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   摘要  目的 了解中国西南地区~Pvl6亚型基因的一级结构特点 为由~Pvl6亚型感染引起的疾病特别

是宫颈癌的临床诊断 治疗提供理论依据 方法 选取经分型明确为 ~Pvl6型感染的宫颈癌组织3Z例 用PCR

方法获得其E6 E7及Ll基因的全长序列并进行测序分析 结果 与德国标准株相比 3Z个标本中总共发现l3l

 G-A  Gly-Arg  l78 T-G  Asp-Glu  3 0 G-T  val-Leu  647 A-G  Asn-Asp  846 T-C  同义突变  Ll基

因第966 C-T  同义突变  Ll基因第l30Z C-T  同义突变 和Ll基因第l434 A-G  同义突变 等Z0个突变

位 结论 与标准序列比较 中国西南地区 ~Pvl6亚型Ll E6和E7基因存在一定范围变异 提示在预防治疗西

南地区妇女宫颈癌病人以及研制该地区 ~Pv疫苗时 需要注意这些位点的变异 特别是一些引起!基酸变异的

位点 
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 abstract  Objective ThisstudyWasdesignedtoanalyzeseIuencevariationsinE6 E7andLlof~Pvl6 to

identifynovel~Pvl6variantsandtoprovidesometheoreticalbasesfortheclinicaldiagnosisandtreatmentofthe

infectiousdiseasescausedby~Pvl6 especiallythecervicalcancer.Methods Biopsiesfrom3Z~Pvl6-positive

cervicalneoplasiacasesWereanalyzedbyPCR polymerasechainreaction forE6 E7andLlgenes.TheseIuences

ofthePCRproductsWasdeterminedbyanautomatedDNAseIuencer.Resnlts ComparedWiththeEuropean-

Germanyl3l Z0mutationsWeredetectedfromallthe3Zbiopsies.SomeofthemutationsWerenonsynonymous such

asl3l G-A  Gly-Arg  l78 T-G  Asp-Glu  3 0 G-T  val-Leu  647 A-G  Asn-Asp  andsoon.Theothers

Weresynonymousmutations including846 T-C  Ll966th C-T  Lll30Z C-T andLll434th A-G  etc.

Conclnsion ComparedWithother~Pvl6referenceseIuences thenucleotideseIuencesofthe~Pvl6E6 E7and

LlgenesfromcervicalcarcinomabiopsisinSouthWesternChinahavesomevariantstoacertaindegree including

synonymousmutationandnonsynonymousmutation.Aboveall theresultsmaysuggestustopayattentiononthe

mutationsites especiallytheonesthatcancausetheaminoacidchangesWhenconsideringthefutureresearcheson

thevaccinedevelopmentof~Pvvirusandthetreatmentofcervicalcancer.
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  全球范围内宫颈癌 cervicalcancer 的发病率

在妇科肿瘤中#第Z位 l  新发病例以发展中国家

为主占80% Z  我国每年新发病占全球新发病例

Z8.8% 3  宫颈癌发病近年呈年轻化趋势 由40~

 0岁提前到3 岁左右 人乳头瘤病毒 human

papillomavirus ~Pv 感染是诱发宫颈癌的首要$

动因素 已确定的 ~Pvl00多种亚型中 30多种

与生殖道感染有关 只有少量的感染会发展为癌前
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病变或者癌症 4    其中高危型与宫颈癌脑病变及

宫颈癌的发生密切相关 6 7  宫颈癌组织中99%以

上携带有高危 ~PvDNA 其中70%的宫颈癌脑病

变和宫颈癌由 ~Pvl6和 ~Pvl8感染引起 8  

~Pvl6/l8致癌的关键是E6和E7转化基因

及其产物 主要根据病毒的关键序列对 ~Pv进行

分型 与已知的 ~PvDNA序列的区别tl0%时属

于同一型 当 ~Pv序列同源性在90%~98%时 两

种 ~Pv为同一类型内的不同亚型 9  对 ~PvE6~

E7~Ll基因突变的研究表明特定位点的突变会使

病毒更易诱导产生癌变及增大再次感染或从宿主免

疫系统逃逸的机会 不同的变异导致氨基酸的变化

可影响宿主对病毒的免疫应答 进而与细胞恶性转

化的危险性相关 因此 宫颈癌组织中 ~Pvl6亚

型基因组突变的研究对宫颈癌疫苗研制策略及

~Pv致癌机理的研究具有重要意义 本文通过分

析中国西南地区 ~Pvl6型 Ll~E6和 E7基因序

列 对本地区预防 ~Pv感染及制备相应 ~Pv疫苗

具有重要意义 

l 资料与方法

l.l 临床资料

取自重庆第四人民医院妇瘤科及四川省肿瘤医

院妇科宫颈癌患者手术切除标本l0Z例 患者年龄

ZZ~64岁 平均43岁 经病理确诊为浸润性宫颈癌

CINZ/CIN3(包括腺癌和鳞癌> 其中3Z例标本经

确认为 ~Pvl6型单重感染 并对其进行了基因序

列分析 诊断符合国际妇产科联合会(FIGO>标准 

资料收集包括年龄~病理诊断及疾病h床分期 

l.2 主要试剂

限制性内切核酸酶DNAMarkerDLZ000~lkb

ladder~TagDNA聚合酶IPTGX-gal均购自宝生

物(大连>工程有限公司;凝胶回收试剂盒购自

OMEGA公司 

l.3 实验方法

l.3.l 宫颈癌组织DNA的提取 取黄豆大小新

鲜h床宫颈癌标本 剪碎后加入p~8.0的TE缓冲

液400HL 以匀浆器研磨至不见组织块 转入l. 

mL微量离心管中 以l00HLTE缓冲液冲洗匀浆

器并转入离心管 然后加入Z0%SDS至终浓度为

l% 混匀加蛋白酶 K至终浓度为l00~Z00Hg/

mL 放入37C水浴Z0h 中间振摇数次 之后将

 00HLTris-平衡酚/氯仿/异戊醇倒转混匀  000g

离心l0min 取上层水相再重新抽提l次 吸取水

相以氯仿/异戊醇抽提l次  000g离心l0min

取上清加入l/l0体积3M乙酸钠和Z. 借体积-Z0

C预冷的乙醇 l4000g离心 min 弃上清 以

70%乙醇洗涤l次 自然风干 以l00HL水溶解沉

淀 测取OD值达到要求后 -Z0C存放备用 

l.3.Z 型别鉴定 采用反向膜杂交技术对收集宫

颈癌标本进行检测 筛选出 ~Pvl6型单独感染的

样本 

l.3.3 引物的设计与合成 根据 Genebank里的

~Pvl6序列 采用Primer .0~Oligo6.0等生物信

息学软件 对 ~Pvl6E6~E7和Ll开放阅读框特异

引物自行设计 经BLAST后 由上海英骏公司合成

引物序列(见表l> 

表l PCR扩增引物

开放阅读框 引物名称 起始位点 引物序列 产物长度

E6 ~Pvl6E6F 8l  '-TTATGCACCAAAAGAGAACTGCA-3' 498

~Pvl6E6R  78  '-GGTGTATCTCCATGCATGATTACAG-3'

E7 ~Pvl6E7F   9  '-ATCATGCATGGAGATACACCTACATTG-3' 3Z0

~Pvl6E7R 878  '-GCAGGATCAGCCATGGTAGATT-3'

Lla ~Pvl6LllF   00  '-ACCAAGCTCCTTCATTACTTCCT-3'  4 

~Pvl6LllR 6044  '-GCATAAGCACTAGCATTTTCTGT-3'

~Pvl6LlZF  9   '-GGTAGGTCGTGGTCAGCCATTAG-3'  97

~Pvl6LlZR 6  l  '-TGGGCATCAGAGGTAACCATAGAAC-3'

~Pvl6Ll3F 6 Z9  '-TCTATGGTTACCTCTGATGCC-3' 660

~Pvl6Ll3R 7l88  '-ACAAACAACACTGAGTCAACA-3'

  a:为方便序列分析和引物设计 将Ll基因分成3段进行测序

l.4 PCR扩增HPVl6型E6~E7和Ll基因

l.4.l PCR反应体系 PCR反应体系(Z HL>为:

dNTPZ. mmol/L 引物各 0Hmol/L MgClZZ 

mmo/L Tag酶Z. U 加 ~ZO至Z HL 
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l.4.Z 扩增参数设定 9 C min变性 94C

4 s   C4 s 7ZClmin后进行3 个循环 末

次循环后7ZC延伸 min 

l.5 扩增产物的观察与回收

将上面PCR扩增产物以l.Z%琼脂糖凝胶电

泳 0. mg mL漠化乙锭染色 以手术刀片切下含

目的片段的凝胶 放入l. mL微量离心管 用核酸

纯化试剂盒回收 DNA 片段 操作步骤严格按照

OMEGA凝胶回收试剂盒说明书进行 l 切胶时 

紫外线照射最好不超过30s 以避免 DNA 降解 

尽量切除多余凝胶 Z 将切下的胶块放入经高压灭

菌处理的l. mLEP管中 并称其质量 按照lg 

mL的标准加入BindingBuffer 然后  ~60C水

浴l0min 并每隔Z~3min摇动EP管直到胶块完

全融化 3 将胶液全部转移到l个ZmL的收集管

中 试剂盒提供  l000g室温离心lmin 4 弃去

管中的液体 加入300HLBindingBuffer l000g

离心lmin   加入700HL无水乙醇饱和的SPW

Buffer 静置Z~3min l000g室温离心lmin 6 

重复上一步 弃去管中液体 对空柱子l000g离心

lmin 使柱子尽量干燥 7 将柱子置于经高压灭菌

处理的l. mLEP管中 加入30~ 0HL双蒸去离

子水 37C放置l0min l300g离心l0min -Z0

C保存送上海英骏公司测序 每个样本都重复测

l次 

2 结果

2.l l02例HPV感染情况

l0Z例活检标本中 99例标本感染了 ~Pv 单 

双重感染均有 见表Z  

2.2 HPVl6致癌基因E6 E7以及衣壳蛋自决定基

因Ll的序列变异分析

3Z个 ~Pvl6单独感染标本中的 ~Pvl6致癌

基因E6 E7以及衣壳蛋白决定基因Ll经序列测

定 并且与标准株比较 其中与标准株不同的位点被

视为变异位点 见表3  

Z.Z.l E6基因 对于E6基因 3Z个标本中总共

发现4个突变位点 它们分别是 l3l G-A  Gly-

Arg  l78 T-G  Asp-Glu  3 0 G-T  val-Leu 

及3Z0 A-G  Ile-val  

Z.Z.Z E7基因 对于E7基因 3Z个标本中共发

现3个突变位点 其中两个位点为l8个标本所共

有 它们分别是 647 A-G  Asn-Asp 和846 T-C 

 同义突变  另外一个为843 T-C  同义突变  

Z.Z.3 Ll基因 对于Ll基因 共发现l3个突变

位点 第966 C-T  同义突变  第l30Z C-T  同

义突变  第l434 A-G  同义突变  第 03 A-G 

 Asp-Gly  第6Z0 A-C  Asn-Thr  第6Z7 T-C 

 同义突变  第648 A-G  同义突变  第736 G-

A  val-Ile  第lll3 T-C  同义突变  第lZ 6

 C-G  Ser-Cys  第Z0 A-G  Thr-Cys  第llZ T-

G  Thr-Asp 及第l 08 A-G  Lys-Arg  

3 讨论

绝大多数宫颈癌患者癌组织中都能检测到高危

~PvDNA 以 ~Pvl6 l8型为主 其中 ~Pvl6

占60%以上 l0  持续高危型 ~Pv感染是宫颈上

皮恶性转化的最重要危险因素 ll lZ  阻断 ~Pv感

染成了预防和治疗宫颈癌中最重要的环节 由此引

发世界各国研究 ~Pv疫苗的热潮 由于不同国家

~Pv感染情况不同 同一国家不同地区 ~Pv感染

也存在差异 因此 ~Pv 疫苗研制必须要有针对

性 l3  本文针对中国西南地区 ~Pvl6型的 E6 

E7和Ll基因序列进行分析 

研究的l0Z例标本中 ~Pv阳性99例 感染率

为97.l% 与邱爱东等 l4 报道的一致 但 ~Pvl6

单重感染3Z例 占总感染的3Z.3% ~Pv 6型感

染 7.l%  ~Pv3l型感染 7.l% 比例也升高了 

这些与他们报道的不一致 可能与标本来源面更广 

~Pv的流行趋势发生部分改变有关 另外67例

中 Z8例为单重感染 其中 ~Pvl8为9例 双重感

染l 例 其中 ~Pvl6 l8为ll例 ~Pvl6 3l共4

例 其他感染Z4例 双重感染中最常见的感染型为

~Pvl6 本次研究也是如此 ~Pv 的多重感染与

感染的 ~Pv型有关 l   本次结果支持了这一观点 

宫颈鳞状与柱状上皮的连接处是 ~Pv的易感

部位 ~Pv感染宿主细胞后 ~PvDNA与宿主染

色体整合 l6  导致基因组不稳定性 l7  ~PvE6和

E7分别与抑癌基因p 3和视网膜母细胞瘤基因

 Rb 结合 从而导致p 3通路 pl4-MDMZ-p 3通

路 和Rb通路 pl6-CDK4 cyclinDl-pRb通路 功

能失活 抑制抑癌基因功能 从而诱导癌变 ~Pv

的主要致癌蛋白E7蛋白是包括98个氨基酸的磷

酸化核酸蛋白 通过位于C末端的锌指状结构形成

二聚体 通过CRZ区的LXCXE结构特异地与 Rb

第649~77Z位氨基酸的口袋结构结合 并释放核转
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表2   例HPV阳性的活检标本感染情况

型别 ~Pvl6 ~Pvl8 ~Pv3l ~Pv 6 ~Pv 8 ~Pvl6/l8 ~Pvl6/3l 其他 总数

n 3Z 9 7 7  ll 4 Z4 99

百分比/% 3Z.3 9.l 7.l 7.l  .l ll.l 4 Z4.Z l00

表3 HPVl6E6\E7和Ll核昔酸突变

E6 E7 Lla

位点 l3l l78 3Z0 3 0 647 666 789 843 846 6l78 68l4 690l/Z 69 0~69 Z

标准株 A T A T A G T T T A C

E-Gl3l G G G - - - -

AA G C

Afl

As G

EA G G C

CY00l G C

CY004 a G C

CY00 G C

CY0l0 G G C

CY0l3 a G G C

CY0l4 G G C G

CY0Zl a

CY0Z G G C insCAT delGAT

CY033 G

CY038 G G C

CY039 G G C

CY040 a G C

CY0  G C G

CY0 7 G

CY06l G G C C

CY068 a G C

CY07 G

CY077 G

CY078 G G C G

CY079 a

CY08 G G C insCAT delGAT

CY087 G

CY088 a G C

CY09l G G C G

CY09Z G

CY094

CY09 G G C C G

CY097 G G C

CY098 G G C G

CY099 G

CYl00 a

CYl0Z G

氨基酸变异
Gly

4

Arg

Asp

4

Glu

Ile

4

val

Leu

4

val

Asn

4

Ser

Asn

4

Thr

Ser

4

Cys

insSer delAsp

  AA2亚美型9AFl2非洲型9EA2东亚型9EGl3l2l3l欧洲德国型

a2对于Ll基因9表中只显示了有氨基酸突变的位点

录因子EZF9使细胞进入 DNA 合成期D其C末端

区域(CR3)能与pRb的第803位氨基酸至第84l

位氨基酸之间的区域相作用9导致 EZF因子游离9

游离的EZF因子进入核内9与一系列具有共同特殊
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序列 的 基 因 启 动 子 结 合 如 CZMyc CZMyb 

CDCZZ 腺昔酸激酶 二氢叶酸还原酶和DNA 聚合

酶Z 基因结合后的复合物不仅能诱发 DNA复制

 S期 所需基因的转录 同时能诱导产生Gl期调节

因子 包括CyclinA和CyclinE 进一步对pRb磷酸

化 导致Gl期的调节失控 E6蛋白是一个含l l

个氨基酸的蛋白 包括Z个锌指状结构 通过与p 3

和一种泛素连接酶E6ZAP形成复合物 使p 3泛

素分解而失去作用 l8  E6还能通过将p 3阻滞在

胞浆内来阻止p 3作用 l9  对高危型 ~Pv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 本次研究共发现7个

突变位点 其中l78 T-G  Asp-Glu 和647 A-G 

 Asn-Asp 为l0例标本共有 3 0 G-T  val-Leu  

647 A-G  Asn-Asp 在其他研究 Z0-ZZ 中也有报道 

647 A-G  Asn-Asp 和846 T-C  同义突变 在中

国湖北地区也有报道 Z3  

结构基因Ll是编码病毒的主要衣壳蛋白 Ll

基因序列保守 具有型特异性 不同地域亚型间也存

变异 Z4  Touze等 Z  发现Ll蛋白氨基酸的变异可

多达l 个 本研究发现l3个突变位点 其中第

966 C-T  第l30Z C-T  第l434 A-G  第6Z7

 T-C  第648 A-G 和第lll3 T-C 为同义突变 

未发现插入或缺失 

根据病毒关键序列对 ~Pv进行分型 可分为

E European  As Asian  AA Asian-American  

Af-l African-l 和 Af-Z African-Z  个分支 Z6  

本文采用phylip3.6进化分析软件 发现单独以E6

基因序列即可明显区分出中国西南地区 ~Pvl6型

与其他分支型 

因宫颈癌发病率高 人乳头瘤病毒感染危害大 

主要基因具有多态性等 因此 对本地 ~Pv主要基

因进行多态性分析 从而设计具有本地针对性的特

异性疫苗 为预防本地 ~Pv感染 开发生物制剂和

疫苗都具有广阔的前景和重要意义 
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女性乳腺癌危险因素的成组病例对照研究

S恩l 
T晓U

Z。 王VW

l

(l.成都市第五人民医院普外科 成都 6lll30;Z.成都医学院公共卫生系流行病与卫生统计学教研室 成都 6l0 00D

   摘要  目的 探讨女性乳腺癌的危险因素 为建立有效的预防控制措施提供依据D方法 采用成组病例对

照研究方法 调查经组织病理学确诊为乳腺癌的女性病例ll6名及社区居民来源的健康女性对照Z40名D用统一

设计的调查问卷获取病例和对照与乳腺癌相关危险因素的信息D采用非条件Logistic回归进行单因素和多因素

分析D结果 多因素分析结果显示 与乳腺癌发病有关的变量为乳癌家族史~吸烟和/或被动吸烟~生活事件刺激

量大 OR值(9 %CID分别为Z. 7l(Z.0l9~4.9 lD~l.839(l.49l~4.Z94D和3.87l(Z.68l~6. 98D;对乳腺癌有

保护作用的变量是定期乳房B检和定期锻炼 OR值(9 %CID分别为0. Zl(0.Z89~0.76lD和0.697(0.4Z7~0.

8l9DD结论 乳癌家族史~吸烟和/或被动吸烟~生活事件刺激量大是乳腺癌的危险因素 定期乳房B检和定期锻

炼是乳腺癌的保护因素D

 关键词  乳腺癌;危险因素;成组病例对照研究
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 abstract  Objective Toinvestigatethema orriskfactorsoffemalebreastcancerinChengdu acasecontrol

studyingroupsWasdesigned.Methods ll6breastcancerpatientsWithhistopathologicaldiagnosisandZ40healthy

communitycontrolsWereincluded.AlldataWerecollectedWithaunifiedIuestionnaire.Unconditionallogistic
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