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"摘要#
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目的
!

探讨高危型人乳头瘤病毒"

b,W

%

.#

在宫颈癌中的表达及其生物学意义&方法
!

采用基因芯

片技术对
('

例宫颈炎性组织(

((

例宫颈上皮内瘤变"

*0X

%组织(

(8

例宫颈鳞癌组织进行
b,W

分型检测#免疫印迹

技术对宫颈组织中高危型
b,W.#

蛋白表达水平的检测#流式细胞技术进行宫颈癌细胞凋亡的检测及
?IGBELDJJ

试验进行细胞侵袭能力的检测&结果
!

基因芯片技术结果显示!与宫颈炎性组比较!宫颈鳞癌组的
b,W!'

(

b,W!8

感染阳性率明显增高!而
*0X

组的
b,W!'

(

b,W!8

感染阳性率无明显变化&免疫印迹结果显示!与宫颈炎

性组比较!宫颈鳞癌组高危型
b,W.#

蛋白的水平明显降低!而
*0X

组中
b,W.#

蛋白水平无明显变化&与空载

体组比较!高危型
b,W.#

质粒组宫颈癌细胞凋亡率明显增加!宫颈癌细胞侵袭能力明显下降&结论
!

高危型

b,W.#

蛋白具有诱导宫颈鳞癌细胞凋亡的作用!有望成为宫颈癌防治的有效靶标&
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宫颈癌是世界范围内危害女性生殖健康的常见恶性肿瘤#

占世界女性恶性肿瘤的第二位*发展中国家恶性肿瘤的第一

位,

!

-

)研究表明#

99$27

宫颈癌的发生与高危型人类乳头瘤病

毒$

b,W

&感染有关#且同一亚型高危型
b,W

持续感染是导致

宫颈癌发生的主要原因,

#

-

)早期编码区
#

$

.#

&是
b,W

的一种

早期蛋白#在病毒的复制和转录调节方面发挥着重要的作用)

本研究旨在探讨高危型
b,W.#

在宫颈组织中的表达及其生

物学意义)

$

!

资料与方法

$$$

!

一般资料
!

选取
#&!%

年
!

(

!!

月本院妇科肿瘤科收治

的宫颈疾病患者#根据宫颈组织病理学诊断结果的不同分为
"

组!宫颈炎性组
('

例#年龄
#(

(

'#

岁#平均$

%'$"!:%$22

&岁%

宫颈上皮内瘤变$

*0X

&

((

例#年龄
"#

(

(9

岁#平均$

%2$!#:

($#!

&岁%宫颈鳞癌组
(8

例#年龄
"&

(

'&

岁#平均$

%'$98:

%$9'

&岁#各组一般情况比较#差异无统计学意义$

!

%

&$&(

&#

具有可比性)所有标本病理诊断明确#以活体组织检查或手术

切除方式收集#手术取材后立即置于
U8&Z

冻存备用)

$$/

!

仪器与试剂
!

宫颈癌细胞株
*"")

由杭州赫贝生物技术

有限公司提供%抗
b,W.#

单克隆抗体购自
*DJJ1A

3

BGJAB

3

公

司%抗小鼠
0

3

的二抗购自美国
*DJJ1A

3

BGJAB

3

公司)

)BBDSAB

W>Y0?*

凋亡检测试剂盒由北京宝赛生物公司生产)

$$'

!

方法

$$'$$

!

b,W

分型检测
!

采用
b,W

分型检测试剂盒$基因芯

片法&对上述
!'9

例宫颈组织$其中宫颈炎性组
('

例*

*0X

组

+

&&'

+

检验医学与临床
#&!'

年
"

月第
!"

卷第
(

期
!
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基金项目!南京市科技发展计划项目$
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作者简介$罗晓辉#女#在读硕士#主要从事高危型
b,W

与宫颈癌方面的研究)
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通讯作者#
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((

例*宫颈鳞癌组
(8

例&进行
b,W

基因分型)

$$'$/

!

免疫印迹
!

提取宫颈组织的胞浆蛋白#每个样本取

!&&

*

3

总蛋白上样)湿法电转移至硝酸纤维素膜后#室温封

闭
!

(

#H

#置于抗
b,W.#

单克隆抗体$购自
*DJJ1A

3

BGJAB

3

公

司&的稀释液中孵育
!H

)将膜放进抗小鼠
0

3

的二抗$购自美

国
*DJJ1A

3

BGJAB

3

公司&的稀释液室温孵育
!H

#显色液显色)

以
6A@>;GN

凝胶成像分析仪进行灰度扫描分析目的蛋白#相对

表达量用目的条带与内参
+

>GMFAB

灰度值的比值表示)

$$'$'

!

宫颈癌细胞凋亡检测
!

收集细胞制成细胞悬液#

,61

洗涤
#

次#调整细胞数为
(h!&

'

"

=/

)

(&&

(

!&&&I

"

=AB

离心

(=AB

#弃去培养液)用预冷
%Z

无菌的
,61

充分洗涤细胞两

次#用
#(&

*

/

结合缓冲液重新悬浮细胞)取
!&&

*

/

的细胞悬

液于
(=/

流式管中#加入
(

*

/)BBDSABW>Y0?*

和
!&

*

/#&

*

3

"

=/

的碘化丙啶溶液#混匀后室温下避光孵育
!&=AB

)加

入
%&&

*

/

结合缓冲液#流式细胞仪检测细胞凋亡情况)

$$'$1

!

宫颈癌细胞侵袭实验
!

细胞体外侵袭能力测定在重建

基底膜的
8

*

=

孔径的聚碳酯膜
FIGBELDJJ

小室中进行#用细胞

外基质
5GFIA

3

DJ

来模拟体内细胞外基质环境#从而考察细胞

穿透细胞外基质向外浸润和扩散的能力)

$$1

!

统计学处理
!

采用
1,11!9$&

软件对数据进行处理及统

计学分析#计量资料采用
J:E

表示#计数资料采用百分率表

示#三组资料经检验均属于正态分布资料#且具有方差齐性#组

间比较采用方差分析#运用
/1->@

检验进行进一步的两两比

较#以
!

$

&$&(

为差异有统计学意义)

/

!

结
!!

果

/$$

!

宫颈病变组织
b,W!'

*

!8

阳性率比较
!

基因芯片结果

显示#宫颈鳞癌组
b,W!'

*

!8

阳性率明显高于宫颈炎性组#差

异有统计学意义$

!

$

&$&!

&#而
*0X

组中
b,W!'

*

!8

阳性率与

宫颈炎性组比较#差异无统计学意义$

!

%

&$&(

&)见表
!

)

表
!

!

宫颈病变组织
b,W!'

+

!8

阳性率比较)

,

%

7

&*

组别
,

高危型

b,W!'

高危型

b,W!8

高危型

b,W!']!8

宫颈炎性组
(' !'

$

#8$'&

&

#

$

"$(2

&

!

$

!$28

&

*0X

组
(( !2

$

"&$9&

&

"

$

($%(

&

!

$

!$8!

&

宫颈鳞癌组
(8 %%

$

2($8&

&

"

8

$

!"$8&

&

"

"

$

($!2

&

"

!!

注!与宫颈炎性组比较#

"

!

$

&$&!

)

/$/

!

宫颈病变组织中高危型
b,W.#

蛋白的表达
!

宫颈鳞

癌组织中高危型
b,W.#

蛋白的相对含量较宫颈炎性组织明

显减少#差异有统计学意义$

!

$

&$&(

&%

*0X

组中高危型
b,W

.#

蛋白的相对含量与宫颈炎性组比较#差异无统计学意义

$

!

%

&$&(

&)见表
#

)

表
#

!

宫颈病变组织高危型
b,W.#

蛋白的表达水平%

J:E

&

组别
, .#

蛋白"
+

>GMFAB

灰度比值

宫颈炎性组
#& &$28(:&$&8"

*0X

组
#& &$'%%:&$&2(

宫颈鳞癌组
#& &$"&2:&$&(%

"

!!

注!与宫颈炎性组比较#

"

!

$

&$&(

)

/$'

!

宫颈癌细胞的凋亡和侵袭能力
!

与空载体组比较#

b,W

.#

质粒组宫颈癌细胞凋亡率明显增加#而宫颈癌细胞侵袭能

力明显下降#差异有统计学意义$

!

$

&$&(

&)见表
"

)

表
"

!

宫颈癌细胞的凋亡率和侵袭细胞数比较%

J:E

&

组别 凋亡率$

7

& 侵袭细胞数$

,

&

空载体组
!&$22:!$#& #"!$%#:!#$%(

b,W.#

载体组
#'$#':!$8%

"

9'$#":'$%(

"

!!

注!与空载体组比较#

"

!

$

&$&(

)

'

!

讨
!!

论

宫颈癌是女性生殖道最为常见的恶性肿瘤)据世界卫生

组织报道#中国宫颈癌发病率$

!%$'

"

!&

万&仅次于智利$

!($%

"

!&

万&#病死率位居全球第四位,

">%

-

)研究显示#持续性的高危

型
b,W

感染在正常宫颈细胞向宫颈上皮内瘤变及宫颈癌的

转化的过程中#发挥了重要作用,

(

-

)宫颈癌病例中
b,W

感染

率在
88$%7

(

99$27

#其中半数以上的宫颈癌与
b,W!'

感染

有关,

'

-

#其次是
!8

*

%(

*

"!

和
""

型,

2

-

)本研究结果发现#

(8

例

宫颈鳞癌组织中高危型
b,W

检出率
9%$2'7

#其中
b,W!'

型

阳性
%%

例$

2($87

&#

b,W!8

型阳性
8

例$

!"$87

&#均明显高

于宫颈炎性组#此结论与国内外相关研究结果是一致的,

8>9

-

)

且本研究发现
b,W!'

是本地区宫颈鳞癌患者的优势亚型#这

为本地区
b,W

疫苗的应用提供了重要的线索和依据)

b,W

基因组编码长控区$

/*;

&*早期区$

.

区&和晚期区

$

/

区&#其中
.

区编码早期蛋白
.!

*

.#

*

."

*

.%

*

.(

*

.'

*

.2

)

在高危
b,W

感染的细胞中#

.#

蛋白通过与
.'

*

.2

启动子上

特异的
-X)

识别序列相结合#进而下调病毒
.'

*

.2

癌基因的

转录#也可通过
O

("

和
O

;K

途径抑制细胞生长#诱导细胞凋

亡,

!&>!#

-

)本研究结果显示#成功转染高危型
b,W.#

质粒后

宫颈癌细胞凋亡率明显增加#而宫颈癌细胞侵袭能力明显下

降#该研究结果进一步证明高危型
b,W.#

蛋白能明显影响

宫颈癌细胞生物学的效应)

综上所述#

b,W!'.#

蛋白在体外具有促进细胞凋亡的

能力#

b,W.#

有望成为清除
b,W

感染#为宫颈癌的防治提供

了广阔的应用前景)
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$$1

!

观察指标
!

观察两组胎儿
<)

及
5*)

的阻力
;0

*

,0

*

1

"

-

的差别)

$$2

!

统计学处理
!

采用
1,11!2$&

软件对数据进行处理及统

计学分析#计量资料采用
J:E

表示#组间比较采用
@

检验)以

'

\&$&(

为检验水准#

!

$

&$&(

为差异有统计学意义)

/

!

结
!!

果

与健康孕妇组相比#宫内窘迫组胎儿
<)

的
;0

*

,0

*

1

"

-

数值明显增高#而
5*)

各血流频谱指标明显下降#差异均有

统计学意义$

!

$

&$&(

&)见表
!

)

表
!

!

两组胎儿
<)

+

5)*

各血流频谱指标比较%

J:E

&

组别
,

<)

;0 ,0 1

"

-

5)*

;0 ,0 1

"

-

健康孕妇组
"( &$2!:&$&2 !$&":&$%( #$(!:&$!9 &$2#:&$&' !$99:&$!# %$(":&$"!

宫内窘迫组
!! &$8#:&$!"

"

!$9(:&$&2

"

"$((:&$#'

"

&$((:&$&"

"

!$%8:&$#"

"

"$%#:&$#&

"

!!

注!与健康孕妇组比较#

"

!

$

&$&(

)

'

!

讨
!!

论

中晚期妊娠时胎儿发生宫内窘迫是导致胎儿死亡的主要

原因之一#量化缺氧胎儿监测的客观指标有助于提高围产期质

量)胎儿
<)

受终末血管阻力和心肌收缩力影响较大)当外

周阻力减小时#多普勒频谱表现为舒张期血流持续存在#反之#

当外周阻力增大时#表现为舒张期出现负性血流或血流消失)

正常妊娠中晚期呈.局部血量多*血管阻力小/的特点#当某些

病理因素导致胎盘绒毛血管狭窄进而造成
<)

舒张末期血流

量减少#导致
<)

外周阻力增高)故检测其血流频谱的改变可

反映胎盘及胎儿的缺氧缺血性改变)本研究健康妊娠组
;0

值

为$

&$2!:&$&2

&#

,0

值为$

!$&":&$%(

&#

1

"

-

值为$

#$(!:

&$!9

&)而高危组
;0

值为$

&$8#:&$!"

&#

,0

值为$

!$&":

&$%(

&#

1

"

-

值为$

!$9(:&$&2

&#宫内窘迫组各血流
;0

明显高

于健康孕妇组#和相关文献报道一致,

%

-

)但是影响
<)

血流参

数的因素很多#如母体胎盘的血流异常也会引起
<)

舒张末期

血流量减少的情况#单纯检测
<)

相关参数可能造成假阳性结

果,

(>'

-

)当胎儿发生宫内窘迫时#胎儿机体为适应缺氧的病理

改变而出现血流重新分配的情况#此时胎儿
5*)

管径增粗#

血流量增多#血流阻力下降)而
5*)

血流阻力可直接反映胎

儿颅内血管的阻力#其敏感性较高)有研究显示#当胎儿
5*)

的
,0

$

!$'

*

1

"

-

$

%

即可判断宫内缺氧的存在#联合检测胎儿

<)

*孕妇子宫动脉的血流参数有助于提高诊断的准确率,

2

-

)

本研究中宫内窘迫组
;0

*

,0

*

1

"

-

明显低于健康孕妇组)

本研究通过检测胎儿
<)

*

5*)

的
;0

*

,0

*

1

"

-

来预测患

儿宫内窘迫的存在方法具有无创伤*可重复*指标客观敏感*费

用低等优点#可尽早发现异常并及时诊断和防治#对降低胎儿

宫内窘迫及围生儿病死率具有一定的临床价值)研究过程中

发现#在此基础上联合检测孕妇子宫动脉是否有舒张早期切

迹#将更加有助于综合评价胎儿
>

胎盘*子宫
>

胎盘血流灌注情

况#可进一步提高超声多普勒用于诊断胎儿宫内窘迫的准确

率#此项研究将在以后的工作中进一步得到验证,
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