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санкт-петербург

проведено исследование инфицированно-
сти 30 архивных образцов ткани предста-
тельной железы (пж) больных раком пред-
стательной железы (рпж) цитомегаловиру-
сом (hcmv), вирусом Эпштейна-барр (Ebv), 
вирусом герпеса 8-го типа (hhv8) и папилло-
мавирусом 16-го и 18-го типов (hPv). иденти-
фикацию вирусов проводили методами пцр 
и гибридизации in situ (исг). В целом об-
наружена высокая инфицированность ткани 
пж вирусами. по результатам пцр и исг 
вирусы встречались соответственно со следу-
ющей частотой: hcmv — 87 и 77%, Ebv — 53 
и 54%, hhv8 — 0 и 50%, hPv — 0 и 23%.
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рак предстательной железы (рПж) является 
второй наиболее распространенной формой рака 
в мире у мужчин. около 910 000 случаев рПж 
были зарегистрированы в 2008 г., что составляет 
около 14% от всех новых случаев рака у муж-
чин [9]. Предполагают, возможность дальнейше-
го роста заболеваемости рПж. между тем, до 
сих пор остаются невыявленными многие факто-
ры, влияющие на возникновение и течение этой 
формы рака. В предшествующие 2 десятилетия 
ряд авторов неоднократно высказывали предпо-
ложения о том, что значительную роль в процес-
се канцерогенеза может играть инфекция пред-
стательной железы (Пж) микроорганизмами и, 
в частности, вирусами [8]. однако данные о на-
личие тех или иных вирусов в ткани Пж до-
вольно противоречивы [7]. Существуют иссле-
дования, достаточно убедительно показывающие 
присутствие в ткани Пж генетического матери-
ала тех или иных вирусов [5, 6]. Другие иссле-
дователи не находят вирусных ДнК или рнК 
в ткани Пж [4]. нами были проведены иссле-
дования инфицированности цитомегаловирусом 
(HCMV) ткани Пж при ее доброкачественной 
гиперплазии и рПж методом ПЦр [2]. мы об-
наружили, что степень инфицированности ткани 
Пж HCMV очень высока — до 70%. использова-
ние метода ПЦр в выявлении вирусов в опухо-
лях приводит к противоречивым представлени-

ям об инфицированности ткани Пж вирусами 
в нормальном состоянии и при опухолях. В свя-
зи с этим мы в настоящей работе исследовали 
локализацию цитомегаловируса (HCMV) на тка-
невых срезах Пж методом гибридизации in situ 
(иСГ), вирусом Эпштейна-Барр (EBV), герпеса 
8-го типа (HHV8) и папилломавируса (HPV).

Материалы и методика

исследование проведено на архивных образцах ткани 
Пж 30 пациентов в возрасте 55 — 75 лет с диагнозом рПж 
(стадии т1-т2). материал был получен в ходе операций ра-
дикальной простатэктомии в ФГБУ рнЦрхт. Средний воз-
раст пациентов составлял 65 лет. Препараты были иссле-
дованы патоморфологом. Суспензии клеток, содержащих 
ДнК HCMV были предоставлены лабораторией по разра-
ботке и производству препаратов для диагностики инфек-
ционных заболеваний ФГУн Цнии Эпидемиологии ро-
спотребнадзора. Суспензии клеток, содержащих ДнК EBV 
и HHV-8 были предоставлены лабораторией вирусного кан-
церогенеза ГУ ронЦ им. н.н.Блохина рамн.

Выделение ДнК из архивных образцов проводили по 
протоколу, разработанному ранее [1]. Качество полученной 
ДнК оценивали методом ПЦр с праймерами к гену бета-
актина человека. Выделение вирусных ДнК из суспензий 
клеток проводили набором Axyprep blood genomic DNA 
miniprep kit (Axygen biosciences, USA) в соответствии с ин-
струкцией производителя.

ПЦр проводили по протоколу компании «Литех». Прай-
меры и условия реакций перечислены в табл. 1.

разделение фрагментов осуществляли электрофорезом 
в агарозном геле в буфере TBE.

Для получения зондов гибридизации in situ фрагмен-
ты вирусной ДнК клонировали в вектор pAL-TA (Euro-
gene). В дальнейшем наработанные с помощью ПЦр встав-
ки метили праймер-мечением Dig-11-дУTФ (Roche, Герма-
ния) с помощью фрагмента Кленова ДнК-полимеразы I 
(Fermentas, Литва), также как и отрицательный контроль 
гибридизации in situ ДнК фага λ. В качестве положитель-
ного контроля гибридизации in situ использовали клонотеку 
4-й хромосомы человека в векторе pBluescribe (Stratagene, 
Сша), предоставленную лабораторией радиационной ге-
нетики ФГБУ рнЦрхт. мечение клонотеки Dig-11-дУTФ 
осуществляли в процессе реамплификации

Приготовление гистологических срезов и проведение 
процедуры гибридизации in situ осуществляли в соответ-
ствии с протоколом Boehringer Mannheim. микроскопию 
осуществляли на микроскопе Leica (Leica Microsystems 
GmbH).

результаты и обсуждение

из архивных образцов ткани Пж 30 паци-
ентов с диагнозом рПж была выделена ДнК 
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Т а б л и ц а  1 .

Праймеры и условия ПЦР, использованные в работе

Название праймера Последовательность Условия ПЦР Размер продукта, 
п.н.

b-actin-up 5`-CCT TCC TGG GCA TGG AGT CCT G-3` 95ͦ 30’’, 64ù 30’’, 72ù 40’’
25 циклов

200

b-actin-low 5`-GGA GCA ATG ATC TTG ATC TTC-3`

M13 F 5’- GTA AAA CGA CGG CCA G -3’ 93ù 1’, 60ù 1’, 72ù 4’
35 циклов или
95ù 30’’, 52ù 30’’, 72ù 1,5’
25 циклов

зависит от разме-
ра вставки

M13 R 5’- CAG GAA ACA GCT ATG AC -3’

CMV C1 5’- TGT GTC TGT CAA GTC TGA GC -3’ 95ù 40’’, 60ù 1’, 72ù 30’’
40 циклов

220

CMV C2 5’- TTT CAC AGG CGT GAC ACG TT -3’

Jas F1 5’- TAC AAA GCC GCA GTG TCG TCC AGA GGA TTA CG -3’ 95ù 45’’, 60ù 1’, 72ù 45’’
35 циклов

345

Jas B1 5’- GTA GAT GGA TTC TAG CGT CGA GCG CAT -3’

CMV-1984-F 5’-CCG AGA CAA GAT TGC ATT GGC TGA ACT GTT-3’ 95ù 1’, 67ù 1’, 72ù2’
40 циклов

1984

CMV-1984-R 5’- CCG TAT GTC CTC CAA ACC GTA TCT CCT CAT -3’

HHV8-642-up 5’- AGG ATT CCA CCA TTG TGC TC -3’ 95ù 1’, 60ù 1’, 72ù 1’
35 циклов

642

HHV8-642-low 5’- GAG ACT TCA CAG ACG GAG CC -3’

HHV8-388-up 5’- GCT AGT CAT GGC ACT CGA CA –3’ 95ù 1’, 60ù 1’, 72ù 1’
35 циклов

388

HHV8-388-low 5’- GAG CAC AAT GGT GGA ATC CT –3’

EBV-467-up 5’- CCA CAC AAA TGT AAG AGG GG -3’ 95ù 1’, 62ù 1’, 72ù 1’
35 циклов

467

EBV-467-low 5’- CTT TAT GTG AGC CCT GGA GA -3’

EBV-895-up 5’- AAA GTA GAG GCT CAG GCC AT –3’ 95ù 1’, 62ù 1’, 72ù 1’
35 циклов

895

EBV-895-low 5’- ACC CTT CTA CGG ACT CGT CT -3’

HPV 16-up 5’- AGC AAC AGT TAC TGC GAC GT -3’ 95ù 1’, 60ù 1’, 72ù 40’’
35 циклов

604

HPV 16-low 5’- CAG GTC TTC CAA AGT ACG AA -3’

HPV 18-up 5’- CAA CAC GGC GAC CCT ACA AG -3’ 95ù 1’, 60ù 1’, 72ù 40’’
35 циклов

713

HPV 18-low 5’- CAA CAC GGC GAC CCT ACA AG -3’

Т а б л и ц а  2 .

Результаты выявления вирусов методом ПЦР на матрице ДНК, выделенной из парафиновых блоков

Вирусы HCMV EBV HHV8 HPV HCMV+EBV Отсутствуют Всего

Число пациентов 11 1 0 0 15 3 30

% 36,6 3,3 0,0 0,0 50,0 10,0 100

Т а б л и ц а  3 .

Результаты выявления вирусов методом гибридизации in situ

Вирусы и их
сочетания HCMV EBV HHV8 HPV

HCMV
+

EBV

HCMV
+

HHV8

HCMV
+

EBV
+

HHV8

HCMV
+

HHV8
+

HPV

EBV
+

HHV8
+

HPV

Все
4 Нет Всего

Число пациентов 4 0 0 0 5 1 7 3 1 3 6 30

% 13,3 0,0 0,0 0,0 16,7 3,3 23,3 10,0 3,3 10,0 20,0 100

Т а б л и ц а  4 .

Сравнительные данные, выявляемости вирусов методами ПЦР и гибридизации in situ

Метод
Инфицированность вирусами (%)

HCMV EBV HHV8 HPV

ПЦР 87 53 0 0

ИСГ 77 54 50 23
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и проведен ее анализ методом ПЦр с праймера-
ми к последовательностям геномов следующих 
вирусов: HCMV, EBV, HHV8 и HPV 16-го и 18-
го типов. Вирусные последовательности ДнК 
были обнаружены в ткани Пж у 27 пациентов 
из 30. Последовательности ДнК HCMV были 
обнаружены у 26 пациентов (87%), EBV — у 16 
пациентов (53%), при этом в 15 из 16 случа-
ев была выявлена одновременная инфицирован-
ность HCMV и EBV, и лишь образец ткани толь-
ко одного пациента был ПЦр-положителен по 
EBV и ПЦр-отрицателен по HCMV. ДнК HHV8, 
HPV16 и HPV18 ни в одном из 30 образцов об-
наружены не были (табл. 2).

Для той же выборки пациентов был прове-
дён анализ инфицированности методом гибри-
дизации in situ. Данные распределились следу-
ющим образом: HCMV был обнаружен у 23 па-
циентов (77%), EBV — у 16 (54%), HHV8 — у 15 
(50%), HPV (комплексный зонд для 16-го и 18-го 
типов) — у 7 (23%) (табл. 3). Вирусы оказались 
представлены в различных сочетаниях у раз-
ных пациентов: наличие всех 4 типов вирусов 
одновременно было выявлено лишь у 3 из 30 
пациентов. одновременная инфицированность 
3 вирусами в разных сочетаниях была выявле-
на у 11-и пациентов. одновременная инфициро-
ванность 2 вирусами была выявлена у 6-и па-
циентов: HCMV, EBV — 5 пациентов, HCMV, 
HHV-8 — 1 пациент. У 4-х пациентов был вы-
явлен только HCMV. В образцах ткани 6 паци-
ентов вирусные ДнК обнаружены не были (см. 
табл. 3).

Как показано на примерах, приведённых на 
рисунке, ткани Пж у разных пациентов в ис-
следуемой группе были как частично (отдель-
ные единичные сигналы, группы сигналов), так 
и тотально инфицированы. Для всех вирусов ги-
бридизационные сигналы выявлены как в желе-
зистом эпителии, так и в стромальных клетках, 
при этом инфицированными оказались не толь-
ко опухолевые клетки, но и клетки прилегаю-
щей условно нормальной ткани.

результаты исследования инфицированно-
сти значительно различаются в зависимости от 
применённого метода (табл. 4). так, методом ги-
бридизации in situ выявлено большее разнообра-
зие вирусов (табл. 4), чем методом ПЦр (этим 
методом HHV8 и HPV не выявлены вообще). 
Причина таких различий может быть обуслов-
лена спецификой каждого метода. так, метод 
ПЦр чувствителен к повреждениям ДнК, кото-
рые неизбежно возникают при фиксации гисто-
логических препаратов и загрязнениям, которые 
могут сохраняться в ДнК после выделения из 
блоков. Этим можно объяснить отсутствие ПЦр-
сигналов HHV8 и HPV. При обоих методах мо-
гут быть получены как ложноположительные, 

так и ложноотрицательные результаты. В этом, 
вероятно, заключается причина и столь различ-
ных результатов, полученных другими исследо-
вателями [7]. не исключено, что часть результа-
тов, полученных нами, является ложноположи-
тельными, однако, одинаковая для двух разных 
методов тенденция в отношении частоты встре-
чаемости HCMV и EBV, даёт возможность пред-
полагать, что результаты отражают объективную 
картину.

Чаще всего в исследованных нами препа-
ратах ткани Пж у больных рПж встречается 
HCMV (77-87% по данным двух методов). По-
лученные высокие значения частоты встречае-
мости HCMV в ткани Пж близки значениям, 
полученным в 2-х из 6-ти похожих исследова-
ний — 100% [5] и 40% [3] и в нашем более ран-
нем исследовании — 67,8% [2]. В остальных ра-
ботах HCMV Пж у больных рПж не был об-
наружен [7]. Данные, полученные нами по ча-
стоте встречаемости в ткани Пж EBV и HHV8 
численно значительно превышают данные ли-
тературных источников [7]. В отношении EBV 
можно предположить, что значения инфициро-
ванности объективно отражают реальность для 
исследуемой группы пациентов, поскольку по-
лучены двумя разными методами. В отношении 
же полученных нами методом гибридизации in 
situ данных по инфицированности HHV8, силь-
но расходящихся как с данными литературы, так 
и с нашими результатами ПЦр, можно предполо-
жить, что часть из них является ложноположи-
тельными. такое же предположение можно сде-
лать и в отношении наших результатов по инфи-
цированности HPV, хотя в литературе встреча-
ется очень широкий спектр значений инфициро-
ванности ткани Пж HPV при рПж (0–60%) [7].

В заключение следует сказать, что вопрос ин-
фицированности ткани Пж у больных рПж раз-
личными вирусами требует дальнейшего изуче-
ния. Для получения объективной картины необ-
ходимо вести исследования различными взаимо-
дополняющими методами в стандартных усло-
виях.
работа выполнена при финансовой поддержке Миноб-
рнауки россии в рамках реализации ФцП «исследования 
и разработки по приоритетным направлениям развития 
научно-технического комплекса россии на 2007-2013 годы» 
с использованием оборудования цкП «Биотехнологический 
центр исследования экспрессии генома» в рамках государ-
ственных контрактов № 16.552.11.7021 и №  14.740.11.0011.
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Рис. 1. Примеры результатов in situ гибридизации ядерной ДНК клеток ПЖ разных пациентов с вирусными зондами. Гибридизационные  
сигналы указаны стрелками. А – HCMV-зонд, многочисленные сигналы в клетках патологического эпителия, единичные сигналы в клет-
ках стромы; Б – EBV-зонд, многочисленные сигналы в клетках нормального и патологического  эпителия, единичные сигналы в клетках 
стромы; В- HHV8-зонд, многочисленные сигналы в клетках нормального и патологического эпителия и стромы; Г – HPV-зонд, немного-

численные сигналы в клетках нормального эпителия и стромы; К+ - положительный контроль (клонотека фрагментов 4-й хромосомы че-
ловека),  К- - отрицательгный контроль (ДНК фага λ).
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INfEcTIoN of ThE ProsTaTE TIssUE 
of ThE ProsTaTE caNcEr PaTIENTs  

by ThE hErPEsvIrIdaE aNd hPv

FSBI Russian Research Centre for Radiology and Surgical 
Technologies, St. Petersburg

The exploration of the presence of the HCMV, EBV, HHV8 
and HPV-infection in the prostatic tissue of the prostate can-
cer patients was conducted. The methods of PCR and in situ 
hybridization (ISH) were used and the results were compared. 
Authors revealed high degree of virus infection in prostate. Us-
ing of PCR and ISH resulted in following frequencies of the vi-
ruses in prostate tissue: HCMV — 87 and 77%, EBV — 53 and 
54%, HHV8 — 0 and 50%, HPV — 0 and 23%. The question 
of the nature of discrepancies is discussed.

В K+

ГHPV

ГК-

ГК+


