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　　［摘要］　目的　探讨影响 ＨＰＶＬ１蛋白在肿瘤组织内表达的因素，寻找 ＨＰＶＬ１蛋白在不同宫颈病变中的表达规律。

方法　收集不同宫颈病变组织，检测标本内 ＨＰＶ１６和 ＨＰＶ１８基因分型及基因组物理状态；用ＥＬＩＳＡ、蛋白质印迹和免疫组

织化学方法检测标本内 ＨＰＶＬ１的表达情况。结果　共收集到４８例标本，其中４２例 ＨＰＶ１６阳性，３例 ＨＰＶ１８阳性。

ＨＰＶ１６阳性标本中，２５例病毒基因组为游离型，７例为混合型，１０例为整合型；ＨＰＶ１８阳性标本全部为整合型。ＥＬＩＳＡ及蛋

白质印迹检测显示，随着病变程度的加重，ＨＰＶＬ１的表达量有逐渐降低的趋势。免疫组织化学显示，组织内的 ＨＰＶＬ１阳性

反应有多种形式，依病变组织内病毒基因组物理状态、病变组织分化程度以及病变进程的不同而不同。结论　ＨＰＶＬ１在宫

颈病变组织内的表达有一定的结构基础，其表达量与病毒基因组在病变组织和细胞内的物理状态、肿瘤组织的分化程度、病毒

基因组插入宿主基因组基因序列的状态有着非常密切的关系。

　　［关键词］　人乳头瘤病毒；主要外壳蛋白；宫颈肿瘤；基因组；物理状态
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　　人乳头瘤病毒（ｈｕｍａｎｐａｐｉｌｌｏｍａｖｉｒｕｓ，ＨＰＶ）主

要外壳蛋白（ｍａｊｏｒｃａｐｓｉｄｐｒｏｔｅｉｎ，Ｌ１），具有良好的

抗原性，可以诱导机体产生强烈的体液和细胞免疫

反应［１２］。弄清肿瘤组织、细胞内ＨＰＶＬ１表达的规

律，对了解 ＨＰＶ所致肿瘤的肿瘤生物学、肿瘤靶向

治疗和 ＨＰＶＬ１治疗性疫苗的研究都有重要的

意义。

既往的观点认为，ＨＰＶ 病毒一旦导致肿瘤形

成，肿瘤组织内是不再会有Ｌ１蛋白表达的。这一观

念的建立，主要基于对 ＨＰＶ生物学的两点认识。首

先，ＨＰＶＬ１蛋白表达与鳞状上皮表层角质形成细

胞的成熟分化过程有关，只有在鳞状上皮表层细胞

开始进入分化状态，启动角质形成过程，ＨＰＶ病毒

的生活周期才能完成，才能有Ｌ１蛋白的表达
［３４］。

在肿瘤组织和高级别病变中，由于肿瘤组织的去分

化，病毒不能启动晚期蛋白的表达程序，因而，也就

没有Ｌ１蛋白表达
［３４］。其次，由于病毒ＤＮＡ基因组

整合入宿主ＤＮＡ中，病毒基因组发生了重排，使原

来处于ＨＰＶＬ１基因上游的启动序列，被转移到了

Ｌ１基因的下游，Ｌ１基因的转录不能启动，没有

Ｌ１ｍＲＮＡ的产生，Ｌ１蛋白就不会表达
［５］。但是，既

往的这一观点与我们研究观察到的现象［６］和一些研

究者的报道［７８］有所不同。为此，我们对 ＨＰＶ病毒

基因组插入宿主基因的状况进行分析，认为在 ＨＰＶ

所致病变及肿瘤组织内Ｌ１应该有表达的基础，为了

验证上述推断是否正确，本研究通过对 ＨＰＶＬ１在

不同宫颈病变组织中的表达现象加以归纳并进行理

论分析，以期在证明肿瘤组织内有Ｌ１表达的现象

时，给予相应的理论解释。

１　理论基础

１．１　ＨＰＶＬ１可能在肿瘤组织表达　首先，如果肿

瘤组织内含有游离ＨＰＶ病毒基因组（病毒基因组的

物理状态为混合态，同时含有整合态基因组和游离

态基因组），而肿瘤组织的分化程度又比较高，ＨＰＶ

病毒生活周期的晚期事件就有可能随肿瘤细胞的分

化被启动，使Ｌ１得到表达。

其次，Ｌ１蛋白的表达可以借助插入区段的宿主

基因完成。病毒基因组为游离状态时，转录形成的

病毒 ｍＲＮＡ 有两种类型———早期 ｍＲＮＡ 和晚期

ｍＲＮＡ。但无论是早期 ｍＲＮＡ，还是晚期 ｍＲＮＡ，

转录的起始序列都位于基因组的起始端，在Ｅ１基因

之前；终止序列和多聚腺苷酸信号（ｐｏｌｙａｄｅｎｙｌａｔｉｏｎ

ｓｉｇｎａｌ，ｐＡ）都在基因组的后半段，Ｅ２之后
［５］。病毒

基因组整合入宿主基因序列时，病毒的环状双股脱

氧核苷酸链从中部Ｅ２基因区段处被打开，病毒的核

苷酸链状态由环形变成了线形，在有１０００～４０００

碱基对丢失［９１１］的同时，病毒基因组的基因前后排列

顺序同时发生了变化，即基因顺序发生了重排。此

时，早期基因（Ｅ６、Ｅ７）的转录虽有起始序列，却没有

终止序列和多聚腺苷酸信号可用；转录后的剪切虽

然有５′给予剪切位点（ｓｐｌｉｃｅｄｏｎｏｒｓｉｔｅ）可用，却没

有３′接受剪切位点（ｓｐｌｉｃｅａｃｃｅｐｔｏｒｓｉｔｅ）可用。与上

述情况相反的是，晚期基因（Ｌ１、Ｌ２）的转录虽有终止

序列和多聚腺苷酸信号可用，却没有起始序列可用；

转录后的剪切虽然有３′接受剪切位点可用，却没有

５′给予剪切位点可用。对整合后病毒基因组基因排

列的情况进行分析，我们可以得出这样的结论：ＨＰＶ

病毒的Ｅ６、Ｅ７和Ｌ１、Ｌ２基因如若表达，都必需利用

宿主基因提供相应的序列和信号才能完成（图１），也

就是病毒基因组必须要插入宿主基因组的可编码序

列，否则就是无效插入。Ｗｅｎｔｚｅｎｓｅｎ等
［１１］对来自于

整合ＨＰＶ１６和１８基因组的肿瘤组织和细胞内的

Ｅ６／Ｅ７癌基因转录物进行分析，结果发现１００％为病

毒细胞融合转录物。同理，根据上述分析和他人的

研究［１１１２］，我们基本上可以得出这样一个推断：如果

不考虑移码阅读的情况，整合了 ＨＰＶ病毒基因组的

宿主组织内，只要有Ｅ６、Ｅ７的表达，就存在Ｌ１，甚至

Ｌ２的表达可能。由于晚期基因组的表达是借助于

宿主的可编码基因，因此晚期基因的表达量就与插

入点宿主基因的自身表达特性密切相关，或高或低，

或随细胞生活状态的变化而改变。但有移码阅读的

错误存在时，Ｌ１将无法表达（图１）。

１．２　ＨＰＶＬ１在肿瘤组织中的可能表达形式　由

于病毒基因组在病变组织内物理状态的不同（游离、

混合、整合）、肿瘤组织分化程度不同（分化、未分化

或去分化或低分化）、病毒基因组整合后有无移码阅

读的错误（正确转录、不转录或转录异常），ＨＰＶＬ１

蛋白在肿瘤组织内的表达就会因上述条件的不同组

合而有所不同（图２）。
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图１　犎犘犞１６病毒基因组整合前后基因排列及基因转录物的变化分析图（根据参考文献［５，１１］改绘）
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犎犘犞１６狏犻狉狌狊犵犲狀狅犿犲犻狀狋犲犵狉犪狋犻狅狀（狉犲犱狉犪狑狀犪犮犮狅狉犱犻狀犵狋狅狉犲犳犲狉犲狀犮犲狊［５，１１］）
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ｗｈｅｎｔｈｅｖｉｒａｌｇｅｎｏｍｅｗａｓａｔｅｐｉｓｏｍａｌ．Ｔｈｅｒｅｄａｒｒｏｗｓｓｈｏｗｔｈａｔｔｈｅｓｅｑｕｅｎｃｅｓｏｆｇｅｎｏｍｅｗａｓｂｒｏｋｅｎａｎｄｌｏｓｔｄｕｒｉｎｇｔｈｅｉｎｔｅ

ｇｒａｔｉｏｎｏｆｖｉｒｕｓｇｅｎｏｍｅ．Ｂ：ＴｈｅｔｙｐｅｓｏｆｖｉｒｕｓｍＲＮＡｆｏｒｍｅｄｉｎｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎａｎｄｐｏｓｉｔｉｏｎｓｏｆｒｅｇｕｌａｔｏｒｙｓｉｔｅｓｉｎｖｉｒａｌｇｅｎｏｍｅ

ｒｅｌａｔｅｄｔｏｔｈｅｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎａｆｔｅｒｖｉｒｕｓｇｅｎｏｍｅｗａｓｉｎｔｅｇｒａｔｅｄｔｏｔｈｅｇｅｎｅｆｒａｍｅｏｆｔｈｅｈｏｓｔ．Ｔｈｅｌｏｓｓｏｆｖｉｒｕｓｇｅｎｅｗａｓｎｏｔｔａｋｅｎ

ｉｎｔｏｃｏｎｓｉｄｅｒａｔｉｏｎｉｎｔｈｉｓｆｉｇｕｒｅ．

图２　细胞分化状态与犎犘犞病毒基因组物理状态的不同组合对犔１表达影响的分析图

犉犻犵２　犃狀犪犾狔狊犻狊狅犳犔１犲狓狆狉犲狊狊犻狅狀犪犳犳犲犮狋犲犱犫狔犱犻犳犳犲狉犲狀狋犮狅犿犫犻狀犪狋犻狅狀狊狅犳犮犲犾犾

犱犻犳犳犲狉犲狀狋犻犪狋犻狅狀狊狋犪狋犲狊犪狀犱犎犘犞狏犻狉狌狊犵犲狀狅犿犲狆犺狔狊犻犮犪犾狊狋犪狋犲狊

Ｔｈｅｒｅａｒｅ１０ｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎｓｆｏｒＨＰＶＬ１ｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎｔｈｅｔｉｓｓｕｅ．Ⅰ：Ｔｈｅｒｅａｒｅｏｎｌｙｅｐｉｓｏｍａｌｖｉｒｕｓｅｓ；Ⅱ：Ｔｈｅｒｅａｒｅｅｐｉｓｏｍａｌａｎｄ

ｉｎｔｅｇｒａｔｅｄｖｉｒｕｓｅｓ．Ⅲ：Ｔｈｅｒｅａｒｅｏｎｌｙｉｎｔｅｇｒａｔｅｄｖｉｒｕｓｅｓ．α：Ｖｉｒａｌｇｅｎｏｍｅａｔｅｐｉｓｏｍａｌ；β：Ｖｉｒａｌｇｅｎｏｍｅｉｎｔｅｇｒａｔｅｄｉｎｔｏｔｈｅｓｅｑｕｅｎｃｅ

ｃｏｕｌｄｂｅｔｒａｎｓｃｒｉｂｅｄａｎｄｒｅａｄｃｏｒｒｅｃｔｌｙ；γ：Ｖｉｒａｌｇｅｎｏｍｅｉｎｔｅｇｒａｔｅｄｉｎｔｏｔｈｅｓｅｑｕｅｎｃｅｃｏｕｌｄｎｏｔｂｅｔｒａｎｓｃｒｉｂｅｄｏｒｈａｄｆｒａｍｅｓｈｉｆｔｒｅａｄｉｎｇ．

Ａ：Ｕｎｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｅｄ，ｏｒｄｅｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｅｄ，ｏｒｐｏｏｒｌｙｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｅｄ；Ｂ：Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｅｄｏｒｗｅｌｌｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｅｄ

　　根据组合情况的不同，至少可以得到１０种组合

形式，其中有６种组合是可以有 Ｌ１蛋白的表达。

（１）病毒基因组在游离状态下，Ｌ１的表达与细胞的

分化有关，即当有角质蛋白合成启动时，也同时启动



书书书

　　 　

　　 　 　　　 　 　　　 　

·１３４０　 · 第二军医大学学报　２０１４年１２月，第３５卷

了Ｌ１蛋白的表达（图２，ⅠαＢ）。（２）当病毒基因组

发生了整合，如果没有移码阅读的错误存在，Ｌ１的

表达将有两种情况：①在病毒基因组的物理状态为

混合态时，Ｌ１的表达不仅与病毒基因组所插入的宿

主基因的表达特性相关，还与分化相关（图２，ⅡβＡ

和Ｂ）；②在病毒基因组的物理状态为纯整合态时，

Ｌ１的表达就只与病毒基因组所插入的宿主基因的

表达特性直接相关，而与分化无关（图２，ⅢβＡ和

Ｂ）。（３）当病毒基因组发生了整合，而有移码阅读的

错误存在时，Ｌ１的表达将也有两种情况：①在病毒基

因组的物理状态为混合态时，Ｌ１的表达受游离态的

病毒基因组控制，与分化相关（图２，ⅡγＡ和Ｂ）；②在

病毒基因组的物理状态为纯整合态时，Ｌ１任何时候

都无法表达，与分化无关（图２，ⅢγＡ和Ｂ）。

２　材料和方法

２．１　临床标本　新鲜宫颈组织标本均取自２００８年

３月至２０１０年９月宜昌市中心人民医院妇产科门

诊及手术室治疗的患者，病变包括尖锐湿疣、慢性宫

颈炎、宫颈上皮内瘤变（ＣＩＮ）、原位癌、宫颈鳞状细

胞癌和腺癌。取材前患者均未进行放疗及化疗处

理。所有完成病理诊断的剩余标本，分作３份，分别

用于ＤＮＡ提取、蛋白提取和石蜡切片。

２．２　细胞培养　宫颈癌细胞株ＣａＳｋｉ、ＳｉＨａ、ＨｅＬａ

和 ＨａＣａｔ均购自武汉大学中国典型培养物保藏中

心。ＣａＳｋｉ细胞为 ＨＰＶ１６型阳性宫颈鳞状癌细胞

系，ＨＰＶ病毒基因组为游离状态绝对占优的混合

型［１２］；ＳｉＨａ细胞为ＨＰＶ１６型阳性宫颈鳞状癌细胞

系，ＨＰＶ 病毒基因组为整合型
［１２］；ＨｅＬａ细胞为

ＨＰＶ１８型宫颈腺癌细胞系，ＨＰＶ病毒基因组为整

合型［１３］。ＨａＣａｔ细胞为人类永生化角质形成细胞

系，ＨＰＶ病毒基因组阴性。各细胞均用含１０％小

牛或胎牛血清的ＤＭＥＭ培养液在３７℃、５％ＣＯ２、饱

和湿度条件下进行培养。收获的细胞分别用于

ＤＮＡ提取、蛋白提取和免疫细胞化学检测。

２．３　引物设计　参照文献［１０］设计引物，由上海生

工生物工程有限公司合成。引物序列如下：ＨＰＶ１６

Ｅ６：５′ＡＡＧＧＣＧＴＡＡＣＣＧＡＡＡＴＣＧＧ３′，５′

ＣＡＴＡＴＡＣＣＴＣＡＣＧＴＣＧＣＡＧ３′，产物长度

２０６ｂｐ；ＨＰＶ１６Ｅ２：５′ＡＴＧＡＡＡＡＴＧＡＴＡＧＴＡ

ＣＡＧＡＣ３′，５′ＣＣＡＧＴＡＧＡＣＡＣＴＧＴＡ ＡＴＡ

ＧＡ３′，产物长度１０２６ｂｐ；ＨＰＶ１８Ｅ６：５′ＡＡＧＧＣＡ

ＴＡＡＣＣＧＡＡＡＴＡＧＧ３′，５′ＴＴＣＴＧＣＴＧＧＡＴＴ

ＣＡＡＣＧＧＴ３′，产物长度４５２ｂｐ；ＨＰＶ１８Ｅ２：５′

ＡＴＧ ＡＡＡ ＡＴＧ ＡＣＡ ＧＴＡ ＡＡＧ ＡＣ３′，５′ＣＡＴ

ＴＧＴＣＡＴＧＴＡＴＣＣＣＡＣＣ３′，产物长度１０２８ｂｐ。

２．４　试剂　小鼠抗 ＨＰＶ１、６、１１、１６、１８、３１Ｌ１多

价单克隆抗体（货号 ＭＡＢ８３７）和小鼠抗 ＨＰＶ１６Ｌ１

单克隆抗体 ＣａｍＶｉｒ１（货号 ＣＢＬ４０２）为 Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ

Ｃｏｒｐｏｒａｔｉｏｎ产品，兔 ＨＰＶＬ１多克隆纯化抗体
［１４］

由杭州华安生物技术有限公司制备。Ф１０ｎｍ胶体

金标记羊抗小鼠ＩｇＧ 抗体为 Ｓｉｇｍａ产品（货号

Ｇ７６５２）。生物素抗生物素辣根过氧化物酶复合物

及生物素化羊抗小鼠ＩｇＧ抗体均为武汉谷歌生物科

技有限公司产品。小鼠抗体免疫组化试剂盒为欣博

盛生物科技有限公司产品。蛋白 Ｍａｒｋｅｒ为 Ｆｅｒ

ｍｅｎｔａｓ产品（货号ＳＭ０６７２）。Ｓｆ９昆虫细胞杆状病

毒表达系统表达的 ＨＰＶ１６和１８Ｌ１重组蛋白为中

国医学科学院基础所许雪梅教授馈赠［１５］。

２．５　临床标本及培养细胞ＤＮＡ和蛋白的提取　

（１）宫颈标本：收集后尽快冻存于－８０℃冰箱备用，

临用时取黄豆大小组织块，尽量剪碎后分装不同的

１．５ｍＬＥＰ管。（２）培养细胞：当细胞铺满培养瓶

８０％时，胰蛋白酶消化细胞，８００ｒ／ｍｉｎ离心后分装

不同的１．５ｍＬＥＰ管。（３）ＤＮＡ的提取：于上述各

ＥＰ管中分别加入１０ｍｍｏｌ／ＬｐＨ＝８．０的ＴＥ缓冲

液４００μＬ，２０％ＳＤＳ２５μＬ，１ｍｇ／ｍＬ蛋白酶Ｋ５０

μＬ，于５５℃水浴箱中保温过夜。ＤＮＡ按照标准酚

氯仿抽提法提取。待絮状物出现后离心，向沉淀中

加入５０～１００μＬ双蒸水溶解过夜，分装于ＥＰ管中

－２０℃保存备用。（４）蛋白的提取：上述各ＥＰ管用

常规单去污裂解液法提取蛋白，提取好的蛋白分装

于ＥＰ管中，于－２０℃保存备用。

２．６　ＨＰＶ型别鉴定　采用ＰＣＲ技术扩增 ＨＰＶ１６

和ＨＰＶ１８Ｅ６基因片段。反应体系：２×犜犪狇Ｍａｓｔｅｒ

Ｍｉｘ１２．５μＬ，ＤＮＡ模板１．５μＬ，ＨＰＶ１６和 ＨＰＶ

１８Ｅ６上、下游引物０．８μＬ，双蒸水补足体积至２５

μＬ。扩增条件：９４℃预变性５ｍｉｎ；９４℃变性１．５

ｍｉｎ、５５℃退火１ｍｉｎ、７２℃延伸１．５ｍｉｎ，扩增３０个

循环；最后７２℃充分延伸５ｍｉｎ。反应产物于１．５％

的琼脂糖凝胶电泳，电压６０～８０Ｖ，时间５０ｍｉｎ；电

泳后于凝胶成像系统照相保存。
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２．７　ＨＰＶ 基因组物理状态的鉴定　对已确定

ＨＰＶ１６、１８型别的临床标本分别扩增其Ｅ２全长基

因及Ｅ６基因片段。反应体系包括２×犜犪狇Ｍａｓｔｅｒ

Ｍｉｘ１２．５μＬ，１０μｍｏｌ／ＬＨＰＶＥ６、Ｅ２引物各０．８

μＬ，ＤＮＡ模板约１．５μＬ，加双蒸水至总体积２５μＬ，

混匀后稍离心，上机扩增。反应条件：由于Ｅ２产物

跨越Ｅ２ＯＲＦ全长，长度大于１ｋｂ，为使模板充分变

性，总ＤＮＡ首先于沸水中煮沸１０ｍｉｎ。循环参数：

９４℃２ｍｉｎ、５５℃２ｍｉｎ、７２℃２ｍｉｎ，共３５个循环。

最后７２℃充分延伸１０ｍｉｎ。产物于１．５％的琼脂糖

凝胶电泳，６０～８０Ｖ电泳５０ｍｉｎ后，凝胶成像系统

照相。

２．８　ＨＰＶ Ｌ１蛋白表达的 ＥＬＩＳＡ 检测　提取

ＨＰＶ１６／１８阳性宫颈标本组织蛋白，用 ＨＰＶＬ１兔

多肽抗体进行ＥＬＩＳＡ方法的 ＨＰＶＬ１蛋白表达的

检测。以永生化角质形成细胞（ＨａＣａｔ）为阴性对

照。对所得光密度（犇）值进行数值处理，采用公式

（犇待测－犇空白）／（犇阴性－犇空白）进行计算，当

所得值≥２．１时判定为阳性反应。

２．９　ＨＰＶＬ１蛋白表达的蛋白质印迹检测　将已

经处理好的蛋白样品加入制备好的ＳＤＳＰＡＧＥ凝

胶的上样孔中电泳，将电泳好的凝胶进行蛋白转膜。

取出转膜后的ＮＣ膜，放入含３％ ＢＳＡ的封闭液中

封闭；然后加小鼠多价抗 ＨＰＶＬ１单克隆抗体反应；

孵育后的膜洗后，再用１∶４０００的ＨＲＰ标记的羊抗

小鼠ＩｇＧ抗体作用；用ＴＢＳ洗，ＤＡＢ显色液显色。

２．１０　ＨＰＶＬ１蛋白表达的免疫组织化学检测　将

石蜡切片标本脱蜡后，ＰＢＳ洗，加入３％Ｈ２Ｏ２ 甲醛

溶液去除内源性过氧化物酶；ＰＢＳ洗，加入抗 ＨＰＶ

Ｌ１抗体，孵育１ｈ；ＰＢＳ洗，加入生物素化的羊抗鼠

二抗；ＰＢＳ洗，加入生物素抗生物素辣根过氧化物

酶复合物；ＰＢＳ洗，ＤＡＢ显色；ＰＢＳ洗，苏木精复染，

水冲洗；脱水、透明、树胶封片、镜检。所有免疫组织

化学检测的过程均以 ＨＰＶ６阳性的尖锐湿疣为阳

性对照。抗体检测根据需要分别使用小鼠抗

ＨＰＶ１、６、１１、１６、１８、３１Ｌ１多价单克隆抗体，小鼠抗

ＨＰＶ１６Ｌ１单克隆抗体ＣａｍＶｉｒ１，兔抗ＨＰＶＬ１多

克隆抗体。

２．１１　统计学处理　用ＳＰＳＳ１０．０软件处理数据，

结果以珔狓±狊表示，组间差异的比较采用单因素方差

分析，检验水准（α）为０．０５。

３　结　果

３．１　标本收集　总共收集到检测用临床标本４８例，

其中慢性宫颈炎２２例，ＣＩＮⅠ～Ⅱ７例，原位癌４例，早

期浸润癌７例，中晚期癌８例。另有尖锐湿疣３例

（ＨＰＶ６型阳性），用于免疫组织化学阳性对照。

３．２　ＨＰＶ型别检测　标本通过ＰＣＲ扩增，扩增产

物经１．５％琼脂糖凝胶电泳，凝胶成像系统观察结

果。采用 ＨＰＶ１６、１８两对特异性Ｅ６引物，对应扩

增产物大小分别为３９７、３２２ｂｐ（图３）。主要筛选出

ＨＰＶ１６、１８两种主要 ＨＰＶ型别。

图３　犎犘犞型别检测犈６引物犘犆犚扩增产物电泳图

犉犻犵３　犈犾犲犮狋狉狅狆犺狅狉犲狋狅犵狉犪犿狅犳犘犆犚犪犿狆犾犻犳犻犮犪狋犻狅狀狆狉狅犱狌犮狋狊

狑犻狋犺犈６狆狉犻犿犲狉犳狅狉犎犘犞狋狔狆犲犱犲狋犲犮狋犻狅狀

１：ＤＮＡｍａｒｋｅｒ；２：ＣａＳｋｉｃｅｌｌｓｗｅｒｅｕｓｅｄａｓｐｏｓｉｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌ

ｏｆＨＰＶ１６（３９７ｂｐ）；３：ＨｅＬａｃｅｌｌｓｗｅｒｅｕｓｅｄａｓｐｏｓｉｔｉｖｅ

ｃｏｎｔｒｏｌｏｆＨＰＶ１８ （３２２ｂｐ）；４７，１０１２：Ｔｈｅｓｐｅｃｉｍｅｎｓ

ｗｅｒｅＨＰＶ１６ｐｏｓｉｔｉｖｅ （３９７ｂｐ）；８：Ｔｈｅｓｐｅｃｉｍｅｎ ｗａｓ

ＨＰＶ１８ｐｏｓｉｔｉｖｅ（３２２ｂｐ）；９：Ｔｈｅｓｐｅｃｉｍｅｎｗａｓｏｆｓｏｍｅ

ｏｔｈｅｒｔｙｐｅ，ｓｈｏｗｉｎｇｎｏｂａｎｄ

从所收集的４８例宫颈病变组织中，我们筛选出

４２例 ＨＰＶ１６ 感染（８７．５％），３ 例 ＨＰＶ１８ 感染

（６．２５％），非１６、１８型别共３例（６．２５％）。见表１。

表１　宫颈标本组织犎犘犞型别检测结果

犜犪犫１　犇犲狋犲犮狋犻狅狀狅犳犎犘犞狋狔狆犲狊犻狀犮犲狉狏犻犮犪犾狋犻狊狊狌犲狊狆犲犮犻犿犲狀狊

狀

Ｃｌｉｎｉｃａｌｄｉａｇｎｏｓｉｓ
ＨＰＶ

ｔｙｐｅ１６

ＨＰＶ

ｔｙｐｅ１８

ＮｏｔＨＰＶ

ｔｙｐｅ１６／１８
Ｔｏｔａｌ

Ｃｈｒｏｎｉｃｃｅｒｖｉｃｉｔｉｓ ２０ ０ ２ ２２

ＣＩＮⅠⅡ ６ ０ １ ７

Ｃａｒｃｉｎｏｍａ犻狀狊犻狋狌 ４ ０ ０ ４

Ｅａｒｌｙｉｎｖａｓｉｖｅｃａｒｃｉｎｏｍａ ５ ２ ０ ７

Ｃａｎｃｅｒｏｆｍｅｄｉｕｍａｎｄｌａｔｅｓｔａｇｅ ７ １ ０ ８

Ｔｏｔａｌ ４２ ３ ３ ４８
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３．３　ＨＰＶ１６、１８型标本物理状态检测结果　对已

确定 ＨＰＶ１６、１８型别的临床标本分别扩增其Ｅ２全

长基因及 Ｅ６基因片段，ＨＰＶ１６标本分别在２０６、

１０２６ｂｐ处呈现条带，ＨＰＶ１８分别在４５２ｂｐ、１０２８

ｂｐ处出现条带。扩增后的ＰＣＲ产物电泳条带用

ＳｃｉｏｎＩｍａｇｅ４．０图像分析软件进行灰度分析，计算

Ｅ２、Ｅ６条带面积灰度值，判断 ＨＰＶ基因组的物理

状态［１０］：（１）Ｅ２／Ｅ６≥０．８，为游离状态，泳道上有两

条带，亮度基本相当；（２）０＜Ｅ２／Ｅ６＜０．８，为混合状

态，泳道上有两条带，相对分子质量大的条带亮度明

显低于相对分子质量小的条带；（３）Ｅ２／Ｅ６＝０，为整

合状态，此时，泳道上仅在２０６ｂｐ或４５２ｂｐ处出现

单一条带（图４）。

汇总病毒基因组物理状态的检测结果，可以得

出，随着病变程度的提高，游离型病毒基因组的比例

越来越低，而整合型病毒基因组的比例越来越高。

不同病变之间，病毒基因组的物理状态比较差异有

统计学意义（表２）。

图４　宫颈病变组织犎犘犞１６、１８病毒基因组

物理状态检测电泳图

犉犻犵４　犘犺狔狊犻犮犪犾狊狋犪狋犲犱犲狋犲犮狋犻狅狀犲犾犲犮狋狉狅狆犺狅狉犲狋狅犵狉犪犿狅犳

犎犘犞１６，１８狏犻狉狌狊犵犲狀狅犿犲狊犻狀犮犲狉狏犻犮犪犾犾犲狊犻狅狀狋犻狊狊狌犲狊

１：ＤＮＡ ｍａｒｋｅｒ；２：ＣａＳｋｉｃｅｌｌｓｗｅｒｅｕｓｅｄａｓｃｏｎｔｒｏｌｏｆ

ｍｉｘｅｄＨＰＶ１６ｇｅｎｏｍｅｉｎｗｈｉｃｈｅｐｉｓｏｍａｌｇｅｎｏｍｅｄｏｍｉｎａｔｅｄ

（２０６ｂｐａｎｄ１０２６ｂｐ，Ｅ２／Ｅ６＞０．８）；３：ＳｉＨａｃｅｌｌｓｗｅｒｅ

ｕｓｅｄａｓｃｏｎｔｒｏｌｏｆｉｎｔｅｇｒａｔｅｄＨＰＶ１６ｇｅｎｏｍｅ（２０６ｂｐ）；４：

ＨｅＬａｃｅｌｌｓｗｅｒｅｕｓｅｄａｓｃｏｎｔｒｏｌｏｆｉｎｔｅｇｒａｔｅｄＨＰＶ１８ｇｅｎｏｍｅ

（４５２ｂｐ）；５：Ｓｐｅｃｉｍｅｎｗａｓｓｈｏｗｎａｓｐｏｓｉｔｉｖｅｏｆｅｐｉｓｏｍａｌ

ＨＰＶ１６ｇｅｎｏｍｅ；６，７：Ｓｐｅｃｉｍｅｎｓｗｅｒｅｓｈｏｗｎａｓｔｈｅｍｉｘｅｄ

ＨＰＶ１６ｇｅｎｏｍｅ；８：Ｓｐｅｃｉｍｅｎｗａｓｓｈｏｗｎａｓｔｈｅｐｏｓｉｔｉｖｅｏｆ

ｉｎｔｅｇｒａｔｅｄＨＰＶ１６ｇｅｎｏｍｅ；９：Ｓｐｅｃｉｍｅｎｗａｓｓｈｏｗｎａｓｔｈｅ

ｐｏｓｉｔｉｖｅｏｆｉｎｔｅｇｒａｔｅｄＨＰＶ１８ｇｅｎｏｍｅ

表２　犎犘犞型别鉴定及物理状态检测结果

犜犪犫２　犎犘犞狋狔狆犲犱犲狋犲狉犿犻狀犪狋犻狅狀犪狀犱狆犺狔狊犻犮犪犾狊狋犪狋犲犱犲狋犲犮狋犻狅狀

狀

Ｃｌｉｎｉｃａｌｐａｔｈｏｌｏｇｉｃｄｉａｇｎｏｓｉｓ 犖
ＥｐｉｓｏｍａｌＨＰＶ１６

ｇｅｎｏｍｅ

ＭｉｘｅｄＨＰＶ１６

ｇｅｎｏｍｅ

ＩｎｔｅｇｒａｔｅｄＨＰＶ１６

ｇｅｎｏｍｅ

ＩｎｔｅｇｒａｔｅｄＨＰＶ１８

ｇｅｎｏｍｅ

Ｃｈｒｏｎｉｃｃｅｒｖｉｃｉｔｉｓ ２２ ２０ ０ ０

ＣＩＮⅠⅡ ７ ５ １ ０

Ｃａｒｃｉｎｏｍａｉｎｓｉｔｕ ４ ０ ３ １

Ｅａｒｌｙｉｎｖａｓｉｖｅｃａｒｃｉｎｏｍａ ７ ０ ２ ３ ２

Ｃａｒｃｉｎｏｍａｏｆｍｅｄｉｕｍａｎｄｌａｔｅｓｔａｇｅ ８ ０ １ ６ １

Ｔｏｔａｌ ４８ ２５ ７ １０ ３

３．４　ＨＰＶＬ１表达的ＥＬＩＳＡ检测结果　ＥＬＩＳＡ检

测结果显示，随着病变程度的加重，ＨＰＶＬ１的表达

呈现逐渐下降的趋势。不同病变类型之间，ＨＰＶ

Ｌ１表达的比较差异具有统计学意义（图５）。

３．５　ＨＰＶＬ１蛋白表达的蛋白质印迹检测结果　

检测结果显示，含有游离 ＨＰＶ１６病毒基因组的宫

颈炎、ＨＰＶ基因均为混合型的ＣＩＮⅠ～Ⅱ、原位癌

及早期鳞状细胞癌组织，在５５０００处均出现特异性

反应条带。宫颈炎和ＣＩＮⅠ～Ⅱ组织的反应条带明

显，原位癌及早期鳞状细胞癌组织的反应条带明显

变弱，显示反应强度有随组织病变程度的加重而逐

渐变弱的趋势。中晚期鳞状细胞癌（ＨＰＶ基因整合

型）泳道上未见明显的反应条带出现（图６）。

图５　犎犘犞阳性标本犈犔犐犛犃检测结果

犉犻犵５　犈犔犐犛犃犱犲狋犲犮狋犻狅狀狉犲狊狌犾狋狊狅犳犎犘犞狆狅狊犻狋犻狏犲狊狆犲犮犻犿犲狀狊

Ｔｈｅｒｅｓｕｌｔｓｓｈｏｗｅｄｔｈａｔｗｉｔｈｔｈｅａｇｇｒａｖａｔｉｏｎｏｆｌｅｓｉｏｎｄｅ

ｇｒｅｅ，ｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＨＰＶＬ１ｄｅｃｌｉｎｅｄ．犘＜０．０１ｖｓ

ｃｅｒｖｉｃｉｔｉｓｌｅｓｉｏｎｔｉｓｓｕｅｓ；△△犘＜０．０１ｖｓｏｔｈｅｒｌｅｓｉｏｎｓ
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图６　犎犘犞犔１蛋白在含有犎犘犞１６基因组的

不同病变宫颈组织中的表达

犉犻犵６　犠犲狊狋犲狉狀犫犾狅狋狋犻狀犵犪狀犪犾狔狊犻狊狅犳犎犘犞犔１狆狉狅狋犲犻狀犲狓狆狉犲狊狊犻狅狀

犻狀犱犻犳犳犲狉犲狀狋犮犲狉狏犻犮犪犾犾犲狊犻狅狀狋犻狊狊狌犲狊狑犻狋犺犎犘犞１６犵犲狀狅犿犲

１：Ｃｈｒｏｎｉｃｃｅｒｖｉｃｉｔｉｓ，ｇｅｎｏｍｅｗａｓｅｐｉｓｏｍａｌ；２：ＣＩＮⅠⅡ，

ｇｅｎｏｍｅｗａｓ ｍｉｘｅｄ；３：Ｃａｒｃｉｎｏｍａ犻狀狊犻狋狌，ｇｅｎｏｍｅ ｗａｓ

ｍｉｘｅｄ；４：Ｅａｒｌｙｓｑｕａｍｏｕｓｃｅｌｌｅｄｃａｒｃｉｎｏｍａ，ｇｅｎｏｍｅｗａｓ

ｍｉｘｅｄ；５：Ｓｑｕａｍｏｕｓｃｅｌｌｅｄｃａｒｃｉｎｏｍａｏｆｍｅｄｉｕｍａｎｄｌａｔｅ

ｓｔａｇｅ，ｇｅｎｏｍｅｗａｓｉｎｔｅｇｒａｔｅｄ；６：Ｐｒｏｔｅｉｎｍａｒｋｅｒ

３．６　ＨＰＶＬ１蛋白表达的光镜免疫组织化学检测

结果　作为阳性对照的 ＨＰＶ６阳性的尖锐湿疣免

疫组织化学检测显示，阳性反应均出现在上皮的中

上层，并且主要集中于细胞核的位置（图７Ａ）。与对

照不同，所有 ＨＰＶ１６阳性及 ＨＰＶ１８阳性的各类病

变组织，阳性反应在细胞内的分布却主要出现于细

胞核以外的区域，细胞核常呈负染状态。此外，阳性

反应区域在整块组织内的分布及反应强度可以有很

大的差别。

ＨＰＶＬ１阳性反应在不同的病变组织内可以有

多种不同的分布特征，即便是同一类病变，是否有阳

性反应，阳性反应的分布也有所不同。肿瘤组织内

阳性反应的分布特征与组织内 ＨＰＶ基因组的物理

状态（游离、混合、整合）、组织的分化程度（高分化、

低分化）和肿瘤的进程（早期、晚期）等相关。反应规

律大致可以分为两类：第一类，含有游离病毒基因组

的病变或肿瘤组织，阳性反应强度与组织局部的分

化程度呈正相关，按图２细胞状态和病毒物理状态

的组合划分，应归于ⅠαＡ和Ｂ（图７Ａ、７Ｂ）和Ⅱβ

Ａ和Ｂ（图７Ｅ）；如组织分化程度较低，或细胞分化

状态比较一致，则组织内的反应强度呈均一状态，组

合划分属于ⅡβＡ（图７Ｃ）。第二类，所含病毒基因

组为完全整合状态的肿瘤组织，阳性反应强度与组

织局部的分化程度没有相关性，或强，或弱，或完全

没有阳性反应，全组织反应强度相对一致，按图２细

胞状态和病毒物理状态的组合划分，应该包括有阳

性反应的ⅢβＡ和Ｂ（图７Ｄ、７Ｇ、７Ｈ），无阳性反应

的ⅢγＡ和Ｂ（图７Ｆ，７Ｉ）。

从阳性反应趋势看，在早期病变组织中，经常可

以看到有很强的阳性反应结果，但是在晚期病变中，

看到的几乎都是弱阳性，或阴性结果，除了某些病变

局部可以有强的阳性反应外，完全看不到全组织的

强阳性反应（图７Ｅ～７Ｉ）。病理类型相同的肿瘤，处

于病程早期的肿瘤组织的阳性反应强度一般高于处

于病程晚期的肿瘤组织。

４　讨　论

探讨ＨＰＶ所致肿瘤内是否有Ｌ１蛋白的表达，

主要目的是探索能否将Ｌ１蛋白作为 ＨＰＶ所致肿

瘤的靶蛋白，以用于肿瘤生物治疗；探索能否将

ＨＰＶ感染预防性疫苗———ＨＰＶＬ１ＶＬＰ拓展成为

ＨＰＶ所致肿瘤的治疗性疫苗。

由 ＨＰＶ感染所致的肿瘤，发生瘤变之后的组

织细胞之中是否有Ｌ１的表达，除了与肿瘤组织的分

化状态有关，更与 ＨＰＶ病毒基因组整合至宿主基

因组的位点有关［７，１１，１６］。有研究发现，病毒基因组

在整合之后，有与宿主基因相关的融合蛋白表达。

尽管ＨＰＶ病毒基因组在整合入宿主基因时，会发

生部分基因的丢失，但到目前为止的各类相关研究

显示，涉 及 Ｌ１ 基 因 的 丢 失 极 少，基 本 保 留 完

整［１３，１７１８］。以 ＨｅＬａ细胞为例，ＨｅＬａ细胞内含两个

整合 ＨＰＶ１８病毒基因组，长度分别为７．８和６．９

ｋｂ，均带有完整的Ｌ１基因
［１３］。由于保留的 ＨＰＶ

Ｌ１基因其起始部有３′剪切位点，后有晚期多聚腺苷

酸序列信号［１１，１９２０］，因此当 ＨＰＶ１８基因组插入的位

点恰是宿主基因组的可转录序列时，细胞的内环境

如果合适，ＨＰＶ１８Ｌ１基因就有可能被转录，转录物

经恰当的剪切，Ｌ１蛋白最终就会得到表达
［７，２１］。在

对发生 ＨＰＶ整合的肿瘤组织作 ＨＰＶ基因转录物

分析时，研究者发现有源于宿主染色体的 ＨＰＶＬ１

转录物存在［１１１２］。

既往的关于Ｌ１蛋白在瘤变组织内不表达的观

点形成，除了有理论上的认识 ［３４］外，还有一个重要

支持，就是事实上在肿瘤组织内确实少有Ｌ１的检

出，尤其是在晚期肿瘤中，极少有Ｌ１蛋白的检出。

我们认为，大多数 ＨＰＶ所致肿瘤组织内不表达或

低表达Ｌ１，除了因移码阅读错误所致不表达占有很

大比例外（约２／３），在肿瘤发展的过程中，免疫系统

的选择是一个非常重要的因素。肿瘤在不断异化的
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图７　抗犎犘犞犔１免疫组织化学检测
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第１２期．肖长义，等．ＨＰＶＬ１在不同宫颈病变组织中的表达规律探讨 ·１３４５　 ·

生长过程中，由于Ｌ１的强抗原性，所有高表达Ｌ１

蛋白的细胞克隆都将被免疫系统选择掉，留下的都

是Ｌ１低表达、不表达、或条件（分化）表达的肿瘤细

胞克隆。既往研究证明，在 ＨＰＶ所致肿瘤患者的

体内，可以检测到很强的针对Ｌ１蛋白的体液和细胞

免疫反应［２２２４］。所以我们看到的大多数的实体瘤都

是Ｌ１蛋白低表达、不表达或中心（内部）表达的状

况。这也就是为什么关于ＨＰＶＬ１在肿瘤组织内表

达，包括许多研究都发现了这样一个现象，即随着肿

瘤病变程度的加重，Ｌ１蛋白的表达会呈现逐渐下降

的趋势［６８］。本研究用ＥＬＩＳＡ 方检测肿瘤组织内

Ｌ１蛋白表达的结果也再次证实了这一现象。

ＥＬＩＳＡ检测结果显示，随着病变程度的加重，

ＨＰＶＬ１的表达呈现逐渐下降的趋势。不同病变类

型之间，ＨＰＶＬ１表达的比较差异具有统计学意义。

结果说明在各类病变组织内虽然可以检测到有Ｌ１

蛋白，但表达量是随着病变程度的加重而逐渐减

少的。

蛋白质印迹检测结果显示，宫颈炎、ＣＩＮⅠ～

Ⅱ、原位癌、早期鳞状细胞癌组织均在５５０００处出

现特异性反应条带，但反应强度有逐渐变弱的趋势，

说明上述这些组织内均有Ｌ１蛋白表达，但表达量随

着病变程度的加重而逐渐减少。在中晚期鳞状细胞

癌泳道上未见明显的反应条带出现，说明中晚期癌

组织内没有 ＨＰＶＬ１蛋白表达，或表达量太低而无

法检测到。

本研究的免疫组织化学显示，Ｌ１阳性反应在肿

瘤组织内的分布和反应强度具有多种表现形式，但

是，我们均可以在一定程度上按图２显示的细胞分

化状态与 ＨＰＶ病毒状态的组合对这些反应现象进

行分类，确定它们呈现这些反应现象所依托的细胞

生物学和病毒生物学基础———细胞分化状态、病毒

基因组物理状态和整合病毒基因组阅读状态。正是

因为 ＨＰＶ致肿瘤细胞可以有多种不同的存在状

态，所以才造成了差异很大、表现形式多样的免疫组

化反应表现。通过对这些反应现象的合理解释，可

以很好地解除许多研究者在得到差异很大的检测结

果时产生的困惑，以致怀疑所得到的结果是否真实。

本研究的结果可能与本研究领域内既往形成的

主流观点截然不同，但是根据来自多方面的研究报

道及我们所做的理论分析，我们认为，宫颈癌组织或

者细胞内有 ＨＰＶＬ１表达应该是一种正常现象，这

种表达与肿瘤组织和细胞内病毒基因组的物理状态

（游离或整合）、肿瘤组织的分化状态（高分化或低分

化）、病毒基因组插入宿主基因组基因序列后的状态

（正常阅读或移码阅读）有着非常密切的关系。尽管

本研究对肿瘤组织及其病毒进行检测的指标还不够

丰富，如Ｌ１基因转录物的检测及测序、细胞分化指

标等，致使我们对Ｌ１蛋白在肿瘤组织内的表达及其

规律的解释和证明还缺少足够的说服力。但是我们

希望通过该项研究引发人们对肿瘤组织表达Ｌ１蛋

白的关注，促进Ｌ１蛋白相关肿瘤生物学的研究。

５　利益冲突
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