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摘 要!$目的% 建立灵敏而稳定的人乳头状瘤病毒
A0)B,+ C,C1--(B,D1*)3

"

=>:E ?@

型病毒
含量与整合状态检测方法" 并探讨

=>:?@

型在我国粤东地区妇女宫颈癌中的感染特征&

$方法%

>/F

扩增
=>:?@G!

和
GH

基因"

>/F

产物纯化"连接入
I

载体"构建标准品'检测
$J

例宫颈癌和
&J

例对照组织样本中
=>:?@

的病毒含量和整合状态& $结果% 成功构建含
有

=>:?@ G!

或
GH

片段的
I

载体质粒作为检测
=>:?@

型的病毒含量和判断感染状态标
准品&

=>:?@

型在宫颈癌中的感染率和病毒含量较正常宫颈组织均高"并且
=>:?@

在粤东
地区宫颈癌中的感染状态以整合型

AHH;HKLE

和混合型
M$$;$$LE

为主"和正常宫颈组织中感染
状态分布有显著差异& $结论% 采用荧光定量

>/F

法所建立的
=>:?@

型病毒含量和整合状
态的检测方法具有灵敏性和稳定性"

=>:?@

型在粤东地区宫颈癌中的感染以整合状态为主&

主题词!人乳头状瘤病毒
N

宫颈肿瘤
N

病毒含量'感染'广东
中图分类号!
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"
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文献标识码!
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宫颈癌是最常见的妇科恶性肿瘤之一" 威胁着

我国妇女健康和生存质量& 其发病率在女性恶性肿

瘤中居第
"

位"且发病年龄有年轻化趋势$

9

%

& 因此"

宫颈癌的防治工作刻不容缓& 人乳头状瘤病毒
A0)!

B,+ C,C1--(B, D1*)3

"

=>:c

高危型持续性感染是宫

颈癌发生的首要因素且为始动因素& 然而世界各地

=>:

各型的感染率差别较大"给宫颈癌疫苗的研制

和应用带来一定的困难& 课题组前期
]2V,

分析显

示" 在我国南方地区" 特别是粤东地区宫颈癌患者

=>:?@

型感染率仅次于
=>:9H

型" 居宫颈癌高危

型
=>:

感染率第
!

位 $

!

%

"但
=>:?@

型在肿瘤组织

中的病毒负荷及整合状态还不清楚& 本文旨在建立

灵敏而稳定的
=>:?@

型病毒含量与整合状态检测

方法"了解粤东地区妇女宫颈癌中
=>:?@

型感染特

征"包括感染率)病毒含量和整合量"为粤东地区宫

颈癌防治工作的顺利进行提供完善而可靠的数据&

!H@
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材料与方法

@A@

病例资料

选取
!""%

年
'

月
!!"''

年
!

月在汕头大学医

学院附属肿瘤医院行广泛性子宫切除术后获得的宫

颈癌新鲜组织
$"

例!取同期因子宫肌瘤行全子宫切

除的正常宫颈组织
&"

例为正常对照"所有标本均经

病理学证实" 其中宫颈癌患者
$!!(&

岁!中位年龄

&)*+

岁!标本组织取材前均未行化疗或放疗#对照组

为
$&,&%

岁!中位年龄
&$*$

岁" 所有标本取材后立

即保存于
"+"#

冰箱中"

@A;

实验方法

'*!*'

组织
-./

提取

组织标本取
!012

!采用安徽优晶生物工程有限

公司的组织
-./

提取试剂盒
3456$!$'$$7

说明书操

作! 提取后的组织
-./

于超微量紫外
8

可见光分光

光度计
3.9:; -<;= !"">

!

?@A<1;7

检测其
-./

的质

量和浓度"

'B!B! CDE)+F(

和
F!

质粒的制备

CDE)+F(

和
F!

标准品参考文献 $

!

%"

CDE)+

F(

引物序列
G HG )%$/?I?I/>/I>?>/I/>I/II$$&

!

JG )& $>/I>?I>?I?/III??>I?$$&K CDE)+ F!

引

物序列
H

&

)&$I?III?/I?>III?//$$&

!

JG )& $?>I?

>I?>I>???I$$&

" 以 经 过
D>J

验 证 单 一 感 染

CDE)+

的宫颈癌组织
-./

为模板! 采用普通
D>J

方法扩增获得大量
CDE)+ F(

和
F!

基因片段"

D>J

产物经切胶回收后分别与
=L-

?L

'+$? MN1=OA EAPQ;<

$

?9R9<9 SN;QAP@:;O;2T

'

-/UV/.

(

>;B

!

49=9:

% 载体连

接!转化入
-C)!

感受态大肠杆菌!经氨苄青霉素培

养皿筛选!挑取阳性克隆摇菌提质粒!经
D>J

初步

鉴定阳性者!送公司测序鉴定
CDE)+F(

和
F!

序列

以及连接的正确性
3HN2W<A #7

" 提取
CDE)+F(

和
F!

重组质粒!在分光光度仪上测定
X-

!(0

和
X-

!+0

的值!

计算纯化质粒的拷贝数" 按
#0

#0

)

#0

+

)

#0

(

)

#0

&

)

#0

! 和

#

拷贝数进行稀释! 制成标准模板系列作为标准

品!

Y+Z'

保存*

'*!*$

定量
D>J

法确定
CDE)+

的病毒含量和整合

状态

操作方法同参考文献$

$

%* 以每个拷贝数的标准

品为模板进行荧光定量
D>J

扩增!反应体积为
!Z"O

!

反应体系
G M5SJ D<A1N[ F[ ?9\ 'Z"O

! 上游引物
H

3'Z"1;O ]U7 "*&"O

! 下游引物
J 3'""1;O ]U7 "*&"O

!

JX^ JA_A<A:PA -TA# 3)Z( 7 ZB&"O

!模版
'"O

!

``C

!

X

aB+"O

#以
$$2O;bN:

为内参* 反应条件为
G %)'

预变性

!(%
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=;>3

!

%>!

变性
>3

"

>?!

复性
$#3

"

&=

个循环!

%>!

变

性
#>3

"

?=

变性
?=3

"

%>!

变性
#>3

"作溶解曲线#

每个浓度的标准品重复检测
$

次" 根据
?

个标

准品的
/@

值来分别绘制
A!

和
A?

拷贝数的标准曲

线# 根据每一待检标本的扩增曲线所确定的
A!

和

A? /@

值计算出各模板的
A!

$

A?

起始拷贝数# 同时

对于每个样本相对应的内参
B

看家基因
!"6-(C1+D

也

有一个定量值" 该内参的定量值可以反映出对应标

本的宫颈细胞数# 同一样本的
EF:>G A?

定量值除

以
!"6-(C1+

定量值"即为每个细胞的病毒负载量#计

算出每一待检标准品的
A!

和
A?

拷贝数比值
BA! H

A?

比值
I

以区分
EF:

游离和混合状态的
A! HA?

界

值" 采用标准品
A! HA?

比值的
%>J

参考值范围的

下限为判断标准%

&

&

#对于
EF:>G

整合状态的判断为'

K

个相同浓度下分别换算的
A!

和
A?

拷贝数比值"

均 介 于
=;KG=9 #9;9K&K

之 间 " 其 均 值 为
=;G%! $

=;99!

"定义为游离型
EF:>G

病毒感染#

EF:>GA!

为

=

时的
/@

值和其他浓度的
EF:>GA?

的
/@

比值"均

小于
=;==9

" 定义为整合型
EF:>G

病毒感染 !而

EF:>G A!HA?

介于
=;===9

和
=;KG=9

之间的定义为

混合型
L

整合型和游离型并存状态
IEF:>G

病毒感

染#

!"#

统计学处理

数据分析采用
MFMM9?;"

统计软件 "

EF:>GA!

和
A?

标准曲线采用相关性检验" 正常宫颈组织和

宫颈癌中
EF:>G

型感染状态的比较采用
N*)3O,-"

P,--13 E

检验
Q

病毒负载量比较采用
@

检验# 显著性

检验水准为
"R=;=>L

双侧
D

"

F!=;=>

为差异有统计学

意义#

!

结 果

$"! !EF:>G

病毒感染含量和感染状态的确定

EF:>G A!

$

A? F/S

扩增产物经纯化"转化连接

入
T2,7

载体" 摇菌扩增后提取质粒
U<V

分别送测

序" 序列结果在
</WX

上进行
WYVMT

比对分析"结

果表明
EF:>G A!

$

A?

质粒正确构建"证实构建质粒

可以作为标准品#

对每个浓度的
EF:>G A?

和
A!

标准品分别进

行了
$

次重复定量
F/S

扩增"分别得到拷贝数和
/@

值之间的标准曲线"及其相关系数分别为
=;%K=$

和

=;%%KK LZ16)*2 !D

"相关性检验
F[";">

"说明
A!

和

A?

作为检测
EF:>G

的病毒含量和整合标准品稳定

性好#

$"$

宫颈癌中
EF:>G

病毒含量和感染状态分析

本研究发现" 在粤东地区宫颈癌和正常宫颈组

织中
EF:>G

的感染率分别为
!";""\B?H$=I

和
>;==J

B!H&=I

" 其病毒含量分别是
B!!$;?!$>=$;&$I5(]7H52--

B&;##%#&$%;$$ 5(]7H52--I

和
B>$;K%&K&;?KI 5(]7H52--

B=;%%%#=?;>% 5(]7H52--I

!

EF:>G

在宫颈癌中的感染

率和病毒含量均高于正常宫颈组织" 统计学分析有

显著性差异# 其感染状态在宫颈癌中
??;?KJ

为整合

状态"

$$;$$J

为混合状态! 而在正常宫颈组织中

>=;==J

为游离状态"

>=;==J

为混合状态" 其感染状

态分布有显著性差异
BF[=;=>I

#

$

讨 论

EF: U<V

整合入宿主基因组被认为发生于宫

颈癌发展的早期阶段" 也是宫颈病变恶性转化的重

要因素%

>

&

# 目前有关
EF:

整合状态的研究主要集中

于
EF:#?

型# 多项研究结果发现"

EF:#?

型在正常

宫颈组织或低级别的宫颈上皮内瘤变组织中大多处

于游离状态"很容易随上皮老化而被排除#而在部分

高级别的宫颈上皮内瘤变或宫颈癌中
EF:#?

型则

以整合状态的形式存在"

EF:#?A?HAK

片段插入宿

主基因组" 从而引起宿主正常细胞某些基因表达失

调或活化"诱导细胞发生恶性转化"这已成为高危型

EF:

相关恶性肿瘤发病机制的主要诱因之一#

本课题组前期
^2@,

分析发现"

EF:>G

型是我

国南方 $ 特别是粤东地区妇女下生殖道仅次于

EF:9?

型感染的常见
EF:

亚型" 且
EF:>G

型感染

与宫颈上皮内瘤样变 (

/X<

) 及宫颈癌发生显著相

关"其感染率随宫颈病变程度加重而升高"该结果和

川北地区一致%

?

&

# 为进一步探明
EF:>G

在粤东地区

宫颈癌中的感染病毒含量和感染状态" 本研究首先

构建
EF:>G A!

和
A?

的标准品 " 采用实时定量

F/S

法绘制标准曲线"通过换算建立
EF:>G

型的感

染量和整合量的预测模型" 为研究粤东地区妇女宫

颈癌中
EF:>G

的感染状态提供了方法#实时定量荧

光
F/S

是迄今为止定量最准确$重复性最好的定量

方法"已得到全世界的公认%

&

&

# 与普通
F/S

相比"实

!K"
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敏感性高! 对检测结果的判断明确!有

较高的特异性和可靠性! 并可用于多种临床标本的

检测"本研究发现
*'+,-.!/.0

标准曲线相关性好!

证明本课题组构建的质粒可以作为标准品应用于病

毒含量和整合的检测!能够对
*'+,-.!/.0

基因进

行准确的定量!结果具有可信性"本课题组构建的标

准品检测方法可以在并存大量游离
*'+

病毒时!也

能检测到少量整合病毒的存在"

*'+,-

在宫颈癌中

的感染率
1!"2""34

和病毒含量均高于正常宫颈组

织 ! 低 于 我 们 前 期 的 报 道
*'+#0

的 感 染 率

5&-67!89

!但稍高于
*'+:-

的感染率
5#-6%,39

#

$

$

" 其

中
*'+,-

在粤东地区宫颈癌中的感染率略高于台

湾地区
*'+,-

型的感染率%

#06,3

!

$,;/! :--

&

#

7

$

!和

中国山西地区'香港地区!韩国及其他亚洲地区宫颈

癌中的感染率相当 #

-!:;

$

"

本研究结果发现在粤东地区宫颈癌患者组织中
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肿瘤学杂志
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的病毒含量是!

!!$;A!!?"$;&$

"

5(B7C 52--

#显

著高于正常对照组#但和课题组前期报道的
=>:#A

型和
#@

型病毒含量无显著性差异$

$

%

& 结合
=>:

存

在状态#即整合入宿主基因组与否#我们发现粤东

地区宫颈癌患者组织样本中
AA;ADE

为整合状态的

=>:?@

#

$$;$$E

为混合状态
F

即部分整合#部分游离

状态
G

& 大量
=>:?@

基因整合入宿主基因组后#稳定

表达的
HA

或
HD

癌蛋白#可结合并诱导经泛素介导

的
B?$

蛋白降解# 并结合非磷酸化的
BIJ

分子#释

出
H!K

转录因子#从而使正常宫颈上皮细胞周期调

控紊乱和细胞凋亡受阻#以致最终导致细胞发生恶

性转化& 另外
=>:?@

还可通过调控
B!9

蛋白的表

达#进一步加快细胞的恶性转化过程$

99

%

&

虽然#目前对于高危型
=>:

病毒负载量'整合

状态与宫颈癌发生及癌前病变之间的关系#仍有争

议&有学者认为宫颈癌发生发展过程中
=>:

整合并

非必要因素& 但越来越多的研究结果证实#高病毒

负载可导致病毒复制及支持病毒持续存在#抑制机

体的免疫反应#从而减少病毒清除和细胞学转归的

机会& 高病毒负载和大量癌基因整合入宿主基因组

更易造成持续和反复感染$

9!

#

9$

%

&

检测
=>:?@

型在粤东地区宫颈癌的感染状态#

建立
=>:?@

病毒含量和整合状态的预测模型#将有

利于预测宫颈癌前病变的转归和提高本地区宫颈癌

筛查的准确性#为宫颈癌的早期诊断'早期治疗'预

后评估及疾病预防提供更为有力的实验室证据&

参考文献!

L9M >,*N1+ OP; Q-(J,- 5,+52* 3R,R13R153 1+ R02 72,* !S"" L'M;

T,+52R 4+5(-

#

!""9

#

!F%GU ?$$V?&$;

L!M W0,+6 O=

#

T1+ PX; P2R,",+,-7313 (. 0)Y,+ B,B1--("

Y,Z1*)3 F=>:G B*2Z,-2+52 ,+[ R7B2 [13R*1J)R1(+ 1+ 52*Z1"

5,- -231(+3 1+ 501+232 B(B)-,R1(+ L'M; /01+232 Q2+2*,-

>*,5R152

#

!S9S

#

9$F&/GU 9!@DV9!%S;L

张东红 #林美珊
;

人

乳头瘤病毒在国人宫颈病变中感染及型别分布特征的

P2R,

分析
L'M;

中国全科医学#

!S9S

#

9$F&/GU 9!@DV9!%S;M

L$M W0,+6 O

#

W0,+6 \

#

W0() T

#

2R ,-; /(YB,*13(+ (. B*2Z,"

-2+52

#

Z1*,- -(,[

#

B07315,- 3R,R)3 ,+[ 2]B*2331(+ (. 0)Y,+

B,B1--(Y,Z1*)3"9A

#

"9@ ,+[ "?@ 1+ 23(B0,62,- ,+[ 52*Z15,-

5,+52*U , 5,32"5(+R*(- 3R)[7 L'M; ^P/ /,+52*

#

!S9S

#

!A

_9SGUA?S;

L&M P,+,`,B,R a

#

XR)J2+*,)50 K

#

I)33 I

#

2R ,-; >07315,- 3R,R2

,+[ Z1*,- -(,[ ,3 B*2[15R1Z2 J1(Y,*N2*3 .(* B2*313R2+52

,+[ B*(6*2331(+ (. =>:9A"B(31R1Z2 52*Z15,- -231(+3U *2"

3)-R3 .*(Y , B(B)-,R1(+ J,32[ -(+6"R2*Y B*(3B25R1Z2 5(0(*R

3R)[7L'M; aY ' /,+52* I23

#

!S9!

#

!_!GU9%!V!S$;

L?M =,Y1[ <a

#

^*(`+ /

#

Q,3R(+ b; c02 *26)-,R1(+ (. 52--

B*(-1.2*,R1(+ J7 R02 B,B1--(Y,Z1*)3 2,*-7 B*(R21+3 L'M; /2--

P(- T1.2 X51

#

!SS%

#

AA_9SGU9DSSV9D9D;

LAM I2+ d

#

W0,+6 T

#

d,+6 'I

#

2R ,-; e+Z23R16,R1(+ (+ 1+.25R1(+

(. 0)Y,+ B,B1--(Y,Z1*)3 1+ 52*Z15,- 5,+52* R133)23 1+

<(*R0 (. X150),+ L'M; /01+232 '()*+,- (. >*,5R15,- Q7+2"

5(-(67 ,+[ 4J3R2R*153

#

!SSA

#

!!_@GUA9DVA9@;L

任源#张玲#

杨晋蓉# 等
;

川北地区
A@

例宫颈癌组织人乳头瘤病毒

感染调查
L'M;

中国实用妇科与产科杂志 #

!SSA

#

!!_@GU

A9DVA9@;M

LDM /0,( a

#

',( PX

#

=),+6 //

#

2R ,-; =)Y,+ B,B1--(Y,Z1*)3

62+(R7B2 1+ 52*Z15,- 1+R*,2B1R02-1,- +2(B-,31, 6*,[23 ! ,+[

$ (. c,1`,+232 `(Y2+ L'M; e+R ' /,+52*

#

!S99

#

9!@ _$GU

A?$VA?%;

L@M /0,+ >b

#

P,N b=

#

/02)+6 'T

#

2R ,-; Q2+(R7B2 3B25R*)Y

(. 52*Z15,- 0)Y,+ B,B1--(Y,Z1*)3 1+.25R1(+ ,Y(+6 32]),--7

R*,+3Y1RR2[ [132,32 5-1+15 B,R12+R3 1+ =(+6 b(+6L'M; ' P2[

:1*(-

#

!SS!

#

A@_!GU!D$V!DD;

L%M '() 4; c02 B*(6+(313 (. R02 =>: 1+.25R2[ 52*Z15,- -231(+3

,.R2* .(--(`2[")B .(* , -(+6 R2*Y L'M; ' X,1R,Y, P2[

X50((-

#

!SS$

#

$S_!GU 9&DV9?$;

L9SM /0( <=

#

a+ ='

#

'2(+6 'b

#

2R ,-; Q2+(R7B1+6 (. !! 0)Y,+

B,B1--(Y,Z1*)3 R7B23 J7 O<a 501B 1+ b(*2,+ `(Y2+U

5(YB,*13(+ `1R0 57R(-(615 [1,6+(313 L'M; aY ' 4J3R2R Q7"

+25(-

#

!SS$

#

9@@_9GU ?AVA!;

L99M T1 =

#

W0,+6 I

#

/,1 d

#

2R ,-; O2R2*Y1+,R1(+ (. 1+R26*,R2[

=>:?@ 32f)2+523 1+ 52*Z15,- -231(+3 L'M; e+R ' Q7+25(-

/,+52*

#

!S9!

#

!!_DGU9!$&V9!$D;

L9!M /0,+ >b; =)Y,+ B,B1--(Y,Z1*)3 R7B2 ?@U R02 )+1f)2 *(-2 1+

52*Z15,- 5,+52*3 1+ H,3R a31,L'M; /2-- ^1(351

#

!S9!

#

!_9GU9D;

L9$M X50Y1Rg P

#

O*12350 /

#

^22*"Q*(+[N2 b

#

2R ,-; T(33 (. 62+2

.)+5R1(+ ,3 , 5(+32f)2+52 (. 0)Y,+ B,B1--(Y,Z1*)3 O<a

1+R26*,R1(+L'M; e+R ' /,+52*

#

!S9!

#

9$9_?GU H?%$VAS!;

!D!


