性疾病的
防治研究提供一定依据。

材料和方法

研究对象 北京协和医院皮肤科或锦州医学院

附属第二医院皮肤科临床诊断为尖锐湿疣的 H"例
患者，男性 )N例，女性 )Q例，年龄为 !U V "H岁，病
程 "天 V )年，切取病变组织，提取 WXY，进行 $%&
扩增。

主要材料 质粒 /G8:,=7<0/- Z[ \ ] 本室保存，
普通 *5^酶及 $%&试剂为 $<39,25公司产品，_AD
/516*J F312 *,9/85-, $%& Z.=-,9为 &37+,<公司产
品，*5^ /8:=!为 Z51231公司产品，限制性内切酶
&=5"、G59’"、G=-X"、$=-"、*5^"为本所产品。

%&’测定 (%)* + ,, 型 选取 ’$(基因组中
早期基因 _#、_R之间的一段保守序列，设计 ’$(#
型及 ))型特异性引物（图 )），$)：Q’O *‘%*YY**% O
‘‘*‘%*Y%%*‘OH’，$!：Q’O‘Y‘%*‘*%*Y%*YY* O
*‘%*% O H’，上海生工公司合成。QU #8 $%&反应体
系中含 !a WXY聚合酶，)#2模板，各 !Q /938 $)和
$!。$%&循环参数为 N"b变性 ) 901@ Q"b复性 )
901@ R!b延伸 ) 901@ 循环次数为 HU次，末次循环
结束后 R!b延伸 Q 901。!c琼脂糖凝胶电泳观察
$%&产物及其 &=5"酶切结果。

-,晚期基因 %&’扩增、克隆和测序 $%&特异
扩增 ’$(# I ))型全长 F)基因。引物设计如下：))型
上游引物：Qd O %%‘‘YY**%%*%%*‘%***Y%%*Y O
%Y‘‘%OHd@下游引物：Qd O%‘‘‘‘%%%**Y%****O
*‘‘****‘‘*Y%‘OHd，#型上游引物：Qd O%‘‘‘YO
*%%%*%%*‘%***Y%%*Y%Y‘‘% O H d，下游引物：
Q’O %%%YY‘%****Y%%Y***Y‘****‘‘%‘%‘% O
H d @ 四条引物分别携带 _73&C、Y/5C、G59’C、’016CCC
酶切位点。$%&反应体系同前，循环参数为 N"b变

性 ) 901@ QMb复性 ) 901@ R!b延伸 ! 901@ 循环次
数为 HU次，末次循环结束后 R!b延伸 M 901。$%&产
物经过 G59’"、G=-X"、$=-"、*5^"酶切鉴定正确，再插
入质粒 /G8:,=7<0/- Z[ \相应多克隆插入位点，应用 $
互补法筛选阳性克隆。双脱氧终止法测定 F)序列 L赛
百盛公司完成 P。

结 果

尖锐湿疣中 (%)* + ,, 型别的测定结果 从 H"
例患者病变组织中提取的 WXY 经 $%& 扩增后均得
到位于早期基因 _#、_R之间的 !!M ;/长度的保守序
列（图 ! Y），该序列经 &=5"酶切后，!Q例（RH? Qc）标
本得到 )## ;/和 #! ;/的两个片段，证实为 ’$())
型，)Q例（""? )c）标本得到 )H! ;/和 N# ;/的两个
片段，证实为 ’$(#型，#例（)R? #c）标本得到上述
四种不同长度的切割片段证实为 ’$(#、))型混合感
染 L图 ! GP。

图 , ’$(#、))$%& 片段位置及 &=5C酶切位点
"#$ , F375-031 34 ’$(#，)) $%& 4<529,1- 516 -+, &=5C

78,5B52, =0-,
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图 ! 限制性内切酶分析 34566型 K6 基因 4>I产物
"#$ ! I’(+L,1+,-. ’.MN$’ #.#&N(,( -/ 4>I %L-2*1+ -/ 345

+N%’ 66 K6O’.’
K#.’ 6P %QIC@@ R 3,./ S )#LT’LU K#.’ @P 4>I %L-2 V
*1+ V 6:?9 0%U K#.’ CP Q#$3 S 1&’#7#O’ V 6C?@ 0%W
@?D 0%U K#.’DP Q(+ XS 1&’#7#O’ V 66?? 0% D?9 0%U
K#.’ :P 4(+ S 1&’#7#O’ V <?D 0%W DC: 0%W C9< 0%U
K#.’9P =#Y 1&’#7P #O’ V 6D6? 0%W H9 0%P

附表 34566、9 型 K6碱基及氨基酸变异
%&’() )*+#+,-.( -/ 0#(’( #.2 #$,.- #1,2( ,. 345

66W 9K6 O’.’ #.2 K6 %L-+’,.

*+ 基因测序分析结果 K64>I 扩增产物及其
Q#$3!、Q(+X!、4(+!、=#Y!酶切结果如图 C、D，与原型
（%L-+-+N%’）34566、9型 K6基因序列限制性内切酶
酶切位点分析结果一致。随机测定两个 66 型标本
Z 89、J@[和一个 9型标本 Z 8D [ K6基因序列，并推导
K6蛋白氨基酸序列，并与原型比较，可见 66型 K6
碱基变异较多，并有错义突变而导致相应 6个和 C
个氨基酸的改变，9型碱基的变异少且均为同义突
变（附表）。

讨 论

本研究中 CD例尖锐湿疣 345主要型别的测定
结果说明，3459型与 66型同样是被检尖锐湿疣标
本的主要致病因子；就 3459型和 66型而言，被检
尖锐湿疣标本以 66型感染为主，感染率为 <CP :\，
9型感染率为 DDP 6\，此与欧美地区以 3459型特
别是 9#型感染为主结果不同，这反映出尽管两型病
毒均为主要致病因子，但它们在感染频率和分布上

可能存在着一定的地区差异。K6基因编码的 K6蛋
白是乳头瘤病毒衣壳的主要蛋白，多种乳头瘤病毒

重组 K6蛋白能够自发折叠为病毒样颗粒 Z5K4[，免
疫机体后可刺激 Q淋巴细胞产生中和抗体，从而阻
断病毒感染。因而 K6基因和 K6蛋白成为基因工程
疫苗的重要靶向基因与蛋白。本研究中基因测序发

现 34566 K6变异较多，并导致 K6蛋白变异，这在
345型内变异、K6蛋白免疫原性变化、以及基因工
程中外源基因表达等方面的意义需要深入研究。

针对 3459、66型及其它型别感染的基因工程
疫苗的研究已在世界各地开展，个别型别的疫苗已

经进入临床试验阶段 ] CW D ^。我国有关防治 345感染
的基因工程疫苗的研究正在起步，而相关的流行病

学资料是疫苗研究的前提。本研究结果为我国基因

工程疫苗研制提供了一定的依据。
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生物医学期刊中的重复发表问题

“国际医学期刊编辑委员会”制定的“生物医学期刊投稿

的统一要求”L第 Y 版 O对重复发表的规定如下：
重复发表指与已发表文章实质上内容相同的文章发表。

除非明确声明该文章由作者和编辑选择，属于再次发

表；否则源期刊的读者应该相信他们所读的文章是首次发表

的原作品。此观点的基础是国际版权法、伦理道德和资源的

有效利用原则。

多数期刊不愿意接收文章所涉及的大部分内容已在其他

已经发表的文章中报道过，或包含在已投给其他刊物或已被

某刊物接受并正在印刷中的印刷版或电子版文章中。该政策

不包括已被其他期刊退稿的稿件或仅发表过初步研究结果

（摘要或专业学术会议墙报）的完整报告。学术会议报告论

文，未以全文发表或未以会议论文集或类似出版物的形式安

排发表，仍可考虑发表。有关学术会议的新闻报道通常并不

违反这一规定，但这类新闻报道不应通过附加更多的资料或

图表而使内容描述过于详细。

作者在投稿时，应该向编辑充分说明所有的、可能被误认

为是相同或极其相似研究工作的重复发表的投稿和先前报

告。如果研究工作的主题涉及到以前曾经发表过的报告，作

者也应向编辑说明，并应在稿件中作为参考文献引用。这些

材料的复印件应附在稿件上一并寄给编辑部，以便编辑作出

正确决断。

如果重复发表在文章发表前被发现，编辑会采取相应的

措施，至少会立即退稿。如果因编辑不明真相而使文章得以

发表，则无论作者如何解释或同意与否，该文为重复发表的

声明将刊登在期刊上。

将已经被接受但尚未刊出的论文中的科学信息透露给公

共媒介，也会违反许多期刊的编辑政策。在个别情况下，由编

辑安排，可以对某些资料加以初步透露，如有关公众健康的

紧急事件。
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