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в статье рассмотрены методы определения вируса папилломы человека (вПЧ) в опухолевой и прилежа-
щей (морфологически неизмененной) ткани больных плоскоклеточным раком гортани (ПРг) в аспекте ви-
русного патогенеза. Проведена сравнительная оценка принципов и техники детекции вПЧ. Рассмотрены 
преимущества и недостатки методов его определения. Обосновано применение подходов к определению 
ДнК и онкопротеинов Е6—Е7 вПЧ. Приведены результаты собственных исследований по качественному и 
количественному выявлению вПЧ в опухолевой и прилежащей ткани больных ПРг, выполненных на ком-
мерческих тест-системах АмплиСенс вПЧ вКР скрин-титр-Fl и АмплиСенс вПЧ вКР генотип-Fl. на основе 
полученных данных разработан алгоритм определения вПЧ в образцах опухолевой ткани больных ПРг. 
на обсуждение вынесен вопрос о необходимости типирования вПЧ-позитивных образцов ткани с низкой 
концентрацией ДнК вПЧ.
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The article describes methods for the human papillomavirus (hPV) detection in tumor and adjacent (morphologically 
intact) tissues of patients with laryngeal squamous cell carcinoma (lssc) in terms of viral pathogenesis. 
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Введение
Для построения корректного дизайна исследования по 

определению вируса папилломы человека (ВПЧ) в образцах 
опухолевой и прилежащей ткани необходимо иметь четкое 

представление о целях проводимой работы: планируем ли 
решить задачи исключительно научного/фундаментального 
или клинического аспекта. Последнее подразумевает не толь-
ко констатацию факта наличия — отсутствия ДНК ВПЧ у па-
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Для количественного определения ВПЧ параллельно с по-
становкой ПЦР с ДНК образца ткани ставится реакция ам-
плификации с ДНК-калибраторами — образцами с извест-
ной концентрацией ДНК ВПЧ, выстраивается калибровочная 
кривая, по которой определяется концентрация ДНК вируса 
в образцах. Концентрация ДНК вируса в свою очередь нор-
мируется по концентрации геномной ДНК [1].

Набор АмплиСенс ВПЧ ВКР генотип-FL применяется 
для одновременной амплификации участка гена Е6 ВПЧ и 
участка β-глобинового гена. Данный набор обладает боль-
шей специфичностью по сравнению с АмплиСенс ВПЧ ВКР 
скрин-титр-FL, что обусловлено использованием разных ти-
пов праймеров: в наборе АмплиСенс скрин — вырожденных 
праймеров, тогда как в АмплиСенс генотип — типоспеци-
фичных. Каждый тип ВПЧ регистрируется на специфиче-
ском канале флюоресценции, что позволяет определить ге-
нотип ВПЧ.

Несмотря на отработанные условия протоколов набо-
ров АмплиСенс, сотрудники лаборатории онковирусологии 
Томского НИИ онкологии столкнулись с проблемой потери 
данных, или гиподиагностикой, что, вероятно, обусловлено 
спецификой анализируемых образцов ткани — низкой кон-
центрацией ДНК ВПЧ. Это обстоятельство продиктовало не-
обходимость разработки алгоритма оценки и интерпретации 
данных, полученных при изучении образцов опухолевой и 
прилежащей ткани, полученных от больных ПРГ.

На первом этапе исследования определена чувствитель-
ность набора АмплиСенс ВПЧ ВКР скрин-титр FL с исполь-
зованием в качестве ДНК-матрицы плазмидной ДНК ВПЧ с 
известным количеством копий (от 10 до 5000). Каждая ре-
акция ставится пятикратно (табл. 1). Результат стабильно 
(100%) воспроизводился при наличии 50 и более копий плаз-
мидной ДНК вируса на реакцию по всем каналам флюорес-
ценции. При количестве 10 копий на реакцию эффективность 
детекции варьировала в зависимости от канала флюоресцен-
ции. Наибольшее число позитивных результатов получено 
по каналу Green (внутренний контроль) — 80%, минималь-
ное (40%) — по каналу Orange.

Вследствие методических особенностей провести провер-
ку для определения уровня чувствительности набора Ампли-
Сенс ВПЧ ВКР генотип-FL не представилось возможным.

Для верификации результатов и типирования ВПЧ была 
проведена реакция амплификации с набором АмплиСенс 
ВПЧ ВКР генотип-FL. Образцы ткани, определенные набо-
ром АмплиСенс ВПЧ ВКР скрин-титр-FL как вируспозитив-
ные, но в которых тип вируса не был определен с помощью 
набора АмплиСенс ВПЧ ВКР генотип-FL, считали вирусне-
гативными. Результат был подтвержден лишь в 49% (25/51) 
ВПЧ-позитивных случаев (табл. 2).

На втором этапе исследования были проанализированы 
образцы опухолевой и прилежащей ткани, полученные от 
больных ПРГ, при помощи набора АмплиСенс ВПЧ ВКР 
скрин-титр-FL.

С учетом специфики локализации и уровня чувствитель-
ности метода была выбрана тактика постановки реакции в 
триплете. Проанализировано 200 образцов ткани (100/100 — 
опухолевая/прилежащая ткань). Вируспозитивными по набо-
ру АмплиСенс ВПЧ ВКР скрин-титр-FL считали реакции с 
детекцией сигнала как минимум в одной из трех пробирок 
триплета (см. табл. 2). Во всех случаях детекции сигнала в 
одной из трех пробирок триплета было отмечено незначи-
тельное содержание вирусных частиц: около 380 копий (от 
1 до 12 500 — рассчитано эмпирически) ДНК вируса на 106 
клеток. ДНК ВПЧ была обнаружена в 25,5% случаев (51/200 
с набором АмплиСенс ВПЧ ВКР скрин-титр-FL) и подтверж-
дена в 17,5% случаев (35/200 с набором АмплиСенс ВПЧ ВКР 
генотип-FL). В опухолевой ткани ДНК ВПЧ была обнаруже-
на в 21% (21/100) случаев с набором АмплиСенс ВПЧ ВКР 
скрин-титр-FL и подтверждена в 15 образцах. В прилежащей 

циента, но и определение типа вируса, оценку вирусной на-
грузки, проведение дифференциальной диагностики между 
литической/латентной инфекцией, эписомальной/интегриро-
ванной формой вирусного генома, что в свою очередь требу-
ет применения соответствующих методов исследования. На 
сегодняшний момент вышеперечисленным требованиям удо-
влетворяют методы амплификации вирусных нуклеотидных 
последовательностей (RT-PCR, nested ПЦР, NASBA, ПЦР-
RFLP, bDNA (branched DNA)), оценки уровня экспрессии ви-
русного генома (TMA — transcription-mediated amplification, 
APOT — amplification of papillimavirus oncogene transcript), 
а также отечественные и зарубежные коммерческие тест-
системы, основанные на данных техниках.

В странах Европы и США разработаны и запатентованы 
коммерческие наборы для определения ДНК ВПЧ в соскобах 
цервикального канала (ЦК) пациенток с патологией шейки 
матки (ШМ). «Золотым стандартом» признана тест-система 
Hybrid capture («Digene»), направленная на выявление 
специфических фрагментов ДНК ВПЧ в соскобах. Однако в 
России данный тест не получил широкого распространения 
вследствие высокой стоимости. Аналогами данной техники 
в России являются тест-системы, предложенные отечествен-
ными фирмами «АмплиСенс», «Вектор-Бест», «Литех» и 
«ДНК-технология», которые позволяют определить присут-
ствие вируса, а также провести количественное определение 
ДНК ВПЧ в соскобах ЦК [1, 2]. На образцах ткани, получен-
ных из ЦК, было показано, что вирусная нагрузка менее 1000 
геномов ВПЧ (3 lg ВПЧ на 100 000 клеток) является клиниче-
ски малозначимой в отношении риска развития рака шейки 
матки (РШМ), тогда как 100 000 геномов (более 5 lg ВПЧ на 
100 000 клеток) свидетельствует о высоком риске развития 
дисплазии и РШМ [1].

Между тем экстраполяция данных результатов в отноше-
нии образцов опухолевой и прилежащей ткани, полученных 
от больных плоскоклеточным раком области головы и шеи 
(ПР ОГШ), в частности гортани, некорректна вследствие от-
сутствия в доступных литературных источниках информа-
ции о связи между типом ВПЧ, уровнем вирусной нагрузки и 
риском развития злокачественной патологии гортани.

В связи с этим целью настоящего исследования явилась 
разработка алгоритма определения ВПЧ в опухолевой и 
прилежащей ткани больных ПРГ с помощью наборов Ам-
плиСенс ВПЧ ВКР скрин-титр-FL и АмплиСенс ВПЧ ВКР 
генотип-FL для адекватной/корректной оценки присутствия 
вируса в исследуемой ткани в соответствии со специфиче-
ской локализацией опухоли.

Материал и методы
В исследование включены образцы опухолевой (n = 100) 

и прилежащей (n = 100) ткани, полученные от больных ПРГ 
III и IV стадии, проходивших лечение на базе отделения 
опухолей головы и шеи Томского НИИ онкологии в период 
2010—2015 гг. В 46% случаев верифицирован ороговеваю-
щий (кератинизированный) рак. Экстракция ДНК проведена 
хлороформно-фенольным методом. Изучение частоты встре-
чаемости, типирование и определение вирусной нагрузки 
ВПЧ проведено с наборами реагентов АмплиСенс ВПЧ ВКР 
скрин-титр-FL и АмплиСенс ВПЧ ВКР генотип-FL с при-
менением сопроводительных программ Amplisens FRT HR 
HPV Screen RG4x и Amplisens FRT HR HPV Genotype RG4x 
(амплификатор Rotor-Gene 6000 фирмы «Corbett Research» 
(Австралия)).

Результаты
Набор АмплиСенс ВПЧ ВКР скрин-титр-FL предусма-

тривает одновременную амплификацию и детекцию в режи-
ме реального времени участков ДНК Е1—Е2-генов ВПЧ и 
участка β-глобинового гена (внутренний контроль).
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Полученные результаты, касающиеся применения отече-
ственных тест-систем АмплиСенс ВПЧ ВКР скрин-титр-FL 
и АмплиСенс ВПЧ ВКР генотип-FL для изучения ассоциа-
ции ВПЧ с инициацией опухолевого процесса гортани, к 
сожалению, невозможно сравнить с другими подобными по 
причине отсутствия как информации о проведении данного 
вида исследований в России, так и непосредственно исследо-
вательских работ в этом направлении.

Следует отметить, что, несмотря на внушительное коли-
чество проведенных экспериментальных исследований, по-
священных ВПЧ-позитивному ПРГ, на данный момент не су-
ществует алгоритма для определения клинически значимой 
вирусной нагрузки при данной патологии, в связи с чем про-
ведение молекулярно-генетического теста по определению 
вирусной нагрузки у данной категории больных нецелесоо-
бразно. Поэтому вектор исследований прежде всего должен 
быть ориентирован на оценку частоты встречаемости типов 
ВПЧ, эндемичных для Томского региона или области, где 
проводится исследование. Вторым этапом исследования ста-
нет определение клинически значимой вирусной нагрузки 
для типов ВПЧ, которые с максимальной частотой будут об-
наружены при ПРГ.

В рамках предложенной статьи коллектив лаборатории 
онковирусологии предлагает рассмотреть методы определе-
ния ВПЧ в ткани больных ПР ОГШ в контексте вирусного 
канцерогенеза для ориентации и помощи коллегам, которые 
планируют заниматься изучением ВПЧ-ассоциированной 
формы рака области головы и шеи.

ПЦР является широко распространенным методом опреде-
ления генетической информации о ВПЧ. Теоретически для 
обнаружения в биологическом материале ДНК ВПЧ доста-
точно 30 циклов, в результате которых интересующий фраг-
мент вирусной ДНК будет амплифицирован до биллиона ко-
пий. Данное преимущество позволяет выполнять диагности-
ческие манипуляции с малым количеством биологического 
материала (соскобы, капля крови, культура клеток, слюна, 
моча, образцы ткани, полученные при проведении тонкои-
гольной биопсии) или деградированной ДНК (архивные ги-
стологические срезы, заключенные в парафин).

Кроме определения нуклеотидных последовательностей 
ВПЧ, техника ПЦР позволяет определить интеграцию вирус-
ной ДНК в клеточный геном. Данное событие может быть 
детектировано по делеции генов Е1—Е2 либо отсутствию 
экспрессии Е5-гена, которая является следствием делеции ге-
нов Е1—Е2, ведущей к пространственному разделению р97 
промоторного региона и открытой рамки считывания Е5-гена 
[3, 4]. Однако вышеперечисленные факторы не являются по-
казательными, или маркерными, в отношении интеграции ге-
нома. Так, B.A. Van Tine и соавт. [4] в прилежащей к опухоле-
вой морфологически неизмененной ткани больных ПР ОГШ, 
содержащей геном ВПЧ в интегрированной и эписомальной 
форме, отметили низкий уровень экспрессии Е5-гена. Более 
того, в опухолевой ткани обнаружены множественные сай-
ты интеграции ДНК ВПЧ, тогда как в прилежащей это было 
ограничено лишь несколькими хромосомными локусами.

Однако даже после интеграции вирусного генома может 
наблюдаться частичная/полная супрессия экспрессии генов 
ВПЧ, или феномен «молчащей интеграции», вследствие про-
цесса метилирования промоторных доменов вирусных генов 
[4, 5].

Не менее важным является и понимание того, что при 
встраивании ВПЧ в клеточный геном возможно образова-
ние как полноразмерных, так и сплайсированных вариантов 
мРНК генов Е6—Е7, среди которых только первые обладают 
онкогенной потенцией.

В контексте выбора метода детекции функционально ак-
тивной формы ВПЧ необходимо учитывать и вероятность 
посттранскрипционных модификаций мРНК Е6/Е7 в виде 
сплайсинга и процесса полиаденилирования. При этом аль-

ткани ДНК ВПЧ выявлена в 30% (30/100) случаев с набором 
АмплиСенс ВПЧ ВКР скрин-титр-FL и подтверждена в 20 
случаях. Следовательно, ВПЧ-позитивный результат был ве-
рифицирован в 69% (35/51) случаев (см. табл. 2).

Таким образом, при работе с коммерческими наборами 
фирмы «АмплиСенс» относительно образцов ткани, полу-
ченных от больных ПРГ, количество ложноотрицательных 
результатов составило 31%, что диктует необходимость по-
становки реакции в триплете. При увеличении количества 
постановок с одним и тем же образцом вероятность обнару-
жения ДНК ВПЧ 1 из 12 типов в случае его низкой концен-
трации возрастает.

Полученные результаты свидетельствуют о том, что виру-
спозитивными следует считать образцы, в которых был опре-
делен тип ВПЧ вне зависимости от результатов постановки 
реакции с набором АмплиСенс скрин. В то же время вопрос 
о необходимости количественного определения ДНК вируса 
в ВПЧ-позитивных образцах ткани, полученной от больных 
ПРГ, остается дискутабельным.

Обсуждение
Для идентификации и верификации ВПЧ-позитивных слу-

чаев ПРГ в лаборатории онковирусологии Томского НИИ 
онкологии разработан алгоритм определения вируса па-
пилломы в опухолевой и прилежащей ткани коммерчески-
ми тест-системами АмплиСенс ВПЧ ВКР скрин-титр-FL и 
АмплиСенс ВПЧ ВКР генотип-FL. Показана необходимость 
постановки реакции в триплете для увеличения шанса обна-
ружения вируса в исследуемой ткани. Кроме того, вируспо-
зитивными следует считать только образцы с валидным (ве-
рифицированным) типом ВПЧ, вне зависимости от результа-
тов постановки реакции с набором АмплиСенс скрин.

Т а б л и ц а  1
Уровень чувствительности (в %) метода ПЦР в режиме  

реального времени

Число копий 
на реакцию

GLOB 
FAM/Green

ВПЧ 16 
JOE/Yellow

ВПЧ 18 
ROX/Orange

ВПЧ 51 
Cy5/Red

5000 5/5* (100) 5/5 (100) 5/5 (100) 5/5 (100)
500 5/5 (100) 5/5 (100) 5/5 (100) 5/5 (100)
50 5/5 (100) 5/5 (100) 5/5 (100) 5/5 (100)
10 4/5 (80) 3/5 (60) 2/5 (40) 3/5 (60)

П р и м е ч а н и е . * — соотношение числа положительных ре-
акций внутри одной постановки ПЦР и общего числа реакций по 
каждому каналу детекции флюоресценции.

Т а б л и ц а  2
Результаты ПЦР-анализа с применением наборов амплиСенс 
ВПЧ ВкР скрин-титр-FL и амплиСенс ВПЧ ВкР генотип-FL 

на образцах ткани больных ПРГ

Число ВПЧ-позитивных 
образцов/число постано-

вок реакции

Опухолевая 
ткань

Прилежащая 
ткань

Всего

0/3 0 0 149
1/3 9/3* (33) 17/7 (41) 26/10 (38)
2/3 3/3 (100) 4/4 (100) 7/7 (100)
3/3 9/9 (100) 9/9 (100) 18/18 (100)

П р и м е ч а н и е . * — реакций, проведенных с помощью 
ПЦР набора АмплиСенс ВПЧ ВКР скрин-титр-FL, и числа ВПЧ-
позитивных случаев, подтвержденных набором АмплиСенс ВПЧ 
ВКР генотип-FL; в скобках — частота (в %) верифицированных 
ВПЧ-позитивных случаев.
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ного тракта, как в случае РШМ. Так, при ПР ОГШ интегра-
ция ДНК ВПЧ происходит в поздней стадии канцерогенеза, 
тогда как именно эписомальная форма ДНК вируса может 
обладать транскрипционной активностью и инициировать 
клеточную трансформацию, но с учетом пролонгированной 
персистенции в организме [3, 5, 13—16]. В связи с выше-
сказанным и рекомендациями некоторых зарубежных кол-
лег для определения функционально активного генома ВПЧ 
приоритет должен быть отдан эписомальной форме ДНК [3, 
13, 14, 17, 18].

Поскольку для инициации экспрессии генов ВПЧ одного 
лишь присутствия в клетке вирусной ДНК недостаточно, ин-
дикатором транскрипционно активной формы ВПЧ являет-
ся уровень экспрессии мРНК Е6/Е7-генов, оценить который 
можно с помощью таких методов, как ТМА, RT-PCR, APOT, 
PCR-RFLP, nested PCR, основаных на амплификации транс-
криптов вирусных генов (см. рисунок).

Так, NASBA (nucleic acid sequence based amplification) — 
метод, основанный на амплификации РНК и получивший 
широкое распространение в научной среде, позволяет как 
идентифицировать ВПЧ в ткани, так и оценить уровень экс-
прессии онкопротеинов Е6/Е7.

Провести определение мРНК Е6/Е7 ВПЧ 16, ВПЧ 18, ВПЧ 
31, ВПЧ 33, ВПЧ 35 и ВПЧ 45 позволяют также коммерче-
ские наборы (PreTest HPVProofer/Norchip, NucliSENS EasyQ 
HPV/bioMerieux) [19].

тернативный сплайсинг мРНК онкопротеинов приводит к 
трансляции преимущественно мРНК Е7, тогда как трансля-
ция мРНК Е6 возможна только в его отсутствие [6]. Кроме 
того, при выборе в качестве маркера вирусной инфекции 
определение Е6/Е7-онкопротеинов следует акцентировать 
внимание на ядерной, а не на цитоплазматической локализа-
ции данных белков, поскольку именно ядерная локализация 
является специфичной для транскрипционно активной фор-
мы генома ВПЧ. Следует подчеркнуть, что уровень экспрес-
сии Е6/Е7-генов может не зависеть ни от количества сайтов 
интеграции, ни от вирусной нагрузки [7].

Вместе с тем, ставя перед собой цель определения инте-
грированной формы ДНК ВПЧ по присутствию в клетке Е6/
Е7-онкопротеинов, необходимо помнить, что образование 
мРНК данных генов может происходить как со встроенной, 
так и с эписомальной ДНК.

Поскольку при встраивании ДНК ВПЧ в геном клетки воз-
можна потеря и другого гена — Е6, наиболее информативным, 
по данным некоторых авторов, будет определение соотношения 
тандема генов Е2/Е6 [8—11]. Однако согласно данным H.C. 
Mellin и соавт. [12], ген Е2 ВПЧ может отсутствовать в эписо-
мальной молекуле ДНК, что может стать причиной ложнополо-
жительных результатов.

Необходимо учитывать, что интеграция ДНК ВПЧ, воз-
можно, не является ключевым событием на пути злокаче-
ственной трансформации слизистой оболочки респиратор-

Схема инфицирования эпителиальной клетки вирусом папилломы человека и методы детекции ВПЧ.
После интервенции вириона в клетку вирус может существовать в эписомальной и интегрированной форме. Экспрессия вирусных онкопротеинов  
Е6/Е7, которая происходит с обеих форм ВПЧ-генома, инициирует деградацию белка-онкосупрессора p53 и ингибирование белка ретинобласто-
мы pRb соответственно. Методы детекции ДНК ВПЧ, продуктов экспрессии вирусных и клеточных генов изображены в соответствии со стадией  

биологической активности вируса.
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Для получения амплифицированных транскриптов генов 
E6/E7 стоит рассмотреть метод ТМА [7, 20].

APTIMA HPV-тест позволяет определить мРНК Е6/Е7 14 
(16/18/31/33/35/39/45/51/52/56/58/59/66/68) типов ВПЧ. Дан-
ная тест-система основана на ТМА-технике с использова-
нием магнитных микрочастиц для выделения транскриптов 
генов, находящихся в образце ткани, с последующим созда-
нием ДНК-копии с мРНК (при помощи обратной транскрип-
тазы) и копии РНК-ампликона с ДНК-матрицы (при помощи 
Т7-РНК-полимеразы) [21].

Менее распространен в научной среде вследствие его 
трудоемкости метод АРОТ, который позволяет провести 
дифференциальную диагностику между транскриптами, 
экспрессируемыми с интегрированной и эписомальной 
форм [7, 20, 22].

Заключение
Таким образом, при выборе стратегии и дизайна иссле-

дования следует учитывать специфичность технических и 
аналитических характеристик каждого из методов детекции 
ВПЧ. Несмотря на широкое распространение RT-PCR как 
стандартного метода определения продуктов транскрипции 
Е6/Е7-генов ВПЧ, основным лимитирующим условием RT-
PCR (как, впрочем, и всех методов, основанных на опреде-
лении РНК) является низкая стабильность РНК. Кроме того, 
отмечена прямая корреляция между чувствительностью ме-
тода — временем забора/фиксации образца ткани — и усло-
виями хранения [23]. Поэтому большинство специалистов 
в области изучения ВПЧ-позитивного ПРГ рекомендуют в 
комплексе с RT-PCR-методом проводить иммуногистохими-
ческое исследование или ISH-анализ уровня экспрессии кле-
точного протеина р16 как маркера стабильной экспрессии 
мРНК Е6/Е7-генов ВПЧ.

В Томском НИИ онкологии при диагностике высокоонко-
генных ВПЧ в опухолевой и прилежащей ткани больных ра-
ком гортани с помощью коммерческих наборов АмплиСенс 
ВПЧ ВКР сотрудники обнаружили факт гиподиагностики, что, 
вероятно, обусловлено спецификой анализируемых образцов 
ткани — низкой концентрацией ДНК ВПЧ в исследуемой тка-
ни. В связи с этим был разработан алгоритм оценки и интер-
претации данных, основанный на постановке реакции ПЦР в 
триплете, поскольку при увеличении количества постановок с 
одним и тем же образцом вероятность обнаружения ДНК ВПЧ 
1 из 12 типов в случае его низкой концентрации возрастает.
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