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人乳头瘤病毒（HPV）16 型是高危型 HPV之

一，与宫颈癌的发生有关[1]，约 50%的宫颈癌患者肿

瘤组织的 DNA中检测到该型别[2]，因此，预防 HPV

感染对防治宫颈癌有重大意义。但 HPV16在与不同

遗传背景的宿主相互作用往往会引起病毒的变异，

影响 HPV感染和转归，了解 HPV16多态性将为明

确宫颈癌的发生和运用免疫学策略预防 HPV16相

关疾病提供新的思路。为了解萍乡地区宫颈癌患者
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摘要：目的 了解萍乡地方株HPV16 L1基因结构特点，分析其结构蛋白 L1基因多态性及蛋白特性变化，
为基于 L1基因工程疫苗的设计和应用提供理论依据。方法 设计HPV16型 L1基因特异性引物，从宫颈脱落
上皮细胞中提取 DNA，进行 PCR扩增鉴定，将扩增的片段同 T-载体连接，然后导入到大肠杆菌 DH-5α中
培养，提取质粒 DNA进行测序。结果 测定的序列与标准基因序列（NC Sbjct 496）比较，萍乡地区宫颈癌感
染的 HPV16型 L1基因同源性为 98.9%~99.6%，分别形成 5种突变模式，其中 3处由于核苷酸的改变，翻译的
氨基酸也相应发生变化，但有 1处由于核苷酸的丢失造成翻译的氨基酸也相应发生变化。结论 萍乡地方株
HPV16 L1核酸有一定程度的变异，可能会造成 HPV16 L1蛋白免疫原性的差异。.此株改变也可能是本地区
导致宫颈癌的主要原因。实验结果为研制适应本地区的基于 HPV16 L1 的基因工程疫苗提供了可靠实验依据。
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Abstract:【Objective】 To study the character of HPV L1 gene from area，and analyze changes of its
polymorphism and protein property. 【Methods】The tissue DNA was extracted from cervical carcinoma. The L1
gene of HPV was amplified with PCR by 16 type specific primers, respectively. And L1 PCR products were
identified by sequencing. At last, L1 gene polymorphism and protein property were analyzed with bio-soft of Vector
NTI 8.0 and DNA Star. 【Results】Compared with standard L1 gene sequence (NC 001526), gene homology was
98.9%～99.6% and eight mutations were found in HPV16 type, three of these mutations produced protein variations
because of amino acids changed, but differences of their proteins were not found in hydrophilicity, surface
probability and antigenic index compared with the standard L1 protein property.【Conclusion】The results show that
some mutation had taken place in the nucleotide sequence of L 1 gene of HPV 16 obtained from the cervical
carcinoma tissues in PINGXIANG area.
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HPV16 L1基因结构特点和变异规律，该院从宫颈

分泌物标本 DNA中扩增 L1 基因片段，并进行克隆

和测序分析，为疫苗研制奠定基础。

1 材料和方法

1.1 研究对象

采用本院体检和门诊住院患者，共 9人；年龄在

35~75岁之间；平均年龄 58岁。所有病例来自萍乡
市内和萍乡周边地区。
1.2 样本采集和测定

妇产科医生对 9人进行脱落细胞的取样，样本

集中送到湘雅萍矿合作医院 PCR基因实验室。
1.3 仪器

人乳头瘤病毒核酸扩增检测试剂盒由潮州凯普

生物化学有限公司提供，PCR仪采用 ABI公司 9700

型号。
1.4 标本采集及处理

暴露宫颈，用棉拭子擦去宫颈口多余分泌物，用

取样刷置于宫颈口顺时针方向旋转 5~6 周以获取

足量的宫颈脱落上皮细胞。将取样后的宫颈刷放入
含有细胞脱洗保存液的加盖微量离心管（1.5 mL）

中，22.0℃保存 <3个月。标本处理时充分洗脱宫颈
刷上样本，留取含脱落宫颈细胞的洗脱液。
1.5 参照试剂盒说明书

取上述液体 0.5 mL，14 000 r/min离心 5 min，弃

上清液,利用试剂盒提取标本 DNA，并在 24μL反
应体系中行 PCR 扩增。PCR 反应条件为 20℃ 10
min，95℃预变性 9 min；95℃20 s→55℃ 30 s →
72℃ 30 s共 40个循环，72℃延伸 5 min。
1.6 将扩增的片段同 T- 载体连接，然后导入到大

肠杆菌 DH- 5α 中培养，提取质粒 DNA，寄到
TAKARA公司进行测序。

2 结果

从本文发现在 11 例浸润宫颈癌，发现感染

HPV- 16型有 7例，感染 HPV- 33型 3例，（混合型

感染 2 例，单一感染 1 例）。在 11 例 CINⅢ级中
HPV- 16 型有 10 例（混合型感染 3 例单一感染 7

图 1 HPV 16基因测序结果

第 27期 王长奇，等：宫颈癌患者 HPV16型 L1基因克隆及序列分析

33· ·



图 2 HPV16 江西株DNA与 Sbjct HPV16 株序列比较

例） 感染 HPV- 33 型 2 例（混合型感染）。感染
HPV- 31型 1例（单一感染）。作者取浸润宫颈癌 7
例，CINⅢ级中 2例的宫颈分泌物标本，进行 DNA

中扩增 L1基因片段，并进行克隆和测序分析，根据

NCBI 网站上公布的 GENBANK 数据库，利用

BLAST工具将 9个样本的序列同相应的标准株序

列进行比对，9个 HPV16样本同标准株的同源性分

别为：①99.3%；②98.9%；③99.4%；④99.6%；⑤
98.8%；⑥99.5%；⑦99.1%；⑧98.5%；⑨99.6%，测序
分析结果见图 1。
宫颈分泌物标本中分离的 9株 HPV16 L1核苷

酸序列经测序后，用 DNAStar 进行同源性分析（见

图 2），显示其与标准株有 98.9%~99.6%的同源性

HPV16 型 L1 基因分别形成 5 种突变模式，HPV16

型 L1基因第 6 412（1/5）、6 415（1/5）、6 417（1/5）、
6 444（1/5）、和 6 455（1/5）位发生点突变。用DNAstar
软件进行 L1蛋白氨基酸变异分析。结果显示，各标
本分别存在 5处点突变现象，其中所有的标本 L1

基因在第 6 417（其编码的氨基酸由 s→l）6 444（其
编码的氨基酸由 k→R）6 455（其编码的氨基酸由
T→A）处碱基均发生突变，其编码的氨基酸发生改
变。L1基因在 6 412核苷酸丢失造成翻译的氨基酸
也相应发生丢失变化称为地方株（jx株），L1基因在

第 6 415（其编码的氨基酸由 R→R）发生改变为同
义突变。
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Sbjct  736  TGCAAGTGTGACTCTACGCTTCGGTTGTGC  765 

3 讨论

L1基因是乳头瘤病毒晚期结构蛋白基因，在杆

状病毒 - 昆虫细胞表达系统中自发组装形成病毒

样颗粒（VLPs），其折叠形成的结构与天然病毒颗粒

结构相同，具有较强的抗原性和免疫原性，可刺激机

体 B细胞产生中和抗体，从而阻断病毒感染，因而

L1蛋白是防治 HPV感染基因工程疫苗研究的重要

靶抗原。
研究证实，不同地域间 HPV L1基因存在变异

现象[3]，ORTIZ等[4]报道了西班牙宫颈癌组织 HPV16

L1基因存在 8处变异，其中只在 6 695因为核苷酸

的突变导致氨基酸由 T→P，其余均为同义变异。
PANDE等[5]发现了印度北部地区宫颈癌组织HPV16

L1基因存在多处变异，其中有 4处新变异，其中第

6 906和第 6 924处因核苷酸变异使得氨基酸分别

从 S→P以及 G→P。国内研究发现扬州地区宫颈癌
组织检测的 HPV16 L1基因存在 7处变异，与德国

标准株比较在 6 903 与 6 905 间，地方株插入了

CAT 3个核苷酸（丝氨酸，S），而在 6 954至 6 956

间缺失了 GAT（天门冬氨酸，D）[6]；新疆地区宫颈癌

患者以 HPV16感染为主（占 84.21%），其 L1基因序

列存在 6 种突变，在 6 901 与 6 903 间也插入了

CAT（S），6 949~6 951处缺失了 GAT（D）[7]；北京地区

的鲍温氏病组织分离的 HPV16，同样在其 L1碱基

序列中，第 6 901~6 903处插入一个 CAT，而在6 949

~6 951处缺失了 GAT[8]。温州地区[9]设计了跨越 HPV16
L1全长基因的一对特异引物，从宫颈癌组织中提取

的 DNA中克隆出 HPV16 L1基因，发现温州地方株
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L1基因序列变异存在 8处，其中 3处由于核苷酸的

改变，其编码氨基酸也发生相应变化，另 5处核苷酸

的改变多位于密码子第 3位，且为同义突变，故未影

响氨基酸的改变。
为了解萍乡地区 HPV16 L1 的基本情况，实验

人员设计了跨越 HPV16 L1基因的一对特异引物，

从宫颈分泌物标本提取的 DNA中克隆出 HPV16

L1基因，经过序列测定，与网上公布的标准株（NC

Sbjct）进行比对，发现萍乡地方株 L1基因序列变异

存在 5处，其中 3处由于核苷酸的改变，其编码氨基

酸也发生相应变化，另 1处核苷酸的改变位于密码

子第 3位，且为同义突变，故未影响氨基酸的改变。
还有一处.L1基因在 6 412核苷酸丢失造成翻译的

氨基酸也相应发生丢失变化，称为萍乡株（PX株）。
此株改变可能是本地区导致宫颈癌的主要原因。
该研究中发现，11 例浸润宫颈癌发现感染

HPV- 16型有 7例，在 11例 CINⅢ级中 HPV- 16型

有 10例（混合型感染 3例，单一感染 7例，）感染

HPV- 16型占 77.3%。高于 50%的宫颈癌患者肿瘤
组织的 DNA中检测到该型别的报道[2]说明 HPV- 16

是本地区引起宫颈癌的主要病因。在 HPV16 9株
中, HPV16同标准株相比,变异都在 2%之内，也就

是说同源性在 98%以上。
结果提示我省地方株 HPV16 L1基因与标准株

之间的差异，特别是氨基酸的改变，可能会造成

HPV16 L1蛋白免疫原性的差异。实验结果为研制
适应本地区的基于 HPV16 L1的基因工程疫苗提供

了理论依据。
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