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【Abstract】AIM:To investigate the relationship between the

mutation and the cervical carcinoma by detecting the nucleotide

missense mutationA※Gat codon 29 inE7 gene of HPV16 in the

cervical carcinoma tissues and to establish a new method for

detecting HPV point mutation.METHODS:Totally 53 cases

were examined.HPV16 E7 was first amplified by Polymerase

Chain Reaction and then TDI-FP was adopted to detect the

types of the labeled ddNTP, by which the genotype was deter-

mined.The results were analyzed by statistics.RESULTS:The

mutation rate was 43.48%(10 of 23)in invasive cervical can-

cer and point mutations were found in cervical tissues from 13 of

the 33 case patients(39.39%), and from 2 of the 20 control

subjects(10.00%).The point mutation was found statistically

significantl y more often in case patients than in control subjects

(P<0.05).The coherence with sequencing result was 100%.

CONCLUSION:The rate of point mutation of HPV16 E7 gene in

this study displays a significant geographic difference from other

areas.HPV16 with the point mutationappears to be more onco-

genic and may contr ibute to the high incidence of cervical can-

cer.These observations suggest that TDI-FP assay of HPV

point mutation is an easy , fast and high throughput method for

gene mutation detection.

【Keywords】human papillomavirus;mutation;cervical carcino-

ma;fluorescence polarization

【摘　要】目的:通过 TDI-FP 方法检测宫颈病变组织中

HPV16 E7 基因第 29 位密码子突变(A※G)并探讨其与宫颈

癌的相关性 , 同时建立一种 HPV 点突变检测的新方法.方

法:以 53 例 HPV16 阳性宫颈组织为研究对象.首先 PCR扩

增含待检测位点的靶基因片段 , 然后用 TDI-FP 方法检测荧

光素碱基的掺入情况 ,判断所研究位点的基因型.结果:宫颈

浸润癌组织中 HPV16 E7第 29 位密码子的突变率为 43.48%

(10/ 23), 对照组为 10.00%(2/20), 病例组为 39.39%(13/

33),组间突变率差异有显著性(P <0.05).该法与随机抽查

标本测序结果一致率为 100%.结论:本研究中 HPV16 病毒

发生 E7 第 29 位密码子突变的情况与其他地区相比存在差

异;HPV 点突变 TDI-FP检测方法是一种快速简便 、高通量的

基因突变检测技术.
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0　引言

人乳头瘤病毒(human papillomavirus ,HPV)属于

DNA病毒 ,其中 HPV16 , 18被认为是宫颈癌的高危

因子.特别是 HPV16 型 ,在宫颈癌组织中的检出率

超过 50%, 在宫颈癌的发生中起着重要作用.

HPV16 E7蛋白是肿瘤细胞转化的主要癌蛋白 ,通过

结合并失活肿瘤抑制蛋白 Rb而发挥转化作用.HPV

DNA有许多天然存在的变异 , 自然状态下发生的

HPV16 E7变异的生物学特性有较大差异 ,其中 E7

基因第 29位密码子(HPV16第 647位核苷酸)A※G

错义突变是一重要的基因变异 ,对宫颈癌的诊断 、预

后判断可能具有重要意义
[ 1]
,我国内地人群中此突

变与宫颈病变的关系还未见报道.目前大多数基因点

突研究方法不同程度地存在方法复杂 、通量低及成本

高等不足.本研究利用快速 、高通量 、敏感的基因突变

检测新方法初步分析了宫颈病变中该突变的发生情

况 ,该方法的建立为深入研究HPV DNA 的突变与宫

颈癌的关系奠定了方法学基础.

1　材料和方法
1.1　材料　选取本实验室用 HPV 荧光偏振分型方

法[ 2]确定的 53例 HPV16阳性宫颈组织标本为研究

对象 ,由第四军医大学西京医院和西安交通大学第二

医院提供 ,均经病理确诊.分为对照组 20例(良性病

变 7例和低度鳞状上皮内病变 13例)与病例组 33例
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(高度鳞状上皮内病变 10 例和浸润癌 23 例).Taq

DNA聚合酶购自 Promega 公司;T4 DNA 连接酶购

自 TaKaRa公司;pGEM(r)-T Easy 载体购自 Invit ro-

gen公司;大肠杆菌 DH5α由本实验室保存;异丙基硫

代半乳糖苷(IPTG)、X-Gal购自华美公司;PCR扩增

仪购自美国 Elmerkin 公司;384 微孔板(M J Re-

search);荧光偏振检测所用试剂盒(含 PCR产物消化

液与 R110 、TAM RA 荧光标记的终止子 、聚合酶)和

荧光偏振检测仪 Victor2 购自美国 PerkinElmer 公

司.根据GenBank中 HPV16参考序列设计突变所在

区域的上下游扩增引物和 TDI引物 ,扩增片段长 168

bp.P1:5′-T TAGATTTGCAACCAGAGACA-3′;P2:

5′-ACTCTACGCTTCGGTTGTGC-3′;TDI 引物 5′-

TGACAGCTCAGAGGAGGAG-3′, 由北京赛百胜公

司合成.

1.2　方法

1.2.1　TDI-FP 检测点突变　①PCR扩增 HPV16

E7基因　扩增反应总体积 25 μL ,上下游引物 0.25

μmol/L ,10×PCR缓冲液 2.5 μL , MgCl2 2 mmol/L ,

dNTPs分别为150μmol/ L , Taq DNA聚合酶1.0 U ,

5 ～ 10 ng 基因组 DNA 作模板.条件:95℃预变性 3

min ,然后 94℃40 s , 53℃30 s ,72℃40 s , 25个循环

后 72℃延伸 5 min.取 5μL PCR扩增产物用浓度 15

g/L 琼脂糖凝胶进行电泳 ,溴化乙锭染色.由含未突

变与突变的 E7重组质粒作对照.②扩增产物的纯化

　5 μL PCR产物中加入 2μL 10×消化酶(核酸外切

酶Ⅰ和虾碱性磷酸酶), 37℃温育 1 h 消除游离的引

物和剩余 dN TPs , 80℃加热 20 min 灭活消化酶.③

TDI 掺入反应　向消化后的 PCR产物中加入 13 μL

由 0.05 μL AcycloPol 聚合酶 、2 μL 10 ×reaction

buffer、0.5 μL 10 μmol/ L TDI 引物 、1 μL R110-a-

cyCTP/TAM RA-acyTTP 终止子及 9.45 μL 去离子

水组成的混合物.95℃预变性 2 min 后 , 94℃ 15 s ,

54℃30 s ,共 30个循环 ,最后 15℃延伸 10 min.④荧

光偏振检测　将反应产物加入 384微孔板中用 wal-

lac1420 Victo r2仪器检测样品的荧光偏振值(FP),测

得的原始数据调入 EXCEL 由专用相关软件分析突

变基因型.

1.2.2　统计学分析及测序验证　采用 χ
2
检验比较

对照和病例组基因突变率的差别 , P <0.05表示差异

显著 ,由 SPSS 10.0统计分析软件包处理.随机选择

突变与未突变标本各 5例 ,将其 PCR产物经琼脂糖

凝胶电泳后 ,将回收目的片段与克隆载体 pGEM-T

Easy 连接 ,构建 HPV16 E7-pGEM-T 重组质粒 ,转化

CaCl2法制备的大肠杆菌 DH5α感受态细胞.在含有

IPTG , X-gal的氨苄青霉素阳性 LB 平皿中蓝白筛

选 ,随机挑取 3个白色单菌落扩增培养 ,按Wizard9

Plus Minipreps DNA 纯化试剂盒说明提取重组质粒 ,

并进行 PCR鉴定.选含有 168 bp 外源 DNA 片段阳

性克隆 ,送上海 Sangon生物工程公司测序 ,对测序结

果用 BLAST 进行同源性分析.

2　结果

2.1　HPV16 E7 PCR 扩增结果　标本 PCR产物电

泳后可见 168 bp的预期片段(Fig 1).

M:DL2000 Marker;1-5:Samples.

Fig 1　PCR amplification of cervical samples

图 1　宫颈标本的 PCR扩增

2.2　HPV 16 E7第 29位密码子点突变检测结果与

验证　根据 TDI-FP原理 , R110-acyCTP和 TAM RA-

acyTTP掺入时其各代表的 FP 将增高.经检测有 15

例标本结果位于散点图右下象限 ,表示 R110-acyCTP

掺入 ,即 A※G突变;38例标本结果位于左上象限表

示有 TAM RA-acyTTP 掺入 ,无突变;重组质粒对照

分别在左上和右下象限;空白对照结果位于左下象

限 ,表示无终止子掺入(Fig 2).病例组与对照组间突

变率统计学差异显著(Tab 1).其中各级别病变组织

的突变率分别为浸润癌 43.48%(10/23),高度鳞状

上皮内病变 30.0%(3/10), 低度鳞状上皮内病变

15.38%(2/13)及良性病变(0/7).

Fig 2　Scatter plot of HPV16 E7 muta tion of samples

图 2　标本中 HPV16 E7 基因突变检测的散点
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表 1　HPV16 E7 基因第 29位密码子点突变的分布

Tab 1　Distribution of HPV16 E7 Gene point mutation at codon 29

Group Mutat ion Non-mutation Total

Case 13 20 33

Cont rol 2 18 20

χ2=5.302 , P=0.021.

　　随机挑选的 10例标本的 TDI-FP 检测结果与测

序结果相比较 , 5例发生突变 , 5例未突变 ,结果全部

一致.

3　讨论

全世界大约每年有 50 万新发宫颈癌病例 ,其中

80%发生在发展中国家.我国是 HPV 感染比较严重

的地区之一 ,每年新发病例约 15万 ,占世界的 1/3.

我国人群宫颈癌感染也以 HPV16为主 ,其各早晚期

基因均存在不同形式的突变[ 3 , 4] .其中 HPV16 E7蛋

白N 端区包括 pRb结合位点和CK Ⅱ磷酸化位点 ,具

有强抗原性 ,16 ～ 37位氨基酸含两个独立的结构域 ,

其中 21 ～ 29位氨基酸介导 pRb抑癌蛋白的结合 ,是

与pRb结合的最关键位点.E7和 Rb 蛋白之间的相

互作用是恶性转化的最重要机制.HPV16 E7基因第

29位密码子突变导致氨基酸由天门冬酰胺变为丝氨

酸(Asn※Ser),丝氨酸被磷酸化 ,蛋白质构象和极性

可能发生改变 ,从而改变生物学功能如结合 pRb 的

能力 ,影响 HPV 的转化作用和免疫原性等生物学特

性[ 5] .

目前对HPV16 E7基因的第 29位密码子突变与

宫颈癌相关性无统一的结论.韩国的一项研究中[ 1]

发现 70%的宫颈浸润癌中存在该突变 ,与对照组相

比有差异 ,提示 E7癌蛋白的这种变异改变了其生物

学活性.Stephen等[ 6]对四川地区的宫颈癌组织仅得

到其突变率而未做进一步的对照分析.我国内地

HPV16此点突变与宫颈癌的关系尚无系统研究.我

们利用 TDI-FP 新技术对宫颈病变中 HPV16 E7 第

29位密码子点突变进行了检测 ,结果本研究样本浸

润癌的突变率为 43.48%,不同与其他地区;突变率

随病变程度的升高而增加 ,提示该突变可能是 HPV

致癌的一个高危因素.另外如果 E7蛋白的氨基酸改

变位于免疫识别的关键区 ,针对一种变异病毒型的疫

苗可能对其他的变异型的效果会降低.因此还需要结

合前瞻性队列研究的大规模人群检测来探讨自然发

生的 E7基因变异的生物学和临床意义.

建立在扩增基础上的基因点突变检测方法有传

统的 PCR-RFLP 、等位基因特异性寡核苷酸分析法

(ASO)、寡核苷酸链接检测法(OLA)及新发展的反向

限制性位点突变分析(iRSM)、等位基因特异性扩增

技术(ASPCR)及基因芯片等检测方法 ,最直接的方

法是基因测序
[ 2]
.这些方法不同程度地存在通量低 、

成本高 、技术操作复杂及污染等不足 ,不易推广和大

规模应用.本研究建立了 HPV16 E7 基因点突变

TDI-FP[ 7]检测方法 ,该方法是一种通量高 、实用性强

的基因分析技术 ,首先 PCR扩增含有待检测位点的

HPV 基因区域 ,然后对 PCR产物进行纯化 ,再用突

变位点上游互补的 TDI 引物和模板反应 , TDI 引物

的 3′末端掺入与待检测碱基互补的荧光标记终止

子:双脱氧 R110-acyCTP 或 TAM RA-acyTTP.荧光

标记的双脱氧核苷酸掺入引物后其分子旋转速度将

减小 ,相应波长偏振光激发后所得偏振值(单位为

mP)将明显增高 ,由此可知加入碱基的种类 ,并依据

碱基互补原则判断突变位点的核苷酸种类.

TDI-FP 的优点是:①不需要任何标记的引物 ,试

剂和设备价格低;②单碱基掺入反应(TDI)条件容易

优化;③用荧光偏振做为检测方式 ,FP 值大小与荧光

强度无关;④偏振值检测直接在溶液中进行 ,不需要

分离未结合的标记 ddN TPs;⑤TDI-FP 方法能够满

足从小规模的实验研究到全自动高通量的大规模临

床检测需要
[ 8]
.本方法已经广泛应用于包括单核苷

酸多态性(SNPs)
[ 9]
和单倍型在内的基因变异研究 ,

从标本中随机选择 10例标本用测序的方法进行对

比 ,符合率为 100%,与 TDI-FP 技术在其他基因变异

研究中结果相一致[ 10] .该方法同样可应用于其他

HPV 位点的突变检测 ,有望为今后大规模研究 HPV

基因变异和 HPV 相关肿瘤诊断试剂的开发 、预防及

治疗性疫苗的研制提供十分有用的技术平台.
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0　引言　毛细支气管炎为 2 岁以下婴幼儿常见的呼吸道感
染性疾病 ,主要由呼吸道合胞病毒(RSV)引起 ,既往治疗方法
多为抗病毒 、氧疗 、短期静脉应用糖皮质激素等.但静脉应用
糖皮质激素副作用大 , 国外报道吸入糖皮质激素及支气管扩
张剂治疗毛细支气管炎可缓解哮喘症状 ,缩短疗程 , 国内尚无
此方面的研究报道 ,我们应用普米克令舒及博利康尼雾化溶
液氧气驱动吸入疗效显著 ,现报道如下.

1　对象和方法
1.1　对象　2003-02/2004-02我科收治的 156 例毛细支气管

炎患儿 ,诊断标准均符合毛细支气管炎诊断标准[ 1](除外伴先
天性心脏病 、佝偻病 、营养不良及并呼吸衰竭 、心力衰竭及其
他脏器衰竭的患儿).随机分为治疗组及对照组 , 治疗组及对
照组各 78 例 , 年龄 3 ～ 20 mo , 平均年龄 11.5 mo , 其中治疗
组 ,男 42例 ,女 36例 , 对照组 , 男 40 例 , 女 38 例.两组例数 、
性别 、年龄 、病程均无显著性差异.对照组常规抗病毒 、静脉
用地塞米松 、吸氧 、止咳 、化痰 、退热等对症治疗.治疗组在上
述综合治疗基础上 , 加用雾化吸入普米克令舒及博利康尼.
普米克令舒及博利康尼雾化溶液(无锡阿斯利康公司生产),
患儿体质量≥10 kg 1 mL/次 , 2 次/d;<10 kg 0.5 mL/次 , 2
次/ d ,加生理盐水至 2 mL 由氧气驱动泵雾化吸入 10 ～ 15 min

(氧流量 6 ～ 7 L/min)直至症状消失或减轻后 3～ 5 d停药.
1.2　方法　观察两组喘憋 、咳嗽 、哮鸣音 、肺部湿罗音等主要
症状 、体征消失时间及住院日数.

统计学处理:结果采用 SPSS 10.0 软件包进行处理 , 数据
以 x±s表示 ,采用 u 检验.

2　结果　两组主要症状 、体征消失时间及住院日数见表 1 ,
两组在喘憋 、呼吸困难的改善方面有显著差异(P<0.05),对
咳嗽消失两组无显著差异 , 治疗组较对照组住院日数缩短两
组比较有显著差异(P<0.05).

表 1　两组主要表现消失及住院时间比较 (d , x±s)

分组 喘憋消失 咳嗽消失 哮鸣音消失 湿罗音消失 住院日数

治疗 2.89±1.32a 4.92±1.69 2.92±1.32a 5.12±1.89a 9.98±1.82a

对照 4.12±1.28 5.52±1.92 4.12±1.28 6.13±1.49 11.32±1.89

aP<0.05 vs对照.

3　讨论　毛细支气管炎多由呼吸道合胞病毒感染引起 , 其病
理改变为毛细支气管上皮细胞坏死和周围淋巴细胞浸润 , 黏
膜下充血 、水肿和腺样增生 , 黏液分泌增多 , 毛细支气管腔狭
窄甚至堵塞 , 导致肺气肿和肺不张 , 出现换气和通气功能障
碍.其临床症状以喘憋为主[ 2] .近年来有关毛细支气管炎发
病机制的探讨认为毛细支气管炎包含了由免疫细胞介导的气

道炎症反应.对毛细支气管炎患儿予以蒸馏水激发试验阳性
率明显高于健康儿 , 提示毛细支气炎患儿存在气道高反应[ 3] .
目前毛细支气管炎的治疗除控制感染 、对症及营养支持外 , 最
重要是控制喘憋 ,由于毛细支气管炎有免疫介导的炎症存在
及气道高反应性 , 故雾化吸入普米克令舒及博利康尼 , 可解除
气道狭窄 , 缓解喘憋症状 , 且吸入药物具有局部药物浓度高 ,
直接作用于靶器官且起效迅速等优点.普米克令舒是一种吸
入性类固醇激素 , 局部活性好 , 无全身应用皮质激素的副作
用 , 博利康尼雾化溶液是支气管扩张剂 , 二者雾化液通过氧气
雾化泵驱动为 3～ 6 um 雾化颗粒随吸气送于患儿下呼吸道 ,
前者与气道上皮糖皮质激素受体结合从而起到抗炎 、抗过敏
作用[ 4] .后者特异性兴奋平滑肌上 β2 肾上腺能受体 ,使支气
管平滑肌扩张 , 气道阻力下降 , 迅速起到扩张平滑肌 、改善呼
吸 ,同时又发挥了吸入液局部抗炎优势 , 减轻了气道黏膜水
肿 , 从而缓解喘憋.本组患儿应用普米克令舒及博利康尼雾
化溶液吸入后 , 在缓解喘憋症状及哮鸣音消失等方面优于对
照组 , 且能缩短毛细支气管炎的疗程及住院时间.

总之 , 普米克令舒和博利康尼雾化溶液两种药物均为局
部吸入 , 用药量小 ,可减少全身用药的不良反应 , 用药方便 , 治
疗毛细支气管炎疗效确切.本组应用 78 例未见明显不良反

应.
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