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研究川渝地区人乳头瘤病毒"
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亚型
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和
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基因多态性!为相关探针和疫苗设计提供基础数据'方

法
!

用
#48

方法扩增
Q#U>**

阳性样品中
Q#U>**V+

和
V,

基因!测序并与
6D&D&L'&_

中常用参考序列进行对比!分析突变位

点'结果
!

和参考序列相比!本地区
Q#U>**V+

突变率为
0/-3?:

"

.+
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;9

&'在
;9

例样品中!共发现单核苷酸突变
,/

个!其中非

同义突变
9

个!同义突变
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个'本地区
Q#U>**V,

突变率为
+//-//:
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&'在
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例样品中!共发现单核苷酸突变
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个!其

中非同义突变
0

个!同义突变
;

个'结论
!

川渝地区
Q#U>**V+

和
V,

基因多态性具有自己的特点!疫苗和探针设计时需要因地

制宜提高效率和准确率'
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宫颈癌是女性中最常见的癌症之一#每年约有五十万宫颈

癌新增病例#并导致超过
,;

万人死亡#人类乳头瘤病毒

$

Q#U

&是引起宫颈癌的主因'

+>,

(

)根据
Q#U

不同亚型的致癌

性#将
Q#U

分为高危和低危两种#世界范围内最常见的高危

型是
Q#U>+3
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)感染
Q#U

的女性患

宫颈癌的概率是未感染
Q#U

妇女的
;/

倍'

.

(

)

Q#U

的基因

组被包裹在主要衣壳蛋白
V+

和次要衣壳蛋白
V,

组成的衣壳

内'

*

(

)

V+

蛋白和
V,

蛋白可以组装为病毒样颗粒$

UV#H

&#在

疫苗设计上具有重要意义)

Q#U

亚型及其变异位点的分布具

有人种和地域性差异#在不同人种和地区均存在一定数量的病

毒变异株'

,

#

;

(

)这些变异可能导致病毒功能区氨基酸的变化#

影响蛋白质结构#与病毒的持续感染等相关#增加再次感染和

从免疫系统逃逸的概率)在世界范围内
Q#U>**

导致了
;:

的宫颈癌#但在亚洲地区
Q#U>**

流行率极高#特别是在中国#

尤其需要重视'

,

#
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(

)国内对
Q#U>**

研究很少#本文将讨论在

川渝地区
Q#U>**V+

和
V,

的多态性及其对疫苗和探针设计

可能带来的影响#为
Q#U>**

的防治提供分子依据)
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资料与方法
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!

一般资料
!
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年
+

月
+

日至
,/+;

年
+

月
+

日#共收集

Q#U>**

阳性宫颈上皮细胞标本
+//

例)标本主要通过重庆

市第四人民医院-成都安琪儿妇产医院-四川生殖专科医院等

联合采集)标本采集前征得患者的知情同意#严格保护患者的

隐私)
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仪器与试剂
!

包括
#48

扩增仪$杭州朗基科学仪器有限

公司&#

6"6>,///

核酸"蛋白凝胶图像分析系统$珠海黑马医学

仪器有限公司&#人乳头瘤病毒基因分型$

,*

型&检测试剂盒

$亚能生物技术有限公司&#

#JI$17

聚合酶$生工生物工程有

限公司&)
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方法
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引物设计
!

引物设计参考序列为
6D&L'&_

!
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#见表
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Q#U>**V+

&

V,#48

引物设计

开放阅读框 引物名称 起止位置 引物序列 退火温度$

^

&

**V+ Q#U**V++Y ;.39 ;s>7@@@6@@44@7@@@4644@>*s ;.

Q#U**V++8 3*99 ;s>476444@7@@7777776@6@4>*s ;.

Q#U**V+,Y 3,0+ ;s>476@747@64777@7@44767@@7>*s ;.

Q#U**V+,8 0+9* ;s>747@7474777777477747747>*s ;.

**V, Q#U**V,+Y .++3 ;s>64747@66@66@6@@@@774>*s ;.

Q#U**V,+8 ;/;/ ;s>76@766@47676766@>*s ;.

Q#U**V,*Y .9*. ;s>77@6@7747@4776474644>*s ;;

Q#U**V,*8 ;9,0 ;s>@7774667444@77777444>*s ;;
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Q#U$17

提取
!

按照人乳头瘤病毒基因分型$
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型&检测试剂盒说明书提取
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扩增条件!
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预变性
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变性
.;H

#退火$因引物不

同退火温度不同&

*/H

#

0,^

延伸
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#共
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个循环%最后
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&用
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琼脂糖凝胶电泳鉴定
#48

产物#产物由

生工生物工程有限公司测序)
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统计学处理
!

用
$17271

软件与参考序列$

6D&L'&_

!

2+,0*,-+

&进行对比分析#所有序列均进行一次验证测序以保

证准确)用
2W67;-/

构建
V+

和
V,

基因进化树)

Q#U>**

V+

和
V,

蛋白二级结构用在线生物信息学软件
#"Z#CDK

进行

预测)
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结
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果

因为部分样品中
Q#U>**

病毒拷贝数太低#共成功获得了
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例
Q#U>**V+

和
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测序结果)
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结果分析
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和参考序列相比#本地区
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突变率为
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结果分析
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和参考序列相比#本地区
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突变率为
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苷酸突变
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个#其中非同义突变
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个#同义突变
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宫颈癌每年新增病例约为
;/

万#并导致超过
,;

万人死

亡#其中
9/:

的宫颈癌病例都是发生在发展中国家#高危型

Q#U

持续感染是引发宫颈癌的主因'

0

(

)目前
Q#U

疫苗只能

针对
Q#U>+3

和
Q#U>+9

两种高危型进行预防#这显然是不够

的#针对
Q#U>*+

-
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和
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这几种世界范围内常见高危

型
Q#U

疫苗的研究迫在眉睫'

*
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)相比其他地区#在中国常见

高危亚型
Q#U>**
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和
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尤其需要重视'
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Q#U

突变分

布具有地域性差异#基因突变#会导致疫苗型内保护减弱#影响

疫苗的效率#所以研究本地区
Q#U>**

基因多态性对疫苗设计

具有重要意义'
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(
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Q#U>**

病毒株按照同源性被分为
,

个病毒谱系
7

和

!

'

?

(

)在本研究中#所有
;9

株
Q#U>**V+

基因序列都属于
7

谱系#其中
?+-*9:

$
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&株属于
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%所有
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株
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基因序列都属于
7

谱系#其中
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&株属于
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)在亚洲

地区以及世界地区对
Q#U>**W3

和
W0

基因进行了同源性分

析#发现
Q#U>**W3

和
W0

在
7+

和
7,

中分布相距不远'
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(

)

本地绝大多数
Q#U>**V+

和
V,

基因序列均属于
7+

谱系#与

其研究结果有有所差异#说明本地
Q#U>**V+

和
V,

的多态性

具有地域性特点)

V+

基因编码
Q#U

的主要衣壳蛋白#

V+

和
V,

蛋白组装成

的
UV#H

可以诱导产生中和抗体#具有保护作用'

*

#
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(

)

V+>

UV#H

是目前针对特殊型别疫苗的靶标#

V+>UV#H

一般只能预

防某一针对性的
Q#U

亚型#不具备或者只具备较弱的不同亚

型之间的交叉保护作用'

*

(

)因为
V+>UV#H

疫苗昂贵的价格#

以及其只能针对某一型别
Q#U

对接种者提供良好的保护#

Q#UV,

被发现是非常具有潜力的
Q#U

防御性疫苗的靶标)

目前已经确定的几乎所有
V+>UV#H

构象表位都是在
!4

-

$W

-

WY

-

Y6

#和
QZ

这
;

个环上'
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)突变
6..*97

$
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&发生

在
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环上%突变
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$
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$
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&发生在

$W

环上%突变
43*?/7

$

@,33[

&和
63*?37

$

6,39W

&发生在

Y6

环上)当以
Q#U>**V+

为靶标设计疫苗时#上述位点都必

须要纳入考虑)

V,

基因编码
Q#U

的次要衣壳蛋白#

Q#UV,1

端含有可

以诱导产生交叉防御效果的+交叉中和抗原表位,#

V,

蛋白

3?

!

9/

和
+/9

!

+,/

位氨基酸非常保守而且在诱导产生交叉

防御中和抗体上具有极其重要的作用'

*

(

)突变
6..*97

$

$001

&发生在
Q#U>**V,

的
3?

!

9/

位氨基酸之间)

V,

蛋

白
**

!
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!

9.

-
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+,+

!

+./

位氨基酸包含非中

和抗体抗原表位#突变
6..*97

$

$001

&发生在
Q#U>**V,

的

0*

!

9.

位氨基酸之间)在以
Q#U>**V,

为靶标设计疫苗时#

6..*97

$

$001

&将是必须考虑的一个重要位点)

Q#UV+

具有高度保守性#是作为
Q#U$17

临床检测探

针的良好靶标)本研究中发现#在
Q#U>**V+

中最常见的突

变位 点 包 括
4;03/7

-

6;??/7

-

43*?/7

-

@3.094

-

@33+*4

-

7333.6

-

W7330*6

和
730.94

)在临床探针的设计上#为了尽

可能提高探针的准确率#需要综合考虑这些常见的突变位点)

本研究所报道突变位点对蛋白的影响还需要进一步研究)

本研究的结果可以为本地区
Q#U>**

疫苗设计-探针设计提供

基础数据#为
Q#U

的预防和治疗提供参考)
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