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研究重庆市南川地区人乳头瘤病毒"
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基因多态性!为
]OR

疫苗设计和
]OR

防

治提供依据%方法
!

采用
OM4

扩增和导流杂交技术检测
]OR3%

阳性患者宫颈脱落细胞
]OR3%T5

基因!通

过测序并与参考序列对比寻找变异位点%使用
O?,O?<D7

&

H<?G<?

和
6UM

*

?<DH<?G<?

分析
]OR3%T5

蛋白的

二级结构并寻找理想的
U

细胞免疫表位%结果
!

与参考序列
]OR3%4T!

对比!

#&

株
]OR3%

病毒株中!与参

考序列
T5

基因完全一致的病毒株为
%&

株!占
'$(&0
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]OR3%T5

基因突变株
%#

株!占
3$(&0

!其中非同义突

变
5

个!同义突变
P

个!主要的非同义突变为
M$'&"
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6%3PR

#和
M'P$"

"

]5&b

#!主要的同义突变为
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6#'P[

和
M%)5"

%寻找到理想的
U

细胞免疫表位
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个!最理想的
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蛋白
U

细胞预测免疫表

位为
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该地区
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基因分布

呈多态性!该研究数据对
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的防治和疫苗设计有指导价值%
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宫颈癌是女性第
3

大癌症#每年有超过
$&&&&&

宫颈癌新增病例#每年因宫颈癌死亡者超过
'$&&&&

例#其中超过
P&0

的病例发生在发展中国家)

%

*

'人乳

头瘤病毒$

]OR

%感染与宫颈上皮内瘤变和宫颈癌的

发生(发展有密切的关系)

%7'

*

'目前已经鉴定的
]OR

亚型已经超过
'&&

种#按其致癌性可以分为低危型和

高危型#

]OR%5

(

%P

(

3%

(

33

(

#$

(

$'

和
$P

是世界范围

内最常见的高危型
]OR

)

37#
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'

T5

基因是
]OR

的主

要致癌基因之一#在肿瘤中高度表达#能诱导细胞不

断增殖)

$75

*

'

]ORT5

基因是设计
]OR

治疗性疫苗

的理想靶点)

)

*

'基因突变可能会带来氨基酸序列的

改变#导致蛋白质结构和功能的变化#影响宿主的免

疫应答)

37#

*

'目前对
]OR

的研究大部分集中在

]OR%5

和
]OR%P

两个型别上#

]OR3%

的研究数据

非常有限#特别是国内极少有报道'本文将探讨重庆

市南川地区
]OR3%T5

基因的多态性#探讨基因变化

对
U

细胞免疫表位的影响#预测针对
]OR3%T5

蛋白

的最佳
U

细胞免疫表位#为
]OR3%

的防治提供信息'
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!

资料与方法

$($

!

一般资料
!

选择
'&%5

年
P

月至
'&%P

年
%&

月本

+

#$3'
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检验医学与临床
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年
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月第
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卷第
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期
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院妇科(产科就诊的门诊及住院女性患者#年龄
%#

!

)&

岁'收集患者宫颈脱落细胞筛查为
]OR3%

阳性

标本
$'

例#其中宫颈癌患者
%#

例#宫颈炎患者
3P

例'标本采集前取得患者知情同意#研究人员承诺保

护其隐私'

$(/

!

仪器与试剂
!

OM4

扩增仪$美国应用公司%#

]U7'&%'6

医用核酸分子快速杂交仪$潮州凯普公

司%#凝胶成像系统$美国伯乐公司%#

6UV3$&&

测序仪

$美国应用公司%#采样用细胞保存液#

]OR

基因分型

检测试剂盒$潮州凯普公司%'

$('

!

方法

$('($

!

标本采集
!

由医生以窥阴器暴露宫颈#用棉

拭子将宫颈过多的分泌物擦去#将一次性宫颈脱落细

胞采集器置于宫颈口#轻轻搓动宫颈刷使其顺时针旋

转
3

!

$

圈'慢慢取出宫颈刷#将其放入标有患者编

号的含细胞保存液的试管中#旋紧试管盖#密闭送检'

$('(/

!

]ORXS6

提取
!

标本中加入
%+.

生理盐

水#振荡洗脱细胞#将液体转移至
%($+.

离心管'

%#&&&?

"

+@9

离心
$+@9

#弃上清液#加入
#&&

#

.

细

胞保存液#振荡混匀#

%&& f

水浴
%$+@9

'加入
#&&

#

.

细胞保存液#振荡混匀#放置
'+@9

#

%#&&&?

"

+@9

离心
5+@9

#弃上清液#加入
5&

#

.

细胞裂解液#充分

振荡混匀#取上清液
'(&

#

.

作为
OM4

扩增的模板#

其余上清液保存于
K'&f

备用'

$('('

!

OM4

扩增

$('('($

!

OM4

体系
!

使用
O?@+<?3(&

软件进行引物

设计#选择最佳条件引 物 $

4

!

$k7[666["[["7

[66MM[6666M73k

&

!

!

$k76M"[6M66M6666[7

["6673k

%#并使用
SMUV

数据库
O?@+<?7U-8H=

进行

比对#产物全长
)&&F

*

#覆盖
]OR3%T5

基因'

OM4

体系为缓冲液 $含
%&jQ
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M-

'

%

'($&

#

.

#

DS"OH'(&&

#

.

#正反向引物各
%('$

#

.

#

XS6

聚合酶
&('$

#

.

#

XS6

样品
'(&&

#

.

#反应总体积
'&(&&

#

.

'
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扩增条件
!

/$f

预变性
/+@9

&

/$f

变性

'&H

#

$$f

退火
3&H

#

)'f

延伸
3&H

#共
#&

个循环'

最后
)'f

延伸
$+@9

'

$('('('
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]ORXS6

分型
!

严格按照
]OR

基因分

型检测试剂盒$潮州凯普公司%说明书进行分型'

$('('(1

!

]ORXS6

测序
!

用
'0

琼脂糖凝胶电泳

鉴定
OM4

产物'之后将标本送至上海生工生物工程

有限公司测序'

$('(1

!

数据分析
!

测序所得结果与
O8

*

@--,+8R@?EH

T

*

@H=<+<D8=8F8H<

中指定参考序列
]OR3%4T!

进

行对比#用
XS6Q6S$('('

进行序列对比#鉴定突

变'突变频率
&

%&0

的位点被定义为主要突变'

$('(2

!

二级结构分析
!

在默认设置下使用在线工具
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"%分析
]OR3%T5

蛋白二级结构#根据蛋白质

结合的各种力#按照力作用从大到小计算#预测可能影

响
]OR3%T5

蛋白二级结构的突变'

$('()

!

细胞表位预测
!

在默认设置下使用在线工具

6UM
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?<DH<?G<?

$

>==

*

!""

JJJ(@+=<C>(?<H(@9

"

?8

I

>87

G8

"

8FC

*

?<D

"

6UM
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HEF+@HH@,9(>=+-

%对
]OR3%T5

蛋

白
U

细胞表位进行预测#筛选其中分数
&

&(P$

的优秀

预测表位'

/

!

结
!!

果

/($

!

]OR3%T5

基因突变
!

$'

例
]OR3%

阳性标本

中成功测序
#&

例#

%'

例因拷贝数低(

XS6

提取液纯

度低等原因测序失败'

#&

例成功测序标本中#和参考

序列
]OR3%4T!

对比#与参考序列
T5

基因完全一

致的病毒株为
%&

株#占
'$(&0

'

%#

株
]OR3%T5

基

因序列发生突变#占
3$(&0

#发现突变
%#

个!

"%3#6

(

M%)5"

(

"'#PM

(

M'P$"

$

]5&b

%(

6'/)[

$

"5#6

%(

63&%[

$

5̂$4

%(

"3%'M

$

!5/.

%(

63'%"

(

63'5[

(

"33$M

(

[#&#6

(

6#'P[

(

6#)$[

$

%̂'34

%(

M$'&"

$

6%3PR

%'其中主要非同义突变为
M$'&"

$

6%3PR

%

$频率
%)

"

#&

%(

M'P$"

$

]5&b

%$频率
%$

"

#&

%&主要同义

突变为
63'%"

$频率
%)

"

#&

%(

[#&#6

$频率
%$

"

#&

%(

6#'P[

$频率
%3

"

#&

%#

M%)5"

$频率
%&

"

#&

%'单个核苷

酸突变的频率为
&(50

'

/(/

!

T5

蛋白二级结构预测结果
!

根据
]OR3%T5

蛋白二级结构预测结果分析#突变
]5&b

发生在
%

折

叠#突变
"5#6

发生在
+

螺旋#突变
5̂$4

发生在
+

螺

旋#突变
!5/.

发生在
+

螺旋#突变
%̂'34

发生在卷

曲结构#突变
6%3PR

发生在卷曲结构'

]OR3%T5

蛋白二级结构预测见图
%

'
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注!

M,9B

为预测确信度&

M8?=

为折叠(螺旋(线性分配图示&

O?<D

为

折叠(螺旋(线性态预测值&

66

为目标氨基酸序列

图
%

!!

]OR3%T5

蛋白二级结构预测图

/('

!

]OR3%T5

蛋白
U

细胞结合位点预测
!

根据设

定的标准$筛选其中分数
&

&(P$

的优秀预测表位#

%

分为满分%#共获得了
%&

个理想的
]OR3%T5

蛋白
U

细胞免疫表位!
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&(P)
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讨
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论
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宫颈癌已经成为威胁发展中国家女性最主要的

疾病之一#仅仅在中国每年就有超过
%3&&&&

例新增

宫颈癌病例)

P

*

'

]OR

是导致宫颈癌的主要病因#

]OR3%T5

基因在宫颈癌的发生(发展中起到了重要

作用'高危型
]OR3%T5

基因能够抑制肿瘤抑制基

因
*

$3

的活性)

/

*

#激活端粒酶表达#调节
OXa

结构域

蛋白和肿瘤坏死因子的活性)

)

#

%&

*

'

目前针对
]OR

的疫苗已经有
3

种#分别是
#

价

疫苗
[8?D8H@-

$抗
]OR5

(

%%

(

%5

(

%P

亚型#

Q<?Cd

公

司#

'&&5

年%#

'

价疫苗
M<?G8?@A

$抗
]OR%5

(

%P

亚型#

[Ŷ

公司#

'&&)

年%和
/

价疫苗$抗
]OR5

(

%%

(

%5

(

%P

(

3%

(

33

(

#$

(

$'

(

$P

亚型#

Q<?Cd

公司#

'&%#

年%

)

%%

*

'

已经上市的
]OR

疫苗均为预防性疫苗#治疗性
]OR

疫苗正在研发中'因
]OR3%T5

基因的特殊作用#

T5

基因有望成为
]OR

治疗性疫苗的理想靶标'

]OR

的分布具有地域和人种差异#在不同地域和人种中不

同型别
]OR

流行率不一样#同种型别的变异株分布

也不一样)

%

#

)

*

'

]OR

的型内突变能降低预防性疫苗

的保护效果以及改变病毒的致病性#增加病毒逃逸风

险和增加致癌风险)

#

#

)

*

'同时#除了
]OR%5

(

%P

外#

]OR3%

也是一种比较流行的高危型
]OR

亚型'有

研究报道#

]OR3%

可显著增加宫颈上皮高级别病变

$

MVS'

"

3

%的风险)

%'

*

'因此#综合考虑各种变异株中

突变位点的频率#针对主要突变来设计疫苗(探针和

治疗方案是十分必要的'

本研究对不同病毒株中的突变频率进行了统计'

在针对
]OR3%T5

基因的探针设计中#所有常见突变

均必须列入考虑'例如!

63'%"

$频率
%)

"

#&

%和

M$'&"

$频率
%)

"

#&

%出现频率远高于参考序列同位置

63'%

$频率
%&

"

#&

%和
M$'&

$频率
%&

"

#&

%#在探针设计

中应优先考虑
63'%"

和
M$'&"

'同样#在
]OR

治疗

疫苗的设计中#应首先考虑常见的非同义突变#特别

是发生在
%

折叠和
+

螺旋结构的突变'蛋白质功能

域多由
%

折叠和
+

螺旋构成#

%

折叠和
+

螺旋上的突

变能更有效地影响蛋白质的功能#甚至影响
]OR3%

T5

基因的致癌功能和免疫逃逸功能'

U

细胞免疫表位的设计在疫苗和诊断方法的研发

上具有重要意义'本实验通过工具
O?,O?<D7

&

H<?G<?

和

6UM

*

?<DH<?G<?

预测筛选出
%&

个理想的
]OR3%T5

蛋

白
U

细 胞 免 疫 表 位#分 数 最 高 的 表 位 为

##%OTT̂ e4].X̂ ^̂ 4!#$$

和
'P$][RM"̂ M.4!b

Ŷ RYT3&%

'其余
P

个免疫表位中#主要非同义突变

]5&b

发 生 在
'P$][RM"̂ M.4!bŶ RYT!43&3

和

'5)b4XX"O][RM"̂ M.4!bŶ R'P)

区域内#主要非

同义突变
6%3PR

发生在
$&)[4MV6ML44O4"T"eR

$'3

区域内#可能会对这
3

个
U

细胞免疫表位产生

改变'

综上所述#重庆市南川地区
]OR3%T5

基因分布

呈多态性#主要非同义突变为
M$'&"

$

6%3PR

%和
M'P$"

$

]5&b

%#主要同义突变为
63'%"

(

[#&#6

(

6#'P[

和

M%)5"

'本研究数据对本地区
]OR3%T5

基因探针(疫

苗和治疗方案的设计具有重要指导意义'
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