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!摘要"

!

目的
!

考察由人乳头瘤病毒$

S0,)2

O

)

O

-33/,):-10;

#

TQ=

%主要外壳蛋白$

W#

%

N

末端保守序列多肽诱导的单克

隆抗体对宫颈脱落细胞内的
TQ=

感染是否具有可应用于临床的检测能力)

方法
!

收集三峡大学第二临床医学院妇科门诊

宫颈脱落细胞标本#一式两份#其中一份标本用于医院检验科
TQ=

分型检测试剂盒检测#另一份以
TQ=W#N

末端保守序列

多肽诱导的小鼠单克隆抗体运用免疫组化方法检测标本中的
TQ=W#

#比较两种方法检测结果的差异)

结果
!

收集到的
&BH

例妇科门诊宫颈脱落细胞标本中#

TQ=

分型检测试剂盒检测出
TQ=

阳性感染
$&

例#阳性率为
#$<H#c

$

$&

"

&BH

%*用免疫组

化检测了其中
&B"

例标本#共检出阳性标本
#!"

例#阳性检出率为
&#<DBc

$

#!"

"

&B"

%#与
TQ=

分型检测试剂盒检测结果相比

差异有统计学意义$

3

$

"<"D

%)

结论
!

初步证明了
TQ=W#N

末端保守序列多肽诱导的小鼠单克隆抗体对宫颈脱落细胞内

TQ=

的感染具有良好的检出能力#并且检测能力高于现临床所用的市售
TQ=

分型检测试剂盒)该单克隆抗体在开发用于宫

颈癌预防性筛查的
TQ=

检测试剂盒方面具有一定的潜力)
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末端共同序列多肽诱导单克隆抗体应用于宫颈脱落细胞
TQ=

的检出

!!

宫颈癌是导致女性死亡的第三大原因+

#

,

)世界

范围大样本研究表明#几乎所有的宫颈癌及大多数

宫颈上皮内瘤变$

(+1:-()3-271)+

O

-7S+3-)32+/

O

3);-)

#

NA>

%都存在人乳头瘤病毒$

S0,)2

O

)

O

-33/,):-10;

#

TQ=

%感染+

!E&

,

)宫颈癌的发生是一个多因素(多步

骤(多基因共同作用的结果#从
TQ=

感染到癌变形

成需经历一个漫长的过程#大约需要
#"

"

!"

年#且

感染大多呈潜伏状态#早期开展大规模
TQ=

感染

的筛查是预防宫颈癌发生的关键性措施)目前应用

于临床预防宫颈癌筛查的方法有细胞病理学检测和

分子生物学检测
!

种+

H

,

#即基于薄层液基细胞学检

测$

VNV

%系统进行的细胞病理学检测和以实时定量

QN[

和分子杂交为基础的分子生物学检测#但这
!

种方法都具有检测成本高(检测效率低(检测型别覆

盖率不全面等缺点)因此#寻求一种高准确性(低成

本(覆盖型别全面的检测方法很有必要)本课题组

前期找到了一段可用于诱导识别所有
TQ=

主要外

壳蛋白$

,)

C

/1()

O

;-*

O

1/7+-2

#

W#

%的抗体诱导物#是

一段长
&"

个氨基酸残基的多肽#位于
TQ=W#N

末

端一段高度保守的序列内+

DE$

,

#本研究基于本课题组

前期对该
TQ=W#N

末端保守序列诱导的单克隆抗

体检测能力的研究+

%

,

#来探讨
TQ=W#N

末端共同

序列诱导的单克隆抗体对宫颈脱落细胞内
TQ=

的

检测能力#探索研发用于临床筛查
TQ=

广谱

XWA5'

试剂盒的可行性)

4

!

材料和方法

#<#

!

TQ=W#N

末端共同序列多肽诱导的单克隆

抗体的制备及其反应位点和效价的检测
!

委托上海

耀强生物有限公司人工合成一段
&"

个氨基酸长度

的
TQ= W# N

末 端 保 守 序 列 多 肽#序 列 为

X=>WMXMU5'?W?̂ UQWJ[MUWŴ 'JWM'M

#

其
N

末端连接一个半胱氨酸得到
XN&#

#并合成以该

保守序列为基础的
#D

个氨基酸残基长(

>

端起相互

错开
D

个氨基酸残基的
H

个小肽$

XU#D

(

XM#D

(

?'#D

(

QM#D

%)单克隆抗体委托北京天成生物有限

公司制备)方法简述如下!将合成的
XN&#

分别与

载体蛋白钥孔血蓝蛋白$

MWT

%和牛血清白蛋白

$

_5'

%偶联#形成
XN&#EMWT

$免疫抗原%和
XN&#E

_5'

$检测抗原%#将
XN&#EMWT

溶于生理盐水中#

加入等体积佐剂制成乳化剂#免疫雌性
_'W_

"

(

小

鼠#取免疫后的小鼠脾细胞#与
5Q!

"

"

骨髓瘤细胞进

行融合#制备杂交瘤细胞株)采用
XWA5'

方法筛选

出阳性杂交瘤细胞株#经多次克隆获得稳定的单克

隆细胞株#以腹水瘤的形式生产抗体#对抗体进行纯

化#得到
!

株纯化小鼠单克隆抗体
&'F

和
D'H

#并且

将以上抗体进行生物素化标记#形成生物素标记化

单克隆抗体#检测
!

株单克隆抗体的反应位点及其

效价#然后分装(冻干备用)

#<!

!

标本采集
!

收集
!"#H

年
H

月至
!"#D

年
$

月

于三峡大学第二临床医学院妇科门诊进行宫颈脱落

细胞
TQ=

感染检查的剩余标本#均达到满意标本

量)所有标本均来自妇科门诊首诊患者#均

于
hB"d

保存备用)所有受检者在获取其标本之前

均被告知研究意义#并签署患者知情同意书)

#<&

!

临床检验结果的取得
!

所有标本均经检验科

使用广东凯普生物科技有限公司生产的
TQ=

分型

检测试剂盒$国药准字
5!""$""##

%进行
TQ=

分型

检测#该分型检测试剂盒是已经获得国家批准的可

以应用于临床检测的试剂盒#其能检出
!#

种
TQ=

型别$

$

(

##

(

H!

(

H&

(

HH

(

#$

(

#B

(

&#

(

&&

(

&D

(

&F

(

HD

(

D#

(

D!

(

D&

(

D$

(

DB

(

DF

(

$$

(

$B

(

NQB&"H

%的感染)检验科

TQ=

阳性检出结果包括阳性感染及其感染的型别)

从病理科取得其中做过
VNV

检查标本的检查结果#

VNV

诊断采用
!""#

年国际癌症协会推荐的
V_5

$

7S+_+7S+;*);

8

;7+,

%诊断标准#诊断包括!$

#

%无

上皮内病变或恶性病变$

>A6W

%*$

!

%鳞状细胞异

常#包括意义不明确的非典型鳞状细胞$

'5NE95

%(

不典型鳞状细胞不能除外高级别鳞状上皮内病变

$

'5NET

%(低级别鳞状上皮内病变$

W5AW

%(高级别

鳞状上皮内病变$

T5AW

%(鳞状细胞癌$

5NN

%*$

&

%腺

细胞异常$

'J95

%*$

H

%腺癌$

'N

%)

#<H

!

宫颈脱落细胞标本免疫组化检测
!

将宫颈脱

落细胞保存液离心#取脱落细胞#

Q_5

清洗
&

次#均

匀滴在免疫组化防脱载玻片上#室温晾干#

%Dc

乙醇

固定#

&c T

!

@

!

处理内源性过氧化物酶#

Dc

牛血清

白蛋白室温封闭)采用
#k!"""

稀释的生物素标

记的小鼠单克隆抗体
&'F

和
D'H

混合作为一抗#

Hd

过夜#

Q_5

冲洗#加入
#kD"""

稀释的亲和素标

记的辣根过氧化物酶#

?'_

显色#苏木精复染细胞

核#最后洗涤(脱水(透明(树胶封片#显微镜观察#留

图)用生殖器尖锐湿疣病理切片作为免疫组化阳性

对照)

#<D

!

统计学处理
!

应用
5Q55#F<"

统计学软件进

行数据处理#计数资料以率$百分比%表示#组间差异

的比较采用
#

!检验和
M)

OO

)

一致性检验)检验水

准$

%

%为
"<"D

)

-

FDB

-
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结
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果
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!

TQ=W#N

末端共同序列多肽诱导的单克隆

抗体的反应位点和效价
!

经北京天成生物有限公司

XWA5'

方法检测#纯化单克隆抗体
&'F

的效价为

#k$H""""

$

4

值
#<&%!!

%#

D'H

效价为
#k$H""""

$

4

值
#<&F""

%)经小肽封闭实验检测
&'F

的反应

位点和
D'H

的反应位点#

&'F

反应表位在
?'#D

和

QM#D

氨基酸序列区间内#而
D'H

反应表位在
XM#D

和
?'#D

的氨基酸序列区间内)

!<!

!

检验科分型检测试剂盒检测结果
!

共收集到

&BH

例临床标本#患者年龄为
#B

"

%$

岁#集中于

!D

"

D"

岁$占
B$<H$c

#

&&!

"

&BH

%)检验科
TQ=

分

型检测试剂盒测得阳性例数为
$&

例#阳性检出率为

#$<H#c

$

$&

"

&BH

%)

!<&

!

病理科
VNV

检测结果
!

在
&BH

例标本中#做

过
VNV

检查的标本数为
&&F

例#患者年龄为
!#

"

%$

岁#集中于
&"

"

DD

岁$占
B!<$"c

#

!B"

"

&&F

%)诊

断为宫颈病变者
#D

例#检出率为
H<H!c

$

#D

"

&&F

%#

其中
'5NE95##

例(

W5AW&

例(

T5AW#

例#未见腺

细胞异常和宫颈癌病例)

!<H

!

检验科分型检测试剂盒检测
VNV

阳性标本结

果
!

这
#D

例细胞学阳性患者#临床医院检验科应用

TQ=

分型检测试剂盒检测阳性例数为
$

例$

'5NE

95&

例#

W5AW!

例#

T5AW#

例%#总检出率为

H"<""c

$

$

"

#D

%#其中
'5NE95

检出符合率
!%<!%c

$

&

"

##

%(

W5AW

检出符合率
$$<$%c

$

!

"

&

%(

T5AW

检

出符合率
#""c

$

#

"

#

%)

!<D

!

光镜免疫组化方法检测标本
TQ=

感染结

果
!

共对
&B"

例宫颈脱落细胞标本进行了免疫组化

检测#共检测出
#!"

例
TQ=

阳性标本#

TQ=

总检出

率为
&#<DBc

$

#!"

"

&B"

%#对
TQ=

分型检测试剂盒

检出阳性的
$#

例标本以单克隆抗体进行免疫组化

检测#阳性例数为
D$

例#符合率为
F#<B"c

$

D$

"

$#

%)有
TQ=

感染的阳性细胞表现为细胞核或者

胞质着色#呈黄褐色#且细胞核常较大#或呈异形性)

无
TQ=

感染的细胞为阴性反应#胞质不着色#或颜

色浅淡#细胞核小#且呈蓝色$图
#

%)

图
4

!

生殖器疣及宫颈脱落细胞标本的免疫组织化学检测
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!

VS-2Q1+

O
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8

7/3/
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-7S+3-)33+;-/2<@1-

R

-2)3,)

R

2-4-()7-/2

!
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VNV

阳性细胞的免疫组化检测结果
!

进行免

疫组化检测的
&B"

例标本中#有
#H

例
VNV

检查阳

性标本#免疫组化方法检测阳性例数为
#"

例#检出

率为
%#<H&c

$

#"

"

#H

%*对这
#H

例
VNV

异常标本而

言#

TQ=

分型检测试剂盒阳性检出例数为
D

例#并

且这
D

例阳性标本应用免疫组化检测也全部是阳

性*另外这
#H

例标本通过免疫组化均可看出细胞病

理学有异常$表
#

%)说明免疫组化对
VNV

阳性标

本的检出符合度高于分型检测试剂盒)病变标本的

免疫组化结果见图
!

)其余
H

例免疫组化检测阴性

的标本#

TQ=

分型检测试剂盒检测也为阴性#但其

免疫组化涂片染色结果也显示出细胞形态的改变)

表
4

!

PJP

阳性细胞的免疫组化检测结果

P$-4

!
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帆#等
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末端共同序列多肽诱导单克隆抗体应用于宫颈脱落细胞
TQ=

的检出

图
:

!

PJP

阳性标本的免疫组化检测
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统计学分析结果
!

经
#

!检验分析#分型检测

试剂盒检测和免疫组织化学检测对宫颈脱落细胞标

本内
TQ=

检查结果差异有统计学意义$

3

$

"<"D

#

表
!

%)两种结果进行
M)

OO

)

一致性分析#得到

M)

OO

)m"<D!

)

表
:

!

免疫组化法检测结果与分子生物学检测结果比较

P$-:

!

J38

L

$&"(3)39W[J*+.+/."3)&+('F.$)*['8$)

N$

L

"FF38$%"&'(7+)3.

1L

")

6

Z"$

6

)3("(0".&+('F.

,

ATN

Q)17-2

R

*+7+(7-/2 -̀7

Q/;-7-:+ >+

R

)7-:+

V/7)3

Q/;-7-:+ D$ $H #!"

>+

R

)7-:+ D !DD !$"

V/7)3 $# &#F &B"

!!

ATN

!

A,,02/S-;7/(S+,-;71

8

;

!

讨
!

论

宫颈癌是妇科常见恶性肿瘤之一#目前的统计

数据显示宫颈癌已经成为继乳腺癌之后第二大威胁

女性生命的恶性肿瘤#在某些发展中国家甚至超过

乳腺癌位于第一位)全世界每年约有
&%#!""

例新

发病例#其中
B"c

在发展中国家)我国宫颈癌的发

生率和死亡率约占全世界的
#

"

&

#每年平均有

#&!&""

例新发宫颈癌患者#总发病率为
"<!%v

+

B

,

)

西方发达国家由于经济条件允许#可以广泛开

展
TQ=

感染的分子生物学筛查)据报道发达国家

通过有组织的宫颈癌筛查#使宫颈癌发病率减少

&"c

"

$"c

+

F

,

)现已上市的检测
TQ=

的方法有多

种#如二代杂交捕获$

TN

#

%技术(

QN[

或基因芯片

技术等#但是由于
TQ=

基因变异的问题#新的
TQ=

型别还在不断出现#现有的型别又在不断变异+

#"E##

,

#

以通用性引物为基础的
QN[

检测出现漏检和错检

是很正常的)也就是说现今商用的分子生物学检测

没有一个能做到型别全覆盖#经常出现错检(漏检)

因此#寻求一种高准确性(低成本(覆盖型别全面的

检测方法很有必要)

本课题组前期研究对由
TQ=W#N

末端共同保

守序列多肽制备的抗
TQ=W#

单克隆及多克隆抗体

采用
XWA5'

(蛋白免疫印迹法及免疫组织化学方

法#分别从免疫学和形态学角度对抗体的检测能力

进行了鉴定#结果证实这些单克隆抗体或多克隆抗

体可以特异性地检测出多型别的
TQ=W#

#对型别

相同的
TQ=

其检测能力与市售的多价抗
TQ=W#

单克隆抗体$

6-33-

O

/1+

公司生产#可检测
TQ=#

(

$

(

##

(

#$

(

#B

(

&#

型别%基本相当+

%

,

)

本研究按国家免疫组织化学检测试剂盒制备规

范要求#采用
TQ=W#N

末端共同序列诱导的
!

种

不同反应位点的生物素标记单克隆抗体
&'F

和

D'H

混合作为检测抗体#进行直接法的免疫组化检

测#并采用高敏感性的生物素
E

亲和素系统显色)作

为由
TQ=

感染的鳞状上皮的良性病变#尖锐湿疣

在上皮的表层有晚期蛋白
W#

和
W!

的表达#用以组

装形成完整的病毒颗粒+

#!

,

#因此#尖锐湿疣可以作

为良好的
W#

表达阳性对照)本研究用于对照的基

于
QN[

技术的广东凯普生物科技有限公司生产的

TQ=

分型检测试剂盒是已经获得国家批准的可以

应用于临床检测的试剂盒#我们选择该试剂盒作为

检测的金标准#以检测我们制备的单克隆抗体对有

-

#$B

-
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月#第
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TQ=

感染的临床标本的
TQ=

检测能力)检测结

果显示#受检标本及阳性对照标本中某些细胞细胞

核和$或%胞质被染成黄褐色#与邻近正常细胞相比

差异明显#说明反应是特异性的#这些细胞有
TQ=

W#

蛋白表达)在本实验中可见以细胞病理学的检

测结果为对照#凡是
VNV

检测阳性的标本#只要

TQ=

分型检测试剂盒检测为阳性#本组单克隆抗体

免疫组化检测也全部是阳性*免疫组化检测阳性的

VNV

标本#即便是分型检测结果为阴性#其细胞病

理学均有异常)说明本组抗体既与
TQ=

分型检测

试剂盒有很高的检出一致性#也与
VNV

细胞病理学

的检测结果高度符合)因此#本组抗体的免疫组化

结果具有较高的可信度)单克隆抗体的检出率高于

分型检测试剂盒的检出率#

!

种检测方法相比差异

具有统计学意义$

3

$

"<"D

%)对这
!

种检测方法结

果进行
M)

OO

)

一致性分析#虽然一致性一般#但是

这是由于
!

种检测方法差异具有统计学意义造成

的)另外本实验标本
TQ=

阳性检出率明显高于

TQ=

分型检测试剂盒的检出率#分析差异如此明显

的原因#可能系
TQ=

分型检测试剂盒能够检出的

型别有限)而本研究的免疫组织化学检测方法标本

处理简单#抗原损失少#且本抗体为广谱
TQ=

检测

抗体#故阳性检出率相对较高)此外#本实验应用单

克隆抗体免疫组化方法既可以检出
TQ=

的感染#

又可以清楚看到宫颈脱落细胞的形态改变#包括细

胞大小(细胞核的大小(细胞形状等形态方面的改

变#可以为宫颈脱落细胞的筛查提供
TQ=

检测和

细胞病理形态双重诊断依据)

综上所述#本研究初步证实本研究制备的单克

隆抗体对宫颈脱细胞内的
TQ=

具有良好的检出能

力#同时#对多型别
TQ=

具有良好的广谱性反应能

力)这一结果为后继研制经济(高效(广覆盖的

TQ=

筛查试剂盒奠定了良好的基础)
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