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引 言 

摘要：为了解我国内蒙古通辽和吉林长春地区宫颈癌中t-IPV16亚型的分布情况，对通辽和长 

春的 30例 HPV16阳性宫颈癌样品中的 HPV16 E6基因进行序列分析．结果在 30例宫颈癌样 

品中的E6全长基因内发现 l1处位点突变，形成了14种突变体，其中突变．II459G是本试验第 

一 次发现的突变．经系统进化分析发现，所有突变体均属欧洲原型突变群．结合之前我国 

HPV16亚型分布调查结果表明，欧洲型和东亚型HPVI6在我国不同地区，分布不均一，主要以 

欧洲原型突变群为主． 

关键词：HPV16；宫颈癌；E6基因；突变 
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特定型别的人乳头瘤病毒(Human Papillomavirus，HPV)的感染是引发宫颈癌的主要因素⋯．到 

目前已发现有 100个型以上的HPV病毒，其中至少40个型的HPV可以感染生殖部位 ]．根据其与 

癌症发生的联系程度，HPV可分为低危型和高危型．其中HPV16是与宫颈癌关系最为密切的高危型 

HPV型别． 

HPVI6型在世界不同地区又有着不同的变异．通常结合突变体所被发现的区域将HPV16突变体 

分为五个亚型：亚美型Asian—American(从 )、东亚型East-Asian(As)、欧洲型European(E)、非洲1型 

African一1(Af-1)和非洲2型African一2(Af一2)．根据基因同源性关系这五个亚型还可分为欧洲原型 

突变群和非欧洲原型突变群，East—Asian和European 同源性与欧洲原型相近，属于欧洲原型突变群 

(E—Class)；Asian—American、African—l和African一2同源性与欧洲原型相对较远，属于非欧洲原型突 

变群 引． 

已有证据指出，HPV16不同的亚型及突变的致癌效力有差异 3．所以，对特定地区宫颈癌中不同 

亚型HPV16基因序列的分析对于宫颈癌发生机理的研究及对该地区宫颈癌预防性和治疗性HPV疫 

苗的研制有这重要指导意义． 

本实验对分离自我国内蒙古通辽地区和吉林长春地区的宫颈癌组织的 HPV16的E6基因进行测 

序，并根据其突变判定其所属亚型，通过与世界范围内和我国其他地区的HPVI6 E6突变研究的数据 
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进行对比，讨论我国HPV16亚型和突变的分布特点． 

1 实验 

1．1 样品来源 

本实验选取了HPV16阳性的来自内蒙古通辽地区的汉族宫颈癌患者，蒙古族宫颈癌患者样品及 

来自吉林长春宫颈癌患者样品各1O例，对其所感染的HPV16E6基因进行扩增和序列分析．其中，内 

蒙古通辽地区的样品为自2004年4月到2007年6月间内蒙古民族大学附属医院病理科收集的被诊 

断为宫颈癌的样品．所有样品经福尔马林固定，石蜡包埋后保存于室温．吉林长春地区的样品为自 

2006年l0月到2008年10月间吉林大学第一临床医院妇产科收治并诊断为宫颈癌的患者．所有宫颈 

癌组织经手术切除后立即保存于一40~C冰箱备检． 

所有30例宫颈癌样品均经过 DNeasy Tissue Kit(Qiagen)提取样品基因组，提取的基因组经过 G— 

globin球蛋白引物(上游 5’一GAAGAGCCAAGGACAGGTAC下游 5’一CAACTI'CATCCACGTrcACC)[63 

PCR扩增进行质量验证．且经 HPV16特异性引物 PCR扩增检查为 HPV16阳性的样品． 

1．2 Ij口PⅥ6 E6全基因扩增和测序 

对所选择的样品进行 HPV16 E6特异性引物PCR(上游5’TA从 ACTAAGGGCG1lAACCG下游5’ 

TCcTCcTCCTCTGAGCTGTC)，具体反映条件： 

在50trL反应体系中包含 1xPCR缓冲液、2．5mM MgC12、2001J,M dNTPs、1 模板 DNA、引物各 

0．5 M和2．5U Taq DNA聚合酶．反应条件为94℃加热3rain后进入循环，94℃变性60s，55℃退火 

60s，72~C延伸60s，共循环 3O次，最后72。【=延伸 5min． 

取3 PCR反应产物，经 1．5％琼脂糖凝胶电泳 EB染色检测，确定 PCR扩增成功． 

对PCR产物纯化后进行双向测序，以获得可靠的序列信息．出现测序信号杂，或者出现突变时， 

对该样品重新进行PCR后进行重复测序进行确认．为确保 PCR质量，防止假阴性或假阳性的出现， 

每轮 PCR检测均设有阳性和阴性对照；每次 PCR反应结果中阴阳性对照均有效时方认定为有效实 

验．引物合成和测序工作由北京三博生物技术工程公司完成． 

1．3 序列数据分析 

所获得序列通过 BLAST 2．0软件 http：／／www．ncbi．nlm．nih．gov／blast与 Genebank所收录的 

HPV16原型序列进行比较，确定其突变情况．利用 Mega4．0软件对所获得的突变株序列与已知 

HPV16的5大亚型序列进行多重比对和进化树分析，并讨论其同源关系． 

2 结果与讨论 

本实验对3O例来自内蒙古通辽和吉林长春的HPV16阳性宫颈癌中的E6全长基因序列进行了 

扩增(图 1)和测序分析(图2)．测序结果中发现，在 30例宫颈癌样品中 E6全长基因内11处位点出 

现了 12种突变，其中1O种碱基突变引起氨基酸变化，3O例样品中共出现了包括 HPV16欧洲原型和 

东亚型在内的l4种突变体．在这些突变体中HPV16欧洲原型所占的比例最高，33．3％(10／30)的样 

品属于该突变体；其次是亚洲型，16．7％(5／30)的样品属于该突变体；其他突变体的具体突变及感染 

例数请见表1．在所发现的11个突变中，突变TI78G(代表基因组第178为核酸从T突变成G，大写字 

母代表有意突变，小写字母代表无意突变)出现的频率最高，占所有样品的26．7％(8／30)；其次是 

g94a，t241g和 T350G，分别有 13．3％(4／30)，10％(3／30)和 10％(3／30)的样品产生了该突变．此外， 

突变T459G是本试验第一次发现的突变，国内外文献中未见报道． 
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表 1 30例样品中检测出的HPV16 E6基因核酸碱基突变 

Table 1 Nucleotide sequence variations in the E6 gene of HPV 16 detected in 30 specimens 

HPV l6R 

I．LHANV1 

TLHANV2 

TLHANV3 

TLHANV4 

TLHANv5 

TLHANV6 

TLHANv7 

Cases 0 l 0 0 

T 

—  

G 

一  

一  

一  

n MVl 

TLMV2 

TLMv3 

TLMV4 

TLMv5 

TLMV6 

TLMv7 

TLMV8 

Cases 

G 

一  

1 

CCV1 

CCv2 

CCV3 

CCV4 

CCV5 

Cases 

—  A 一 

一  一  

g 

A 一 一 

一  G 一 

1 1；2 2 

"Iota]cases 2 l 0 2 1 0 2 l 0 

一 表示未发生突变位点；大写字母表示发生氨基酸变化的有意突变，小写字母表示未发生氨基酸变化的五一突 

变． 

本实验对30例分离自我国内蒙古通辽地区和吉林长春地区的宫颈癌中HPV16的E6基因进行 

了序列分析．结果共检测出了 12种核酸突变，其中突变 T459G为本实验首次发现． 

HPV病毒的E6蛋白主要与细胞转化及致瘤性有关，其致瘤作用与细胞周期调控机制密切相关． 

1  1  1  1  l  2  
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体外表达的E6蛋白：含有15 1个氨基酸．其主要结构特征是2个锌指结构，每个锌指结构的基础是两 

个 cys—X—x—cys，这种结构是所有 HPVE6所共有，其结构根据功能不同可分为5个区，分别是：C端，1 

— 29氨基酸；锌指 1区，3O一66氨基酸；中央区(连接区)，67-102氨基酸；锌指 2区，140-151氨基酸； 

N端，139氨基酸．高危型HPV E6基因产物可与P53结合形成复合物，抑制p53蛋白对细胞周期的负 

调节功能，诱导细胞发生转化和永生化 "． 

表 2 30例样品中HPV16 E6基因内氨基酸变化情况 

Table 2 Amino acid variations in the E6 gene of HPV 16 detected in 30 specimens 

Kast WM等的研究认为HPV16E6蛋白3—11、22—31、26—34、45—53、52—58、61—68、73-81、80-88、 

119—127、146—150残基均属于 T细胞抗原决定簇区域 ，Gao等的研究认为 86—95，96—100，l11— 

120，136—140，141—146和 146—150残基属于 B细胞抗原决定簇区域． 本实验所发现的11处氨基 

酸变化中除L71E和$138C位突变外9处突变发生的残基都处在这些区域内；本实验新发现的$138C 

和L119R正处于P53结合区域．提示这些氨基酸突变都有可能影响机体对这些突变体的识别和应 

答．此外 Crook T等 伽̈和 Foster SA等【1 对 E6蛋白对P53结合和抑制的机理的研究都认为9—13区 

域为 E6蛋白P53结合区，本实验发现的 10位的突变正处于 P53结合区域，此突变可能造成此突变株 

E6蛋白与P53结合能力的改变，进而影响细胞恶性转化的进程． 

分枝 2 

分枝 4 

图3 H_PV 16 E6基因突变体系统进化树 

Fig．3 Phylogenetic tree based on the E6 gene sequences of HPV16 variants 

研究认为 HPV病毒的进化是通过碱基点突变累积，而不是通过基因重排或基因重整(rearrange． 

ment or recombination)实现的，因此可以通过某一区段基因的突变情况判定病毒所属的世系m]．对本 
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实验发现的14个突变体(包括欧洲原型(E)和东亚型(As))与5种主要 HPV16亚型(亚美型 Asian— 

American(AA)、东亚型 East—Asian(As)、欧洲型European(E)、非洲 1型 Mriean一1(Af_1)和非洲2型 

African一2(M一2))的 E6基因序列进行了系统进化分析(图3)．结果表明，14种突变体形成了4个的 

分枝；其中5个突变体与欧洲原型同源性相近，位于另一个分化枝内(分枝 1)；这 5个突变体与欧洲 

原型一致，在E6 96位上均为T．4种突变体与东亚型同源性相近，位于同一分化枝内(分枝 2)；这4 

种突变体均在 E6基因内第 96位发生了T178G的突变．另外两个分枝分别包括两种突变体(CCV1和 

TLMV2)(分枝3)和三种突变体(TLMV5，TLMV1和TLMV2)(分枝4)；其中CCV1和TLMV2均在94 

位发生了g变 a的无意突变；而 TLMV5，TLMV1和TLMV2则均在 350位发生了 T变 G的有意突变 

(L83V)．根据 Huertas—Salgado等通过对世界范围内所发现的 HPV16E6基因突变进行同源性分析所 

提出的HPV16亚型鉴别标准  ̈．本研究中的分枝 1和分枝2应属于欧洲原型的E—G350组和 E— 

T350组，分枝3和分枝4内的所有突变体均属于东亚型的As—G96组和As-A96．整体上看，本研究所 

发现的所有突变体均与欧洲原型和东亚型同源性相近，与非 1、非 2和亚美型同源性相对较远，均属 

于欧洲原型突变群． 

目前已有多篇研究对我国不同地区宫颈癌中的 HPV16 E6基因变化情况进行了分析报道．从 

HPV16各突变体在不同地区和人群中宫颈癌的分布的角度分析，表3汇总了HPV16各亚型在我国不 

同地区人群中的分布情况欧洲亚型和东亚型在不同来源人群中分布的状况． 

表3 文献报道的HPV16亚型在中国各地分布情况 

Table 3 Distribution of HPV16 subtypes in China based on the reference report 

在我国有报告数据的所有地区的宫颈癌中的HPV16均以欧洲原型和东亚型为主，非洲2和美洲 

型仅在香港有报道出现，非洲 1型仅在广东，江西和浙江的南方沿海地区有报道，且这些非欧洲原型 

突变组的突变体所占比例非常有限．通过地区间比较可以发现欧洲原型和东亚型在宫颈癌中的比例 

在不同地区有着明显差异．在广东，江西，浙江和湖北等南方地区东亚型相对欧洲型更为占优；四川和 

河南则是欧洲型更为常见；在北京等地区东亚型和欧洲型所占比例接近持平；东北地区的辽宁东亚型 
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明显多于欧洲原型，而黑龙江则是欧洲原型多于东亚型．本文的结果显示在东北长春地区，与黑龙江 

地区类似，欧洲原型多于东亚型．而与其相邻的内蒙古通辽地区也显示欧洲原型多于东亚型．通过对 

通辽地区蒙古族和汉族宫颈癌患者间的比较，可以发现，欧洲原型在蒙古族患者中的比率高于汉族， 

但是由于样本量过小，未能得出具有显著统计学意义的差距．不同亚型的HPV16在不同地区宫颈癌 

中分布的差异，可能是当地人群中HPV16亚型分布的一种体现，但也有可能是特定亚型的HPV16在 

特定基因背景人群中具有更强的致癌能力所致．本研究中由于缺乏相应的对照，未能对各亚型的致癌 

危险性进行评估．关于特定的 HPV16亚型在特定人群中的致癌能力尚需大规模人群中的进一步分 

析．但本研究及我国其他地区的宫颈癌中HPV16亚型的研究均表明，在我国宫颈癌中的HPV16主要 

以欧洲原型突变群为主．因此在设计针对中国宫颈癌的HPV疫苗，特别是以E6基因为靶点的治疗性 

疫苗时应当优先考虑选择欧洲型突变组 HPV16作为目标病原体． 
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Changchun 130023，China；3．Department ofPathology，Aj~liated Hospital Inner Mongolia Universityfor Na— 

tionalities，Tongliao 029100，China；4．Department ofObstetrics and Gynecology，The First Hospital ofJilin U- 

niversity，Changchun 130021，China；5．Department of Molecular Pharmacology，Sichuan Tumor Hospital， 
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Abstract：To investigate the prevalence of the HPV16 subtypes in Tongliao area in Inner Mongolia and 

Changchun city in Jilin province in China，the sequences of HPV16 E6 gene were amplified and sequenced 

from 30 HPV 1 6 positive cervical cancer samples isolated from Tongliao area in Inner Mongolia and Chang— 

chun city．A total of 14 variants were detected from 1 1 nucleotide sites in HPV16 E6 gene in 30 cervical 

cancer samples．The nucleotide variant T459G has not been reported previously．Phylogenetic an alysis 

showed that all variants detected in this study belong to HPV16 E-Class．Together with the data from previ— 

OUS HPV16 subtype studies in China．the results indicate that HPV16 E—Clas is the most predominant in 

China，European subtype and East-Asian subtype distributed unregularly in different areas in China． 
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