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四川地区宫颈癌组织 HPV18和 

HPV45 E6基因突变分析 

乌恩奇 ，任 源 ，邱爱东 ，张国楠 ，姜春来 ，樊 英 ， 

于湘晖 ，吴永革 ，查 晓 ，孔 维 

(1．吉林大学生命科学学院疫苗研究中心，长春 130023；2．四川省肿瘤医院，成都 610041) 

摘要 采用聚合酶链反应技术对四川地区2003～2004年收集的6o例宫颈癌患者的癌组织 DNA进行人乳头 

瘤病毒(HPV)E6基因扩增 ，获得 HPVI8和 45型 E6基因．序列分析发现，l8型三例 E6基因有同样的两处 

同义突变；45型两例 E6基因发生突变，一例有两处碱基突变，另一例发生六处碱基突变 ，其中两处涉及氨 

基酸变化 ，均位于 E6抗原决定簇区．HPV45型 E6基因中 134位 c—t，157位c—t，259位 g—t和341位卜 c 

的碱基点突变未见报道．另外，该地区 HPVI8和45型突变株之间存在碱基互变 ，它们之间的最小差异比野 

生型 HPVI8和HPV45之间的差异小4．05％，该数值比在非洲发现的突变株的要小很多，该结果支持 HPVI8 

和 HPV45可能起源于非洲的观点． 

关键词 HPV一18；HPV-45；E6突变；宫颈癌 

中图分类号 R373；RI81．2 文献标识码 A 文章编号 025l-0790(2006)02-0263-05 

某些特定型乳头瘤病毒(HPV)的感染是引发宫颈癌的主要因素  ̈，目前已经发现至少 40个类型 

的 HPV可以感染生殖部位 J．根据其致癌性的高低，HPV可分为高危型和低危型．公认的高危型有 

16，18，31，33，35，39，45，51，52，56和58型等 ，各地区主要流行型 HPV随地理位置有所差 

异 ．HPV基因组为总长8 000 bp左右的环状双链 DNA，由早期基因区(E区)、晚期基因区(L区)和 

长调空区(LCR)组成．E区含有6个开放阅读框(ORF)，其中早期编码蛋白的E6和 E7基因在细胞癌 

变中起重要作用．在持续感染高危型 HPV病毒后，病毒基因组会整合到宿主染色体中，E6和 E7基因 

的表达调控也受到干扰．E6蛋白与肿瘤抑制基因产物 p53蛋白结合形成复合物，抑制 p53蛋白对细胞 

周期的负调节功能，诱导细胞发生转化和永生化 ．对高危型 HPV病毒 E6基因突变的研究结果表 

明，特定位点的突变会使病毒更易诱导细胞产生癌变，增大再次感染或从宿主免疫系统逃逸的机会． 

HPV16型 E6蛋白83位的亮氨酸残基变为缬氨酸(碱基突变 T350G)的突变株在瑞典妇女宫颈癌组织 

中出现的比例远大于野生型，该突变被认为与组织癌变进程相关 ．E6蛋白氨基酸点突变与 p53蛋白 

结合实验结果表明，E6蛋白N端2～12及78～82，111～115，118～132等区域为p53结合区域，这些 

位置的氨基酸突变能引起 E6蛋白与 p53蛋白的结合能力的改变  ̈“ ．利用重组载体表达 E6蛋白残 

基进行的免疫研究结果发现 ，E6蛋白86～95，96～100，111～120，136～140，141～146及 146～150 

等区域为 E6蛋白抗原决定簇区域 12]，Matlashhewski等  ̈发现E．coli表达的 HPV18 E6蛋白N端 23 

个残基也具有 E6蛋白免疫原性，这些位点的突变可能引起病毒免疫原性的改变．长期以来，HPV不 

能在体外有效培养．21世纪以来，灵长类动物 HPV抗体检验方法的建立，以及利用分子生物学方法在 

酵母中表达的 HPV16，18型病毒样颗粒 (VLP)成功地诱导动物机体产生抗 HPV病毒的免疫反 

应  ̈· J，都为基因工程亚单位疫苗的研制提供了科学依据，使 HPV疫苗的研究有了突破性进展．明确 

HPV的主要型别及其基因结构和突变情况，特别是 E6，E7和 Ll基因的突变等流行病学资料，对加深 

HPV的基础研究和指导疫苗设计都具有重要意义．为了解我国四川地区宫颈癌患者组织中HPV E6基 
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因的结构特点，本文对来 自四川省宫颈癌组织 E6基因进行序列分析，以调查该地区妇女感染 HPV的 

类型及突变情况，这一研究将为我国HPV预防及治疗性疫苗的研制奠定了基础． 

1 实验部分 

1．1 试剂、标本采集和 DNA提取 

动物组织全基因组提取试剂盒(DNeasy Tissue Kit，QIAGEN公司)，高保真 TAQ酶及相关试剂 

(Platinum Taq DNA Polymerase，dNTP，Invitrogen公司)，分子量 Marker(DL2000，TAKARA公司)． 

宫颈癌组织标本采自2003年 1O月至2004年5月间四川省肿瘤医院收治并诊断为宫颈癌的患者． 

所有组织经手术切除后立即保存于 一4O℃冰箱中． 

按说明书用 DNeasy Tissue Kit提取基因组 DNA．提取的DNA基因组经卢一Globin球蛋白引物(上游 

5 一GAAGAGCCAAGGACAGGTAC；下游 5 一CAACTYCATCCACGTYCACC)PCR扩增验证其质量． 

1．2 引物设计 

引物根据 Genbank提供的HPV一18(AY262282)和45(X74479)全基因组序列为达到既能扩增出 E6 

基因全序列，又能确保型间的特异性的要求，由本实验室自行设计，上海 Sangon生物工程公司合成． 

HPV18型 E6基因上游引物：5 一GCGCGC1-ITGAGGATCCAACACGG；HPV18型 E6基因下游引物： 

5 一TACTTGTG1-ITrCTCTGCGTCG：HPV45型 E6基 因上游 引物：5 一GGCGCGC1-ITrGACGATCCAAAG； 

HPv45型 E6基因上游引物：5 TFGTGTI3'CCCTACGTCTGC． 

1．3 PCR扩增和核酸序列测定 

5O L反应体系，包含 1 L模板 DNA，反应条件为94℃，预热3 min后进入循环，94℃ 60 s，58 

℃ 60 S，72℃ 60 S，共循环 3O次，最后于72℃延伸 15 min．取 3 PCR反应产物，经质量分数为 

1．5％的琼脂糖凝胶电泳，EB染色检测． 

对 PCR产物进行双向测序，以获得可靠的序列信息．所获得突变样品经过 PCR重新扩增并再次 

测序以排除PCR过程中碱基错配而产生的误差．测序工作由上海 Sangon生物工程公司完成． 

1．4 ItPV病毒Ell基因同源性分析 

用 MEGA3软件分析所获得突变株与 HPV18型和HPV45型野生株的同源关系． 

2 结果与讨论 

HPV18型和 HPV45型为高危型 HPV，是引发宫颈癌的诱因之一，18型在许多地区是仅次于16型 

的主要流行 HPV型别，是感染和诱发宫颈癌的重要因素 6̈ ．HPV45型与 HPV18型的同源性很强 

(图1)，两者系统进化距离很近(表 1和表 2)．我们从宫颈癌标本提取的基因组中用 PCR方法筛出18 

型和45型HPV，对其 E6基因测序并与野生型序列进行比对，发现数处突变． 

sc18-2 

HPVl8 

0．08 0．06 0．04 0．02 0．00 

Evolutionary distance 

ng．1 Phylogenetic tree of the variants and the prototype in HPVI8 and 45 E6 gene 

Table 1 Percentage nudeotides similarity of HPVI8 E6 OFR with other HPV types 

ltPV type ILPVI8 HPV45 HPV39 HPV59 HPV26 HPV35 HPVI6 HPV53 HPV31 HPVOS HPV51 HPV56 HPV73 HPV58 HPV33 HPV34 ILPV52 

First A1．G lo5 lo2 lcr7 55 97 llO 83 lo2 l08 lo2 97 lo2 lo2 110 109 102 102 

Bases 477 477 477 483 453 450 477 465 450 468 456 468 447 450 450 447 447 

le0tldes
．

100．0 83．4 72．1 69．2 63．1 62．1 61．0 58．8 58．0 57．8 57．6 57．3 57．3 57．1 56．4 56．7 54．1 
similari~(％ ) 

5 1 Ⅵ 纷 咿 {；； 
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Table 2 Homologous distance of nuclcotides for high risk HPV types E6 gene‘ 

· Homogonous distance was constructed by transforming the sequence data into a distance matrix the Kimura S tWO parameter model using 

MEGA3 program． 

2．1 核酸序列测定和分析 

以宫颈癌组织 DNA为模板，分别用 HPV18型 E6和 HPV45型 E6引物进行扩增．观察 PCR产物 

电泳，可见一条位于470 bp附近的带，为 HPV E6 

基因阳性产物(图2)．通过 PCR结果鉴定，在 6O 

例样品中获得 l8型E6基因7例(SC18—1～SC18-7) 

和45型 E6基因2例(SCA5—1，SCA5-2)．经过测 

序，与 Genbank提 供 的 标 准 全 序 列 HPV一18 

(AY262282)和 HPV-45(X74479)进行比对发现：l8 

型中有 4例 (SC18—1，3，5，6)为野生型，另 3例 

(SC18-2，4，7)发生 2处同样的点突变，分别为 

HPV总基因组第 485位 t变为 c，549位 c变为 a， 

两处皆为同义突变(表3)．同样的变化已见文献 J 

报道，提示这两点的变化可能在世界各地较为普 

Fig．2 Electrophoretie analysis of PCR product of 

HPV18 and 45 E6 gene 

1． PCR amplified HPVl8 E6 gene；2．PCR am plifiod HPV45 

E6 gene；3．DNA marker DL2000；4．negative contro1． 

遍．45型样品中 SCA5-2 E6基因有2处碱基突变，第482位 t变为c，497位 a变为g，两处皆为同义突 

变．样品SCA5—1 E6基因有6处碱基突变，即 134位 c变为t，157位 c变为 t，259位 g变为 t，341位 t 

Table 3 Variants in HPV l8 an d 45  E6 gene 

HPV．18 HPV45 

Base of pointmutations 4 5 Base of point mutations 1 1 1 1 2 3 4 4 

8 4 2 3 5 5 5 4 8 9 

5 9 4 4 0 7 9 l 2 7 

HPV．18。 T C HPV-45。 A C T C G T T A 

SCl8．1 一 一 Sc45一l — T — T T C C G 

SCl8．2 C A Sc45—2 一 一 一 一 一 一 C G 

SCl8-3 一 一 HPV一45(Y13218) C — C — T — C 一 

SCl8．4 C A ● ● 

SCl8．5 一 一 

SCl8_6 一 一 

SCl8-7 C A 

HPV-l8(U89349) C A 

d．HPV-l8 and HPV-45 aIe the prototype$4~Eluence；b．HPVl8(tJU89349)and HPV45(Y13218)aIe the variant referenoB$4~Eluence ofGen- 

bank：“·”position at which amino acid chan ged． 
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变为 C，482位 t变为 C，497位 a变为 g．在氨基酸水平上，157位的突变由苏氨酸变为异亮氨酸 

(T19I)，259位的突变由半胱氨酸变为苯丙氨酸(C53F)(表 3)．482位和 259位的两点突变已见报 

道ll引．另外 4处突变点 134位 c变为 t，157位 c变为 t(T19I)，259位 g变为 t(C53F)和 341位 t变为 

C，这些突变尚未见报道． 

2．2 亲缘关系分析 

HPV45型与 HPV18型的系统进化距离很近，两者有相当高的同源性(表 2)．对 HPV18和 HPV45 

突变株交叉比对中发现(图3)，HPV18型485位(E6基因内第381位碱基)的突变与 HPV45型482位 

(E6基因内第381位碱基)的突变非常相似，这两点在从 E6基因起始密码子数起都是第 381位，系 

HPV18和 HPV45型同源的区域中共同的突变．而 HPV18型549(E6基因内第 445位碱基)位的变化和 

HPV45型259位(E6基因内158位碱基)、497位(E6基因内第 396位碱基)的变化则恰恰是两型同源 

区域内向对方型的转变． 

158 

月P 45 r AAAGA r 4 7 t 6AG ， 黝  7珏 GC C 4 A 4 4 AC 

O45—1 一一一一一一一一一一一一T一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一 
SC18—2 一⋯ 一⋯ ⋯ 一T—G—G⋯ 一一一一⋯ 一一A一一一一一C—GC一⋯ 一一一一一一一⋯ 一一一一一一一一一一一T— 

HPV 18 一一一一一一一一⋯ 一T —G —G 一一一一一⋯ 一 ⋯ A 一一一一一C—GC一 一⋯ ⋯ 一一一⋯ 一⋯ 一一⋯ 一一T — 

HPV45 TTTATTCCAGAATTAGAGAATTAAGATATTATTCAAACTCTGTATATGGAGAGACACTGGAAAAAA 
O45—1 一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一C一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一 

SC18—2 一一一一⋯ T一⋯ 一一一一一一一一一一一一一一C—T一一⋯ 一G 一⋯ 一一一G一一一一⋯ 一C一一一T一一⋯ 一一一C 

HPV 18 一一⋯ 一一T一⋯ 一一⋯ 一一一一⋯ 一一C —T ⋯ 一一一G 一一⋯ 一一G 一一一一一一一一C 一一一T 一一一一一一一一C 

HPV45 TAACTAATACAGAG rI’G‘IIATAA rI I’I rI’A I’AAGG I CCTGcGG I ×：‘：AGAAACCA1vrGAACCCAG 

So45—1 一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一 
SC18—2 一一一⋯ 一C一一T—G一一一A一一C一一一一一A 一一一一一一一一一一⋯ 一一⋯ 一⋯ 一⋯ 一一一G 一一一一一T⋯ 一 

HPV18 一一一⋯ 一C 一一T —G 一一一A一一C 一一一一一A 一一一一一一一⋯ 一⋯ 一一一一一⋯ 一一一一⋯ G 一一一一一T ⋯ 一 

381 396 

HPV45 CAGAAAAACGTAGACACCTTAAGGACAAACGAAGATTTCACAGCATAGCTGGACAGTACCGAGGGC 
S045—1 一⋯ 一一一一一一⋯ 一⋯ ⋯ 一⋯ 一一一一一一一一一一一一一C一⋯ 一⋯ 一⋯ 一一G ⋯ 一一一一一一一一一一 

SC18—2 一一⋯ 一一一一T⋯ 一一一一一⋯ 一T一一A一一一一一一C一一一一C一一一一A一一一一一一一一一G 一一C 一一T一一A 一一C— 

HPV 18 一一⋯ 一一一一T一一一一一一⋯ 一 一一T一一A一一一一一一C 一一一一T 一一一一A⋯ 一一⋯ 一G 一一C 一一T一一A 一一C 一 

445 

HPV45 AGTGTAATACATGTTGTGACCAGGCACGGCAAGAAAGACTTCGCAGACGTAGGGAAACACAAGTATAG 
So45—1 一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一A一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一 
SC18—2 一一一一CC一一T—A一一C一一CA一一一GA一⋯ 一A一一G 一一一A一⋯ C—AAC一一一一C一一A一一一一一一一一一一一一一一A 

HPV18 一一一一CC 一一T —A 一一C 一一CA 一一一GA 一一一一一A 一一G 一一一C 一一一一C —A AC一一一一C 一一A一一一一⋯ 一一 一一一一一A 

Fig．3 Nudeotide sequence alignment of the HPVI8 and HPV45 prototype sequence an d 

SC18-2，SCA5-1 detection sequence respectively 

The base position number On the alignment is numbered from the first ATG in E6 gene． 

在野生型 HPV18、HPV18突变株 SC18-2、HP、r45突变株 SCA5—1和野生型 HP、r45 E6基因长度为 

432 bp(去掉引物位置)的E6序列中，野生型HPv18与 HPV45间有 74个碱基的差别，而突变株 SC18— 

2与 SC45—1之间有73处差异，与SCA5-2之间有71处差异．即 18型突变株和45型突变株之间的最小 

差异比野生型 HPV18和 HPv45之间的差异小4．05％ ．Ong等  ̈在对从非洲获得的 1例 45型和 1例 

HPV18型及野生型 18和45型LCR区内 185 bp长度的比对中发现，突变株之间差异比野生型少 31％， 

进而推断他们所获得的 45型突变株很可能是 18型与 45型间的中间体．四川地区发现的这几例 

HPV18和 HPv45之间的差异虽然比野生型小，但却远大于非洲这两株之间的差异，提示非洲发现的 

突变株更接近 HPv45同HPv18的中间型，HPv18和 HP、 5可能起源于非洲． 

2．3 氨基酸序列分析 

各型 HPV E6氨基酸序列比对显示 HPv45型 19位的氨基酸位于E6蛋白保守区域(图4)．有资料 

指出HPV病毒 E6蛋白 19位氨基酸位于 B细胞抗原决定簇和 T细胞抗原决定簇区域 ，提示 

SC45—1的突变T19I很可能对病毒 E6蛋白的免疫原性产生影响．另一处涉及氨基酸变化的突变：碱基 

10 一一一一一一一一1920一一一一一一一一一3O一一一一一一一一一4O一一一一一一一一一5O一一53一一 一一一 

I-IPV16E6 PRKLPQLCTELQTTIHD I I LECVYCKQQLLRREVYDFAFRDLC IVYRD 

HPV18E6 一Y 一一一一⋯ 一一一一SLQ 一一E IT一一⋯ TV—ELT 一⋯ 一一一K一一F⋯ 一一 

HPV45E6 一Y ⋯ 一⋯ 一一一一SLQ 一一 S IA一⋯ 一AT —E—T 一⋯ 一一一K⋯ ⋯ 一一 

SC45-1E6 一Y ⋯ 一一一I一⋯ SLQ 一一 S IA一一一一一AT —E—T 一⋯ ⋯ K⋯ F ⋯ 一 

Fig．4 The amino acid sequence alignment of the HPV-16．18 an d 45 E6 pro tein 
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水平上由HPV45型变为HPV18型的259位突变在氨基酸水平(C53F)上也转变为 18型．该位点位于T 

细胞抗原决定簇区域 ，其突变意义有待进一步研究． 

本研究报道的HPV．18型和 HPV45型变异株，为了解我国宫颈癌组织中HPV病毒的型、亚型及突 

变特点积累了流行病学资料，与之相关的研究工作仍在进行中． 
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Analysis of E6 Variants of Human Papillomavirus Type 18．45 Isolated 

from Cervical Cancer Patients in Sichuan Province 

WU En-Qi ，REN Yuan ，QIU Ai．Dong。，ZHANG Guo．Nan ，JIANG Chun．Lai。， 

FAN Ying ，YU Xiang-Hui ，WU Yong-Ge。，ZHA Xiao 
，
KONG Weih 

(1．Research Center of Vaccine，College ofLife Science，Jilin Uni~rsity，Changchun 130023，China； 

2．Sichuan Cancer Hospital，Chengdu 610041，Ch ina ) 

Abstract 111e E6 genes of human papillomavirus f HPV)1 8 and 45 variants were isolated and amplified by 

PCR from the tumor tissues of patients with cervical cancer in Sichuan Province of China。and the E6 genes 

were sequenced for investigating their structural characteristics and variability．rI．IIe sanle two point silence mu． 

tations were found in three samples of HPVl 8，and six point mutations were found in one sample of HPV45。 

resulting in changes of the translated amino acids at two points(T19I and C53F)which ale located in the HPV 

E6 epitope regions．Some po int mutations of the HPV45 ale identical to those nucleotides found specifically in 

the HPV18 from these samples，the diversity between HPV18 and HPV45 of Sichuan variants is less by 

4．05％ than between HPVl8 and HP、 5 of wild types．this value is lower than that of variants isolated from 

Africa，which suppo rt the hypothesis that the phylogenetic root of HPV1 8 and 45 is in Africa． 

Keywords Human papillomavirus(HPV)1 8；Human papillomavirus(HPV)45；E6 mutation；Cervical 

cancer (Ed．：V，X) 
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