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青岛地区宫颈病变组织中 HPV16 URR和 E6基因
突变分析
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　　【摘要】　目的:分析青岛地区妇女不同宫颈病变组织中人乳头瘤病毒 16型

(HPV16)上游调控区(URR)和 E6基因序列多态性 ,以及序列变异与宫颈病变的相关性。

方法:采用聚合酶链式反应(PCR)技术检测 120例宫颈癌及 254例宫颈上皮内瘤变

(CIN)标本 ,筛选出 HPV16阳性标本 ,进而扩增出 HPV16URR和 E6基因 , PCR产物纯化

后测序 ,与德国 HPV标准株进行对比分析。结果:URR测序结果发现了 19个突变位点 ,

所有标本在 7521位点均发生了 G※A突变;63.30%(69 /109)标本中检测到 24, 7730和

7842的联合突变 ,为另一突变热点。 E6测序结果共发现 17个突变位点 ,突变热点为 178

位点(D25E),其在宫颈癌组 、CINⅢ组和 CINⅡ组的比例分别为 61.11%(44/72)、62.

00%(31 /50)和 50.00%(16/32), 3组的差异无统计学意义(P=0.499)。仅观察到 6例

350位点突变(L83V)。亚洲型(AS)是最多见的突变类型 ,在 154例 HPV16阳性标本中

占 59.09%,其次为 E-P原型(33.12%)。结论:青岛地区妇女宫颈病变组织中 HPV16

URR突变热点为 nt7521以及 nt24、nt7730和 nt7842的联合突变。 HPV16 E6突变热点为

nt178,这些突变热点可能与癌前病变的进展有密切关系。 AS型和原型是青岛地区宫颈

病变组织中两种主要的 HPV16分支 。
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　　【Abstract】　Objective:Thestudywasperformedtoinvestigategeneticvariantsofthe
HPV16URRandE6 genesderivedfromQingdaowomenwithdifferentstagesofcervicalle-
sions, andtoassesstheassociationbetweenthesequencevariantsandthecervicallesions.
Methods:Weusethetechnologyofpolymerasechainreaction(PCR)todetect120casesofcer-
vicalcancer, 254caseswithcervicalintraepithelialneoplasia(CIN).Thenweselectedsamples
withHPV16 positive, andamplifiestheHPV16 URRandE6 genes.TheproductsofPCRwere
purifiedandsequenced, andthenwerecomparedwiththestandardstrain.Results:Therewere
19 kindsofmutationsintheURRgene.Themutationatnt7521fromGtoAwasmostfrequent.
Aremarkablefindingwastheco-nutationsincludingnt24, nt7730 andnt7842.Themostfre-
quentsequencevariationofE6 wasnt178, whichwas61.11%(44/72), 62.00%(31/50)and
50.00%(16/32)incervicalcancer, CINⅢ andCINⅡ.ThemutationofL83Vwasonlyfound
in6 cases.InQingdaoarea, twomajorbranchesofHPV16 weretypeAS(59.09%), followed
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byprototype(33.12%).Conclusion:ThemutationalhotspotsofHPV16 URRarent7521and
aco-mutationincludingnt24, nt7830 andnt7842.ThehotspotofE6 isnt178.Thesevariants
maybeassociatedwiththedevelopingcervicalcancer.InQingdaoarea, twomajorbranchesof
HPV16aretypeASandprototype.
　　【Keywords】　Cervicalneoplasms;Cervicaldiseases;Humanpapillimovirs16;URR;
E6;Variant

　　研究证实 HPV型内变异可引起病毒持续和反

复感染 、病毒 DNA高度复制 ,不同类型的 HPV16变

异株具有不同的生物学活性和致癌潜能 ,并表现出

一定的地域性
[ 1-4]
。国际宫颈癌生物学研究组织

(theinternationalbiologicalstudyofcervicalcancer,

IBSCC)在世界范围内分析 HPV16早期基因 E6、晚

期基因 L1和 L2以及上游调控区(upstreamregulato-

ryregion, URR)核苷酸序列 ,结果显示 HPV16变异

谱系分布有明显的地域差别 ,并根据变异株的地理

分布区域命名病毒的种系发生群 。 6种主要的种系

分别是欧洲型(E)、亚洲型(AS)、亚美型(AA)、非

洲 1 型 (AF1)、非洲 2型 (AF2)以及北美型

(NA)
[ 1]
。本研究通过分析青岛地区妇女不同宫颈

病变组织中 HPV16URR和 E6基因突变规律 ,了解

基因突变的地域性特点及其与宫颈癌发生发展的相

关性。

1　材料与方法
1.1　标本来源　2007年 8月 ～ 2010年 7月在青岛大学医

学院附属医院收集宫颈病变标本共 374例 ,其中 120例为该

院妇产科住院患者手术切除宫颈癌组织 ,病理诊断 107例为

宫颈鳞状上皮癌 , 10例为宫颈腺癌 , 3例为宫颈腺鳞癌。 254

例标本系门诊患者宫颈液基细胞学涂片异常的宫颈活检标

本 , 其中 138例为 CINⅡ , 116例为 CINⅢ 。所有标本收集后

立即保存于 -70℃, 收集前未进行任何放化疗。患者均为青

岛人 , 汉族 ,出生并一直生活在青岛。 宫颈癌组患者的平均

年龄 45.8±9.3岁 , CINⅡ组为 41.4 ±11.5岁 , CINⅢ组为

42.4±9.6岁。标本采集之前均获得患者知情同意 , 青岛大

学伦理委员会审核并通过该研究。

1.2　主要试剂　TaqDNA聚合酶 、dNTP、DNA分子量标记物

DL2000(大连宝生物);蛋白酶 K(德国 Merck)。

1.3　组织 DNA提取　用眼科剪将新鲜组织剪成小组织块 ,

胰蛋白酶消化制备细胞悬液 , 采用蛋白酶 K消化 、酚-氯仿-

异戊醇法常规提取组织 DNA。

1.4　PCR扩增　以提取的 DNA为模板 , 对 HPV16阳性标

本进行 URR和 E6基因全序列 PCR扩增。 PCR扩增体系

50μl, 包括:宫颈组织提取的 DNA3μl, dNTP200μmol/L,上 、

下游引物各 2μl(10pmol/μl), TaqDNA聚合酶 0.3μl, 10 ×

PCR扩增缓冲液 2.5μl,加无酶水至 50μl。 PCR反应条件为

95℃预变性 5min;95℃变性 30s, 55℃复性 30s, 72℃延伸

1min,共 35个循环;热循环结束后 72℃延伸 10min。

1.5　引物设计与合成　根据 Seedorf等 [ 4] 1985年发表的

HPV16全基因序列设计引物 ,应用 Premier公司引物设计软

件 5.0设计扩增本实验所需引物 ,引物由上海生物工程技术

服务公司合成 ,引物序列见表 1。

表 1　实验所用引物序列及扩增产物

引物序列(5'※3') 产物大小(bp)

HPV通用引物
　F:CGTCCAAAAGGAAACTGATC 450

　R:GCACAGGGACATAACATGG
HPV16特异性引物

　F:AGGGCGTAACCGAAATCGGT 140

　R:GTTTGCAGCTCTGTGCATA
HPV16URR

　F:CCATTTTGTAGCTTCAACCCG 617

　R:AAGTGTGGTAACTTTCTGGGTCGCTCCTG

HPV16E6

　F:GAAACCGGTTAGTATAAAAGCAGAC 476

　R:AGCTGGGTTTCTCTACGTGTTCT

1.6　核酸序列测序及分析　PCR产物送北京华大基因研究

中心纯化后进行双向测序 ,测序结果用 DNAStar软件分析基

因突变位点 ,分析序列多态性。

1.7　统计学处理　用 SPSS11.5软件处理数据 ,计数资料采

用 χ2检验 , P<0.05为差异有统计学意义。

2　结　果

2.1　不同宫颈病变组织 HPV16检测结果　宫颈癌

组 、CINⅢ组和 CINⅡ组 HPV16感染率分别为 60.

00%(72/120)、43.10%(50/116)和 23.19%(32/

138),差异有统计学意义(P=0.000)。

2.2　HPV16 URR核苷酸测序结果　共有 109例标

本成功扩增出 URR基因 ,宫颈癌组 、CINⅢ组 、CIN

Ⅱ组分别为 48例 、37例和 24例 。与德国 HPV16标

准株 URR基因进行比对 ,在 HPV16 URR序列中检

测到广泛的突变位点 ,见表 2。共发现 19个突变位

点(表 2只显示 10个突变位点 ,另外 9个位点仅在

极少例标本中发生突变 ,本文未予讨论)。 109例标

本在 7521位点均发生 G※A突变;另有 63.30%

(69 /109)的标本检测到 24、7730和 7842位点的联

合突变 ,其在宫颈癌组 、CINⅢ组和 CINⅡ组的比例

分别为 58.33%(28/48)、75.67%(28/37)和 54.

17%(13/24), 3组间差异无统计学意义 (P=

0.149)。
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表 2　不同宫颈病变组织中 URR核苷酸突变位点及分布

URR突变位点

7521 7730 7842 24 7714 7781 94 7826 7868 7874
[ n(%)] 　

病变(n)

CINⅡ CINⅢ 宫颈癌

标准株 G A G C T T G C G C
E-P A - - - - - - - - - 10(9.2) 3 2 5

E-P A - - - G - - - - - 10(9.2) 4 3 3

E-P A - - - - - a - a - 2(1.8) 1 0 1

E-P A - - - - - a - - - 3(2.8) 2 0 1

E-P A - - - - - - - a - 3(2.8) 0 1 2

E-P A C A T - - - - - - 2(1.8) 0 1 1

AS A C A T - - - - - - 50(45.9) 12 19 19

AS A C A T - c - - - - 11(10.1) 0 7 4

AS A C A T - - - - - G 5(4.6) 1 0 4

AS A C A T - - - a - - 1(0.9) 0 1 0

AS A - - - - - a - - - 6(5.5) 1 1 4

E A - - - - - - - - - 3(2.8) 0 1 2

E A - - - - - a - - - 1(0.9) 0 1 0

E A - - - G - - - - - 2(1.8) 0 0 2

总计(n) 109 69 69 69 12 11 12 1 5 5 109(100.0) 24 37 48

E-P:与标准株一致;AS:HPV16病毒亚洲突变型;E型:欧洲突变型;“ -”:无碱基突变;大写字母:该碱基发生突变

2.3　HPV16 E6基因核苷酸及氨基酸序列分析　

154例标本成功扩增出 E6基因 ,发现 17个突变位

点 ,其中 13个位点为错义突变 , 4个位点为无义突

变(由于其中 8个位点突变只在极少例标本中 ,且

在以往报道中很少发现 ,本文未予讨论),见表 3。

由表 3可见 , 178位点为突变热点 ,该位点突变导致

E6蛋白第 25位由天冬氨酸变为谷氨酸(D25E),共

91例标本该位点发生突变 ,其在宫颈癌组 、CINⅢ组

和 CINⅡ组的比例分别为 61.11%(44 /72)、 62.

00%(31/50)和 50.00%(16 /32),该突变在不同宫

颈病变组织中的分布差异无统计学意义 (P=0.

499)。在欧美国家最多见的 350位点突变 ,我们仅

观察到 6例 ,该位点突变导致第 83位氨基酸由亮氨

酸突变为缬氨酸(L83V)。其余各突变位点以及在

各组的分布见表 3。

表 3　不同宫颈病变组织中 E6基因突变位点及其所致氨基酸变化

HPV16 E6开放阅读框

131 133 176 178 241 267 276 335 350

氨基酸

变化
[ n(%)]

病变(n)

CINⅡ CINⅢ 宫颈癌

标准株 A A G T T G A C T
E-P - - - - - - - - - 47(30.5) 15 12 20

E-P - - - - g - - - - 3(1.9)　 0 1 2

E-P - g - - - - - - - 1(0.6)　 0 1 0

AS - - - G - - - - - D25E 83(53.9) 16 30 37

AS c - - G - - - - - D25E 4(2.6)　 0 1 3

AS - - - A - - - - - D25E 4(2.6)　 0 0 4

E - - - - - - - G L83V 1(0.6)　 0 1 0

E - - A - - - - - - D25N 2(1.3)　 0 1 1

E - - - - - A - - - R38K 1(0.6)　 0 0 1

E - - - - - - - - G L83V 4(2.6)　 1 1 2

E - - - - g - - - G L83V 1(0.6)　 0 1 0

E - - - - - - - T - H78Y 1(0.6)　 0 0 1

E - - - - - - G - - N58S 2(1.3)　 0 1 1

n 4 1 2 91 4 1 2 1 6 154(100.0) 32 50 72

E-P:与标准株一致;AS:HPV16病毒亚洲突变型;E型:欧洲突变型;“-”:未发生碱基突变;大写字母:该碱基突变导致的氨基

酸改变;小写字母:碱基突变未导致氨基酸改变 ,即无义突变;“D25E”:HPV16 E6基因第 25个氨基酸由 “D”突变为 “E”

2.4　HPV16亚型分析　HPV16亚型分析发现 ,青

岛地区最常见的 HPV16亚型为 AS型 ,在 154例标

本中占 59.09%(91 /154)。其次为 E-P原型 33.

12%(51/154),另一个突变型别是 E型 7.80%(12/

154),未发现其它亚型。 AS型在宫颈癌组 、CINⅢ

组和 CINⅡ组的比例分别为 61.11%(44/72)、62.
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00%(31 /50)和 50.00%(16 /32), 3组的差异无统

计学意义(P=0.499)。E-P原型在 3组分别为 30.

56%(22 /72)、 28.00%(14 /50)和 46.88%(15/

32), 3组的差异无统计学意义(P=0.170);欧洲型

E型则分别为 8.33%(6 /72)、10.00%(5 /50)和 3.

12%(1/32), 3组的差异无统计学意义 (P=0.

512)。感染 HPV16 AS亚型的宫颈癌患者平均年龄

46.6±8.02岁 , 比感染 E亚型(平均 54.5±9.26

岁)的患者小 8岁 。

3　讨　论

HPV上游调控序列 URR是 HPV的非编码区

域 ,含有调控 E6、E7基因的增强子和启动子 p97元

件外 , URR还含有多个细胞因子和转录因子结合区

域 ,如细胞因子-1(nuclearfactor-1, NF-1)、特异蛋

白 -1(specificityprotein-1, SP1)及细胞阴阳因子-1

(Yin-yangfactor-1, YY1)等多种细胞因子对 URR区

的启动子具有激活或抑制作用。 URR突变可通过

阻遏子结合位点的缺失和激活因子结合能力的增强

而增强 URR区的启动活性 。

不同研究均显示 , HPV16的 URR序列是突变

概率最高的序列 ,而在该段序列中突变率最高的是

G7521A,世界范围内该位点的突变率为 80%
[ 1, 5-7]

。

本研究中 G7521A突变率为 100%,该突变位于 YY1

结合位点。 Michael等
[ 8]
研究表明 , YY1结合位点序

列的突变可致 p97启动子的转录活性提高 2 ～ 4倍 ,

进而使病毒癌基因 E6、E7表达增加 ,改变角质化细

胞的生长速度 ,最终导致细胞的永生性 。余勐等
[ 9]

研究认为 ,该位点突变与病毒感染及宫颈癌的发生

相关。 Kurvinen等
[ 10]
研究认为 ,病毒癌基因转录的

增强和致癌性增加通常并不是由 URR突变引起 。

但本研究中 7521位点突变在不同宫颈病变组中均

发生了突变 ,该位点的突变并没有显示出较原型更

强的致癌性 。以上数据提示该位点突变在世界范围

内的高突变率与地域及种族无明显关联。

此外 , 24、7730和 7842这 3个位点联合突变的

发生率较高 ,且在宫颈癌 、CINⅡ及 CINⅢ组中均检

测到该联合突变 ,其在 3组的分布无显著差异 。其

中 A7730C位点变异位于转录调控的增强子区域 ,

且常出现在具有更强致癌能力的亚美型(AA)和北

美型(NA)中。目前已有研究证实 ,该位点的突变能

使 p97转录活性提高 ,而将该位点突变逆转后 ,细胞

内病毒 E6和 E7的表达水平则明显降低
[ 5]
。因此 ,

检测该位点的变异可能对预测宫颈病变的发展和辅

助疫苗的研制有一定的指导作用。本研究的 19个

位点中 ,其中 5个位点的变异位于已知的可与多种

转录因子结合的区域:G7521A和 G7826A位点突变

位于 YY1结合区域;A7730C位点突变位于转录调

控的增强子区域;T7714G位点突变位于转录因子

NF1结合区域;G7868A位点突变则位于病毒复制因

子 E2同 URR结合的区域。这些位点的突变有些对

病毒的致癌性无影响 ,有些突变则可能分别或通过

协同作用增强 p97的转录活性 , 从而提高癌基因

E6、E7的表达 ,促进细胞异常增殖和肿瘤发生。相

关突变位点的致癌机制及其相互作用尚需进一步研

究 ,为我们以后的工作提供了思路 。

分子流行病学研究表明 , E6基因突变株的致癌

危险性具有地域性 ,即同一 E6基因突变株在不同

地区具有不同的致癌危险性 ,提示 HPV16 E6基因

变异株间存在活性差异 。

就世界范围而言 ,最具特征性的 E6基因突变

为 T350G,即 L83V变异型 ,不同地域该位点突变有

着不同的分布频率 ,其突变率在北美为 40%,欧洲

为 44%,美洲中部和南部为 52%;而在东南亚为

6%,非洲为 2% ～ 8%,该突变在欧美是最多见的突

变类型
[ 2, 3, 6]

。本研究中仅 6例(3.9%)标本发生该

突变 ,其中 2例为宫颈癌 , 3例为 CINⅢ , 1例为 CIN

Ⅱ。 L83V变异型使鳞状上皮和腺上皮细胞生长转

化能力增强 ,因此认为这种变异株具有更强的致癌

潜能 。已有文献报道 , T350G位点突变与野生型 E6

相比更容易导致宫颈鳞状上皮高度病变的发生 ,是

宫颈病变进一步发展的危险因素
[ 6]
。

相对于欧美国家流行的 T350G突变 ,东南亚地

区流行的 HPV16 E6突变类型为 T178位点 , 即

D25E变异型 ,该突变在东南亚不同国家分布频率

不同 ,在中国为 62%,在日本为 44%,在德国为 0.
9%,而在瑞典未检出该突变

[ 3, 11]
。该变异株在东亚

人种中分布频率显著高于其他地区人种 ,所以该位

点的突变被认为是亚洲型尤其是东亚型病毒分支的

特异性变异。 Cai等
[ 3]
在对湖北宫颈病变患者的研

究中发现 , D25E是宫颈鳞状上皮癌最主要的突变

型 ,与宫颈鳞癌的发生密切相关 ,日本相关研究也表

明该突变是癌前病变进展及癌症发生的主要诱

因
[ 11]
。本研究表明 , 178位点突变频率最高 ,其在

宫颈癌组突变率为 61.11%,其在宫颈癌组 、CINⅢ

组和 CINⅡ组的分布差异无统计学意义。 Chan

等
[ 12]
研究表明 , D25E突变平均分布在宫颈病变的

不同阶段。以上数据提示 , HPV16 AS-E6 D25E变

异可能与地域分布有关 ,而与宫颈病变的进展无关。

与世界其他地域 HPV16的流行情况不同 , AS

型是中国流行程度最广的一种分支 ,本研究中 AS

型是青岛地区主要亚型(59.09%),其次为原型和 E

型。同时 ,感染 HPV16 AS亚型的宫颈癌患者平均
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年龄比感染 E亚型的患者小 8岁。熊光武等
[ 7]
对

中国北京宫颈癌患者的研究结果为 AS型和 E型 ,

未检测到原型 ,其年轻宫颈癌组中 AS型的分布频

率(66.7%)高于中老年宫颈癌组(47.4%), E型的

分布频率(33.3%)则要低于中老年宫颈癌组(52.

7%)。 Wu等
[ 2]
对中国中部及南部宫颈癌患者的研

究显示 , AS亚型(65.45%)突变与宫颈癌的年轻化

趋势存在一定联系。上述资料提示中国地区 AS亚

型突变较欧洲 E型具有更强的致癌性。

总之 ,本研究提示青岛地区不同宫颈病变组织

中 HPV16URR与 E6癌基因存在多种序列变异 ,提

供了关于 HPV基因变异与宫颈病变之间关系的理

论基础 。
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也不能认为突变纯合基因型(C/C)增加了子宫肌瘤

的发病风险 。而表 4也进一步说明了由 T※C等位

基因的突变引起的多态性与子宫肌瘤的易感性无关

(OR=0.983, 95%CI0.690 ～ 1.401, P=0.925)。

本研究结果显示 , CYP1A1基因 MspⅠ多态性分

布在病例组与对照组中未见显著性差异 ,说明 Msp

Ⅰ位点可能不是子宫肌瘤中影响酶活性的重要位

点 ,可能与子宫肌瘤的易感性无显著相关性。
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