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摘 要% &目的' 检测新疆维吾尔族宫颈癌及癌前病变患者人乳头状瘤病毒
$)

型!

&'($)

(

存在状态"探索其与维族宫颈病变进展关系) &方法' 对
&'($)

阳性维族宫颈鳞癌*

*66

$和
宫颈上皮内瘤变

N61EO

活检标本采用多重实时
'6P

检测
&'(#) Q!

和
Q)

拷贝数"通过
Q!RQ)

比值判断
&'($) SET

的存在状态+ &结果' 随着宫颈病变程度加重"游离型
&'($)

逐渐减
少"并且随着宫颈病变级别的升高"

&'($)

整合比率,混合型
U

整合型(逐渐上升) 在
61E!

-

61E"R#

-

*66

以及宫颈癌
!V$

期中"整合率!

$WQ!RQ)

(都呈上升趋势"但无统计学差异+

&结论'

&'($) Q!

基因断裂可能是新疆维吾尔族妇女宫颈癌的致病因素之一" 但尚不能认
为整合率是评价维吾尔族宫颈癌前病变进展的参考指标之一+

关键词%宫颈病变#

&'($)

#整合#多重实时
'6P
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新疆是中国宫颈癌的高发地区之一 \$]

+ 新疆维

吾尔族女性宫颈癌患病率为
Y%ZR$"

万
"%!XR$"

万\!CK]

"

明显高于全国
$KMLXYR$"

万\Y]

+

$ZZ!

年
>&^

宣布人

乳头状瘤病毒!

I-?,2 _,_599/?,857-.

"

&'(O

是引起宫

颈癌变的首要因素+ 众多学者进一步报道" 高危型

&'( Q!

基因的断裂是宫颈癌发病的首要因素+ 随

宫颈病变程度的加重"

Q!

基因断裂概率增大\%]

+本研

究对新疆维吾尔族妇女宫颈病变组织中
&'($)

的

存在状态进行检测"分析其与宫颈病变的关系+

$

材料与方法

!"!

标 本

组织标本来自
![$[

年
M

月至
![$$

年
K

月就诊

于新疆维吾尔族自治区人民医院妇科
%$

例维吾尔

族宫颈癌和
%Y

例癌前病变患者活检或手术标本"经

两名病理科高级医师复片+ 取活检前或术前患者未

进行放-化疗+ 孕妇-免疫功能不全和有过宫颈手术

的患者排除+ 标本于
`M"#

保存+

!"#

主要试剂及器材

a1TE,?_ b32/?54 SET H5+

血液
R

细胞
R

组织基

因组
SET

提取试剂盒!离心柱型(购自天根生物有

限公司"

'6P *-_37D5B

购自上海英骏生物技术有限

公司"

&'($) ;PP

引物由上海生工生物有限公司合

成"

&'($) Q! Q)

引物- 探针和
P3,9+5?3 '6P *-!

_37D5B

由大连宝生物有限公司合成并订购"

_6P"!

A:!a^'^"KL%cd

质粒及
*5I,

细胞株
SET

为新疆

大学生命科学院基因工程国家重点实验室惠赠+使用

东盛公司
'6P

仪器及
Te1X%""

荧光定量
'6P

仪器+

!"$

宫颈病变组织
SET

的提取

按照.

a1TE,?_ b32/?54 SET H5+

血液
R

细胞
R

组

织基因组
SET

提取试剂盒 !离心柱型(/ 说明书进

行+ 制备得到
SET

溶液
`M"$

保存备用+

收稿日期#

!"$$`$!`$%

$修回日期#

!"$$`"K`$!

基金项目!国家自然科学基金
NM$"%""!$O

通讯作者!玛依努尔$尼牙孜%
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表
$ &'($) *++

!

,!

!

,)

引物及探针的序列

扩增片段

&'($) *++

&'($) ,!

&'($) ,)

引物及探针

上游引物
下游引物
上游引物
下游引物
探针
上游引物
下游引物
探针

序 列

%!"-.//-/-/00./0//-/-/.0"1!

%!"-/../-000.0//-.0-//././"1!

%!"-000.0.0-0.-0./0/..0"1!

%!"/..-/..///-/-/-0-./-/"1!

%!"&,2"..00-0/.0-0-..0-0.0.",345678"1!

%!"-00/-/-/-/0./-.00-.0"1!

%!"-//-/0//-./-//./00/-//-/"1!

%!"90:".0-.0/0/--0//...0/./.",345678"1!

扩增片段
大小!

;6

"

<1=

$>%

$1!

!"# '.+

检测
&'($)

阳性样本

根据德国株
&'($) *++

基因序列设计引物

!见表
$

"# 以上述方法提取的新疆维吾尔族宫颈癌

!

%$

例"及宫颈
.?@

病变组织!

%A

例"

B@0

为模板#

进行
'.+

扩增$扩增参数%

>%# %C5D

&

>A$ 1=7

#

A>$

1=7

#

<!$ $C5D

#

1%

个循环&

<!$ <C5D

$

=E<F

琼脂糖

凝胶电泳检测扩增产物$

!"$

多重实时
'.+

检测
&'("$)

阳性标本的
,!

!

,)

拷贝数

$E%E$

阳性标准品制备

经仪器核算定量
6.+!"2G"/H'H!1E%I;

质粒

!以后称标准质粒"

B@0

的浓度为
!J1DKL!4

#根据公

式拷贝数
M

质量!

KN%)E!1%#=

!1

L1!AE%%!%

质粒
B@0

长

度!

)E!1%#=

!1 为
#

摩尔物质的分子数#

1!AE%

为碱基

的平均分子量"# 计算标准质粒的拷贝数为
AEJ%

#=

#=

3O6587L!4

#

P!=$

保存标准质粒$ 实时
'.+

实验

中 # 标准质粒按
$=

倍梯度进行稀释 # 以
AEJ%

$=

1

3O6587L!4QAEJ%$=

>

3O6587L!4

#

<

个浓度的标准模板

系列作为标准品#每个浓度标准品重复检测
1

次$

$E%E!

多重实时
'.+

检测

在同一反应管内行实时
'.+

检测样本
&'($)

,!

'

,)

基因拷贝数%总反应体系为
1=!4

#包括模板

!!4

#

=E!!CO4LG ,!

上' 下游引物#

=E!!CO4LG ,)

上'

下游引物 #

=E11!CO4LG ,!

'

,) /RS :RD

探针 #

$%!4

'T8C5U ,U /RS

/:

V! % W

#

"E)!4 +H2 +8X8T8D38 BY8

Z%"%W

#

>!4

无
+@0R78

去离子水$多重实时
'.+

扩增

参数为%

>%$

预变性
1"7

#

>%$

变性
%7

#

%J$

退火
1A7

#

<!$

延伸
1"7

#

A"

次循环扩增反应$ 对标准品同法操

作$在退火阶段#计算机系统检测得到各反应管的荧

光信号#并根据标准曲线计算出各样本的
,!

'

,)

拷

贝数$ 每批标本均设阳性对照和阴性对照# 系统阳

性对照为标准质粒!

"E!JDKL!4

"#系统阴性对照为模

板是无菌水的反应体系#样品阴性对照为
[5\R

细胞

株
B@0

$

!"%

统计学处理

数据分析采用
['[[$<E"

软件# 应用秩和检验'

单因素方差分析等统计学方法对不同类型的数据进

行处理#

']"E"%

差异有统计学意义$

!

结 果

&"! '.+

结果

'.+

产物电泳结果可见约
<1";6

的片段#与预

期的
&'($) *++

基因片段大小相符# 该标本即判

断为
&'($)

阳性$

在
%A

例宫颈
.?@

病变患者中#

1!

例!

%>E1F

"为

&'($)

阳性# 其中
.?@")

例#

.?@#)

例#

.?@$!"

例$ 在
%$

例宫颈癌患者中#

AA

例!

J)E1F

"为
&'($)

阳性$

&"&

多重实时
'.+

结果

!E!E$

标准曲线

标准质粒
,!

'

,)

多重实时
'.+

扩增产生的标

准曲线#由计算机数字系统生成的该
,!

'

,)

基因片

段的方程分别为%

.^MP1E1AGOK2

=

_A"EA)$`

.^MP1EA#<GOK2

=

_A=E%!#

2

=

为起始拷贝数#

.^Z.Y348 ^\T87\O4aWb

反应管内

的荧光信号到达设定的阈值时所经历的循环数$

根据方程及计算机检测到的各管
.^

#可以计算

出各管的
,!

'

,)

起始拷贝数#从而求得
!=

个
,!L,)

值!一个最低浓度的标准品
,)

基因未检测到"$ 然

后计算
!=

个
,!L,)

值
>%c

可信区间为
=EJ$Q$E!=

#以

=EJ$

作为区分
&'($)

游离型和整合型的临界值$

!E!E!

多重实时
'.+

检测标本

!E!E!E$

宫颈病变组织中
&'($)

的存在状态

系统阳性对照组
,!L,)M=E>)

#系统阴性对照组

均检测不到
,!

'

,)

#样品阴性

对照组
,!L,)M=

$ 不同
.?@

病

变和宫颈癌中
&'($)

存在状

态分布有显著性差异!秩和检

验#

'M=E=!

"#见图
$

$从
.?@%

#

.?@&L$

到宫颈癌#随着宫颈

病变程度加重#游离型
&'($)

逐渐减少#整合比率!混合型
_

整合型"逐渐增大$ 不同分期

论 著
1>%
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&
'
(
$
)

存
在

状
态

分
布

比
例

!

*

"

+"

)"

,"

!"

"

-./! -./"0#

宫颈癌

游离型
))12* 3"1+* !"1%*

混合型
3313* )%1,* 2!12*

整合型
" 31+* )1+*

图
$

不同宫颈病变组织中
&'($)

存在状态的分布

图
!

不同宫颈癌分期病例
&'($)

存在状态的分布

&
'
(

存
在

状
态

分
布

比
例

!

*

"

$""

%"

"

!

期
"

期
#

期

游离型
$)12* !!1!* 3$1)*

混合型
+313* 221+* )+1,*

整合型
" " "

$

期

!%1"*

%"1"*

!%1"*

$1"

"1+

"1)

"1,

"1!

"

-./! -./" -./#

宫颈癌

整
合

率

图
3

不同宫颈病变
&'($)

整合率的分布

宫颈癌中
&'($)

的分布见图
!

#整合比率无统计学

差异!秩和检验#

'4"1"%

"#但晚期病例出现整合型#

即
&'($)

全部断裂$

!1!1!1!

宫颈病变组织中
&'($) 5!65)

比值

定义整合率为
$!5!65)

$

-./!

%

-./"

%

-./#

%

宫颈癌中整合率的分布见图
3

#在

-./!

中整合率均不超过
"1%

#

-./!

%

-./"6#

%

7--

组中整合率平均数分

别为
"1!)8%

%

"13)++

和
"1,$3)

# 各组

间整合率无统计学差异!

'9"138

"$

!

期%

"

期%

#

期%

$

期宫颈癌中整合率

平均数分别为
"1$,)2

%

"13!)2

%

"13%)3

和
"1,$!%

#随着分期加重 #整合率均

数有增大趋势#但各临床期别间整合

率亦无统计学差异!

'9"1+2

"$

3

讨 论

人乳头状瘤病毒!

:;<=> ?=?@AAB!

<=C@D;E

#

&'(

" 是 一 类 含 双 链 环 状

F/G

核的衣壳病毒#按功能可将其分

为
3

个基因区# 分别为上游调控区

!

;?EHDI=< DIJ;A=HBDK DIJ@B>

#

LMM

"%早

期基因区!

I=DAK DIJ@B> JI>IE

#

5

区"和

晚期基因区!

A=HI DIJ@B> JI>IE

#

N

区"$

5

区编码早期蛋白 # 为
5$

%

5!

%

5,

%

5%

%

5)

和
52

# 主要参与病毒
F/G

复

制#转录和细胞转化$

N

区编码晚期衣

壳蛋白
N$

和
N!

# 主要参与病毒颗粒

的组装和
F/G

包装$ 其中
5!

%

5)

%

52

与宫颈癌致病密切相关$

5)

蛋白与一种泛素连接酶结合

形成
5)

&

G'

复合物
O 5)

&

G'

使
?%3

泛

素化分解失活来发挥作用 P)Q

$ 在正常

宫颈组织中#

5)

表达受到
5!

蛋白的

调控$

52

蛋白通过与抑癌基因
MR

蛋

白结合# 使
?MR

释放转录因子
5!S

#

5!S

使已分化了的宫颈上皮细胞重新

进入
7

期$ 若病毒
5!

基因断裂#则解

除其对
5)

%

52

表达的抑制作用#逆转

了
?%3

和
?MT

肿瘤抑制蛋白的功能#

使细胞进入增生期#甚至永生化$

N@

等 P2Q对
-./!

每
,")

个月随访
#

次#进行
#+

个月的追踪研究#分析发现
&'(

持续感染和病变进

展更多见于
&'(#) F/G

以整合状态存在的
-./!

中#而不是以游离状态存在#说明高危型
&'( F/G

与

宿主基因整合是引起宫颈病变进展的一个主要因素$

论 著 38)
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!!!!!!

本研究显示
&'($)

在维吾尔族不同
*+,

病变

和宫颈癌中有不同比例的存在状态! 从
*+,!

"

*+,

"-#

到宫颈癌!游离型
&'($)

逐渐减少!整合比率

#混合型
.

整合型$逐渐增大% 可见随宫颈病变程度

增大!

&'($)

整合比率增大& 这与上述
/0

等 123研究

结论一致&在中国!郑莹143

'时艳梅153

"李科珍1$63等均发

现!

&'($)

与宿主基因组整合的发生率随病变病变

级别的升高亦呈上升趋势&

&'($)

与宿主基因组的

整合可能是病毒致癌的早期因素&

&'($) 7!

基因

的断裂! 可能引起了致癌蛋白
7)

"

72

的过度表达!

导致细胞过度增生!最终恶性变&

大部分
&'(

感染者经
48$9

个月可被清除 &

&'(

感染后可发生
*+,!

! 但大部分
*+,!

患者
9

年内可自行转归 153

! 当感染持续存在! 尤其是
&:!

&'(

如
&'($)

"

&'($4

感染时!

*+,!

可进展为
*+,

"-#

!进而发生宫颈癌&

&'($)

整合比率反映其在不同级别宫颈病变

组织上整合的难易程度& 本研究中
*+,!

"

*+,"

"

*+,#

"宫颈癌中整合率均数无统计学差异!即在各

级宫颈病变中
&'($)

与宿主整合程度无显著性差

异! 可能与样本量较少有关& 但从整合率的分布来

看!在
*+,!

中整合率均不超过
6;%

!故当整合率超

过
6;%

时! 可视为
*+,!

向高级
*+,

病变进展的高

危因素!这与
<=>?0@A

等1$$3报道相似& 本课题还发现

随宫颈癌临床分期加重!整合率有增大趋势!但无统

计学差异 ! 可能与各分期中样本量较少有关 &

&'($) 7!

整合与维族宫颈病变进展有关! 但仍有

待扩大样本量继续研究&
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