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【摘要】 目 的：探 讨 广 东地 区 宫 颈 癌 组 织 中 

HPV16肿瘤相 关性 抗原 E6基 因序 列 的 多态性 

及 同源性 。方法 ：采用通 用引物 PCR直接测序 

法对宫颈癌标本 中的 HPV 分型，从舍有 HPV16 

型的标本 中采用 自行 设计 的 多重 引物 通过 巢式 

PCR扩增 出 HPV16E6，经 DNA 序 列测 定法 检 

测其基 因变异，进 而分析其 同源性 。结果 ：50例 

宫颈癌组织 HPV—DNA 的检 出率 为 78 ．其 中 

HPV16和 HPV18 型 混 合 感 染 18例 ，单 纯 

HPV16型感 染 15例 。含 有 HPV1 6型 的标 本 

34例 中扩增 出 HPV16E6 25例 。其 中 1 78位核 

苷酸 变异较 大，变异 率为 72 ，其 相应氨 基酸均 

由天冬氨酸 变为谷氨酸 。结论 ：HPV16E6 DNA 

序 列发 生碱基 替 换 的 区域 主要 在 氨基 端 94～ 

241位 ，羧基 端 相 对保 守，未见 变异 。广 东地 区 

宫颈癌组 织中 HPV1 6E6的热点突 变为 Ntl 78。 
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[-ABSTRACT] OBJECTIVE：To explore the intratypic nucle— 

otide and amino acid sequence variations in the E6 open read— 

ing frame of human papillomavirus typel 6 in cervical cancer 

tissue．METHODS：The types of H PV was identified by PCR 

product sequencing． H PV 1 6 El gene fragment in cervical 

cancer tissue was amplified by HPV—specific PCR．RESULTS： 

The detection rate of high-risk HPV types in 50 csaes of cervical 

cancers was 78 ．The mixed infection of HPV16 and HPV18 

was found in 1 8 cases．The infection of HPV1 6 alone was seen in 

16 cases．HPV16E6 was amplified 25 cases of HPV16E6 anong 

the total 34 cases．CONCLUSIONS：By sequencing and phyloge— 

netic analysis， the most frequently observed substitution in 

HPV16E6 ORF are distributed in the discrete regions：94— 241． 

Some substitutions result in non-silent mutation． The hot—spot 

mutation of HPV1 6E6 in cervical cancer from Guangdong is found 

at neolertide 1 78 in the DNA sequence． 
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早期宫颈癌的发生 ，特别是年轻化趋势十分明显， 

这与 HPV感染有明显关系 。迄今为止，至少发现 

了 100余种 HPV，其中 2O余种已证实与人类的宫颈 

肿瘤相关联_2]，最常见的 HPV类型为 16、18、31和 45 

型_3]。流行病学分析表明，HPV16感染广泛分布于四 

大洲，通过对世界不同地域 HPV16基因组变异分析 ， 
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发现 HPV16型变异株具有地 域特征、种族 人群特异 

性[4]。我们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 HPVE6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。 

1 材 料与方法 

1．1 标本来源 

5O例宫颈癌组织均取 自2002年 7月～2004年 7 
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2 结果 

2 1 宫颈癌组 织中各型别 HPV—DNA的检 出率 
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Fig 1 Electrcphretic analysis PCR products。f HPV—DNA 

subtracted from ce rvIcaI CarlOer tissues。八2％ agarose 
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2．3 HPV16 E6基因多态性分析 

HPV16E6基因 序列 和蛋 白序 列与 基 因库 中 的 

HPV16(德 国标 准 株 )基 因 序 列 比对，变 异 如 表 1 

(Tab．1)。各临床病例与 HPV16(德 国标准株 )的核 

苷酸及蛋 白质系统发生 比较分别见图 3(Fig．3)和图 4 

(Fig．4)。临床病例 n17与 HPV16(德 国标准株 )的 

Antigenicity ValueX10抗原指数对比见图 5(Fig．5)。 

图 2 HPV16 E6部分核苷酸序列图(反意链) 

Fig．2 Partial nucleotide sequence of HPV16 E6 

gene (antisense chain) 

表 1 HPV16 E6基因和蛋白序列的变异 

Fig．1 Mutation of HPV1 6 E6 gene and protein sequence 

图 3 比较25例临床分离株与 HPV16德国标准株的 

核苷酸系统发生树桩结构图 

Fig．3 Tree analysis of nucleotide sequences of 25 clinically 

isolated HPV DNA samples compared with 

the standard German HPV1 6 

图 4 比较 25例临床分离株与 HPV16德国 

标准株的蛋白质系统发生树桩结构图 

Fig 4 Tree analysis of amino acid sequences of 25 clinically 

isolated HPV samples compared with 

the standard German HPV1 6 
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图 5 标本 17与 HPV1 6德国标准株的 Antigenicity 

ValueXl0抗原指数对比图 

Fig．5 Antigenicity value Xl0 analysis of case 17 

compared with the standard German HPV1 6 

3 讨论 

HPV按 功能 分为 E 区、L区和非 编码 区 (non— 

coding region，NCR)。E区含 E1～E8 8个开放读框 

(open reading frame，ORF)，其中早期基因 E6和 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 2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和 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[6]。我们的研 

究显示，HPV16E6的碱基变异主要集中在氨基端，羧 

基端未发现变异。这与文献报道的 HPV16E6羧基端 

。  

四 0 “ 
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变异率低．氨基端相对变异相吻合 。赵蔚明等 关 

于 HPV16E6C基 因变异的研 究也未发 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 ，E6与 p53结合后通过泛蛋白途径 引起 

p53的降解。HPV16氨基端相对变异 。通过 E6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的降解是必须的 J。因 

此 ，我们从中得到启示 ，可 以设计 HPV16E6C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 F6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 。目前国内尚缺乏对我国宫颈癌 HPV主要类型鉴 

定的研究报道，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l1 ， 

报道例数均较少(10～2O例)。远不能反映我 国各省市 

宫颈癌 HPV 的主要类型分布情况 。 

另外．在 PCR过程中，由于 Taq酶误配而致扩增 

序列发生碱基替换是出现假阳性的最主要的原因。一 

般经过 30个循环的 PCR扩增 。在每 400～4 000 bp的 

序列 中会出现 1个碱基 的误 配 。我们采用高保真 

TaKaRa Taq DNA 聚合酶经巢式 PCR扩增 出的 

HPV16E6基因序列 ，通 过正反 2个方 向对 目的基 因 

的正链及负链进行测序 ，可排除不足 800 bp长待测基 

因内的核苷酸错配的可能。我们对较大样本 的测序 ， 

由于 PCR酶的错配率是平均分布在整个过程中，而我 

们发现的碱基替换主要位于几个较集 中的区域 内，所 

以我们的所测序列具有可靠性，基本代表了临床分离 

株原始的序列。 

我们的研究发现 ，HPV16E6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 0A；nt385位“A”变为“C”变异率 

为 16 ；ntl73位“G”变为“A”变异率为 12 0A；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等 曾在他们的研究 中发 

现，宫颈癌组 织中的 HPV16E6的碱基 变异热点位点 

为 ntl09和 nt145，变异率分别为 83 和 91 。我国 
一

些其他的文献也曾报道过一些 HPV16E6的碱基变 

异的位点n 。我们的研究通过较 大样本 的检测 发现 

了广东地区宫颈癌组织中的 HPV16E6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 

刘国炳，等 宫颈癌组织中 HPV16E6序列多查性垦同塑性 

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 

Antigenicity ValueX10抗原性分析 ，该处变异导致 相 

应分离株与 HPV16(德国标准株)的抗原指数稍增强 。 

肿瘤内普遍表达的 HPVE6及 E7癌基 因产物 ，已 

被认为是肿瘤特异性杀伤 (T淋 巴)细胞 (cancer—spe— 

cific T lymphocyte，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。我们的研究通过各临床病例与 HPV16(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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