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人乳头状瘤病毒５８型Ｌ１基因序列测定及同源性分析

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　　【摘要】　目的　了解莆田地区人乳头状瘤病毒（ＨＰＶ）５８型Ｌ１基因结构特点和变异规律，为临床治疗和预防

提供理论依据。方法　采用核酸分子快速导流杂交基因分型芯片（ＨｙｂｒｉＭａｘ）进行 ＨＰＶ基因分型，随机选４例

ＨＰＶ５８型阳性标本，进行基因克隆测序；进一步用ＤＮＡｓｔａｒ，ｃｌｕｓｔａｌｘ２．０和 Ｍｅｇａ５．０软件对测序结果与ＧｅｎＢａｎｋ

中发布的其他国家及国内的３２株 ＨＰＶ５８型病毒株Ｌ１基因核苷酸和氨基酸序列建立同源性矩阵并分析，同时进

行进化树构建。结果　４株 ＨＰＶ５８型病毒株之间的核苷酸同源性为９６％～９８％，氨基酸同源性为９２％～９８％；

１９８６年法国株之间的核苷酸同源性为８３％～８６％，氨基酸同源性为８４％～８９％；１９８７年英国株之间的核苷酸同源

性为５３％～５４％，氨基酸同源性为３９％～４２％；国内２０１０年香港分离株、２００４年江苏分离株之间核苷酸的同源性

为９６％～１００％，氨基酸同源性为９２％～９９％。从构建系统进化树图可以看出，４株本地区 ＨＰＶ５８型病毒株分别

与上海和香港ＥＶ９９９９６３、ＤＱ０５７３２６、ＨＭ６３９６１１病毒株基因背景最紧密。结论　本地区 ＨＰＶ５８型Ｌ１基因具有

一定的区域性特点。
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　　人乳头状瘤病毒（ＨＰＶ）５８型是一种高危型的 ＨＰＶ病

毒，与宫颈癌的发生密切相关。流行病学研究表明，亚洲地区

ＨＰＶ５８型的感染率明显高于世界其他地区，而我国特别是东

南省 ＨＰＶ５８型仅次于 ＨＰＶ１６型
［１３］。目前，国内外对 ＨＰＶ

５８型的研究较少，基于 ＨＰＶ５８型在我国妇女宫颈癌发生的

特殊位置，本文对莆田地区 ＨＰＶ５８型基因结构及同源性进行

研究，为明确 ＨＰＶ５８型流行病学特点和运用免疫学预防

ＨＰＶ５８型感染的相关疾病提供理论依据。

１　材料与方法

１．１　标本来源　采集本院妇产科门诊的女性宫颈疾病患者的

宫颈脱落细胞，采用核酸分子快速导流杂交基因分型芯片

（ＨｙｂｒｉＭａｘ）进行 ＨＰＶ基因分型，随机选４份 ＨＰＶ５８型阳

性标本，进行基因克隆测序。

１．２　仪器及试剂

１．２．１　仪器　ＨｙｂｒｉＭａｘ医用核酸分子快速杂交仪ＡＢＩ３９００

台式高通量ＤＮＡ合成仪，ＡＢＩ３７３０基因序列分析仪，ＪＹ２００Ｃ

电泳仪，ＣＨＢ１２００加热模块，ＴＣＬ１８Ｒ、ＨＣ３０１８Ｒ高速冷冻

离心机等。

１．２．２　试剂　ＨＰＶ基因分型试剂：细胞提取裂解试剂、ＨＰＶ

聚合酶链反应（ＰＣＲ）试剂、杂交试剂由潮州凯普生物化学有限

公司提供；测序试剂：Ｑｉａｇｅｎ公司的 ＱＩＡａｍｐＭｉｎＥｌｕｔｅＶｉｒｕｓ

Ｓｐｉｎ，Ｑｉａｇｅｎ公司的ＴａｑＰＣＲ。

１．３　方法

１．３．１　ＤＮＡ的提取　使用Ｑｉａｇｅｎ公司的ＱＩＡａｍｐＭｉｎＥｌｕｔｅ

ＶｉｒｕｓＳｐｉｎ进行 ＨＰＶ核酸提取，按试剂盒说明书操作，提取宫

颈疾病患者宫颈脱落细胞标本的 ＤＮＡ。

·８０１３· 检验医学与临床２０１３年１２月第１０卷第２３期　ＬａｂＭｅｄＣｌｉｎ，Ｄｅｃｅｍｂｅｒ２０１３，Ｖｏｌ．１０，Ｎｏ．２３

 基金项目：福建省莆田市科技立项项目［２００９Ｓ０９（１２）］。



１．３．２　ＨＰＶ５８型Ｌ１短基因扩增和型别鉴定　以标本ＤＮＡ

为模板，用Ｌ１通用引物上游引物 ＭＹ０９：５′ＣＧＴＣＣＡＡＡＡ

ＧＧＡＡＡＣＴＧＡＧＣ３′，下游引物 ＭＹ１１：５′ＧＣＡＣＡＧＧＧＡ

ＣＡＴＡＡＣＡＡＴＧＧ３′，由上海英骏生物技术公司合成，行

ＰＣＲ扩增，扩增片段为４５０ｂｐ。扩增参数为：９４ ℃ ３ｍｉｎ；

９４℃１５ｓ，５５℃３０ｓ，７２℃３０ｓ共４０循环；７２℃１０ｍｉｎ。

ＰＣＲ产物经１０ｇ／Ｌ琼脂糖凝胶电泳鉴定，纯化后送达安基因

公司测序用Ｂｌａｓｔ软件进行型别鉴定。

１．３．３　ＨＰＶ５８型Ｌ１基因克隆及序列测定　ＰＣＲ产物经凝

胶纯化试剂盒纯化，将扩增的目的片段克隆至ＰＭＤ１８Ｔ载体

（Ｔａｋａｒａ公司）中，转化于犈．犮狅犾犻ＤＨ５α株，挑选单克隆菌株，

ＰＣＲ扩增鉴定阳性的菌株送交上海英骏生物技术公司进行Ｌ１

基因序列测定。

１．３．４　同源性分析　用 ＤＮＡｓｔａｒ中的Ｅｄｉｔｓｅｑ，ｃｌｕｓｔａｌｘ２．０

和 Ｍｅｇａ５．０软件对测序结果与ＧｅｎＢａｎｋ中发布的其他国家及

国内的３２株 ＨＰＶ５８型病毒株Ｌ１基因核苷酸和氨基酸序列

建立同源性矩阵并分析，同时进行进化树构建。

２　结　　果

２．１　检出 ＨＰＶ５８型情况　采用核酸分子快速导流杂交基因

分型芯片（ＨｙｂｒｉＭａｘ）对３４５例女性宫颈疾病患者进行 ＨＰＶ

基因型的检测，检出 ＨＰＶ阳性型别频数为２０４次，其中高危

型 ＨＰＶ５８型检出频率１１．８％，仅次于 ＨＶＰ１６型的１３．２％。

２．２　ＨＰＶ５８型Ｌ１基因扩增琼脂糖凝胶电泳和型别鉴定　４

份 ＨｙｂｒｉＭａｘ测定 ＨＰＶ５８型阳性标本Ｌ１基因扩增后，ＰＣＲ

产物经１０ｇ／Ｌ琼脂糖凝胶电泳鉴定，见图１。经测序后用

Ｂｌａｓｔ软件与ＧｅｎＢａｎｋ中ＨＰＶ５８型病毒株Ｌ１基因核苷比对：

ｑｕｅｒｙｃｏｖｅｒａｇｅ９９％，Ｍａｘｉｄｅｎｔ９８％～１００％。

图１　ＨＰＶ５８型Ｌ１基因扩增琼脂糖凝胶电泳图４５０ｂｐ

２．３　ＨＰＶ５８型Ｌ１基因克隆及序列测定　见图２。

图２　ＨＰＶ５８型Ｌ１部分基因序列

２．４　ＨＰＶ５８型病毒株Ｌ１基因序列同源矩阵分析及进化树

构建　见图３。４株 ＨＰＶ５８型病毒株之间的核苷酸同源性为

９６％～９８％，氨基酸同源性为９２％～９８％；１９８６年法国株之间

的核苷酸同源性为８３％～８６％，氨基酸同源性为８４％～８９％；

１９８７年英国株之间的核苷酸同源性为５３％～５４％，氨基酸同

源性为３９％～４２％；国内２０１０年香港分离株、２００４年江苏分

离株之间核苷酸的同源性为９６％～１００％，氨基酸同源性为

９２％～９９％。从构建系统进化树图可以看出，４株本地区

ＨＰＶ５８型病毒株分别与上海和香港ＥＶ９９９９６３、ＤＱ０５７３２６、

ＨＭ６３９６１１病毒株基因背景最紧密。

图３　ＨＰＶ５８型Ｌ１基因核苷酸序列系统进化树

３　讨　　论

Ｌ１基因是乳头瘤病毒晚期结构蛋白基因具有较强的抗原

性和免疫原性，可刺激机体Ｂ细胞产生中和抗体，从而阻断病

毒感染，因而Ｌ１蛋白是防治 ＨＰＶ感染基因工程疫苗研究的

重要靶抗原。研究证实，不同地域间 ＨＰＶＬ１基因存在变异

现象［４］；所以本文将４株莆田地区 ＨＰＶ５８型病毒株与 Ｇｅｎ

Ｂａｎｋ中发布的其他国家及国内的３２株 ＨＰＶ５８型病毒株核

苷酸和氨基酸序列建立同源性矩阵，并用邻接法构建Ｌ１基因

进化树。

４株本地区 ＨＰＶ５８型病毒株从生物信息学的角度分别

与上海和香港ＥＶ９９９９６３、ＤＱ０５７３２６、ＨＭ６３９６１１病毒株基因

背景最紧密。这与李燕云等［５］报道国内上海、江苏、香港的

ＨＰＶ５８型序列与国外日本、菲律宾等东南亚洲株同源结论

相符。

ＨＰＶ５８型Ｌ１基因核苷酸序列同源矩阵分析结果显示，４

株 ＨＰＶ５８型病毒株之间的核苷酸同源性为９６％～９８％，氨

基酸同源性为９２％～９８％；１９８６年法国株之间的核苷酸同源

性为８３％～８６％，氨基酸同源性为８４％～８９％；１９８７年英国

株之间的核苷酸同源性为５３％～５４％，氨基酸同源性为

３９％～４２％；国内２０１０年香港分离株、２００４年江苏分离株之

间核苷酸同源性为９６％～１００％，氨基酸同源性为９２％～

９９％。由此表明本地区所克隆的４株ＨＰＶ５８型Ｌ１基因的核

苷酸和氮基酸序列变异程度在文献报道的范围内具有较高的

同源性，而与欧洲株比较同源性存在较大变异性，国内特别是

东南地区同源性最高。

综上所述，本地区分离 ＨＰＶ５８型病毒株基因背景相同，

与上海、江苏、香港等病毒株具有较高的同源性，也进一步说明

了 ＨＰＶ５８型感染存在迁移性和地域差异
［５］。本研究结果对

开发适合本区域的宫颈癌疫苗有一定指导意义。
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表２　ＰＣＯＳ患者治疗前后临床和生化特征比较（狓±狊，狀＝１００）

组别 ＢＭＩ（ｋｇ／ｍ２） ＷＨＲ ＦＳＨ（Ｕ／Ｌ） ＬＨ（Ｕ／Ｌ） ＴＳＴＯ（μｇ／Ｌ） Ｅ２（μｇ／Ｌ） Ｐ（μｇ／Ｌ） ＰＲＬ（μｇ／Ｌ）

治疗前 ２４．２５±３．９７ ０．７９±０．１５ ７．３５±２．０２ １６．３７±４．６２ ３．０２±０．３６ １１２．８５±３９．７５ ０．５８±０．２２ １７．２８±８．５４

治疗后 ２３．１７±２．８９＃ ０．７２±０．１１＃ ７．２１±１．７９＃ ８．５３±３．１６ １．４６±０．３９ １１０．４８±３５．２８＃ ０．５７±０．１８＃ １６．９２±７．８９＃

　　注：与治疗前比较，犘＜０．０５，＃犘＞０．０５。

２．２　ＰＣＯＳ患者治疗前后性激素比较　见表２。

３　讨　　论

ＰＣＯＳ最初由Ｓｔｅｉｎ和Ｌｅｖｅｎｔｈａｌ在１９３５年以ＳｔｅｉｎＬｅｖ

ｅｎｔｈａｌ综合征描述，它是青春期育龄妇女常见的内分泌疾病，

也是导致不孕症的原因之一［３４］。正常情况下，在下丘脑促性

腺激素释放激素以及卵巢雌激素的负反馈作用共同调控下，腺

垂体分泌ＦＳＨ 和ＬＨ 并作用于卵巢，形成下丘脑垂体卵巢

轴（ＨＰＯ轴）。ＦＳＨ是促进卵泡生长发育的主因之一，并参与

优势卵泡的选择。ＬＨ能诱发排卵，促进雄激素合成
［５］。

本研究结果显示，实验组ＬＨ、ＴＳＴＯ与对照组相比差异

有统计学意义，ＦＳＨ等其他性激素两组差异不大。这说明Ｐ

ＣＯＳ发生原因与ＬＨ、ＴＳＴＯ的血清浓度改变有重要关系
［６］；

在分析肥胖与这两种激素水平的关系后发现，ＬＨ、ＴＳＴＯ与

ＰＣＯＳ患者的肥胖程度没有太大的关联。实验组经过达英３５

联合二甲双胍治疗后，ＬＨ、ＴＳＴＯ水平均有明显下降，更加证

实了二者在ＰＣＯＳ发病中的作用。由此可见在青春期高雄激

素血症患者中，通过胰岛素增敏剂、抗雄激素药物以及口服避

孕药治疗高雄激素血症，对维护 ＨＰＯ轴正常功能、降低成年

期ＰＣＯＳ风险均有积极意义，与国外报道相一致
［７］。

在ＰＣＯＳ患者中，排卵障碍导致雌、孕激素缺乏周期性变

化，引起下丘脑对孕酮的负反馈调节敏感度降低，因此卵巢对

ＬＨ分泌的负反馈作用减弱
［８］；另一方面，ＰＣＯＳ患者促性腺

激素释放激素分泌频率增加，更有利于ＬＨ的合成与分泌。由

于ＬＨ的分泌增加，过高的ＬＨ驱动雄激素合成，进一步干扰

ＨＰＯ轴，形成恶性循环
［９１０］。ＰＣＯＳ患者中过高的雄激素主要

来源于卵巢和肾上腺，而肝脏、脂肪组织中的５α还原酶活性增

强，可将睾酮转化为不可被芳香化的双氢睾酮，进一步加重高

雄激素血症的形成［１１］。由于雄激素过多，双侧卵巢则易增大

并持续不排卵，临床表现则为肥胖、不孕、闭经等［１２１３］。在Ｐ

ＣＯＳ患者中，痤疮、多毛等高雄激素的体征可一直持续到绝经

后期。因此，ＬＨ、ＴＳＴＯ水平增高是有一定病理生理基础的，

更加说明了二者在ＰＣＯＳ诊断中的临床意义。然而ＰＣＯＳ的

表现较为复杂，性激素水平测定仅是其辅助诊断的方法之一，

还应结合病史、体征以及其他检查方法，如Ｂ超、空腹胰岛素

检测等进行综合分析［１４］。

总的来说，在年轻ＰＣＯＳ患者中常伴有性激素的分泌异

常，尤其以ＬＨ、ＴＳＴＯ的升高多见，具有很高的临床意义，但

ＰＣＯＳ的诊断仍需联合其他检查方法。
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