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基因检测高危型人乳头瘤病毒感染新方法的构建%

王
!

俭3

!谢旺凯!

!李
!

婷!

!吕诗卉!

!倪
!

超3

!薛向阳#

!陈向敏6

!陈
!

俊#

"

"温州医科大学*

30

第一临床医学院$

!0

第二临床医学院$

#0

基础医学院$

60

检验医学院#生命科学院!浙江温州
#!9"#9

%

!!

摘
!

要#目的
!

建立一种基于
%$

#

%4

基因的高危型人乳头瘤病毒"

[YM

%感染检测的新方法!并评价其效

应'方法
!

设计中国人群中流行的
4

种
[YM

高危型别的
%$

#

%4

特异性引物!建立
%$

#

%4

多重聚合酶链式反

应"

Y;5

%法'对
$:

份宫颈肿瘤标本和
39"

份宫颈脱落细胞标本分别采用不同方法进行
[YM

检测!评价新建

立的方法'结果
!

$:

份宫颈肿瘤组织中!

%$

#

%4

多重
Y;5

法检测阳性
6:

份"

4"098E

%!流式荧光杂交法检测

阳性
!4

份"

#8043E

%!

!

种检测结果差异有统计学意义"

3

#

"0"9

%$

39"

份宫颈脱落细胞中!

%$

#

%4

多重
Y;5

法

检测阳性
339

份"

4$0$4E

%!临床流式荧光杂交法检测阳性
3!9

份"

:#0##E

%!

!

种检测结果差异无统计学意义

"

3

&

"0"9

%'结论
!

所建立的基于
[YM%$

#

%4

基因的多重
Y;5

方法检测高危型
[YM

感染情况具有特异性

和灵敏性!且与目前临床上主流的流式荧光杂交法检测结果存在高度相近性!但价格便宜!操作简便!可推广适

用于临床早期筛查'

关键词#人乳头瘤病毒$

!

高危型$

!

多重聚合酶链反应$
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宫颈癌是一种严重危害女性健康的恶性肿瘤"位

于女性恶性肿瘤的第二位,

3

-

#研究已证实"几乎所有

宫颈癌都是由人乳头瘤病毒&

[YM

'尤其是高危型

[YM

感染引发"因此高危型
[YM

检测逐渐成为宫颈

癌筛查的研究热点,

!

-

#目前"

[YM

研究主要针对

[YM

基因组进行#

[YM

基因组可分为早期区+晚期

区及上游调节区&

Z55

'或长控制区&

<;5

'或非编码

区&

K;5

'#早期区编码
%$

+

%4

+

%3

&

%:

'+

%!

+

%6

&

%#

'+

%9

等
9

#

:

个基因"晚期区编码
<3

和
<!

病毒

结构蛋白,

#

-

#目前国内外广泛采用
[YM

通用引物定

)
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位在
[YM<3

基因上进行检测,

6

-

#但是在高危型

[YM

感染过程中"其基因会整合到宿主细胞基因组

中"这是引发宫颈细胞癌变发生的前提,

9

-

#而高危型

[YM?K7

的整合过程往往会发生基因断裂缺失"如

%3

(

%!

调控区和
<3

(

<!

衣壳蛋白基因的缺失"因此基

于
<3

基因的检测存在一定的漏诊现象#然而"研究

表明
%$

和
%4

基因在整合过程中却可以保留完整"不

易发生缺失"因此"

%$

(

%4

基因被认为是检测
[YM

最

为理想的靶点,

$

-

#基于以上现象"本研究针对
[YM

%$

(

%4

基因"设计我国感染率较高的
4

种高危型

[YM

特异性引物"包括
[YM3$

+

3:

+

#3

+

##

+

93

+

9!

+

9:

"建立一种成本低廉+效率更高的检测宫颈肿瘤+脱

落细胞等组织高危型
[YM

感染的多重聚合酶链反应

&

Y;5

'检测方法"并与现在临床上主流的流式荧光杂

交法进行比较"评价其临床意义#

$

!

材料与方法

$0$

!

标本来源

$0$0$

!

宫颈肿瘤组织标本
!

$:

份宫颈肿瘤组织标本

采自温州医科大学附属第一医院妇产科
$:

例手术患

者"并经病理检查确诊"其中宫颈上皮内瘤变&

;>K

'

3

级
3!

例"

;>K!

级
38

例"

;>K#

级
38

例"宫颈鳞癌
3!

例"宫颈腺癌
!

例"正常宫颈&内膜透明细胞癌'

6

例"

标本离体后保存于液氮中#患者年龄
!9

#

$8

岁"平

均&

6!06D303

'岁#所有标本收集均征得患者及或家

属的同意"并签署知情同意书#

$0$0/

!

宫颈脱落细胞标本
!

39"

份宫颈脱落细胞标

本均取自温州医科大学附属医院妇科门诊患者#患

者年龄
3:

#

4:

岁"平均&

6#03D330$

'岁#所有标本

收集均征得患者及或家属的同意"并签署知情同意

书#

[YM3$

阳性的
B)G(

细胞和
[YM3:

阳性的
[I*(

细胞"购自美国
7S;;

"并由实验室保存#

$0/

!

?K7

提取
!

宫颈肿瘤组织标本每份切取
9"

,

病变区组织"碾碎后加入
9"

%

<

磷酸盐缓冲液&

YVB

'

中制成悬液备用*

B)G(

+

[I*(

细胞贴壁培养至长满
9"

'<

培养瓶后"也制成悬液备用#制备的悬液采用

?K7

提取试剂盒,

S>7K@%K S>7K('

O

@I.1')/

?K7=)N

&

?Y#"6

'-提取
?K7

#将
?K7

模板统一稀

释至
3"".

,

(

%

<

#宫颈脱落细胞溶于细胞保存液中"

取
!'<

细胞溶液
3""""2

(

').

离心
3').

后去上清

液"采用
?K7

提取试剂盒提取
?K7

#

$0'

!

引物

$0'0$

!

引物设计
!

在分析同源性的基础上"针对我

国流行的主要高危型
[YM3$

+

3:

+

#3

+

##

+

93

+

9!

+

9:

及

相应
[YM

基因组的
%$

(

%4

基因"设计这
4

种
[YM

型别的引物#由北京六合华大基因科技有限公司合

成,

4

-

#引物序列见表
3

#将合成的引物稀释成
3"

%

'1*

(

<

"

c!"e

保存"待用#

表
3

!!

各型别
[YM

特异性引物序列

引物
序列

正向引物
9f

#

#f

反向引物
9f

#

#f

目的片段大小 &

H

O

'

[YM3$ @;77S@SSS;7@@7;;;7;7@ S;;S7@S@S@;;;7SS77;7@ 4!9

[YM3: ;@;SSS@7@@7S;;77;7;@ S7;S@;S@@@7S@;7;7;; 48$

[YM#3 @S@S;S7;S@;777@@S;7@ @;7;7;@7SS;;777S@7@; $#4

[YM## @77;S7;7@S@;@S@@77S@; ;SSS77;@SS@@;SS@S@S;; 63#

[YM93 @@777@7;;7;@77;@;S@ SS@;S;@S7@;7SS@;77@S; 9#"

[YM9! @S;777;@;;7SS7S@S;; ;;S;7S;S@7@;S@S;7;; !#:

[YM9: S@S;777@7;;7SS@S@S;; ;SS7@;@SS@@@SS@SSS;; 349

$0'0/

!

引物特异性验证
!

为验证相应
[YM

型别引

物特异性"以明确
[YM

分型的宫颈肿瘤组织标本和

细胞株的
?K7

为模板"引物
CY3"

%

'1*

(

<

"引物
5Y

3"

%

'1*

(

<

"

S(

`

A)X3!09

%

<

,

S>7K@%K!gS(

`

Y;5A(TNI2A)X

&

=S!"3

'-配制成
!9

%

<

反应体系#

退火温度为
$#e

&

3$

+

3:

+

#3

+

##

+

93

+

9:

型'"

$9e

&

9!

型'#热循环条件设置如下!

86e

预变性
9').

*

86e

变性
#"T

*退火
#"T

*

4!e

延伸
3').

"

#9

个循环*最

后
4!e

后延伸
9').

#在
V)1&5(JB3"""Y;5

仪上

进行反应#

Y;5

产物琼脂糖凝胶电泳"切胶回收"基

因测序"并与已公布的各型别
[YM

基因序列比较#

$0'0'

!

引物敏感性验证
!

为分析特异性引物敏感

性"以
3"0""

+

30""

+

"03"

+

"0"3.

,

不同
[YM

型别阳

性的
?K7

作为模板进行试验"

Y;5

产物进行琼脂糖

凝胶电泳"并进行敏感性分析#

$01

!

%$

(

%4

多重
Y;5

检测方法的构建
!

以
4

种明

确
[YM

分型的宫颈肿瘤组织标本为
?K7

模板"将

[YM3$

+

3:

+

#3

+

##

+

93

+

9!

+

9:

型的特异性引物按浓度

3d3d3d3d3d3d3

的比例混合加入
6

%

<

"

5K(TI&

U2II

去离子水
3

%

<

"

S(

`

A)X409

%

<

*

\&B1*PN)1.h

)
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卷第
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!"$36#

'-配制成
39

%

<

体系#热循环条件设置如下!

89e

预变性
39').

*

86e

变性
#"T

*

$#e

退火
8"T

*

4!e

延伸
69T

"

#9

个循环*最后
$:e

后延伸
39').

#

Y;5

产物进行琼脂糖凝胶电泳"对比各型别
[YM

的

单一
Y;5

产物电泳图谱以确定多重
Y;5

方法的特异

性#在此基础上"以
3"0""

+

30""

+

"03"

+

"0"3.

,

不同

[YM

型别阳性的
?K7

作为模板进行试验"

Y;5

产

物进行琼脂糖凝胶电泳"并进行敏感性分析#同时"

为避免实验存在的偶然性"相隔一定量的时间后"同

样以新建立方法时所使用的
4

种高危型别阳性标本

?K7

作为模板"在相同条件下以同样的参数进行实

验"验证多重
Y;5

方法的稳定性#

$02

!

宫颈肿瘤组织标本
[YM

感染型别检测
!

对
$:

份宫颈肿瘤组织标本采用所构建的多重
Y;5

方法进

行检测#同时对相同标本采用流式荧光杂交法进行

平行检测"记录并比较分析结果#

$0)

!

宫颈脱落细胞标本检测
!

使用新建立的多重

Y;5

方法对
39"

份宫颈脱落细胞标本进行
[YM

感

染情况检测"同时对相同的标本采用流式荧光杂交法

进行平行检测"记录并比较分析结果#

$0.

!

统计学处理
!

采用
BYBB!30"

统计软件进行数

据处理及统计分析"计数资料以例数或率表示"组间

比较采用
!

! 检验"

3

#

"0"9

为差异有统计学意义#

/

!

结
!!

果

/0$

!

引物设计结果
!

引物特异性实验表明
4

种高危

型
[YM%$

(

%4

引物&

[YM3$

+

3:

+

#3

+

##

+

93

+

9!

+

9:

'均

具有特异性"见图
3

#同时敏感性分析实验显示!

[YM3$

+

3:

+

##

型
?K7

模板量低至
3.

,

仍能扩增特

异目的片段"

[YM#3

型
?K7

模板量低至
3".

,

仍能

扩增特异目的片段"

[YM93

型
?K7

模板量低至
"03

.

,

仍能扩增特异目的片段"

[YM9!

+

9:

型
?K7

模板

量低至
"0"3.

,

仍能扩增特异目的片段#

/0/

!

%$

(

%4

多重
Y;5

检测方法的建立
!

对已经明

确了
[YM

分型的宫颈肿瘤标本和细胞株所提取的

?K7

进行多重
Y;5

扩增"结果显示出现单一条带"

与使用单一型别引物进行
Y;5

的结果一致"提示所

建立的多重
Y;5

可特异检测这
4

种
[YM

亚型"见图

!

#且敏感性分析实验显示!

[YM3$

+

3:

+

#3

+

##

+

9:

型

?K7

模板量低至
3".

,

仍能扩增特异目的片段"

[YM93

和
9!

型
?K7

模板量低至
"03.

,

仍能扩增

特异目的片段#

/0'

!

宫颈肿瘤组织
[YM

检测结果
!

以新建立的多

重
Y;5

方法检测
$:

份宫颈肿瘤组织标本"见图
#

"根

据电泳条带判断
$:

份宫颈肿瘤组织标本
[YM

感染

情况"检测出
[YM

阳性标本
6:

份&

4"098E

'"其中

[YM3$

阳 性
#$

份 &

9!086E

'"

[YM3:

阳 性
#

份

&

6063E

'"

[YM#3

阳性
6

份&

90::E

'"

[YM##

阳性
4

份&

3"0!8E

'"

[YM93

阳性
!

份&

!086E

'"

[YM9:

阳性

#

份&

6063E

'"多重感染
$

份&

:0:!E

'#高于流式荧

光杂交法检测所显示
#8043E

的感染率"

!

种方法检

测结果比较"差异有统计学意义&

!

!

i3306#

"

3

#

"0"9

'#

!!

注!

A

为
?!"""?K7

标记物*

3

为
[YM3$

阳性标本*

!

为
[YM3:

阳性标本*

#

为
[YM#3

阳性标本*

6

为
[YM##

阳性标本*

9

为
[YM93

阳性标本*

$

为
[YM9!

阳性标本*

4

为
[YM9:

阳性标本

图
3

!!

所设计的
4

种高危型别
[YM%$

&

%4

引物的特异性分析

!!

注!

7

为
[YM

阳性标准条带*

V

为
[YM4

种亚型引物特异性分

析*

A3

为
?!"""?K7

标记物*

A!

为阳性标准条带*

3

为
[YM3$

阳性

标本*

!

为
[YM3:

阳性标本*

#

为
[YM#3

阳性标本*

6

为
[YM##

阳性

标本*

9

为
[YM93

阳性标本*

$

为
[YM9!

阳性标本*

4

为
[YM9:

阳性

标本

图
!

!!

多重
Y;5

法电泳结果分析

/01

!

宫颈脱落细胞标本检测结果
!

39"

份宫颈脱落

细胞标本用新建立的多重
Y;5

方法及流式荧光杂交

法检测的结果显示
4

种高危型别&

[YM3$

+

3:

+

#3

+

##

+

)

#43#

)
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93

+

9!

+

9:

'检出率比较"差异无统计学意义&

!

!

i

#0$:

"

3

&

"0"9

'"见表
!

#

!!

注!

A3

为
?!"""?K7

标记物*

A!

为阳性标准条带*

3

#

$:

为宫

颈肿瘤组织标本

图
#

!!

$:

份宫颈肿瘤组织多重
Y;5

检测结果分析

表
!

!!

39"

份宫颈脱落细胞不同检测方法的
[YM

!!!

检测结果$

%i39"

%

[YM

型别

多重
Y;5

方法

感染数&

%

' 检出率&

E

'

流式荧光杂交法

感染数&

%

' 检出率&

E

'

!

!

3

3$ #! !30## #3 !"0$4 "0""

&

"0"9

3: 3# :0$4 3$ 3"0$4 "0#$

&

"0"9

#3 3! :0"" 8 $0"" "094

&

"0"9

## 34 330## 3# :0$4 309"

&

"0"9

93 3" $0$4 3! :0"" "03#

&

"0"9

9! 64 #30## 6! !:0"" 30!#

&

"0"9

9: !! 360$4 !6 3$0"" "0!9

&

"0"9

合计
339 4$0$4 3!9 :#0## #0$:

&

"0"9

'

!

讨
!!

论

!!

高危型
[YM

持续感染是导致宫颈癌发生的重要

原因#越来越多的研究表明
[YM

基因组检测对宫颈

病变预测和术后疗效判断有利"可以避免不必要的诊

断和治疗#因此"国内外采用了很多种方法对
[YM

感染进行检测"应用于临床宫颈癌筛查和防治#

现在临床上采用较多的是基于
<3

衣壳蛋白基因

的
[YM

检测方法"如流式荧光杂交法,

:

-

#但由于在

[YM

感染过程中"病毒
?K7

通常会与宿主染色体整

合"会改变整合位点及邻近宿主基因的表达"使部分

[YM<3

基因组发生断裂丢失"最终导致
[YM<3

衣

壳蛋白也表达缺失"所以基于
<3

基因序列的
[YM

检

测方法容易出现假阴性的结果"这也限制了其在临床

上的使用,

8

-

#而早期蛋白基因
%$

(

%4

在肿瘤的发生

过程中持续存在"且其表达的
%$

(

%4

早期蛋白在宫颈

癌变过程中起着重要作用#恶性肿瘤病变时"

[YM

?K7

整合到宿主
?K7

当中"通常导致
%!

基因中断

从而使
%$

(

%4

基因表达增强,

3"

-

#

%$

(

%4

蛋白分别抑

制
Y9#

+

5H

基因的活性"激活人细胞端粒酶的转录"引

起细胞异常分化"导致正常细胞永生化"最终形成肿

瘤,

33

-

#因此"对
[YM%$

(

%4

基因进行检测"能从根

源上对宫颈病变进行诊断和预防"是判断
[YM

感染

的更好选择#然而"临床上针对
%$

(

%4

的检测方法不

多"尤其是多重
Y;5

的检测方法几乎没有#为此本

研究主要构建了基于
%$

(

%4

的多重
Y;5

方法检测

[YM

的感染情况"在对
[YM

进行同源性分析后证实

各
[YM

亚型的
%$

(

%4

基因具有特异的保守片段"据

此选择设计并验证了中国人群感染率较高的
4

种高

危型别
[YM%$

(

%4

的特异性引物"优化条件后建立

了一种基于
%$

(

%4

基因的
[YM

多重
Y;5

分型检测

方法#对已明确型别的宫颈癌组织标本及宫颈细胞

的检测阳性标本出现条带"而阴性标本未出现条带证

明其特异性好"而且实验还验证了该多重
Y;5

技术

检测灵敏度能达到
3"0"".

,

"技术稳定性良好"满足

临床标本检测方法的要求#

$:

份宫颈肿瘤组织标本的
[YM

检测结果显示"

所构建的基于
%$

(

%4

多重
Y;5

检测阳性率明显高于

基于
<3

基因的流式荧光杂交法检测"差异有统计学

意义&

3

#

"0"9

'#而对门诊采集的
39"

份宫颈脱落细

胞标本检测结果显示
4

种高危型别检出率与流式荧

光杂交法检出率并无差异"考虑到门诊患者高危型别

感染较少"样本数不够大"有待进一步验证#

临床上使用的基于
<3

基因的流式荧光杂交法检

测费用较高"操作复杂"需要大型仪器设备支持"不利

于在乡镇卫生院开展#而本研究所建立的基于
%$

(

%4

多重
Y;5

法不仅能够一次检测
[YM3$

+

3:

+

#3

+

##

+

93

+

9!

和
9:4

种高危型别"而且具有操作简便+成

本低廉和所需仪器较少且较易获得等优势"同时研究

结果也已表明两种方法检出率高度相近#因此"基于

%$

(

%4

多重
Y;5

法在应用中能极大弥补流式荧光杂

交法在成本和技术等方面的不足"同时可以减少多次

检测带来的交叉污染及高成本的问题"适合在临床大

面积开展患者高危型
[YM

感染的早期筛查#
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