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HPv 病毒El 蛋白多克隆抗体制备及

在宫颈上皮病变检测的运用
张爱英 沈 棋 龚一蕾 侯 琳 张 波

(北京大学医学部病理学系 北京 1(洲晚日)

摘要 目的 :研制人乳头瘤病毒(】丑
】v)El 蛋白杭体

,

并运用 于组织病理学免疫组织化学检测
。

方法 : 通过基因重组
、

原核表

达并纯化 HPV EI 蛋白片段 ; 经免疲兔制备多克隆杭体
,

并经免疫印迹及基因转染鉴定特异性 ;免延组织化学法检测 13 例宫颐病

变中 E l蛋白
,

经原位杂交脸证
。

结果 : 将 PCR 扩增的 El 蛋白保守功 能城 (第 362
一

456 aa )基因片断重组于原核表达载体 pEK
-

31 8 的 6 x

His 标签下游
,

经诱导表达和亲合层析
,

纯化出 14 切 巧
: 一 El 蛋白

。

制备的多克隆血清经免疚印迷法检浏 显示不仅可

与 Hi
s 一 E l蛋白结合

,

也与 H e
肠 细胞内源性及基因转染表达的天然 El 蛋白反应

。

运用免疚血清检侧 7 例宫预 尖锐漫疵和 6 例

宫预上皮 内瘤病(CIN )m 级病例显示
: 7 例宫预 尖锐湿沈 6 例为 阳性染色

,

阳性反应主要分布于病灶中挖空细胞的胞核
。

同时 6

例 CP月11 级病变全部阳性
,

着色主要为非典型增生蜂状上皮细胞核
。

为了确定上述病例中El 蛋白免疫组化检浏 的准确性
,

运用

原位杂交法进行了验证
。

结果显示
: 7 例宫颐尖锐湿沈均为 川那6 / 11 型杂交阳性

,

6 例 CIN lll 级病变全部为 l护V 16 型杂交阳性
,

显色部位与免疚组化基本一致
。

结论 : 本研究结果显示研制的 HPV EI 蛋白抗体可以用于病理组织学】开V 病毒检浏
。

关健词 :人乳头瘤病毒 ;杭体 ;免疚组化 ; 原位杂交
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前言

人乳头瘤病毒(hUn 助 钾p山朋Ia vi lus
,

壬护v)是一种双链的

小 DNA 病毒
,

可感染全身皮肤和粘膜
,

引起皮肤和粘膜的良恶

性病变
,

尤其与宫颈癌
、

宫颈尖锐湿洗病变密切相关
。

1任份 目

前已发现并鉴定出 2印多种亚型
,

依据其致癌性分类为低危型

和高危型
。

前者主要包括 1开咐 6
、
1 1

、

42 等亚型
,

一般引起尖锐

湿扰或低级别鳞状上皮内瘤病(CIN I级 )
,

而高危型主要包括

班叮 16
、

18
、

58 等亚型
,

通常导致高级别鳞状上皮内瘤病(C】N

n 或 m 级)
,

其中 】护V 16
、

18 可以在绝大多数宫颈癌中发现
。

另外
,

部分上呼吸道癌和肺癌也与班呀 的感染有关
。

1护v l6
、

18 的 巧
、

E7 基因已证实为具有癌基因的作用〔
’一 5】

。

由于 H pV 感染的普遍性以及与宫颈上皮病变的密切关 系
,

1开叮 的检测已成为临床的常规项 目
。

1开份难于用传统的病毒

作者简介
:
张爱英

,

女
,

北京大学医学部病理系硕士
。

研究方向
:
肿瘤分子生物学 E 一

耐1: 出即翻户
n g @ y汕
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ne t

(收稿日期
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以
一 ro 接受日期
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培养及血清学技术检测
,

因此主要实验诊断为核酸杂交
。

尽

管抗 HPV 编码蛋白抗体已商品化
,

但病理免疫组织化学实际

的检测效果不尽理想
。

本研究通过开发抗班脚下1 蛋白抗体并运用于病理免疫组

织化学
,

丰富了 1于 V 病毒的组织学检测
。

1 材料与方法

1
.

1 免疫血清制备

设计并合成引物 HP I(5
’ 一 g aa tt Ct 段男CC 恤, taa t邵加 一 3

’

)
,

扭佗 (5
’ 一 段笋全

~
峻”往

甘旧C te tac a c 一 3
’

) (l任即 16
: 195 0 一 2 230

nt)
,

将 l任份 16 为摸板经PC R 扩增
,

产物经纯化并克隆于 丙EM

一 T 载体
,
D NA 测序鉴定

。

酶切克隆 1护V 片 断 (D , 川 和

Ban 迁11 )并重组于原核表达载体 pEK
一 3 18

。

转化 xL
一 BLUE 大

肠杆菌
,

于对数生长中期加人 乎代; 诱导表达
,

以 Ni 一 y 队 亲

合层析纯化蛋白
。

取 lmg 蛋白
,

加等体积完全弗氏佐剂乳化

后
,

免疫新西兰大白兔
。

加强免疫
、

效价测定
、

血清收集按文

献[ 6 ]
。

1
.

2 免疫印迹检测
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SDs 一 到‘E 电泳
、

凝胶转移按文献[0]
。

硝酸纤维素膜上
,

经脱脂奶粉封闭后
,

用制备兔血清(l
: 1(XX 】)37 ℃ 1 小时结合

。

lx 磷酸缓冲液洗涤后
,

生物素化羊抗兔够(l
二5以〕)室温 1 小

时
,

加链卵白素 一碱性磷酸酶(1 : 5(X) )室温 1 小时结合
,

NBT -

BCIP 显色
。

免疫前兔血清作对照
。

1
.

3 甚因转染

含班份6
、

16 型病毒全基因组质粒经饭
一 20 (巧加甲 公

司
,

美国)转染试剂盒转染人 H七助细胞
,

按指南进行
。

转染 48

小时后
,

提取细胞全蛋白 [6]
。

1
.

4 免疫组织化学

组织切片依次经二甲苯脱蜡
、

酒精水化
、

过氧化氢清除内

源性过氧化物酶的活性
,

微波抗原修复
、

血清封闭非特异结合

位点
,

滴加一抗(1 :3以))4℃ 过夜
,

洗涤
,

加 U刀团幻啊抗兔抗体
,

DA B 显色
,

苏木精复染
、

中性树胶封片
。

1
.

5 探针标记

将含有 班, 6
、

16 型基因组的声哪质粒 B田 11H I酶切线性

化后
,

按体外转录法标记生物素[0]
。

1
.

6 原位杂交

组织切片经二甲苯脱蜡
、

乙醇水化后
,

微波 95 ℃ 20 分钟
,

卯%冰乙醇脱水
,

滴加杂交液加川
,

人 42 ℃温浴 1 小时
。

经过

洗涤后
,

加链卵白素 一 碱性磷酸酶 (1
: 5(X) )室温 20 分后

,

N BT

一 BCIP 显色
,

甲基绿复染
,

明胶封片
。

2 结果

2
.

1 抗 】于V 病毒 El 蛋白多克隆抗体制备

为了制备 E1 蛋白免疫原
,

用 PCR 法扩增编码 El 蛋白保

守功能域(1085
一 1367 nt

,

362
一 45 6 aa )约 282 饰 基因片断

,

并

重组于原核表达载体 pEK 一 3 18 的 6 x 组氨酸标签下游
,

重组

质粒经酶切鉴定(图 l) 正确
。

转化大肠杆菌后经 】P】1; 诱导和

Ni 一 N l
,

A 亲合层析
,

纯化出带有多聚组氨酸约 14 kD I任叩 El

蛋白(图 2 )
。

二1 1 2 3 4 班2

5 00b P

20 0bP ~

图 1 p E K 一 31 8 一 HFv 悦 贡组质粒电泳鉴定
。

MaP 1 Th
e

二佣由in 月们t D NA v e c to r

~ d et ec t曰 妙日即饥材
】

~
s

Ml
: 100 饰 DN A M. 玉er ;沁

: 义幻娜 D NA M曰rk er

l : D图租 和 B即Jll酶切后的 p EK 一 3 18 一 FFv 重组质粒

卜 仆
e

阴山in旧目t DNA v 。改or p E K 一 31 8 一 HP V is cut UP 认th 似州oti m 改
-

材 n姆 丘
。IU an d a叨1

111
3 :

Eco lu 和 比nd lll 酶切后的 pE K 一 3 18 一

HP v 重组质粒

3: 肠
e
目nb in an t

DN A , eC tar pEK
一 31 8 一 FPV 18 cu t 印 衍th 心tri cti m 即

-

叼爪祀 及
。m . ld H ind m

2
.

2 :

未酶切 pEK
一 3 18 重组质粒

2. 2 Th
e 以川山远叨t D NA vec tor PEK 一 31 8

以纯化蛋 白免疫新西兰大白兔后
,

制备出免疫血清
。

W喊e m BI而飞法检测显示血清可与 荃任, El 蛋白片断相结合

(图 3)
。

并且
,

通过转染 印脚6 和 16 型病毒基因组于 H e l』 细

胞发现
,

免疫血清可与 F比肠 细胞内源性表达的天然 El 蛋白

(约 68 kD )反应
,

而转染细胞则出现 El 蛋白表达增高(图 4)
。

侧翰化蛋白

图 2 比。一 E1 蛋白经 Ni 一 NI,A 金属亲和层析法纯化
。

纯化获得的蛋白

经免疫印迹法鉴定
。

MaP Z 仆
e fu si . pm tein 川。 一

El ~
协亩曰 杭th Ni eh日川曰 汕而ity

eh

~
加, 帅y翩洲

. 」诫出 醉elu ti . 山d

~
鸣 峨改 S璐

一 PA G E
.

F : 蛋白 M . 击er

M :

巧劝d
n M. 惫er

l
、
2 :
纯化 比

。一 E I蛋白

l
,

2 :

氏助in H is 一 EI

图 3 :
免疫印方法迹检翻制备的多克隆抗 HPV E I血清
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。

州州田司朋石卜‘ es
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2 : n 句tein E
.

e d i
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2 宫颐上皮病变 HPV 病毒免疫组织化学检测

运用免疫血清检测 7 例宫颈尖锐湿优和 6 例宫颈上皮内

瘤病 (CIN )m 级病例显示
: 7 例宫颈尖锐湿疵 6 例为阳性染色

,

阳性反应主要分布于尖锐湿疵中上层细胞核
,

尤其是挖空细

胞的细胞核(图 SA)
。

6 例 CIN lll 级病变全部阳性
,

着色主要为

非典型增生鳞状上皮细胞核
,

分布为中上层鳞状上皮细胞(图

SB )(结果见表 1)
。

圈 4 运用抗 HPV 一 E1 蛋白多克隆血清免咬印迹方法检侧 HFV 转染

H e压细胞 El 蛋白

M即 4 1抽 p以d n E l J H e
La ~ dd ec t曰 咖th the 州yc l国目朋‘卜司ies

~
场 从飞, e万山】d 6 n g

M :

蛋白质 M田未er ;

M : R m 比in Ma殊er

l : HPv6转染 Hd 月
细胞

1 : He l五倪U w a旧 廿田想几d ed 杭th tlle veC tor J PE K 一 3 18 HPV 6

2 : H pvl6 转染 H日五细胞

2 : Hel a ce ll w 日日 切浏嫉对日 衍th t卜e ve Ct or J PEK 一 3 18 HP V 16

3 : H e压细胞

3 : H e加 沈11

图 5 宫颐上皮病变的免痊组化检侧和原位杂交检侧
。

M即 5 1.

~
喇目以山。‘司 词 玩 aito hy蹦山颐 , (翩 ) 加山画q 田,

~
u肚妇 to d e teC t HFV in o e r刃c l函

。朋

人 :
尖锐湿沈免疫组化

A
:

I

~
n 山ist 倪卜。们i闪 .忱hn i甲 le

~
u
叭】to d d e c t HF V p刚 d n in

c
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~B: a N m 级免疫组化

B : l
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a M n tissu es by x闷yel翻目即曰如山es

~C :
尖锐湿沈 扭W 6 杂交

C : In 碗加 h洲d i胜面. (】sH ) .以击‘, 犯 .
u即d to 山, 即t HP v6

一 D NA

in 以川刃~ ~ nata
石

~ by 扣脚 6 p攻6 图
.

D : CINll l级 HP V 16杂交

D : In 滋tu 勿城di洒 . (ISH) 仍曲“甲犯 ~
u

刻 to de teC t HP v l6 一 DN 人

in CINlll ti别es by HP V 16 P吐脚
.

表 1 宫颐上皮病变免疫组化与原位杂交比较

1钊日e l the 二 ,如10 J in 颐tu h沙ri di zati . 助d i

~
山ist och em i司 汹ni 明 in

~
。 Ies i.

病例数 免疫组化 原位杂交

】护杨 HPV 16

C困

尖锐湿沈

0 0 6

2
.

3 宫颐上皮病变 l于 V 病毒原位杂交检测

为了确定上述病例中 El 蛋白免疫组化检测的准确性
,

运

用原位杂交法进行了验证
。

结果显示
: 7 例宫颈尖锐湿优均为

印W 6 /l 1 型杂交阳性
,

主要分布于尖锐湿疵病变中的挖空细

胞的胞核 (图 SC)
。

6 例 CINll 】级病变全部为 1护V 16 型杂交阳

性
,

见于非典型增生细胞的胞核(图 SD)
。

3 讨论

1丑〕V 具有严格的宿主和组织特异性
,

主要存在于人和动

物的皮肤
、

粘膜的上皮细胞
。

病毒进人易感宿主活的细胞后
,

(下转第 20 页 )
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由上述分析可以看出
,

温度 Tl 和 飞的分布曲线都是高斯

曲线
,

且均质组织表面温度分布与内部热源深度存在着一定
的关系

。

通过式(2 一 10) 可以看出
,

由均质组织表面温度分布
可获得内部热源大小及热源深度的相关信息

,

从而为确定人

体复杂条件下体表温度分布与体内热源间的关系提供了一定
的理论基础

,

进一步促进现有医用红外热像技术的发展和诊

断准确性的提高
。

4 结论

本文基于生物传热学理论推导出了均质组织中表面温度

分布与内部热源之间的关系
,

由此可从组织表面的温度分布

获得内部热源的相关信息
。

但在上述的模拟和分析中
,

只考

虑了单点热源的作用
,

且并未涉及到血液灌注对传热的影响
,

而这与真实人体有很大的区别
。

该初步的结论验证了体表温

度分布与体内热源之间存在着某种关系
。

在这基础上
,

多热

源和各向异质组织等复杂条件下体表温度分布与体内热源间

的关系将在以后进一步研究讨论
。
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借助于宿主细胞为其提供的原料能量和酶类等必要条件
,

以

自我复制的方式合成子代病毒的核酸和蛋白质
,

装配成完整

病毒顺粒并释放到细胞外
。

进人其他细胞再复制
,

反复进行
。

班岑的复制和繁殖使宿主细胞发生细胞周期紊乱
,

迅速分裂

并消耗受损
,

产生增殖性损伤
,

表现为统状增生
,

以至细胞癌

变〔’
·

3〕
。

Erv EI 蛋白为病毒 DNA 复制起关键作用
,

通过与宿

主多种蛋白作用而诱导病毒 DNA 合成[,]
。

因此
,

本研究选择
E l蛋白作为检测的靶点

,

其表达的存在可以反应病毒是否处

于活跃的增殖状态
。

同时
,

El 蛋白在各型之间存在高度保守

性
,

其检测具有广谱性
,

可很好地与 PCR 或原位杂交的分型相

结合 [,
,

5 ]
。

在抗体的鉴定中
,

制备免疫血清不仅可以与免疫原的部

份 El 蛋白相结合
,

也可与 He la 细胞内源性或转基因表达的

全长(约 68 kD )天然 El 蛋白反应
,

表明了制备抗体的结合能

力和特异性
。

免疫组化显示在尖锐湿优
、

CIN I级等病变
,

阳性细胞主

要为挖空细胞或具有非典型增生细胞的胞核
,

与原位杂交结

果一致
。

但免疫组化阳性细胞较原位杂交略多
,

可能部分感

染细胞由于病毒拷贝低而原位杂交呈阴性
。

I开甲病毒引起的生殖器官疾病已成为目前主要的性传播
疾病

,

尤其是宫颈癌的发病率和死亡率方面在女性是仅次于

乳腺癌的最常见的肿瘤
。

因此汪
月

护V 病毒的检测对于性传播

疾病和宫颈癌前病变的早期诊断和治疗具有重要的意义
。

本

研究的结果将有助于这些疾病的早期防治
。

参 考 文 献

〔l] 俪酬灿 MS
,

画而. LA
.

阳如卿画
。 J h山nan 脚11】“m 南

~
in

山肠, 即石西明 喇山成a[ J]
.

Mi 口山id M日 Bi d
,

2以其
,

68
:肠2 一刃2

〔2」 伪. in g s
,

M也堪尽 K
.

MeC坛“ . ‘ 俘”翻. 。 示的‘lity in h口姗

~
: i俪户t8 丘口n 曲目ies 袱th h 山脚

, 户甲川优山南Iu8 0r 目甲心d ns

〔J〕
.

Int C .

~
,
2以又

,

1的
: 157 一 l欣

【3] Stol er MH厂n 此 访心卿 J

~ 司
n印泌画

。: an Hry 一

~
川目 一

li , 朋叮〔J]
.

。明吐
,

2以”
,

9 : 3印
一

367
〔4〕 凡卜

~
n F

,

切而. LA
.

H

~ 呷m 份. 丽扣。曰盯酬 ing 山‘旧
1‘

-

‘ng 咖山山日 优U日 for 耐 i, an t 切川苗团网‘田【J]
.

伪叫卿
e ,

么刃3
,

刀 : 5 20 1 一 52 07

〔5〕 阮司耐 K
,

ol 加记0 币 T
,

K
~

1把r G
,

d 以
.

ld 团曲画. ‘酬y pn 卜

‘ns of 此 卜功1
助 户甲山

~
vi

~
饥犯 16 (HPv 16 ) . 日 t”姆 18

(HPV 18 ) in Ce 州司 ~
i

~
此115 〔Jl

.

EM加
,

l佣 7
,

6 : 139
一 144

〔6 ] 萨姆布鲁克 J
,

弗里奇 GF
,

曼尼阿蒂斯 T
,

著
.

分子克隆实验指南

〔M〕
.

金冬雁
,

黎孟枫译
.

第二版
.

北京
:
科学出版社

,

1兜9 : 8 16 -

8肠

【7〕 腼 S
,

””m er L
,

场
tz M

,

M配户~
P

,

et d
.

仙州断硒二 ‘
。
68

一 苟】侧园腼 知d 改 们P 一 Bi 诫鸣 氏明户叩魄认 D”闭曰 by 压州ne

P叩m

~ nJ8 1
,

孵 l〔J]
.

vi YDI叨
,

19男)
,

醉
:又为3 一 51 仍


