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成都地区人乳头瘤病毒16型E2基因和
长控制区序列分析

陈刚毅 丁显平 陈林 权强 聂双双

临床论著

【摘要】 目的 研究人乳头瘤病毒(HPV)16型E2基因和长控制区(LCR)序列变异以及其与

子宫颈病变的相关性。方法成都地区HPVl6型感染者标本50份，包括38份HPV携带者的子

宫颈脱落细胞，8份生殖器疣患者的疣体组织，2份子宫颈上皮内瘤变(CIN)1I级和2份子宫颈CIN

Ⅲ级的病变组织。PCR扩增E2基因与LCR序列并测序，构建进化树。结果50份标本中，E2基

因有12个突变位点，其中1份生殖器疣标本3683有c—A突变；其他48份标本均存在≥2个位点

的突变。所有标本的LCR序列都有突变，共有28个突变位点。选择10份标本测序并构建进化树，

8份为Asian变异株；E2突变在各种子宫颈病变中均存在，而LCR 7867 G—A为4份子宫颈CIN所

特有。结论LCR 7867 G—A突变是成都地区子宫颈病变相关的一个突变位点。

【关键词】基因，病毒；结合部位；人乳头瘤病毒16；突变；序列分析
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【Abstract 1 Objective To explore the relevance between sequence variation of human

papillomavirus(HPV)1 6 subtypes E2 gene or long control region(LCR)and cervical lesions．Methods

Fifty specimens from HPVl6 infected people in Chengdu were collected，including cervical exfoliated

cells from 38 HPV carriers，papilloma tissues from 8 eases of genital warts，2 with cervical

intraepithelial neoplasia(CIN)1I and 2 with CIN llI in this study．Polymerase chain reaction was used

to amplify E2 gene and LCR，then an evolutionary tree was constructed．Results In all the 50

specimens，there were 1 2 mutation sites in E2 gene，among which，C÷A existed in one specimen of

genital warts，and≥2 mutation sites existed in all the other 48 specimens．There were 28 mutation

sites of LCR sequence of all the specimens．Ten specimens were chosen tO construct evolutionary tree

and were sequenced．The data showed that 8 specimens were Asian variants，E2 gene mutation existed

in all the specimens while the LCR 7867 G÷A only existed in the four CIN．Conclusion I。CR 7867

G—}A is a correlative mutation site of cervical lesions in Chengdu．

[Key words] Genes，viral；Binding sites Human papillomavirus 1 6；Mutation；Sequence analysis

子宫颈癌是世界上恶性肿瘤中的第二大杀

手‘1I，大部分病例集中在发展中国家。在一些发
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展中国家，子宫颈癌甚至居女性癌症死亡原因的

首位。流行病学研究证实，感染15种高危型或致

癌型人乳头瘤病毒(HPV)的其中任何一种是导致

子宫颈癌的必要条件[2]。在子宫颈鳞状细胞癌标

本中，HPVl6型出现的频率很高，其与鳞状细胞

癌的发生具有较高的相关性_3。1“。HPVl6型的致

癌性主要表现在E6、E7蛋白对细胞周期调控蛋白
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P53和磷酸化视网膜神经胶质瘤蛋白(pRB)的降

解作用口一，影响细胞周期的调控而使细胞不断增

殖。研究发现，不同地区各HPV亚型都存在不同

程度的变异，且不同的序列变异引起的HPV致病

性有很大差异¨]。在HPVl6型的系统发育中，序

列分析是以非编码的长控制区(LCR)为标准口]。

在此基础上将HPVl6分为European(E)，Asian

(As)，Asian American(AA)，African 1(Afl)，

African 2(Af2)和North Ameriean l(NAl)6种

变异株，其中As在进化树中与E相距很近，更像

是E的一个亚型[8一。以前的研究主要集中在

HPVl6型的致癌蛋白和衣壳蛋白的变异分析，成

都地区至今鲜见对HPVl6型调控蛋白与序列的

研究。本研究分析成都地区HPVl6型感染者

HPV E2基因和LCR序列突变，以期发现该地区

HPVl6型E2基因和LCR序列的突变位点。

对象与方法

一、研究对象和试剂

50份经反向点杂交确定为HPVl6型感染患

者的标本，包括38份HPV携带者的子宫颈脱落

细胞，8份生殖器疣患者的疣体组织，2份子宫颈

上皮内瘤变(CIN)lI级和2份子宫颈CINⅢ级的

病变组织。标本均来自成都市的妇幼保健院和妇

科医院，采集后即置入含0．9％氯化钠溶液的采集

管中。患者均来自成都市及其郊县，均为汉族。

HPV DNA检测试剂盒购于亚能生物技术(深圳)

有限公司，Taq DNA聚合酶、PCR试剂和脱氧核

糖核苷三磷酸(dNTP)均购自北京全式金生物技

术有限公司。

二、方法

1．DNA提取：将漂洗子宫颈刷的含0．9％氯

化钠的洗脱液转移至1．5 mL EP管中，14 000

r／min离心10 min，离心半径为13．5 em。弃上清

液，加50弘L裂解液，悬浮沉淀，100℃加热

10 min；14 000 r／rain离心10 min，离心半径为

13．5 cm，保留上清液待用。操作严格按试剂盒说

明书，获得HPV DNA。

2．PCR扩增：从美国国立生物技术信息中心

(NCBI)GenBank数据库中检索HPVl6全基因

组(NC一001526．2)。找出E2基因和LCR序列的

位置，用Primer Premier 5．0软件分别设计引物，

见表1，分别扩增E2基因和LCR。PCR反应体

系：总体积50扯L，包括200 ng模板DNA，

1．5 mmol／L Mg”，每条引物5 pmol／L，2．5 U

Taq酶，800／1mol／L dNTP。PCR反应条件：

95℃10 min；94。C 30 S，52。C 30 S，72。C 40 S，

35个循环；72℃5 rain。扩增产物经2％琼脂糖

凝胶电泳，130 V，80 mA，0．5 h，凝胶成像系统

分析电泳结果。

表1聚合酶链反应的引物

引物名称位置(核苷酸) 引物序列(5’一3 7)

注：LCR为长控制区

3．序列分析：PCR产物纯化后送上海英骏生

物技术有限公司测序，结果与NCBI中HPVl6参

照序列进行比对，构建系统发育树。

结 果

一、测序结果

E2基因和LCR序列与NCBI中HPVl6参照

序列比较后发现，50份标本中E2基因有12个突变

位点，1份生殖器疣标本有3683 C—A突变；其他

48份标本均存在≥2个位点的突变。所有标本的

LCR序列都有突变，共有28个突变位点，见表2、3。

二、DNA系统分析

选择10份标本以LCR序列为标准与已证实

的地方株进行比对，用Mega 4．0软件系统分析，

见图1，HPVl6参照序列属于E株，本研究的2份

(图1中编号111和68)为E株，8份为As变异

株；2份E株标本在E2基因位点1份无突变，1份

存在3683 C—A突变，8份As株标本有表2所列

的大部分突变。As变异株由E株发展而来。

三、蛋白结合序列分析

测序结果表明，E2未见任何突变和只存在

3683 C—A突变的标本LCR不存在突变，而其他

标本E2和LCR均存在突变。比较HPV携带者

标本与子宫颈CIN标本发现，E2突变无明显差

异，而LCR 7867 G—A为4例子宫颈CIN所特

有。见图2、3。
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表2 HPVl6型E2基因突变位点与相应标本来源

—— 核苷酸 蛋白质 标本来源(共38份HPV携带者子宫颈脱落细胞，8份生殖器疣，

位置 突变 位置 变化 2份CIN 1I，2份CIN llI)

注：HPV为人乳头瘤病毒；一为无意义；Asp为天冬氨酸；Thr为苏氨酸；Lys为赖氨酸；Arg为精氨酸；Gin为谷氨酰胺；Glu为谷氨

酸；Ile为异亮氨酸；Pro为脯氨酸；Set为丝氨酸；Leu为亮氨酸；CIN为上皮内瘤变。8 2925位点突变是因为美国国立生物技术信息中心数

据库中参照序列测序错误导致[9]

表3 HPVl6型长控制区序列突变位点与相应标本来源

核苷酸 标本来源(共38份HPV携带者子宫颈 核苷酸 标本来源(共38份HPV携带者子宫颈

脱落细胞，8份生殖器疣， 脱落细胞，8份生殖器疣，
位置 突变 2份CIN lI，2份CINⅢ) 位置 突变 2份CIN II，2份CINⅢ)

7059 G—A 35c{分I⋯HPV黥斋姓斛瓤2份 ，zss ⋯38罄黑煮糠。k盆蝴黼“
7064 C—G 1份HPV携带者 7383 T--"G 1份HPV携带者

7066 A-"-C 1份HPV携带者 7418 A—G 2份HPV携带者．1份CINlll

7068 插入AC 1份HPV携带者 7432 8 插入C 一

7167 A—G l份HPV携带者 7434a C—G 一

7174 A—c
36c{分I NⅡ．HPV黥惫舭端瓤2份 ，Ⅲ G—A 36篡暑翟煮旒。8N姓I]I端瓤2

，Ⅲ～36竺黑勰备性端瓤2份 ，，zs A—c 35答苌衬≯虢。二等蚰蹴’2
7779 T—C 2份HPV携带者

7192 G—T 36c{分I⋯HPV淼备姓端疣2份 7800 C—A 1份生殖器疣

7200 H
36c{分I NⅡ’HPV黥斋姓黼办2份 ，sa。 G—A 36罄苌譬，孺惫篇蝴黼’2

7862a 缺失A 一

7209 C—A 1份HPV携带者 7867 G—A 2份CINII，2份CIN HI

7232 A—G l份CINⅡ 13 C—A 1份生殖器疣

7269 c—T
36cfffI NⅡ，HPV黥备性麟疣2份 za c—T 36罄苌衬≯骗，‰需蝴黜’2

7286 M 36c{分1NⅡHPV，淼备姓勰瓤2份 a， 缺失T 36罄暑衬煮旒。惫富蛐黼矗
注：HPV为人乳头瘤病毒；CIN为上皮内瘤变；一为无意义。87432、7434、7862位点突变是因为美国国立生物技术信息中心数据库中

参照序列测序错误导致[。]

讨 论

子宫颈癌是最常见的妇科恶性肿瘤之一，

HPV感染是其发生的主要原因。由于HPV无法

在体外培养，在体内也不易诱导出可方便检测的

免疫反应‘1
5

22]。传统的细胞学技术是检测HPV

感染的一种简便且经济的方法，常用于HPV的过

筛检查。临床上应用较多的巴氏涂片法由于其局

限性，已逐渐被液基薄层细胞检测所替代，检测子

宫颈癌的准确率达100％。但细胞学检测是针对
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注：图中数字标号除16代表美国国立生物技术信息中心参考

序列外。其他都代表标本编号；E为European变异株；As为Asian

变异株；Af2为African 2变异株

图1 成都地区人乳头瘤病毒16型系统发育树

长控 甲甲户甲
制区

I ACCGGTn3．P97

一臣E氢2Bll
平]310Thr-*Lys]

E2 SNTTPrVHLKGDAN‘rLKCLRYRFKKHClWljWSSTWI-1WTGHNVKHKSAI

V删08蹦QR?钟屿叫腻丌Ⅳm刚辄·
344 Asp--,Glu

注：Thr为苏氨酸；Lys为赖氨酸；Asp为天冬氨酸；Glu为谷

氨酸。长控制区序列中，存在4个E2结合位点(E2BSl～E2BS4)

和E2 DNA结合域氨基酸序列。长控制区每个结合位点中蓝色代

表间隔序列，与结合特异性无关；每个结合位点之间的“n数字”代

表它们间隔的核苷酸数．P97为下游启动子。E2中“数字”代表结

合域中氨基酸突变位点

图2人乳头瘤病毒16型E2蛋白和长控制区相互作用区域序列

E2结合位点突变序列

屁结合位点原始序列

图3人乳头瘤病毒16型E2基因测序图

子宫颈细胞已发生形态学异常的情况，HPV携带

不一定会引起子宫颈细胞病变，但有这种潜在可

能，所以，要明确是否感染HPV需要进行DNA

检测‘1 3I。

目前HPV DNA检测方法主要是运用基于

L1序列保守区的PCR后核酸杂交的方法rI 6。，但

只能区分HPV的型别。研究发现，HPV的不同

型别在不同地域有高度多态性，如HPVl6亚型就

分为E、As、AA、Afl、Af2和NAl，各株的致病性

和免疫反应存在差异，这就要求不同地区必须针

对本地区HPVl6亚型基因的特点，研制相应的

HPV疫苗和HPV检测探针。

本研究结果表明，E2基因未见任何突变和只

存在3683 C—A突变的标本LCR不存在突变，而

其他标本E2和LCR均共同存在突变，这与

Yamada等[8一的研究结果一致。E2蛋白是一个很

重要的HPV复制和转录调控蛋白，而LCR又是

E2蛋白调控的结合区，这两个序列在HPV的生

活史中有举足轻重的作用。感染生殖器的HPV

E6、E7启动子，如HPVl6 P97，几乎均被E2蛋白

抑制，E2蛋白与其识别位点的结合导致附近位点

已结合的细胞转录激活因子，如刺激蛋白一l和转

录因子ⅡD被取代。由此可知，E2基因和LCR

序列的变异对病毒功能有重大影响，而不同变异

株致癌能力不同，E株致病性较其他株更弱。

Kim等[15]研究发现，虽然E2蛋白均能特异

性地结合LCR中12个碱基的ACCgNNNNcGGT

(小写字母代表E2偏爱的核苷酸，NNNN是间隔

序列)回文结构，但高危型HPV E2蛋白对DNA

弹性和固有曲率有很强的分辨能力。LCR序列中

E2结合位点的突变可改变DNA的弹性和固有曲

率，从而影响E2蛋白对DNA的亲和性。本研究

发现，成都地区HPVl6型多属于As变异株。子

宫颈CIN病变患者E2蛋白的变异与HPV携带

者、生殖器疣无明显差异；但4例子宫颈CIN均存

在7867 G—A突变，而HPV携带者、生殖器疣不

存在这一突变，且这一突变恰好位于E2结合位点

中，所以，其与子宫颈病变有一定的相关性。由于

收集的HPVl6感染者发生子宫颈CIN病变的标

本较少，明确它们之间的相关性还需扩大标本量，

进一步做蛋白结合位点序列改变的功能分析也很

有必要。

HPV各个亚型具有很高的多态性，各个地域

2

5

6
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感染情况也很不一样。本研究根据这一情况确定

了成都地区HPVl6亚型的突变热点和所属突变

株与成都地区子宫颈病变具有相关性的突变位

点，对于临床诊断和疫苗研制都具有重要的意义。
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医学论文中有关实验动物描述的要求

读者·作者·编者

在医学论文的描述中，凡涉及实验动物者，在描述中应符合以下要求：①品种、品系描述清楚；②强调来源；③遗传背

景；④微生物学质量；⑤明确体质量；⑥明确等级；⑦明确饲养环境和实验环境；⑧明确性别；⑨有无质量合格证；⑩有

对饲养的描述(如饲养类型、营养水平、照明方式、温度、湿度要求)；⑩所有动物数量准确；⑥详细描述动物的健康状况；

⑧对动物实验的处理方式有单独清楚的交代；④全部有对照，部分可采用双因素方差分析。
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