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温州地区人乳头瘤病毒(HPV)6和 

11型结构蛋白 L1基因多态性及蛋白特性分析 
朱珊丽  欧  琴  王鹏飞  石朝辉  陈  俊  张丽芳 

温州医学院分子病毒与免疫研究所，微生物学与免疫学教研室（325053） 
 
   【摘要】  目的：调查温州地区尖锐湿疣组织 HPV6和 11型感染情况，分析其 L1基因多态性及

蛋白特性变化，为基因工程重组 L1蛋白疫苗的应用提供理论依据。方法：采用 HPV6b和 11型 L1

基因特异性引物对 31份温州地区尖锐湿疣组织标本进行 PCR扩增鉴定，并各取 7份阳性 PCR产物

直接测序，用 Vector NTI 8.0和 DNAStar软件分析 HPV6b和 11型 L1基因多态性及蛋白特性变化。

结果：31 份标本中，HPV6b 和 11 型阳性率分别为 35.5%和 45.2%。与标准基因序列比较，HPV6b

型 L1基因分别形成 5种突变模式，同源性为 99.8%～99.9%；HPV 11型 L1基因形成 6种突变模式，

同源性为 99.7%～99.9%。HPV6b型 L1基因第 5929(1/7)、6256(1/7)、6598(7/7)、7099(4/7)和 7250(1/7)

位发生突变；HPV11型 L1基因第 6028(7/7)、6214(1/7)、6514(2/7)、6589(1/7)、6607(7/7)和 7045(2/7)

位发生突变。HPV6b型 L1基因中仅第 7250位碱基突变引起所编码氨基酸的变异(S→P)，但其编码

蛋白在亲水性、表面可及性及抗原性上与标准株氨基酸序列无明显变化；HPV11 型 L1 基因的碱基

突变均为无义突变，所编码氨基酸与标准株完全一致。结论：HPV6b 和 11 型是温州地区尖锐湿疣

的主要感染型别；HPV6b和 11型 L1基因序列高度保守。 

   【关键词】  人乳头瘤病毒；尖锐湿疣；L1基因；突变；基因多态性 

 

Analysis of L1 Gene Polymorphism and L1 Protein Property of HPV 6b and 11 Types 
in Condyloma Acuminate in Wenzhou 

Zhu shan-l,i Ou Qin,Wang Peng-fei,Shi Zhao-hui, ,Chen Jun, Zhang li-fang* 

 

   【Abstract】  Objective: To study the viral types of Human Papillomavirus (HPV) in condylomata 

acuminate from Wenzhou area, and analyze changes of L1 gene polymorphism and protein property. 

Methods: The tissue DNA was extracted from 31 biopsy specimens of condylomata acuminate. The L1 

gene of HPV was amplified with PCR by 6b and 11 type specific primers,respectively.and seven positive 
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L1 PCR products of each type were identified by sequencing.At last,it was L1 gene polymorphism and 

protein property that were analysied by biosoft of Vector NTI 8.0 and DNAStar. Results: The result of 

PCR showed that the positive rate of HPV6 L1 was 35.5 % and the positive rate of  HPV11 L1 was 45.2%. 

Compared with standerd L1 gene sequence, five mutations were found including 5929(1/7)、6256(1/7)、

6598(7/7)、7099(4/7)and7250(1/7),and gene homology were 99.8%～99.9% in HPV6b type; six mutations 

were found including 6028(7/7)、6214(1/7)、6514(2/7)、6589(1/7)、6607(7/7) and 7045(2/7),and gene 

homology were 99.7%～99.9% in HPV11 type.Only one mutation produce protein variation in HPV6b 

type,but its protein was not found difference in hydrophilicity、surface probability and antigenic index 

compared with the standerd L1 protein sequence; mutation all belong to nonsense mutation in HPV11 type. 

Conclusion: HPV6 and 11 type are predominant infected form in condylomata acuminate from Wenzhou 

area; and L1 gene are highly conserved sequence. 

   【Key words】  Human Papillomavirus ; Condylomata Acuminate ; L1 Genes ; Mutation ; Gene 

polymorphism 

 

    人乳头瘤病毒（human papillomavirus, HPV）是一类肿瘤相关病毒。HPV低危型别常常以6和11

型为主，主要引起良性瘤或疣，如尖锐湿疣（CA）和扁平疣，偶也可引起细胞恶性转化[1]。L1基因

是乳头瘤病毒重要的晚期基因，可在杆状病毒-昆虫细胞表达系统中表达，并能自发折叠成具有天然

病毒立体结构的病毒样颗粒（VLPs），具有较强的抗原性和免疫原性，可刺激B细胞产生中和抗体，

从而阻断病毒感染，因而L1蛋白成为了基因工程疫苗研究的重要靶抗原。2006年6月，美国食品与药

物管理局（FDA）宣布，世界上首个由HPV6、11、16和18型VLPs组成的四价HPV基因工程疫苗，

即Gardasil疫苗已获批准在美国上市，可用于预防HPV 6、11、16和18型所引起的生殖器疣、癌前病

变及宫颈癌[2]。但在目前已分离的100多个型别中，其感染型别往往存在地区差异[3]，本研究对温州

地区CA组织标本进行了HPV6和11型的型别鉴定及其L1基因序列全长测定,对其基因多态性及蛋白

特性进行分析，为基因工程重组HPV L1蛋白疫苗的应用提供理论依据。 

材料和方法 

1．标本：31份CA组织标本来源于温州医学院附属二院皮肤科就诊的患者, 均经临床和病理诊断确诊

为CA。每份标本均无菌切取病变组织，-80℃保存备用。 

2．主要试剂：PCR试剂、λDNA /Hind  DNA markerⅢ 购于上海晶美生物工程有限公司，动物组织DNA

提取浓缩试剂盒购于大连TaKaRa公司，PCR清洁试剂盒购于杭州维特洁生化技术有限公司。 

3．方法 

3.1  标本 DNA 的提取及 PCR 引物的设计：按试剂盒说明书操作提取 CA 组织标本 DNA。以

GENEBANK中报道的 HPV6b（收录号为 NC 001355）和 HPV11（收录号为M 14119）L1基因序列

为标准序列，共设计 8 条引物（表 1），分别用于 PCR 扩增 L1 完整开放读码框和基因序列测定。

由北京三博生物技术有限公司合成。 
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表 1  HPV6b和 11型 L1基因 PCR所用特异性引物及测序引物 

引物号 扩增HPV型别 序列（5′～3′） 用途 

P1 

P2 

P3 

P4 

P5 

P6 

P7 

P8 

HPV6b型 

HPV6b型 

HPV6b型 

HPV6b型 

HPV11型 

HPV11型 

HPV11型 

HPV11型 

5’CGGGGATCCATGTGGCGGCCTAGCGACAGCAC3’ 

5’CCCAAGCTTCCTTTTAGTTTTGGCGCG3’ 

5'GACACCTTTGGCACAACAG3' 

5'CCATTACCTGTCAAAAGCC3' 

5’CCGGAATTCATGTGGCGGCCTAGCGAC3’ 

5’CCCAAGCTTGCTTACTTTTTGGTTTTGGTACG3’ 

5'CCTACCTCCAACCCTGTGC3' 

5'GAACCTGTGCCTGATGACCTG3' 

PCR扩增，测序 

PCR扩增，测序 

测序 

测序 

PCR扩增，测序 

PCR扩增，测序 

测序 

测序 

 

3.2  HPV L1基因扩增及型别鉴定：以所提标本DNA为模板，分别用HPV6b和11型特异性引物行PCR

扩增。扩增参数为:95℃5min；95℃30s，55℃30s，72℃1min30s，30个循环；72℃10min。PCR产物

经1.0%琼脂糖凝胶电泳鉴定。 

3.3  HPV L1基因序列测定及蛋白特性分析：PCR产物经PCR清洁试剂盒纯化，由北京三博远志生物

技术有限公司用特异性引物进行L1基因全长序列测定。用Vector NTI 8.0和DNAStar软件对测序结果

进行序列分析。 

结果 

1．HPV6b、11型特异性引物PCR扩增检测结果  PCR产物琼脂糖凝胶电泳结果如图1所示，可见一

约为1500bp的扩增条带,其大小与预计相符。31份标本中HPV6b、11型DNA阳性率为74.2% （21/31）, 

其中HPV6b L1 DNA阳性率为35.5% （9/31），HPV11 L1阳性率为45.2% （12/31），HPV6b L1 +HPV11 

L1阳性率为6.5% （2/31）。 

 

 

1. DNA 分子标准物；2～7. 部分标本中HPV6bL1基因PCR产物 

图1  PCR扩增CA组织中HPV6bL1基因 

 

2．HPV6b和11 L1基因全长序列测定及同源性分析  分别取7份HPV6b和11L1 PCR产物纯化后行全序

列测定。与标准基因序列比较，用Vector NTI 8.0软件分析基因多态性（表2，3）；用DNAstar软件

进行同源性分析（图2）。 

1      2      3      4      5      6      7 
23130 

9416 

6557 

4316 
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表2  湿疣组织HPV6b L1基因多态性分析 

测序标本 
核苷酸位点 标准株 

1 2 3 4 5 6 7 

突变频率

(%) 

5929 T G - - - - - - 1/7(14.3) 

6256 A - C - - - - - 1/7(14.3) 

6598 A T T T T T T T 7/7(100) 

7099 G - A A A - - A 4/7(57.1) 

7250 T C - - - - - - 1/7(14.3) 

 

表3  湿疣组织HPV11 L1基因多态性分析 

测序标本 
核苷酸位点 标准株 

1 2 3 4 5 6 7 

突变频率

(%) 

6028 C T T T T T T T 7/7(100) 

6214 T - - - - C - - 1/7(14.3) 

6514 A - G - T - - - 2/7(28.6) 

6589 G A - - - - - - 1/7(14.3) 

6607 C T T T T T T T 7/7(100) 

7045 G - - - A A - - 2/7(28.6) 

 

       

1-7: 7份HPV6b L1PCR产物测序标本；8-14: 7份HPV6b L1PCR产物测序标本 

图2  14份HPV临床分离L1基因序列的同源性列表 

 

3．HPV6b和11 L1蛋白氨基酸一级结构分析   与标准氨基酸序列比较，用DNAstar软件进行L1蛋白

氨基酸变异分析。结果显示，仅一例标本的HPV6b L1基因其第7250处碱基发生突变，其编码的氨基

酸由S→P，称为地方株；而HPV11 L1蛋白氨基酸均未发生变异。 

4．地方株HPV6b L1蛋白亲水性、表面可及性和抗原性分析  用DNAstar软件对地方株HPV6b L1蛋

白进行分析，并与标准株比对进行分析。地方株L1蛋白在亲水性上无任何改变，氨基酸序列第488～

500肽段出现了一个表面可及性增强区，第52～66肽段、256～282肽段、391～400肽段和466～500

肽段抗原性增强，第143～151肽段和445～464肽段抗原性减弱（图3）。 
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           标准株L1蛋白                                  地方株L1蛋白 

 

 
亲水性分析 

 

 

 
表面可及性分析 

 

 

 

 
抗原性指数分析 

图 3  HPV6b标准株与突变 L1蛋白亲水性、表面可及性和抗原性指数分析 
 
讨论 

CA 为我国目前主要的性传播疾病之一,流行范围广,危害性较大。Christensen[4]等检测 65 例 CA

标本中有 63例是HPV6b和 11型DNA阳性。Abba[5]等检测 100份 CA标本中，HPV的阳性率为 86%，

其中 HPV6 和 11 为主要型别。Grce[6]等报道的 168 份 CA 标本中以 HPV6b 型感染为主。国内有关

CA 的 HPV 感染型别研究报道较多。洪少林[7]等检测的北京地区 110 份 CA 标本中，HPV6 的阳性

率为 60%，HPV11 的阳性率为 24.5%,两者的混合阳性率 10%，其它型别的阳性率 5.5%。蒋明军[8]

等报道 201份 CA标本中 HPV6和 11的阳性率分别为 45.8%和 56.2%。史庭燕[9]等报道 50份 CA标

本中，HPV6型阳性率为 40%, HPV11型阳性率为 48%，HPV6和 HPV11型混合阳性率为 6%。孙爱

华[10]等检测的 107 份杭州地区 CA 标本中，HPV6 型阳性率为 70.1%，HPV11 型阳性率为 23.4%，

HPV6和HPV11型混合阳性率为 6.5%。本研究检测的 31份CA标本中，HPV6b、11的阳性率为 74.2%，

分别为 35.5%、45.2%；HPV6b、11的混合阳性率为 6.5%。表明，温州地区 CA的 HPV感染以 HPV6b

和 11型为主。以上 CA中 HPV主要感染型别的不同，可能是地区、人群差异所制[3]，但均以 HPV6

和 11型感染为主。 

洪少林[7]等人报道CA患者感染的HPV6b L1多态性分析，发现26处变异，多为同义突变，其第6598

和7099位碱基突变为主要的突变模式；Icenogle[11]等人曾报道对美国和菲律宾两地分离的HPV6 L1的
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基因序列进行分析，发现基因突变位点位于其基因的第6598、6625、6661位，且所有标本的第6598

位均发生了突变，表明在第6598位基因突变发生较为广泛；Wanderley等[12]对伦敦地区17例HPV6b

临床检测的L1序列分析，报道的变异高发区位第5920～6075位、第6590～6670位、第7070～7230位。

本研究检测的HPV6b L1与HPV6b标准株（NC 001355）比较，在基因水平上形成5种突变模式，分别

位于第5929（1/7）、6256（1/7）、6598（7/7）、7099（4/7）和7250（1/7）位，与上述研究报道基

本一致，且在第6598位均发生突变，是突变的主流型，除第7250位突变（S→P）外，均为同义突变。

表明来自不同标本的HPV6b型L1基因点突变发生较为广泛，但多位于密码子第3位，未影响氨基酸的

改变。而地方株HPV6b L1的第488位氨基酸虽由丝氨酸变为脯氨酸，即羟基类氨基酸变为亚氨基酸，

但其亲水性无任何改变，表面可及性及抗原性强弱也基本一致。 

本研究HPV11 L1基因序列与标准株HPV11 （M 14119）比较，在基因水平形成了6种突变模式，

分别位于第6028（7/7）、6214（1/7）、6514（2/7）、6589（1/7）、6607（7/7）和7045（2/7）位，

同源性为99.7%～99.9%，但6种突变模式并没有影响到氨基酸序列改变，均属同义突变，与国内2005

年报道的东北地区HPV11L1基因突变模式一致[13]。表明，HPV11 L1基因具有其高度保守的特点。 

Gardasil疫苗的成功上市为预防 CA带来了希望，但 HPV感染型别存在一定的地域差异，给 HPV

基因工程疫苗的研究和应用提出了较高的要求。L1基因是制备基因工程疫苗较理想的候选基因,当其

氨基酸序列发生改变时,可能会引起 B细胞表位的变化，从而改变其抗原性。因此，分析 HPV6和 11

型 L1 基因序列变异和氨基酸序列改变，掌握代表型抗原性基因的变化是发展基因工程疫苗的重要

环节，本研究分别对温州地区的 HPV型别进行检测，并对其 L1基因突变情况进行分析，以了解本

地区 CA感染的主要型别及其变异情况，为基因工程疫苗的进一步研制和应用提供理论依据。 
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腥红热爆发病例中 A群链球菌基因型别和毒力基因研究 
董红军  宋启发  林  晖  金春光  许国章  徐景野 
宁波市疾病预防控制中心（315010） 

 

   【摘要】  目的：分析从一起成人猩红热暴发疫情病例中分离的 A群链球菌的 emm基因型和致

热外毒素基因 speA、speB和 speC。方法：采用血琼脂平板对腥红热患者咽拭子标本分离培养 A群

链球菌，PCR扩增 emm 基因片段，DdeI酶切，对不同酶切图谱产物进行测序分析，通过比对获得

emm基因型。采用 PCR扩增链球菌致热外毒素基因 speA、 speB和 speC。结果：从患者中分离的

5株 A群链球菌内切酶图谱均相同，对其中 2株进行测序分析基因型为 emm75。5株 A群链球菌均

扩增出 speA和 speB致热外毒素基因。结论：具有 speA和 speB致热外毒素基因的 emm75基因型

A群链球菌可以引起成人腥红热爆发疫情。 

   【关键词】  A群链球菌；腥红热；外毒素毒力基因; 基因型 

 

Study of Genotypic Characteristics and Virulent Genes of Group A Streptococcus 
Isolates Recovered during a Scarlet Fever Outbreak 
Centre for Disease Control and Prevention, Ningbo 315010, China 

   【Abstract】  Objective: To study the genotypes through emm genotyping method and pyrogenic 

exotoxin-related genes ( speA, speB and spec) in group A streptococcus (GAS) isolates recovered during a 

scarlet fever outbreak.  Methods:  GAS strains were isolated from throat swaps of patients and related 

persons during a scarlet fever outbreak The emm gene were amplified by PCR. Strains were grouped based 

on their DdeI restriction profiles from emm amplicons. emm amplicons with different DdeI restriction 

profiles were sequenced and blasted to get their emm  genotypes. Genes of speA, speB and speC. Results 

Five isolates of GAS with same DdeI restriction profile were recovered and proved to be emm75 genotype. 

Exotoxin genes of speA and speB were detected in these strains. Conclusion: GAS of genotype emm75 

with exotoxin genes of speA and speB was the cause of this scarlet outbreak. 

   【Key words】  group A streptococcus; scarlet fever; exotoxin gene; genotype 
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