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人乳头瘤病毒的基因分型及HPVl6亚型L1、E6和

E7基因的克隆和序列分析

专业：遗传学

研究生：朱一剑 指导教师：丁显平教授

捅璺

背景

人乳头瘤病毒是一类特异感染人皮肤、粘膜的双链环状DNA病毒，属

乳多空病毒科多瘤病毒亚科，其分子量大约为S000bp。目前已有100多种

HPV亚型被鉴定，其中约40余种与人类生殖器皮肤黏膜病变有关．根据其对

生殖系统的致癌性，可将其分为低危型和高危型，前者包括HPV6，1 l，40，42，

43，44，54，6l，70，72，8l等，以HPV6，11最为常见，主要引起尖锐湿疣等良性病

变；后者包括HPVl6，18，31，33，35，39，45，51，52，56，58，59，68，72，82等，其中以

HPVl6，18最为常见，常引起恶性病变，如宫颈癌[21．由于HPV的致病性与其亚

型密切相关所以对其进行检测和分型对于临床诊断具有重要意义．

另外，对HPVl6亚型HPV病毒E6，E7，Ll基因突变的研究表明特

定位点的突变会使病毒更易诱导产生癌变及增大再次感染或从宿主免疫系

统逃逸的机会。如HPVl6型E6蛋白83位的亮氨酸残基变为缬氨酸(碱基

突变T350G)的突变株在瑞典妇女宫颈癌组织中出现的比例远大于野生型，

一些研究认为在部分人群中，该突变与组织癌变进程相关．不同的变异导致

的氨基酸的变化可影响宿主对病毒的免疫应答，进而与细胞恶性转化的危险

性相关。因此对宫颈癌组织中HPVl6亚型基因组突变的研究对宫颈癌疫苗

研制策略及HPV致癌机理的研究也具有重要意义。

目的

1．探讨各种妇科疾病与人乳头瘤病毒感染的关系，建立不同妇科疾病和不

同年龄段妇女人乳头瘤病毒感染的流行病学资料库。

2．了解中国西南地区HPVl6亚型基因的一级结构特点，为临床诊断、治疗

由HPVl6亚型感染引起的疾病特别是宫颈癌提供理论依据。
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方法

1．应用反向点杂交技术分别对疾病组1512例病人标本和正常组500例标

本进行HPV检测，所得数据用SPSSl3．0软件包进行统计分析。

2．收集宫颈癌组织标本，针对HPVl6亚型分别设计Ll、E6和E7基因特异

性引物，用PCR方法从宫颈癌组织中获得各基因的全长序列，并构建克隆载

体pMDl8-T，进行序列分析，同时分别以L1、E6和E7基因序列进行进化分析。

结果

1．正常组500例标本中，阳性标本101例，感染率为20．2％；疾病组1512

例标本中，阳性标本523例，感染率为34．6％，其中双重感染82例，占阳性

标本的15．7％，多重感染34例，占阳性标本的6．5％，而高危感染340例，

感染率为22．5％，占阳性标本的65．O％，其中单纯HPVl6亚型感染155例，

占所有阳性标本的29．6％；不同年龄段、不同性生活史、不同妇科疾病以及

不同首次性生活年龄的HPV感染检出率都有显著性差异。
‘

2．与德国标准株相比，四个标本中总共发现20个突变位点，其中8个为

四个标本所共有：131(G-A)(Gly-Arg)、178(T—G)(Asp—Glu)、350(G-T)(Val—

Leu)、647(A-G)(Asn-Asp)、846(T-C)(同义突变)、L1基因第966(C-T)(同

义突变)、L1基因第1302(C-T)(同义突变)和L1基因第1434(A-G)(同义突

变)。

结论

1．正常组和疾病组的HPV感染率有显著性差异∥=36．37，／2<：0．01)。在HPV

感染的的普查当中可以有重点的选择高危人群，这样更加有针对性，从而大

大降低普查成本。

2．在所检测的23种亚型种，高危型HPVl6亚型所占比例最高，提示我们

HPVl6亚型对于宫颈疾病的发生具有重要的作用，需要我们对其进行深入的

研究。

3．与标准序列比较，中国成渝地区HPVl6亚型L1、E6并IE7基因存在一定范

围的变异，提示我们，在预防治疗成渝地区妇女宫颈癌病人以及研制开发针

对成渝地区预防宫颈癌的HPV疫苗时，需要注意这些位点的变异，特别是一

些引起氨基酸变异的位点。

关键词：人类乳头瘤病毒，反向点杂交，分子流行病学，宫颈癌，序列分析
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samples and Cloning and Sequence—analyzing of

HPVl6 Type L1、E6 and E7 Gene

Major：Genetics

Student：Zhu YUian Tutor：Prof．Ding Xianping

Abstract

Background Human papillomaviruses(HPVs)arc DNA viruses with a genome

size ofabout 8000 base-pairs．There ale mole than 100 HPV types defined on the

basis of DNA homology，of which more than 40 infect the anogerlital uact[21．

Genital HPV types are typically divided into two groups according to their

presumed oncogenic potential．HPV types 16，18，31，33，35，39，45，51，52，56，

58．59 and 68 ale considered to be of high oncogenic risZ n地remaining genital

types·types 6，11，42，43 and44-arc considered of low or rio oncogcnic risk．

Subclinical and clinical genital waits，also known as condylomata acuminata,and

virtually all squamons cell cancers of the anogenital Iract are caused by specific

HPV types．More than 20 types of human papillomavirns．especially HPV type

16 and 18，have been associated with cervical cancer,the second causc ofcancer

related mortality in women globally．The advent of molecular biology tools in

HPV diagnosis has allowed US to identify HPV infection,differentiate HPV types,

and discriminate groups ofthe population with different risks ofinfection．

ObjectiYe

1．T0 obtain the epidemiological data of Human papillomaviruses infection

among womeil with different ages and gynecologic disease．

2．To obtain the structure of the E6、E7 oncogene the and the major c印sid

protein L1 gene ofhuman papillomavirus type 16 for the exploring ofthe clinical

analysis and treatment ofHPV infection．

Methods
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1．Specimens(normal group and abnormal group)from women who wanted to

do I-IPV detection were detected with the assay of reverse dot blot．The data Was

analyzed with the statistical software SPSS 1 3．0．

2．E6、E7 and LI gene were amplified from human cervical carcinoma by

PCR．The products of PCR Were ligated into pMDl8一T Vector and used to

transform E．coli DH5a．At last，the sequence of the insert Was determined by all

automated DNA sequencer．
Results

1．For the normal group，20．2％(101／500)specimens were detected positive for

HPV infection．1512 women were included in the abnormal group and 523(34．6％1

specimens were detected positive for HPV DNA,including 407(77．8％1 one—type

infection,82(1 5．7，"diplex infection and 34(6．5％)multiple infection．Of 523

positive specimen,340(65．0％)were high—risk HPV infection，including

155(45．6％1 HPV 16 type．The difference between the HPV infection of normal

group and abnormal group Was significant(zz=36．37，P<0．01)．And there Was

significant difference ofHPV infection among women with different ages，sexual

history，gynecologic diseases and the ages of first sex behavior．

2．Compared with the European—Germanyl31，20 mutations were detected，of

which 8 mutations were detected from all the 4 biopsies：13 I(G·A)(G!y·Arg)，

178(T —G) (Asp—Glu)， 350(G—T)(Val—teu)， 647(A-G)(Asn—Asp)，

846(T-C)(synonymous mutation)，L1 966th(C—T)(synonymous mutation)，LI

1302nd(C—T)(synonymous mutation)and L1 1434th(A—G)(synonymous

mutation)．
Conclusions

1．In the screening of HPV infection，we can select the high—risk population SO

as to decrease the cost of screening．

2．Amang the 23 HPV types，HPVl6 type Was the most prevalent，which

suggested that I-IPV 16 type played an important role in the progression of

cervical diseases and we should pay a lot attention to the research of the virus．

3．Compared with other HPVl6 reference sequence．nucleotide sequencing

analysis ofthe HPVl6 E6，E7 and LI gene from Cervical Carcinoma Biopsis iIl
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Chengdu city and Chongqing of China consistently shows point mutations，

including synonymous mutation and nonsynonymous mutation．This research

will be helpful in preventing cervical cancer and designing vaccines which is

specific for the women in the two regions of China．

Key Words Human Papillomavimses，reverse blot hybridization，molecular

epidemiology,cervical cancer,sequence analysis
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刖吾

人乳头瘤病毒(Human Papillomaviruses，HPV)属乳头瘤多空病毒科

乳头瘤病毒属，人是其唯一宿主，皮肤、黏膜上皮为HPV的易感部位。HPV

基因组编码8个参与病毒侵染、繁殖复制和包装的功能蛋白，有8个开放式

阅读框(图2)【1】。含ORF的编码DNA链，按功能可分为三个结构域，早期蛋

白编码区(Early region,ER)、晚期蛋白编码区(LateRegion，LR)和上游调控区

(Upstream Regulatory Region,U】lR)，E区分为El·E7开放阅读框架，主要

编码与病毒复制、转录、调控和细胞转化有关的蛋白。L区分L1和L2，分

别编码主要衣壳蛋白和次要衣壳蛋白。URR位于E区与L区之间，长约lkb，

含有病毒基因组DNA的复制起点和基因表达所必须的调控元件f2】。

根据HPV基因的序列变异可将其分为多种亚型，目前确定的HPV型别约

有100余种，其中有约40种可以感染人的生殖器官。在我国由HPV感染引

起的尖锐湿疣居性传播性疾病的第二位，发病年龄以20-34岁为最多，宫颈

尖锐湿疣在性活跃的妇女中高度流行f3’4】。研究还发现，在宫颈癌、宫颈原位

癌、阴茎癌、外阴癌、肛周癌、喉乳头瘤等肿瘤组织中均可检出HPV-DNA，

大约有99．7％的宫颈癌和HPV感染有关，其中HPVl6型感染率最高，约50％

的宫颈癌患者肿瘤组织的DNA为HPVl6型。因HPV感染性疾病是难治性、复

发性、具有潜在致癌性的疾病，逐渐引起人们的重视。而研制有效的HPV疫

苗，预防HPV感染和进行免疫治疗已成为国内外学者研究的热点。但是，HPVl6

亚型的基因序列又具有一定的地域性，不同大洲、不同国家甚至是一个国家

的不同地区都存在一定的变异株【”。对HPVl6亚型HPV病毒E6，E7，L1

基因突变的研究表明特定位点的突变会使病毒更易诱导产生癌变及增大再

次感染或从宿主免疫系统逃逸的机会。如HPVl6型E6蛋白83位的亮氨

酸残基变为缬氨酸(碱基突变T350G)的突变株在瑞典妇女宫颈癌组织中出

现的比例远大于野生型，一些研究认为在部分人群中，该突变与组织癌变进

程相关。不同的变异导致的氨基酸的变化可影响宿主对病毒的免疫应答，进

而与细胞恶性转化的危险性相关。因此对宫颈癌组织中HPVl6亚型基因组

突变的研究对宫颈癌疫苗研制策略及HPV致癌机理的研究也具有重要意

义即]。

本论文针对西南地区HPVl6亚型的主要基因进行克隆和多态性分析，
6
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为其相应蛋白表达的后续工作奠定坚实基础，并为进一步应用到临床判断

HPV感染患者预后以及开发出具有预防功能的生物制剂和疫苗都具有广阔的

前景和重大意义。
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第一部分临床标本中人乳头瘤病毒的基因分型

1材料

1．1样本采集

样本主要通过四川省生殖健康研究中心附属医院、阳光妇科医院、成都

康桥医院和成都市锦江区妇幼保健医院医师合作协议采集，采集对象为随机

前来医院妇产科门诊就诊的成年女性患者。从2005年4月至rj2006年6月的期

间，由以上三家医院妇产科提供标本2012例。实验分为两组，即疾病组和正

常组。疾病组(1512例)标本采纳标准为：患有一种或几种宫颈疾患，病人

没有作过宫颈切除手术，在采集标本时没有怀孕，不处于月经期。对疾病组

的每一个病人做详细的信息调查，包括病人的年龄、职业、怀孕次数、首次

性生活年龄、文化程度以及婚姻状况，同时登记病人的具体妇科疾病症状。

正常组(500例)标本采纳标准：主要是正常体检人员，临床上没有任何妇

科疾病症状，没有作过宫颈切除手术，在采集标本时没有怀孕，不处于月经

期。细胞学异常样本的采集过程主要包括：1)用宫颈取样专用宫颈刷采集患

者宫颈脱落细胞样本，2)将宫颈细胞样本涂片进行细胞学形态镜检，3)对镜

检发现细胞学异常的患者进行阴道镜检查并做出初步诊断，4)对部分阴道镜

检者取宫颈组织活检样品做进一步的组织病理诊断。全部样本采集前均由医

师征得了患者的知情同意并承诺保护患者隐私权，样本采集后隔离保存于宫

颈脱落细胞收集管中(试剂盒提供)，并尽可能于样本到达后的当天进行DNA

分离处理， 少数当日来不及处理的样品置于--20。C冰箱中保存直至第二

天处理。

1．2仪器和试剂

FYY-3型分子杂交仪 兴化市分析仪器厂

PCR扩增仪 中国杭州朗基有限公司

HPV DNA分型基因芯片检测的DNA抽提试剂盒亚能生物技术有限公司

基因芯片检测用UNG酶 同上

基因芯片检测GP—PCR生物素标记引物 同上

基因芯片检测RDBH探针 同上

其他试剂为国产分析纯
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表l-l亚能基因芯片检测试刺盒组成(50人份)

铜虚睦分 敦最 |ll成成分 敷霹

斌卉q盘I<-20'C仪作)PCRMix 卯管

曩不 如张 寝杆液 卯人份

l臂
POD母渡 无荫纯求 I臂

试枘盒11(℃雠存) 一 O∞-IL)

加 l髓
r铆油 l臂

(2m咖L) f20．d．)

2实验原理
采用反向膜杂交技术，针对HPVLI基因设计23种HPV亚型的特异性探针，并固定在

固相支持物(硝酸纤维素膜)上．然后以一对标记了生物素的通用引物扩增该区段序列，

其PCR产物与膜条进行杂交，再通过过氧化物同工酶(POD)的信号放大作用即可进

行检测。详见下图

图1 HPV分型检测基因芯片设计原理

，Figure 1 The design pnnciple ofHPVgene chip

9
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3实验方法

3．1临床样品HPV DNA获取和处理。

3．1．1临床样本获取

宫颈表皮脱落细胞及活检组织(用棉拭子或宫颈脱落细胞采集器取得)。

于女性宫颈口使用宫颈脱落细胞采集器采样，用宫颈刷紧贴宫颈口，转动两

周，取得脱落细胞，将刷子从刻痕处折断，放入装有洗脱液的套管中保存。

对于生殖器或肛周疣体增生(怀疑为尖锐湿疣)患者，采集疣体表皮脱落细

胞。用生理盐水浸润棉拭子，用力来回擦拭疣状组织表面几次，取得脱落细

胞。对其他可疑感染者则采集女性宫颈口。将取样后的棉拭子放入备有ImL

无菌生理盐水的试管中，充分漂洗后将棉拭子贴壁挤干丢弃。样本在室温放

置不超过2小时，4℃保存不超过24小时，．20℃保存不超过3个月，避免反

复冻融。

3．1．2样本处理

将漂洗过棉拭子的生理盐水或洗脱液全部转移到1．5mL微量离心管中，

13000rpm离一L,IO分钟，弃去上清，保留管底的细胞块。加入50乩细胞裂解

液悬浮沉淀，100℃加热10分钟。13000rpm离一Il,10分钟，保留上清待罔。

3．2 HPV DNA片段的PcR扩增

根据HPVLI基因设计23种亚型的特异性探针，针对这一片段设计通用引

物，同时以人类基因组的看家基Oabeta-globin作为PcR对照。按PCR常规标

准加入反应缓冲液(含MgCl：)、dNTP、引物、无菌双蒸水，而后分别加入已

提取的待测样品DNA 5吐，反应总体系,为251J．L。按以下条件进行扩增：50。C

15min：95℃lOmin：94℃30s，42℃90s，72℃30s，40 cycles；72℃5rain。

3．3杂交和显色

1)取15 IIlL塑料离心管，标明编号，放入标有同样编号的膜条(应在

膜条的一角用铅笔标记)，加入A液(2×SSC，0．1％SDS，pH 7．4)6 mL及所有

PCR产物，将盖拧上，但不要过紧。将塑料管放入沸水浴中加热10分钟(确

保杂交液液面完全位于水浴液面之下)，取出拧紧盖子，放入杂交箱51℃杂

交1．5小时。同时取50mL塑料管，加入40mLB液(O．5×SSC，0．I％SDS，pH 7．4)

于杂交箱或水浴箱中预热至51℃。

2)取出膜条，移至装有预热B液的50 IIlL管中，于5l℃轻摇洗涤15分钟。

3)A液配制1：2000的POD(过氧化物同工酶)溶液，室温轻摇浸泡膜条30
10
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分钟。弃去POD溶液。用A液室温轻摇洗两次，每次5分钟。然后再用C液(0．1M

柠檬酸钠，pH5．4)室温洗膜卜2分钟。同时配制显色液(显色液需新鲜配制：

19mL 0．IM柠檬酸钠，lIIlL TMB，10pL 3％H：0。)，将膜条浸泡于显色液中避光

显色10分钟左右即可见斑点显现，若显色较弱可适当延长显色时间，显色完

毕将膜条浸泡在水中清洗，最后取出膜条于4℃保存。

3．4结果判定
本试验可以同时检测23种不同亚型的HPV，5种低危亚型和18种高危亚型。

判断时，膜条在哪一位点出现蓝色斑点，就说明标本感染了这一位点所代表

的HPV亚型，每次试验都做阴性和阳性对照。本试剂盒所能检测HPV型别

见下表2：

表2 HPV分型基因芯片所能检测的HPV型别

HPV6 HPVll HPVl6 HPVl8 HPV31 HPV33 HPV35 HPV39

HPV42 HPV43 HPV45 HPV51 HPV52 HPV53 HPV56 HPV58

HPV44 HPV59 HPV66 HPV68 HPV73 HPV83 HPV MM4 PC

3．5统计方法

首先分别统计正常组和疾病组的ttPV感染率，然后统计疾病组不同年龄阶

段、不同妇科疾病、不同怀孕次数以及不同首次性生活年龄的ItPV感染率

进行统计。一切数据采用SPSSl3．0软件包进行统计分析。

4结果

疾病组1512例标本中，阳性标本523例，感染率为34．6％，其中双重感

染82例，占阳性标本的15．7％，多重感染34例，占阳性标本的6．5％，而高

危感染340例，感染率为22．5％，占阳性标本的65．O％，其中单纯HPVl6亚

型感染155例，占所有阳性标本的29．6％(包括混合感染)，占高危阳性标本

的45．6％。正常组500例标本中，阳性标本101例，感染率为20．2％，高危

型所占tE例为41．6％。

4．1正常组和疾病组HPv感染的比较以及HPV感染与相关疾病的

关系

疾病组和正常组的HPV感染率有显著性差异盯=36．37，P<0．01)。另外，

不同妇科疾病的HPV感染率有显著性差异盯=39．079，P<0．01)而且其高危型
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所占比例也有显著性差异口--33。760，P<O。01)。见表3、4

表3 HPV感染与不同宫颈疾患的关系以及与正常组的比较
TABLE 3 Comparison ofthe prevalence ofHPV refection in abnormal and normal group

症状 检测例数 阳性数 阴性数 总感染率(％) 高危所占比例(％)

·其他疾病包括阴道炎等其他妇科疾病

表4不同妇科疾病患者感染HPV型别的比较

TABLE 4 Distribution ofhigh-fisk and low—risk HPV genotypes in different
g塑!!!堕墨!!!尘!!箜塑

感染状况
症状(例数)

宫颈炎(1521

宫颈糜烂(137、

宫颈尖锐湿疣(1201

其它(114)

合计(5231

仅高危(％) 高危和低危(％) 仅低危(％)

103(67，81

110(80．3)

50(41 7)

52(45．6)

3 15(60．21

11(7．2)

"20(14．6、

6(5．o、

14(12．3、

51(9．8)

38(25．01

7(5．1)

64(53．31

4*(42．1)

157(30．0)

4．2 HPV感染与年龄的关系

不同年龄段的HPV感染率有显著性差异(23=27．543，P<0，01)。见表5

4．3首次性生活年龄以及怀孕次数与HPV感染的关系

HPV感染率与不同首次性生活年龄有很大的关系，首次性生活年龄越

小，感染率越高(22=34．732，P<0．01)。同时，HPV感染率与怀孕次数也有很大

的关系，随着怀孕次数的增加感染率有显著性增加(矿=19．116，P<0．01)，见表
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5

表5 HPV感染与病人年龄、首次性生活年龄、怀孕次数以及文化程度的关系
TABLE5 Prevalence ofHPV infection in specimens with selected characteristics

5讨论

目前HPV的检测方法主要有以下几种：血清学方法、DNA印迹法、原

位杂交法、聚合酶链反应法(PCR)、杂交捕获法等，但以上各种方法都存

在一定的缺点，比如：血清学方法检测灵敏度较低，DNA印迹操作麻烦、

耗时、费用高，原位杂交法的杂交率低，大大降低了其临床应用价值。而反

向点杂交方法，在很大程度上克服了以上缺点，作为基因芯片的基础技术，

它具有以下优点：敏感性高、特异性强、检测结果准确可靠；操作简单：通

过一次杂交检测不仅可以判断待检样品中是否存在壬珏，V感染，而且还可以

鉴定出是哪种型别的HPV感染；针对性强：对样品中的HPVDNA直接进行

检测，可以检出HPV的潜伏期感染；同时检测多种H，V型别，对多重HPV

感染的判断一目了然，克服了其他HPV检测方法难以判断混合感染或操作

繁琐的缺点[5,61。
13
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根据HPV基因的序列变异可将其分为多种类型，目前确定的HPV型别约

有100余种，其中有约40种可以感染人的生殖器官，根据其感染后的致癌

性与否又分为高危型和低危型，低危型HPV如HPV6，11，42，43，44等，

常引起外生殖器湿疣等良性病变包括宫颈上皮内低度病变(CINl)，高危型

HPV如HPVl6，18，31，33，35，39，45，51，52，53，56，58，59等与宫

颈癌及宫颈上皮内高度病变(CIN2／3)的发生相关，尤其是HPVl6和18亚

型。本试验对疾病组1512例l临床标本进行了HPV检测，523例为HPV阳性，

阳性感染率为34．6％，其中高危感染率为22．5％。而正常组500例标本中，

阳性率为20．2％，高危感染率为8．4％。疾病组和正常组tB较，不论是总感

染率还是高危感染率，疾病组明显高于正常组。另外，本实验疾病组的HPV

感染率也明显高于国内其他的研究数据【7’8】。

5．1 HPV感染与相关妇科疾病的关系

本次试验疾病组的对象都是患有某些妇科疾病的患者，其中宫颈炎、宫

颈糜烂和尖锐湿疣所占比例最多，其感染率分别为：33．4％、33．9％和58．3％，

明显高于其他疾病(如阴道炎等)的患者(20．8％)，其中高危型感染所占比

例分别为：75．9％、81．4％、49．1％和51．1％，很显然，宫颈炎和宫颈糜烂HPV

阳性患者中，高危感染率远远高于其他妇科疾病患者口=33．760，P<0．05)，

而流行病学资料显示，在99．7％的宫颈癌组织中存在HPVDNA，且主要为4

种高危型HPV(16、18、3l和45)感染，其中50％的宫颈癌与HPVl6感

染有关【91。还有研究表明，宫颈炎与高度宫颈上皮瘤变有关，慢性炎症降调

细胞免疫，从而使HPV不易被清除而持续存在【1⋯。这就提示我们的医疗工

作者，在宫颈癌的初步筛查中应该有重点地选择高危人群。

5．2 HPv感染与年龄的关系

本研究中发现，20一30这个年龄段感染率最高(40．8％)，随着年龄的不

断增加，感染率也在降低，这可能是由于青年女性性生活频繁，免疫系统并

未能被致敏，易受I-IPV感染，如果是持续地感染高危HPV，很有可能进一

步导致宫颈恶性病变，所以这个年龄段的妇女也就成为重点筛查对象。

Tortes[“1等研究还发现，年轻妇女更容易感染高危型HPV进而发展为宫颈

癌，预后差。

5．3首次性生活年龄以及怀孕次数与HPV感染的关系

Velcma[12】等研究发现20以上开始性生活的妇女患CIN的风险较16岁
14
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以前开始者降低50％以上，16岁以前开始性生活的妇女宫颈癌发病是20岁

以后者2倍多。本次研究中，首次性生活在15．18年龄段的妇女的感染率为

50．8％，明显高于其他年龄组。另外，HPV的感染与怀孕次数也有很大的关

系，感染率随着孕次的增加而增加，这可能是因为育龄妇女多次人工流产，

导致宫颈受损，从而增加了HPV的易感性。
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第二部分利用悬浮点阵技术对反向膜杂交技术进行评价

1材料

随机抽取经过反向膜杂交技术检测的50例患者标本(包括宫颈脱离细

胞，疣体组织)；Taq DNA聚合酶、配套的PCR反应缓冲液、dNTP购自TaKaRa

公司；连接生物素的引物及氨基化修饰的探针由TaKaRa公司合成：表面羧基

化的荧光编码微球购自Luminex公司。

2原理

液相芯片是基于Luminex xMAP System的技术平台开发的一种I临床应

用型生物芯片．其原理是把5．6pm的聚苯乙烯微球用两种荧光染料染色，调节

两种荧光染料的比例可获得100种不同的微球，每个微球具有特定的光谱地

址．然后将每种颜色的微球经共价结合携带一种针对相应待测物的生物探针

(如：抗原、抗体、核酸、配体、酶等)．(图3)由于每种微球都有其特定的光

谱地址，所以可在一个反应管内同时完成多达100种不同的生物学反应．第三

种荧光染料与报告分子结合可以量化发生在微球表面的生物学反应．最后用

Luminexl00进行分析．仪器通过两束激光分别识别编码微球和检测微球上报

告分子的荧光强度，分别对待测物进行定性、定量检测【j 3】

<32寻
prl■Br

图2 Luminex检测原理

Fig．2 The deteenon principle ofLuminex

3方法

3．1标本DNA提取
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将漂洗过棉拭子的生理盐水或洗脱液全部转移到1．5mL微量离心管

中，13000r／min离心10min，弃去上清，保留管底的细胞块．加入50mL细胞裂解

液悬浮沉淀，100℃加热10min．13000r／min离心10min，保留上清待用．

3．2 PCR扩增

采用GPS+(5’．TTT GTT ACT GTG GTA GAT ACT AC．3’)和

5’-biotinylatedGP6+(5’．GAAAAATAAACTGTAAATCATATTC．3’1引物对

HPVDNA26种亚型(6，11，16，18，26，31，33，35，39，40，42，“，45，51，52，53，54，55，56，

58，59，61，66，68，73，83)进行标本DNA扩增．PCR反应体系为：总体积20止，包括

约200 ng的模板DNA,800肛M dNTPs，1．5 mM M92+,每条引物5 pM以及1．5U

Taq酶．PCR反应条件为：95"C预变性5min，95"C 30s，55"C lmin，72。C lmin，循环

40次，72℃延伸5rain．

3．3探针设计

根据Genebank中26种HPV亚型序列，利用Oli906．0等生物信息学软

件设计型特异的探针，并经BLAST最终确定26种探针序列。各种型别探针

具体序列见表6

表6HPV亚型探针序列

Table 6 HPV type—specific oligoprobes

I-IPV亚型 探针序列5’一3

TCCGTAACTACATCTTCCA

TCTGTGTcTA从TCTGCTAC

CKr￡KTGTGCTGCCATATC

TGCTI℃TACACAGTCTCCT

GTACATrATCTGCAGCATC

GCAATTGCAAACAGTGATAC

TGCACACAAGTAACTAGTGA

CTGCTGTGTC丁TCTAGTGA

ATAGAGTCTrCCATACCTTC

AGTCCCCCACACCAACC

TGGTGATACATATACAGCTG
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TACrAG下GAACAA丁^TAAGCA

TAAlTrAACATTATGTGCC他

TGCTGcGGTrr《XXX‘AA

GAATACCTrCGTCATGGC

TGl殴缱峨矾悯c醯埯c
CACGCAGGATAGCT兀’AAT

TCAGTCTCCAl￡冀hc黼艟
CAGAACAGTTAAGTA从TATG

泓njC拇C，6mGJ：4一f，：¨6

TClIACtACTGCTTCTArrCC

CCCCCCCTGTATcTGAAT

AGCTAAAAGCACATTAACT^A

CTG从TCAGCrGTACC从T

ACAGGCTAGTAGCl℃TACT

TACACAGGCTAATG从TACA

3．4杂交

杂交反应体系包括22皿寡核苷酸探针偶联微球(包括26种微球)的微

球杂交液及39L PCR产物．将杂交检测混合物混匀，99"C热变性5min，然后在

48"C杂交15min；}J口入759L SA．PE，混匀后置于48℃孵育5min．最后在

Luminex 100多功能流式点阵分析仪及Luminex Data Collector Versionl，7数

据收集软件上进行读数检测．

上述50例标本DNA用反向点杂交方法(深圳亚能公司试剂盒)检测

23种t-IPV DNA亚型(6，11，16，18，31，33，35，39，42，43，44，45，51，52，53，56，58，59，

66，68，73，MM4，83)。具体方法见论文第一部分。

4结果与分析

4．1液相芯片检测结果

在50例标本中，检测出各种HPV亚型的阳性标本26例，检出率为52％，

包括：HPV6，11，16，3l，33，39，43，52，58等．其中单一亚型感染20例占40％，以

HPVl6，11,6型为主；多重感染6例占12％，包括HPV6／33，

“
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HPVll／35，HPV6／16／58，HPVl6／33，HPVl6／43，HPVll／16／52(图1)

图3 HPVll／16／52多重感染

Figure 3 Mul邱le infection for HPVI 1／16／52

NC为阴性内对照,PC为[3--globin做阳性内对照，信号值>200判定为阳性．

4．2反向点杂交检测结果

在50例标本中，检测出各种HPV亚型的阳性标本26例，阳性占有率为52

％，包括：ttPV6，11，16，31，33，39，43，58等．其中单一亚型感染22例占44％，以

HPVl6，11，6型为主，多重感染5例占10％，包括HPV6／33，HPVll／16，

HPVll／35，lipV6／16／58．

4．3两种方法检测结果的比较

液相芯片法检测的50例标本中阳性率为52％，与反向点杂交的阳佳结果

相同，但比反向点杂交具有更高的敏感性，能更有效的检测HPV多重感染情况．

反向点杂交检测出的两例I-IPVl6的单重感染，在液相芯片中检出为

HPVl6／33、HPVl6／43多重感染．反向点杂交检测出HPVll／16的双重感染，

而液相芯片则检出HPVI 1／16／52三重感染．

5讨论
19
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液相芯片技术具有以下特点：1．高通量：可以同时对同一标本中多种不

同的目的分子进行定性和定量分析；2．高灵敏度：每个微球上都可以以共价

键结合的方式包被上许多抗原、抗体或核酸．因为探针密度高，产生的信号强，

加上使用荧光检测，所以敏感性大大提高；3．灵活性好：适用于各种蛋白质、核

酸分析，可以根据不同待测项目自行组合；4．反应快速：由于杂交在悬浮的液相

中进行，所以反应需要时间短，杂交后无需清洗可直接读数，能大量节省时间；

5．操作简便【””】．

反向点杂交虽然也能在一个反应中同时检测不同HPV亚型，但它的敏感

性不高．另外，反向点杂交只能提供半定量结果，因为它是通过人为的观察来判

定结果【8】．而液相芯片技术是一个高通量的检测方法，能快速、简便的对所有生

殖道致病的HPV亚型进行分型．并得到定量结果．它能一次检测26种I-IPV的

亚型，具有高度的敏感性和特异性，并且还能节约检测成本和检测时间．液相芯

片对t-I．PV分型检测的定量数据可以使研究人员估算PCR扩增产物的数量．

并能够在2．5小时内快速、简便且具有高重复性的分析近100份临床标本的

PCR产物．对大量标本进行流行病学及HPV疫苗的研究都能在短时间内完成．

这个技术的另一优点在于从DNA样品的制备到PCR扩增，杂交及最后的检测

都是自动化的．而且检测成本和费用也相对便宜【I‘”。尽管如此，反向膜杂交

方法仍不失为一种有效的HPV检测方法，值得大范围推广。

综上所述，液相芯片用于HPV分型检测，在检出率和特异性方面均显著高

于传统的检测方法．它不仅可以进行临床筛查，还对大范围的流行病学调查及

HPV疫苗的研究提供可靠的资料，具有重要的临床意义．
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第三部分人乳头瘤病毒16亚型L1、E6和E7基因的分离克
隆和序列分析

1材料

1．1实验标本

取自四川省肿瘤医院妇产科以及重庆第四人民医院妇瘤科宫颈癌患者

手术切除标本，经病理确诊为侵润性宫颈癌(包括腺癌和鳞癌)．所采用标本

经反向膜杂交检测确定为HPVl6单重感染，排除其他型别感染以及多重感染

标本。

1．2载体和菌株

大肠杆菌感受态细胞DH5ct 本实验室保存

pMDl8·T Vector(结构如下1 购自宝生物(jk连)工程有限公司

图4 pMDl8-T载体的质粒图谱
Figure 4 Map ofpMDl8一T Vector

1．3工具酶及生化试剂

限制性内切核酸酶 购自宝生物(大连)工程有限公司

2l
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DNAMarker DL2000、1Kb ladder同上

Taq DNA聚合酶IPTG X．gal 同上

凝胶回收试剂盒 0MEGA

质粒提取试剂盒 同上

其他常规试剂为国产分析纯试剂

1．4试剂配方

(1)LB固体培养基(1L)

Tryptone 109

Yeast 59

NaCl 109

琼脂糖 159

加入900ml双蒸水，用5M NaOH调pH7．4，定容至lL，高压灭菌15min。

(2)LB液体培养基(1L)：

Tryptone 109

Yeast 59

NaCl 109

加入900ml双蒸水，用5M NaOH调pH7．4，定容至lL，高压灭菌。

(3)SOB培养基(1L)：

Tryptone 209

Yeast 59

NaCl 0．59

加入900ml双蒸水，0．25M KClloml，用5M NaOH调pH7．0，定容至lL，

高压灭菌。使用前加入5ml 2M的MgCl2，混匀。

(4)TB缓冲液(100M)

1M KCl 20ml

0．45M MnCl2 12ml

0．5M CaCl2 3ml

O．5M K—MES 2．5ml

去离子双蒸水62．5ml

2方法

2．1宫颈癌组织DNA的提取
22



婴型查兰婴主兰些丝苎

取黄豆大小新鲜临床宫颈癌标本，剪碎后加入pH8．0的TE缓冲液4009l，以

匀浆器研磨至不见组织块。转入1．5ml微量离心管中，以100pl TE缓冲液冲

洗匀浆器一并转入离心管。然后加入20％SDS至终浓度为1％。混匀加蛋白

酶K至终浓度为100．200Ijtg／ml，混匀后放入37"C水浴20h，中间振摇数次。

之后，假如500ul Tris．平衡酚／氯仿／异戊醇倒转混匀，50009离心10min，取上

层水相再重新抽提一次。吸取水相以氯仿／异戊醇抽提一次。50009离心10rain

取上清加入1／10体积3M乙酸钠和2．5倍体积一20℃预冷的乙醇，140009离

心5min。弃上清，以70％乙醇洗涤1次，自然风干，以100l山水溶解沉淀，

测取OD值达到要求后，。20℃存放备用。

2．2型别鉴定

采用反向膜杂交技术对收集宫颈癌标本进行检测，具体方法见论文第一

部分。

2．3引物的设计与合成

根据Genebank里面已经发表的HPVl6序列，采用Primer 5．0、01igo 6．O等生

物信息学软件，对HPVl6 E6、E7和L1开放阅读框特异引物自行设计，经BLAST

后，由上海英骏公司合成，具体引物序列见表7

表7PCR扩增引物

旦!!!!墅查!望!!盟鱼!!￡垦!里脚!!!!!!!
开放阅读框 引物名称 起始位点 引物序列 产物长度

a：由于L1基因序列太长．为方便序列分析和引物设计，将L1基因分成三段进行测序。
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2．4 PCR扩增HPVl6亚型E6、E7和Ll基因

2．4．1 PCR反应体系

PCR反应体系(2591)为：dNTP 2．5ramol／L，引物各509anol／L，M薛l。25

rnmo／L，I'aq酶2．5 U，加H。0至25u1。

2．4．2扩增参数设定

95"C 5min变性； 94"C45s，55℃45s，72℃lmin，后进行35个循环：

末次循环后72℃延伸5min。

2．5扩增产物的观察与回收

将上面PCR扩增产物以1．2％琼脂糖凝胶电泳，O．5 mg／ml溴化乙锭染色。

以手术刀片切下含目的片段的凝胶，放入1．5 m1微量离心管，用核酸纯化试

剂盒回收DNA片段，操作步骤严格按照OMEGA胶回收试剂盒说明书进行：

1)．切胶：切胶时，紫外线照射最好不超过30s，以避免DNA的降解。尽量

切除多余凝胶。

2)．将切下的胶块放入经高压灭菌处理的1．5mlEP管中，并称其重量，按照

19／ml的标准加入Binding Buffer，然后在55"C一60。C的水浴10min，并每隔

2．3min摇动EP管直到胶完全融化。

3)．将胶液全部转移到一个2ml的收集管中(试剂盒提供)，10 0009室温离心

lmin。

4】．弃去管中的液体，加入300rt]Binding Buffer，10 0009离心lmin。

5)．加入700pl无水乙醇饱和的SPW Buffer，静置2-3min，10 0009室温离心

lmin。

6)．重复上一步，弃去管中液体，对空柱子10 0009离心lmin，以使柱子尽量

干燥。

7)．将柱子置于一经高压灭菌处理的1．5mlEP管中，加入30．509l双蒸去离子

水，37"C放置10min，13 0009离心10min。一20℃保存备用

2．6利用pMBl8-T载体克隆所需基因片段

2．6．1制备感受态细胞(DHSa)

将低温保存的菌种划板后，挑取单菌落接种于50ml无抗菌素的SOB培

养液中，18℃培养过夜或者37"C培养2．3小时至OD600为O．4．O．5；3500rpm

冷冻离心10rain，去上清，加入15ml预冷的TB缓冲液，轻轻混匀，冰上放

置10rain：3500rpm冷冻离心10min，去上清，加入4ral预冷TB缓冲液和
24
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280plDMSO，轻轻混匀，置入液氮罐10rain，分装后于．70℃冻存备用。

2．6．2 DNA的连接反应

连接体系(10 m)，按照Takara pMDl8-T载体试剂盒说明书建立：

连接体系 反应体积

pMm8一T载体 l弘1

PCR回收片段 所加体积使得其与载体的摩尔比在2—10：l

去离子双蒸水 补加至5p1

Solution I 59l

16℃反应过夜

2．6．3转化实验

1)全量(10 m)加入至100 m 3M109感受态细胞中，冰中放置30分钟。

2)42℃加热45秒钟后，再在冰中放置1分钟。

3)加入890 pl LB培养基，37℃振荡培养60分钟。

4)在含有X-Gal、IPTG、Amp的L一琼脂平板培养基上培养，形成单菌落。计

数白色、蓝色菌落。

2．6．4重组克隆的筛选与鉴定：

1)将过夜培养的平板在4"C放置半小时待兰色充分显出后，挑取琼脂平板上

的白色菌落，接种于5ml含10099／ml Amp的LB培养液中，37"C振摇培养

过夜。

2)每个试管取出1．5 ml菌液提取质粒，具体步骤严格按照试剂盒说明书进

行。

3)于20斗l反应体系中加入限制性内切酶作双酶切。

4)1．2％琼脂糖电泳，5V／cm，溴化乙锭染色紫外灯下观察。酶切片段与预期相

符者即为阳性重组克隆。

2．6．5重组质粒的序列测定

将通过菌落PCR法确认含有正反向插入片段的两种大肠杆菌菌落接种

于LB+Ampr液体培养基种，37摄氏度，225转／分钟振荡培养过夜。加入

甘油保存菌液，送上海英骏公司测序，每个样本都重复测一次。

2．6．6片段的序列测定和分析，筛选出变异菌株

HPVl6系统迸化分析，利用Phylip3．65、MEGA3．0等进化分析软件，分别

以E6、E7、L1以及E6+E7+L1序列为分析对象，对所测标本以及
25



婴型查兰堡主兰垡笙兰

EGl31(European Germany 131j(丛53§!Z里)、EA(East Asia)(叁旦丝鳗!)、
AA(AsJa—American)(△￡垒Q2§28)和Af一1(African—i)(△E§3§18Q)进行系统进

化分析。

3结果

3．1反向膜杂交结果

在12例标本中，ll例为HPV阳性，感染率为91．7％，其中4例为HPVl6单

重感染，另外7例中，3例为单重感染，2例为双重感染，2例为三重感染，详

见表8

表8 12例宫颈癌标本经反向膜杂交之后的HPV感染情况

．．Table
8 Prevalence ofHPV types identified by reverse blot assay in the 12 biopsies collected——

标本编号‘HPVl6 HPV|g HPV31 HPV33 HPV45 HPV58 其他5

“+”：表示阳性；“一”：表示阴性

a：CC：Cervical Carcinoma编号0I一12为浸润性宫颈癌(包括腺癌和鳞癌)

b：“其他”包括本实验所用反向膜杂交试剂盒所能检测的其他类型

3．2宫颈癌组织中HPVI 6 E6、E7、LI ORFs DNA片段的扩增

基因片段扩增后，片段回收后凝胶电泳检测如图5所示。由电泳图可看出

各个基因片段与Genbank上所报道的HPVl6亚型基因编码区大小相符。
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图5HPVl6亚型E6、E7和Ll编码序列PCR扩增电泳图

Figure 5 Ole electrophoresis ofHPV 16 type E6，E7 and L1 PCRproduct

M：DNA molecular weight marker(DL 2,000)

1-5：HPVl6 type E6，E7，L1-1，L1-2，L1-3 PCR product

3．3 pMDl8一T／HPVl6 E6、E7、L1 ORFs重组质粒的构建

当pMDl8．T多克隆位点处有外源基因插入时，阻断了laeZ基因的表达，因

此不能在IPTG的诱导下水解X—Gal，在含有Amp／／PTGPA．Gal的LB平板上

将出现白色菌落。将回收的基因片段与pMDl8．T载体连接后转化DH5a菌

株(含有0t互补系统)，过夜培养后平板上有白色和蓝色菌落长出，选取白

色菌落扩大培养，提取质粒，经酶切鉴定，重组质粒含有目的片段。酶切图

见图6
’
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图6重组质粒的双酶切鉴定

Figure 6 Electrophoresis ofpMDl8一double restriction enzyme digcm

M：DNAmolecularweightmarker(DL2，000)

l-5：pMDl8-HPVl6(E6’E7，L1一I，L1·2，L1-3)recombinants double restriction a'lzyme

digests

3．4 HPVl6致癌基因E6、E7以及衣壳蛋白决定基因L1的序列变异分

析

4个HPVl6单独感染的标本中的HPVl6致癌基因E6E7以及衣壳蛋白决定基

因L1经序列测定，并且与标准株比较，其中与标准株不同的位点被视为变异

位点。与EGl31相比，四个标本中总共发现20个突变位点，其中8个为四个标

本所共有。详细情况见表9

CLUSTAL multiple sequence alignment

cc-06 ATGc^cc^A从GAGAACTGC从TGTTrCAGGACCCACAGGAGCGACCCAGAAAGTTACCA
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Cc-12

cc一02

E^

cc-11

EGl31

AA

Af-I

cc-06

CC—12

OC-02

E^

OC—11

EGl3l

AA

Af—l

cc-06

cc一12

cc一02

卧

cc一1l

EGl31

A^

Af-1

OC一06

CC一12

^TccAC)cAAAAGAGAAcTGC从TGTTTCAGG^CccACAGG^GcG^00C^G从AGTTACc^

ATGc^CCAA^^GAG从CTGcA^TGT盯CAGGACCCACAGGAGCGACccAGA．AAGTrAC“

^TGcAcC从^AGAGAACTGC^^TGTnCAGGACCCACAC,GAGC．GACccAGAAAGTf^cCA

ATGcAcC从AAGAGAACTGc从TGT丌c^GGACCCACAGGAGCGACCCAGAAAG丌ACCA

ATGcACCA从^GAGAACTGCAATGT丌cAGGACCCACAGGAGCGACCCGGAAAGTTACCA

ATGCACCAAAAGAG从CTGCAATGTTTCAGGACCCACAGGAGCGACCCAG从AG竹ACcA

cTGcACC从从GAGAA懈从TGTTTCAGGACCCACAGGAGCGACCCAC^从G竹ACcA

cAGTT^TGCACAGAGCTGCAAACAACTATACATGAGA下AATATT^GA^TGTGTGTAcTGc

C^GTTATGc^CAGAG僦从AC从cTATACATGAGATA^TATTAG从TGTGTGTAcTGc
CAGTTATGCACAGAGCTGCAAAC从CTATACATGAGATAATATTAGAATGTGTGTACTGC

C^GTTATGCACAGAGCTGCAAACAACTATACATGACATA^T^订AGMTGTGTGTACTGc

cAGTTATGcAc^G^GcrGc从^C从CTATACATGAGAT从TA仃^G从TGTGTGTACTGC

CAcTTAT6cACAGAGCTGCAAACMcTATACATGATATMTATT^GAATGTGTGT^cTGc

cArrrATGCACAGAGCTGc从^CMCTATACATGATATAAT^TTAGAATGTGTGTACTGC

GATrrATGcACAGAGCTGC从AC从cTATACATGATATMTATTAG^^TGTGTGTAcTGc

A^GCAACAG竹A咄AcGTGAGGTATATGAc下丌GcTTTTCGGGATT'fATGCATAGTA
A^GcMCAGTT^咄ACGTGAGGTATATGACrTTGc啊TTcGGGATTTATGCATAGTA
A^GcMc^GTTA黜^CGTGAGGTATATGAC丌TGCTTTTCGGGATTTATGcATAGTA
AAGCAAC^GTT^CTGCGACGTGAGGTATATG^CTTTGCMcGGGATTTATGCATAGTA
MGCA^cAGTTAcTGcGACGTGAGGTATATGAcTTTGcTTTTCGGGATTT^TGCATAGTA

AAGCAACACTT^C1伍G^cGTGAGGT^TATGACt丁TGCr兀TCGGGATTTATGcATAGTA

MGcA^CAGTTACTGCGACGTGAGGTATATGAcTTTGC丌TTCGGGATTTATGCAT^GTA

从GcA^cAGTTACTGCGACGTGAGGTATATGAmTGCT竹TCGGGATTTATGCATAGTA

TATAGAGA砌A^TccATAlWGTATGTGATAAATGTTT从AG竹丌ATTCTAAAG丌
T^TAGAGATGGG从TccATATGCTGTATGTGATAAATGTTTAAAGT丌TA仃盯从A^TT

29
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CC_02

卧

OC—11

EGl31

“

Af-1

0C加6

CC-12

CC一02

E^

CC一儿

EGl31

AA

Af-I

CC-06

OC—12

cc—02

E^

CC—11

EGl31

AA

Af一1

cc-06

cc-12

CC一02

TATAG^GATGGGAATccATATGCTGTATGTGATAAATGTTTAAAGTTTTA"I TcTA^AATT

TATAGAGATGGGAATCCATATGcTGTATGTGAT从ATGTTT从^GTTTT^丌cT从^^TT

T^T^GAGA眦A^Tcc^T^脚T^TOTGATAAATGTTT^AAGTTTTAWAAAATT
T^TAGAG^To∞AA丁CCAT^TGcTGTATGTGAT^AATGmA从GTTTTATTcTA^AATT

丁^下^G^GA下GGG从TCCATATC．CA6TG丁G丁G^M丁G丌TMAG"T丁A唧AAAATT
TATAGAGA侧AATcc^T^TGc^GTGTGTGAT从^TGTTT^A^GTTT似TTcT从MTT
●■■bHHq■4■■日■斗+十●+●★●砷}}料●}料#自I}●自pHdq呻}{}料t桕p目H呻}}

^GTGAGTATAGAc^TTATTGTTATAGTTTGTATGGA^CMCA丌AGAAC^Gc从TAc从c

^GTGAGTATAG^cATTATTGTTATAGTTTGTATGGAACM“竹AGA^CAGc从TACAAC

AGTGAGT^TAGACATTATTGTTATAGTllGTATGGAACA^C^TT^GMCAGcAATACAAC

AGTGAGTATAGACATTATTGTTATAGTT％T^TGGAACAACA竹AGMCAGCA^TACA^C

AGTGAGTATAGAcATTA下TGTTATAGTTTGTATGG从C从CATTAGA^C^GcAAT^C从C

^GTGAGTATA“C^tTA竹G竹ATAGTGTGTATGGAACA^CATTAG^Ac^Gc从TACAAC

AGTGAGTATAGATATTA丌G竹AT^GTGTGTATGGAAC“CATTAGAACAGC从TACAAC

^GTGAGT^T^GAT^丌A竹G竹ATAGTTTGTATGGAACAACATTAG从c^GCAATACAAC

}扣b目■dd日qq肆十}}}}●拇料}}料÷}●}●}}●■Hq4{}}●●}●}●}t■■p日d钟

^AACcGTTGTGTG^TTTGTTAATTAGGTGTATT从cTGTCA^AAGCCACTGTGTCCT．，zGAA

从A0cGTTGTGTGATTTG丌AATTAcGTGTATTAACTGTCAAAAGCcACTGTGTCCTGAA

AAACCGTTGTGTG^TTTGTTAATTAGGTGT^下TA^CTGTCAAAAGCCACTGTGTCCTGAA

从^CcGTTGTGTGAmGTT从TTAGGTGTA丌从CTGTCAAAAGCCACTGTGTCCTGA^

AAACCGtTGTGTGATTTGTTAATTAGGTGTATTAACTGTCAAAAGCCACTGTGTCCTGAA

从Ac0GTTGTGTG^T丌GTTAATTAGGTGTATrAACTGTCAAAAGCCACTGTGTCCTGAA

从ACcGTTGTGTG^TTTGTT从TTAGGTGTATT从CTGTCAAAAGCCACTATGTCCTG从

AAACCGlTGTGTGATTTGTT^^TTAGGTGTATTAACTGTCAAAAGCCACTGTGTCCTGAA

抽H■日}÷蝌相bHdq■■目■}和叫■斟十}轴Hq4}+●●#H聿●●t#件●呻●■pHd呻料

G从A^GC从AGAC^TcTGG^C从从AGCA从GATTCCATMTATA^GGGGTcGG础cc
GA^从GC从^GACATcrGG^CA^AA^GC从AGATTCCATA^T^TA^GGGGTcGGTGGAcc

G^从AGCAMGACATCTGGAcA从AAGC从^“TTccATA^T^TAAGGGGTCGGTGGAcc

30
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EA GAAAAGcAAAGACATCTGGACAAAAAGCAAAGATTCCATAATATAAGGGGTCGGTGGAcc

CC—11

EGl31

从

^f．1

cc一06

CC一12

cc-02

E^

OC—11

EGl31

AA

Af-I

CC一06

cc—12

CC一02

E^

cc一11

EGl31

AA

Af-I

CC-06

cc—12

CC一02

EA

GA^A^Gc从^GACATCrGGACAAAAAGC从AGATTcc^TA^TAT从GGGGTCC,GTGGACC

GAAAAGcA从GACATCTGG^CM从AGC从AGATTcc^TA^TATA^GGGGTC五GTGGAcc

GAAAAGCAAAGACATcTGGAC从从AGcA从GATTCCATAATArAAGGGGTcGGTGGACC

GAAAAGc从^CAc^TcTGGACAAAAAGc从AGA丌0CAT^^TATMGo∞TCGGT6GAcc

GGTcG^TGTATGT唧1TGCAGA代^TCAAGAACACGTAGAGAAACCCAGCTGTAAATG
GGTCGATGTATGT佣TTGc^GATCATCA^GAACACGTAGAG从^CCCAGCTGTAAATG
GGTCGATCTATGTC丌GTTGCAGATCATC从GAACACGTAGAG从^ccCAGCTGMTG
GGTcGATGT^TGTcrTGTTGc^GATCATC从GAACACGTAGAGAAACCCAGCTGTAAATG

GGTcGATGTATGTCrrGTTGcAG^TcATc从GAACACGTAGAGAAACCCAGCTGT从ATG

GGTCGATGTATGTC丌GTTGCAGATCATCMGAACACGTAGAGAAACCCAGCTGTAAATG

GGTCGATGTATGTmGTTGcAG^TcATCGAGA^CACGTAGAGAAAccCAGCTGTAAATG

GGTcGATGTATGT唧TTGCAGATCATC从G从CAcGTAGAGAAACCCAGCTGTAAATG

C^TGGAGATACAcCrACAT础TGMTATATGTTAGATTTGCAACCAGAGACAACTGAT
cATGGAGATACACcrACATTGCATGMTATATGTTAG^TTTGCAACCAGAGACAAc丁G^T

cATGGAGATACAccT^GATTGCATGAATATATGTFAGATTTGCAACCAGAGACAACTGAT

cATGGAG^TACACCTACATTGcATGMTAT^TGTTA“TTTGCAACCAGAGACAAcTGAT

CATGGAGATACACCTAcKTTGCATG峨t讯讯吼1AGA．m啦AACCAGAGACAACTGAT

CATGGAGATACACCTACAtTGc^TG从T^TATGTTAG^TT蚴CcAG^GAC从cTGAT
CATGGAGATACACCTACATTGCATGAATATATGTTAGATTTGc从Cc^G^GACAACTGAT

CATGGAGATACACCTACATTC,CATGA^TAT^TGTTAGATTTGCAACCAGAGACAACTGAT

相琳扣H肆辑槲_肆}料料和H■幸H4}桕—■}}●_呻}#相H呻#H睥#■H肆#悃q呻

CTCTACTGTTATGAGCAATTAAGTGACAGCTCAGAGGAGGAGGATGAAATAGATGGTCCA

CTCTACTGTTATGAGCAATTAAGTGACAGCTCAGAGGAGGAGGATGAAATAGATGGTCCA

cTcT^cTGTTATG^GcA^TTA^GTGACAGcTcAGAGGAGGAGGATG从^TAGATGGT0cA

cTcTACTGTTATGAGCAATT^^GTGAc^GcTCAGAGGAGGAUGATG从^T^GATGGTCc^



四川大学硕士学位论文

CC-Il CTCTACTGTTATGAGCAATTAAGTGAcAGcTcAG^GGAGG^GG^TGAAATAGATGGTCCA

EGl31 CTCTACTGTTATGAGCAATTAAATGACAGCTCAGAGGAGGAGGATGAAATAGATGGTCCA

M CfCTACTGTTATGAGCAATTAAATGACAGCTCAGAGGAGGAGGATGAAATAGATGGTCCA

Af一1 CTCTACTGTTATGAGCAA竹AAATGACAGCTCAGAGGAGGAGGATGAAATAGATGGTCCA
●

■■H：料}}}■■Hq}#十}’口怫}●料$●料料女#H■}}■H■4}料十‘和Hq■4爿日#种

cc—06

CC一12

cc．02

EA

CC—lI

EGl31

AA

Af-1

CC一06

CC-12

CC一02

卧

CC一11

EGl31

AA

Af-I

CC一06

CC-12

CC一02

EA

cc—11

GCTGGACAAGCAG№CCGGACAGAGCCCATTACAAlm解吼踟弧Gc砒矾吼
GCTGGACAAGc^GA^CCGGACAGAGCCCATTACMT^TTGTA^啪TGTTGCMGTGT
GCTGGACAAC,CAGAACCGGACAGAGCC：cATTACAATATTGTAACCTTTTGTTGCAAGTGT

GCTGG^CAAGcAGA^CCGGACAGAGCCCAtTACA^TA竹GTAACmGTTGC从GTGT
GcTGGACAAGc^GAAcCGGACAGAGccc^TTAcAAT^TTGT从CcT邢TTGcAAGTGT
GcTGGACAAGC^GAAccGGAcAGAG蚴TTACMT^TTGTAACcT邢TTGcMGTGT
GCTGGACAAGCAGAACCGGACAGAC．ZCCATTAcA^TATTGT从CCTTCTGTTGCAAGTGT

GCTGGACAAGCAGAACCGGACAGAC,CCCATTAcA^TATTGTA^ccTTTTG丌GcA^GTGT

十●斟料十■pHdq日}●●d睥扣I}■十■■}桕I}料}扣Hd■4事件}扣啉●■件相-$■H斟

GACTCTACGC丌CGGTTGTGCGTAC从AGCACACACGTAGACAl砌T^clmGAAGAC

GACTCTACGCTTCGGTTGTGCGTACAAAGCACACACGTAGACATl℃GTAmGGAAGAC
GACTCTACGCTTCGGTTGTGCGTACAAAGCACACAcGT^G^C^TTcGTAcTTTGG从GAC

GACTCTACGCITCGGTTGTGCGTACAAAGCACACACGTAGACATTcGTACTTTGGA^GAC

G^cTCTACGCTTCGGTTGTC,CGTACAAAGCACACACGTAGACATTCGTA㈣GGAAGAC
GA∞ACCCTTCGGTTGTGCGTACAAAGCACACACGTAGACATTCGTAC丌TGGAAG^C
GACTCTACGCTTCGGTTGTGCGTACAAAGCAcACAcGT^GACATccGTAcGTTGG从GAc

GAcTCTAC(]CTTCGGTTGTGCGTACAAAGCACACACGTAGACATCCGTACGTTGGAAGAC

料料}●}桕pHdqd呻{}}}}+十■件}}和#料+●+十}归pH噼}}}}轴件}$}扣■件_肆

CTGTT从TGGGcACAcT脚AArTGTGTGCfL℃ATcTGTTCccAGAA^ccAT从ATGcAG

cTGTT从TGGGCACAErAGG从TTGTGTGC触ATCTGCTCCCAGAAACCAT从^TGc^G

CrGTTMTGGGCACACTAGGAATTGTGTGCCCCATCTGTTCCCAGAAAccATAA^TGCAG

cTGTT从TGGGCACACTAGG^mGTGTGCCccATcTGTTCCCAGAAAcc^TAAATGCAG

cTGTT^ATGGGCACACTAGGA^TTGTGTGCCCCATCTGTTCCCAGAAACCATAAATGcAG
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EGl31

AA

Af-1

CC_06

OC—12

CC一02

EA

CC—11

EGl31

M

Af一1

CC一06

cc一12

CC-02

EA

CC-Il

BGl31

AA

Af一1

cc-06

CC—12

cc-02

EA

CC-11

EGl31

cTGTTAATGGGc^CACTAGGAATTGTGTGCCCCATCTGTTCTCAGAAACCA丁AA^TC-CAG

cTGTTAATGGGcACAcTAGG从TTGTGTGCCCCATCTGTTcTCAGAAACCATAAATGGAG

c丁GTTA^TGGGcACAcTAGG从TTGTGTGCCccATCTGTTCTCAG从^cc^T从ATGGAG

÷■HH肆十■■■4牺Hdq■肆●+和晰_睥$懈}●相H科■●}■■■砷●●$■■Hb怿#

GTGAC丌丌肌^CATCCTAGTnTTACA'rGTTACGAAAACGACGT从^CGTTTACCAT
GTG^C丌丌ATTTACAT叨AGTTATT^CATGTT^cG从_MCGACGTAAACG佣cc^T
GTGAcr佣1TTGcATCCTAGTT^TTACATGTTACGAAAACGAcGTAAACGT'fTACCAT
GTGAⅢAr丌ACATCCTAGnATTACATGTTACG从AACGAcGT从AcGTTTACCAT
G丁GA口11TAT下T^C^TCcT^G竹A丌ACATGTTACGA^A^cGACGTA^AcGTTTACCAT

GTGA唧A"T^CATOCTAGTTATTACATGTT^cGA从ACGACGTAAAcGmAcc^T
GTGA盯r丌^TTTAcATCCTAGTTATTACATG丁TACGAAAACGACGTAAACGrrrACCAT

GTG^C丌TTATTTACATCCTAGTTATTACATG下T^cG从A^CGACGTAA．ACGTTTAccAT

ATTTTT丌TCAGATGTcT唧GGcTGocTAGTG^GGcc^盯GTCGACrTGo盯CcTGTc
A”TrrTTTcAGATGTCTCTTTGGcTGCcT^GTG^GGCc^cTGTcTAmGccTccTGTc

ATTTT下mCAGATGTCT唧GGcTGOcTAGTG脚AcTGTcT^c丌GccTCCTGTC
ATTTTTmcAGATGTcTcTT％Gc础T^GTG^GcOc^cTGTCTAC丌GccTccTGTC
^”11”1vrCAGATG础TTTGGcrGccnGTG^GGO∞cTGTCT^CTTGcclCcTGTC
ATTTTTTTTCAGATGTcTcTTTGGc脚^GTGAGGcc^cTGT咖T1优僦TGTc
ATTTrrmCAGATGTcTcTTTGGcTGccTAGTG^GGcc^cTGT盯AcTTGCcrCCTGTC

ATTTTTTTrCAGATGTCTCTITGGCTGCCTAGCGAGGCCAcfGTCTACTTGCCTCCTGTC

}#■蝌#女#斛$●料+#Hq■4{料}●+●肆●■—槲●十#●口F}tb—d睥十●$#p啉

CCAGTATCTAAGGTTGTAAGCACGGATGAATATGTTGCACGCACAAACATATATTATCAT

ccAGT^TcTAAGGTTGTAAGCACGGATGAATATGTTGCACGCACAAACATATATTATCAT

OC^GT^TcT^^GGTTGTA^Gc^CGG^TGA^T^TG瞰AcGC^cA^^c^TAT^丌ATcAT
cc^GT^TcTA^GGTTGTAAGCACGGATGAATATGTTGCACGCAC从Ac^T^TATTATcAT

ccAGT^Tct从GGTTGTMGcACGGATG从TATGTTGc^CGCAcAMCATATA竹^TcAT

CCAGTATCTAAGGTTGTAAGCACGGATGAATATGTTGcACGc^C从ACATATATTATCAT
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AA

Af一1

CC—06

CC-12

cc一02

E^

CC—ll

EGl3l

AA

Af-1

OC一06

CC-12

CC—02

EA

cc—ll

EGl3l

AA

Af-1

cc_06

cc一12

CC-02

E^

CC—11

EGl31

AA

cc^GT^TcTAAAGTrGT从GCACGGATGA^TATGTTGc^cGCAc从ACATATA竹ATcAT

cc^GTATCTAA^G1．rGTAAGCACCGATGAATATGTTGCACC,C^cAAAcATATATTATcAT

料+●●t+}自I●+●}+●抽■Hdqqq■肆}桕HI●●十■■pH■q■■q■qqq噼÷+}}9-十■●}

Gc^GGAACATcCAGAcTA僦^GTTGGAC^TOCcTA下丌TCcTATT从从MccTMC
ccAGGAACATccAGAcT^CTTGcAGTTGGACAToocTATTTT0cTATT从^MACcTAAC

Gc^GG从C^TccAGAⅢmGc^GTTGGACATccCTATTTTOcTATTA^从A^CCT从C

ccAGGAA“TccAGAcTA删AGTTGGACATCCCTATTTT0mTT从AAAAccTA^C
GcAGG从CATcc^GAcT^C眦AG竹GGAcATccmtT竹CcTATT从从^AcctMC
GCAGGAACATccAGAcTAcTTGcAGTTGGACATCCCT^r『TTCCTATTAAAAAACCTAAC

Gc^GGAAC^Tcc^GAcTACTTGcAGTTGGACATC0cT^TTrTCCTA"Fr从从从CcT从C

GCAGGAAcAT0cAG^cTACTTGc^GTTGGACATCCCTAT仃rCCTAT'rAA从AACCTAAC

m眦酏mm怵O既灿G1nc～GGA．n阮m阮碥鼢m1鸲眦畸讯
MTA^CA^从T^TT^GTTccr从^GTATCAGG^TTAC从TACAGGGTATTTAGAATACAT

AATA^C从A^T^'ITAGTTCCTA^AGT^TCAGGATTACAATACAGGGTATTT^GAATACAT

A^T从C从MT^竹^GTTCcT从AGTATCAGGA下T^CMTACAGGGT^TTTAG从TACAT

从TAAC^^^^TA丌AGTTCcTAAAGTATcAGG^TTAcAAT^CAGGGT^TTT^GA^TACAT

从TAAC从从T^TTAGTTCCT从AGTATCAGGA下TACA^TACAGGGTATTTAG&ATACAT

从TA^CA^从T^TT^G惭AAAGTATcAGGATTAcAAT^cAGGGT^TTTAG从TATAT
眦№CAAAATATTA娟CCTAAAGTATCAGGATTACmACAGGGl峨nAGAATA^讯

TTAccTGAcCccAATMGT订GGTTTTCCTGACACCTCA竹丌ATAATCCAGATACACAG

TTA0cTGAccoCA^TMGTl嘲TTTT(研GACACCTCATTTTATAATCCAGATACACAG

TTACcrG^ccccA^TAAGTTTGGTTTTCCTGACACCTcATrmTMTccAGATACACAG

TTA四“CCcc从T从GmGGTT丌(XTI'GACACCTCA下mAT从TCCAGATACACAG

'lq'ACCTG^CCCCA^TAAGTTTGG下TTTCCTGAcACCTCATr丌AT从TCCAGATACACAG

TTAccTGAcc0CA^TAAGTtTGGTTllCcTGACACCTCATT丁TATMTccAGATACAC^G

TTACcTGACCCCMTAAGTrrGGTTTTCCTGACACCTCATTTTAC从TCCAGATACACAG
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Af—I TTACCTG^CCccAATA^GmGGTCTTCCTGACACCTCA丌丌ACAATccAGATACACAG

CC-06

CC-12

CC-02

EA

CC-Il

EGl31

A^

Af-I

cc—06

CC-12

cc-02

队

CC-11

EGl3l

从

Af-1

cc一06

CC—12

CC一02

EA

cc-11

EGl3l

AA

Af-I

cGGcTGGTTT删GTGTAGGTG丌OAGGTAGGTCGTGGTCAGCCA下TAGGTGTGGGC
CC,GCTGGTTTGGGCCTGTGTAGGTGTTGAGGTAGGTcGTGGTCAGO：A丌AGGTGTGGGC

Ccc,CTGGTTTGGGCCTGTGTAGGTGTTGAGGTAGGTCGTGGTcAGOcAITAGGTGTGGGC

cGGCTGGTTTGGGOCTGTGTAGGTGTTGAGGT^GGTcGTGGTc^Gcc^TT^GGTGTGGGC

cGGcTGGTTTGGGCCTGTGTAGGTGTTG^GGTAGGTCGTGGTcAGcCATTAGGTGTGGGc

cGGcT啪GG唧TGTAGGTGTTGAGGTAG6TcGTGGTc^GcCATT^GGTGTGGGC
CGGCTGGmGGGCCTGTGTAGGTGITGAGGTAGGTCGTGGTCAGCCAT'rAGGTGTGGGC

册GGTTTGGGCCTGTGTAGGTG丁T“GGTAGGl℃GTGGTcAGccATTAGGTGTGGGc

A丌^GTGGccATc州An从^T从ATTGGATGACAcAGAAA^TGcTAGTGCr『ATGCA
ATTAG懈ATcCm^TTA从T^AATTGG^TG^c^C^G从A^TGCTAGTGC丌ATGcA
ATTAGTGGccATCC兀TATT从ATAA^TTGGATGACAcAGA从^TGcT^GTGcrTATGcA

^TT^GTGGccATcC丌r^丌从ATAMTTGGATG^CACAGMMTGcTAG肼ATGcA
ATTAGTGGCCATOCrrrATT从AT从AT咖ATGAc^CAG从MTGcTAGTGCTTATGCA

^兀AGTGGcc^TⅢATT从ATAA^TTGGATGACAcAGA从^TGCTAGTGCTTATG'CA
ATTAGTGGccATcCTlT^TT从^TAA^丌GGATGAc^C^G^^AATGcTAGTGcTTA础
An^GTGGCCATCC丌TATT从^T从ATTGGATGAcAC^G从从TGCTAGTGCTTATGCA

●●●●■bHHdd4■}}■■坤}#桕phhHq嗥料}●}●}}扣pHHq4术■■目陴十十}t#●十+料

GcA^ATGcAGGTGTGGAT从TAGAG从TGTATATcTATGGATTACAAACAAACACAAT他

Gc从ATGCAGGTGTGGATA^TAGAGAATGTATATCTATGGATTACAAACAMCACAATTG

Gc从ATGCAGGTGTGGATAATAGAGMTGTATATCTATGGATTACAAACAA^CACAATTG

GcM^TGcAGGTGTGGAT从TAGAGAATGTATATcTATGGATrACAMCAAACACAATTG

Gc从^T6CAGGTGTGGGTA^TAGAGAATGTATATCTATGGA下TAC^MCA从CACAATTG

cc从ATGcAGGTGTGGAT^^TAGAGAATGTATATCT^TGGATTACAAACAAACACAATTG

GcAAATGc^GGTGTGGATA^TAGAGMTGTATATCTATGGATTACAAACAAACACAATTG

GC^从TGcAGGTGTGGATMTAGGG从TGTATA研ATGGA rTACAAACAAACACAAm



堕!!!查兰堡主堂垡丝壅

捌呻桕H唪捌呻桕H噼●捌睥_呻$扣蚓啡抽—睥轴肄相纠槲扫H肆桕H4牺H和H巾H中怫

CC一06

cc一12

cc-02

EA

cc一儿

EGl31

AA

Af-1

CC一06

cc一12

CC-02

E^

cc-11

BGl31

AA

Af-1

TGTTTAATTGGTTGCMACCACCTATAGGGGAACACTGGGGCAAAGGATCCCCATGTACC

TGTTTAATTGGTTGCAAACCACCTATAGGGGAACACTGGGGCAAAGGATCCCCATGTACC

TGTTTAATTGGTTGCAAACCACCTATAGGGGAACACTGGGGCAAAGGATCCCCATGTACC

TGTTTAATTGGTTGCAAACCACCTATAGGGGAACACTGGGGCAAAGGATCCCCATGTACC

TGTTTAATTGGTTGCAAACCACCTATAGGGGAACACTGGGGCAAAGGATCCCCATGTACC

TGTTTAATTGGTTGCAAACCACCTATAGGGGAACACTGGGGCAAAGGATCCCCATGTACC

TGTTTAATTGGTTGCAAACCACCTATAGGGGAACACTGGGGCAAAGGATCCCCATGTAAC

TGTTTAATTGGTTGCAAACCACCTATAGGGGAACACTGGGGCAAAGGATCCCCATGTAAC

扣-十+十¨晰$■Hq{和H啡料扣hd■{和■■44十p—d4{■H肆#H■}自H噼相I料●

AATGTTGCAGTAAATCCAGGTGATTGTCCACCATTAGAGTTAATAAACACAGTTATTCAG

AATGTTGCAGTAAATCCAGGTGATTGTCCACCATTAGAGTTAATAAACACAGTTATTCAG

AATGTTGCAGTAMTccAGGTG^TTGTcc^CcA丌AGAGT丁从T从^CAcAG丌ATTCAG

AATGTTGCAGTAACTCCAGGTGATTGTCCACCA竹AGAGTTAATAAACACAGTTATTCAG

AATGTrGCAGTAACTCCAGGCGATTGTCCACCATTAGAGTTGATAAACACAGTTATTCAG

A^TGTTGcAGT从ATccAGGTGA仃GTcCAccATT^GAGTT从TA从cAC^GTTAtTC^G

AATGTTGCAGTAA吼CCAGGTGAnGTCCACCATTAGAG矾KHAAACACAGTTATTCAG

AATGTTGCAGTAAATCCAGGTGATTGTCCACCATTAGAGTTAATAAACACAGTTATTCAG

桕H呻辑●+抽H肆}扣Hc料}扣H呻和H嗥相I抽叫雌和HaH呻抽啉相H雄_呻窜H雌料料

GATGGTGATATGGTTGATACTGGCTTTGGTGCTATGGACTTTACTACATTACAGGCTAAC

GATGGTGATATGG下TGATACTGGCTTTGGTGCTATGGACTTTACTACATTACAGGCTAAC

G^TGGTG^TATGGTlG^TAcTGGCmGGWATGGAcTTT^cT^cATT^CAGGcTA^C
GATGGTGATATGG3WGATACTGGCTTTGGTGCTATGGACTTTACTACATTAc娲嬲№

GATGGTGATATGGTTGAT^cTGGcrT丁GGTGcT^TGGACr订ACT^CATTAcAGGCTA^C

GATGGTGATATGGTTGATACTGGCTTFGGTGCTATGGACTTTACTACAl-rACAGGCTAAC

GATGGTGATATGG竹GATAccGGCTtTGGTGcT^TGGAcT丌AcTACATT^c^GGCTA^C

GATGGTGATATGGTTGATAccGGcT_丌GGTG叶ATGG肼ACTAc^TT^c^GGC丁AAC
$H呻和H肆☆p日呻十■H4料_呻料#●扣HH噼相啉料相H■}#H■}H■$自—嘶料
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cc—06

CC-12

0C一02

队

cc—ll

EGl31

AA

Af-I

cc一06

cc-12

Cc-02

EA

cc一11

BGl31

A^

Af一1

CC—06

CC-12

CC一02

EA

cc—11

EGl31

从

Af—l

AAAAGTG从G下代C^cTGG^TAT丌GT^c^TmTTTGC从^TATCc^G^TTATATTAAA

AAMGTG^AGTTccACTGGATATTTGTACATcTATTTGCAAATATCCAGA'rrATATTA似

从从GTGA^G竹CcAcTGGATATTTGTAcA矾T丁TGc从ATATcCAGATTAT^TT从A
从AAGTG从GTTcC^CTGG^T^TTTGTACATcTATlTGc从^TATcc^GA仃^TA竹从^

^AA^GTG从^TTcCACtGGA砒mGTACATcTATTTGc从AT^Tcc^GATTATAⅢ
从从GT6A^GTTcC^洲ATAT竹GTACATcT^TTTGc从^T^Tcc^G^TTATmA从
从AAGTGAAGTTCC^cTGGATATTTGTACATcTATTTGc从ATATcCAGA丌AT^TTAAA

^从AGTGAAGTTCc^CTGGATAT丌GTACGTcT^T兀GCAAATATCCAGATTATATTAAA

$‘料料料十和H日}料料+}和H聿$●啉十牺■Hd4{+}料％●蝌#■}■Hqq4{}●o●畔

^TGGTGTc^GAAccATATGGCGACAGCTrATTTT竹T^TTTACGAAGGGAAC从ATGTTT

^TGGTGTcAGA^∞^TATGGCGACAGcTTATTT丌丌^TnAcGAAGGGAAC从^TGTTT

^TGGTGTcAG从CCATATGGCGACAGCTTATTTTTTTATTTAcGA^GGGAACAAATGTTT

^TGGTGTc^GA^ccATATGGcGAc^GcTT^TTmATTTAcG从GGGA^C从^TGTTT
ATGGTGTCAG从cCATATGGcGAcAGOTATTTTTTTAmAOGMGGGAACAAATGT"IT

ATGGTGTcAG从CCATATGGcGACAGCTTATTT州Am^cGA^GGGAACAAATGTTT
^TGGTGTC^G^^ccATATGGcGAC^GCcT^T下T订'ITATTTAGG从GGGAACAAATGTTT

ATGGTGTcAGAAccATATGGOGAcAGCTI'A丌TrrTTATTTACGAAGGG从C从ATGTTT

●●}}}桕b_}}●#扫pHqqdqq蚪}十●肆+}}料}}}}}}}十●+}}t}十十}+$料}●}}_肆

GTTAGAcATTTATTT^ATAGGGCTGGTGcTGTTGGTGA^A^TGTAccAGAcGAT丌ATAC

G丌AGACATTTA下TT从TAGG伽TccTG眦TG从AATGTACCAGACGATTTATAc
GTTAGACA丌TATTTMTAGGGCTGGTGCTGTTGGTG从AATGTAccAGAcGATTTATAC

GTTAG^cAT丌ATlTMTAGGGCTGGTGCTGTTGGTGAAAATGTACCAGACGAT丁rATAC

GTTAGACATTTATTT从TAGGGCTGGTGcTGTTGGTGA^AATGTACCAGACGATTTATAC

GTTAGACAT丌^TTTA^T^∞GcTGGTGCTGTTGGTGAAAATGTACCAGACGATTT^TAc

GTTAGACAT丌ATTTA^TAGGGCTGGTGCTGTTGGTG从从TGTACCAGACGATTTATAC

G订^GAcAmATTTAATAGGGCTGGTGCTG"ITGGTG从从TGTACCAGAOGAnTAT^C
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CC一06

OC—12

cc一02

EA

cc一儿

EGl31

从

Af一1

CC一06

CC-12

CC-02

EA

CC-II

EGl3l

AA

Af-I

CC一06

CC—12

cc加2

EA

OC一11

EGl31

AA

Af—l

A竹AAAGGcrcrGGGTCTACTC,CAAAr广rAGccAGTTCA从丌^下rTTCCT^CACCTAGT

AT州GGCTCTGGGTcT删从^仃r^GocAGTTcAAAtTmOcTACA0cTAGT
ATT从AGGcTcrGGG研ACTGC从AmAGccAGTTCAAATT^TT下rocTACACCTAGT

ATMGGcTcTGGGTcTAcTGcAAAmAGccAGTTCAA^TT^TrrrCcTAC^ccTAGT
^丌从^GGcTCTGGGTcT^cTGcA^^TTTAGccAG'ITCAAATrATTTTCCTACACCTAGT

ATTAA^G踟GGG研^cTGc从^T订AGcc^GTTC从A丌^TrrTccTAcAOcT^Gc
^TT从AGGCTCTGGGTcTAc丁GCMATTTAGcc^GTTCMATT^r兀TCcT^C^0cTAGT

A丌从^GGCrCTGGGTcT^CTGC从AnTAGccAG丌CAAATTArr丌CCTACACCTAGT

GG丌cTATGGTTACCTCTGATGCCCAAAT脓AATAAACCI'TATTGG竹ACAACGAGCA
GGTTCTATGGTTACCrCTGATGcccA从TATTcA^TAA^CcTTATTGGTTACAACGAGCA

6GTTcTATGGT'rACCTCTGATGCCC从AT椰从T^AA0mAT琳mC从cGAGCA
GGTrcTATGG"ITACCTCTGATGCCCAAATATTCAATAAA{ⅫVrATTGG丌^CMCGAGCA

GG竹cTATGGTTA0觚^TGccc从^TATTC从TA^^OcTT^几GGTTACA^CGAGCA
GGTTcTATGGTrACCTCTGATGCCCA从TATTcMTA从CCTTA竹GGTTAcAACGAGCA

GGTTcTATGGTTAO唧ATGCcC从^T肼AAT从^CⅢ^TTGGTT^CAACGAGCA
GGTTcT^TGG丌A嘞G^TGcccA^^T^TTⅢT从ACCATA丌GGTTGcA^CGAGCA
t●}}●}}●+}}‘t怫}$■■■p■h■q■}}}■十}●●●#■蚌}}#■■I#t}}●}t9目辟

CAGGGcCACAATA^TGGCAlTTGTTGGGGTAACCMcTAT丌GTTAcTGTTGTTGATACT

CAGGGccACAATAATGGCA邢竹GGGGTAACCAACTATTTGTTACTGTTGl-rGATACT
CAGGGCCACAAT从TGGc^T丁TGTTGGGGTAACCAAcTATTTGTTACTGTTGTTGATACT

c^GGGccAC从TA^TGGCATrTGTTGGGGT从OC从cTArrrGTT^cTGTTG竹GATACT

CAGGGCCACAAT从TGGc^TTTGTTGGGGTMcc^^CTATTTGTTACTGTTGlTGATACT

c^GGGCCACAATA^TGGCAmGTTGGGGTAACCAACTATTTGTTACTG丌GTTGATACT

cAGGGccAcAAT^^TGGC^TTTGTTGGGGT^^CCA^CTATTTG丌^c丁GTTG竹GATACT

CAGGGCCACMTAATGGCArrTGtTGGGGT从CCMCTATTTGTTACTGTTGTTGATACT

cc-06 ACACGCAGTACAAATATGTc^YrATGTGcTG(：cATATCTACTTCAG从^CTACATATAAA
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CC-06

CC-12

CC一02

EA

CC—U

EGl3l

AA

kf-I

CC一06

CC一12

CC—02

卧

cc一1l

EGl31

M

Af-1

CC一06

CC—12

ACACGCAGTACAAATATGTCATrATGTGC黼T^TcTA盯TcAG从ACT^CATATAM
ACACGCAGTACAAATATGTCA订^TGTGcTGcc^TATCTACTTCAGAAACTACATATAM

ACACGCAGTAC从ATATGTCA订ATGTGCTGCCATATcTAcTTCAG从ACTACATATA^^

ACACGCAGTACAAATATGTCA丌ATGcGcT∞C^TATCTAmCAG从ACTACATATA^^

AcAcGCAGTACA^ATATOTCA仃ATGTGCTGCCATATCTAC丌CAG^AACTACATATMA

ACACGcAGTAcA从T^TGTc^竹ATGTGcTGccATATCTACrTCAGA^CCT^CATAT从A

ACAcGc^GT^CAAATAT6丁CA"I TATGTGCTGccATATCTACTTCAGAAACTACATAT从A

}#■■pppHqq目qq■口悱●●●#抖+●呻}●}}{●●■■hHqq日4}料_雌●}÷十■H噼#

^ATA㈨呷A^GGAGTACcTAcGAcATGGGG^GGMTATGArmCAGT丌盯广兀T
从T^cTAA口TTAAGGAGTACcTAcG^cATGGGGAGGMTATGAm^CAGT下TATTm

AATACTAACTTTAAGGAGTACCTACGACA僦^GG从TATGATTT^CAGTTTATTrTT
从TACTAACmAAGGAGTACCTACGAC^伽AGGA^TATGAr丌ACAGTTTATTTTr
MTAcT从咖A^GGAGTAOcT^CGACATGGGGAGGMTATG^r广rACAG下TTATTr丌
从TACTAACTTT从GGAGTACcTACGACA丁GGGGAGG从TATG^TTTAC^GTTTA下TT竹

MT^crA^CrrT从^GAGTAOcTAcGAC^僦AGGA^T^TG^丌丁Ac^GT竹ATT仃T
从T^CTAACTTT从AGAGTAC盯ACGACATGGGGAGG从TATGA矾CAGTlT^TTTTT
}●●■料+■■懈_呻●}}}+●自啉+++}+●●+#÷}和bHH口p晰}$●#■I}$牺-}+#

C从cTGTGCA从^T从CCTT从CTGcAGAcGTTATGAcAT^c^TACAT丁CTATG从rrCc

CAACTGTGC从^ATAACCTTAAcTGCAG^cGTTATGAcATAcATACATTcTATGAATTCC

CAAcTGTGC从A^TA^0CTTA^㈣GAcGTTATGACATAcATACATTCTATG从TTCC
CAAcTGTGc从从TAACC丌AACTGCAGAcGTTATGACATACATACATTCTATGAATTCC

C从cTGTGcA^从TAAOCTTAACTGCAGAcG丌ATGAcATAc^TAcATTGTATG从TTcC

CA^CTGTGC从AATA^CCTTAAcTGcAGAcGTTATGAcAT^CATACATTCTATGAATI'CC

C^ACTGTGC从^ATA^C㈣CTGc^GAcG丁T^TGTcATACATAC^TTcT^TGAATTcc
cAAcTGTGc从MTAACCTT^AcTGCAGAcGTTATOAcATAcATACATTcTATGAATTcc

桕■■■怫}十}■+●■+}料柑+●十●$++{●##■$女{_肆十##H：}}●#■坤料{}●●÷}●肆

^cT^TTTTGGAGGACTGGAATTTTGGTCTACAACCTCCCCCAGGAGGCACACTAGAAGAT

栅A邢GGAGG^CTGG从TTTTGGTcTACA^CCTCCCCCAGGAGGCACACTAGAAGAT
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CC-02 ACTATTTTGGAGGACTGGAATTTTGGTCTACAACCTCCCCCAGGAGGCACACTAGAAGAT

队 ACTATTTTGGAGGACTGGAATTTTGGTCTACAACCTCCCCCAGGAGGCACACTAGAAGAT

OC一11 ACTATTTTGGAGGACTGGAATTTTGGTCTACAACCTCCCCCAGGAGGCACACTAGAAGAT

EGl31 ACTATTTTGGAGGACTGGAATTTTGGTCTACAACCCCCCCCAGGAGGCACACTAGAAGAT

^^ ACTA丌订GGAGGAcTGGAATTTTGGTTTACAACCTCCTCCAGGAGGCACACTAGAAGAT

Af一1 ACTATTTTGGAGGACTGGAATTTTGGT订ACAACCTCCCCCAGGAGGCACACTAGAAGAT

和—肆轴H呻相H晰扣H肆轴H肆栖博蝌和—肆蝌料扣H中H聿扣肄桕蚪唯捌啐牺懈
。

cc—06

CC—12

cc-02

队

Cc-11

EGl31

AA

Af-l

CC一06

CC—12

OC—02

E^

cc一1l

EGl3l

AA

Af-1

cc-06

CC-12

CC—02

ACTTATAGGTTTGTAACATCCCAGGCAATTGCTTGTCAAAAACATACAccToC^Gc^OcT

ACTTATAGGTTTGTAACATCCCAGGCAATTGCTrGTCAAAAACATACACCTCCAGCACCT

^(耵ATAGGTTTGTA^cATccC^GGC^^”UCTTGTCAAA^A“TAc^OcTccAGcACcT

AUITATAGGTTTGTAACATCCCAGGCAATTGCTTGTCAAAAACATACACCTCCAGCACCT

ACTTAT^GGTTTGT从cATcCc^GGCAATTGCTTGTc^^^从cATAc^CCTCcAGCACCT

^crTATAGGTTTGTAACAToccAGGC从TTGcTTGTCMA^^cATAC^OCTccAGc^O盯。

ACTTATAGGTTTGTAACATCCCAGGCAATTGCTTGTCAAAAACATACACCTCCACCACCT

^C11强T^GGTTTGT从c^Tc0CAGGCMTlGC丌们℃AAA^AcAT^c^ccTccAGcAccT

+$9Hq44}}●}十t●扣啉+÷#■Hqq■■4}十+}}十■辟÷#目■d雌■Hq■}自■■肿#

AAAGAAGATCCCCTTAAAAAATACA呷丌GGGAAG㈨TTTA^^GGAA从G”11℃T
AAAGAAGATCCCCTTAAAAAATACACTTTTTGGGAAGTAAATTTAAAGGAAAAGTTrr四

AAAGAAGATCCCCTTAAAAAATACACTTTTTGGGAAGTAAATTTAAAGGAAAAGTTTTCT

AAAGAAGATCCCCTTAAAAAATACACTTr仃GGGAAGT从^TTT从^GG从¨G肼cT
AAAGAAGATCCCCrrAAAAAATAcAcTTTTTGGGAAGTAAATTTAAAGGAAA．AGTT'I'TCT

AAAGAAGA∞CCCCTTAA从从TACACTTTTTGGGAAGT从ATTTAAAAGAAAAGTTTTCT

AAAGAAGATCCCCTTAAAAAATATACTl-FTTGGGAAGTAAATTT从A^G从AAGTlTrCT

A．AAGAAGATCCCC丌从从A^TA丁ACTTTTTGGGAAGTAAAT竹AAAAGAAAAGTTTTCT

十H呻^十料扣H肆●十H呻十■—斟拳H呻榭十■H■4和■4十pH4}料牺H■十懈扣-

GCAGACCTAGATCAGTTTCCTTTAGGACGCAAATTTTTACTACAAGCAGGATTAAAGGCC

GCAGACCTAGATCAGTrTc盯竹AGGACGCAAATTTTTACTACAAGCAGGATTAAAGGCC

GCAGACCTAGATCAGTTTCCTTTAGGACGCAAATTTrTACTACAAGCAGGATTAAAGGCC

40
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EA

cc一1l

EGl31

AA

Af-1

cc-06

OC一12

CC—02

EA

CC一11

EGl3l

^A

Af—l

cc-06

OC—12

CC-02

E^

cc—ll

EGl31

AA

Af一1

GCAGACCTAGATCAGTTTCC丌TAGGACGCAAATTTTTA凹^CAAGCAGGATTAAAC,GCC

C,CAGACCTAGATCAGTTTc咖AGGACGCAAATT矾cTAC从GCAGGATT从AGGcc
GcAGACCTAGATcAGTTTc呷^GGACGc从^TTTTTACT^CAAGCAC,GATTG^^GGcc
GCAGACCTAGATCAGTT丁cCTTTAGGACGCA从下TTTT^CTACAAGCAGGA下TT从GGcc

GCAGACCTAGATCAG丌TCCTTTAGGACGCAAAⅢAcT^c^^GcAGGAmAAGGCT

从ACCAAAA硎cATTAGGA从ACGAA^AGcTACAccCAcc^CcTCATCTA∞AC^
AGACCMAATTTACATTAGGAAAACGAAA^GCTACACCCACCACCTCATCTACCTCTACA

AAAcc从AATTTAC^TTAGGAAAAcG从AAGCTACACccACCACCTCATCTACCTCTACA

^从CCAAMTTTACATTAGGAAAACGAAAAGCTACACCCAcCACCTcATcT^CCTcTAc^

从AcCAAAAT丌ACATT^GG^AAAcG从从6CTACACCCAccACcTcA亿TACcTmc^

AAAcc从MTTTAcATTAGG从^^CG从AAGcTAc^Ccc^CCAOCTcATCT^CcTcTAc^

AAAcc从A^TTT^C^TTAGG从A^CG从MGcT^CAO吼∞^C㈣TcT^CcTCt^c^
AAAcc从A^T丌Ac^mGGG从AcG从从GCTACACCCAccACcTCATcTAcC研ACA

●}#●+}轴—■呻●÷t#I$幛}●料}●+●十十}t+扣bb目日Hqddq牛●●$●}●十#■p■H雌

^c1研从AcGCA¨从^CGTAAGcTGlM

A删AAAcG㈨从^cGT从GcTGTA^
AcTGcT从ACGc从从^AcGTMGCTGTM

A嘲从^CGc^^从k^CGTA^G∞T^^
AcTl研从ACGC^cL^A从CGTMGcTGlAA

ACTGCTAAACGCAAAAAACGTAAGCTGT从

ACTGCTAAACGCAMAAACGTMGCTGT从

AcTGcT从ACGc从^从^CGTAAGcTGtAA

{}{{_d噼}十料}●}目dqddqddqdd■料+

3．4．1 E6基因对于E6基因，四个标本中总共发现四个突变位点，其中三个

为四个标本共有，它们分别是：131(G-A)(Gly—Arg)、178(T-G)(Asp—Glu)和

350(G-T)(Val—Leu)。320(A-G)(Ile—Val)为CC—06所独有。

3．4．2 E7基因对于E7基因，四个标本中共发现三个突变位点，其中两个位

点为四个标本所共有，它们分别是：647(A-G)(Ash—Asp)和846(T-c)(同义突
4I
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变)。另岁}一个843(T—C)(同义突变)。

3．4．3 Ll基因对于L1基因，共发现13个突变位点，三个为四个标本共有：

第966(C-T)(同义突变)、第1302(C-T)(同义突变)和第1434(A-G)(同义

突变)。七个为CC-11所独有：第503(A-G)(Asp—Gly)、第620(A-C)(Asn—Thr)、

第627(T-C)(同义突变)、第648(A-G)(同义突变)、第736(G-A)(Val—Ile)、

第1113(T—C)(同义突变)和第1256(c-g)(Ser-Cys)。第20(A—G)(Thr—Cys)

为cC一02所独有。第112(T-G)(Thr-Asp)为HUANG所独有。第1508(A-G)(Lys—

Arg)为cC一12所共有。

表9HPVl6E6、‘E7和L1基因序列分析
Table 9 Nueleotide sequence variatiOIlS in HPV 16 E6，E7，LI ORFs

AA：Asia-american；AFl：Africall一1：EA：EastAsia；EGl3l：European-Germany 131

8：由于EGl31、AA、AFl和EA的E6和E7开放阅读框范围均为83—559、562-858，因此

仍然采用原始位点顺序编码，而其对于Ll基因的起始范围不同但长度相同，为方便统

计和比较，从L1基因的第一个核苷酸序列开始计算。

3．5系统进化分析

分别根据E6、E7、L1以及E6-E7一L1序列进行进化分析，其结果如图7所

示
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图7 E6、E7、L1以及E6．E7．L1所作的系统分析图。

AA：Asia-american；AFl：African-1；EA：EastAsia；EGl31：European-Germany 131

4讨论

世界范围内，宫颈癌的发病率仅次于乳腺癌而居第二位，每年约有10万

宫颈癌新发病例，其中80％在发展中国家，我国每年约有新发病例13．15万，

占全世界新发病例的28．8％。近年来宫颈癌发病年龄趋向年轻化，从原来的

40-50岁提前至f]35岁左右。人乳头瘤病毒(HPV)感染是诱发宫颈癌的首要启

动因素，99％以上的宫颈癌组织携带高危HPV DNA，其中HPV 16型占60％上【5】。

由于HPV是宫颈癌发病的关键因素，对于预防宫颈癌来说，首先还是从根源

上切断HPV的感染，由此引起世界各国研究HPV疫苗的热潮，但是由于HPV各

种亚型以及不同地区的同种亚型的基因具有高度多态性，这就要求不同地区

必须针对本地区HPVl6亚型基因的特点来研制针对本地区的HPV疫苗【1”。本文

主要探讨中国西南地区宫颈癌患者中HPVl6亚型主要基因的序列变异特点。

在我们的研究中，在12例标本中，11例为HPV阳性，感染率为91．7％，

其中4例为HPVl6单重感染，另外7例中，3例为单重感染，2例为双重感染，2

例为三重感染。HPV的多重感染是否增加或促进宫颈病变的发生一直是学者

们关注的问题。多数人认为，多重感染并不增加宫颈癌的发生。在IARC的研

究中，病例组多重感染为81．1％，对照组为13．19％．对照组多重感染率较高。

Kay等【19】对南非富颈癌和CIN2--3的患者进行研究发现，CIN2—3中HPV双

重感染为12．4％，宫颈癌中为16％，认为多重感染与宫颈病变的级别无关。

多重感染并不增加宫颈癌的发生率【20】。但也有学者认为，多重感染促进宫颈

病变的发生，且多重感染的宫颈癌患者对放疗的敏感性较差【2”。有学者发现

HPVl6是双重感染中最常见的感染亚型。HPVl6、18、33常有双重感染，

故认为HPV的多重感染与感染的HPV亚型有关12“。

HPVl6E6、E7基因是病毒的主要转化基因，其编码的E6蛋白及E7蛋白均为

含“Cys—x-X—Cys”锌指结构的DNA结合蛋白，E6蛋白的N端及C端各形成2个锌

指结构，可分别结合、降解抑癌基因p53。体外研究表明，一些E6突变蛋白对

p53的降解能力大大降低，另外的一些变异则导致潜在的T细胞受体或者HLA

结合区域的氨基酸变化：E7蛋白的C端也存在2个锌指结构，N端37个氨基酸残

基与AdEIA和SV40T抗原蛋白相似，可与抑癌基因蛋白Rb结合，为E7蛋白的转

化活性区【2玷“。Fujnaga等通过PCR法测序分析发现，大多数侵袭性宫颈癌及
44
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癌前病变都检出了HPVl6E7序列变异株。对于E6E7基因，本研究的四例标本

中共发现7个突变位点，没有发现任何缺失或插入突变，在7个突变位点中，

5个为四例标本共有：131(G-A)(Gly—Arg)、178(T-G)(Asp—Glu)和

350(G-T)(Val-Leu)、647(A—G)(Asn—Asp)和846(T-C)(同义突变)。其中

350(G-T)(Val—Leu)、647(A-G)(Asn—Asp)在国内其他研究[12，13，14]中也

有报道。

L1基因为结构基因，编码病毒的衣壳蛋白L1蛋白，L1蛋白分子量约

54—58kDa，其五聚体形式即为构成病毒外壳的壳粒，Ll基因序列具有保守性，

同时具有型特异性特征，而且个亚型之间因地域的不同也存在一定的变异性

“”。Touze嘀3选取源于世界不同地区的6个HPV 16病毒株，与原型病毒株比较，

发现Ll蛋白氨基酸的变异可多达15个，其在杆状病毒表达体系中VLP的产量

是1-79倍不等。而在我们研究的四例标本中共发现13个突变位点，未发现插

入或缺失。在13个突变中，三个为四个标本共有，但均为同义突变。七个为

LEE所独有：其中第627(T-C)、第648(A_G)和第1113(T-C)为同义突变：第

503(A-G)(Asp—Gly)、第620(A-C)(Asn—Thr)、第736(G—A)(Val—Ile)和第

1256(C-G)(Ser-Cys)。 第20(A．G)(Thr-Cys)为CHEN所独有。 第

112(T-G)(Thr—Asp)为HUANG所独有。第1508(A-G)(Lys—Arg)为ZHOU所共有。

另外，L1基因的不同缺失突变体对VLP的形成也有重要的影响，但是本研究中

并没有发现任何缺失或者插入突变。

HPV病毒无法在体外培养，在体内也不能被诱导出易于检测的免疫反应。

因此无法采用血清学检测的方法对其进行分型。HPV分型主要是依靠病毒核

酸的杂交试验及病毒基因组的物理图谱分析等方法来确定，通常以50％的同

源性作为分型的标准。近年来，国际病毒界又提出以病毒L1、E6和E7基因的

同源性作为分型标准。如果不同毒株间上述核苷酸序列的同源性低于90％，

则被认为属于不同的型别。尽管各HPVl6型之间同源性很接近，但是根据来

自不同地方(欧洲、亚洲、非洲、南美洲和北美洲)的地方株的序列特点又

分为5个分支：E(European)，As(Asian)，从(Asian—American)，Af一1

(African—1)和Af一2(African-2)[27】。本文采用phylip3．65化分析软件，分

别以E6、E7、L1以及E6-E7-L1为序列依据，初步探讨中国西南地区宫颈癌组

织中HPVl6亚型的进化关系，结果发现，单独以E6基因序列即可明显区分出

中国西南地区HPVl6亚型与其他分支。
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由于人乳头瘤病毒的巨大危害性，目前设计特异性的疫苗势在必行，而

设计疫苗一般都是针对HPVl6特异的基因序列进行的，所以对HPVl6亚型各主

要基因进行序列分析十分必要。本项目针对中国西南地区HPVl6亚型的主要

基因进行克隆和多态性分析，为其相应蛋白表达的后续工作奠定坚实基础，

并为进一步应用到临床判断HPV感染患者预后以及开发出具有预防功能的生

物制剂和疫苗都具有广阔的前景和重大意义
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文献综述 人乳头瘤病毒的研究进展

1人乳头瘤病毒的生物学简介

1．1人乳头瘤病毒的基本结构

tLoV是一类分子量较小的双链环状DNA病毒，专性侵染和寄生人体生

殖器官及其它组织器官的上皮细膨卜2l。在病毒分类上，HPV属于乳头瘤病

毒科乳头瘤病毒属，包含100多个专性侵染人类的病毒类型。HPV基因组是

一双链闭环DNA，分子量5000kD，各型HPV基因组DNA的长度在

7200．8000bp之间【3。。HPV属于乳头瘤病毒超家族(Superfamily)的成员。这

个超家族的病毒成员在长期的进化过程中还形成了专性侵染猴(MPV)、牛

(BoPV)、狗(cPv)、兔(ReV)等哺乳动物的类型。这类病毒的共同特征是基因

组结构比较简单，编码8个自身复制所必须的蛋白，病毒没有RNA阶段：不

携带反转录酶基因，只能借助宿主细胞的反转录酶及其它必须宿主因子完成

复制。侵染不同物种的乳头瘤病毒形态差别不大。

HPV病毒在其生活史的晚期，即将离开被侵染的宿主细胞时启动自身

L2和Ll蛋白基因表达，形成包被病毒DNA的衣壳蛋白并自动完成装配。

成熟的HPV病毒为圆形颗粒，直径52．55nm，外壳主要由72个呈五角星形

状的L1蛋白质五聚体组成，基因组DNA包含在衣壳蛋白形成的外壳之中，

没有囊膜【51。由于该病毒迄今为止不能在离体细胞中培养繁殖，有人通过表

达病毒重组衣壳蛋白基因的方法在体外制成了外部形态结构与病毒几乎完

全一样的类病毒颗粒(Virus Like Particles，VLP)№】。VLP颗粒在电子显微

镜下的结构如图8所示。

图8 HPV病毒颗粒及其类病毒颗粒在电子显微镜下的结构
Figure 8The structure of the virus particles and virus like particles under the

electron microscope
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HPV基因组编码8个参与病毒侵染、繁殖复制和包装的功能蛋白，有8

个开放式阅读框(图2)。含ORF的编码DNA链．按功能可分为三个结构域．

早期蛋白编Cq区(Eady region,ER)、晚期蛋白编码区(Late Region,LR)和上游

调控xE(Upstream Regulatory Region,URR)．E区分为El-E7开放阅读框架，

主要编码与病毒复制、转录、调控和细胞转化有关的蛋白。L区分L1和L2，

分别编码主要衣壳蛋白和次要衣壳蛋白。URR位于E区与L区之间，长约

lkb，含有病毒基因组DNA的复制起点和基因表达所必须的调控元件【7～。

HPV病毒的基因组结构及基因位置示意如图2。

图2 HPV病毒的基因组结构及基因位置示意图
Figure 2 The genome structure and gene location ofHPV

1．2人乳头瘤病毒的生活史

HPV病毒的生活周期大致可概括为侵染细胞一基因激活一DNA复制一

病毒包装一释放一侵染新的宿主细胞几个阶段，该病毒和所感染的宿主角质

化细胞的分化程度相关联。上皮细胞微小的创伤使基层细胞暴露，病毒便有

机会入侵感染。导致病毒进入细胞内部的受体(Receptor)目前还不清楚，但肝

素硫酸盐(Heparin sulfate)似乎介导病毒与细胞最初的接触【1小。感染的细胞

可导致病毒基因的表达活化，每个受感染的细胞大致可有20．100个病毒拷

贝。在未分化的基层细胞内，病毒的拷贝数保持相对稳定。最先被表达的蛋

白E1，E2是病毒DNA的复制因子，这些蛋白形成复合体和病毒复制的起始

序列结合，调集细胞的聚合酶和辅助蛋白介导复制[11-13]’El蛋白同时有解旋

酶的活性，可以将病毒的DNA链在复制体形成之前解旋【l 4】。 E2是结合在

病毒DNA链特定位点的蛋白，负责把E1调集到复制的起始序列，同时调节

病毒从早期启动子开始的转录【15】。在低水平表达时，E2结合它的识别序列，

活化早期启动子，高水平表达时，它抑制细胞的转录因子116】。由于El和E2

复制因子也是由早期启动子表达，E2活化或抑制表达可以控制病毒在未分
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化细胞内的拷贝数。E6和E7蛋白在高危型FIPV是病毒的癌蛋白，低危型

E6，E7没有此功能。高危型HPV的E6与肿瘤抑制蛋白p53，细胞内的连接酶

E6AP形成三聚体，导致p53快速的失去抑癌作用[17js]。

E7结合眼癌(Rb)家族的肿瘤抑制因子，和其他蛋白一样参与细胞周期的

调节[19,201。在未感染病毒的上皮细胞内，当细胞离开基底层时经常会导致上

基部细胞核苷酸的损失。当感染的细胞离开基底层时，由于E7蛋白的作用，

在细胞的周期内仍然保持活性【2”，高度分化的细胞重新进入S期，活化细胞

复制因子以满足病毒复制的需要。不仅病毒的癌蛋白需要细胞的永生化，延

长细胞周期的分化能力，而且也需要在未分化的基层细胞保持染色体外病毒

DNA的存在，这个机制是如何发生的尚小清楚【22】。E4和E5蛋白的功能还

没有完全明白，但是他们都参与调节病毒的晚期功能口”。L1和L2蛋白在晚

期组合自发形成20面体衣壳。随着病毒粒子的进一步组装，成熟的病毒粒

子从最上层的上皮细胞中释放出来【2”。仍然不清楚宿主细胞的分化是如何活

化病毒生产的生活周期。最可能的机制是病毒晚期启动子活化表达，引起高

水平转录编码病毒复制蛋白的E1和E2基因和编码晚期蛋白的基因。不同于

早期启动子，晚期启动子由E2蛋白调节，在细胞分化基础上高水平的表达

导致病毒DNA的复制【l”。模板数量的增加进一步导致复制蛋白表达的增加，

可能是细胞内的因子或其他的病毒因子在正向调节细胞的分化，这些因子导

致病毒基因晚期功能的活化，在低程度的感染时，高危型I-IPV的基因组是

游离的，随着发展成高度的损害或癌，病毒的基因往往与宿主细胞的基因融

合，融合是发生在E2 ORF内，导致E2抑制活性的失去，引起E6和E7高

水平的表达【25_蚓。

在分化的上皮细胞内HPV基因表达的调控：在病毒生活周期的前期和

晚期，有两个主要的启动子引导I-'IPV 0RFs的表达。多数HPV mRNAs为多

顺反子，携带3个或更多的ORFs病毒早期基因表达的调节部分是通过选择

性剪切机制。高危型HPV的早期启动子在E6 ORF的上游位点启动转录。调

控早期启动子的转录因子结合位点位于E6上游1 kb的区域，这个区域可以

叫长控制区或上游调控区域(URR)。不同HPV病毒亚型的URR区域有～些

共同的转录因子结合位点l3l】，也有一些是特异的转录因子结合位点，如在

URR区就发现了角质化细胞特异的增强子。有一种观点认为正因为组成形因

子与特异形增强子的共同作用决定了病毒mRNA的细胞类型特异性表达。
S2
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角质化细胞在URR区域特异的增强子使得HPV有组织趋向性。推测这是在

癌症里起作用的决定细胞特异性表达的普遍因素【4】。感染生殖器的HPV亚型

由位于E7 ORFs起始位点起始在上皮细胞分化时病毒后期的转录。病毒晚期

基因的表达和上皮细胞分化的紧密联系暗示着特异性分化的细胞因子调控

着这一程序。这些因子几乎没有发现，但是在上皮细胞分化时期，在晚期启

动子区域有染色体重排的发生p”。

1．3人乳头瘤病毒的类型划分

HPV在长期的进化过程与人类宿主的免疫系统相互作用，形成了多种变

异类型。人类的免疫系统保护人体免受有害微生物如病毒的侵害，能够在病

毒入侵人体后通过特异的免疫反应清除病毒。而病毒则通过自身基因序列的

突变逃避免疫系统的识别。那些逃避了免疫攻击的变异病毒在流行过程中重

新被免疫系统识别，迫使病毒产生新一轮的变异。到目前为止，已经发现了

上百种ItPV的类型[32-351。可以说，I-IPV众多的类型是病毒基因自身随机突

变在宿主免疫系统选择压力之下相互作用的综合结果。

根据病毒的毒性或对人体致病力的强弱，HPV病毒被分为低危型(Low

risk)和高危型(High Risk)两个大的类群。低危型的病毒可以感染人体导致局

部产生瘤疵等病变痛苦，但不造成对宿主致命的危害。这个类群的占HPV

类型的大多数，典型代表有HPV6，I-IPVll型等等p“。高危险型HPV基因

E6，E7能够干扰宿主细胞正常的细胞分裂调控机制，抑制或破坏肿瘤抑制基

因p53，RB家族的活性而能够在侵染人体后导致宿主细胞发生癌变，直接威

胁受感染者的生命。这个类群是HPV导致子宫颈癌的病原和I-[PV防治的重

点，其代表有HPVl6，18，31，33，58，70等型陟”】。

关于HPV类型的详细化分，Bosch et a1．【l 5】等人及Bormex and Reichman

【12】分别在文献综述及HPV的专著里有细致的描述。Blieen Burd综合以前的

结果，根据HPV侵染造成的危害疾病及部位把人们已知的HPV类型做了一

个系统的化分总结。

HPV病毒分型的主要依据之一是根据病毒E6，E7以及L1开放阅读框核

苷酸碱基序列的变异程度【38】。根据Torrisi(2000 Eur．J，Gynec01．Onc01．

21：168．172．1的观点，当一个新的HPV病毒在关键序列区域(E6，E7及L1)的

碱基变化之和与已知的HPV DNA序列的区别超过10％时，或者说两个I-IPV

DNA序列的同源性低于90％时，就不再属于同一型。
‘1



四川大学硕士学位论文

也有学者认为HPV分型的主要依据应该是病毒免疫学的特征【39．4们。即

当着某一特定序列的HPV诱导产生的抗体不能识别另一种DNA序列上有差

别的HPV抗原时，两种HPV则属于不同的类型。这种分类方法强调HPV

病毒抗原表位氨基酸差异导致的免疫学及生物学差异、同时也与病毒DNA

序列的差异程度相互对应更为合理。然而，人体I"IPV抗体类型由于目前缺

少相应特异抗原而很难实际区分，这种分型方法目前尚不具有实际操作的意

义。

当I-IPV间的基因组核苷酸碱基序列差异在90．98％之间时，即序列同源

性小于98％但大于90％时，两种HPV成为一个类型之内的不同亚型(Subtypes)

p”。例如，从世界各地收集到的HPVl6的DNA序列有很多变异，其同源性

高于90％，属于HPVl6型：同时又被分为多个序列之间有2-9％差异的组，每

一个组被认为是HPVl6的一个亚型。这些I-IPVl6亚型是否能够被同一

I-IPVl6的抗体识别尚属未知。

1．4人乳头瘤病毒造成的疾病

HPV感染在人群中较为普遍，大部分人在性生活开始后，都感染过该病

毒，由于HPV感染引起的疾病更是种类繁多，并且不同的I'IPV型别会引起

不同的疾病，具体疾病与HPV亚型的关系见表10，表11

表lO由HPV引发的疾病

!垫!!!!!!!!i!!!!!!!!!!!!!：!型

部位 皮肤 肛门和泌尿生殖 呼吸道 口腔和消化道

道
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表11不同HPV亚型与疾病的关系

1垫!!!!卫!!!堕!!!也!P!!尘壁!!坐坚!!垒卫箜!鲤i堡!箜箜

疾病HPV病毒亚型 特性 传播途径 地区分布

宫颈鳞状上皮癌 16、18、3l、 恶性肿瘤 性交 世界性

35、45

宫颈上皮内细胞 16、18、31、 宫颈癌前期 性交 世界性

癌 35、45

女阴、阴道、肛 16、18 恶性肿瘤 性交 世界性

门、阴茎癌

寻常疣 2、27，57、 皮肤角化 接触 世界性

78等

扁平疣 3、4、lO、皮肤扁平狡猾的囊状 接触 世界性

41等 损害

跖疣 1、63 足底超角化斑 接触 世界性

屠夫疣 7 病理学上类似寻常疣 接触 世界性

生殖道疣(尖锐 6、11、16、 女阴、阴茎癌 性交 世界性

湿疣) 18、70、83

喉乳头瘤 6、lI、30、57 喉癌 围产期感染

疣状表皮发育障 5、8 斑丘疹进行性皮肤癌 不明

碍

世界性

世界性

子宫颈癌

HPV对人类健康造成的最大已知危害是高危类型HPV直接导致成年女

性的子宫颈癌。病毒基因组携带的E6和E7基因是典型的致癌基因，在侵入

人体表皮细胞之后，E6和E7基因产物在病毒复制的早期阶段表达。E6和

E7蛋白与宿主细胞负责细胞分裂周期调控的蛋白在结构上有类似性，不仅

严重干扰宿主的正常细胞周期调控，而且抑制肿瘤抑制因子p53的活性，所

以，高危型的HPV反复侵染容易导致宫颈组织的细胞发生细胞形态异常，
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最后演变成可以向身体其它组织部位扩散的恶性癌变。从一开始感染HPV

到恶性肿瘤的发生一般都要经过10年或者更长的时间，因此，很少在年龄

低于25岁的妇女中发现宫颈癌，而宫颈癌的发生从25岁开始增多，一直到

40岁达到最高峰，见图9，图10。有关HPV导致子宫颈癌的可能性早就被

临床医生指出，但直到1999年才拿到确切的证据并得到了学术界的普遍承

认14“”。1999年以后由于检测技术的进步，在宫颈癌变组织样木中HPV高

危型的检出率接近100％m舻J。迄今为止在所有危害人类的癌症中，子宫颈

癌是唯一明确了由HPV导致的癌症。

在全世界范围内，每年大致有50万侵润性宫颈癌被诊断出来，在全部

癌症人数里占第七位，占所有癌症新发病例的5％。其中80％的病例发生在

发展中国家，占妇女所有癌症人数的10％．在妇女癌症人数里为第二位，仅次

于乳腺癌111。我国地域广阔、人口众多，每年仍有新发病例约13．15万，占

世界宫颈癌新发病例总数的28．8％。近几年来，据一些国家和地区报道，宫

颈癌的发病率和死亡率处于稳定水平且有增长的趋势，尤其是年轻的宫颈癌

患者开始增加。在我国也出现了宫颈癌的年轻病例逐年增加的趋势[461。

图9从良性宫颈瘤变到浸润性宫颈癌的发展过程示意图。致癌型HPV，尤其是HPVl6
亚型的感染可以直接导致良性疣状病变、低度异常增生甚至是早期高度瘤变。原位癌一
般在感染之后的几年里不会发生。HSll．(highg豫de squamousmtraepifl_lelial lesion)：高度：

LSIL，low-grade squamous inlraeplthelial lesion．

Fignre 9 Progression fi-om a benign cervical lesion to invasive cerwcal C田1CCF．Infection by
oncogemc HPV types．especmlly HPVl6，may directly c舢a bemgn condylomawus lesion,
lowgrade dysplas试01"sometimes“∞∞eaxly high·grade lesion．c∞cmoma in sau mly
occurs umil several years after infection HSIL highgrade 8quamou$m仃aepithelial lesion,

LSIL,low-grade女p．1alnou$mtraeplthelml leslon
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其他癌症

除了子宫颈癌，越来越多的证据表明HPV还和其他严重危害人民生命

健康的癌症相联系。临床检验发现HPV病毒在多种与上皮细胞组织相关的

的癌症样木中检出，包括直肠癌、结肠癌、口腔癌、食管癌、咽癌、皮肤癌

等【47侧。

图10从宫颈HPV感染到癌前病变再到癌症发生的发展关系

Relationship among incidences ofcervical HPV infecuon,precancel and cmlc札

这些癌症的病因学目前还不是十分清楚，HPV对上述这些癌症致病性也

需要更多实验证据来加以确定。但是，有一个现象不可忽视，这就是所有上

述癌症都与上皮组织有关，而I-IPV有感染鳞状上皮细胞的组织趋向性，侵

染部位是特异地局限在含有鳞状细胞的上皮及其它组织。如果加上所有已知

携带具有致癌能力的E6和E7癌基因的HPV，HPV在这些癌症中的致病地

位是非常值得重视的。事实上，人们已经把直肠癌与HPV直接联系到了一

起，因为在直肠癌中HPV的检出率已经很高[481。此外，HPV病毒分别在水

门、阴道、阴茎、口腔、咽等多种部位含鳞状上皮细胞的部位中检出。目前

人们对HPV与许多癌症的致病关系的研究还在深入之中，还有很多未知等

待回答和解释。例如，HPV特定类型与这些癌症是否有一定联系，是否还有

我们目前尚未知的其它高危类型等等。有可能HPV对人类健康的危害比我

们目前知道的更为严重。

尖锐湿疣

尖锐湿疣(Gemtal warts，Condylomata acumlnata,CA)又名性疣(Venereal
57
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warts)，肛门生殖器疣(anogenital warts)，是由某些特定类型的HPV感染所引

起的男女生殖器、会阴和肛门部位的表皮瘤样增生，多发生于青壮年男女【55’

561。本病流行于全世界，是目前欧美及非洲国家最常见的性传播疾病(SaD)

之一【55，57·5引。CA在我国的发病率较高，近年又迅速增加，成为仅次于淋病

的第二大性病【57,59】。

其他疾病

HPV是一种嗜上皮性病毒，有高度的特异性，除了性接触传播，HPV

还可通过直接或间接接触污染物品感染人类。病毒侵入人体后，停留于感染

部位的皮肤和粘膜中，不产生病毒血症。每一型别都与体内特有一定感染部

位和病变有关。除引起宫颈癌与尖锐湿疣的HPV的型之外，临床常见的其

他型有：寻常疣(主要为HPVl，2，4型)称刺瘊，可发生于任何部位，以手部最

常见。跖疣(主要为HPV2，4型)生长在胼胝下面，行走易引起疼痛。扁平疣(主

要为HPV3，10型)好发于面部、手、臂、膝，为多发性。

1．5 HPVfl'q致病机理

子宫颈癌是己知的少数几个由病毒侵染导致癌症的典型例子。I-IPV致癌

的分子机理研究相对比较深入，其核心是病毒携带的E6，E7等致癌基因干

扰宿主细胞正常的周期调控。

E6致癌蛋白的功能高危型和低危型HPV病毒的E6蛋白大致有150个

氨基酸，包括两个有基序Cys．X．X．Cys的锌指结合区域，HPV高危型的E6

蛋白分布在细胞核和细胞质，已知它和12个以上的蛋白结合∽】，见图11。

高危型HPV E6的单独表达可引起NIH 3T3细胞的转化和人乳房上皮细胞的

永生化【61,62]。相反，人角质化细胞有效的永生化需要E6，E7的共同表达【63】。

E6蛋白功能的最初研究是因它和p53的相互作用开始的，p53是一个肿瘤抑

制因子，可调节参与细胞周期调控蛋白的表达，包括细胞周期蛋白激酶的抑

制子p210一旦发现损坏的DNA，p53开始活化引起p21高水平的表达，引起

细胞周期停止，凋亡【州。感染的细胞就是通过细胞凋亡的机制，阻止病毒蔓

延到I临近细胞。许多病毒就是通过参与此机制阻止细胞凋亡，有时就会引起

恶性肿瘤。为阻止凋亡前p53的活化，使细胞周期继续进行，E6和p53，E6AP

连接酶组成三聚体【651，引起p53的遍在蛋白化(Ubiquitination)，26S蛋白酶

体(Proteasome)的退化，导致p53的半衰期在角质化细胞里从几个小时减到少

于20min{66,67]。
5R
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E6还可通过p53的共激活剂p300／CBP间接下调p53的活性岬’”J因为

D53调节细胞周期G1／s和G2／M的检测点，它的快速降低，导致这些调控的

失去，引起染色体复制和中心体异常170-72]。E6的突变体E6*是剪切的结果，

可以阻止E6，E6AP结合【73．‘74l，E6*可能可以阻止p53的退化，因此细胞永生

化只有通过全长E6蛋白的调节175]。HPV-16的E6突变体不能使p53退化，

但可保持乳房上皮细胞的永生化，类似的其他E6的突变体保持对p53的降

解，但是失去了永生化的能力f76，7710这些暗示着细胞的永生化是蛋白的相互

作用而小是与p53的作用。另一个重要的相互作用是E6与PDZ蛋白家族的

作用，PDZ蛋自作为分子骨架支持信号的转导【73'791，PDZ家族成员结合在

高危型E6蛋白C末端，可引起PDZ蛋白的降解[a0-83]，同样通过野生型转基

因小鼠表达的E6蛋白没有与PDZ蛋白的结合区域，小鼠小不能活化p53，

但也小能进行上皮细胞的增生畔】，小清楚是否是信号转导途径受E6和PDZ

蛋白的结合的作用还是PDZ蛋白的家族成员对于这些显型的重要性。

高危型E6蛋白对于细胞永生化的另一个重要功能是可活化表达端粒酶

的催化亚基hTPRT[85-s71，端粒酶是一个有四含亚单位的酶，能够给染色体

端粒序列添加6个碱基单位的重复序列。端粒酶的活性通常局限在胚胎细胞，

在体细胞缺乏。缺少端粒酶的活性可导致端粒缩短，随后细胞分化，最终衰

老，相反，在大多数癌症hTPRT表达重新活化，可引起端粒酶活性恢复删，

E6活化hTPRT的转录是通过和Myc，Sp-I的联合作用p。9”。最近的研究显

示E6可以结合Myc和它的共同作用因子Max，引起hTPRT的启动子转录

叫】。分析E6的突变体降解p53和活化hTPRT证明，活化hTPRT对细胞的

图1】HPVl6亚型E6致癌蛋白结构示意图。

Figure 1l Schematic r印res∞tati∞oftheFIPV-16E60ncoprotein
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E7致癌蛋白(见图12)的功能

高危型和低危型E7蛋白主要在细胞核，大约有100个氨基酸。E7的单

独表达可以转化永生化的NⅨ3T3鼠细胞，永生化自然宿主细胞角质化细胞

的频率很低‘97，蚓，有效的永生化人角质化细胞需要高危型E6，E7蛋白的共同

作用【97】。转基因小鼠在单独表达E7时可有低度的损害和可发展成恶性肿瘤

的高度子宫颈发育异常。同时E6转基因小鼠仅仅发展成低度的

hyperproliferative损害[981。E7蛋白的主要活性是他们和Rb蛋白家族结合的

能力【叫。Rb家族的蛋白包括Rb’p107，p130，这些蛋白在细胞周期里有

不同程度表达[99-10”。当Rb在细胞的整个周期组成型表达时，p107主要在S

期合成，p130主要在GO期合成【”11。非磷酸化形式的Rb家族与F2F／DPI

转录因子组成复合体与参与细胞S期进行或凋亡的启动子结合，抑制转录1102’

1031。从G1期进入S期，细胞周期蛋白激酶与磷酸化的Rb家族形成复合体，

导致Rb家族与F2F转录因子复合体脱离，转录基因参与DNA的合成，E7

结合Rb家族，Rb家族与F2F／DPI转录因子不分离，引起相应的基因构成性

的活化‘102，10”，同时F7与Rb家族结合，可介导Rb家族通过泛素蛋白体通

路降解【100,102，1“，1051，E7与Rb结合在未分化的细胞内，对于HPV31型游离

基因拷贝数的保持是重要的【l⋯。低危型E7和Rb家族也结合，只是结合方

式不同于高危型。抑制F2F转录因子诱导的启动子不仅通过和Rb的结合，

也需要和高危型E7蛋白结合的蛋白组氨酸脱乙酞基酶(}DACs)结合【107,1吲。

HPV感染为阴性的细胞，Rb家族和HDACs结合，将其聚集到F2F转录因

子诱导的启动子，HDACs在所有组织中表达，可以将组蛋白赖氨酸富集的

末端乙酞基去掉，因此HDACs可直接脱去F2F转录因子的乙酞基，使其失

去功能【1吲。 ．

图12HPVl6亚型E7致癌蛋白结构示意图。

Figure 12 Schematic representation ofthe HPV-16 E7 oncoprotcin．

60
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El和E2复制蛋白所有乳头瘤病毒最保守的ORFs编码E1蛋白，E1蛋白

大约有68 kDa大小，在HPV感染为阳性的细胞内呈低水平表达，E1蛋白的

功能在于识别起点，同时有ATPase和3’．5’解旋酶的活性【113。”】。E1蛋白在

HPV复制的起始点识别AT富集的序列⋯¨”】，和E2结成复合体后，才能牢

固的与起始序列相结创“94 221。在E2上的结合位点临近E1的识别序列，因

此E2可将E1作用于起始序列，一旦结合，E1形成六聚体(hexamers)，从而

和DNA有更高的亲和力[123]。伴随着其它解旋酶，病毒DNA通过E1六聚

体的中心【124]。在伴随蛋白的辅助下，E1蛋白复合体解开超螺旋DNA，同

时和DNA聚合酶结合，使细胞的复制复合体到病毒复制的起始位点[125。271。

同时El的DNA结合区域的品体结构可以识别DNA延伸的环和螺旋【12吼。

El在分化的细胞内是如何进行调节的仍然不清楚。

E2蛋白可调节病毒DNA的复制和转录【1291，大致有50 kDa大小，以二

聚体形式起作用，感染HPV后，早期基因的转录主要通过URR区的细胞转

录因子结合序列的活化【l”J，低浓度时E2进一步活化早期基因的表达，高浓

度时，通过干扰转录因子和识别序列的结合来抑制早期基因的表达[131,132J。

调节病毒表达可控制未分化细胞内的拷贝数，在分化状态，未被E2抑制的

晚期启动子活化，引起E1和E2蛋白表达量上升，病毒DNA开始复制【”31。

E2可以与C／FBP转录因子形成复合体，调节参与细胞分化的许多基因的启

动子【1341。E2蛋白的过表达可通过p53的独立机制引起细胞凋亡【135,136]。

E1．E4和E5早期蛋白HPV的E4和E5 ORFs在病毒生活周期早期的表

达，只是作为多顺反子第三和第四ORFs进行转录，相反，在分化上皮细胞

内的表达是作为晚期转录物的第一和第二0RFs。这些蛋白的合成主要是在

HPV生活周期的前期，E4在所有的HPV蛋白里，表达量最高。F4的ORF

的转录是剪接转录．和F1的前5个氨基酸融合，产生E1一E4的融合蛋白，

E4的ORF缺少AUG起始密码子，利用E1序列起始翻译蛋白11371，所有的

乳头瘤病毒在病毒生活的早期表达E1．E4。E4蛋白有调节基因表达的功能并

且可与RNA解旋酶E4-DBD相作用，E4一DBD参与mR．NA剪切，转运，和

起始翻译[1”】。HPV-11和HPV-16的E1．E4的过表达，可引起小同类型的细

胞在G2期停止【。391。E5蛋白是小的疏水性蛋白，功能还未确定，蛋白位于

endosomal膜和高尔基体，偶尔在细胞膜可以发现[1401。HPV的E5蛋白在分
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化的上皮细胞内可能主要在病毒生活周期的早期表达，在分化细胞内，E5

的缺失，可引起病毒后期功能的活性减退【14”。

高危型HPV的致癌机理见图13所示。

图13高危型HPV致癌机制示意图。pRB和p53肿瘤抑制途径的失活以及接触性端粒
酶亚单位hTERT的表达是其致癌途径中关键的步骤．而且体外试验已经证明这些步骤

对于人上皮细胞的完全转化是必需的。
Figure 13 Schematic outline ofcritical stc'ps ofhigh-risk HPV-inducedcarcinogenesis

Inactivation ofthe pRB and p53 Klmor suppressor pathways and expression ofthe catalytic

tclomerase subunithTERT constitute a subset ofthe steps that have been shown to be

necessary for the generation offuay trmlsformed human epithelial coils in vitro

1．6 HPV的流行病学研究

HPV传染主要是通过皮肤的接触，流行病学的研究显示生殖器部位HPV

的感染和宫颈癌的形成主要通过性活动，非性活动的传染也可以发生，例如

长久的共用污染的衣物，HPV病毒对热和干燥有很大的抵抗力【1421。一个人

如果有多个性伴侣，或者他(她)的性伴侣有多个性伴侣，感染HPV的危险性

就高。避孕套不能充分的保护而不受HPV的感染。年龄是HPV感染的危险

性的重要决定因素【145,144】。多数宫颈癌是发生在柱状细胞和鳞状细胞的结合

处，位于宫颈内膜柱状上皮和宫颈外鳞状上皮之间，在这个位点，有组织转

化(metaplastic)的变化，HPV感染的最大危险是伴随着最大组织转化的行为，

例如青春期，第一次怀孕。HPV的感染在性活动活跃的18．30岁的年轻妇女

是最普遍的，30岁以后感染率急剧降低，然而宫颈癌多发生在35岁以后的

妇女。可能是在年轻一些的时候感染了HPV。逐渐转化成癌，高危致癌的
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HPV型的持续感染是宫颈癌发生的重要决定因素，检测高危型HPV的感染

是必须的，但高危型HPV的感染也不足以发展成宫颈癌，研究显示一个妇

女是否发展成宫颈癌，依赖于其他因素与高危型HPV的共同作用，对HPV

感染的初级免疫反应是细胞介导的，破坏细胞免疫例如肾移植或免疫缺陷性

病毒病可增加HPv感染的危险性[145,146,148】。长期使用口服避孕药、吸烟、多

次奸娠可使宫颈疾病程度加深[143,149】。由吸烟引起的局部免疫抑制和香烟里

的诱导有机体突变的物质可以使HPV持续存在于宫颈细胞里，引起癌变，

类似于在肺里作用的结果【150】。吸烟对深度的宫颈疾病是独立于HPV感染的

最重要危险因素[¨31。

曾经认为在宫颈癌的发生上，一些性传播病毒起协同作用，例如疽疹病

毒2型在富颈癌的初始可能起作用05U。巨细胞病毒C”omegalovims(CMV)，

人疽疹病毒human herpesvirus 6，7型(H／-IV-6，HHV-7)也能在宫颈中检测到，

共同感染使这些病毒与HPV相互作用。CMV和HHV-6曾被假定为癌基因

及转化因素，但是病毒数据并不支持这一假定‘b2。5射。用PCR法检测异常的

宫颈细胞内的CMV,HHV-6，HHV-7病毒，显示在宫颈癌的形成上不是共

同作用因素【1 561。

1976怀疑HPV有致癌的作用【”71，1978年第一个感染生殖器HPV型被

确认【”盯，1981年Zur Hausen et al报道在宫颈肌瘤中检测到HPV的DNA．,

在1989年发现高危型I-IPV-16的E6，E7蛋白能永生化人角质细胞【””，80年

代末，发现几乎100％的宫颈鳞状细胞癌，70％的宫颈腺癌有HPVDNA的存

在【160i，1991年11月国际癌症研究组织(IARC)和国际健康组织(WHO)，基于

流行病学和实验室的数据，总结出HPV和宫颈癌的关系是不容置疑的，感

染HPV是引起宫颈癌产生的原因[16q。

曾经认为病毒的数量和病的严重程度有直接关联。用定量的型特异型

PCR检测HPv 16，HPVl8。I-IPV31，HPV33，HPV45，HPV6，HPV 11显示

HPVl6可以有比其他型更高的病毒量，只有HPVl6 HPV病毒量的增加可以

增加宫颈疾病的严重程度‘162,163】。所有的高危型即使量很低，也能导致恶性

肿瘤【1州。

在宫颈肌瘤的形成中一个重要的因素是HPV突变体的作用【1”l。HPV突

变体在生物学，化学特性，致病性上是有区别的【”9—166】。依据HPVl6的L1，

L2，LCR区域序列上的变异，HPV-16分为五个亚型：欧洲，亚洲，亚洲．美洲，
63



婴型盔兰堡主堂竺丝兰

非洲．1，非洲．2。型内序列的变异在HPVl6的E2，E4，E5，E6，E7基因也能发

现，因为LCR包含有几个E2结合的位点，几个转录因子的结合位点，所以

在LCIL E2。E6，E7基因的核葺酸序列的突变，可能有功能上的意义。HPV

特异型突变体的癌基因在地域上和种族的起源上有区别，欧洲人群HPV在

LCR结合区域的点突变，比欧洲原型的转录活性提高【l”】。对Costa Rica的

10．000名妇女的一个大的临床研究可以看到欧洲HPVl6的原型和三种突变

体【1681，一个最主要的突变体EP，有单个点的突变，不会引起疾病，第二突

变体是ItL(CHSILs)有关，另一突变体NE在LCR基因内有多点替换，和

HSlL及癌变相联系。型内的序列变异同时在其他高危型，中度危害的型，

低危型HPV6，HPV 1l做了研究，发现低危型的型内序列变异不会提高启动

子的活性及E6，E7蛋白表达I怕51。多重基因型HPv的感染可以发生，可以使

宫颈疾病更严重‘169，1 701。

检测细胞样品里存在的HPV DNA的技术得到了发展，逐渐多的证据证

明HPV参与相当多的癌症：阴门癌，肛管癌，肛周癌，阴茎癌，直肠癌，结

肠癌，口腔癌，食管癌，头颈部的癌，I-IPV几乎和所有的宫颈癌前病变及浸

润性的宫颈癌有关系【”¨，80种HPV己被测序，从部分测序的DNA片段看，

可能存在着200多种HPV。其中大致有40多种HPV特异地感染男性女性生

殖器，其中三分之二作为高危型：16，18，31，33，35，39，42，45，52，54，56，58，59，，

68，69，等型别。在大多数国家，HPVl6在宫颈癌中超过50—60％，HPVl8占

10．12％．HPV31和HPV45各为4-5％[1721，有坚实的证据支持，宫颈癌的发

病机制，首先要有高危型HPV的感染，HPV感染的平均过程，高危型HPV

大约为一年，低危型更少【1731。很多妇女有暂时的I-IPV感染会引起细胞学异

常CINI，大多可自行恢复，CINIII的损伤和宫颈癌很少能自我恢复。

国内对HPV和宫颈癌的相关性，及HPV感染率进行了有益的探索，中

国医学科学院肿瘤研究所等，对宫颈癌组织中HPVl6型DNA相关序列进行

检测研究：江西医学院采用PAP免疫酶染色法，对各类宫颈组织进行HPV

特异性抗原的检测，均提示富颈癌的发病与I-IPV感染有关。有关HPV感染

的现患率研究，由于检测标木的来源、使用的HPV检测技术、检测HPV的

型别以及研究地区人群差异等各有不同，各研究报道的HPV感染阳性率高

低不一。许多应用直接检测法如核酸印迹原位杂交或斑点印迹杂交法其感染

率大约在10．20％，而用PCR法结果更高。1996年郑云忠等应用通用引物聚
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合酶链反应(GP PCR)技术对818例泌尿生殖道标本进行人乳头瘤病毒(HPV)

总检出率为37．65％[174]。1996年李昭等对253例妇科感染患者用PCR方法

HPV分型，HPV总阳性率为52．3％【”卯，1999年王金花等应用聚合酶链反

应检测荷兰155名子宫颈普杳的妇女子宫刮颈片中的HPV DNA，应用线样

探针分析法(LiPA)进行，包括HPV6，11，16，18，31，33，35，40，42，43，44，45，

51，52，56和58的基因分型。总检出率为60％，其中在宫颈细胞学检杳正常或

仅有炎症病变的妇女中HPV DNA阳性率为43％，而在宫颈细胞增生小良或

宫颈细胞癌的妇女其阳性率为81．2％【17“。2002年汪凡军等基因杂交捕获法

高危型I-IPVDNA检测检出阳性标木53例，阳性率30．1％【1771．2003年中国

医学科学院等利用Hybrid Capture 2 test(HC ID法对山西襄垣县，阳城县的

9683名30．50岁的妇女进行FIPV DNA筛杳，I-IPV的感染率为27．5％[1781。

2 HPV检测方法的研究进展

HPV病毒无法在体外培养，在体内也不能被诱导出易于检测的免疫反应。

因此无法采用血清学检测的方法对其进行分型。HPV分型主要是依靠病毒核

酸的杂交试验及病毒基因组的物理图谱分析等方法来确定，通常以50％的同

源性作为分型的标准。近年来，国际病毒界又提出以病毒L1，E6和E7基因的

同源性作为分型标准。如果不同毒株问上述核苷酸序列的同源性低于90％，

则被认为属于不同的型别。HPV检测广泛用于HPV相关恶性病变的自然史和

病因学研究，目前它正在成为富颈癌的另一种或是附加的筛检方法，对宫颈

癌的预防及治疗有着非常重要的意义。B79qsz]

2．1传统的细胞学检测

在细胞学检查相对非常昂贵的地区，肉眼检查(VIA)后立即采取冷冻

疗法是一种可行的替代细胞学检查的方法，即在肉眼检查后，将组织暴露于

极低温度下以根除异常细胞。

2．1．1细胞学技术

细胞学技术是检NHPV感染的一种简便而经济的方法，常用于HPV的过

筛检查。它通过HPV感染所致宿主细胞发生的形态学改变而推断HPV感染的

发生。临床上应用较多的是传统的巴氏涂片法，目前巴氏分级法由于其局限

性己逐渐被TBS分类法代替，TBS分类法相比巴氏分级法有明显的优点，其

不但要对细胞病理学检查情况有概述性的诊断，而且要有具体的详细描述，

同时还对标本取材、涂片制作提出要求，对送检标本质量做出评价。但实际
65



婴型盔堂婴主兰竺丝兰

工作中由于刮片、固定方法或阅片技术等多种因素的影响常造成较高的假阴

性率。且细胞学技术不能直接检NNHPV本身，无法对HPV进行分型。

近年来，随着标本采集及制片、阅片技术的进步出现了薄层液基制片技

术、计算机辅助检测技术等，主要有：TCT法、PAPNET法等。TCT法是通过将

宫颈拭子收集的标本置于Thinprep PC缓冲液中，用于HPVDNA检测。研究认

为TCT法对检测子宫颈腺癌比普通的细胞学检查有较高的敏感度(87％Vs 55

％)。此法被美国食品与药物管理局(FDA)批准用于筛查HSIL和LSIL。PAPNET

法是应用宫颈脱落细胞薄层涂片自动筛查系统检测HPV感染的方法。该方法

是在计算机辅助下对宫颈细胞学涂片进行自动化快速图像分析，极大的提高

了特异性和敏感性，诊断的敏感性为90～100％，阳性预测值为34％～94％，阴

性预测值为89％～100％但这些方法仍有不足之处，即检查所需费用高，需额外

工作量，操作人员须专门的训练等。11831“l

2．1．2阴道镜

阴道镜在放大10～40倍作用下检查宫颈和下生殖道上皮病变，通过对

HPV所致子宫颈病变的观察及对典型部位的组织进行活检以诊断HPV感染

的发生。它可对生殖道上皮病变，尤其是子宫颈上皮病变进行定位，而且能对

局部病变进行活检的同时予以治疗。弥补了细胞学检查的不足．敏感性也大

大提高，对于诊断外生湿疣和CIN I级的假阴性率均为5％。有学者认为对于检

,qq,CIN最经济有效的方法仍是标准的细胞学检查和阴道镜指导下的宫颈活

检。但阴道镜形态与病毒类型之间无明显的联系，不能对HPV进行分型检测，

且阴道镜检查的准确性通常受病人自身及检查者经验和水平的影响。[1851

2．1．3组织病理学

大多数病理学家认为“挖空细胞”对诊断HPV感染有特异性但并非唯一

的诊断依据。如今已发现“挖空细胞”作为组织学诊断标准，其特异度为

95．26％，灵敏度为77．93％，假阳性率为4．74％，假阴性率为22．O％。因此须结

合其他镜下形态综合分析以作出正确诊断。

2．1．4血清学方法

HPV感染的血清学检测包括免疫组织化学法、放射免疫沉淀法、酶联免

疫吸附法等。免疫组织化学法通过抗L1蛋白抗体与外壳蛋白反应检测HPV。

放射免疫沉淀法测定CIN和宫颈癌患者血清中HPVl6抗体水平。酶联免疫吸附

试验(ELISA)测定针对型特异性Ll类病毒颗粒(VLP)的IgM和IgG抗体。
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HPVVLP ELISA的灵敏度为50％～60％，特异性超过90％。HPV血清学检测

属于型特异性，用来提示既往或当前感染。但是，因为缺少标准化和重复性，

作为过去和现今HPV感染标志检测的血清学试验并未被临床广泛采用。

[186．157]

2．2分子生物学方法

2．2．1直接杂交分析

2．2．1．1原位杂交

宫颈刮片或活检标本的HPV可通过原位杂交来检测，该法或与其它标

志物一起能对感染样品中的I-IPV进行单独或共同定位，但HPV分型鉴定仍

需不同型特异性探针进行多次的原位杂交分析。此方法的敏感性高，特异性

中等，但操作繁琐，极为费时。[188】
2．2．1．2 SoutIlem印迹杂交或斑点杂交法

该方法是将HPV DNA从临床标本中直接分离出来，通过Southern印迹

或斑点杂交进行检测。但检测不能达到临床所需的灵敏度，且操作繁琐，费

时耗力，不适合于大通量临床样品的筛查，目前较少使用。1189】

2．2．2基于PCR的检测方法

PCR方法包括HPVDNA模板的制备、PCR扩增和产物的分析3个步骤。

2．2．2．1 I-IPV DNA的PCR扩增

PCR是目前应用最为广泛的基因扩增方法。对于HPVDNA的检测，有

两种不同的PCR方法，即型特异或通用引物PCRa型特异的PCR，此方法

是基于应用共有或通用的PCR引物来扩增广谱基因型。HPVDNAPCR引物

常设计在不同基因型HPV最保守的L1区，有的也设计在E1区(见图2)。

目前有3种不同的通用引物设计方案用于扩增广谱HPVDNA。包括(1)

在基因组保守序列区设计一对只完全匹配一种或几种I-IPV基因型的引物，

如1995年Jaeobs等设计的GPS+／6+，为了弥补它与其他HPV亚型间的错配，

PCR必须在较低的退火温度下进行。(2)采用一组简并引物如MY09／11}4))，

PCR也必须在较低的退火温度下进行。该组引物中含有简并碱基，因在其合

成时掺入某个核昔酸有很大的随机性，故很难保证各批引物间的均一性，从

而影响其扩增的效率和重复性；(3)在病毒基因组的同一位置设计几对正向／反

向引物，且这些引物不含简并碱基但含黄嘿吟，如SPFl0和PG．MY09／11。

因黄嗓吟可和任何碱基匹配，故合成的引物具有较好的重复性，且PCR可
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在优化的退火温度下进行。因此，无论对较新的HPV基因型还是对己知的

生殖道HPVPGMY和SPFl0的扩增效率要比MY09／11高。此外，待扩增片

段的大小也影响PCR扩增的效率。总的来讲，PCR效率随着扩增片段的延

长而降低。加之有些临床标本经过甲醛固定、石腊包埋等处理后，其中的

DNA也遭到不同程度的降解，这对产生大片段扩增产物的引物不利。因此，

在上述这些引物中，SPFl0扩增HPV DNA的效率最高(65bp)、GPS+／6+次之

(150bp)、PGMY位列第三(450bp)。

上述这些PCR扩增方法均不能进行病毒载量的定量分析，且在PCR扩

增后尚需要大量的检测工作要做。目前己有实时PCR用于HPVDNA检测的

报道，即型特异PCR引物与型特异的荧光标记探针相结合用于实时监测。

PCR产物可通过通用的荧光染料如SYl3RGreen进行检测，但其特异性不高

且易产生假阳性结果。因为序列的异质性，单个荧光探针无法检出广谱PCR

扩增产物中不同的HPV基因型，需要一组探针：加之这些探针各自都有不同

的特性，故对它们不易进行标准化。基于同样的原因，通过实时PCR对HPV

DNA进行定量也只局限于型特异的PCR产物。[190,191】

2．2．2．2扩增产物的检测和分析

PCR产物的凝胶电泳或测序分析也可用于HPV DNA的检测或基因分

型，扩增产物的杂交分析可大大提高其分析的灵敏度和特异性。Southern印

迹分析被认为是最经典、最好的方法，但该法费时耗力，不适合于I临床常规

应用和高通量分析。现就这些方法分述如下：

PCR产物直接测序法

可用于HPV DNA分型，但同时分析多个扩增产物中不同的DNA序列

时，不是十分灵敏，特别是对HPV混合感染的临床样品更是如此。
‘

PCRRFLP法

用适当的限制性内切酶消化PCR产物，从而产生大小不同的DNA片段，

再通过凝胶电泳分离这些片段，根据电泳的带型就可区别不同的HPV基因

型。该法简单但操作繁琐且需要适当的限制性内切酶：对混合感染的临床标

本分析更为复杂，同时也不易检出含拷贝数少的某些基因型。

PCR ELISA(PCR enzyme—liked immunosorbent assay)

一条PCR引物用生物素标记，扩增后的PCR产物被抗生物素一链霉蛋

白包被的微孔板所捕获，再同一组地高辛标记的混合探针杂交，随后再加入
6R



婴!!!查兰堡主兰垡堡奎

抗地高辛．酶结合物和底物，根据所显颜色的深浅或所测的O．D值就可判断

HPV DNA存在与否。依所检测的HPV基因型的不同，该法检测HPV的灵

敏度可达10200拷贝，然而单个HPV基因型的鉴定尚需在单个孔中进行，

因而需要大量的PCR产物。目前Roda等己建立了PCR一化学发光酶免疫

分析法，他们制造了一种新型的聚乙烯微孔板。该板有24个主孔，每个主

孔又含有7个小孔，这样就可同时检测7种HPV基因型，同时使PCR产物

的用量大为减少。

反向杂交法

它允许PCR产物同时与多个寡核昔酸探针杂交，为HPV基因分型提供

了一种迷人的分子诊断工具，目前报道最多，应用最广。该法是将多个寡核

昔酸探针固定在固相上，然后将之同液相中的PCR产物进行杂交，通过一

次杂交分析就可同时检出若干个HPV基因型。目前有线状探针分析(LiPA)、

线杂交分析和反向线杂交3种方法。这些方法大同小异，只是在鉴定I-IPV

基因型的数量和检测某些HPV基因型的敏感性方面有所不同而已。[192,1931

2．2．3 I-IPV DNA直接捕获法

杂交捕获(HC，Hybrid Capture Systems，DigeneCorp．，USA)采用分子杂交+

化学发光+信号放大原理，此系统应用两组不同的混合RNA探针(即所谓的

鸡尾酒探针)，一组含有HPV6，11，42，43和44型5种低危型探针，而另一组

则含有I-IPVl6，18，31，33，35，39，45，51，52，56，58，59和68型13种高危型探

针。利用一种非同位素信号放大系统并基于HPV DNA杂交到溶液中标记

RNA探针的方法，结合后的DNA．RNA杂交体被微孔板所捕获并被随后所

加的特异性单克隆抗体和化学发光底物所检测。该法为目前唯一以商品化试

剂盒提供的检测方法，且有足够的科学证据支持其应用于临床的检测系统，

并得到美国FDA认证，己成为许多国家的标准方法被广泛应用于临床研究

中。

但此方法也有一些不足。最近，Poljak等采用PCR．RFLP法对HC进行

了方法学评价。结果发现，两法的诊断符合率为89．7％HC漏检率为10．3％。

此外，HC的检测下限约为500个基因组HPVDNA，且只能进行分组鉴定而

不能进行个体基因分型，两组混合探针间存在的交叉反应也影响其检测的准

确性。由于I-IPV感染的状态要求对特定基因型HPV进行鉴定，故该法不能

用于诸如型特异性疫苗或型特异性药物的研究和疗效观察。1194]
69
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2．2．4基因芯片技术

该技术是近几年随着人类基因组计划(HGP)的研究发展应运而生的，

又称DNA芯片，是指将许多特定的寡核苷酸片段或基因片段作为探针，有

规律地排列固定于支持物上，然后与待测的标记样品的基因按碱基配对原理

进行杂交，同时检测比较生物样品中多个已知或未知序列的表达情况，再通

过激光共聚焦荧光检测系统等对芯片进行扫描，并配以计算机系统对每一探

针上的荧光信号作出比较和检测，从而迅速得出所要的信息。它具有多样品

并行处理能力、分析速度快、所需样品量少、污染少等优点。近几年，基因芯

片技术发展迅速，取得了长足进步，目前已有检测23个基因型的芯片。但基因

芯片技术需昂贵的尖端仪器，在软件上也存在一些问题如样品准备复杂，技术

较难掌握，且检测的敏感度低。尽管如此，DNA芯片技术作为临床HPVDNA

高通量筛查试验具有不可小视的应用前景，有可能使HPV检测技术焕然一

新。[190,195]

2．2．5 HPV液态悬浮芯片分型检测方法11”】

I--IPV液态悬浮芯片分型检测方法是以美国Luminex公司的液态生物芯

片为平台而建立的，该技术平台是美国FDA批准的作为唯一一种准许上市

的“生物芯片”。本研究所建立的方法是将用通用引物GPS／GP6扩增的PCR

产物，与分别偶联有13种型别的HPV探针的13种荧光微球杂交，经过仪

器检测可分辨每一种荧光微球上的信号，从而确定I-IPV的型别。该方法具

有高通量，高灵敏的，省时省力等优点，因而具有广阔的市场前景。

HPv感染的量、型和持续时间都成为HPV检测的重要内容。大量HPV

病毒感染有可能增加发生HPV相关宫颈损害的危险性，但常规病毒量检测的

I临床意义还不很清楚，主要因为检测的方法学存在着很大的差异。
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