
第一军医大学

硕士学位论文

宫颈癌组织中人乳头瘤病毒基因检测及其E基因变异的研究

姓名：刘欣

申请学位级别：硕士

专业：妇产科学

指导教师：邢福祺;刘国炳

20050521



硕士学位论文

宫颈癌组织中人乳头瘤病毒基因检测及其

E基因变异的研究

硕士研究生：刘欣

指导教师：邢福祺、刘国炳

摘要

目的：(1)探索检测宫颈癌组织中人乳头瘤病毒(humanpapillomavirus)

DNA的有效手段：(2)分析宫颈癌组织HPV各高危型的检出率与临床的关

系；(3)探讨宫颈癌患者盆腔淋巴结HPV-DNA检测的临床意义；(4)探索

广东地区宫颈癌组织中HPVl6肿瘤相关性抗原E6及E7基因序列的多态

性。

方法：(1)采用HPV通用引物对宫颈癌标本中的HPV LI区基因序

列进行PCR扩增，根据PCR产物序列分析对HPV分型。(2)分析宫颈

癌患者感染的高危HPV类型与患者临床分期、病理分型、分化程度、有无

淋巴结转移等的关系。(3)采用HPV通用引物进行GP—PCR，扩增出宫颈

癌患者盆腔淋巴结组织中HPV L1区基因序列，通过序列分析对盆腔淋

巴结中的HPV进行型别鉴定，分析淋巴结中检出的各型HPV阳性率与淋

巴转移组织病理学结果之间的关系。(4)采用通用引物PCR直接测序法对

宫颈癌标本中的HPV分型，对含有HPVl6型的标本采用自行设计的多

重引物通过巢式PCR分别扩增出HPVl6 E6及E7段基因序列，比较基因

库中的HPVl6(德国标准株)与检出的各临床病例的E6及E7段基因序列

和蛋白序列，通过DNAsis分析临床病例分离株HPVl6 E6及E7区的基因

多态性和氨基酸变异。通过AntigenicityValueXlO方法进行抗原性分析。

结果：(1)50例宫颈癌组织HPV-DNA的检出率为78％，其中HPVl6、

18混合感染型最多见，检测出1例HPV58型，其Ll区基因序列与德国标

准株58型比对，未发现碱基变异。(2)50例宫颈癌组织中HPVl6、18混

合感染型最多见。宫颈鳞癌组织中HPVl6、18混合感染型最多占48％。5



摘要

例宫颈腺癌组织中检出HPVl8型2例，HPVl6、18混合感染型2例，HPVl6

型1例。(3)40例宫颈癌患者盆腔淋巴结HPV-DNA的检出率为40％(共

16例)。组织病理学发现淋巴转移的10例患者淋巴结HPV-DNA检测均为

阳性。宫颈癌病灶中检测到HPVl8型的患者盆腔淋巴结也都可检测到

HPVl8型。(4)50例宫颈癌组织中33例扩增出HPVl6，其中HPVl6、18

混合感染型18例，单纯HPVl6型感染15例。在含有HPVl6型的34例标

本中扩增出HPVl6E6及E7各25例。HPVl6E6有16例在178位核苷酸

碱基“A”变异为“c”，导致相应氨基酸由天冬氨酸变异为谷氨酸。HPVl6

E7有17例在647位核苷酸碱基“T”变异为“c”，导致相应的蛋白质由天冬

氨酸变异为丝氨酸。

结论：(1)PCR直接测序法是对宫颈癌组织中HPV检测和分型的一种

有效方法，并可检测到HPV少见的特殊类型，同时也能提供已知的HPV型

别的突变信息。(2)广东地区宫颈癌组织中检出HPVl6、18混合感染型最

多见。宫颈鳞状细胞癌以HPVl6型多见，腺癌以HPVl8型多见，HPVl6、

18混合感染型在鳞状细胞癌和腺癌中均占相当大的比例。单纯或混合感染

HPVl8型的患者临床分期均较晚，细胞分化程度多为中、低分化，而且更

易早期出现淋巴转移，是较单纯HPVl6型感染患者风险高的一种高危类型。

(3)盆腔淋巴结中检出HPV-DNA对盆腔淋巴结转移有提示作用，有助于

发现组织病理学不易发现的淋巴结隐匿性转移，是判断预后不良的指标。宫

颈癌病灶中检测到HPVl8型的患者更易发生淋巴转移，是预后不良的一种

高危类型。(4)HPVl6 E6 DNA序列发生碱基替换的区域主要在氨基端94

位至241位，羧基端相对保守，未见变异。广东地区宫颈癌组织中HPVl6 E6

的热点突变为Ntl78。HPVl6 E7 DNA序列发生碱基替换的区域主要在647

位至846位。广东地区宫颈癌组织中HPVl6 E7的热点突变为Nt647位和

Nt846。

关键词：人类乳头瘤病毒； 聚合酶链反应： 测序分析{ 宫颈癌； 淋巴转移； E6

基阏；E7基因
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Detection of human papillomavirus DNA

and its E gene mutation in Cervical

Cancer Tissue

NalTle：Liuxin

Supervisor：Xing Fuqi，Liu Guobing

ABSTRACT

OBJECT： (1)To explore an effective method for the detection of human

papilloma virus DNA in cervical cancer tissue．(2)To study the relationship

between the detection rates of high·risk HPV types and the clinical diagnosis of

cervical cancer．(3)To test the significent of HPV—DNA amplification in finding

pelvis lymph node in cervical cancer．(4)To explore the intratypic nucleotide

and amino acid sequence variations in the E6 and E7 open reading frame of

human papillomavirus typel6 in cervical cancer tissue in GuangDong．

METHODS：(1)HPV L1 gene fragment in cervical cancer tissue was

amplified by HPV—specific PCR with general consensus primers．The types of

HPV was identified by PCR product sequencing．(2)HPV L1 gene fragment in

cervical cancer tissues was amplified by HPV·specific PCR with general

consensus primers．The types of HPV was identified by PCR product sequencing

(3)HPV L1 gene fragment in cervical cancer tissue was amplified by

HPV-specific PCR with general consensus primers．The types of HPV were

identified by PCR product sequencing．The relationship between the detecting of

HPV and the pathological alternation in the pelvis lymphatic node of cervical

cancer was analyzed．(4)The types of HPV was identified by PCR product

sequencing．HPV 1 6 E6 and E7 gene fragment in cervical cancer tissue was

amplified by HPV—specific PCR．The intratypic nucleotide and amino acid

sequence variations was found by DNAsis identify．The changes in antigenicity

was identified by Antigenicity ValueXl0．

{
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RESULTS：(1)The positive rates of high-risk HPV types in 50 cases of

cervical cancer is 78％．And the mixed infecoon with HPVl6 and HPVl8 was

the most colnlTlOn，accounts for 48％．Addtionally，type 58 HPV was detected in

one case．Sequencing results showed no difference of Llsequence between the

sample and German standard strain．(2)The detection rates of high—risk HPV

types in 50 csaes of cervical cancers is 78％．And the mixed infection of HPVl6

and HPVl8 is most common，accounts for 48％．Addtionly，type 18 HPV was

detected in 2 patients，and type 16 HPV in l case，while mixed infection with

HPVl6／18 seen in 2 cases．(3)The positive rate of HPV-DNA detection in the

pelvis lymph node from 40 cases of cervical cancer was 40％．HPV-DNA was

detected in each of the 10 cases of cervical cancer with pathological changes in

pelvis lymphatic node．Addtionally，HPVl8 was detected in both of cervical and

pelvis lymphatic node in some CaSeS． (4)The positive rate of high—risk HPV

types in 50 csaes of cervical cancers was 78％．And the mixed infection with

HPVl6 and HPVl8 was found in 18 cases．The infection with HPVl6 only was

seen in 15 cases．HPVl6E6 and E7 sequences were amplified from 25 cases of

total 33 HPV-positive cases．The 178th neocleotide in the viral DNA sequence

“A’’was changed into“C”．which caused a Asp cordon of E6 gene tO be

replaced by a Glu cordon．The 647th neocleotide in the viral neocleotide

sequence“T’1 was changed into“C”．and that caused a Asn cordon of E7 gene

tO be replaced by a Ser cordon．

CONCLUSIONS：(1)PCR-Direct sequencing approach was an effective

way for the detection and typing of human papillomavirus DNA in cervical

cancer tissue，through which we could find the rare special types．At the same

time．it can also showed the mutation of HPV DNA sequence．(2)The mixed

infection of HPVl6 and HPVl8 might more easily induce the pathogenesis of

cervical cancer．The type of HPVl8 might be more dangerous than the type of

HPVl6．(3)HPV·DNA could be detected earlier than the pathological changes．

The detection of HPV—DNA could be helpful in finding the pelvis lymph node

metastases in cervical cancer．It is a sign for bad precaucion．HPVl8 is the poor

type for it was found metastases early．(4)By sequencing and phylogenetic

analysis，the most frequently observed substitution in HPVl6E6 ORF was
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distributed in the discrete regions：94-241．Some substitutions resulted in

non—silent mutation．The mutation hot．spot of HPVl6E6 in cervical cancers

from Ouangdong was found at neolertide 178 in the DNA sequence．The most

frequently observed substitution in HPVl6E7 ORF was distributed in the

discrete regions：647—846．Some substitutions resulted in non—silent mutation．

The mutation hot—spot of HPVl6E7 in cervical cancers from Guangdong was

found at neolertide 647 and 846 in the DNA sequence．

Keywords：Human papillomavirus；Polymerase chain reaction； Sequence

analysis；Cervical cancer
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前 言

富颈癌是世界第二大女性肿瘤，每年新发病例50万，并造成30万患者

死亡。20世纪90年代，分子流行病学的研究确立了人乳头瘤病毒(HPV)

感染在宫颈癌发生机制中的重要地位【l】。HPV是第一个被确认的与人类癌症

发生必然相关的因素，即若非HPv DNA持续存在，宫颈癌将不会发生【zoJ。

这一观点，引发了设计和开发针对HPV的宫颈癌防治疫苗的革命。

HPV是一种小DNA病毒，其基因组为一双链共价闭环DNA，全长约

7．9kb，按功能分为E区、L区和非编码区(NCR)。E区含E1一E8八个开放读

框(ORF)，其中早期基因E6、E7是导致细胞转化和恶性表型维持所必需的

主要转化基因。HPV诱发宫颈癌的主要机制，是其E6和E7基因在宫颈细

胞中的表达增加，产生的E6和E7两个癌蛋白分别与抑癌蛋白p53和pRb

(磷酸化的Rb蛋白)结合而诱导后两者降解，p53、pRb的失活可能是细胞

永生化的重要原因。HPVDNA在恶性肿瘤中以单拷贝或多拷贝与宿主细胞

基因整合为主。病毒癌基因E6和E7在肿瘤细胞中常见表达，因此可作为

免疫治疗的靶。

目前已进入IⅡ期临床试验的HPV疫苗包括；病毒样颗粒(VLPs)、不

含DNA的病毒Ll壳蛋白及嵌合性病毒样颗粒(CVLP)(含病毒早期蛋白

与L1或L2壳蛋白)。实验表明【4J，作为治疗性疫苗，CVLP可以肯定地用

于HPV阳性的宫颈癌的治疗。肿瘤内普遍表达的HPV E6及E7癌基因产物，

己被认为是肿瘤特异性杀伤(T淋巴)细胞(CTL)介导的免疫治疗的有吸

引力的靶分子。通过一些疫苗设计策略，在宫颈癌患者体内诱导HPV特异

性的CTL应答是可行的。这一事实清楚地提示：存在一种可能，研制针对

HPV病毒的疫苗可用于治疗早期及晚期宫颈癌病人。然而，HPV病毒疫苗

具有型特异性，不同HPV类型或型内变种之问在免疫原性上存在差异，从

而为HPV疫苗的研制增加了难度。

HPV家族包含100多种类型，近95％的宫颈癌病例涉及15种HPV，包

括HPV-16、18、31、33、35、45、5l、52、58、59。宫颈癌组织中4种最

常见的HPV类型为：16、18、45和3l型。HPV类型和型内变种在人群及

宫颈癌病例中的分布呈现明显的地域特征。例如，流行病学分析表明，
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HPV-16感染广泛分布于四大洲，通过对世界不同地域HPV-16基因组变异

分析，发现HPV-16型变异株具有地域特征晡】，已被分为E系(欧洲)、AA系

(亚洲和美洲)、Af-1系(非洲)、Af-2系(非洲)和NA系(北美洲)。近年来，

HPV感染率急剧上升，抗病毒药物应用十分频繁，大大增加了HPV耐药性

和变异发生的机会。此外，不同区域人群的流动加速，也使得特定区域固有

的HPV流行病学特征发生改变。因此，有必要对特定地区的宫颈癌HPV行

进一步分类，其意义在于：鉴定出特定地域或人群中的型内变异株的序列特

点，以便设计出特异的寡核苷酸探针用于流行病学调查及诊断，同时为HPV

型特异性疫苗的研究策略提供理论基础。目前报道的对宫颈癌HPV型变异

株的分析缺乏我国的相关资料，而我国又是HPV感染性疾病尤其是宫颈癌

的高发区，因此分析中国地区HPV型变异株的序列特点具有重要意义。

此外，HPV不同变种的致癌能力也存在重要差异。HPV致癌力的差别

主要是由E7和E6控制16】，而E6和E7基因常发生型内变异，E7基因在宫

颈癌中的变异频率为60％一90％，E6的变异频率为20％一90％[7J。在单核苷酸

水平上的E基因变异将影响HPV株的危险性。例如，HPV-45的某种E7变

种具有更强的转化活性。另有研究显示【8】，在宫颈癌组织中HPV E6基因具

有一定的变异性，基因变异株可通过不同机制逃避机体体液和细胞免疫的攻

击，这都给相应于E6或E7蛋白的宫颈癌疫苗的研究带来了困难。

目前国内尚缺乏对我国宫颈癌HPV主要类型鉴定的研究报告，对HPV

型内变种及早期基因变异的研究也仅见于对山东、浙江及湖北省的零星报道

[9-12]，报告例数均较少(约10一20例)，且仅限于HPV-16，研究并未涉及

其它宫颈癌高危类型的HPV，远不能反映我国各省市宫颈癌HPV的主要类

型分布情况。就广东省而言，对该地区宫颈癌HPV主要型别的鉴定及其变

异研究尚未见开展，这给相应于本地区宫颈癌主要HPV类型的肿瘤疫苗的

研制带来困难。

本项目的创新之处在于，拟采用先进的分子生物学技术，对广东地区大

样本宫颈癌组织进行HPV型别鉴定，从而筛选出与广东地区宫颈癌发生关

系最为密切的HPV类型，并通过对宫颈癌活检组织中HPV E6、E7基因的

克隆及一级结构序列分析，探讨广东地区地方株与标准株核苷酸序列的差

异，建立用于检测广东地区宫颈癌组织中HPV DNA类型及E6／E7变异的便

捷方法，为相应于广东地区的宫颈癌HPVE6、E7相关疫苗的研制打下基础。

本课题分四部分进行：第一部分探索检测宫颈癌组织中HPV-DNA的有

2
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效手段；第二部分分析宫颈癌组织HPV各高危型的检出率与临床的关系；

第三部分探讨宫颈癌患者盆腔淋巴结HPV-DNA检测的临床意义；第四部分

探索广东地区宫颈癌组织中HPVl6肿瘤相关性抗原E6及E7基因序列的

多态性及同源性。



PCR直接测序法检测宫颈癌组织中的HPV—DNA

第一部分PCR直接测序法检测宫颈癌组织中的

HPv-DNA

人乳头瘤病毒(human papillomavirus，HPV)家族包含100多种类型，

近95％的宫颈癌病例涉及15种HPV，包括HPV-16、18、31、33、35、45、

5l、52、58、59。宫颈癌组织中4种最常见的高危HPV类型为：16、18、

45和31型。HPV类型在人群及宫颈癌病例中的分布呈现明显的地域特征【5 J。

来自世界各国的宫颈组织标本的研究发现，HPVl6和HPVl8型检出率最高，

没有明显的地区差别[131。而有些特殊的HPV型别则有明显地理位置的差异

”“，如HPV45在非洲西部常见，I-IPV39和59型仅在美洲的中部及南部宫

颈癌组织中出现，HPV52和58型在中国妇女中检出率较高。但我国除了

HPvl6和HPVl8型以外的特殊HPV类型检出率极低，相关研究的文献报

道也极少。本研究采用PCR直接测序法检测出宫颈癌组织中高危HPV58型

1例，为这方面的研究提供了一个有效的途径。

材料和方法

、研究对象

收集南方医院2003年1月至2004年5月共50例宫颈癌患者手术切除

的病变宫颈组织。患者均为广东籍，出生并长期生活在广东，无在外地的长

期居住史。病理学诊断其中45例为宫颈鳞状上皮癌，5例为宫颈腺癌，留

取手术切除的病变组织，投入液氮速冻。

二、试剂和引物

动物基因组DNA提取试剂盒购于北京鼎国生物技术发展中心。TaKaRa

Taq DNA聚合酶、10×PCR Buffer、dNTP Mixture、 6×Loading Buffer、

markerDL2000均购自宝生物工程(大连)有限公司。PCR产物纯化试剂盒

购自申能博彩生物科技有限公司。

引物设计参考国外文献‘”1中的HPV PCR通用引物：

GP5 5’-TTTGrIACTGTGGTAGATACYAC． 3’．Y-T or C．

4
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GP6 5’一GAAAAATAAACTGTAAATCATATTC一3

引物由上海博亚生物技术有限公司合成。

三、实验方法

(一)宫颈癌组织中总DNA的提取

取300mg的宫颈癌变组织，液氮研磨成粉末，将粉末移入1．5ml
离心管中，加入lml 5N异硫氰酸胍，震荡混匀，室温放置5分钟。

12000rpm离心5分钟。将上清移入5ml离心管中，加入2．5ml 4N

NaCl04、20 1-／lRNaseA(10mg／m1)、50111Resin，充分混匀，室温放置20

分钟。≥8000rpm离心5分钟，弃上清。加入l ml 4N NaCl04充分混

匀，≥8000rpm离心1分钟，弃上清。加入1 ml无水酒精洗液，充分

混匀，≥8000rpm离心1分钟，弃上清。重复1次。≥12000rpm离心
1分钟，吸干上清，室温晾干约5分钟，使乙醇挥发殆尽。加入TE buffer

300¨1混匀，50℃水浴5分钟。≥12000rpm离心1分钟，上清液即为
提取的总DNA。

(二)目的基因片段的GP-PCR(general primers—PCR)扩增

取各例宫颈癌组织总DNA为模板，用上述通用引物GP5、GP6进行

HPv-DNA L1区基因序列的PCR扩增。PCR反应体系为2 0 1-1 1，其中含样

品富颈癌组织DNA 3 u l约3ng，浓度为1 U／ml的TaKaRa Taq DNA聚合

酶10ul，dNTP 5pmol、引物GP5、GP6各1 ul(2 0 pm01)、双蒸水5 ul，

以2rig的HPVl8(德国标准株)质粒为阳性对照。94℃预变性5min，95℃

变性30s，55℃退火30s，72℃延伸45s，33个循环后再延伸7rain。进行2％

琼脂糖凝胶电泳。

(三)PCR产物的纯化

按照PCR产物纯化试剂盒使用说明的方法操作，将PCR反应液移至

1．5ml Eppendorf离心管中，加入400u l Sloution B，将3s柱放入收集

管，把混合液转移到柱内。不要盖上离心管盖，室温放置2分钟，

1000rpm离心1分钟。倒掉离心管中的废液，将3s柱放入同一收集管

中，加入600¨1 Wash Solution，1000rpm离心1分钟，并重复一次。倒

掉离心管中的废液，将3s柱放入同一收集管中，1000rpm离心2分钟。

将3s柱放入一根新的离心管中，在3s柱膜中央加三蒸水15 u l。不要

盖上离心管盖，室温放置2分钟，1000rpm离心1分钟。离心管中的

5
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液体即为纯化后的DNA。

(四)PCR产物的序列测定

分别用GP5、GP6两引物，将PCR产物在DNA序列自动分析仪(3730

型)上测序。通过正反两个方向对目的基因的正链及负链进行测序，可排除

不足800bp长待测基因内的核苷酸错配的可能。本课题实验及测序部分均在

第一军医大学分子生物学研究所完成。

(五)HPV型别鉴定

将测出的DNA序列与基因库中相应序列进行Blast序列比对进而对

HPV分型。

结果

一、 宫颈癌组织中HPV-DNA的检测阳性率

宫颈癌组织经GP—PCR(general primers PCR)扩增结果见图1-1，阳性

对照HPVl8质粒经扩增后在140bp处出现DNA带。50例宫颈癌组织中

共检测出HPVDNA39例，检出率为78％。

20∞

i000

7如

5∞

250

100

bp
M 1 2 3 4 5 6 7 8

图1-1 HPV-DNAPCR产物2％琼脂糖凝胶电泳图

Fig．1-1 2％agarose gel electrophorphoresis oftheHPV-DNAPCR products

M：DNA marker LD一2000；Lanel：HPVl8 positive control；Lane2．7：DNA samples

of cervical cancer tissue；Lanes8：negative control
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二、宫颈癌组织中各型别HPV-DNA的检出率

在所有50例宫颈癌组织中，检测出HPV DNA情况如下：HPVl6、18

混合感染型最多18例，占36％，其部分测序图见图1—2，单纯HPVl6型感

染15例，占30％，单纯HPVl8型感染5例，占10％，检出HPV58型感染

1例，占2％。

阁1—2 HPVl6、18混合感染型病例部分DNA序列测序图

Fig．1-2 Part sequence analysis results ofthe PCR product oftypel6 andl8HPV

三、宫颈癌组织中检测到少见的特殊类型HPV58型1例

通过扩增出的L1序列与基因库中相应型别的HPVLl段进行Blast序列

比较，在广东地区的50例宫颈癌组织中检测到少见的特殊类型HPV58型1

例。其PCR产物部分测序结果见图1—3。

图1-3 I-[PV58型的PCR产物部分测序图

Fig．1—3 Part sequence analysis results of the PCR product of type 58 HPV

7
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讨论

日前的流行病学和生物学资料已经证明HPV感染足宫颈癌及其癌前病

变的最主要病因”q，HPV尚不能在体外培养，所以检测它就需严格的依赖

对其DNA序列的分子水平检查¨7】，随着HPV的相关研究越来越深入，现

在已经有了很多用于HPV的检测甚至是定量检测的方法。材料也可以足石

蜡标本、新鲜标本或者是寓颈管分泌物。由于研究方法的不同，患者所处地

区不同，所得的结果也小尽相『刊，有的差异很人，有的甚至得出相反的结论。

最初使用的细胞学法操作容易日较便宜，但所需标本量大而且敏感性及

特异性部低，已淘汰不用了。斑点印迹法虽然有中度敏感性发特异性，幽使

用放射性同位素其应用受到极大限制。Southern杂交法因不能定位，操作麻

烦，不易大规模临床使用。也有学省采用非同位素原位杂交法对宫颈细胞系

进行特定位点表达的研究””，通过确认特定基因的表达来UE实宫颈HPV感

染的存在，但因程序较复杂、易脱』L和特异度低而较少应用。

聚合酶链反应(PCR)因具有快速、灵敏和特异件强的优点得到了厂泛

的应用，因此我们采用PCR直接测序法检测宫颈癌组织中HPV-DNA，通过

一次通用引物的PCR扩增反应可以做大范围临床标本的基因筛查。PCR直

接测序法使用的可扩增出L1基因片段的引物是位于多态性、特异型序列曲

侧的保守序列，通过扩增出的L1序列与基因库中相应型别的HPV L1段进

行Blast序列比较，可以同时检测到组织中的同源性很差的多种HPV类型，

有利于HPV少见的特殊类型的检测。奉研究采用该方法分析广东地区新鲜

胄颈癌组织中HPV-DNA的类型，高危型HPv_DNA的检出率为78％，其中

HPVl6、18混台感染型最多18例，占36％。同时发现了少见的HPV58型1

例，根据其L1区基冈序列与德国标准株58型比对，未发现碱基变异，判

定为标准株HPV58型。根据序列比对发现碱基变异有助于判定HPV的可F_型

及型内变异，舟探讨不同地区HPV型别与宫颈癌发病率的关系及宫颈癌的

疫苗研制方面起到指导性的作用【l”。PCR直接测序法电可以进行多重PCR

扩增，同时分析多个DNA序列。在取材方式丰u同的情况下实施定量PCR

(RQ—PCR)则可以通过监测PCR的反应动力曲线得知病毒的含量。近年来

有学者将PCR方法与Bioanalyzer芯片分析系统结合在HPV的早期检测和

分型中具有重要的应用价值12⋯。

分型中具有重要的应用价值口⋯。

8
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随着PCR技术的发展，人们发现它的优点也正是缺点，由于灵敏度高，

因而假阳性率偏高，可能是引物或标本的DNA污染造成的，认真处理所有

DNA标本，同时采用尿嘧啶．N．糖基化酶这种方法防止污染可有效地克服这

一缺点。

9



HPV高危类型检出率与宫颈癌临床的关系

第二部分HPV高危类型检出率与宫颈癌临床的关系

宫颈癌是世界第二大女性肿瘤，每年新发病例50万，并造成30万患者

死亡。1995年WTO和[ARC确立了人乳头瘤病毒(HPV)感染在宫颈癌发

生机制中的重要地位【3】，即若非HPVDNA持续存在，宫颈癌将不会发生。

大量研究发现HPV的类型在人群及宫颈癌病例中的分布有明显的地域特征

睁J。因此，有必要对特定地区的宫颈癌组织中的HPV行进一步分类，鉴定

出特定地区或人群中常见的类型，有针对性地进行流行病学调查及渗断，同

时为HPV特异性疫苗的研究策略提供基础。

材料和方法

一一、研究对象

50例宫颈癌组织均来自南方医院妇科住院手术病人，术后病理检查确

诊为宫颈癌。病理学诊断其中45例为宫颈鳞状上皮癌，5例为宫颈腺癌。

患者均为广东籍，出生并长期生活在广东，无在外地的长期居住史。留取手

术切除的新鲜病变组织，投入液氮速冻。

二、实验试剂与方法

试剂、仪器设备和耗材与第一部分实验基本相同。

三、统计学处理

本试验因分组较多，采用统计描述法描述数据分布情况。

结果

l、宫颈癌组织中HPV-DNA的检测率

宫颈癌组织经GP—PCR扩增，阳性对照HPVl8质粒在140bp处出现DNA

带。HPV-DNA的检出率为：78％(共39例)。HPVl6、18混合感染型最多

18例，占36％，单纯HPVl6型感染15例，占30％，单纯HPVl8型感染5

10
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例，占10％，HPV58型感染1例，占2％。

2、宫颈癌病理类型与HPV型别的关系

宫颈鳞癌中HPVl6型感染占39％，HPVl8型感染占9％，HPVl6、18

混合感染型占48％。宫颈腺癌中HPVl8型感染占40％， HPVl6、18混合

感染型占40％，H'PVl6型感染占20％。具体例数见表2—1。

表2-1病理类型与HPV型别的关系

3、宫颈癌临床分期与HPV型别的关系

在检测的50例宫颈癌中，感染HPVl8型的患者一经发现，其临床分期

即为II a期以上。在临床分期较晚的病例中感染HPVl6、HPVl8混合型比

单纯HPVl6型多见。具体例数见表2．2。

表2-2 I临床分期与HPV型别的关系

4、宫颈癌分化程度与HPV型别的关系

HPVl6、18混合感染型在低分化宫颈癌组织中的检出率为50％，HPVl8

型阳性的病例均为中一低分化。具体例数见表2-3。
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表2-3分化程度与HPV型别的关系

5、宫颈癌淋巴转移与HPV型别的关系

HPVl8型的淋巴转移率最高，达到20％。HPVl8型和HPVl6、18混合

感染型淋巴转移率显著高于单纯HPVl6型。具体例数见表2．4。

表2-4淋巴转移与HPV型别的关系

6、宫颈癌患者孕产次与HPV型别的关系

随着患者孕产次的增加HPV混合感染的机率增大。具体例数见表2．5。

表2-5患者孕产次与I-IPV型别的关系

讨论

人乳头瘤病毒(human papiUomavims，HPV)感染已被流行病学和生物

学证明是引起宫颈癌及其癌前病变的必要因素【16l，Bosch和Manos等通过收集来自2个国家的1008份宫颈癌活检标本作PCR检测，发现93％1㈣
肿瘤中都可检测到HPV-DNAml，新近Manos等又重新分析了该研究中的
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HPV阴性病例，结合先前的数据，排除样本量不足的因素，发现在世界范

围内宫颈癌的HPv检出率超过99．7％。我国目前宫颈癌的HPV检出率为

73％E211，本研究的HPV检出率78％。与国外的差距考虑与取材的部位、试

验试剂质量和实验器材的先进程度有关。

宫颈癌的危险因素主要包括行为因素、生物学因素和遗传易感性。近年

来行为因素的改变表现在初次性生活年龄的提前、性伴侣个数的增加及人口

流动性的增加等，生物学因素主要是感染HPV的类型也发生了变化。除了

单纯HPVl6或HPVl8型感染多见，出现大量高危型尤其是HPVl6和HPVl8

型混合感染，甚至超过了多见的单纯HPVl6型感染，这一现象一直以来被

人们忽略。广东地区2000年曾有报道(22】尖锐湿疣患者中高危型混合感染比

例为17．08％，本研究显示HPVl6、18混合感染型占36％，这个比例的明显

增高是否是近年来宫颈癌发病率增高的重要原因是值得研究人员注意的问

题。这种混合高危型HPV感染较单纯型HPVl6或HPVl8型感染的危险性

是否更大呢?本研究将两者从临床分期、分化程度等方面进行比较。

国外学者的相关研究显示【231，HPVl6、HPVl8型感染普遍，没有明显

的地区差别。有些HPV型别则有明显地理位置的差异”“，如HPV45在非

洲西部常见，HPV39和59型仅在美洲的中部及南部宫颈癌组织中出现，

HPV52和58型在中国妇女中检出率较高。但我国文献报道的HPV58型病

例却极少。本研究就在广东地区检出l例HPV58型。因HPV58型例数少其

相关的研究有待及一步积累资料。

宫颈癌的病理类型分为鳞状细胞癌和腺癌，鳞状细胞癌多见占95％。腺

癌中还有一种病理类型为鳞腺癌，具有同时向鳞癌及腺癌鳞腺癌方向分化的

特点。本研究鳞癌33例中HPVl6、18混合感染型16例，单纯HPVl6型

14例，无明显差异，但均明显多于单纯I-IPVl8型，仅3例。腺癌5例中HPVl6、

18混合感染型2例，单纯HPVl8型2例，单纯HPVl6型l例(病理类型

为鳞腺癌)。与文献报道[24-1鳞状细胞癌主要以HPVl6型多见，腺癌以HPVl8

型多见的观点相吻合，不同点在于HPVl6、18混合感染型在鳞状细胞癌和

腺癌中均占相当大的比例。

宫颈癌目前采用国际妇产科联盟(FIGO，2000年)修订的临床分期，本

研究的标本均采集自住院手术或介入治疗后手术的病人，因此临床分期集中

IIb期之前。单纯HPVl6型患者临床各分期近呈正态分布，符合一般疾病

的发病规律。单纯HPVl8型5例患者均为IIa或IIb期，说明HPVl8型患者

13
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临床分期均较晚。从这个角度分析单纯HPVl8型感染的患者较单纯HPVl6

型患者风险高。

宫颈浸润癌根据细胞分化程度分为3级：I级高分化型，即角化性大

细胞型。Ⅱ级中分化型，即非角化性大细胞型。III级低分化型，即小细胞

型。本研究提示HPVl6、18混合感染型患者低分化的占50％，高分化的仅

占17％。单纯18型感染5例均为中一低分化型，其中低分化的占80％。结果

显示，HPVl8型患者在细胞分化程度方面危险度高，HPVl6、18混合感染

型患者风险较单纯感染HPVl6的患者高。

本研究显示，宫颈癌淋巴转移与HPV型别也存在关系，在手术后经细

胞学检查证明有肿瘤细胞转移的5例病例中，HPVl6、18混合感染型患者

有3例，单纯HPVl6和18型各1例。HPVl6、18混合感染型淋巴结转移

率为17％，单纯HPVl8淋巴结转移率为20％，单纯HPVl6淋巴结转移率

为7％，说明单纯或混合感染有HPVl8型的患者更易早期出现淋巴转移，是

预后不良的表现。

另外，本研究显示HPVl6、18混合感染型患者的平均孕产次均高于单

纯HPVl6或18型，而单纯HPVl6和18型之间无明显差别。这说明随着孕

产次的增加，性伴侣数的增加，各高危型HPV混合感染的机会越大，易患

富颈癌的机率也就越大。

14
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第三部分宫颈癌患者盆腔淋巴结HPV-DNA检测的

临床意义

1995年WTO和IARC确立了人乳头瘤病毒(HPV)感染在宫颈癌发生

机制中的重要地位口】。近年来分子生物学研究发现，高危型HPv-DNA多以

整合形式存在于宿主细胞基因中【2”。因此，检测宫颈癌患者盆腔淋巴结中

的HPv-DNA并进行型别鉴定是否有助于发现、淋巴结早期隐匿转移并提示

预后不良值得关注。本研究采用PCR直接测序法检测宫颈癌患者盆腔淋巴

结中的HPv．DNA并与组织病理结果对比，进而探讨宫颈癌患者盆腔淋巴结

中检测到HPv．DNA的临床意义。

材料和方法

一、研究对象

4 0例宫颈癌组织及盆腔淋巴结组织均来自南方医院的妇科住院手术患

者。患者均为广东籍，出生并长期生活在广东，无在外地的长期居住史。宫

颈癌患者临床分期分别为I b 13例、IIa 22例及IIb期介入治疗后手术5例。

所有病例均行广泛性全予宫切除加盆腔淋巴清扫术，留取手术切除的病变宫

颈组织及肉眼可见的盆腔肿大淋巴结，投入液氮速冻。

二、实验试剂与方法

试剂、仪器设备和耗材与第一部分实验基本相同。

三、统计学处理

本试验因分组较多，采用统计描述法描述数据分布情况。

结果

l、宫颈癌组织中HPV-DNA的检出率：宫颈癌患者癌变组织中均检测

到HPV—DNA。宫颈癌组织经GP．PCR扩增结果(图3-1)，阳性对照HPvl8

15
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质粒经扩增后在140bp处出现DNA带。
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图3-1宫颈癌组织I'tPV-DNAPCR产物2％琼脂糖凝胶电泳图

Fig．3-1 2％agarose gel electrophorphoresis of the HPV-DNA PCR products in cervical

cancer tissue

M：DNA marker LD-2000；Lanel：positive control；Lane2-8：DNA samples of cervical

cancer tissue．

2、盆腔淋巴结组织中HPV-DNA的检出率：盆腔淋巴结HPV-DNA的

检出率为40％(共16例)，GP—PCR扩增结果见图3-2，亦在140bp处出现

DNA带。

bp
M 1 2 3 4

750

图3-2盆腔淋巴结HPV-DNAPCR产物2％琼脂糖凝胶电泳图

Fig·3-2 2％agarose gel electrophorphoresis of the HPV-DNA PCR products in pelvis
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lymph node

M：DNA marker LD·2000；Lanel—3：DNA samples of cervical cancer tissue；Lanes4

negative control

3、HPV-DNA的测序与分型：宫颈癌组织和盆腔淋巴结中检出的

HPV-DNA分型情况，见表3—1。宫颈癌病灶中分离山HPVl6、1 8混合感染

型的24例患者中，盆腔淋巴结中检测到HPV的有lO例，其中8例为HPVl6、

18型混合感染，而另外2例只检测到HPVl8型。

经过临床组织病理学检查发现淋巴结癌转移的lO例患者淋巴结

HPV-DNA检测均为阳性，其中6例为HPVl6、HPVl8混合感染型，2例为

单纯HPVl8型感染．另外2例为单纯HPVl6型感染。盆腔淋巴结中检测出

HPVl6、18混合感染型病例的测序图，见图3—3。

表3—1各组织中HPV-DNA的检出例数

图3-3盆腔淋巴结中检测出HPVl6、18混合感染型病例的测序图

Fig．3—3 Part sequence analysis of the PCR product of type 16 and 1 8 HPV
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宫颈癌患者盆腔淋巴结HPV-DNA检测的，临床意义

讨论

寓颈癌的主要扩散方式是局部浸润和盆腔淋巴结转移，后者又是重要的

预后影响因素，盆腔淋巴结的转移与否不仅决定了手术范围，而且也是术后

辅助治疗的依据。临床发现手术中肉眼见到淋巴结肿大，组织病理学有肿瘤

细胞转移的却很少。日前组织病理学检查淋巴结转移主要根据HE染色后组

织切片的病理形态特点(即癌细胞的异型性)进行判断，主要存在以下问题：

1、假阴性结果≥10～20％甚至更高，这取决于不同国家不同医院的阅片水

平，有‘定的局限性和主观性。2、部分病例组织病理学结果不明确或处于

“边界”状态。这部分患者手术后如不进行辅助放、化疗病情可能加重，不

能明确转移的患者进行放、化疗给病人带来很大痛苦。因此除了组织病理学

以外我们希望找到一些辅助诊断盆腔淋巴结转移的方法，能在’定程度上提

高淋巴结转移的发现率，并有助于对患者预后的判断。

本研究采用‘种新的方法即检测富颈癌患者翁腔淋巴结HPV并进行型

别鉴定，其理论基础在于近年米分子生物学研究发现，高危型HPV-DNA多

以整合形式存在于宿主细胞基因中D51，癌细胞侵入淋巴管后形成栓子，随

淋巴液转移至全身淋巴结。宫颈癌淋巴转移有一定的规律，一般是沿宫颈旁

淋巴管先转移至闭孔、髂内及髂外等区域淋巴结，而后再转移至髂总、骶前

及腹主动脉旁淋巴结，晚期患者可远处转移至锁骨上淋巴结或深浅腹股沟淋

巴结。经过临床组织病理学检查发现淋巴转移的10例患者，经本研究检测

盆腔淋巴结HPV均为阳性。由此可见盆腔淋巴结中检出HPV早于组织病理

学发现淋巴转移。另有研究显示宫颈癌患者外周血中也可检测到

HPV-DNA【2⋯，检出率为20．19％(104例中检出21例)，低于本研究发现的

瓮腔淋巴结中HPV-DNA的检出率40％，也正符合淋巴转移是宫颈癌主要转

移方式的一个证明。至于盆腔淋巴结中的HPV-DNA是HPV直接感染淋巴

结所形成的病灶，还是宫颈癌病灶脱落的肿瘤细胞随淋巴循环至淋巴结处形

成的继发病灶还有待进一步研究。本研究中盆腔淋巴结HPV检测为阳性的

部分患者临床组织病理学检查未发现淋巴转移，可能与以上提到的组织病理

学检查存在的问题有关。Guterson等发现[2 7】通过免疫组化的方法来寻找淋

巴结隐匿性转移，再反复进行细致的组织形态学观察，有8-30％常规淋巴结

组织病理检查“阴性”的乳腺癌患者可以被检出有隐匿性淋巴结转移。由此

可
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见，如果将这一部分患者的组织病理学切片进行反复的研究及会诊，也很有

可能发现隐匿性淋巴结转移。本研究中的两名该类患者在术后1年内经CT

证实出现远处的淋巴转移。这说明即使当时未能找到组织病理学检查阳性的

淋巴结，盆腔淋巴结HPV检测为阳性的部分患者在术后一段时间内出现转

移的可能性还是大于盆腔淋巴结唧v检测为阴性的患者。因此，盆腔淋巴
结中检出HPV-DNA对盆腔淋巴结转移有提示作用，有助于发现组织病理学

不易发现的淋巴结隐匿性转移，是判断预后不良的指标。

宫颈癌病灶中HPV-DNA的类型与盆腔淋巴结转移也存在一定的关系。

宫颈癌病灶中分离出HPVl6、18混合感染型的24例患者中，盆腔淋巴结中

检测到HPV的有lO例，其中8例仍为HPVl6、18混合感染型。但另外两

例只检测到HPVl8型。宫颈癌病灶中感染单纯HPVl8型的2例患者都在盆

腔淋巴结中检测到HPVl8型的DNA。而14例单纯HPVl6型的患者仅4例

盆腔淋巴结HPV阳性。可见感染有HPVl8型的患者不论是单纯感染还是与

其他类型的HPV混合感染，都较单纯HPVl6型感染的患者更易发生淋巴转

移，是预后不良的一种高危类型。盆腔淋巴结中HPV-DNA的检测相关研究

少，要探究H．PV的淋巴转移与组织病理学的淋巴转移之间的关系，明确其

在宫颈癌淋巴转移中的价值尚需进一步大样本量的相关研究。
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第四部分宫颈癌组织中HPVl6 E6及E7序列多态性

分析

我国是一个宫颈癌患病人数和死亡人数均占世界1／3的发病大国，近年

来随着应用细胞学、阴道镜与组织学即三阶梯技术(“three—step”technique)

规范化管理女性下生殖道的癌前期病变，宫颈癌特别是浸润癌的发生下降

了，但早期宫颈癌的发生，特别是年轻化的趋势十分明显，这和HPV感染

有明显关系13】。迄今为止，至少发现了100余种HPV，其中20余种已证实

与人类的宫颈肿瘤相关联【281，其中最常见的HPV类型为16、18、45和31

型。流行病学分析表明，HPVl6感染广泛分布于四大洲，通过对世界不同

地域HPVl6基因组变异分析，发现HPVl6型变异株具有地域特征，及种族

人群特异性【5】。本研究拟对广东地区大样本宫颈癌组织进行HPV型别鉴定，

并通过对HPVl6 E6及E7基因的克隆及一级结构序列分析，鉴定出广东地

区人群中的型内变异株的序列特点，以便设计出特异的寡核苷酸探针用于流

行病学调查及诊断，同时为HPV型特异性疫苗的研究策略提供理论基础。

材料和方法

一、研究对象

50例宫颈癌组织均取自南方医院住院手术病人。患者均为广东籍，出

生并长期生活在广东，无在外地的长期居住史。病理学诊断其中45例为宫

颈鳞状上皮癌，5例为宫颈腺癌。留取手术切除的病变组织，投入液氮速冻。

二、试剂和引物

动物基因组DNA提取试剂盒购于北京鼎国生物技术发展中心。TaK根a

TaqDNA聚合酶、10xPCRBuffer、dNTPMixture、6xLoadingBuffer、marker

DL2000均购自宝生物工程(大连)有限公司。PCR产物纯化试剂盒购自申

能博彩生物科技有限公司。

HPvPCR通用引物参考国外文献[15]中的GP5、GP6序列用以扩增出HPV
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L1基因组片段。

GP5 5’一TTTGTTACTGTGGTAGATACYAC一 3 7，Y=T of C，

GP6 5’一GAAAAATAAACTGT久AATCAT：ATTC一 3’

参照HPV各常见型别、HPVl6 E6及E7基因序列及引物设计原则，采用

引物设计软件自行设计HPVl6 E6及E7基因巢式PCR弓[物，序列如下：

E69b侧引物 OS 5'-TCATGTATA从ACTAAGGGCGT-．3，

E6内侧引物

E7#b倾0引物

E7内侧引物

OIS 5’．TTGTAATGGGCTCTGTCCGGTTC．3

IS 5’一TAAGGGCGTAACCGAAAT一3’．

ⅡS 5’．GTTGTCTCTGGTTGCAAATCT一3
7

OX 5’．CATAATATAAGGGGTCGGTGGA．3’．

OⅨ 5+一CTGCATCTCTCGGATGTTTTG一3’

Ⅸ 5’一GCAGATCATCAAGAACACG一3’．

ⅡX 5’一CAAATCTTCACCTGTATCACTG一3’

引物由上海博亚生物技术有限公司合成。PCR扩增产物的DNA测序由第

一军医大学分子生物学研究所完成。

三、实验方法

(一)PCR直接测序法对宫颈癌组织中HPV—DNA分型

取300rag的宫颈癌变组织，根据动物基因组DNA提取试剂盒操作

说明提取总DNA。以各例宫颈癌组织DNA为模板，用上述通用引物GP5、

GP6进行HPV-DNA L1区基因序列的PCR扩增。PCR反应体系为2 0p 1，

其中含样品宫颈癌组织DNA 3 u l约3rig，浓度为1 U／ml的TaKaRa Taq

DNA聚合酶10ul，dNTP 5pmol、引物GP5、GP6各2 0 pmol、双蒸水5

u l，以2ng的HPVl．8(德国标准株)质粒为阳性对照。94。C预变性5min，

95℃变性30s，55℃退火30s，72℃延伸45s，33个循环后再延伸7rain。进

行2％琼脂糖凝胶电泳。挑选出在140bp处出现DNA带者，将PCR产物纯

化。分别用GP5、GP6两引物，将PCR产物在DNA序列自动分析仪(3730

型)上测序。用BLAST软件将测出的碱基序列与基因库中的各种HPV碱

基序列进行比对，与某种已知HPV序列符合率达90％以上，可确定为该型

HPV。

(二)巢式PCR扩增HPVl6E6及E7基因序列及DNA序列测定
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宫颈癌组织中HPVl 6E6及E7序列多态性分析

选取含有HPVl6型的各例宫颈癌组织DNA为模板，用上述E6外侧引

物OS、OIS进行HPV-DNA E6区基因序列的第一次PCR扩增。用上述E7

外侧引物OX、OIX进行HPV-DNAE7区基因序列的第一次PCR扩增。PCR

反应体系为50u l，其中含样品宫颈癌组织DNA 3 u l约3ng，浓度为1 U

／m1的TaKaRaTaq DNA聚合酶25u l，dNTP5pmol、引物OS、OIS、OX、

OIX各20pmol(21．1 1)、双蒸水20p l，以2ng的HPVl6(德国标准株)质

粒为阳性对照。94℃预变性5min，95℃变性30s，58℃退火30s，72℃延伸

1min，30个循环后再延伸7min。进行2％琼脂糖凝胶电泳。挑选出在540bp

处出现DNA带者，分别用E6内侧引物IS、IIS两引物进行第二次PCR扩

增，分别用E7内侧引物IX、IIX两引物进行第二次PCR扩增，PCR反应体

系为50p l，其中第一次PCR产物0．5 u l，浓度为1 U／ml的TaKaRaTaq DNA

聚合酶25 ul。dNTP 5pmol、引物IS、IIS、IX、UX各2 0 pmol(2u1)、双

蒸水23 u 1，以2ng的HPVl6(德国标准株)质粒为阳性对照。94℃预变性

5rain，95℃变性30s，58℃退火30s，72"C延伸lmin，30个循环后再延伸

7min。进行2％琼脂糖凝胶电泳。在520bp处出现DNA带者为扩增出的

HPVl6E6基因序列。在400bp处出现DNA带者为扩增出的HPVl6E7基因

序列。将PCR产物纯化后，分别用引物IS、IIS及IX、IIX通过正反两个

方向对目的基因的正链及负链进行测序。

(三)HPVl6E6及E7多态性分析

比较基因库中的HPVl6(德国标准株)与测出的各临床病例的基因序

列和蛋白序列，通过DNAsis分析临床病例分离株HPVl6E6及E7区的基因

多态性和氨基酸变异。通过文献[291报道的Antigenicity ValueXl0方法进行抗

原性分析。

结果

1、宫颈癌组织经巢式PCR扩增HPVl6 E6基因序列：50例宫颈癌组织

中含有HPVl6型的33例标本中共扩增出25例HPVl6 E6基因序列。经巢

式PCR扩增的产物进行凝胶电泳在520bp处出现DNA带如图4-1， 扩增

出的HPVl6E6基因序列部分核苷酸序列图，如图4．2。
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罔4-l HPVl6E6巢式PCR产物2％琼脂糖凝胶电泳图

Fig．4—1 2％agarose gel electrophorphoresis of the HPV—DNA PCR products
in cervical

cancer tissue

M：DNA marker LD一2000；Lanel：positive control；Lane2—7：DNA samples of cervical

cancer tissue；Lanes8：negative control

图4-2 HPVl6 E6部分核苷酸序列图

Fig．4—2 Part sequence analysis results of the PCR product of type HPV 16 E6

2、HPVl6 E6基因多态性分析：各临床分离株HPVl6E6基因序列和蛋

白序列与基因库中的HPVl6(德国标准株)比对，变异如表4．1。各临床病

例与HPVl6德国标准株的核苷酸及蛋白质系统发生比较分别见图4-3、图

4—4。临床病例ntl7与HPVl6德国标准株的Antigenicity ValueXl0抗原指数

对比见图4—5。
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表4-1 HPVl6E6基凼和蛋白序列的变异

核苷酸位置 病例序号 密码子 蛋白位置 蛋白质

Ntl78 1，6、10、 A—C Nt 32 Asp-Glu

17、18、19、

20、22、27、

29、32、39、

40、42、47、

1

27

29

7
8

9

12

1 4

21

4 q

图4—3比较25例临床分离株与HPVl6E6德国标准株的核苷酸系统发生树状结构图

Fig．4·3 Phylogenetic tree analysis of the 25 cases isolates developed from nucleotide

sequence compared with the standard HPV 16 E6 strain
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36．txt

51．txt

xL
xt

图4-4比较25例临床分离株与HPVl6 E6德国标准株的蛋白质系统发生树状结构图

Fig．4—4 Phylogenetic tree analysis of the 25 cases isolates developed from protein

sequence compared with the standard HPV 16 E6 strain

标准型HPVl6

病例ntl7

∞

25



宫颈癌组织中HPVl6E6及盯序列多态性分析

图4—5标本17与HPVl6E6德国标准株的Antigenicity ValueXl0抗原指数对比图

Fig．4—5 Comparing antigenic index plot of the 17th cases isolates strain with the standard

HPV 16 E6 strain

3、宫颈癌组织经巢式PCR扩增HPVl6 E7基因序列：50例宫颈癌组织

中含有HPVl6型的33例标本中共扩增出25例HPVl6 E7基因序列。经巢

式PCR扩增出的产物进行凝胶电泳在400bp处出现DNA带如图4-6， 扩

增出的HPVl6E7基因序列部分核苗：酸序列图(反意链)如图4—7。
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图4-6 HPVl6E7巢式PCR产物2％琼脂糖凝胶电泳图

Fig．4-6 2％agarose gel electrophorphoresis of the HPV-DNA PCR amplified products in

eervical cancer tissue

M：DNA marker LD-2000；Lanel：positive control；Lane2—7：DNA samples of cervical

cancer tissue；Lanes8：negative control

图4—7 HPVl6 E7部分核苷酸序列图
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Fig．4-7 Part sequence analysis results of the PCR product of type HPV 16 E7

4、HPVl6 E6基因多态性分析：HPVl6E7基因序列和蛋白序列与基因

库中的HPVl6德国标准株基因序列比对，变异如表4—2。各临床病例与

HPVl6德国标准株的核苷酸及蛋白质系统发生比较分别见图4—8、图4．9。

临床病例n27与HPVl6德国标准株的Antigenicity ValueXl0抗原指数对比

见图4—10。

表4-2 HPVl6 E7基因和蛋白序列的变异

Nt 279 无变异GAr

2■^寸‰孤揪化n均凹柏

乱博笼的的

648N
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图4-8 比较25例I临床分离株与HPVl6 E7德国标准株的核苷酸系统发生树状结构图

Fig．4—8 Phylogenetic tree analysis of the 25 cases isolates developed from nucleotide

sequence compared with the standard HPV 16 E7 strain

27．txt

图4-9比较25例临床分离株与HPVl6 E7德国标准株的蛋白质系统发生树状结构图

Fig．4—9 Phylogenetic tree analysis of the 25 cases isolates developed from protein

sequence compared with the standard HPV 16 E7 strain
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标准型HPVl6 E7

病例nt27HPVl6E7

A啕嗍
—∞X

1 E ∞ 惦 ∞ 75 驰

图4．10标本27与HPVl6E7德国标准株的Antigenieity ValueXlO抗原指数对比图

Fig．4-10 Comparing antigenic index plot of the 27th cases isolates strain with the

standard HPV 16 E7 strain

讨论

HPV是一种小DNA病毒，其基因组为一双链共价闭环DNA，全长约

7．9kb，按功能分为E区、L区和非编码JR-(NCR)。E区含E1．E8八个开放读

框(ORF)，其中早期基因E6、E7是导致细胞转化和恶性表型维持所必需的

主要转化基因。HPVl6 E6位于65．559核苷酸，编码含151个氨基酸的小分

子量核磷蛋白，含4个cys—x—X—cys框，形成两个锌指结构，可增强E7基因
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的转化能力。HPV诱发宫颈癌的主要机制，是其E6和E7基因在宫颈细胞

中的表达增加，产生的E6和E7两个癌蛋白分别与抑癌蛋白p53和pRb(磷

酸化的Rb蛋白)结合而诱导后两者降解，p53、pRb的失活可能是细胞永生

化的重要原因。

HPv致癌力的差别主要是由E6和E7控制，而E6和E7基因常发生型

内变异，在单核苷酸水平上的E6基因变异将影响HPV株的危险性【3⋯。本

研究显示HPVl6E6的碱基变异主要集中在氨基端，羧摹端未发现变异。这

与文献报道[311的HPVl6E6羧基端变异率低，氨基端相对变异相吻合。我国

赵蔚明等关于HPVl6E6C端基因变异的研列”]也未发现变异。c端变异可

丧失与p53结合的能力，说明C端是p53蛋白的结合位点13”，E6与p53结

合后通过泛蛋白途径引起p53的降解。HPVl6氨基端相对变异，通过E 6

突变体的功能研究发现：E6氨基端突变体降解p53的活性丧失怠尽，说明氨

基端对p53的降解是必需的【3”。因此，我们从中得到启示，可以设计

HPVl6E6C端PCR引物，得到N端缺失的E6C端基因片段，以此作为疫苗

的抗原基因，期望在消灭完整E6蛋白潜在致癌性的前提下研究其激活肿瘤

特异性免疫反应的作用。此设计方案对于进一步研制安全有效的HPV疫苗

是有益的尝试。

近年来，HPV感染率急剧上升，抗病毒药物应用十分频繁，大大增加

了HPV耐药性和变异发生的机会。此外，不同区域人群的流动加速，也使

得特定区域固有的HPVl6基因组产生变异[3⋯。目前国内尚缺乏对我国宫颈

癌HPV主要类型鉴定的研究报告，对HPV型内变种及早期基因变异的研究

也仅见于对山东、新疆及湖北省的零星报道。报告例数均较少(约10一20

例)，远不能反映我国各省市宫颈癌HPV的主要类型分布情况。

本研究发现HPVl6 E6的碱基变异主要位于几个较集中的位点，核苷酸

反义链中ntl78位“A”变为⋯C 变异率为72％。nt385位“A”变为“C”
变异率为16％。ntl73位“G”变为“A”变异率为12％。ntl31位“T”变

为“G”变异率为8％。另外，同时有两例临床分离株在nt94和nt95位出现

“TC”倒位成“CT”的现象。其中ntl31位的变异导致无意义突变，其余

位点均导致错义突变。Yamada曾在他的研究中发现宫颈癌组织中的

HPVl6E6的碱基变异热点位点为ntl09和ntl45，变异率分别为83％和

91％【3”。我国一些其它的文献也曾报道过一些HPVl6E6的碱基变异的位点，

例如山东地区ntl72位“A”变为“T”。ntl76“G”变为“A”[121。新疆地
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区nt247位“T”变为“G”。因为病例过少，不具有统计学分析意义。本研

究通过较大样本的检测发现了广东地区宫颈癌组织中的HPVl6 E6的碱基

变异热点为ntl78位，变异率为72％，导致错义突变，相应蛋白质由天冬氨

酸变为谷氨酸，其脂肪族氨基酸的基本化学结构未发生改变，但由于其R

基改变，由不带电荷的极性氨基酸变为带有负电荷的酸性氨基酸。根据

AntigenicityValueXl0抗原性分析，该处变异导致相应分离株与HPVl6德国

标准株的抗原指数稍增强。

HPVl6 E7自544．855，编码98个氨基酸组成的蛋白。其分子两端为保

守区，羧基端有2个锌指结构，氨基端保守区为37个氨基酸残基与AdEl A

和S V40 T抗原蛋白相似，可以与抑癌蛋白Rb结合【3”。这些结构的完整性

对E7蛋白的转化和反式激活功能十分重要。E7基因是HPVl6的主要转化

基因，是HPVl6型相关性宫颈癌恶性表现型维持所必需，承受的选择性环

境压力较强。变异的E7基因可能在两个方面发挥作用：E7基因的错义突变

造成其蛋白水平的作用发生改变而影响其转化活性。E7基因某些位点无义

突变、起始突变、终止突变可能影响E7基因的转录与表达口”。

在以往的研究中比较各地区E7基因及氨基酸序列同源性都在99％以

上，可见人乳头瘤病毒16型E7基因较为保守，特别是5’端具有重要功能

的PRb结合区域，这与E7蛋白的重要作用是一致的。但国内外均发现HPVl6

E7基因存在一些微小变异，Fujnaga等[3”通过PCR法测序分析发现大多数

侵袭性富颈癌及癌前病变都检出了HPVl6 E7序列变异株。Icenogle等【381

的研究表明，世界不同地区，如美国乔治亚州、亚拉巴马州、密苏里州及巴

拿马地区的宫颈癌组织都普遍存在HPVl6 E7变异株。Esche等【3训研究也证

实存在HPVl6 E7变异株，通过进一步与对照组德国患者宫颈癌组织中病毒

序列的比较分析，认为坦桑尼亚变异株具有地域特点。本研究发现广东地区

宫颈癌组织中HPVl6 E7基因序列nt647、666、823、844、846五个位点存

在变异，其中nt647和nt846两个位点变异率高。但除了nt647由“T”变为

⋯C，导致相应的蛋白质由天冬氨酸(Ash)变异为丝氨酸(Ser)，其脂肪
族氨基酸的基本化学结构未发生改变，而且由于其R基的极性性质未发生

改变，其为不带电荷的极性氨基酸的化学性质也未发生改变。根据

Antigenicity ValueXl0抗原性分析，该处变异导致相应分离株较HPVl6德国

标准株的抗原指数稍增强。但该处变异是否影响E7编码蛋白二聚体、多聚

体的形成，是否增加蛋白质的稳定性及其金属结核能力、细胞转化能力，与
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其他宫颈癌高发地区人乳头瘤病毒的感染率和致癌能力的差异是否有关，应

作进一步研究。

在实验方法上，首先，本研究采用巢式PCR方法对临床病例样品进行

检测，通过外侧及内侧引物两次扩增出HPVl6E7段基因序列，提高了检测

的灵敏度，一定程度上克服了假阴性的问题，同时也增加了PCR反应的特

异性及严格性，降低了假阳性。其次，为排除DNA聚合酶可能造成的各种

碱基错配，本实验在测序时通过在正反两个方向对目的基因的正链及负链进

行测序，最大限度地减少了测序中可能存在的错配模板，且双向测序具有一

定的校对功能，变异处G峰(反意链)清晰，单一背景无杂峰，因此消除了由实

验造成的核苷酸序列改变的可能性，表明本研究发现的病毒核苷酸序列的变

异是由广东地区HPVl6 E7基因与德国标准株病毒基因之间本身存在差异

引起的。

肿瘤内普遍表达的HPV E6及E7癌基因产物，已被认为是肿瘤特异性

杀伤(T淋巴)细胞(CTL)介导的免疫治疗的有吸引力的靶分子。然而，

HPV病毒疫苗具有型特异性，基因变异株可通过不同机制逃避机体体液和

细胞免疫的攻击，这给相应于E6蛋白的宫颈癌疫苗的研究带来了困难。本

研究通过各I临床病例与HPVl6德国标准株的核苷酸及蛋白质系统发生比较

发现各临床分离株的系统起源，希望从这方面找寻到不同地区的流行株的来

源，为设计特异性强的肿瘤疫苗提供指导。
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全文小结

1．PCR直接测序法是对宫颈癌组织中HPV检测和分型的一种有效方法，并

可检测到HPV少见的特殊类型，同时也能提供己知的HPV型别的突变信息。

2．广东地区宫颈癌组织中检出HPVl6、18混合感染型最多见。宫颈鳞状细

胞癌以HPVl6型多见，腺癌以HPVl8型多见，HPVl6、18混合感染型在

鳞状细胞癌和腺癌中均占相当大的比例。单纯或混合感染HPVl8型的患者

临床分期均较晚，细胞分化程度多为中、低分化，而且更易早期出现淋巴转

移，是较单纯HPVl6型患者风险高的一种高危类型。

3．盆腔淋巴结中检出HPV-DNA对盆腔淋巴结转移有提示作用，有助于发

现组织病理学不易发现的淋巴结隐匿性转移，是判断预后不良的指标。宫颈

检测到感染有HPVl8型的患者不论是单纯感染还是与其他类型的HPV混合

感染，都较单纯HPVl6型感染的患者更易发生淋巴转移，是预后不良的一

种高危类型。

4．HPVl6 E6 DNA序列发生碱基替换的区域主要在氨基端94位至241位，

羧基端相对保守，未见变异。广东地区宫颈癌组织中HPVl6 E6的热点突变

为Ntl78。HPVl6 E7 DNA序列发生碱基替换的区域主要在647位至846位。

广东地区宫颈癌组织中HPVl6 E7的热点突变为Nt647位和Nt846。
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综述

综述：

我国宫颈癌组织中的I-IPVl6E基因变异的研究进展

第一军医大学南方医院妇产科刘欣综述刘国炳审校

摘要流行病学分析表明，HPVl6感染广泛分布于四大洲，通过对世界不同

地域HPVl6基因组变异分析，发现HPVl6型变异株具有地域特征，及种族

人群特异性。近年来，HPV感染率急剧上升，抗病毒药物应用十分频繁，

大大增加了HPV耐药性和变异发生的机会。此外，不同区域人群的流动加

速，也使得特定区域固有的HPVl6基因组产生变异，本文仅就近年我国宫

颈癌组织中的HPVl6变异性的研究进展及其生物学特性作一简单综述。

关键词 人乳头瘤病毒基因组变异 生物学特性

宫颈癌是世界第二大女性肿瘤，每年新发病例50万，并造成30万患者

死亡。1995年WHO和IARC已将HPV确定为是宫颈癌的病因。HPV类型

在人群及宫颈癌病例中的分布呈现明显的地域特征【1】。例如，流行病学分析

表明，HPV-16感染广泛分布于四大洲，通过对世界不同地域HPV-16基因

组变异分析，发现HPV-16型变异株具有地域特征，已被分为E系(欧洲)、

AA系(亚洲和美洲)、Af-1系(非洲)、Af-2系(非洲)和NA系(北美洲)[2]。近

年来，HPV感染率急剧上升，抗病毒药物应用十分频繁，大大增加了HPV

耐药性和变异发生的机会。此外，不同区域人群的流动加速，也使得特定区

域固有的HPV流行病学特征发生改变。因此，有必要对特定地区的宫颈癌

HPV行进一步分类，其意义在于：鉴定出特定地域或人群中的型内变异株

的序列特点，以便设计出特异的寡核苷酸探针用于流行病学调查及诊断，同

时为HPV特异性疫苗的研究策略提供理论基础。我国目前报道的对宫颈癌

HPV变异株的分析的相关资料较少，而我国又是HPV感染性疾病尤其是宫

颈癌的高发区，因此分析中国各地区HPV型变异株的序列特点具有重要意

义。

HPV的分子结构和功能概述

HPV是一组病毒的总称，分类上属乳多空病毒科，其病毒形态类似，基
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因组为一双链共价闭环DNA，全长约7．8—8．0kb，其在电镜下观察为球形、无

包膜的20面体立体对称结构，直径45．55nm。HPV目前仍不能在体外细胞

中进行培养。根据DNA限制性内切酶图谱各异，核壳体蛋白质的抗原性不

同，目前已经确定的HPV型别大约有80余种，其中大约35种可感染妇女

生殖道。HPV按功能分为三个编码区：早期区(E区)、晚期区(L区)和

上游调节区(URR)。E区含E1．E8八个开放读框(ORF)，大约由4500kb组成，

含有负责病毒复制、转录和细胞转化活性基因。晚期区Ll、L2大约有2500bp

组成，分别编码主要和次要衣壳蛋白。上游调节区(URR)位于E区和L区之

间，它的功能尚不清楚，可能与病毒的复制和转录有关。

依据不同型别HPV与肿瘤发生的危险性高低分为低危型别和高危型别

HPV，低危型别HPV包括HPV6、11、42、43、44等型别，常引起外生殖

器湿疣等良性病变包括宫颈上皮内低度病变(CIN I)，高危型HPV包括

HPVl6、18、31、33、35、39、45、5l、52、56、58、59、68等型别，与

宫颈癌及宫颈上皮内高度病变(CINII，ⅡI)的发生相关。来自世界各国的富

颈癌组织标本的研究发现【3】，HPVl6和18型感染率最高，在检出的所有型

别中，HPVl6占50％，HPVl8占14％，HPV45占8％，HPV31占5％，其

它型别的HPV占23％。HPv的型别与宫颈癌的病理类型有关H】，在宫颈鳞

状上皮细胞癌中HPVl6占主要地位(51％的鳞状上皮细胞癌标本)，而在宫

颈腺状上皮细胞癌(56％腺状上皮细胞癌标本)和宫颈腺鳞细胞癌(39％腺

鳞细胞癌标本)中HPVl8占主要地位。HPV的类型与宫颈癌的临床分期及

病理分级等的相关性研究缺乏我国的相关资料。

我国宫颈癌组织中的HPVl6E基因变异的相关报道

1985年Seedorf等‘51首先从德国人宫颈癌组织中克隆了HPvl6(标准株)，

相继的研究发现。许多地区都有HPVl6变异株的存在‘617]。我国学者相继构

建的HPVl6E6及E7基因克隆多来源于标准株的HPVl6质粒[8～10l，我国宫颈

癌组织中的HPVl6变异株克隆的相关报道较少，现总结如下：
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因为病例数过少，不具有统计学分析意义，但为鉴定出特定地域或人群

中的型内变异株的序列特点提供指导，以便设计出特异的寡核苷酸探针用于

流行病学调查及诊断，同时为HPV型特异性疫苗的研究策略提供理论基础。

HPVl6E基因变异的生物学意义

一、HPVl6E6变异的生物学意义

HPVl6E6位于65-559核苷酸，编码含151个氨基酸的小分子量核磷蛋白，

含4个cys—X—X—cys框，形成两个锌指结构，可增强E7基因的转化能力。

HPVl6E6羧基端变异率低‘111，C端变异可丧失与p53结合的能力，说明C

端是p53蛋白的结合位点，E6与p53结合后通过泛蛋白途径引起p53的降
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解。HPVl6氨基端相对变异【1”，通过E6突变体的功能研究发现：E6氨基

端突变体降解P 53的活性丧失怠尽，说明氨基端对p53的降解是必需的【l”。

E6蛋白的两个锌指结构是E6与p53结合并实现其生物学功能的区域，如

果发生突变则可能影响其转化能力[14】。尽管HPVl6E6E7可以使人细胞永

生化，尚没有获得一完全转化的表型，加上近一小部分HPVl6感染的妇女

发展为宫颈癌，说明HPVl6感染的细胞发生恶变还需要其他基因的协同作

用。变异的E6可能一方面影响与p53的结合和降解而影响其转化特性；另

一方面可能影响E6与钙调蛋白的相互作用，细胞周期调控，p53蛋白其他

功能及机体免疫功能而影响其生物行为。因此，我们从中得到启示，设计了

HPVl6E6c端PCR引物，得到N端缺失的E6C端基因片段，以此作为疫苗

的抗原基因，期望在消灭完整E6蛋白潜在致癌性的前提下研究其激活肿瘤

特异性免疫反应的作用。此设计方案对于进～步研制安全有效的HPV疫苗

是有益的尝试。

二、HPVl6E7变异的生物学意义

HPVl6E7自544—855，编码98个氨基酸组成的蛋白。其分子两端为保

守区，羧基端有一锌指结构，氨基端保守区为抑癌蛋白RB的结合部位，这

些结构的完整性对E7蛋白的转化和反式激活功能十分重要。E7基因是

HPVl6的主要转化基因ll”，是HPVl6型相关性宫颈癌恶性表现型维持所必

需，承受的选择性环境压力较强。变异的E7基因可能在两个方面发挥作用
【I 4】：E7基因的错义突变造成其蛋白水平的作用发生改变而影响其转化活性。

E7基因某些位点无义突变、起始突变、终止突变可能影响E7基因的转录与

表达。

三、HPVl6E5区变异的生物学意义

高危HPV能编码具有生长刺激和转化功能的癌蛋白，其中，早期基因

E6、E7基因是主要转化基因，但是HPV全基因组的转化活性明显高于仅使

用E6、E7的转化活性。有理由推测，HPV基因组中还有其他癌基因存在，

由于在HPVl6 DNA整合于细胞染色体DNA时，E5基因经常被打断，故

E5在晚期宫颈癌中的检出率不高，很长一段时间以来，对E5的研究甚少。

但后来随着研究的深入，E5基因的致癌作用逐渐受到重视。目前研究认为

[151，HPVE5是一种具有转化作用的癌基因，能干预生长因子受体．促进病毒

癌基因的转化功能，抑制抑癌基因的表达，反式激活基因组启动子，从而促

4l
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进病毒增殖并通过多种机制促使损伤细胞通过细胞周期，在宫颈癌的发生过

程中有着极其重要的作用。但宫颈癌中HPVl6 E5基因是否有一定的改变，

这种改变对其致癌性有何影响，国内外较少研究。综合本研究结果及以往资

料，我们认为HPVl6 E5基因的变异是宫颈癌多基因损伤的一部分，变异的

E5基因可使病毒的转录活性增加【1”，并可造成其蛋白水平的作用发生改变，

从而影响其与原癌基因、抑癌基因、凋亡基因的相互作用。在核酸水平，

E5基因的突变可能导致产生了新的酶切位点、起始密码子或终止密码子，

从而在一定程度上影响了E5基因的转录和表达。基因变异意味着功能有可

能改变，可能改变机体或细胞对病毒变异株的免疫能力，与宫颈癌的发生和

HPV的嗜上皮性有关，因此对HPVl6E5基因变异的研究对于HPVl6在宫

颈癌发病中的作用有着不可忽视的意义。目前HPVE5基因的研究远远落后

于E6、E7．E5对于HPV的增殖以及其在宫颈癌各发展阶段中的作用，其转

化细胞的机理，仍需进～步深入探讨，E5在HPV自然感染中起何种作用至

今仍不清楚。因此，对HPVl6E5的生物学特性进行广泛深入研究非常必要。

结语

近年来，我国的学者在HPV变异、克隆、体外表达及疫苗的研究等方

面作了大量的工作，尽管我国有一些资料表明HPVl6核营酸序列与标准株

(德国株)存在一些变异，但对该变异引起的相应蛋白功能的改变及其他生

物学行为的改变研究较少。目前的研究多数存在样本较小的问题，在宫颈癌

高发地区发现的一些变异对于宫颈癌高发的机制是否起到作用尚待研究。另

外，I-LPV的分型及变异与宫颈癌的病理分型、临床分期尚缺乏研究。这都

是我们下一步的研究的方向，并且要在大量人群研究中证实。
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PCR直接测序法检测宫颈癌组织中HPV-DNA

刘欣1，刘国炳1，庞战军1，NN{!g．1，郭遂群1，马文丽2，郑文岭2(第一军医大学1南方医院

妇产科，2分子生物学研究所，广东广州510515)

摘要：目的探索检测宫颈癌组织中HPV-DNA的有效手段。方法采用HPV

通用引物对宫颈癌标本中的HPV L1区基因序列进行PCR扩增，根据

PCR产物序列分析对HPV分型。结果50例宫颈癌组织HPV-DNA的检

出率为78％，其中HPVl6和HPVl8型混合感染最多见，检测出1例HPV58

型，其L1区基因序列与德国标准株58型比对，未发现碱基变异。结论

PCR直接测序法是对宫颈癌组织中HPV检测和分型的一种有效方法，并

可检测到HPV少见的特殊类型，同时也能提供已知的HPV型别的突变信

息。

关键词：人类乳头瘤病毒；聚合酶链反应；测序分析；宫颈癌

中图分类号：11373．9 文献标识码：A

Detection of human papillomavirus DNA in cervical cancer tissue

by PCR-Direct sequencing approach

LIU Xinl，LIU Guo—bin91，PANG Zhan-junl，XING Fu．qil，GUO Sui—qunl，MA

Wen—li2，ZHENG Wen．1in92

1Department of Obstetrics and Gynecology，Nanfang Hospital，2Institute of

Molecular Biology，First Military Medical University，Guangzhou 510515，China

Abstract：0bjeetive To explore an effective method for the detection of human

papillomavirus DNA in cervical cancer tissue．Methods HPV L1 gene fragment in

cervical cancer tissue was amplified by HPV·specific PCR with general consensus

primers．The types of HPV was identified by PCR product sequencing．Results The

positive rates of high—risk HPV types in 50 cases of cervical cancer is 78％．And the
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mixed infecfion with HPVl6 and HPVl8 was the most common，accounts for 48％．

Addtionally，type 58 HPV was detected in one case．Sequencing results showed no

difference of LIsequence between the sample and German standard strain．

Conclusions PCR-Direct sequencing approach was an effective way for the

detection and typing of human papillomavirus DNA in cervical cancer tissue，

through which we could find the rare special types．At the same time，it can also

showed the mutation of HPVDNA sequence．

K町words：Human papillomavirus；Polymerase chain reaction； Sequence

analysis；Cervical cancer

人乳头瘤病毒(human papillomavirus，肿V)家族包含100多种类型，近95％
的宫颈癌病例涉及15种HPV，包括HPV-16、18、31、33、35、45、51、52、

58、59。宫颈癌组织中4种最常见的高危HPV类型为：16、18、45和31型‘”。

HPV类型在人群及宫颈癌病例中的分布呈现明显的地域特征㈦。来自世界各国

的富颈组织标本的研究发现，HPVl6和HPVl8型检出率最高，没有明显的地区

差别‘31。而有些特殊的HPV型别则有明显地理位置的差异，如HPV45在非洲西

部常见，HPV39和59型仅在美洲的中部及南部宫颈癌组织中出现，HPV52和

58型在中国妇女中检出率较蒯”。但我国除了HPVl6和HPVl8型以外的特殊

HPV类型检出率极低，相关研究的文献报道也极少。本研究采用PCR直接测序

法检测出宫颈癌组织中高危HPV58型1例，为这方面的研究提供了一个有效的

途径。

1．材料与方法

1．1材料

收集南方医院2003年1月至2004年5月共50例宫颈癌患者手术切除的

病变宫颈组织。病理学诊断其中45例为宫颈鳞状上皮癌，5例为宫颈腺癌，留

取手术切除的病变组织，投入液氮速冻。

1．2试剂和引物

动物基因组DNA提取试剂盒购于北京鼎国生物技术发展中心。TaKaRaTaq
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DNA聚合酶、lOXPCR Buffer、dNTPMixture、6XLoading Buffer、marker

DL2000均购自宝生物工程(大连)有限公司。PCR产物纯化试剂盒购自申能博

彩生物科技有限公司。

引物设计参考国外文献吲中的HPV PCRJ遵用引物：

GP5 5’一TTTGTTACTGTGGTAGATACYAC一 3 7．Y=T or C。

GP6 5 7．GAAAAATAAACTGTAAATCATATTC． 3
7

引物由上海博亚生物技术有限公司合成。

1．3方法

1．3．1宫颈癌组织中总DNA的提取取300mg的宫颈组织，液氮研磨成粉末，

将粉末移入1．5ml离心管中，加入lml 5N异硫氰酸胍，震荡混匀，室温放置

5分钟。12000rpm离心5分钟。将上清移入5ml离心管中，加入2．5ml 4N

NaCl04、20itlRNaseA(10mg／m1)、501．tlResin，充分混匀，室温放置20分钟。

≥8000rpm离心5分钟，弃上清。加入1 ml 4NNaCl04充分混匀，≥8000rpm

离心1分钟，弃上清。加入1 ml无水酒精洗液，充分混匀，≥8000rpm离心

1分钟，弃上清。重复1次。≥12000rpm离心1分钟，吸干上清，室温晾干

约5分钟，使乙醇挥发殆尽。加入TE buffer 300恤1混匀，50℃水浴5分钟。

≥12000rpm离心1分钟，上清液即为DNA。

1．3．2目的基因片段的GP-PCR(general primers·PCR)扩增取各例宫颈癌组织

DNA为模板，用上述通用引物GP5、GP6进行I-IPV．DNALI区基因序列的PCR扩

增。PCR反应体系为20itl。其中含样品宫颈癌组织DNA 3“l约3rig，浓度为Iu

／IIll的T擞aRaTaqDNA聚合酶10“l，dNTP 5pmol、引物GP5、GP6各2 0 pmol、

双蒸水5 u l，以2ng的I-IPVl8(德国标准株)质粒为阳性对照。94。C预变性5min，

95。C变性30s，55。C退火30s，72"C延伸45s，33个循环后再延伸7min。进行2％琼

脂糖凝胶电泳。

1．3．3 PCR产物的纯化按照PCR产物纯化试剂盒使用说明的方法操作，将PCR

反应液移至1．5ml Eppendorf离心管中，加入400itl Sloution B，将3s柱放入

收集管，把混合液转移到柱内，不要盖上离心管盖，室温放置2分钟，1000rpm

4R
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离心1分钟。倒掉离心管中的废液，将3S柱放入同一收集管中，加入600¨1

Wash Solution，1000rpm离心1分钟，并重复。次。倒掉离心管中的废液，将

3s柱放入同一收集管中，1000rpm离心2分钟。将3s柱放入一根新的离心

管中，在3s柱膜中央加三蒸水15 u1，不要盖上离心管盖，室温放置2分钟，

1000rpm离心1分钟。离心管中的液体即为纯化后的DNA。

1．3．4 PCR产物的序列测定分别用GP5、GP6两引物，将PCR产物在DNA序

列自动分析仪(3730型)上测序。通过正反两个方向对目的基因的正链及负链

进行测序，可排除不足800bp长待测基因内的核苷酸错配的可能。本课题实验

及测序部分均在第一军医大学分子生物学研究所完成。

1．3．5．HPV型别鉴定将测出的序列进行Blast序列比对进而对HPV分型。

2结 果

2．1宫颈癌组织HPV-DNA的检测阳性率

宫颈癌组织经GP-PCR(general primers PCR)扩增结果(图1)，阳性对照

HPVl8质粒经扩增后在140bp处出现DNA带。

bp
M l 2 3 4 5 6 7 8

加00

1000

750

500

250

100

图1 HPV-DNAPCR产物2％琼脂糖凝胶电泳图

Fig·1 2％agarose gel eleetrophorphoresis of the HPV-DNA PCR products

M：DNA marker LD-2000；Lanel：．HPVl8 positive control；Lanes2—7：DNA samples of

cervical cancer tissue；Lanes8：negative control
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2．2宫颈癌组织中各型别HPVoDNA的检出率

在所有50例宫颈癌组织中，检测出HPV DNA情况如下：检测出HPV-DNA

情况如下：HPVl6和HPVl8型混合感染最多18例，占36％，单纯HPVl6型感

染15例，占30％，单纯HPVl8型感染5例，占10％，检出HPV58型感染1例，

占2％。

2．3宫颈癌组织中检测到少见的特殊类型HPV58型1例

通过扩增出的Ll序列与基因库中相应型别的HPV L1段进行Blast序列比

较，存广东地区的50例宫颈癌组织中检测到少见的特殊类型HPV58型1例。

其PCR产物部分测序结果(图2)

图2 HPV58型的PCR产物部分测序图

Fig．2 Part sequence analysis of the PCR product of type 58 HPV

3讨 论

目前的流行病学和生物学资料已经证明HPV感染是宫颈癌及其癌前病变

的最主要病因【6】，。因此检测HPV-DNA可能有以下3方面的作用：对难以定

性的不典型鳞状上皮细胞(ASCUS)和低级别宫颈脱落细胞涂片结果作进一

步判断；对高级别宫颈上皮内瘤样病变和局限性(微小)浸润癌进行治疗后监

控；宫颈癌的初步筛查一一单独应用或与细胞学方法相结合。HPV尚不能在
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体外培养，所以检测它就需严格的依赖对其DNA序列的分子水平检查[”，随

着HPV的相关研究越来越深入，现在已经有了很多用于HPV的检测甚至是定

量检测的方主要有细胞学法、斑点印迹法、Southern杂交、原位杂交、PCR直

接分型法、PCR一杂交法和PCR．RFLP(限制性片断多态分析)。材料也可以是石

蜡标本、新鲜标本或者是宫颈管分泌物。由于研究方法的不同，患者所处地区

不同，所得的结果也不尽相同，有的差异很大，有的甚至得出相反的结论。

最初使用的细胞学法操作容易且较便宜，但所需标本量大而且敏感性及特

异性都低，已淘汰不用了。斑点印迹法虽然有中度敏感性及特异性，因使用放

射性同位素其应用受到极大限制。Southern杂交法因不能定位，操作麻烦，不

易大规模临床使用。也有学者采用非同位素原位杂交法对宫颈细胞系进行特定

位点表达的研究[81，通过确认特定基因的表达来证实宫颈HPV感染的存在，

但因程序较复杂、易脱片和特异度低而较少应用。

聚合酶链反应(PcR)因具有快速、灵敏和特异性强的优点得到了广泛的

应用，因此我们采用PCR直接测序法检测富颈癌组织中HPV-DNA，通过一次

通用引物的PCR扩增反应可以做大范围临床标本的HPV基因筛查。PCR直接

测序法使用的可扩增出Ll基因片段的引物是位于多态性、特异型序列两侧的

保守序列，通过扩增出的L1序列与基因库中相应型别的HPV L1段进行Blast

序列比较，可以同时检测到组织中的同源性很差的多种HPV类型，有利于HPV

少见的特殊类型的检测。本研究采用该方法分析广东地区新鲜宫颈癌组织中

HPV-DNA的类型，高危型HPV-DNA的检出率为78％，其中HPVl6和HPVl8

型混合感染最多18例，占36％。同时发现了少见的HPV58型1例，根据其

Ll区基因序列与德国标准株58型比对，未发现碱基变异，判定为标准株

HPV58型。根据序列比对发现碱基变异有助于判定HPV的亚型及型内变异，

在探讨不同地区HPV型别与宫颈癌发病率的关系及富颈癌的疫苗研制方面起

到指导性的作用【9]。PCR直接测序法也可以进行多重PCR扩增，同时分析多

个DNA序列。在取材方式相同的情况下实施定量PCR(RQ—PCR)则可以通

过监测PCR的反应动力曲线得知病毒的含量。近年来有学者将PCR方法与
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Bioanalyzer芯片分析系统结合在HPV的早期检测和分型中具有重要的应用价

值㈣。

随着PCR的发展，人们发现它的优点也正是缺点，由于灵敏度高，因而

假阳性率偏高，可能是引物或标本的DNA污染造成的，认真处理所有DNA

标本，同时采用尿嘧啶．N．糖基化酶这种方法防止污染可有效地克服这一缺点。
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