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青岛地区不同宫颈病 

突变分析 

刘 佳 ，王言奎 ，孙 欣 ，王玉婷 ，赵成琳 

变组织中 HPV1 6 E2基因 

(青岛大学医学院附属医院妇产科，青岛 266003) 

【摘要】 目的：探讨山东省青岛地区不同宫颈病变组织中人乳头瘤病毒 16型 

(HPV16)E2基因序列多态性 ，以及序列变异与不 同宫颈病 变的关 系。方法：提取 257例 

宫颈脱落细胞及宫颈癌组织 DNA，PCR进行 HPV分型，其中HPV16阳性标本扩增E2基 

因，测定 PCR产物序列。通过 DNAStar生物软件进行核苷酸和氨基酸序列分析。结果： 

共检测 出 11个碱 基 突变位 点，其 中 10个 导 致 氨 基 酸 的改 变，突 变热 点 为 nt3410 

(63．2％)，nt3159(55．9％)，nt3249(55．9％)。统计学分析显示，各个位点的突变与不同 

级别宫颈病变之间均无相关性(P>0．05)。宫颈癌标本中基因整合率为[65％(14／40)]， 

远高于 CIN1I的整合率[14％(6／43)](P<0．001)。结论：青岛地区HPV16 E2基 因存在 

多个位点的突变，且发现 G2828A，T3274G，T3384C，T3524C为青岛地区特异性突变，这些 

位点的突变可能与高度上皮内瘤变和浸润性宫颈癌的发生和发展有关。 
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【Abstract】 objectives：To investigate the specific nucleotide variations in the human 

papillomavirus(HPV)16 E2 DNA sequence in Qingdao of Shan dong Province．The association 

between the sequence variant and different cervical lesions was also assessed．M ethods：The 

HPV16 E2 gene was amplified by PCR from fresh--frozen tissue as well as cervical--scraping cell 

lysates and sequenced it and then were compared with the standard strain．Results：A total of 1 1 

nucleotide mutations were identified，while 10 of which resulted in amino acid changes．The hot 

spots of mutation were nt，3410(63．2％)，3159(55．9％)，3249(55．9％)．The analysis re— 

vealed that there was no relation between the E2 mutation and degree of dysplasia(P>0．05)． 

The integration ratio was 65％ (14 of 40)in the cervical cancer specimens，significantly more 

frequent than in CIN 111 lesions(6 of 43)(P<0．001)．Conclusion：In this study，there are sev— 

eral E2 sequence variations in HPV16 isolates in qingdao of china，G2828A，T3274G，T3384C， 

T3524C are found for the first time．These variants may be associated with the developing of 

cervical cancer． 
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人乳头瘤病毒(human papillomavirus，HPV)是 
一 种双链 无 包膜 的环状 DNA病 毒，基 因全 长 
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· 论著 · 

7900bp，由早期(E)区、晚期(L)区和上游调控 区 

(URR)3部分组成。E区主要有 El、E2、E4、E5、E6 
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和 E7六个基因，具有维持病毒复制、编码病毒蛋白 

及维持细胞内病毒高拷贝的功能 J。E6和E7转录 

亚单位为病毒癌基因，其编码产物 E6、E7蛋白对病 

毒的复制起关键性作用。E6、E7蛋白分别通过与抑 

癌基因p53和 pRb结合，导致 p53蛋白和 pRb蛋白 

失活，最终导致感染高危型 HPV的细胞持续增 

殖 。E2是在病毒整合人宿主细胞过程中环状结 

构打开的部位，其开放读码框通常受到破坏，E2蛋 

白是一种序列特异性 DNA结合蛋白，可调节 DNA 

复制和转录，在 HPV感染及感染后病毒生活周期的 

正常维持中具有关键作用。在 HPV感染细胞中， 

E2蛋白通过与E6、E7启动子上特异的DNA识别序 

列相结合，下调病毒 E6、E7癌基因的转录，诱导细 

胞凋亡 。 

本文通过 PCR方法分析山东省青岛地区不同 

宫颈病变组织中 HPV16 E2基因序列的多态性，以 

及序列变异与不同宫颈病变的关系，为研制能够诱 

发较高特异性免疫水平、针对中国青岛地区地方株 

的 HPV16治疗性疫苗奠定基础。 

1 资料与方法 

1．1 病例收集 收集青岛大学医学 院附属医院 2008至 

2010年 门诊及住院患者的宫颈病变标本共 257例，年龄 20 

～ 67岁。其 中 196例为 门诊患者，接受液基细胞学检查 

(LCT)且结果为异常者 ，其中非典型鳞状上皮细胞(ASCUS) 

57例，低度鳞状上皮内病变(LSIL)88例，高度鳞状上皮内病 

变(HSIL)51例。61例取 自本院妇产科住院患者手术切除 

的宫颈癌标本 ，其中9例高分化鳞状细胞癌 ，36例中分化鳞 

状细胞癌，8例低分化鳞状细胞癌，8例中分化黏液腺癌。所 

有标本收集前均未行任何放化疗 ，收集后立即存放于一70℃ 

冰箱。患者均为青岛籍 ，出生并长期居住于青岛。 

1．2 主要试剂 Taq DNA聚合酶、10×PCR Buffer、dNTP 

Mixture、6xLoading Buffer、DNA分子标志物 DI2000、琼脂糖 

等(大连宝生物工程)。蛋白酶 K(德国 Merck)。 

1．3 引物设计 用通用引物 MY09、MY11扩增 HPV L1基 

因组片段筛选 HPV阳性标本。HPV16型特异性引物进一步 

鉴定 HPV16阳性标本。根据 Seedoff等 1985年发表 的 

HPV16基因组全序列，应用 Premier公司引物设计软件 5．0 

设计本研究所需引物，由上海生物工程合成，序列见表 1。 

表 1 实验所用引物序列及扩增产物大小 

引物名称 序列(5，--+3 ) 产物大小(bp) 
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1．4 PCR检测 

1．4．1 组织 DNA提取 用眼科剪将新鲜组织剪成小组织 

块，采用蛋白酶 K消化、酚一氯仿一异戊醇法常规提取组织 

DNA。细胞悬液直接蛋白酶 K消化 、酚一氯仿．异戊醇法提取 

细胞 DNA，-20℃冰箱保存备用。 

1．d．2 PCR反应 以提取的 DNA为模板，首先用 MY09／ 

MY11通用引物筛选 出 HPV阳性标本 ，进而用 HPV16型特 

异性引物筛选出HPV16阳性标本，最后对 HPV16阳性标本 

进行 E2基因全序列 PCR扩增。PCR扩增体系50 l：宫颈组 

织或细胞悬液提取的 DNA 3 l，dNTP 200 m0L／L，上、下游引 

物各 2 1(10pmol／~1)，TaqDNA聚合酶 0．3 l，10~PCR扩增 

缓冲液 2．5 l，加无酶水至 50 l。PCR反应条件 ：95℃预变 

性 5min；95~C变性 30s，55℃复性 30s，72℃延伸 1min，共 35 

个循环；热循环结束后 72％延伸 10min。取4 l反应产物于 

1．6％琼脂糖凝胶中进行电泳 ，凝胶成像系统中观察并分析 

结果。 

1．5 核苷酸序列分析 PCR产物纯化后进行双向测序，纯 

化和测序服务由北京华大基因研究中心提供，用 DNAStar软 

件分析测序结果 ，寻找热点突变位点，分析序列多态性。 

1．6 统计学处理 用 SPSS 16．0统计软件处理数据，计数 

资料样本率的比较采用 x 检验及精确概率法，P<0．05为差 

异有统计学意义。 

2 结 果 

2．1 HPV DNA检测结果 257例标本中 HPV阳 

性者为 213例 (82．9％)，HPV16阳性为 110例 (5 

1．6％)，其中浸润性宫颈癌 40例，宫颈上皮内瘤变 

58例(CIN I 2例，CINⅡ 13例，CINm 43例)，炎症 

12例。所选异常 LCT标本都行活检得到病理结果。 

2．2 E2基因扩增结果 110例 HPV16阳性标本中 

有 68例 E2基因扩增成功，见表 2。宫颈癌组 E2基 

因阳性率明显低于 CINm组(P<0．001)，CINllI组、 

CINⅡ组或 CIN I组中E2扩增率的差异无统计学意 

义(CINm VS CINⅡ，P=0．072；CINm vs CIN I／炎 

症，P=0．214，CIN I VS CINⅡ，P=0．887)。宫颈癌 

中HPV的整合率为65％，而 CIN m中 HPV的整合 

率为 14％，两者差异有统计学意义(P<0．0001)。 

表 2 E2扩增结果[n(％)] 

2．3 E2基因序列分析 与德国HPV16标准株 E2 

基因进行比对，在 HPV16 E2序列中检测到 11个碱 
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基突变位点，其中10个导致氨基酸变化。见表 3。 

表 3 宫颈癌组织中E2基因突变位点分析(n) 

2828 2926 3159 3249 3274 3384 3410 3449 3524 3684 3787 

G．A A-G C-A G-A T-G T-C C-T／A G-A T-C C-A C-A 

此位点无氨基酸改变，为无义突变；对每个突变位点进行突变率分析，结果发现E2各个位点突变率与不同程度的病变均无相关性(P>O．05) 

3 讨 论 

目前，宫颈癌在我国的发生率已居女性恶性肿 

瘤的首位，是导致妇女死亡的主要原因。全世界每 

年至少有20万人死于宫颈癌 J。 

1995年 HPV被国际癌症研究中心(internation． 

al agency for research on cancer，IARC)定为致宫颈 

癌及其相关病变的关键因素。99．7％的宫颈癌中可 

检出 HPV病毒，在宫颈上皮内高度病变中，HPV检 

出率也高达 90％。其中 HPV16是最常见的致病亚 

型，约60％的宫颈癌由其引起。由于 HPV感染率 

不断上升，宫颈癌被认为是世界上最广泛流行的性 

传播性病原体引起的疾病之一 。 

病毒E2基因的破坏可造成 E2对 E6和 E7抑 

制作用的丧失，最终导致 E6和 E7病毒基因的大量 

表达l6 J。在感染初期和宫颈上皮内瘤变发生的早 

期，其表达被 E2蛋白所抑制，E6、E7低表达，在晚 

期病变组织中高表达；相反，E2蛋白作为病毒 DNA 

复制和基因表达的主要调控蛋白，在感染初期和 

CIN早期稳定表达，且表达率较高 。研究表明，在 

HPV18感染的宫颈癌细胞中，重新引入 E2基因可 

以抑制 E6、E7的表达，使细胞周期终止于 G 期 J。 

Parish等 进一步研究显示，高危型 HPV E2蛋 白 

还通过另外两条途径诱导细胞凋亡：一条为 p53依 

赖途径，可以诱导 HPV转化及非转化细胞凋亡；另 
一 条为非 p53依赖途径，需要 E2结合到病毒基因 

组，仅诱导 HPV转化细胞凋亡。目前 E2蛋白的抑 

癌作用 已得到了肯定，已有将 E2基因用于治疗的 

报道 ，但 E2蛋白对细胞增殖的作用机制尚未十 

分清楚。 

在高级别上皮病变中完整的 E2基因和病毒致 

癌基因的并存表达表明单纯 E2基因的破坏并不是 

官颈癌发展的先决条件，还存在能增加病毒致癌基 

因表达的其他机制。其中之一就是由于 E2基因突 

变引起其功能的改变。因为 E2蛋白在病毒复制和 

病毒致癌基因表达的调节中至关重要，因此 E2核 

苷酸和氨基酸的突变能彻底改变生物功能 以及 

HPV16相关感染的结局。 

本实验通过 PCR技术分析了青岛地区特异的 

HPV16 E2序列突变，并研究各个突变与各级别癌 

前病变及宫颈癌之间的关系。本实验对 E2基因的 

扩增采取了一对上下游引物避免出现早期其他研究 

中应用多段引物分段进行测序的不足 。普遍认 

为 HPV病毒整合到宿主 DNA上是发生于 El／E2 

开放阅读框上，这导致了 El／E2阅读框的缺失或破 

坏 I'地J。本实验中宫颈癌中E2的扩增率为 35％， 

因此 HPV的整合率为 65％，而 CIN m中 HPV的整 

合率为 14％，两者差异具有统计学意义 (P<0． 

0001)。所有68例标本在 2926位点均发生 A—G 

突变，目前已确定为所用标准 HPV16测序的错误。 

另一个最常见的突变位于3410位点，68例标本中 

38例出现了C—T的改变，导致 219位点氨基酸由脯 

氨酸变为丝氨酸，这与 Gyorgy的报道是一致的_1 。 

Graham等  ̈也曾报道此位点的突变，提出该突变 

会进一步改变蛋白二级和三级结构，并且该突变的 

发生可能与高度上皮内瘤变和浸润性宫颈癌的发生 

和发展有关。本实验发现虽然此位点突变率较高， 

但与病情的进展没有相关性，与 Giannoudis等  ̈的 

发现一致。此位点除 C．T的改变外在 CINm组中又 

出现了新的突变即 C．A，导致脯氨酸变为组氨酸。 

3684C—A(T310K)突变(导致苏氨酸转变为赖 

氨酸)的重要性在以前的研究中已经阐述  ̈。这个 

突变位于 E2蛋白DNA结合螺旋附近，改变该螺旋 

构象可使 E2蛋白的构象也发生改变。虽然一项采 

用 T310K突变的功能性的研究发现它的转活特性 

与原型比较没有发生改变，但后来的一个研究显示 

此突 变在 体 内与 转 活性 质有 生 物 相关 性  ̈。 

3159C—A突变也具有功能性的意义，因为该位点是 

E2蛋白的一个重要的抗原表位。在许多研究中都 
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已经发现该位点的突变可改变蛋白的免疫功能 。 
一 些新 的突变 (G2828A，T3274G，T3384C，T3524C) 

都是在青岛地区第一次发现的，除3384位点没有发 

生氨基酸的改变，其他位点都发生了氨基酸的变化， 

虽然这些突变的功能性意义尚无法评估，但上述突 

变发生的频率 (分别为 51．5％，17．6％，35．3％， 

35．3％)提示应进一步深入研究。 

虽然每个 E2突变位点与宫颈上皮内瘤变和宫 

颈癌的病程进展之间均无相关性 ，但不能排除 E2 

基因突变在 HPV16感染的自然病史中所起的重要 

作用。 

本研究首次分析了青岛地区 HPV16 E2基因突 

变，提示 E2基因突变可能是改变 E6和 E7癌基因 

表达的机制之一。本研究反映出青岛地区不同宫颈 

病变组织中HPV16 E2基因存在多种序列变异，这 

可能与病毒致癌潜能和宫颈癌的发生相关，为进一 

步研究宫颈癌发生发展的机制提供了基础。且这些 

突变具有青岛地域性，可为研制针对青岛地区的 

HPV疫苗、指导宫颈病变临床诊治积累更多有价值 

的信息。 
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