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35例维吾尔族妇女宫颈癌组织中 HPV16型 E7致癌基因突变分析
*
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摘要:目的　本研究旨在检测 HPV16E7基因在新疆南部维吾尔妇女宫颈癌组织中的突变。方法　从 35份新疆南部地

区维吾尔族妇女宫颈癌活检组织标本中提取组织 DNA,作为模板 , PCR扩增 HPV16 E7全长基因 , PCR产物直接测序或

克隆后测序 , 分析新疆维吾尔族妇女宫颈癌组织 HPV16E7基因的突变。结果　PCR检测结果宫颈癌组织中 HPV16E7

阳性率为 82. 86%(29 /35);27个 E7分离片段的测序和序列分析表明 , 26个分离株 E7基因与原型相同 , 1个分离株 E7

基因核苷酸发生 2处突变 , 即 647位(在 HPV16基因组中的位置)的 A→G ,氨基酸由 A sn变异为 Ser;845位的 T→C ,氨

基酸不变。结论　新疆南部地区维吾尔妇女宫颈癌患者感染的 H PV16中存在 E7基因的变异株 , 该变异株可能是由人

口流动传入。
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Abstract:Objective　This studyw as designed to investiga te the variant o fHPV16 E7 from cervical car-

cinoma b iopsies in Xin jiang UygurWomen. Methods　The tissue DNA was ex tracted from 35 cervical carci-

noma biopsies in X injiang UygurW omen. HPV16E7 genes w ere amplified by PCR from the cerv ical carcinoma

tissue DNA. Nuc leotide sequences of the HPV16 E7genes w ere determ ined w ith direct o r cloning sequencing

me thods to ana lyze the mu tations o fHPV16 type E7 gene. Results　The resu lt of PCR show ed tha t the posi-

tive rate o fHPV16 E7w as 82. 86%(29 /35). The DNA was sequenced. By analy zing the mu tations of 27 E7

gene from 29 cases, we found 26 HPV16 E7 among the 27 case sw erem aintained to be proto type, tw omu ta-

tionsw ere de tected in one E7 gene among the 27 cases, one w as 647(A→G), resulting in am ino acid Ser

substituted fo rA sn;the o therw as 845(T→C ), w ithout variation of am ino acids. Conc lusions　There is a

varian t strain of HPV16 E7 gene from cervica l carcinoma biopsies in the UygurW omen from southe rn X in-

jiang, the variant strainm igh t be instruc ted into the reg ion by popu lation floating.
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　　人乳头瘤病毒(Human papillomav irus , HPV)是一

类具有严格宿主范围和嗜组织特异性的小 DNA病毒 ,

可引起人生殖道和肛门皮肤 、粘膜产生良性和恶性肿

瘤 ,约 80 %的宫颈癌发生与高危型 HPV的感染密切

相关 ,其中以 HPV16为主
[ 1]
。HPV 16基因组主要由

早期基因区 (E区 )、晚期基因区 (L区 )和长控制区
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(Long contro l reg ion, LCR)组成 , E区有 6个开放读码

框架(Open read ing - frame, ORF),即 E1, E2 , E4, E5,

E6, E7,其中与转化有关的为 E6和 E7癌基因 。 E7基

因作为 HPV 16的主要转化基因之一 ,能与 Ras基因协

同作用 ,并可灭活抑癌蛋白 Rb ,从而促使 HPV16感染

细胞发生转化 、癌变
[ 2]
。

目前 ,将世界范围不同种族 、不同人群中分离的

HPV16区分为 5种主要的种系发生群
[ 3]
, Icenogle等

的研究表明
[ 4]
, 世界不同地区的宫颈癌组织中普遍存

在 HPV 16E7变异株 。新疆南部维吾尔族聚居区是我

国宫颈癌高发区 ,患病率高达 459 ～ 590 /10万 ,已有的

调查表明 , 新疆南部维吾尔族妇女高发宫颈癌与

HPV16感染密切相关 ,其宫颈癌组织中 HPV16检出率

达 77. 6% ～ 82. 6%
[ 5]
。我们已报道了新疆南部地区

维吾尔族妇女宫颈癌组织中 HPV16E6基因 、L1基因

及 L2基因
[ 6]
的变异情况。为了解我国宫颈癌患者组

织中 HPV 16E7基因结构特点 , 本研究通过对新疆南

部地区维吾尔族妇女宫颈癌活检组织中 HPV 16E7基

因的克隆及一级结构序列分析 , 检测该地区 HPV16E7

基因的突变 , 为该地区宫颈癌组织中感染 HPV16基

因突变积累分子流行病学资料 。

1　材料与方法

1. 1　宫颈癌组织:采取 2000年 2月 ～ 2003年 10月新

疆医科大学附属肿瘤医院 35例宫颈癌手术或活检标

本 (经病理检查确诊为宫颈癌 ),患者年龄在 36. 0 ～

65. 5岁 ,中位年龄 48. 5岁 ,术前未进行放 、化疗。标

本 -80℃保存。

1. 2　主要试剂及材料:克隆质粒 pUCm - T购自上海

生工生物工程公司 ,菌种 E. coli DH5α为本室保存。

核酸内切酶 、DNA marker、Taq多聚酶 、T4DNA连接酶

及 PCR片段回收试剂盒均购自宝生物工程 (大连 )有

限公司 。

1. 3　引物的设计与合成:根据 K Seedo rf等 1985年发

表的 HPV 16型 DNA 全序列
[ 7]
, 利用 Perkin E lmer

(PE)公司 primer express软件设计跨 HPV16 E7整个

阅读框的一对引物。引物 1的序列为:5'CACG-

TAGAGAAACCCAGCTGTAA 3 ';引物 2 的序列:5'

GCAGGATCAGCCATGGTAGATT 3'。引物由宝生物工

程 (大连 )有限公司合成。

1. 4　宫颈癌组织 DNA的提取:按 TaKaRa M inibest

An ima lT issue G enom ic DNA Extraction K it Ver. 2. 0说

明书进行。

1. 5　PCR扩增:以宫颈癌组织 DNA为模板 ,加 HPV16

E7引物 ,按常规方法扩增 HPV16 E7基因片段。扩增

参数:95℃5m in;94℃30sec, 55℃30sec, 72℃1m in 35个

循环;72℃7m in。

1. 6　HPV16 E7基因序列测定及分析:用 PCR片段回

收试剂盒从琼脂糖凝胶中回收 PCR产物 , 分别用

HPV16 E7P1、P2进行正反向 DNA测序 ,正反向测序

结果互相校正 。用 DNAMAN ve rsion 5. 2. 2软件对序

列进行分析 。

1. 7　pUCm - T /HPV16 E7重组质粒的构建:将一

HPV16E7PCR回收片段与克隆载体 pUCm - T 用

T4DNA连接酶 16℃连接过夜 ,连接产物转化至 E. coli

DH -5α中 ,经蓝白斑筛选 、增菌培养后提取质粒 ,酶

切鉴定其正确性 ,测序验证 PCR回收片段直接测序的

可信度 。

2　结果

2. 1　宫颈癌组织中 HPV16 E7 DNA片段的扩增结果:

以宫颈癌组织 DNA为模板 ,用 HPV 16 E7引物进行

PCR扩增 , 35份标本中有 29份标本为 HPV16E7阳性

(阳性率 82. 86%),图 1所示为 8份样品 PCR产物琼

脂糖凝胶电泳结果 , 可见一清晰扩增条带 ,大小约

为 297bp。

图 1　　PCR扩增 HPV16 E7基因

F ig 1　　Amplification ofHPV16 E7G ene

1. DL2000 DNA量分子标志;2 ～ 9. HPV16 E7基因的 PCR产物

1. DL2000M arke r;2 ～ 9. Am plifica tion o fHPV16 E7 PCR

2. 2　pUCm - T /HPV16E7重组质粒的构建:将一

HPV16 E7PCR回收片段与克隆载体 pUCm - T连接 ,

重组质粒用 EcoRⅠ和 H indⅢ酶切 ,切出约 300bp的

DNA片段 (图 2),该重组质粒用 pUCm - T通用引物

进行测序 ,测序结果与该 PCR回收片段直接测序的结

果一致 , 说明 PCR回收片段直接测序的结果是可

信的。

2. 3　HPV16E7基因序列测定及一级结构分析:29份

标本 PCR扩增产物测序结果表明扩增产物均为

HPV16E7基因 ,其中 2个 E7 PCR回收片段测序结果

较差 ,不进行突变分析 ,其余 27个 E7 PCR回收片段

测序结果与德国标准株进行比较 ,结果显示 ,测序结果
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图 2　重组质粒 pUCm - T /HPV16E7酶切鉴定

F ig 2　RE Analysis ofRecombinan tP lasm id

pUCm - T /HPV16 E7

1. DL2000 DNA分子量标志;2. H PV16E7基因的 PCR产物;3.

EcoRⅠ / H indⅢ酶切 pUCm -T /HPV16E7的产物

1. DL2000M arker;2. Amp lification o f HPV16 E7 gene;3. pUCm

- T /HPV16E7 by EcoRⅠ /H indⅢ

表明 PCR扩增得到的均为 HPV16E7基因 , E7PCR回

收片段测序结果与德国标准株进行比较 ,结果显示 , 26

个分离株 E7基因与原型相同 , 1个分离株 E7基因核

苷酸发生两处突变 ,既 647位 (在 HPV16基因组中的

位置)的 A→G ,核苷酸三联密码由 AAT变为 AGT ,氨

基酸由 A sn变异为 Ser;845位的 T→C , 核苷酸三联密

码由 TCT变为 TCC ,氨基酸不变 (图 3、4)。

3　讨论

新疆是宫颈癌高发的地区之一 ,为了解新疆宫颈

癌患者组织中 HPV16E7基因的结构特点 ,本研究对新

疆地区宫颈癌活检组织中 HPV16 E7基因进行了克隆

及一级结构序列分析 。应用 PCR技术从 29例宫颈癌

组织中扩增出 HPV16(新疆株 )E7基因。对克隆到的

图 3　　HPV16新疆株 E7基因核酸序列与参考株的同源性比较

F ig 3　C om parison of the Nuc leotide Ac id Sequence ofHPV16E7 Gene Betw een X in jiang S train and REF

图 4　　HPV16新疆株 E7蛋白氨基酸序列与参考株的同源性比较

F ig 4　Comparison of the Am ino Ac id Sequence of HPV16E7 Prote in Betw een X inj iang Stra in and REF

29例 HPV16E7基因经过正反向测序分析 ,结果表明 ,

26个分离株 E7基因与原型相同 , 1个分离株 E7基因

核苷酸发生 2处突变 ,即 647位 (在 HPV16基因组中

的位置 )的 A→G ,氨基酸由 A sn变异为 Ser;845位的

T→C ,氨基酸不变 。该突变与湖北
[ 8]
、北京

[ 9]
等地的

报道均不相同。

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之

一 。HPV16E7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(A sn→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
[ 10]
。在韩国妇女中 E7 N29S变异会

提高 E7的致癌性
[ 11]
。

以上两个位点的突变在 HPV 16亚洲型中普遍存

在 ,突变率高达 94. 6%
[ 12]
,提示该变异株属亚洲型 ,

且该突变序列与 Fu , L 等在 G enBank (注册号:

AF534061)中登陆的东亚型 E7基因一致。据文献报

道 ,以上两个位点的突变在一些国家和地区妇女宫颈
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癌患者感染的 HPV16中也不同程度地存在 ,日本妇女

宫颈癌患者感染的 HPV 16中 , 647位 A→G的突变率

为 60. 0%(9 /15), 846位 T→C的突变率为 46. 7%(7 /

15)
[ 13]
;在香港妇女宫颈癌患者感染的 HPV16中 ,两

个位点的突变率分别为 58. 0%和 52. 9%
[ 12]
。另外 ,

647位 A→G的置换突变在不同人群中分布各异
[ 12]
:

中国中部(四川 )占 14. 3%,韩国占 59. 5%,在德国仅

发现 0. 9%,坦桑尼亚 36. 4%,而在瑞典未发现该突

变 ,但在以上人群感染的 HPV16中 ,没有发生 846位

T→C的置换突变 ,说明该亚洲分离株在以上人群中不

流行。基于以上分析 ,我们推测该变异可能是由人口

流动传入新疆地区。
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合格 78份 ,合格率 50%。精制细盐 113份 ,合格 104份 , 不合格

9份 ,合格率 92%, 精制细盐合格率 (92%)大于粗粒盐合格率

(50%), 269份碘盐总合格 182份 , 总合格率 67. 7%

2.2　非碘盐情况:156份粗粒盐中未检出碘 63份 , <20m g /kg有

7份 , >50m g /kg有 8份;113件精制细盐中未检出碘含量 2份 ,

<20mg /kg有 1份 , >50m g /kg有 6份 , 269份碘盐中未检出碘 65

份 , <20m g /kg有 8份 , >50mg /kg有 14份。

3　讨论

(1)通过调查 , 269份居民用户碘盐合格率比较低 ,其主要原

因:①居民用户主要分布于本市周围 , 均为少数民族农民 , 文化

程度比较低。 ②通过调查发现 , 多数居民对加碘盐的正确存放

及食用 , 缺乏一定的了解 , 直接将碘盐放在阳光下曝晒 , 不是在

密闭避光的容器中存放。碘酸钾见光分解成碘分子 , 碘分子在

常温下易升化。据有关资料显示:碘在阳光下放 8h,粗粒盐中的

碘损失 15. 5%, 细碘盐损失碘 10. 6%。存放的容器无封口 ,一般

存放 5个月 , 盐碘损失 10. 6%。

(2)居民用户食用未加碘的粗粒盐比较多。这说明居民用

户本身购买不合格加碘盐 , 甚至部分居民食用粗盐。碘盐中碘

含量 >50mg /kg也较多 , GB5461 -2000标准规定 , 食盐中碘含量

为 20 ～ 50mg /kg, 所以含量 >50mg /kg均属于加碘过量。这主要

是生产厂家没有按规定加碘或工艺技术不规范忽高忽低。值得

注意的是:食用过量无机碘可引起高碘甲状腺肿 , 严重者引起粘

液水肿 , 还可引起胎儿甲状腺肿大 ,造成新生儿窒息死亡。这种

情况临床上已有报道。加碘过多易造成浪费 , 增加成本;加入碘

量过少达不到预防目的 。

伊宁市碘盐还存在一定的质量问题 ,属于低碘地质带 , 建议

执法部门应加强碘盐监督工作 , 大力宣传食用碘盐对人体的重

要性及正确食用 、存放的方法 ,杜绝不合格的碘盐上市。

(本文编辑:阮红)
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