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尖锐湿疣患者血清及宫颈分泌物HPV 6b

E7抗体检测方法的建立及流行病学意义

钟晓芝陈韶朱珊丽 薛向阳 李文妹王乐丹张丽芳

【摘要】 目的建立尖锐湿疣(cA)患者血清和宫颈分泌物人乳头瘤病毒(HPV)6b型E7特

异性抗体检测方法。方法利用PCR扩增HPV 6bE7全长基因，构建重组原核表达质粒pET32a

(+)／HPV 6bE7。原核表达产物采用SDS．PAGE和Westernblot进行鉴定。进一步经镍螯合亲和

层析法(Ni-NTAAgarose)纯化后作为包被抗原，以间接ELISA方法分别对56例CA患者、81名健

康对照者的血清和宫颈分泌物标本中的特异性抗体进行检测，另取43例宫颈癌患者的血清标本

作为对照；同时用PCR方法对56例CA组织标本进行HPV6bDNA的检测。结果从CA组织标

本中扩增的HPV 6b E7全长基因与标准序列(GenBank登录号：NC001355)同源性为99．5％。

HPV 6b E7融合蛋白在原核表达系统中得到了较高效的表达(40 I．tg／m1)。经间接ELISA检测，

CA组血清特异性IgG抗体水平明显高于宫颈癌组和健康对照组(P<o．05)，吸光度(A)均值分别

为1．82±0．48、1．36±0．39和1．39±0．27。CA组宫颈分泌物特异性sIgA抗体水平亦显著高于健康

对照组(P<O．05)，A值分别为0．63±O．26和0，53±O．06。经PCR检测，CA患者组织HPV 6bE7

DNA阳性率为78．6％(44／56)。与PCR检测结果比较，HPV6bE7特异性IgG和sIgA抗体用于检

测CA患者HPV 6b感染的敏感性分别为68．2％(30／44)、54．6％(24／44)，特异性均为100％(12／

12)。结论CA患者血清和宫颈分泌物HPV 6b E7特异性抗体，用于诊断HPV 6b感染具有一定

的敏感性和较高的特异性，可用于HPV 6b感染的流行病学调查。
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HPV 6b E7 fusion protein being used as coating antigen，results from ELlSA showed that the

absorbance rates(A)of serunl lgG from CA，cervix cancer and healthy control groups were 1．82±

O．48．1．36±O．39 and 1．39±O-27，respectively．The level of lgG antibody in the serum of CA group

was significantly higlIel"than that in cervix cancer gro叩and healthy control(P<0．05)．111e A values

of cervical secretion sIgA in CA and healthy control groups were 0．63±0．26 and 0．53±0．06．

respectively．while the level of sIgA antibody in the cervical secretion of CA group was also

significantly higher than that in healthy controls(P<0．05)．The positive rate ofHPV 6b E7 DNA in

CA tissue was 78．6％(44／56)by PCR method．When compared the results measured by PCR，the
HPV 6b E7．specific IgG and slgA antibodies bv ELISA used to detect the patients infected with

HPV 6b iIlfection。showed that the sensitivity rates were 68．2％(30／44)and 54．6％(24／44)

respectively。and the specificity were all 100％(12门2)．Conclusion Based on the serum and

cervical secretion specific HPV 6b E7 antibodies from patients with CA to diagnose HPV 6b

infection，results showed medium sensitivity and high specificity，and could further be used to

investigate the epidemiological characteristics of HPV6b infection．

【Key words】 Cond)rlomata acuminata；Human papil lomavirus；Serum；Cervical secretion；

6b E7-specific antibodies

尖锐湿疣(CA)是常见的性传播疾病，由人乳头

瘤病毒(HPV)6、11等低危型别感染所致⋯。目前，

主要通过基因检测诊断HPV感染，但操作复杂、成

本昂贵、费时，并且对HPV感染的流行病学调查带

来一定的影响。ELISA具有灵敏、特异、简单、快

速、稳定及易于自动化操作等特点而适用于各种病

原的普查，因此建立检测HPV感染的ELISA检测方

法是目前研究的热点之一。鉴于HPV早期基因表

达的蛋白E7具有较强的免疫原性，且在HPV相关

肿瘤病变组织中呈高表达的特征乜J，本研究从临床

CA组织标本中获取HPV 6b E7的全长基因，并利用

原核表达系统制备了HPV 6b E7融合蛋白，进一步

采用ELISA方法检测CA患者和健康对照者血清

lgG及宫颈分泌物slgA特异性抗体，以调查HPV 6b

在CA患者和健康人群中感染的流行情况以及抗体

检测情况。

材料与方法

1．标本来源：56例CA患者(年龄18～55岁，病

史1个月～3年)血清及宫颈分泌物标本由温州医学

院附属第二医院皮肤科、妇产科和温州地区平阳县

医院提供；43例官颈癌患者(经临床诊断和组织病

理学检查证实)血清标本由温州医学院附属第一、第

二医院提供；81名健康对照者(无CA体征、病史的

体检者，年龄20～60岁)If}L清及宫颈分泌物标本由

温州医学院附属第二医院提供。ELISA检测的

HPV 6b E7阳性对照CA血清由本实验室保存。研

究对象均取外周静脉血标本3 ml，分离血清，以常

规消毒棉签取宫颈分泌物，用1．0 ml PBS洗涤后离

心，并且采取CA患者组织标本约l mlTl×1 mlnX

1 mm。血清、宫颈分泌物上清液(用于抗体检测)及

沉淀物(用于DNA检测)、CA患者组织标本均

于一80 oC保存备用。

2．主要质粒和试剂：Xho I、EcoR I、异丙基一B—

D一硫代半乳糖苷(sopropylthio·p-D-galactoside，

IPTG)购自MBI公司；表达载体pET32a(+)和表达

宿主菌E．coli BL21(DE3)由本实验室保存；组织

DNA提取试剂盒购自TaKaRa公司；镍螯合亲和层

析胶体(Ni．NTA Agarose)购自QIAGEN公司，兔抗

His单克隆抗体购自ABR公司；HRP标记的羊抗兔

IgG购自联科生物试剂公司，HRP标记的羊抗人IgG

抗体购自拜尔迪生物公司；HRP标记的羊抗人slgA

抗体购自晶美生物公司。

3．HPV 6b E7基因扩增和重组质粒的构建：

根据HPV 6b E7蛋白基因序列(GenBank脊录号：

NC001355)，设计HPV 6b E7全长基因引物，委托北

京i博公司合成。上游引物：5’．CCG GAA TTC

ATG CAT GGAAGA CAT GTT ACC．3’，下游引物：

5’．CCG CTC GAG TTA GGT CTT CGG TGC GCA

GAT．3’；上下游引物分别引入Xho I、EcoR I的酶

切位点。用组织DNA提取试剂盒从HPV 6b DNA

阳性的CA组织标本(本室保存)中提取病毒DNA，

以其为模板常规扩增HPV 6b E7基因。PCR扩增产

物经Xho I、EcoR I酶切，将HPV 6b E7基冈克隆人

质粒pET32a(+)中，构建重组质粒pET32a(+)／

HPV 6b E7，筛选阳性质粒，做酶切电泳分析和测序

鉴定。

4．HPv 6b E7融合蛋白的制备、鉴定、纯化和抗

原性分析：将阳性克隆单菌落转种至含有1 00 mg／ml

氨苄、1 mmol／LIPTG的LB培养液中37℃振荡堵养

10 h，诱导HPV 6b E7融合蛋白表达。收集菌体，经

超声裂解和离心后，经10％SDS．PAGE电泳分析夤
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白表达情况，同时用兔抗His单克隆抗体(一抗)和

HRP标记的羊抗兔IgG(二抗)进行蛋白质印迹法
(Western blot，wB)分析鉴定。将IPTG诱导表达的

HPV 6b E7融合蛋白用Ni．NTAAgarose亲和层析柱

进行纯化，按说明书操作。采用10％SDS—PAGE及

核酸蛋白检测仪检测上述目的蛋白的表达量。为进

一步检测其抗原特异性，采用HPV 6b阳性CA患者

血清抗体(本室保存)作为一抗，以羊抗人IgG为二

抗，用SDS—PAGE电泳及WB再次进行分析鉴定。

5．CA患者组织HPV DNA检测：采用Chelex一

100试剂常规提取DNA，作为模板进行PCR扩增，方

法同3，确定CA患者HPV 6b感染情况。

6．ELISA法检测HPV 6b E7特异性抗体：

ELISA抗原最佳包被浓度及血清最佳稀释度的确定

参照参考文献[3]方法，即在450 nm读数处。间接

ELISA方法检测结果显示，血清稀释度l：100、融合

蛋白抗原0．5—1 p鲋L间的A值变化较为敏感，因
此，以O．50斗g／孑L抗原包被量、l：100血清标本、1：l宫

颈分泌物标本为本实验的最适浓度。进一步用

0．50 pg／ml HPV 6b E7融合蛋白包被96孑L酶标板，操

作方法同上。所有标本均重复3孔检测，并设标准

阳性、阴性和空白对照。每份标本3次读数的均值

作为该标本ELISA血清或官颈分泌物抗体检测的

A值。以健康对照组的平均i±2s为阳性临界值

(cut off)，测定孑L／4值>阳性界值为阳性，否则判为

阴性【3】，同时计算各组阳性检出率。

7．统计学分析：用SPSS 10．0统计分析软件分

析，所有A值以均数±标准差(互±s)表示，组间A值

比较用t检验法，组间阳性率比较采用f检验法，P<

0．05为差异有统计学意义。

结 果

1．HPV 6b E7基因的扩增、重组质粒构建和序

列分析：HPV 6b E7扩增产物经l％琼脂糖凝胶电

泳，在约300 bp位置可见一明显特异性条带，其大小

与预期一致(图1)。重组质粒pET32a(+)／HPV 6b

E7由Xho I、EcoR I酶切，经l％琼脂糖凝胶电泳，分

别在约6000 bp和300 bp处出现明显条带，表明重组

质粒构建成功(图1)。重组质粒测序结果与基因库

中已知的HPV 6b E7蛋白基因序列(GenBank登录

号：NC001355)做对比分析，证实核苷酸序列同源性

为99．5％。

2．I-IPV 6b E7融合蛋白的诱导、表达和鉴定：

1 nunol／L IPTG诱导10 h表达的E．coli BL21(DE3)

经超声破碎、离心取上清液，采用Ni-NTAAgarose亲

和层析柱分离纯化和SDS．PAGE电泳分析后，通过

核酸蛋白检测仪检测，HPV 6b E7融合蛋白的浓度

为40 gg／ml。并以HPV 6b阳性CA患者的血清作

为一抗，用WB方法进一步对纯化融合蛋向的E7

抗原特异性进行分析鉴定，在相对分子质量(尬)为

30000处显示出阳性信号条带(图2)。

注：MI：丸DNA／Hind皿Marker；1：pET32a(+)；2：pET32a

(+)／HPV 6bE7；3：pET32a(+)／HPV 6bE7／Xho I EcoR I；4：HPV

6b E7 PCR产物(297 bp)；M2：DL 2000 DNA Marker

图1 pET32a(+)／I-rPv 6b E7重组质粒的酶切鉴定

注：1：IPTG诱导表达的HPV 6bE7融合蛋白；2：经Ni-NTA提

纯的HPV 6b E7融合蛋白；M：Protein Marker

图2 HPV6b E7融合蛋白的SDS—PAGE电泳(A)

及WB分析(B)

3．CA和官颈癌患者血清特异性IgG抗体检测：

经ELISA检测，CA组和宫颈癌组血清特异性lgG抗

体的A值分别为1．82±0．48和1．36±0．39，而健康对

照组(81名)为1．39±0．27。CA组与宫颈癌组及健

康对照组比较，差异有统计学意义(t=5．08，P<

0．05；t=5．91，P<0，05)，宫颈癌组与健康对照组比

较则无统计学意义(￡=一0．58，P>0．05)。根据健康

对照组血清IgG抗体均值计算，血清HPV 6b E7抗

体IgG的cut off值为1．93；据此计算，CA组、宫颈癌

组和健康对照组的血清抗体IgG检测阳性率分别为

53．6％(30／56)、7．0％(3／43)和3．7％(3／81)；CA组较

宫颈癌组及健康对照组HPV 6b E7血清IgG抗体检

测阳性率差异均有统计学意义(f=47．53，P<0．05；

x2-=87．21，P<0．05)，而官颈癌组较健康对照组

HPV 6b E7血清IgG抗体检测阳性率差异无统计学

意义(f=o．01，P>0．05)。
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4．CA患者宫颈分泌物特异性sIgA抗体检测：

CA组与健康对照组的宫颈分泌物特异性sigA抗体

A值分别为0．63±0．26和0．53±0．06，两者差异有统

计学意义(t=2．92，P<O．05)。根据健康对照组宫

颈分泌物抗体均值计算，官颈分泌物HPV 6b E7特

异性siva抗体的cut off为0．64，CA组与健康对照组

的宫颈分泌物sigA抗体检出阳性率分别为42．9％

(24／56)、3，7％(3／81)，CA组较健康对照组HPV 6b

E7 sIe,A抗体检出阳性率差异有统计学意义()C2=

64．15。P<O．05)。

5．ttPV 6b DNA阳性与阴性组的特异性抗体检

测结果比较：56例CA患者湿疣组织经PCR检测，

HPV 6b E7 DNA阳性为44例，阳性检出率为78．6％

(44／56)，血清IgG抗体的A值为2．02±0．28；而HPV

6b DNA阴性共12例，血清IgG抗体的A值为1．07±

0．31，两者差异有统计学意义(f=10．24，P<O．05)。

CA患者中湿疣组织HPV 6b DNA阳性组与阴性组

的宫颈分泌物特异性slgA抗体A值分别为0。67±

0．28和0．48±0．07，两者差异有统计学意义(f=3．98，

P<O．05)。

6．敏感性和特异性分析：以CA患者湿疣组织

HPV 6b DNA PCR检测作为金标准，通过ELISA检

测CA组血清和宫颈分泌物标本，发现44例HPV 6b

E7 DNA阳性的CA患者中，血清HPV 6b E7特异性

IgG抗体阳性为30例，阳性检出率为68．2％(30／44)；

12例HPV 6b E7 DNA阴性的CA患者中无阳性结

果。44例CA患者中，宫颈分泌物特异性sle,A抗体

阳性为24例，阳性检出率为54．6％(24／44)，12例

HPV 6b E7 DNA阴性的CA患者中无阳性结果。采

用ELISA法检测CA患者血清和官颈分泌物中的相

应抗体，用于判断CA患者HPV 6b感染的敏感性分

别为68．2％(30／44)和54．6％(24／44)，特异性均为

100％(12／12)。

讨 论

HPVl6、18等高危型别与宫颈癌的发病密切相

关H’51，而6、11等低危型别感染则可引起的CA是人

生殖器官及附近组织上皮良性增生的一种常见性传

播疾病，其发病率有逐年上升的趋势，部分CA患者

也可引起细胞恶性转化【6]，因此，建立快速、经济、敏

感性高、特异性强的检测方法，用于CA的早期诊断

和人群中HPV感染的流行病学调查，一直是各国学

者研究的热点内容之一。HPV的晚期基因(L1)可

在真核细胞中表达形成病毒样颗粒(VLPs)，其在预

防HPV感染及其相关肿瘤即CA和宫颈癌方面已显

示了非常强的保护作用"，8|，I-IPV LI VLPs也是目前

常用于分析HPV感染者血清抗体的理想抗原．本实

验室曾报道了用HPV 6b L1 VLPs作为诊断抗原，检

测CA患者血清和宫颈分泌物中的特异性抗体，具

有较高敏感性(63．3％、50．0％)和特异性(97．8％、

97．2％)睁)，但由于利用真核系统制备的VLPs表达量

较低，制备技术要求高，作为诊断抗原的应用受到了

一定的限制。

HPV E6、E7基因是主要转化基因，在HPV相关

的永生化和致瘤性中起着重要的作用，且E7基因表

达产物具有较强的抗原性，适合于免疫治疗的靶抗

原研究乜J。国外学者研究表明，HPV 16 DNA阳性

宫颈癌患者的HPV 16 E6抗体水平显著高于HPV

16 DNA阴性患者，可作为HPV DNA检测的补充手

段‘10]。Achour等⋯报道，以HPV 16 E6、E7蛋白作为

ELISA抗原检测宫颈癌患者血清抗体，阳性率分别

为37％和42％，而HPV 18 E6、E7作为ELISA抗原，

检测宫颈癌患者血清抗体阳性率也可达21％和

20％。因此，HPV E6、E7血清特异性抗体检测的研

究对HPV感染及其相关肿瘤的诊断具有重要价

值。本实验结果显示，CA组HPVb E7血清抗体的

阳性率为53．6％(30／56)，宫颈癌组为7．O％(3／43)，而

健康对照组为3．7％(3／81)，CA组较宫颈癌组及健康

对照组差异均有统计学意义(P<O．05)，后两组比较

差异无统计学意义(P>O．05)，表明HPV E7具有较

强的特异性，在高危和低危型别之间无交叉反应。

本实验室曾报道用原核表达的HPV 11 E7融合

蛋白作ELISA抗原，检测CA患者血清抗体，阳性率

为76．3％(71／93)bj，本研究利用原核系统表达的

HPV 6b E7融合蛋白作抗原，通过ELISA法对CA患

者进行血清IgG和宫颈分泌物slgA检测，发现CA

患者HPv 6b E7特异性的IllL清IgG和宫颈分泌物

sIgA抗体的阳性率及平均值，均显著高于健康对照

组(P<O．05)，可见HPV感染的CA患者可产生全身

和局部的抗体反应，并且这种特异性抗体可以被抗

原HPV 6b E7所结合，因此，HPV 6b E7特异性的血

清IgG和官颈分泌物slgA的检测，对HPV 6b感染的

诊断均具有临床意义。

本研究HPV 6b DNA在CA患者湿疣组织中的

检出率为78．6％(44／56)，表明HPV6b是引起CA的

主要型别。应用rHPV 6b E7．ELISA检测发现，CA

患者HPV 6b E7 DNA阳性组血清特异性抗体IgG和

官颈分泌物特异性抗体slgA的阳性检出率分别为
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68．2％(30／44)和54．6％(24／44)。而HPV 6b E7 DNA

阴性的CA患者中无阳性结果。以HPV 6b DNA

PCR作为比较来评价所建立的ELISA方法的敏感

性和特异性，表明该检测方法具有一定的敏感性

(68．2％、54．6％)和较高的特异性(100％、100％)，且

操作方便，尤其检测局部分泌物抗体具有简便易

行，无损伤的特点，适合于HPV感染的流行病学调

查研究。
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