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【摘+ 要】目的：人乳头瘤病毒（HTU）!’ 型 1’1% 基因的变异

可能和 HTU 的致癌能力直接相关，1% ’*% 位点的突变可能增

强了致 癌 能 力- 本 课 题 通 过 应 用 .=P#RT 法 检 测 宫 颈 癌

HTU!’ 阳性标本中 1% ’*% 位点突变情况，可以对确定高危人

群、恶性病变的预警筛查、辅助诊断、疗效判定及预后提供临

床价值，并可以为宫颈癌及其癌前病变的基因治疗、疫苗治疗

和预防提供分子水平方面的重要依据- 方法：.=P#RT 技术是

一种在聚合酶链反应的基础上具备液相探针杂交和碱基掺入

三重特异反应的检测新方法，具有极高的特异性和敏感性-
本课题实验在 .=P#RT 方法的基础上检测宫颈癌患者 HTU!’
1% 基因 ’*% 位点突变情况，以进一步明确这些位点突变与宫

颈癌变的相关性- 结果：应用 .=P#RT 法检测宫颈癌组织中

HTU!’ 型 1% ’*% 位突变率为 ,$- ,(\，HTU!’ 型 1% ’*% 位突

变与对照组相比具有统计学差异（!$ ] !$- *,%，8 ^ "- ""!）-
结论：本实验初步提示宫颈癌患者中 HTU!’ 型 1% ’*% 位突变

可能是 HTU 致癌的一个高危因素-
【关键词】人乳头瘤病毒；基因分型；宫颈肿瘤；荧光偏振；基
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NO 引言

宫颈癌是严重威胁妇女生命健康的恶性肿瘤-
目前研究表明，世界上 &&\ 以上的宫颈癌组织中存

在 HTU 感染，并且世界卫生组织于 !&&’ 年确认 HTU
感染是宫颈癌的主要病因- HTU!’ 和 HTU !) 型是

宫颈癌中最常见型别，HTU!’ 在至少 ("\ 的宫颈癌

中能发现- HTU!’ 型存在许多基因变异（ 突变、插

入、颠换等形式）- HTU!’ 型 1’ ‘ 1% 基因的变异和

HTU 的致癌能力可能直接相关- 有研究表明 HTU!’
1% 基因的第 ’*% 位碱基存在一定的突变（G!D，

GB6!F/?），此突变在亚洲某些国家具有较强的致病

性，存在此突变提示患者病情较重或预示着癌变的发

生- 目前，国内对此研究较少，故对 HTU!’ 1% ’*% 位

点突变的研究对于从基因水平早期预测癌变的发生

及疾病的预后有着重要的作用-

)O 材料和方法

)- )O 材料O 实验组选取通过 .=P#RT HTU 分型检测

法［! a $］所得到的宫颈癌 HTU!’ 型阳性标本共 ,* 例，

对照组选取 HTU!’ 阳性慢性宫颈炎及癌前病变标本

共 (" 例- 标本采集自 $""*#"$ ‘ $""(#") 交大二院妇

产科宫颈癌、癌前病变及慢性宫颈炎患者之病变组

织，标本于 a $"b 冰箱保存- 所有标本均经病理确

诊- 实验组按 RPDA 分期 P3 期宫颈癌患者共 & 例，

P9 a PP3 期宫颈癌患者共 !& 例，PP9 期以上宫颈癌患

者共 ’ 例，均经病理确诊为鳞状细胞癌- 实验组与对

照组患者年龄无统计学差异（8 c "- "(）- 目前研究
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未发现年龄与 !"#$% &’ 突变有相关性( 主要实验

仪器与试剂：)*+,-*.* "/0 扩增仪（ 英国 )*+,.* 公

司），#1+2345 6782189:*8 /37.2*4 荧光偏振检测仪（美国

"*4;1. &8<*4 公司）( 核酸凝胶片断回收试剂盒 /3.=
+*42)6 09>1? -*8 &@249+213. ABC2*<（美国 -1:+3 公司），

克隆载体试剂盒：>-&60=) &9CB #*+234 ABC2*<!（ 美

国 "43<*D9 公司），质粒提取试剂盒：-*.&872*)6 "89C=
<1? 61.1>4*> E12（美国 A1D<9 公司），)FG=H"（荧光偏

振）检测试剂盒：I+B+83"41<*)6=H" AJ" F*2*+213. E12
- K ) 和 I K -（美国 "*4;1. &8<*4 公司）( >-&6=) &9CB
质粒，由第四军医大学基因研究所张菊副教授惠赠(
细 菌 菌 株：F!L" 基 因 型：C7>&MM，#89+N$%O

（$PQ89+R#6$L），,C?0$’，4*+I$，*.?I$，DB4IO%，2,1=
$，4*8I$(
!( "# 方法

$( 5( $S 引物设计S 根据 -*.T9.; 收录的 !"# $% 基

因的原始序列，利用 FJI A294："41<*4L( Q 设计包含

!"# $% &’ %M’ 位点的上下游引物，引物序列、位置

以及 "/0 产物长度如表 $(

表 $S !"# $% &’ 基因引物序列、位置以及 "/0 产物长度

名称 引物 序列（L’!U’） 引物位置 产物长度

H 229D9222D+99++9D9D9+9 LOP V %$P

$%&’ 0 9+2+29+D+22+DD22D2D+ ’%L V ’M% $%P :>

)FG（%M’） 2D9+9D+2+9D9DD9DD9D %%% V %MP

$( 5( 5S !"#$%&’ 基因 "/0 扩增及扩增产物的纯化

S 扩增总体积为 5L %W，内含上下游引物各 Q( 5L
%<38 K W，模板 $ %W，)9X FJI 聚合酶 $( Q 7，?J)"C
$LQ %<38 K W，6D/85 U( Q <<38 K W，$Q Y T7ZZ*4 5( L %W(
具体扩增条件：OM[ 预变性 L <1.，然后 OM[ MQ C，
LU[ UQ C，’5[ MQ C，UL 个循环后 ’5[ 延伸 ’ <1.(
取 $Q %W "/0 反应产物与 $ K $Q 体积的缓冲液混合，

进行 $L D K W 的琼脂糖凝胶电泳：$ Y )I& 电泳缓冲

液，Q( L <D K <W 溴化乙锭，L # K +< 电泳 UQ <1. 后紫外

灯下观察( 参照 )FG=H" 试剂盒说明书进行消化反

应，以除去 "/0 扩增反应中剩余的引物和 ?J)"(
$( 5( US )FG 掺入反应及 H" 检测S 将消化以后的产

物按照每管 ’ %W 分装于两个干净微量离心管中，分

别加入 已 配 好 的 掺 入 反 应 混 合 物（I+B+83>38 Q( QL
%W，$Q Y T7ZZ*4 5( Q %W，点突变检测探针 Q( L %W，

I+B+83>38 )*4<1.9234 6G\ $( L %W，去离子水 P( OL %W）

$U %W，总体系 5Q %W( 掺入反应条件：OL[ 预变性 5
<1.，然后 OM[ $L C，LM[ UQ C，UQ 个循环后 $L[ 延

伸 $Q <1.( 将掺入产物 $Q %W 加入微孔板，置于荧光

偏振检测仪 #1+2345 6782189:*8 /37.2*4 中进行 H" 检

测( 利 用 荧 光 偏 振 分 析 软 件“ AJ" <9+43 #G/)]0
UPM^ M( Q”来分析检测结果(
$( 5( MS 统计分析及测序 S 组间突变率比较采用 !5

检验，统计计算经 A"AA $$( Q 软件处理，! _ Q( Q$ 或

! _ Q( QL 时，有统计学意义( 随机挑选 !"#$% &’ %M’
位突变与未突变标本各 L 例，进行测序( 将其电泳分

离、回收克隆入 >-&6=)*9CB 载体中，每份挑选 5 个经

氨苄青霉素抗性、蓝白筛选，以及 "/0 扩增鉴定的阳

性克隆，由上海博亚生物技术有限公司 "& ITGU’’ 自

动测序仪测序(

"# 结果

"$ !# %&’!( )* 基因的扩增 # 以 !"#$% 阳性标本

为模板 "/0 产物 $Q %W $L D K W 琼脂糖凝胶电泳结果

如图 $，"/0 产物片段长度为 $%P :>(

6：FW5QQQFJI 694;*4；$ ‘L：标本 !"#$% &’ "/0 结果；T：空白对照(

图 $S 标本中 !"#$% &’ "/0 结果

"$ "# %&’!( 型 )* (+* 位突变 ,-./0& 法检测结果

# 应用 !"# )FG=H" 突变检测方法对 UM 例宫颈癌标

本及 LQ 例对照组标本进行检测( 经检测有 $U 例标

本的检测结果位于散点图右下象限，表示 ??/)"=
0$$Q 掺入，即 I!- 突变；’$ 例标本位于左上象限，

表示有 ??))"=)I60I 掺入，无突变；空白对照结果

位于左下象限，表示无终止子掺入( 检测结果见图 5
及表 5(

图 5S 标本中 !"#$%&’ %M’ 位突变检测结果的散点图

"$ 1# %&’!( )* (+* 位检测标本的测序验证# 随机

挑选 !"#$% &’ %M’ 位突变与未突变标本各 L 例，由

上海博亚生物技术有限公司 "& ITGU’’ 自动测序仪
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进行测序! 确定 "#$%& ’( &)( 位点突变情况，与

*+,-.# 检测结果比较，两者符合率为 %//0 !

表 12 "#$%& ’( &)( 位突变情况

宫颈病变 突变 未突变 合计

对照 1 )3 4/

宫颈癌 %% 15 5)

!1 6 %1! )5(，! 7 /! //%!

!" 讨论

宫颈癌是女性生殖系统最常见的恶性肿瘤之一，

每年有 1/ 多万妇女死于宫颈癌［5 8 )］! 在发展中国

家，占妇女所有癌症的 140［4］! 大量实验研究表明，

世界上 990 以上的宫颈癌组织中存在 "#$ 感染，并

且世界卫生组织（:";）已于 %99& 年确认 "#$ 感染

是宫颈癌的主要病因［&］! 流行病学研究表明，"#$%&
和 "#$ %3 型是宫颈癌中最常见型别! 其中 "#$%&
型在至少 4/0的宫颈癌中能发现! 任何型别的高危

型 "#$ 感染均可导致宫颈癌的发生，即使其相关性

最低者也高于吸烟与肺癌的相关性，而与慢性乙肝与

肝癌的相关性相似［(］!
目前世界各国学者通过对 "#$ 致癌机制的研究

发现，高危型 "#$（%&，%3 型）感染是致癌的主要原

因，而导致高危型 "#$ 致癌的主要因素是 "#$ 早晚

期基因存在着不同形式的突变，正是由于这些点突变

的存 在 增 强 了 "#$ 的 致 癌 力［3 8 %1］! 研 究 发 现，

"#$%& ’& < ’( 基因的变异和 "#$ 的致癌能力直接

相关! 左亚刚等［%%］对北京地区人乳头瘤病毒 %&’(
基因变异和序列分析的研究中，发现 "#$%& 全长序

列中第 &)( 位碱基发生突变（=!>，=?@!ABC），此突

变点位于 ’( 区! 韩国学者［%5］研究发现，"#$%&’(
&)( 位（=!>，=?@!ABC）突变在 (/0 以上的宫颈癌

组织中被检测发现，与对照组比较有统计学差异，提

示 ’( 癌蛋白的这种变异改变了其生物活性! 目前国

内对此位点突变的研究较少，ADBEFB@ 等［%)］对四川地

区的宫颈癌组织检测仅得到其突变，未对其进行进一

步分析比较和研究! 陈中灿等［%4］应用荧光偏振方法

检测了 55 例 "#$%& 阳性宫颈癌标本中 "#$%& ’(
基因第 19 位密码子（相当于 "#$%& 序列第 &)( 位核

苷酸）的突变情况，结果发现 %5 例发生了突变（=!
>，=?@!ABC），突变率为 )5! )30 ! 且突变率随病变

程度的升高而增加，提示该突变可能是 "#$ 致癌的

一个高危因素! 故由以上可以看出，"#$%& 型 ’( &)(
位突变可能是导致宫颈癌发生的一个重要因素，但其

突变情况可能存在地域、人种等差异!

本实验对宫颈癌组织 "#$%& 型 ’( &)( 位突变

情况进行 *+,-.# 法检测，实验组 5) 例宫颈癌组织中

%% 例 发 生 了 突 变（ = ! >，=?@ ! ABC），突 变 率

51! 540；对照组 4/ 例中有 1 例发生了突变（=!>，

=?@!ABC），突变率 )! /0 ! 经统计学分析，具有统计

学差异（!1 6 %1! )5(，! 7 /! //%）! 提示该突变可能是

"#$ 致癌的一个高危因素，并且该突变可能较为常

见! 将实验结果与临床资料进行进一步分析比较，,G
期宫颈癌患者共 9 例，经检测 "#$%& 型 ’( &)( 位的

突变率为 %%! %%0（% 例突变）；,H-,,G 期共 %9 例，突

变率为 5&! 3)0（( 例突变）；,,H 期以上共 & 例，突变

率为 4/! //0（5 例突变）! 由此可以初步发现，宫颈

癌患者中 "#$%& 型 ’( &)( 位突变率随病变程度的

加重而增加，提示该突变可能是 "#$ 致癌的一个高

危因素!
*+,-.# 方法是一种全新的基因变异分析方法，

用于基因点突变的检测有突出的优点，首先它的特异

性和敏感性高：引物扩增、探针杂交及荧光素标记碱

基掺入三重把关保证了其高特异性与敏感性! 其次

是检测系统容易建立和优化，检测快速且通量高，一

天之内可以完成数千个位点分析［%&］! 另外引物不需

要特殊修饰，操作简便，所以成本低廉! 因而具有简

便、快捷、准确及高通量等特点!
目前研究认为，从高危型 "#$ 的最初感染到浸

润性宫颈癌的发生大约需要 %4 年左右的时间［%(］!
所以，宫颈癌是可以通过早期诊断，继之早期治疗高

危型 "#$ 感染来预防的一种特殊癌症! 用定期进行

"#$ *+,-.# 法分型检测补充传统的细胞学普查，特

别在细胞学正常及不典型性增生的人群中，对预警宫

颈细胞癌变倾向，及时发现和预防治疗早期宫颈癌极

为重要! 同时通过检测与宫颈癌密切相关的恶变点

突变，有利于对 "#$ 感染相关良恶性增生病变高危

人群的筛查，并且可以对恶性病变危险度进行进一步

预警分析，为进一步的生物、疫苗、基因等治疗奠定了

基础并提供了技术平台!
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康惠尔溃疡贴治疗深度褥疮 ! 例
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"# 临床资料# #BBNKBN ‘ #BB@KB" 住院的 E 例!d e "d褥疮患

者，年龄 E# e "%（平均 E!’ N）岁，其中脑出血后遗症 N 例，脑中

风 # 例，脑梗塞后瘫痪 & 例’ 褥疮分级!d ( 处，"d @ 处；褥疮

面积 % ?9 以上 ( 处，E ?9 以上 # 处，@ ?9 以下 N 处；褥疮发生

的部位：骶尾部 ( 处，髋部 & 处，足跟部 # 处，脚踝部 # 处’ 用

上海利康公司生产的安尔碘高效消毒液消毒创面周围皮肤，N
9Q ‘ Q H#R# 清洗创面，无菌剪刀剪去死皮及黑痂，生理盐水冲

洗创面，创面较深或有窦道者用康惠尔溃疡贴糊剂填塞，再用

相应大的康惠尔溃疡贴贴创面，溃疡贴大小超过创面边缘&’ @
?9 为宜’ 当溃疡贴外观由黄色变为乳白色时，说明已吸收饱

和，立即更换敷料’ 一般刚开始使用时两天更换敷料 & 次，&
=, 后根据创面愈合情况，换药时间可适当延长’ 结果 E 例全

部愈合，褥疮愈合时间 #" e "E（ 平均 E#’ %）>，平均换药(B’ #
次，治疗中未见副作用，换药局部无皮疹、红肿、感染症状，愈

合后无明显疤痕形成’

$# 讨论# 康惠尔溃疡贴是一种新型的水胶体敷料，对创面愈

合有较好的促进作用［&］，其表层为聚氨基甲酸二酯半透膜，允

许氧气和水蒸气通过，阻隔水分和各种微生物的侵入，对褥疮

起到保洁、保湿作用，同时维持褥疮部位的氧气压，促进微循

环，有利于肉芽组织的生长’ 由于这类敷料弹性好和中间厚、

四周薄的特殊结构设计，与皮肤粘贴紧密不易脱落，不限制躯

体活动，对危重老年长期卧床受压的皮肤可进行保护性治疗’
其康惠尔清创胶、溃疡糊促进黑痂脱落，可填塞窦道，促进肉

芽组织生长，溃疡粉可促进上皮组织生长’ 由于湿润创面的

自溶作用，其愈合可简化清创术，促进伤口的清洁，伤口渗出

少，含有相当数量的生长因子，而且湿润创面可保护肉芽组织

颗粒，有助于创面的上皮化［# $ N］’ 此外，它能保持湿润环境加

速创面的上皮化、肉芽形成；维生素和坏死物质的降解，抑制

了细菌的繁殖和扩散，从而缩短了创面愈合的时间，降低感染

率；敷料与创面不粘连，对新生上皮和肉芽组织无损伤，使用

后伤口分泌物减少，疼痛减轻，愈后无明显疤痕形成’ 护理操

作简便，省时省力、无副作用，同时有效避免了老年卧床患者

大小便后污染创面，从一定程度上缩短了患者治疗时间，节省

了费用，减轻临床护理工作量，值得推广’
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