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　　摘　要：目的　研究受感染宫颈上皮细胞中人乳头瘤病毒整合的检测方法与应用。方法　构建串联单拷贝基因重组质粒，用

于对经反向斑点杂交法基因检测为１６型人乳头瘤病毒感染的宫颈脱落细胞样本进行病毒的早基因分析，通过串联单拷贝基因标

准化方法，对采用荧光定量ＰＣＲ技术分析得到的样本中ＨＢＢ、病毒早基因Ｅ２与Ｅ６的检测数据分析，计算ＨＰＶ病毒整合参数与

平均病毒拷贝数，推断Ｅ２基因完整性及病毒整合发生、病毒拷贝数与已知的病变进程的相关性。结果　构建的重组质粒可有效

用于标准化同批次荧光定量ＰＣＲ检测Ｅ２基因、Ｅ６基因和 ＨＢＢ基因的数据。３７例１６型人乳头瘤病毒阳性宫颈细胞样本中，１５

例样本结果为Ｅ２基因已破坏，包括１０例高度病变组样本及５例正常组样本。不同组Ｅ２基因完整性差异有统计学意义（犘＜

０．０５）。Ｅ２基因被破坏的样本平均病毒拷贝数比Ｅ２基因完整样本显著减少（犘＜０．０５）。结论　本研究建立的串联单拷贝基因

标准化法用于检测１６型 ＨＰＶ感染的宫颈细胞样本中病毒整合导致的Ｅ２基因破坏有效可行。
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　　高危型人乳头瘤病毒（ＨＰＶ）是导致妇女宫颈上皮细胞恶

变的重要原因，９９．７％的宫颈癌组织中可以检测到 ＨＰＶ

ＤＮＡ
［１］。病毒整合是癌变过程一个重要环节，可导致病毒早

基因的破坏［２３］。ＨＰＶ基因分析正成为人们检测病毒整合发

生的方法。本研究扩增了ＨＰＶ早基因Ｅ６／Ｅ７和Ｅ２序列并将

其克隆到连接有看家基因的质粒，制备成串联单拷贝序列，用

于实时荧光定量ＰＣＲ对样本Ｅ６／Ｅ７和Ｅ２基因的定量检测，

建立了检测Ｅ２基因不完整性的方法并应用于宫颈上皮细胞

样本的 ＨＰＶ整合分析，旨在进一步了解病毒整合在宫颈组织

癌变进程中的作用。

１　资料与方法

１．１　一般资料　本研究的临床标本来源于宫颈专科就诊妇

女，年龄范围３４～４５岁。经反向斑点杂交导流芯片法检测确

认为１６型 ＨＰＶ感染者３７例，根据宫颈刮片、液基细胞学检

测、阴道镜结合活检结果对临床标本进行分组。正常组为宫颈

细胞液基细胞学检测未见异常者的标本，共２２例；高度病变组

为经阴道镜结合活检确认为宫颈上皮内瘤变（ＣＩＮ）２、ＣＩＮ３及

原位癌病变者的标本，共１５例。

１．２　仪器与试剂　ＨＰＶ基因分型检测采用反向斑点杂交法，

检测试剂盒为凯普公司产品；寡核苷酸引物合成由上海生工和

Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司完成；染料法荧光定量试剂盒、Ｔａｑ酶 及

ｐＭＤ１８Ｔ载体采用ＴａＫａＲａ公司产品；ＤＮＡ胶纯化试剂盒为

Ｑｉａｇｅｎ公司生产；大肠埃希菌ＪＭ１０９感受态细胞为本实验室

自行制备。

１．３　方法

１．３．１　制备ＤＮＡ模板及基因分型检测　制备ＤＮＡ模板的

·６５３２· 国际检验医学杂志２０１４年９月第３５卷第１７期　ＩｎｔＪＬａｂＭｅｄ，Ｓｅｐｔｅｍｂｅｒ２０１４，Ｖｏｌ．３５，Ｎｏ．１７
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步骤主要如下：宫颈细胞保存液１８０００×ｇ离心，收集细胞沉

淀于１００℃裂解，沉淀核酸，晾干１０ｍｉｎ后用超纯水或ＴＥ缓

冲液溶解，于－２０℃保存备用。基因分型检测如下：按每管

２３．２５μＬＰｒｅｍｉｘ、０．７５μＬＴａｑ酶、１μＬ模板溶液进行扩增。

扩增产物经变性后进行导流杂交、酶标、显色，显色结果根据判

读模式图判读。

１．３．２　目的基因扩增与串联质粒构建　设计Ｅ２、Ｅ６／Ｅ７基因

和看家基因的引物和扩增反应条件，用扩增产物构建串联单拷

贝质粒。通过ＴＡ克隆技术将 ＨＢＢ片段连到Ｔ载体上，分步

双酶切依次将Ｅ６／Ｅ７基因片段和Ｅ２基因片段克隆到质粒多

克隆位点上，见图１。分步构建的质粒转化到大肠埃希菌

ＪＭ１０９感受态细胞中（４２℃热激）并通过双酶切电泳和质粒测

序进行鉴定。

图１　　串联单拷贝质粒的分步构建

１．３．３　基因定量分析　对样品中的Ｅ２基因、Ｅ６／Ｅ７基因和

ＨＢＢ基因的定量分析使用ＳＹＢＲＧｒｅｅｎ３步荧光定量ＰＣＲ

法：每个反应管加７．２μＬｄｄＨ２Ｏ、１０μＬＳＹＢＲ
? ＰｒｅｍｉｘＥｘ，

正、反向引物各０．４μＬ及２．０μＬＤＮＡ模板。扩增条件：９５℃

预变性４５ｓ；进行４０个扩增循环（９５℃５ｓ，５５℃１５ｓ，７２℃８

ｓ）；熔解曲线反应（６５℃至９５℃，０．１℃／ｓ，ＣＯＮＴ）。熔解曲

线合格者才能作为有效数据用于定量分析。

１．３．４　平均病毒拷贝数及病毒整合参数的测定　取质粒溶液

按１０倍倍比稀释成５个浓度的样本，及７例宫颈脱落细胞所

提取核酸样本，每个样本分别检测３次，通过Ｅｘｃｅｌ软件按公

式计算：犆犞＝犛犙犚犜｛犛犛犙／［狌×（狀－１）］｝／犡，其中犛犛犙为组内

离均差平方和，狌为标本数，狀为重复测定次数，犡 为全部测定

值均值。质粒标准化扩增后取 ＨＢＢＣｔ值与Ｅ６Ｃｔ值的差值

ΔＣｔ１为指数，该样本 ＨＰＶ平均病毒拷贝数（ＣＨＰＶ）＝２Δ
Ｃｔ１。取

Ｅ６的Ｃｔ值与Ｅ２的Ｃｔ值之差值ΔＣｔ２为指数，该样本的 ＨＰＶ

病毒整合参数（ＩＨＰＶ）＝２Δ
Ｃｔ２。当ＩＨＰＶ为０．８～１．０时，提示未

检测到Ｅ２基因破坏；当ＩＨＰＶ＜０．８时，提示存在Ｅ２基因不完

整，病毒的状态为整合态和游离态共存；当ＩＨＰＶ＝０．０时，提示

Ｅ２基因被完全破坏，病毒仅以整合态存在，无游离态病毒。

１．４　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１７．０进行数据分析，组间率的

比较采用χ
２ 检验；计量资料呈偏态分布，组间比较采用秩和检

验；犘＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　构建串联单拷贝质粒　经特异性ＰＣＲ反应获得了目的

序列 ＨＢＢ、Ｅ６／Ｅ７和Ｅ２的扩增条带，电泳检测可见相对分子

质量大小与设计相符，见图２Ａ。分步构建串联质粒，３步的产

物进行双酶切后电泳结果分别见图２Ｂ、２Ｃ和２Ｄ。克隆的目

的序列 ＨＢＢ、Ｅ６／Ｅ７和Ｅ２均经测序确认。

２．２　标准化质粒ＤＮＡ和宫颈细胞ＤＮＡ的扩增　标准化质

粒ＤＮＡ为模板，ＨＢＢ、Ｅ２和Ｅ６３个基因重复性检测数据均达

到平均犆犞（＜０．０７）。７份宫颈细胞ＤＮＡ模板同样分别进行

３个基因的扩增，每个反应重复３次，ＨＢＢ、Ｅ２和Ｅ６３个基因

的重复性检测数据均达到平均犆犞（＜０．２０），见表１。

２．３　平均病毒拷贝数及整合分析　正常组Ｅ２基因不完整发

生率为２２．７％（５／２２），高度病变组基因不完整发生率为

６６．７％（１０／１５），两组差异有统计学意义（χ
２ ＝７．１４３，犘＜

０．０１）。见表２。

　　Ａ：构建质粒的特异性ＰＣＲ反应产物的电泳图，其中Ｍ为ＤＮＡ标

准带，１～３泳道分别为Ｅ２、Ｅ６Ｅ７和 ＨＢＢ扩增产物；Ｂ～Ｄ：分步克隆质

粒双酶切电泳图，图中 Ｍ 泳道为 ＤＮＡ相对分子质量标准λＥｃｏＴ１４

Ⅰ，１泳道为分步克隆质粒双酶切电泳结果。

图２　　ＰＣＲ产物及质粒双酶切产物的电泳鉴定

表１　　３个基因扩增检测的犆犞值

样本 ＨＢＢ Ｅ２ Ｅ６

质粒 ０．０７ ０．０６ ０．０６

宫颈细胞 ０．１４ ０．１９ ０．１７

表２　　宫颈脱落细胞样本整合分析结果（狀）

样本 狀 ＩＨＰＶ＝０．８～１．０ ＩＨＰＶ＜０．８ ＩＨＰＶ＝０．０

正常组 ２２ １７ ５ ０

病变组 １５ ５ １０ ０

合计 ３７ ２２ １５ ０

２．４　３７例ＨＰＶ１６阳性样本ＣＨＰＶ的检测　正常组（０．０１～

７１．５１）和高度病变组（０．０５～２．５７）比较，差异有统计学意义

（犘＜０．０５）；Ｅ２基因完整组（０．２０～７１．５１）和Ｅ２基因不完整

组（０．０１～０．９４）比较，差异有统计学意义（犘＜０．０５）。

３　讨　　论

宫颈癌发生分子机制与 ＨＰＶ的基因相关联
［１］，ＨＰＶ的

Ｅ６／Ｅ７基因的产物可促进宫颈上皮细胞转化，是癌变的重要因

子，并与病毒整合紧密关联［２４］。绝大多数ＣＩＮ１及轻度病变

的情况下病毒以游离形式存在，但在宫颈癌和来自宫颈癌的细

胞系中 ＨＰＶ却总是以整合到宿主基因组的形式存在。病毒

整合发生伴随癌变过程［５］。整合的发生使癌基因 Ｅ６／Ｅ７的

ｍＲＮＡ更加稳定，并使细胞获得选择性生长优势。研究可能

与癌变进程关系更密切的标志物及其检测方法十分必要。

人们先后研究开发了多种检测人乳头瘤病毒整合的方

法［６９］，包括活检组织核酸ＳｏｕｔｈｅｒｎＢｌｏｔ、连接酶ＰＣＲ法、荧光

原位杂交（ＦＩＳＨ），均缺乏临床实用性。基于ＦＲＥＴ原理的实

时荧光定量ＰＣＲ是应用较广的临床核酸定量技术，利用病毒

整合过程Ｅ２基因受到破坏，可进行ＨＰＶ的病毒整合分析
［１０］。

本研究为更有效、准确、方便地进行病毒拷贝数和病毒整合状

态分析，构建串联单拷贝基因重组质粒用于临床样本的检测。

通过标准化３个基因的定量数据，同时进行细胞病毒拷贝数分

析和病毒整合分析结果更为可靠。对亚美型和非洲型 ＨＰＶ

基因拷贝数进行检测时需使用简并引物防不同株系病毒序列

的差异导致的检测失误［１１］。本地 ＨＰＶ种系发生相关分子研

究［１２］显示广州地区样本多为亚洲型，与欧洲型接近，在此基础

上设计的引物及反应体系使用效果较好［１２］。本方法用于检测

·７５３２·国际检验医学杂志２０１４年９月第３５卷第１７期　ＩｎｔＪＬａｂＭｅｄ，Ｓｅｐｔｅｍｂｅｒ２０１４，Ｖｏｌ．３５，Ｎｏ．１７



ＨＰＶ１６感染宫颈脱落细胞或其他人类细胞样本中病毒整合所

致Ｅ２基因破坏的发生有效可行。本方法仅限于检出Ｅ２基因

破坏的病毒整合，５例病变组样本未能分析到Ｅ２／Ｅ６基因拷贝

数比值的下降，并不能排除病毒整合。整合而导致的基因破坏

发生在其他位置的可能，需进一步设计新的方法加以分析。由

于国内外 ＨＰＶ病毒整合位点的研究数据尚不够充分，目前适

用于临床检出各种位点发生的 ＨＰＶ病毒整合的方法还有待

研究。此外本研究所检测的样本量不大，未检测到ＩＨＰＶ＝０．０

即完全整合型的样本，要阐明致癌分子机制尚需更多的相关样

本检测数据作支持。
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别，ＤＩ值为０．９１６４，熔解曲线分型体系的分型能力高于ＰＦ

ＧＥ。从表１可以看出，单独使用位点 ＶＮＴＲ６１０１已能获得

较好的分型能力，而随着位点的逐渐增加，分型能力缓慢上升。

这主要是因为ＶＮＴＲ６１０１的重复单位为６０ｂｐ且具有多变

性，比其他位点的分型能力强。所以，选择位点进行组合时，既

要考虑分型能力，也要考虑操作成本，当位点增加到一定程度

对提高分型能力作用不大时，则不再增加分析位点。

本研究能够将来自统一克隆的菌株分为同一型别，即能够

较准确的将来自不同食物中毒的菌株分为同一克隆，与流行病

学资料较为吻合。同时该方法操作简便、分析便捷、成本较低，

具有很好地在基层推广应用前景。
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