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上可预测 LNG—IUS治疗子宫腺肌病的疗效。本研究中子宫 

腺肌病患者仅根据临床症状和超声检查做出诊断，并且例数 

较少，因此，进行大样本的前瞻性临床研究是非常必要 的。 

此外 ，进行宫内局部左炔诺孕酮浓度测定以及与药效之间关 

系的研究，对于指导患者长期放置 LNG—IUS治疗子宫腺肌 

病是非常有益的。 

参 考 文 献 

[1]何淑明，韦明秀，韩燕华，等 ．左炔诺孕酮宫内缓释系统治疗 

子宫腺肌病的临床观察 ．中华妇产科杂志，2005，40：536-538． 

[2】魏丽娜，祁秀娟，赵文翠，等 ．左炔诺孕酮宫内缓释系统治疗 

子宫腺肌病疗效观察 ．中国实用妇科与产科杂志，2007，23： 
192—194． 

[3]盛洁，卢丹，张建，等 ．左炔诺孕酮宫内缓释系统治疗子宫腺 

肌病痛经的临床观察．中华妇产科杂志，2006，41：467470． 

[4]Bragheto AM，Case~a N，Bahamondes L，et a1．Effectiveness of 
the levonorgestrel·releasing intrauterine system in the treatment of 

adenomyosis diagnosed and monitored by magnetic resonance 

imaging．Contraception，2007，76：195-199． 

f 5『Petta CA，Fen-iani RA，Abrao MS，et a1．Randomized clinical trial 

of a levonorgestrel—releasing intrauterine system and a depot GnRH 

analogue for the treatment of chronic pelvic pain in women with 

endometriosis．Ham Reprod，2005．20：l993一l998． 

『6]Cho S，Nam A，Kim H，et 81． Clinical effects of￡lIe 

levonorgestrel—releasing intrauterine device in patients with 

adenomyosis．Am J Obstet Gyneco1．2008．198：373．1_7． 

[7]张琴芳，张英，王会凤，等 ．左炔诺孕酮宫内缓释系统对女性 

生殖激素水平的影响．中华妇产科杂志，2006，41：774I775． 

[8]李莉，叶明，康佳丽 ．左炔诺孕酮宫内缓释系统治疗子宫腺肌 

病及其对卵巢功能的影响 ．中华优生与遗传杂志，2007，15： 
83-84． 

[9]Vercellini P，Viganb P，Somigliana E． 111e role of the 
levonorgestrel-releasing intrauterine deviee in the man agement of 

symptomatic endometriosis．Curr Opin Obstet Gynecol，2005，17： 

359．365． 

【1O]Loekhat FB，Emembolu JE，Konje JC．Serum and peritoneal fluid 

levels of levonorgestrel in women with endometriosis who were 

treated with an intrauterine contraceptive device containing 

levonorgestre1．Fertil Steril．2005，83：398-404． 

年轻妇女子宫颈癌组织人乳头状瘤病毒 16 

E6基因变异与序列分析 

胡燕 朱燕英 章圣辉 朱华 帅茨霞 

近年来，国内外报道年轻妇女宫颈癌的发病率有上升趋 

势 ，已经引起了妇科肿瘤学界的关注，而高危型人乳头状 

瘤病毒(human papi|loma virus，HPV)亚型的持续感染是宫颈 

癌发生 的主要原 因，临床上 以 HPVI6感染 率最高 。 

HPV16 E6基因组是位于 HPV16全基因组早期基因区的第 

6个开放读码结构，在细胞癌变中起重要作用，是导致细胞 

转化和恶性表型维持所必需的主要转化基因。目前，已报道 

HPV16 E6有多种型内变异体，且其分布具有明显的地域性， 

某些变异体与宫颈癌发病相关 。为 r解温州地区年轻妇 

女宫颈癌组织中HPV16 E6基因的结构特点及序列变异情 

况，本研究对来 自温州地区的年轻妇女官颈癌组织 HPV16 

E6基因进行序列分析，并与非年轻妇女宫颈癌组织进行 比 

较，以期为研究我国年轻妇女宫颈癌组织中HPV16 E6基因 

结构特点积累流行病学资料，并为我国 HPV预防及治疗性 

疫苗的研究提供理论基础。 

一

、资料与方法 
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1．研究对象：收集 2005年6月至2008年 6月在温州医 

学院附属第一医院诊治的宫颈鳞状上皮性癌(鳞癌)患者共 

98例，根据诊断时的年龄进行分组，其中年龄 ≤35岁为年轻 

组，共 37例，年龄 >35岁为非年轻组，共 61例。所有患者均 

出生于温州地区，无长期外地生活及居住史。年轻组患者平 

均年龄为(32±3)岁 ，其中年龄最小者仅 23岁，未婚已有性 

生活史 4年，曾人工流产 1次。初次性生活年龄平均(19．1± 

1．4)岁，孕 次 1—3次。根据 国际妇 产 科联盟 (FIGO， 

2000年)的临床分期标准分为I b期15例，U a期20例，IIb 

期2例，无 Ⅲ期及Ⅳ期患者；非年轻组患者平均年龄(50±8) 

岁，初次性生活年龄平均(19．6±1．7)岁，孕次 1—8次，临床 

分期I b期 l3例，Ⅱa期38例，I／b期8例，Ⅲ期2例，无Ⅳ 

期患者。所有宫颈癌患者均经宫颈活检组织病理学证实为 

浸润性宫颈鳞癌。 

2．方法：(1)标本采集：所有宫颈鳞癌患者取材前均未 

曾行放疗或化疗，征求患者同意后于妇科检查时，以宫颈钳 

钳取宫颈组织。宫颈组织标本取下后立即置 一80℃冰箱保 

存。(2)组织标本 DNA提取：每份标本各称取 20 mg，应用德 

国Qiagen公司牛产的 DNA抽提试剂盒(DNeasy tissue kit)提 

取 DNA，然后加 100 txl三羟甲基氨基 甲烷-乙二胺四乙酸 

缓冲液(AE)溶解，经紫外分光光度计检测吸光度(A)值。 
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s e p t e m b e r 2 0 0 9
，

V 0 1． 4 4
，

N 0 ． 9

D N A 总 量 约 为 5 — 2 0 斗g ， 浓 度 约 为 10 0 n ∥ “l
，

D N A 纯 度 ：

A
2 6 0

／ 4
2 8 0

= 1 ． 7 ～ 1 ． 9 。 ( 3 ) 引物 设 计 ：H P V l 6 E 6 引 物 设 计 参

照 文 献 [ 1 0 ] ， H P V l 6 E 6 上 下 游 引 物 序 列 分 别 为 5
’

一

G A C A T m A T G C A C C A A A A G 一 3
’

和 5
’

一 G T A T C T C C A T G C A T

G A T T A c 一 3
’

， 由上 海 生 工 生 物 工 程 有 限 公 司 合 成 。 ( 4 ) P C R

反 应 ：采 用 5 0 “1 的 P c R 反 应 体 系 ， 其 中各 成 分含 量 为 ：宫 颈

鳞 癌组 织 D N A 1 ¨l
，

2 × P c R 标 准 混 合 物 2 5 斗l ( 立 陶 宛

F e r r n e n t a s 公 司 生 产 ) ， 上 下 游 引 物 各 1 斗 l ( 引 物 浓 度 均 为

5 0 斗m o l／L ) ， 水 2 2 斗1
。

P c R 反 应 条 件 为 ： 预 变 性 9 5 ℃

5 m i n ；变性 9 4 ℃ 4 5 s
， 退 火 5 5 ℃ 1 m i n

， 延 伸 7 2 ℃ 1 m i n
， 共

3 0 个 循 环 ；延 伸 7 2 ℃ 7 m i n
。 应 用 1 ． 2 ％ 琼 脂 糖 凝 胶 电 泳 鉴

定 P C R 产 物 的质 量 。 以 2 n g 的 H P V l 6 ( 德 国 标 准 株 ) 质 粒

为 阳 性 对 照 ， 已 知 无 H P V l 6 感 染 的 正 常 宫 颈 组 织 为 阴 性 对

照 ， 以 在 5 2 0 b p 处 出 现 D N A 条 带 者 为 扩 增 出 的 H P V l 6 E 6

基 因 序列 。 ( 5 ) H P v l 6 E 6 D N A 序 列 测 定 ：H P V l 6 E 6 D N A

扩 增 阳性 的 P C R 产 物 进 行 胶 纯 化 后 ， 送 至 上 海 联 众 基 因 科

技 研 究 院 ， 采 用 荧 光 标 记 桑 格 ( s a n g e r ) 双 脱 氧链 终 止 法 双 向

测 序 。 ( 6 ) H P V l 6 E 6 D N A 序列 分 析 ：采 用 B L A S T 软 件 比 较

基 因库 中的 H P V l 6 碱 基 序 列 与 测 得 的 基 因 序 列 和 蛋 白序

列 。 变 异 型 命 名参 照 文 献 [ 1 1 ] 。

3 ． 统 计 学 方 法 ：采 用 s P S S 1 1 ． 0 软 件 进 行 统 计 学 处 理 ，

两 组 标 本 H P V l 6 E 6 D N A 阳 性 率 的 比较 及 H P V l 6 E 6 亚 洲

型 变 异 出现 率 的 比较 采 用 x
。

分 析 。

二 、 结 果

1 ． 宫 颈 鳞 癌 组 织 中 H P V l 6 E 6 D N A 的 扩 增 结 果 ： 以 宫

颈 鳞 癌 组 织 D N A 为 模 板 ， 用 H P v l 6 E 6 特 异 性 引 物 进 行

D N A 扩 增 ， 扩 增 产 物 在 1 ． 2 ％ 琼 脂 糖 凝 胶 上 约 5 2 0 b p 处 见 清

晰 的扩增 带 ， 分别 与德 国标 准 株 H P V l 6 E 6 扩 增 产 物 处 于 同

一 水平 。 见 图 1 。

2 ． 两 组 患 者 H P V l 6 E 6 阳 性 率 ： 9 8 例宫 颈 鳞 癌 患 者 中 ，

共 检 出 H P V l 6 E 6 阳性 3 6 例 ， 总 阳性 率 为 3 7 ％ ( 3 6 ／9 8 ) 。 其

中 ， 年轻 组 H P V l 6 E 6 阳性 者 1 9 例 ， 占 5 l ％ ( 1 9 ／3 7 ) ， 非 年 轻

组 1 7 例 阳性 ， 占 2 8 ％ ( 1 7 ／6 1 ) ， 两 组 比 较 ， 差 异 有 统 计 学 意

义 ( x
。

= 5 ． 4 6 5
，

P < O． 0 5 ) 。

3 ． 两 组 官 颈 鳞 癌 组 织 H P v l 6 E 6 D N A 序 列 测 定 结 果 ：

用 B L A s T 软件 将 测 出 的 碱 基 序 列 与 基 因 库 中 的 H P v l 6 碱

基 序列 进 行 比 对 ， 符 合 率 均 达 9 8 ％ 以 上 。 3 6 例 H P V l 6 E 6

D N A 阳 性 患 者 中发 现 5 例 为 野 生 型 ， 年 轻 组 4 例 ， 非 年 轻 组

1 例 。 其余 3 1 例 H P V l 6 E 6 D N A 序 列 比对 结 果 均 存 在 点 突

变 ， 除 1 例 为 第 2 4 1 位 T — G
， 属 同 义 突 变 外 ， 另 3 0 例 均 为 错

^ c T ^ 掌̂ c ^ T c ^ e 牌 ^ T ^ T T ^ G ^
’
抖 G T G T 口

b p

6 9 7

l 0 0 0

5 0 0

2 5 0

5 0

M ：D N A 标 志 物 1
，

2
，

5 ：阳性 条带 3
，
4

，
6 ～ 9 ：阴 性

条 带 1 0 ：阴性 对 照 1 l ：阳性 对 照

图 l H P V l 6 E 6 D N A 扩增 电泳 图

义 突 变 ， 每 组 宫 颈 鳞 癌 患 者 各 为 1 5 例 。 在 3 0 例 错 义 突 变

中 ， 最 常 见 的 碱基 突 变 是 第 17 8 位 T — G ( 图 2 A ) ， 属 亚 洲 型 ，

占 7 7 ％ ( 2 3 ／3 0 ) ， 所 引起 的氨 基 酸 突变 为 D 2 5 E [ ( 第 2 5 位 天

冬 氨 酸 ( A s p ) 突 变 为 谷 氨酸 ( G l y ) ] ， 年轻 组 1 5 例 [ 其 中 3 例

同时伴碱 基 第 3 9 3 位 G — T
， 相 应 氨 基 酸 突 变 为 c 9 7 F

， 即 第

9 7 位 半 胱 氨 酸 ( c y s ) 突 变 为 苯 丙 氨 酸 ( P h e ) ] ， 非 年 轻 组 8

例 ， 均 为单 一 碱 基 第 1 7 8 位 突变 ；第 3 5 0 位 T — G ( 图 2 B ) ， 属

欧 洲 型 ， 所 引起 的氨 基 酸 突变 为 L 8 3 V [ 第 8 3 位 亮 氨酸 ( I 』e u )

突变 为 缬 氨酸 ( V a l ) ] ， 占 10 ％ ( 3 ／3 0 ) ， 也 仅 出 现 于 非 年 轻 组

宫 颈 癌 患 者 中 ， 其 中 1 例 同 时伴 碱 基 第 1 6 8 位 c — G
， 相 应 氨

基 酸 突 变 为 1、2 2 s
， 即 第 2 2 位 苏 氨 酸 ( T h r ) 突 变 为 丝 氨 酸

( s e r ) ， 而 年 轻 组 宫 颈 癌 患 者 中 未 发 现 有 欧 洲 型 变 异 。 第

3 3 5 位 c — T 合 并 第 4 4 2 位 A — C ( 图 2 C ) ， 属 非 洲 I 型 ， 占

1 3 ％ ( 4 ／3 0 ) ， 所 引起 的 氨基 酸 突 变 为 H 7 8 Y ／E l 】3 D [ 第 7 8 位

组 氨 酸 ( H i s ) 突 变 为 酪 氨 酸 ( rr yr ) ／第 1 13 位 谷 氨 酸 ( G l y ) 突

变 为 A s p ] ， 仅 出现 于 非 年轻组 患 者 中 。

4 ． 两 组 宫 颈 鳞 癌 组 织 H P V l 6 E 6 亚 洲 型 变 异 出 现 率 的

比较 ：在 检 测 到 H P V l 6 E 6 的 各 种 变 异 体 中 ， 最 常 见 的 碱 基

突 变 为 亚 洲 型 突变 。 年轻组 宫 颈 鳞 癌 患 者 的 出现 率 为 4 1 ％

( 1 5 ／3 7 ) ， 非 年 轻 组 患 者 的 出 现 率 为 1 3 ％ ( 8 ／6 1 ) ， 两 组 比

较 ， 差 异 有 统计 学 意 义 ( x
。

= 9 ． 6 4 5
，

尸 < 0 ． 0 5 ) 。

三 、 讨 论

1 ． H P V l 6 E 6 阳性 与 宫 颈 鳞 癌 年 轻 化 趋 势 的相 关性 ：宫

颈 癌 是 女性 生 殖 道 发 病 率和 死 亡 率最 高 的恶 性 肿 瘤 ， 通 常 以

。 ^ 张 T ^ c ^ ⋯ 髂 T G 川 T ^ I ．⋯ ^ c c 妣 T G T G T c c 糟 小 ⋯ ^ G 器 ^

图 2 H P v l 6 E 6 D N A 变异 型 测 序峰 图 2 A ：第 17 8 位 T — G 2 B ：碱屋 第 3 5 0 位 T — G 2 c ：碱基 第 3 3 5 位 c — T
， 合并碱基 第 4 -4 2 位 A — c
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年龄 35岁为界划分，年轻与年长宫颈癌患者比较，其官颈癌 

具有恶性程度高、非鳞癌比例增高、容易早期转移、预后差、5 

年生存率低的特点[12-13]，已引起妇科肿瘤学界的重视。在 

对宫颈癌发病年轻化趋势的研究中发现，高危型 HPV16感 

染与宫颈鳞癌年轻化有关 14-15 7。本组 HPVI6 E6总阳性率 

为37％，且年轻组阳性率明显高于非年轻组。 

2．HPV16 E6变异型与宫颈癌发病地域的相关性：近年 

来 ，国内外相继报道，HPV16 E6突变增强了 HPVI6致癌的 

危险性，同时其各种变异型的致癌危险性具有地域性，即同 
一 HPV16 E6变异型在不同地区的致癌危险性存在明显差 

异” 。已报道的变异型 有：欧洲型、亚洲型、亚美洲型、 

非洲 I型、非洲 Ⅱ型，北美型。2004年 de Boer等 刮在印度 

尼西亚发现了爪哇型(Java)。HPV16 E6的各种基因变异株 

具有不同的生物与生化特性，可通过不同机制逃避机体体液 

和细胞免疫的攻击，这给针对 E6蛋白的宫颈癌疫苗的研究 

带来了困难。因此，对 HPV高危亚型进行分型研究，对了解 

病情、判断预后及指导治疗有重要价值。目前，我国对各地 

区 HPV16型 内变异 的流行病学 资料较为欠缺。马正海 

等 报道的我国新疆维吾尔族妇女宫颈癌组织中 HPV16 

E6的碱基变异热点为 nt350位，为欧洲型变异，而刘国炳 

等 及 Wu等 报道的来自广州及南昌地区妇女宫颈癌组 

织中HPV16 E6的碱基变异热点为 nt178位，为亚洲型变异， 

本研究对来 自温州地区的宫颈鳞癌 HPVI6 E6阳性者的基 

因序列分析结果发现，最常见的变异位点为 nt178位 ，提示 

温州地区妇女宫颈癌组织中最常见的 HPV16 E6碱基突变 

也为亚洲型突变。目前，虽然国内其他地区的宫颈癌患者 

HPV16 E6碱基变异尚缺乏资料，但亚洲型变异在以上南方 

城市妇女宫颈癌患者中的多见及与其他国家和我国新疆维 

吾尔 自治区报道结果的不同，值得关注。 

3．HPV16 E6特异性变异与年轻官颈癌发病的相关件： 

Radhakrishna Pillai等 及 Bemmen等 发现，HPV16 E6亚 

美洲型变异在印度及墨西哥年轻妇女宫颈癌组织中多见 ，提 

示在这两个地区此类型 HPV16 E6变异的致癌性更强，较其 

他类型变异体更容易导致年轻妇女宫颈癌的发生。本研究 

结果显示，HPV16 E6的亚洲型变异在年轻患者中的出现率 

明显高于非年轻患者，并且在非年轻患 者中发现的其他 

HPV16 E6变异类型，如非洲l型及欧洲型在年轻患者中均未 

发现，提示 ，在本地区亚洲型变异致癌性更强，较其他类型变 

异体更容易导致年轻妇女宫颈癌的发生。本研究结果可为研 

究我国年轻妇女宫颈癌组织中 HPV16 E6基因结构特点积累 

流行病学资料，对阐明年轻妇女宫颈癌发病率升高的原因有 
一 定意义。但尚需进一步扩大样本并进行纵向的研究，以评 

估 HPV16 E6特异性变异体在年轻妇女官颈癌发病中的 

作用。 
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