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宫颈癌组织中HPV16 E7序列多态性分析 

刘 欣 ，5,1国炳，庞战军，耶福棋(南方医科 大学南方医院妇产科 ，广东 广州 510515) 

摘要 ：目的 探讨广尔地区似颈瘟组织巾 HPV16肿瘤相关性抗 原 E7基因序列的多态性 。 方法 采用通 用引物 PCR直 

接测序法对宫颈癌标本 l̈1的 HPV分型，从含有 HPVI6型的标本中采用 自行设计的多重引物通过巢式 PCR扩增出 

HPVI6 E7．经 DNA序列测定法 检测其基因变异 ，进而寻找 其热 点突变 结 果 50例宫颈癌组织 HPV-DNA 的检出率 

为 78％，其中 HPVI6和 HPVI8 混 合感染 l8例 ，单纯 HPVI6型感 染 l5例 一33例含有 HPVI6型的标本中扩增 出 25 

例 HPVI6 E7．其 巾 l7例 647位梭 忤酸“T”变异“C”，导致 相应的蛋 白质 由天冬氨酸变异 为丝氨酸 。 结论 广东地 区宫 

颈癌组织 中 HPVI6 E7 DNA序列发， 碱基替换 的区域主要在 647位至 846『立，热点突变点为 Nt647和 Nt846。 
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Abstract：0bjective To explore the genetic polymorphism of E7 open—reading frame of human papillomavirus(HPV)type I 6 

in cervicaI cancer． M ethods The types of HPV was identified by sequence analysis of the PCR product of HPV in cervicaI 

cancer tissues． HPV l6 gene fragment in the cervicaI cancer tissue was amplified bv HPV-specific PCR with general 

consensus primers ResulIs The positivity rate of high。risk HPV types in 50 cases of cervicaI cancers was 78％ ． Mixed 

infection ofHPVI6 and HPVl8 was found in l8 cases．and the infection with HPVl6 alone occurred in l5 cases．HPVI6 E7 

was amplified from 25 out of the 34 cases positive for HPV l 6． A T．to—C change occurred in the 647th nucleotide in the viraI 

nucleotide sequence． causing conversion of the Asn codon of E7 gene into a Ser codon． Conclusions The most frequently 

observed substitution in HPV l 6 E7 open reading flame Occurs in the discrete regions of 647．846．and some substitutions result 

in the same．sense mutation． The hot—spot mutation of HPV l 6 E7 in cervicaI cancers in Guangdong Province occurs at the 

nucleotide 647 and 846 in the DNA sequence． 
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人乳头瘤病毒 (HPV)是一种高度螺旋化的环状 

双链 DNA病毒 。HPV感染是宫颈癌及癌前病变的明 

确病 因 ，此外 ，HPV还与人类 多种恶性疾病密切相 

关，如乳腺癌、食管癌等。流行病学资料显示：约 93％ 

的宫颈癌组织中可以检测到 HPV DNA，其 中 HPVl6 

型 占65％。 一。研究发现 HPVl6早期基因 E6及 E7在 

宫颈癌组织中持续表达 ，并为癌组织恶性表现型维持 

所必需，阻断其表达后可使瘤细胞的恶性型逆转 

E6／E7具有免疫原性 ，可以诱导机体产生特异性体液 

免疫和细胞免疫l4，因此可 以作 为宫颈癌及其癌前期 

病变的治疗性疫苗的靶抗原 但是，HPV16存在许 

多具有地域特征的地方变异株，研究表明这些变异株 

可以引起包括免疫源性在内的生物学活性的差异 ． 

这给 HPV16治疗性疫苗的研制带来 了一定 的困难。 
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本研究探 讨广东地 区宫颈癌组织 中 HPV16E7序列 

多态性及 同源性 ，旨在为获得能诱发较高特异性免疫 

水平的针对中国广东地 区地方株的 HPV16治疗性疫 

苗打下基础。 

l材料和方法 

1．1材料 

1．1．1样本 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。 

1．1．2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 TaKaRa Taq DNA聚 

合 酶 、l0 xPCR Bu虢r、dNTP Mixture、6 xLoading 

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 

HPV PCR通用引物参考文献『7]中的 GP5、GP6 
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序 例 川 lI扩 增 Jtl HPV LI 片 段 参 照 

HPVI6E7培闻 刮 盟-jl物 浊汁味川．采用引物 汁 

牟j：什 门什波汁 HPV1 6E7 鞋』 PCR 01物 E7外 

删 rj l物 OX： 5'-CATAATA丁AAGGGGTCGGTGGA 

3。．O『x：5'-CTGCATCTC TCGGATa丁TTTG一3’；E7内 

悯引物 lx： GCAGATCATC’AAGAACACG一3．IIX： 

5’．CAAATCTTCACcTGTA丁CA( TG 3’ I物Ih I 海 

博亚 物技 术 m J台啦 PCR扩增产物的 DNA 

删序rh『聿『h医科大 讣 。l物 研 ‘花 完 成 

l 2 方法 

1 2．I P--CR 直接 剐序 法对 官 颈癌组 织 十 HPV。DNA 

夺型 收 300 mg宫预 拆 动物 J-￡ DNA攫 

取城 利 擞n 说圳攫取 DNA ll各洌宫颈旃 织 

DNA 挂舨，川 f，述 幢川，J』物 GP5、GP6进行 HPV— 

DNA LI K钵 序列的 PCR PCR眨麻体 系为 

20 l， l Jt 样f5 l ’f 墒 圳 DNA 3 O-II约 3 ng)，浓 

腰 7,j l Ll：'mI的 TaKaRa Yaq DNA 合 胁 I【)u1 

dNTP 5 pmo1．一JI翱 GP5 GP6符20 pmo1． 水 5 p-I 

i 2 ag n0 HPVI 悠 慷J{ 粘 如⋯‘ ：刈照 94 

’【 1：0{。 rI 5 nlin：95‘t：。芝PI：30 s．55 t：．itA火 30 s 72 I 

诞⋯1 45 s 33 1、循 ,titI【l延 7 min 2'q，琼1 蚀 腔 

IU泳 挑选一1 】4{1 bp处 州 DNA带 ， I#PCR产物 

业 化 {r圳川 GP5 aP6 -j【物，将 PCR f 物 DNA 

f 州f l 行析仪(3730 ：l删 川 BLAST车i=甜 

州 ⋯的碱 J-̈ ,gt】 J H iI 的I备 HPV砒肚序 列进 

i rlL ，’J 种 已洲 IIPV 列前f 一 90％以 』肯 

l zf{哟主 为：寝 HPV 

1 2 2 笺式 P(、R扩增 HPv J 61-36基目 卒 豆 DNA序 

列驯定 睦戢 }tPV1 6 n 备 f朋豫 【DNA 

为槌 概 川 l 述 E7外 ttr141 Jl物 OX OIX进 手f HPV 

DNA E7卜(盐【̂lI 州fl 1发 PCR 增 PCR厦I＆ 

作乐为 5f】 l， r1t 佯 1̂竹 颔 川 DNA 3 l}约 

3 ng)．浓 I堑为 1 L2；ml的 _raKaRa Faq DNA聚 J啊 

25 1．dNTP 5 pmo1．，；1物 OX、OIX 荐20 pmol(2 I J 

烈蘸止 20 l 以 2 ng的 tIPV16 c想 枷、准株 1蕨牝 ～ 

rI：刈 94‘t：颅 蔓肚5 min：95：I：尘 30 s．58 1 堪 

火 30 s．72 《：地俐I 1 min．30 1、册it；『 fl}蜒忡 7 rain 

2％琼 脂帮凝)陵iU涑 排选 m 540 bp处 DNA 

者 分圳川t E7 l̂l ll j【 【x、IlX进i r ：状 PCR 增 

PCR反I趣体 系 5O 1 』 『 第 1献 PCR J’ 物 0．5 1， 

浓 度 1工J 1 U,"ml nq TaKaRa Taq DNA 襞／ ．x蝻 25 LL1． 

dNTP 5 pmo1． jl物 IX、UX 备 20 pmol-2 1)．双蒸水 

23 I．1-2 2 ng的 HPVI6f堪 同标 壮琳)匝粒为m 对 

照 94 觚 坚U-5rain：95。t： 肚 s．5 ：退火 30 s． 

72气延仲 I min，30个循环 It}砸伸 7min 2％琼脂 

恬凝胶电泳 300 bp址 啦 DNA 游 苛为扩增Ⅲ的 

HPVl6 E7瞒 序列．将 PCR产物纯化后．分别ffi引 

物 IX、IIX通过正 反两个h向时 H的肇 的正链厦负 

涟世 行}1=!I1市 

1 2,3 HPV16 E6 ；盎 性 廿 折 r匕较 基 闵 摩 中 的 

HPV16德同怀 棣 碱 序扪_。j测 l̈的符临床病俐的 

序列目l篮 序列．坷过DNAsis分忻临床痫删分 

离株 HPV16E?IK的蟮冈多 怒r}和_钮基酸变异．按 文 

献[8j报道n々 Antigenicity ValueX10 h法进行抗啄 

抒析 

2结果 

!．1宫颈癌蛆 织中各型 HPv—DNA的硷出壶 

所 柯 5n例订颈痈 i织 t1i．检测 I1{HPV—DNA 

情 岫一F：HPV】6 HPVI8型 14台感 l 8删．单纯 

HPV16型感染 I5例．1 纯 }tPVl8型感 染 5例 榆 Ⅲ 

I．tPV58 ii ：9惑 染 I删 

2 2 官颠掂组 炽中 IIPV】6 E7基 阎序刊的捡 出情况 

n颤煽 }乒 浆 PCR _lI HPV】6 E7箍 

列 ．PCR{_r 1】 7 物进 凝胶『U泳 ，fl 450 bp处m 

州 DNA - 1 1 嵫 i【I的 HPV16 E7坫 序列 濉 

分技 酸序 删 【．f2必链 l 2 

2 3 HPV16 E7基阎 ；态性 分析 

I-IPV1 6 E'7丰篱甘赡 干̈铽 腋咔 列 蛙 庠 中的 

HPVI6德囝标 准慷 序列L匕埘．变异情 表 I． 

柴删临J睐病例 。0 ltPV】6想同标准椿『j{J Antigenicily 

＼／alueX10札 咏捂数刈卜匕 3 

3讨论 

HPVl6 E7坫冈序 列为 544～855化 ．编 98个 

氧培酸纽戚的蛋I f，片分 F州辩为 、)：j《．璇 端彳i 

2个译指 占构 ．氰块端 惮 午睡 为37个氨恳酸戏基 ．与 

Ad El AfI J SV40 T抗 蠹I {_I帆 ．1 以与抑癌 蛋白 

2II(il} 

JlJI)tl 

75(J 
5 1() 

25{} I一  
图 1 HPVl6即 基 因 R产物 2一 ．琼脂糖 凝胜 电泳 图 

Fig．I 2吼 agam  gel electrophoresis of the PCR products 

ofHPVl6 E7 gene 

M ：DNA marker LD-20001 L1ne I-̂ HPV I 6 DNA 洲 b10s I?o删 

cervical Callc~r[issue：Lane 7 H Vf6 E7 palsitive control：“ f S 

Negalive control 
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胀 
图 2 HPVI6 E7部分核苷酸序 列图 

Fig．2 Sequence analysis of the PCR product of type HPV16 E7 

表 1 HPV16 E7核苷酸和氨基酸序列的变异 

Tab．1 Nucleotide and amino acid sequ nce variations in HPV16 E7 

IlI--＼-，．JIl t．．．Ill— T 'rr rr·T T11『 ‘I·'＼． ．1 L，．．̂一J＼ 叮lIÏ’1『『r 
11『r T Tn 

图 3标本 27与 HPV16德国标准株的 Antigenicity ValueX10抗原指数对 比图 

Fig．3 Comparison of the antigenic index between the isolate in case No．27 and standard HPV 16 E7 strain 

Rb结合 ]。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 HPV16的主要转化 

基因．是 HPV16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CIo 7。 

在以往的研究中比较各地区E7基因序列及氨 

基酸序列同源性都在 99％以上，可见HPV16 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。但国内外学 

者均发现 HPV16 E7基因存在一些微小变异 ：Fuinage 

等⋯]通过 PCR法测序分析发现大多数侵袭性宫颈癌 

及癌 前病 变都 检 出了 HPV16 E7序 列变 异 株 ： 

Icenogle等【l 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 HPV16 E7变异株 ：Esche等n。 研究 

也证实存在 HPV16 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 HPV16 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 m666、823、844、846四个位点均 

为同义突变，只有 nt647由“T”变为“C”，导致相应的 

蛋 白质由天冬氨酸 (Asn)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 

ValueX10抗原性分析 ．该处变异导致相应分离株较 

HPV16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。与其他宫颈癌高发地区 HPV的感染率和致癌能 

力的差异是否有关 ．应作进一步研究。 

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HPV16 E7基因序列．提高了检测的灵敏度．一 

～ 一 
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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模板 

错配 ．且双向测序具有一定的校埘功能 ，变异处 G峰 

(反义链 )清晰 ，单一背景无杂峰 ，冈此消除了由实验 

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 的变异是南广东地区 HPV16 E7基 

因与德国标准株病毒基因之问本身存在差异引起的。 
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将有助于对热应激 、热损伤研究提高到分子生物学水 

平 ，进一步阐明热应激与热损伤的分子机理 ，指导在 

实践中开发出诱导 HSP的高表达 ，加快热适应 、对抗 

热损伤的药物 ，将有助于提高高温高湿火器伤的救治 

水平 
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