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宫颈癌患者感染ＨＰＶ１６Ｅ６基因突变分析
张文娟＊，张庆玲，亓云芳

（莱芜市妇幼保健院，山东莱芜２７１１００）

【摘要】　目的　分析宫颈癌患者感染 ＨＰＶ１６癌基因Ｅ６的突变情况，为宫颈癌的防治提供科学指导。　方法　选取

２０１２—２０１４年２月经病理检查确诊为宫颈癌患者的宫颈癌组织作为样本，采用常规的蛋白酶Ｋ裂解、苯酚－氯仿抽提

法提取 ＨＰＶ１６的全基因组，对 ＨＰＶ１６的全基因组和癌基因Ｅ６进行ＰＣＲ扩增，对Ｅ６基因序列突变株进行测序分析，

并进一步分析其进化发生学。　结果　经基因序列对比发现，３０份样本中有２３份存在突变位点，占总样本数的

７６．６７％，其余７份样本均未发现突变位点。在所有的突变位点中，错义突变位点有７个：１７６位点发生Ｇ→Ａ的突变（１
份，占３．３３％）；１７８位点发生的Ｔ→Ｇ的突变（１３份，占４３．３３％）；２９６位点发生Ｔ→Ｇ的突变（１份，占３．３３％）；３５０位

点发生Ｔ→Ｇ的突变（６份，占２０．００％）；４４２位点发生 Ａ→Ｃ的突变（２份，占６．６７％）；４４３位点发生Ｇ→Ａ突变（５份，

１６．６７％）；５２５位点发生Ｇ→Ａ的突变（１份，占３．３３％）。而１７８位点发生的Ｔ→Ａ突变（１０．００％）和２４１位点Ｔ→Ｇ突

变（６．６７％）均为无义突变。选择 ＨＰＶ３５型的 Ｅ６基因序列作为外类群参考，引入 ＨＰＶ１６变异体 ＡＦ４７２５０８和

ＡＦ４７２５０９，ＨＰＶ１６Ｅ６基因的进化树分析结果显示非洲株单独构成分枝，本研究进行测序的样本中没有与三者位于同

一分枝的，且样品Ｔ１１和Ｔ１９为Ｅｐ型变异体，而Ｔ０１，０３，０５，０７，０８，１０，１２，１４为Ａｓ型变异体。　结论　本研究成功找

到了 ＨＰＶ１６Ｅ６基因的突变位点，并分析了其基因进化树，为宫颈癌的防治提供新的依据。
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宫颈癌已成为全世界女性最常患的肿瘤类妇科疾病

之一，其发病率仅次于乳腺癌，并且这类患者在发展中

国家所占比例高达８３％［１］。在中国，年均新发宫颈癌

患者病例已达１３．１６万，约占世界总发病数的１／７，且
患者的发病率和死亡率位居第２，更值得注意的是这
类疾病的发病率呈增高趋势，且患病人群正向年轻化

发展［２］。近年来虽然国内外学者们都进行了大量研
究，但是由于多方面因素的影响宫颈癌依然妇科疾病
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中高发疾病之一［３］。因此，精确预测宫颈癌发病风险
是亟待解决的重大课题。近年来的流行病学资料显
示［４］，人乳头状瘤病毒（ｈｕｍａｎ　ｐａｐｉｌｌｏｍａ　ｖｉｒｕｓ，ＨＰＶ）

感染是患宫颈癌的主要诱因。虽然感染 ＨＰＶ的患者
中，大多数都可自行消退，但也有少数患者可能发展为
宫颈癌，因此所以研究 ＨＰＶ感染对于宫颈癌的治疗
也有着重要的作用［５］。本研究对宫颈癌组织中感染的

ＨＰＶ１６型Ｅ６基因进行分析，探讨其突变后对宫颈癌
类疾病发生的影响及其进化树，旨在为治疗 ＨＰＶ感
染引起宫颈癌疾病提供科学依据。

材料与方法

１　宫颈癌组织来源
选取山东省莱芜市妇幼保健院２０１２—２０１４年２

月经病理检查确诊为宫颈癌患者的宫颈癌组织作为样

本。通过对其感染的 ＨＰＶ 病毒亚型进行分型检测
后，从中选择３０例多重耐药 ＨＰＶ１６阳性的样本进行
研究。

２　试剂和仪器
蛋白酶Ｋ，德国Ｑｉａｇｅｎ公司产品；ＤＮＡ提取试剂

盒，美国Ｓｉｇｍａ公司产品；ＰＣＲ产物回收试剂盒，北京

ＴｒａｎｓＧｅｎ生物公司产品；Ｔａｑ　ＤＮＡ聚合酶及其他试
剂主要购自大连宝生物公司。

ＰＣＲ扩增仪，上海医疗器械厂生产；凝胶成像系
统，北京东胜创新生物科技公司生产；台式离心机，上
海嘉鹏科技有限公司生产；紫外分光光度计，美国

Ｔｈｅｒｍｏ公司生产；低温冰箱，中国青岛 Ｈａｉｒ公司产
品。

３　ＤＮＡ提取
采用常规的蛋白酶Ｋ裂解、苯酚－氯仿抽提法［６］

提取宫颈癌组织样本中 ＨＰＶ１６的全基因组，使用分
光光度计分别检测所提取基因组 ＤＮＡ的浓度和纯
度。样本及提取物于－２０℃存储备用。

４　引物设计合成
根据ＧｅｎＢａｎｋ记载的 ＨＰＶ１６全基因组序列，使

用引物设计软件Ｐｒｅｍｉｅｒ　５．０，分别设计 ＨＰＶ１６全基
因组序列和癌基因Ｅ６的２对ＰＣＲ扩增引物（表１）。

引物合成由大连宝生物有限公司完成。

５　ＰＣＲ扩增

ＨＰＶ１６全基因组序列和 Ｅ６两个基因片段的

ＰＣＲ扩增体系、条件完全相同［７］。ＰＣＲ扩增体系共

２５μｌ，包括：ＤＮＡ模板１００ｎｇ，上、下游引物各０．５μｌ，

ＤＮＡ　Ｔａｑ耐热酶１２．５μｌ，Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ　１μｌ，ＭｇＣｌ２１μｌ，

并用ｄｄＨ２Ｏ补足至２５μｌ。ＰＣＲ扩增条件
［８］：９５℃预

变性５ｍｉｎ；９４℃变性４０ｓ，５５℃退火３０ｓ，７２℃延伸

４ｍｉｎ，共４０个循环。ＰＣＲ扩增产物冷却保存于４℃

冰箱中备用。

表１　ＨＰＶ１６全基因组、Ｅ６基因、Ｅ７基因的引物序列
Ｔａｂｌｅ　１　Ｔｈｅ　ｐｒｉｍｅｒ　ｓｅｑｕｅｎｃｅ　ｏｆ　ＨＰＶ１６ｇｅｎｏｍｅ，Ｅ６ｇｅｎｅ，ａｎｄ　Ｅ７ｇｅｎｅ
引物名称
Ｐｒｉｍｅｒ　ｎａｍｅ

序列５′→３′
Ｓｅｑｕｅｎｃｅ

产物大小（ｂｐ）
Ｐｒｏｄｕｃｔｓ　ｌｅｎｇｔｈ

ＨＰＶ１６ Ｐ１：ＧＧＴＣＧＧＴＧＧＡＣＣＧＧＴＣＧＡＴＧ
Ｐ２：ＧＣＡＡＴＧＴＡＧＧＴＧＴＡＴＣＴＣＣＡ ９６

Ｅ６ Ｐ１：ＧＡＡＡＣＣＧＧＴＴＡＧＴＡＴＡＡＡＡＧＣＡＧＡＣ
Ｐ２：ＡＧＣＴＧＧＧＴＴＴＣＴＣＴＡＣＧＴＧＴＴＣＴ ４６５

６　ＰＣＲ产物电泳检测
上述ＰＣＲ产物均用２％的琼脂糖凝胶电泳检测，

电泳结束后用凝胶成像仪观察结果，摄像保存电泳结
果，并记录分析。

７　ＨＰＶ１６Ｅ６序列突变株的测定与分析
使用ＰＣＲ产物回收试剂盒，对琼脂糖凝胶中目的

片段进行回收，并送至大连宝生物有限公司进行测序，
用ＤＮＡＭＡＮ软件对ＨＰＶ病毒进行ＤＮＡ测序比对。

８　ＨＰＶ１６Ｅ６基因的进化树分析
用Ｃｌｕｓｔａｌ　Ｘｌ．８１软件比对 ＨＰＶ１６Ｅ６基因的核

苷酸序列，并用Ｐａｕｐ４．０软件及邻接法完成Ｅ６基因
的进化树分析。在此进化树分析中，选择 ＨＰＶ３３型
的Ｅ６基因序列作外类群参考。

结　果

１　扩增产物电泳图

ＰＣＲ扩增反应进行４０个循环后得到了相应扩增
产物，对其产物进行凝胶电泳检测，检测结果见图１和
图２。图１为 ＨＰＶ１６的ＰＣＲ扩增产物电泳图，其中
标准对照为１００ｂｐ　ＤＮＡ　Ｍａｒｋｅｒ，并参照图中阴性对
照和阳性对照（９６ｂｐ）。图２为 ＨＰＶ１６Ｅ６基因的

ＰＣＲ扩增产物电泳图，同样以１００ｂｐ　ＤＮＡ　Ｍａｒｋｅｒ作
为标准对照，参照阴性对照和阳性对照（４６５ｂｐ）。

ＨＰＶ１６全基因组序列和Ｅ６基因均扩增成功。

２　ＨＰＶ１６Ｅ６序列突变株的测定与分析
通过软件对 ＨＰＶ１６Ｅ６基因进行基因序列比较

后发现，３０份样本中有２３份存在突变位点，占样本总
数的７６．６７％，其余７份样本均未发现突变位点。在
所有的突变位点中，错义突变位点有７个：１７６位点发
生Ｇ→Ａ的突变（１份，占３．３３％）；１７８位点发生的Ｔ
→Ｇ的突变（１３份，占４３．３３％）；２９６位点发生Ｔ→Ｇ
的突变（１份，占３．３３％）；３５０位点发生Ｔ→Ｇ的突变
（６份，占２０．００％）；４４２位点发生Ａ→Ｃ的突变（２份，
占６．６７％）；４４３ 位 点 发 生 Ｇ→ Ａ 突 变 （５ 份，

１６．６７％）；５２５ 位点发生 Ｇ→Ａ 的突变 （１ 份，占

３．３３％）。而１７８位点发生的Ｔ→Ａ突变（１０．００％）和

２４１位点Ｔ→Ｇ突变（６．６７％）均为无义突变。１７８位
点发生的Ｔ→Ｇ突变记录见图３。

·０４３·
中 国 病 原 生 物 学 杂 志

Ｊｏｕｒｎａｌ　ｏｆ　Ｐａｔｈｏｇｅｎ　Ｂｉｏｌｏｇｙ　
２０１５年４月　第１０卷第４期
Ａｐｒｉｌ　２０１５，Ｖｏｌ．１０，Ｎｏ．４



　　

Ｍ　１００ｂｐ　ＤＮＡ　Ｍａｒｋｅｒ作为标准对照　Ｐ　阳性对照（９６ｂｐ）　Ｎ　阴性对照　１～３０　ＰＣＲ扩增反应带
图１　ＨＰＶ１６的ＰＣＲ扩增产物电泳图

Ｍ　１００ｂｐ　ＤＮＡ　ｍａｒｋｅｒ　ａｓ　ｓｔａｎｄａｒｄ　ｃｏｎｔｒｏｌ　１　Ｐｏｓｉｔｉｖｅ　ｃｏｎｔｒｏｌ（９６ｂｐ）　２　Ｎｅｇａｔｉｖｅ　ｃｏｎｔｒｏｌ　１－３０　ＰＣＲ　ａｍｐｌｉｆｉｅｄ　ｒｅａｃｔｉｏｎ　ｂａｎｄ
Ｆｉｇ．１　Ｔｈｅ　ＰＣＲ　ａｍｐｌｉｆｉｅｄ　ｐｒｏｄｕｃｔｓ　ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｔｏｇｒａｍ　ｏｆ　ＨＰＶ１６

　　

Ｍ　１００ｂｐ　ＤＮＡ　ｍａｒｋｅｒ标准对照　１　阴性对照　２　阳性对照
（４６５ｂｐ）　３～１３　ＰＣＲ扩增反应带，其中３、８、１０、１１、１２、１３为ＨＰＶ１６
Ｅ６基因（４６５ｂｐ）

图２　Ｅ６的ＰＣＲ扩增产物电泳图
Ｍ　１００ｂｐ　ＤＮＡ　ｍａｒｋｅｒ　ａｓ　ｓｔａｎｄａｒｄ　ｃｏｎｔｒｏｌ　１　Ｎｅｇａｔｉｖｅ　ｃｏｎｔｒｏｌ

　２　Ｐｏｓｉｔｉｖｅ　ｃｏｎｔｒｏｌ（４６５ｂｐ）　３－１３　ＰＣＲ　ａｍｐｌｉｆｉｅｄ　ｒｅａｃｔｉｏｎ　ｂａｎｄ，
ａｎｄ　３，８，１０，１１，１２，１３ａｓ　ＨＰＶ１６Ｅ６ｇｅｎｅ（４６５ｂｐ）

Ｆｉｇ．２　Ｔｈｅ　ＰＣＲ　ａｍｐｌｉｆｉｅｄ　ｐｒｏｄｕｃｔｓ　ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｔｏｇｒａｍ　ｏｆ　Ｅ６

　　

Ａ　野生型　Ｂ　突变型
图３　ＨＰＶ１６Ｅ６点突变对比图
Ａ　Ｗｉｌｄ　ｔｙｐｅ　Ｂ　Ｍｕｔａｔｅｄ　ｔｙｐｅ

Ｆｉｇ．３　Ｔｈｅ　ｃｏｍｐａｒｅｄ　ｆｉｇｕｒｅ　ｏｆ　ＨＰＶ１６ｐｏｉｎｔ　ｍｕｔａｔｉｏｎ

３　ＨＰＶ１６Ｅ６基因的进化树分析
进化树分析图见图４。选择ＨＰＶ３５型的Ｅ６基因

序列作为外类群参考，引入 ＨＰＶ１６变异体ＡＦ４７２５０８
和ＡＦ４７２５０９，而ＥＧ３５０则代表欧洲变异体中最常见
的３５０ 位点发生 Ｔ 到 Ｇ 突变的突变株。因此，

ＨＰＶ１６Ｅ６基因的进化树分析结果表明非洲株单独构
成分枝，本研究进行测序的样本中没有与三者位于同

一分枝的，且样品 Ｔ１１和 Ｔ１９为 Ｅｐ型变异体，而

Ｔ０１，０３，０５，０７，０８，１０，１２，１４为Ａｓ型变异体。

　　

图４　ＨＰＶ１６Ｅ６基因的进化树分析
Ｆｉｇ．４　Ｔｈｅ　ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ　ｔｒｅｅ　ａｎａｌｙｓｉｓ　ｏｆ　ＨＰＶ１６Ｅ６ｇｅｎｅ

讨　论

宫颈癌是医院妇科患者中最常见的生殖系统恶性

肿瘤类疾病，发病率仅次于乳腺癌，位居全球女性恶性
肿瘤疾病的第２位。据世界范围统计［９］，每年约有４６
万新发现的宫颈癌病例，其中的８０％来自发展中国
家，中国妇女的发病率及病死率均达到了占全球患者
的三分之一，宫颈癌已经成为了威胁女性健康和生命
的重要疾病。ＨＰＶ是一类在形态和基因结构上相似
的小型双链ＤＮＡ病毒，首次在电镜下观察到此病毒
是在１９４９年，且主要感染皮肤、粘膜。此病毒的基因
组呈双链环状，ＤＮＡ碱基对组成长度为７　５００～８　０００
ｂｐ，其中含有８个开放阅读框，按其功能小同分为３个
功能区域，即早期区、晚期区和非编码区。其中，由早
期区（Ｅ区）所编码的蛋白是与其ＤＮＡ表达、调控及
转化等重要生命过程密切相关的，如Ｅ１、Ｅ２、Ｅ６、Ｅ７
等，而Ｅ６和Ｅ７蛋白是菌株发生变异所必需的物质；
晚期区（Ｌ区）主要编码衣壳蛋白，产生完整病毒颗粒，
而非编码区则主要调控病毒基因的表达。目前已经鉴
别出的 ＨＰＶ类型已经达到了大约１００种［９－１０］，常会引
起人体生殖道、皮肤及粘膜感染。根据不同类型病毒
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株的致病变潜力，可以将 ＨＰＶ分为高危型和低危型，
而高危型人乳头瘤病毒，主要是指 ＨＰＶ１６ 型和

ＨＰＶ１８型，与妇科患者宫颈癌的发生密切相关。已有
研究表明［１１］，６０％的妇科宫颈癌患者组织中都可以检
测到 ＨＰＶ１６型，其次为 ＨＰＶ１８型，很少检测到其他
型别，并且 ＨＰＶ１６型病毒株中存在２个重要的病毒
致瘤基因：Ｅ６和Ｅ７基因，它们以整介形式存在于人
体基因组内，引起细胞基因组ＤＮＡ损伤的积累，使细
胞调节蛋白失活而导致宫颈上皮细胞发生恶性转化。
持续感染 ＨＰＶ１６和 ＨＰＶ１８型病毒，是宫颈癌类

妇科疾病发生、发展过程中最主要的诱因。与其他

ＨＰＶ病毒亚型相比，ＨＰＶ１６型更易导致宫颈上皮内
瘤变甚至于宫颈癌［１２－１３］。德国病毒学家通过大量流行
病学和分子生物学研究发现，ＨＰＶ感染是宫颈癌病变
发生、发展的必要条件之一，也有研究统计发现９０％
以上宫颈癌患者组织中都可以检测到高危型 ＨＰＶ病
毒的基因组ＤＮＡ［１４］。目前 ＨＰＶ１６的检测主要依赖
形态学检测和分子生物学技术检测，本研究采用ＰＣＲ
扩增电泳技术以本院２０１２—２０１４年１２月期间就诊的
宫颈癌患者宫颈癌组织样本为对象，对 ＨＰＶ１６分离
株进行扩增、凝胶电泳检测，发现 ＨＰＶ１６基因组片段
约为９６ｂｐ。而 ＨＰＶ１６Ｅ６基因约为４６５ｂｐ。因此，
对于 ＨＰＶ１６全基因组序列和Ｅ６基因都成功得到了
扩增，这也证明了在宫颈癌患者中大多确实都能检测
到 ＨＰＶ病毒。
一般来说，在核苷酸水平上，某一类型的 ＨＰＶ与

其他类型的相似性不到９０％，但是当相似性达到９８％
以上时则认为是型内变异体；通常根据长末端调控区
序列和Ｅ６基因序列，将 ＨＰＶ１６型分为欧洲型、亚洲
型、亚洲美洲型、非洲－１型、非洲－２型５种主要变异
体，并且这些病毒变异体通常很稳定，未发生基因重组
的情况，但是有研究指出 ＨＰＶ１６型病毒株常出现地
理区域集中分布的现象［１５］。本研究通过对 ＨＰＶ１６全
基因组进行测序发现，宫颈癌患者感染的 ＨＰＶ１６存
在很多种突变方式，部分突变位点发生在编码区，部分
突变位点则发生在非编码区。因而，根据 ＨＰＶ１６基
因突变位点差异，可以进一步分为：欧州Ｅ型变异体、
亚洲型Ａｓ型变异体、亚美型ＡＡ型变异体、非洲－１型

Ａｆ１型变异体、非洲－２型Ａｆ２变异体和北美型ＮＡ变
异体。进化分析发现，将 ＨＰＶ３５Ｅ６基因序列作为外
类 群 参 考，引 入 ＨＰＶ１６ 变 异 体 ＡＦ４７２５０８ 和

ＡＦ４７２５０９，ＥＧ３５０所代表的欧洲变异体中最常见的

３５０位点发生了Ｔ到Ｇ的突变。因此，ＨＰＶ１６Ｅ６基
因的进化树分析结果表明非洲株单独构成分枝。本研
究测序的样本没有与三者位于同一分枝的，且样品

Ｔ１１和Ｔ１９为 Ｅｐ型变异体，而 Ｔ０１，０３，０５，０７，０８，

１０，１２，１４为Ａｓ型变异体。
流行病学的研究表明，ＨＰＶ１６的不同分支致癌能

力不同，这就可能会对宫颈癌的临床治疗结局产生不
同影响。有研究认为，致癌能力不同可能与癌基因

Ｅ６、Ｅ７的突变相关［１６］。本研究通过宫颈癌患者的组
织样本中感染的 ＨＰＶ１６病毒的Ｅ６基因测序比对，分
析其突变情况来探讨其与宫颈癌发生、发展间存在的
可能的相关性。本研究中，通过软件对 ＨＰＶ１６Ｅ６基
因进行基因序列比较后发现，３０份样本中发生突变的
菌株达到了７６．６７％，其中错义突变位点包括：１７６位
点Ｇ→Ａ的突变、１７８位点Ｔ→Ｇ的突变、２９６位点Ｔ
→Ｇ的突变、３５０位点Ｔ→Ｇ的突变、４４２位点 Ａ→Ｃ
的突变、４４３位点Ｇ→Ａ突变、５２５位点Ｇ→Ａ的突变。
而１７８位点的Ｔ→Ａ突变和２４１位点的Ｔ→Ｇ突变均
为无义突变。本研究结果提示，宫颈癌患者的Ｅ６基
因序列变异频率发生最高的位点，且常发生在１７８位
点上的Ｔ→Ｇ。且也有研究已经证实，此变异株在东
亚人种中出现的概率要明显高于其他地区，所以该突
变位点被认为是东亚型病毒分支的特异性变异［１７］。
此外，本研究还发现，３０例宫颈癌患者组织样本

中Ａｓ型变异体和Ｅ型变异体的变异株位居主导地
位。由此可以认为，与其他国家 ＨＰＶ１６感染的流行
情况不同，Ａｓ型变异体是中国最流行的一种 ＨＰＶ１６
分支，然后是Ｅ型变异体，这对于指导 ＨＰＶ病毒感染
的宫颈癌类疾病的防治具有重大意义。与 ＨＰＶ病毒
致癌发生、发展紧密相关的Ｅ６、Ｅ７等基因，存在着多
种序列变异方式，本研究中宫颈癌患者样本中，以Ａｓ
型变异体和Ｅ型变异体为两种最主要的 ＨＰＶ１６亚型
分支。因此，及时发现 ＨＰＶ１６持续感染人群、尽早确
诊宫颈癌病变患者，并进行有效治疗是降低宫颈癌发
病率及死亡率的最有效途径，因而 ＨＰＶ１６的检测也
就显得至关重要。随着未来对 ＨＰＶ病毒感染及新技
术的深入研究，将会为感染 ＨＰＶ１６的宫颈癌患者的
临床治疗提供新的手段和依据。
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