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人乳头瘤病毒 !型基因组晚期区序列分析!
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摘要 目的 初步分析我国尖锐湿疣患者病变组织分离的乳头瘤病毒 C 型 !QRP!C( 基因组晚期区编码序列变
异情况。方法 采用重叠 R=S 设计，分别从 QRP!C 阳性尖锐湿疣患者病变组织扩增出主要衣壳蛋白 T’ 和次要衣壳
蛋白 TE 基因片段，插入质粒载体克隆，经测序、拼接获得 QRP!C 基因组晚期区序列。结果 得到的两条长 E %C# 1+
的 QRP!C 晚期区序列（U/7V57W 序列索取号 LX&’D&&CF LX&’D&&%）均具有完整的 T’ 和 TE 开放阅读框（YS;），与
原型序列比较，在 T’ 和 TE YS; 中共有 # 个核苷酸变异，其中错义突变 Z 个（有 " 个发生在 TE YS;，’ 个在 T’
YS;）。分子进化分析表明，克隆的晚期区序列属于 QRP!C1 亚型。结论 QRP!C 基因组晚期区编码序列非常保守
（核苷酸变异率小于 &KE%[），并且 T’ YS; 比 TE YS; 更为保守，其中位于 T’ YS; 中 $ &%’ 位的 L"U 和 $ &## 位
的 U"L 两处共有突变在我国 QRP!C 分离物中具有代表性。本研究首次从我国尖锐湿疣组织标本克隆了 QRP!C 基因
组晚期区全长编码序列。
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人乳头瘤病毒 !QRP( 是一类双链小分子 M4L 病毒，具有严格的种属特异性，主要感染人的皮肤
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和粘膜组织，引起相应部位上皮组织的增生性病变。

根据增生病变的性质，!"# 可分为引起良性增生病
变的低危型和与人类多种组织恶性肿瘤密切相关的

高危型。根据核酸序列同源性，!"# 可分为 $% 多
型，感染生殖器和肛门区域的包括低危型（如 &’
((’ )*’ )+’ )) 型）和高危型 ,如 (&’ ($’ +(’ ++ 等
型 -，后者与生殖器肛门区域癌变密切相关。尖锐湿
疣主要是由人乳头瘤病毒 & 型（!"#!&）和 (( 型
（!"#!((）感染人生殖器官及附近表皮引起的一种
常见的性传播疾病，是第二高发性病 ,仅次于淋
病-，并且发病数逐年增加。
完整的 !"# 颗粒直径约 .. /0，由病毒基因组

123 与衣壳两部分组成，无包膜。病毒基因组是双
链环状 123，约 $ 45，分为三个功能区：早期区，
编码 & 个非结构蛋白，与病毒的复制、转录和转化
作用有关；晚期区，编码主要衣壳蛋白 6( 和次要衣
壳蛋白 6* 两个结构蛋白，参与病毒粒子的组装；长
控制区 ,678-，不编码任何蛋白，含有多种调控元
件，影响病毒的复制和转录。

本文报道从我国尖锐湿疣患者病变组织提取病

毒基因组 123，经分型后，采用重叠 "78 设计从两
例 !"#!& 阳性组织标本分别扩增出 6( 和 6* 基因片
断，插入质粒载体克隆，经测序、拼接得到 !"#!&
晚期区全长编码序列，并进行了序列分析。

材料和方法

组织标本 尖锐湿疣患者病变组织 9 和 : 分别
取自锦州和新乡的女性患者，保存于;*%<。
菌株和载体质粒 大肠杆菌 1!.! 为本室保存，

加 = 载体 ,>?@A!= BCDE- 试剂盒购自 "FG0BHC 公司。
主要试剂 各种限制性内切酶及 123 标准分子

量购于协和医大基础所开发公司，=CI >JKD 123 聚
合酶以及引物为上海生工生物工程公司产品 ’ :!HCJ、
氨苄青霉素、L2=" 为赛百盛公司产品，蛋白酶 M 为
ABF4 公司产品，123 测序反应试剂盒 NOH!1EB 为 "@
公司产品。

从病变组织中提取病毒 !"# 取略大于小米粒
的尖锐湿疣组织标本于 %P. 0J @>>B/LGFQ 管中，充分
剪碎，加 *%% "J 抽提缓冲液 ,(% 00GJ!6 =FOD!!7J’
>!$P%R * 00GJ!6 @1=3’ >!$P%R (% 0H!0J 1==R
%P(S T1TR .%% "H!0J 蛋白酶 M-，充分混匀，.%<
水浴，其间不时轻微振动试管，直至组织完全溶解

（约 (P. U），以等体积酚、酚;氯仿;异戊醇、氯仿;
异戊醇各抽提一次，上清中加入 (!(% 体积的醋酸钠

,>! .P*- 和两倍体积无水乙醇，混匀，;*%<沉淀过
夜，(* %%% F!0O/ 离心，弃上清，V%S乙醇洗沉淀，
沉淀于空气中适当干燥后，溶于 *. "J =@ ,82CDB
*% "H!0J- 中，测 W1*&% 并计算 123 浓度，样品贮
存于 )<备用。

$%&!’ () 和 (* 基因的 %+, 扩增 引物参照
!"#!& 原型序列 X(Y 设计。6( 基因上游引物 "(：.Z!
77??3=77NC0![ 33=3.V$\=?=??7??77=3?7?373? !
73!+Z；下游引物 "*： .Z !73??3=77NC0![=V*\( =37 7!
====3?====??7?7?7==!+Z。6* 基因上游引物"+：
.Z ! ?73?3=7=NHJ #33=3))*+=??7373 =3? =3? ? ?7!
77?37?37?!+Z ； 下 游 引 物 ")].Z !7=3?3=7=NHJ #

7.$%*=3??77?77373=7=?3333333=33???!+Z。黑
体字显示了在引物中引入的 NC0!$和 NHJ#酶切位
点，下标数字为相应碱基在原型 !"#!& 基因组中的
位置（下同）。在微量离心管内建立如下 "78 反应
体系：模板 123 + "J’ (%^"78 缓冲液 . "J，四种
脱氧核糖核苷酸（每种为 *P. 00GJ!6）) "J，.Z端
和 +Z端引物各 %PV. "J ,*. >0GJ!"J-，=CI >JKD 123
聚合酶 )_’ 补水至 .% "J’ \)<预变性 ( 0O/，\)<变
性 .% D，..<复性 ( 0O/，V*<延伸 * 0O/，循环 +*
次，最后 V*<延伸 . 0O/。

$%&!’ () 和 (* 基因的克隆与序列测定 将
6( 和 6* 基因 "78 扩增产物与 >?@A!= BCDE 载体连
接，转化大肠杆菌 1!.!，经蓝白斑筛选，得到相
应的重组质粒。提取重组质粒 123，使用 >?@A!=
BCDE 载体的通用引物 D>& 和 =V，按 123 测序试剂盒
使用说明进行测序反应，123 测序仪为 3N[ +(% 和
3N[ +VV。根据插入片断两端测序结果在 6( 和 6*
基因内部分别设计中间测序引物 ,.Z!7&*%.3???==3!
3=?=3??=3=??3&**.!+Z 和 .Z !3)$(&73=77=7=?333!
7337=3777)$+V!+Z- 继续测序，每次测序重复 * 至 +
次。

123 片段回收，连接，转化，质粒提取，酶
切，电泳鉴定等参照文献 X*Y。

结 果

$%&!’ () 和 (* 基因的扩增 对尖锐湿疣患者
病变组织提取病毒 123 进行分型（结果未示），选
择两例 !"#!& 型 123 X来自 9（锦州）和 :（新乡）
样品 Y 为模板，分别用引物对 "(、"* 和 "+、") 扩
增 6( 和 6* 基因，"78 扩增产物经 (S琼脂糖凝胶
电泳，可见分别扩增出大小约 (P. 45（图 (， 9( 和
:(）和 (P) 45（图 (，9V 和 :V）的特异性片段，这
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分别与已报道的 !" 和 !# 基因$"% 大小相似。

!"# 扩增产物的酶切鉴定 对 &’( 扩增产物进
行酶切鉴定，结果如图 "。!" &’( 扩增产物（约
")* +,）经 &-.! 酶切后产生 /)0 +, 和 /)1 +, 大小
的两个片段（2# 和 3#4 二者因为分子大小接近形成
一条较宽的电泳条带）；经 5.6!酶切后产生 ")# +,
和 /)7 +, 两个片段（27 和 37）。!# &’( 扩增产物
（约 ")8 +,）经 9:;<! 酶切后产生 ")" +, 和 /)7 +,
两个片段（2* 和 3*）；经 &-.! 酶切后产生 ")/ +,
和 /)8 +, 两个片段（2= 和 3=）。以上结果均与预期
相符，初步鉴定 &’( 扩增产物为目的片段。

克隆的 $!%!& 基因组晚期区的序列变异 将
!" 和 !# 基因 &’( 扩增产物重组到 >?@A!B C:-D 载

体，得到相应的重组质粒 E>?@A!B!2!"、>?@A!B!2
!#、>?@A!B!3!" 和 >?@A!B!3!#，限于篇幅酶切鉴
定未示F，经测序，获得 !" 和 !# 基因的序列，再拼
接得到两条 <&G!= 基因组晚期区全长编码序列，定
名为 2!#H" 和 3!#H"，分别来自于尖锐湿疣患者病
变组织 2 和 3 样本。将克隆的两条尖锐湿疣组织标
本来源的 <&G!= 基因组晚期区序列（?CI9:I+ 序列
索取号 JK/"*//=， JK/"*//1）与原型 <&G!=,序
列 $"% 比较（附表），发现 !" 和 !# L(M 中总共有 *
个共有的碱基变异，并且都是同义突变，余下 8 个
错义突变中 4 有 7 个在 !# L(M， " 个在 !" L(M。
与原型 <&G!=, $"% 和 <&G!=:$7% 对比，通过分子系统
发生分析（NOJ5BJ(4 2P.6I <CQI AC.RPS）进一步
分型表明 2!#H" 和 3!#H" 属于 <&G!=, 亚型（图 #）。
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图 ’ 临床分离的 <&G!= 基因组晚期区序列与原型 <&G!=, 和 <&G!=:的系统发生关系
()* ’ &RDTPUCIC.QV :I:TD-Q-E,D 2P.6I <CQI AC.RPSF PW .RC VTQIQV:T Q-PT:.C- PW <&G!= UCIP;C T:.C XCUQPI YQ.R >XP.P.D>C

<&G!=, :IS <&G!=:

2!#H" -CZ6CIVC
3!#H" -CZ6CIVC
!#H"!=, -CZ6CIVC
!#H"!=: -CZ6CIVC

图 + !"和 !#基因的 &’( 产物及产物的限制性内切酶分析

()* + &’( >XPS6V.- PW !" :IS !# UCIC- :IS XC-.XQV.QPI CI[D;C
:I:TD-Q- PW .RC >XPS6V.-

2"\!" &’( >XPS6V. WXP; 2 -:;>TCEXCWCXXCS .P :- 2!"F
3"\!" &’( >XPS6V. WXP; 3 -:;>TCEXCWCXXCS .P :- 3!"F
2#\ 2!"!&-.! 3#\3!"!&-.!
27\ 2!"!5.6! 37\3!"!5.6!
28 :IS 38\>9(7##!<QIW! NOJ ;:X+CX
2*\ 2!#!9:;<! 3*\3!#!9:;<!
2=\ 2!#!&-.! 3=\3!#!&-.!
20\ !# &’( >XPS6V. WXP; 2 -:;>TCEXCWCXXCS .P :- 2!#F
30\ !# &’( >XPS6V. WXP; 3 -:;>TCEXCWCXXCS .P :- 3!#F

附表 克隆的 <&G!= 基因组晚期区的序列变异总结
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-CZ6CIVC$"%4 YRQTC 6>>CX WPP.IP.C I6;,CX QISQV:.C- >P-Q.QPI XCT:.Q]C .P
.RC WQX-. I6VTCP.QSC QI .RC VPXXC->PISQIU L(M4 :IS 6>>CX WPP.IP.C
I6;,CX PW :;QIP :VQS -RPY- >P-Q.QPI QI .RC .X:I-T:.CS >XP.CQI
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讨 论

尖锐湿疣主要是由 !"#!$ 和（或）!"#!%% 感
染引起的上皮良性增生病变。国外资料表明约 &’(
的尖锐湿疣患者感染 !"#!$ 和 !"#!%%，其中以
!"#!$ 为主)*+。我国调查结果也表明引发尖锐湿疣的

致病原主要是 !"#!$ 和 !"#!%%，其中，上海医科
大学华山医院报道),+ 单纯 !"#!$ 感染占典型尖锐湿
疣总数（! - %.）的 /0(，单纯 !"#!%% 感染占 $(，
二者混合感染占 %0(；协和医大基础所张明策等 )$+

的研究结果对应分别是 0$(、,$(、%/( 1! - 2*3。
可见，在我国引起尖锐湿疣的 !"# 型别有一定的地
域分布差异。国内的 !"# 流行病学调查主要是根据
特异 "45 扩增片段长度和某一限制性内切酶识别位
点的有无来鉴定和分型，缺乏对我国分离 !"# 基因
组和特定基因的序列信息。本文首次报道并分析了

两例从我国尖锐湿疣患者病变组织分离的 !"#!$ 基
因组晚期区全长编码序列。

!"# 型别的划分是根据基因组序列的差异性，
而不是按经典的血清学分类。如果一种 !"# 基因组
在 6$、6.、 7% 859 的核苷酸序列与其它已知的
!"# 差异大于 %’(，则认为是新型；同型内，与标
准序列差异在 ’( : 0(的分离物被认为是变异体，
差异在 0" : %’(被认为是亚型。最早是根据 ;<=杂
交和限制性多态结果判定 ).+，这种方法有很大局限

性，因为杂交得到的基因组相似性与真实得到的序

列情况经常不一致。本研究根据 !"# 基因组中早期
基因 6$、6. 之间的一段保守序列设计 !"#!$!%% 特
异 性 引 物 ,> !?@4?==??4@@?@4?=44?@!2> 和 ,> !
@=@4?@?4?=4?==??@4?4!2>，经常规 "45 反应，
再通过凝胶电泳观察 "45 产物片段大小及产物中是
否存在 5AB!酶切位点来鉴定和区分 !"#!$ 和!"#!
%%C实验表明这种分型方法方便而有效，但这种方法
依赖于一定保守序列和限制性酶切位点的存在。笔

者认为，在已知序列的基础上应用一定算法对其进

行系统发生分析，得出该序列与已知 !"# 型别的亲
缘关系，从而进行型别划分与判定，对于 !"# 的分
型是比较可靠的。

!"# 基因组晚期区的功能是以其编码的主要衣
壳蛋白 7% 和次要衣壳蛋白 70 体现的，二者的基因
编码区 14;D3 有 %2 个碱基的重叠。利用这一特点，
本研究将 !"#!$ 基因组晚期区的 7% 和 70 两个 4;D
分别 "45 扩增并克隆，经测序、拼接得到 !"#!$ 基

因组晚期区全长编码序列。这一设计的另一考虑是，

将晚期区所包含的两个部分重叠的 4;D 以各自完整
的形式分别克隆入质粒载体中，这就方便了进一步

对 7% 和 70 基因及其表达产物的生物学研究。
从克隆的两条 !"#!$ 基因组晚期区序列中的 7%

和 70 859 分别与原型序列比较结果（附表）可见
一个明显特征：E（锦州）和 F（新乡）样本各有 ,
个同义突变，并且二者突变位置和突变方式完全一

致。4BGBHHIA!JBKLMHNMO 等 ) /+ 通过对 !"#!$ 7% 859
碱基变异情况筛查得出经常发生变异的位点划分为

三个区域：5%1KP,&0’!KP$’.,3，501KP$,&’!KP$$.’3，52
1KP.’.’!KP.02’3。在本文报道的 7% 的三个同义突变
中 C $,&/ 位 置 的 =4=/%’

$,&/!=4? 与 4BGBHHIA!JB!
KLMHNMO 报道的伦敦地区分离的 %. 例中的 %, 例一致，
处 于 该 作 者 归 纳 的 50 区 ； @==%0&2

.’/%!@=@ 和
==@%2%%

.’&&!=== 两处突变位于 52 区，在中未报道，
而在张明策等 )$+ 的报道中有同样的发现，可见，这

两个位置的变异可能在我国分离的 !"#!$ 中具有代
表性。F 样本 7% 859 的 ,&// 位错义突变 ?=0’’

,&//

4!?@4 1?OH$.!4OA3 位于 5% 区，在4BGBHHIA!JBKLM!
HNMO 的文章中也未见报道。此外，70 859 中的两个
共有的同义突变很可能也具有我国的区域特异性。

在 E 和 F 样本 * 个错义突变中，未见到共有突变，
要总结出变异倾向性需要扩大样本数，同时，每个

错义突变对相应蛋白质功能的影响尚需深入研究。

7% 和 70 859 1分别编码 *,& 和 ,’’ 氨基酸 3 都很保
守，E 样本中只有 % 个错义突变，F 样本中也仅有 2
个错义突变，并且 7% 859 更为保守。!"# 衣壳是
由 7% 和 70 蛋白共同构成（二者比例约为 2’ Q%）。
单独的 7% 蛋白在真核细胞中能够自发装配成直径与
!"# 成熟病毒大小相近（约 ,, KR）的病毒样颗粒
1STHUA!NTVM GBHPTWNMC #7"3，研究表明 7% 蛋白中的一
个或几个氨基酸改变可能导致其不能有效组装成

#7")&+，从而可能影响在体内 !"# 成熟粒子的形成。
70 蛋白是将 !"# 基因组包装到病毒衣壳过程所必
需的，是感染性病毒粒子形成的必要条件。

总之，本研究对我国尖锐湿疣患者病变组织分

离的 !"#!$ 基因组晚期区全长编码序列（长 0 /$& XGC
占 !"#!$ 基因组约 2,(，包括 7% 和 70 基因）进行
了报道分析，其中 70 基因序列的报道属首次，同时
分别克隆了 7% 和 70 基因，为进一步大样本的 !"#
分子流行病学调查、深入研究 7% 和 70 蛋白功能、
开发 !"# 疫苗、探讨基于 7% 或 7%Y70 蛋白装配形
成的 #7" 作为基因转移装置的可能性奠定了基础。
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随着围产医学的发展，分娩期保健日益受到重视。本研究

探讨韩式神经电刺激镇痛仪（!"#$）联合曲马多在分娩镇痛中
的作用。将产程进入活跃期（宫口开大 % &’）的 () 名单胎、头
位、正常初产妇随机分为 % 组。" 组：将 !"#$ 的两对电极片
（* &’+( &’）分别对称贴于夹嵴穴、次 穴，刺激频率为 ,!-))
!. 交替，强度随产程进展逐渐增加，以孕妇最大耐受强度为
限。同时肌注 -)) ’/ 曲马多。0 组：放置 !"#$ 电极片，方法同
" 组，不通电，肌注 -)) ’/ 曲马多。1 组：放置 !"#$ 电极片方
法同 " 组，不通电。根据视觉模拟评分（2"$）及疼痛分级法，
分别于镇痛前、镇痛后 - 3、第二产程时的宫缩间歇期，由专人
对镇痛效果进行评定，并观察镇痛对产妇呼吸、循环产程与分

娩、胎儿与新生儿的影响，以及镇痛的副反应。所得数据采用

卡方检验、! 检验进行统计学处理。结果：" 组镇痛起效时间
4（56,-7-6%-）’89:明显短于 0 组 4（,-6;5756<%）’89: =" > )6)-?。
镇痛前 % 组 2"$ 评分差异无显著性（" @ )6)5）A镇痛后 - 3B"、
0 组 2"$ 评分明显低于 1 组（" > )6)-）；第二产程时，" 组

2"$ 评分低于 1 组（" > )6)-），0 组 2"$ 评分升高，但与 1 组
比较差异无显著性 （" @)6)5）。 镇 痛 后 - 3，" 组 有 效 率
<;6;CDB0 组 5;6;CD，差异有显著性（" > )6)5）A第二产程时，"
组有效率 ;%6%%D，0 组有效率明显下降（-%6%%D）B与 " 组及镇
痛后 - 3 自身有效率比较，差异有显著性（" > )6)-）。各组产妇
在年龄、孕周、身高、体重以及新生儿出生体重等方面均无显

著性差异（" @ )6)5）。在各阶段测定的产妇血压、心率、呼吸
上，% 组差异无显著性（" @ )6)5）。各组间在产程时间、催产素
干预率、手术产率、产后出血、新生儿脐动脉血气分析、新生儿

窒息发生率方面，差异亦无显著性（" @ )6)5）。除 , 例患者出
现轻度嗜睡，- 例出现轻度心慌、恶心，其余患者无主诉不适。
本研究表明，!"#$ 与曲马多联合用于分娩镇痛是一种

安全、有效的方法，优于单独使用曲马多。由于其价格低、使用

方便，可推广使用。
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韩式神经电刺激镇痛仪与曲马多联合用于分娩镇痛

王稚晖! 胡绥苏 杨保军 石 杰

（首都医科大学附属北京天坛医院妇产科，北京 -)))5)）

关键词 分娩 韩式神经电刺激镇痛仪 曲马多
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