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人乳头瘤病毒基因分型芯片的建立及其
在临床中的应用

杨光梁彩红崔金环陈妹

47

·实验研究·

【摘要1 目的建立一种适合于临床应用的人乳头瘤病毒(HPV)基因分型检测新方法，并通过

对宫颈分泌物标本检测．验证HPv基因分型检测新方法的临床使用效果。方法 利用HPV保守的

Ll区设计各型PcR扩增通用引物．根据GertBank中HPv的型特异性序列设计、合成分型探针，制备

可对16、18、3l、33、35、39、45、51、52、53、56、58、59、66和68型15种高危型和6、ll和42型3种低危

型HPv进行联合分型检测的膜芯片。通过对100例宫颈炎患者宫颈分泌物标本进行检测，以了解临

床使用效果；对阳性标本进行测序以验证分型的准确性；对标准品进行测定以检测其灵敏度。结果

在100例临床样品中发现HPv感染病例30例，其中包括高危型中的HPVl6、18、33、45、51、58和66，

以及低危型中的HPv6、11和42，既有单一型感染也有混合型感染。灵敏度经标准品验证可达10个

拷贝的HPvDNA分子。对单一类型感染基因测序分型证实，所建立的HPV基因芯片分型结果与测

序结果完全一致。结论利用PcR膜芯片技术建立的f伊v基因分型诊断方法可以简便、有效地检

出所有已知的高危型和低危型HPv，并能明确其基因类型，适用于临床HPV感染的实验室诊断与流

行病学研究。

【关键词l宫颈癌；人乳头瘤病毒；基因分型；基崮芯片

The developm哪t and cJinical appIication of papiu伽avi邝s霉明otyping by DNA chIp lH』幅(h洲g，
uANG cⅡi．kH《，cUI J卅hHnn．C}巩N ShH．1n5￡itH把如Ciin托m M础ciHe，Tk Flrs}P帅m’s
H∞蹦缸f o，R)曲dM，胁dH 528000，ChiⅡa
fAbst阳ct】 0bjective To de婵lop a new pladbfm for genotypmg hunla“paplllomavlrus(HPV)and

【o jnvestigate its effect in clinical aPplication．Methods A pair of∞mmo“p—merS of 18 HPV subtype5 for

PcR，was deslgned Ln HPV咖ervaLive Ll r镏on GenoLyplng p瑚bes for detcctiIlg 15 high—risk I{PV
subtypes 16，18，3l，33，35，39，45，5l，52，53，56，58，59，66 and 68，together with 3 low—rmk

HPv 6，1l and 42 were孵【ect。d re叩ective【y from(knba工Lk肌d fixed on membrane t0 make DNA chlp

PcR am曲ficatlon aⅡd DNA chIp tech∞109y were op L1mized 100 clinical samplcswereused t0 investigate
the effect of HPV genotypillg DNA chip Veracity of the genotyping resul培was verified by sequeIlclng

R曲uns FI锄the 100 c【i11i‘=BI sampks，30 were found to be HPV positive，mclllding h{曲一“sk HPV
subtypes 16，18，33，45，5l，58，arld 66，and low—risk HPV 6，11 and 42．The蛐sm、Ti‘y tested by
standard sampleS was up to 10 c叩ies of HPV DNA Co眦lusion The}IPV g即otyping system developed

here with DNA chip showed high sensitivily and印ecifici‘y，suitable协be appljed ln dinical practice for
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人乳头瘤病毒(human papillomavirus，HPV)的

致病性与其亚型有关，现在人们普遍公认的高危型

HPv有15种，已被确定为宫颈癌的主要病因“⋯。

要进一步研究不同亚型HPV在不同种族人群中的

致病性、治疗和预后情况，以及更好地了解HPv临

床感染类型的变化趋势，就需要建立一种适合于临

床应用的、能够对所有已知高危类型和常见低危类

型HPv同时进行联合和分型检测的新方法。为

此，我们利用PCR一膜芯片技术，在HPv保守的L1

区设计可对各种亚型HPv进行PcR扩增的公共引

物，通过将扩增产物与固定在膜芯片上的包括15种

高危亚型和3种低危亚型在内的分型探针进行杂

交，以检测HPV的感染情况。

材料与方法

作者单位：528000广东省佛山市第一人民医院临床医学研究所 1．材料：研究对象为2004年1—12月因宫颈疾
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患在我院就诊的患者，年龄22～60岁。标本取自子

宫颈口分泌物。样本在2 h内进行DNA抽提，

或一20℃保存，3个月内进行DNA抽提。

2．引物和探针的设计与合成：选取Ll区

MY09／1l(MY09：5’-biotin—00T CCM ARR GGA

WAC TGA TC一3’，MYll：5’_bioIill一GCM CAG

(j(州CATAAYAATGG一3’。M=A／C，w=A／T．

Y=dT，R=A／G)作为HPV通用引物“。口一球蛋

白引物Pc03／GH20(Pc03：5’-biotin—AcA CAA

CTGTGT TCA CTA GC一3’；GH20：5’_biotin—GAA

GAG ccA AGG AcA GGT AC3’)作为管家基

因”。在所有引物的5’端均用牛物素进行标记。

根据GenBank中HPv相关亚型的序列设计分型探

针，根据目一球蛋白的序列设计质控探针，序列见表

1。在所有探针的5’端均用氡基进行标记，按照一

定的顺序通过点膜将分型探针固定在尼龙膜上。引

物与分型探针均由上海博亚生物技术公司合成。

表1 18种HPv亚型分型探针序到

HPv哑型 序列(5’一3’)

3．HPv芯片分型检测：将样本转移到1 5 ml的

离心管中，13 000 r／min离心10 min，弃上清。加人

50 J^1 10 mmol／L Tris—Hcl(pH 8 0)悬浮沉淀，100℃

加热10 nlin。13 000“min离心10 min，取上清液

5“l，加入禽lO mmoVL T“s。Hcl、50 mmol／L Kcl、

0 1％Triton X—100、6 mrn01／L MgCl，、MY09和

MYll引物各50 pln01、口一球蛋白引物Pc03／GH20各

5 pmol、dATP／dcTP／dGTP各200”mol／L、dUTP

600 Itnl01／I。、Taq DNA聚合酶5 u、uAG酶l u的

PCR反应液中(20“1)。PcR反应条件为：50℃

15 min，95℃10 min，95℃1 min，55℃1 min，72℃

1 min，循环40次；72℃延伸5 min。PcR产物与

HPv分型膜芯片杂交及显色按常规方法操作。根

据蓝色斑点出现的有无和位置判读是否有HPv感

染及基因亚型。

4．HPv测序验证：对膜杂交显示为单一亚型感

染的阳性标本PcR产物，纯化后送香港城市大学深

圳研究院进行测序。序列通过网站http：／／www

ncbi．n【m．nih．鼬v／BLAsT进行比对。

5．HPv标准品克降质粒的构建：各型HPv检

测段DNA的克隆质粒的构建按pc逦M—T载体系统

说明书进行操作。重组质粒通过T7启动子引物测

序，并与凌亚型HPv基冈组序列进行比对，以确定

构建质粒中所含的各删HPv片段与检测序列完全

相同。

6．灵敏度检测：将经过工程菌扩增的重组质粒

提纯后，应用紫外分光光度计测定核酸浓度，用

10 mrnol／L Tris—Hcl(pH 8 0)配制成10。拷贝／ml的

原始标准品，再将原始标准品稀释成不同浓度的

HPv标准品。取1“l进行PCR、杂交、显色，以确定

HPv分型芯片的灵敏度。

结 果

1芯片分型结果：在100例样本中共检出HPv

阳性病例30例，其中单一亚型感染23例，多重感染

7例(表2)。HPv单一感染时，在膜芯片上相应

HPv亚型探针位点处可见到一个蓝色斑点；双重感

染或多重感染时，在膜芯片上可见到两个或两个以

上的显色斑点(图1)。

2测序分型结果：经过对23例HPv分型膜芯

片检测为单一亚型感染的样本进行测序分型验证，

测序分型结果与芯片分型结果完全一致。

表2 100例样本中HPv各亚型感染构成

*包括多重感染病例；#各2例
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}州基日丹犁芯H检ⅫI位点的模式陶

臣誊霉：：
}Ⅱw31 ：HPV33 ：HP”5 ：HPv39⋯⋯⋯一⋯一1⋯⋯_r_⋯⋯
HPv52 ：}Ⅱ岍3 ：}ⅡⅣ56 ：ⅢⅣ58
⋯⋯一⋯一⋯⋯⋯⋯一

HW啦 HPv59 HPv66 HPv68：Pc

HPv6、”日童Ⅲ≈g≈

图1}{PV基因分型芯片结果

3灵敏度检测结果：对不同稀释浓度的HPv

DNA标准品检测，结果显示可以对含有lO个拷贝

以上的HPV DNA分子进行分型诊断。

讨 论

高危型HPv的持续性或反复性感染已被确定

为官颈癌发生的最主要原因“17。由于不同亚型

HPv其编码外壳蛋白的基因变异很大，不同亚型

HPv之间基本上没有交叉保护性抗体，容易造成不

同高危型HPv多重感染或多次感染。及时发现高

危型HPv感染是早期防治宫颈癌的重要措施。临

床上对HPV感染的诊断多是通过检测其DNA来

进行的，目前常用的DNA杂交捕获法和荧光定量

PcR法均无法显示HPv具体感染的亚型，不利于

流行病学和病因学的进一步深入研究。

本文利用HPv相对保守的L1区序列设计出

可以扩增各种亚型HPv的通用引物。为避免因为

HPv在引物结合区发生突变造成的扩增失效，我们

在相对容易发乍突变的碱基处合成了含不同碱基的

引物。另外，为r方便扩增产物的反向杂交检测，我

们在通用引物的一端还标记了生物素，在引物问的

变异区设计各亚型HPv的特异性分型探针。PCR

扩增后，将产物与固定在尼龙膜上的HPV分型探

针进行杂交，生物素与偶联链霉亲和素的过氧化物

酶结合，与TMB发生显色反应从而在膜条上显现

蓝色斑点。实验表明，利用膜芯片技术，特异性分型

探针分辨率可达一个碱基的差异，而我们选择的

HPv各亚型探针的碱基差异都在30％以}，故其

杂交结果的特异性很高，阳性样品经I)NA序列分

析，也未发现有非特异性杂交出现。通过质粒构建

的HPv各型标准品检测显示，HPv基因分型芯片

法的灵敏度可达到对10个拷贝HPv DNA分子进

行有效检测，并可明确地显示出18种HPv亚型具

体种类。

不同地区和不同种族人群对各个亚型的易感性

以及高危型HPv中不同亚型对各种人群的致癌性

的强弱是否存在差异目前还不十’分清楚，利用本实

验所建立的膜芯片杂交方法对所有已知的高危型

HPv进行联合与分型诊断，将有助于这些问题的

解决。

本实验所建立的HPv分型检测方法经初步临

床应用及测序验证，结果表明具有通量高、灵敏度

高、特异性好等优点，特别适用于临床进行HPv感

染的诊断以及开展子宫颈癌防治的研究。
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