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HPV16病毒中国山西襄垣流行株基因 HPV16Z的序列分析
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[摘　要 ] 　目的:分析中国山西襄垣地区人乳头瘤病毒 16型 HPV16Z基因的结构特点。方法:对 HPV16Z进行双向测序 ,

并将其基因全序列与德国标准株进行对比分析。结果:DNA序列分析表明 , HPV16Z与已发表的德国标准株基因长度相等 ,
其中 LCR和 L1、E6部位的核酸片段存在变异。LCR的变异部位分别位于 7431 ～ 7432 nt、7433 nt、 7495 nt、7852 nt, 变异方式

分别为碱基插入 、碱基替代及碱基缺失突变;L1的变异部位分别位于 6169 ～ 6171 nt、6901 ～ 6902 nt、 6949 ～ 6951 nt,其变异方

式为碱基替代 、碱基插入及碱基缺失突变;E6的变异部位位于 350nt, 其变异方式为碱基替代突变。结论:中国山西襄垣地
区妇女宫颈癌患者组织中 HPV16型病毒 HPV16Z基因结构与德国标准株 HPV16基因之间存在一定的差异。
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　　人乳头瘤病毒(HPV)是一种无包膜的 DNA病毒 ,

可广泛感染人生殖道和肛门的皮肤 、黏膜并导致良性

或恶性肿瘤 ,其中与宫颈癌发病关系密切的有 HPV16、

18等型。在妇女宫颈癌和癌前病变组织中 , HPV感染

检出率大于 99%,其中高危型 HPV16占 60%以上。在

我国 ,不同地区宫颈癌患者的癌组织中 HPV16的平均

检出率为 79.6%[ 1] 。流行病学研究已证实 ,不同地区

的 HPV16往往存在着变异。自 1985年 Seedorf[ 2]首次

公布从德国人宫颈癌组织中克隆的 HPV16病毒序列

以来 ,研究人员在不同地区检测到 HPV16变异株的存

在 , HPV16的变异可能与区域性宫颈癌的高发存在关

联。张伟教授 [ 3]
于上世纪 90年代初期首次在我国山

西襄垣地区获得 HPV16流行株 ,并命名该病毒基因组

为 HPV16Z,通过核酸杂交试验发现 HPV16Z与当地宫

颈癌和癌前病变显著相关 ,且随组织病变加重 HPV16Z

检出率明显增高 ,结果提示当地宫颈癌高发可能与

HPV16感染有关。本实验对中国山西襄垣流行株

HPV16Z的核苷酸序列进行测序分析 ,以探索中国人

HPV16Z基因结构特点 ,为探讨该地区宫颈癌高发的分

子机制及 HPV16相关疫苗的研制奠定基础。

1　材料与方法

1.1　材料

HPV16Z质粒 ,自山西襄垣获得的 HPV16型流行

株病毒基因序列与 pAt153载体融合而成的 ,并由本室

保存。

1.2　病毒基因组的序列测定

根据病毒基因组插入质粒的位点 ,设计一对引物 ,

序列 分别为:上游 引物 5′-TGGAGCCACTATCGAC-

TACGC;下游引物 5′-GGCGCCGGTGATGCC,利用 377

自动测序仪分别从 2端进行测序 ,并利用软件 Primer

premier5.0获得继续测序的引物 ,通过分步测序的方

法获得 HPV16Z的全基因序列。

1.3　HPV16Z病毒基因序列与 HPV16标准株序列比

较

将测序获得 HPV16Z序列利用 DNASIS软件与德

国标准株进行序列对比 ,比较其核苷酸及编码氨基酸

的同源性。

2　结果与讨论

HPV16是人乳头瘤病毒高危型之一 ,可引起皮肤 、

黏膜的恶性肿瘤。德国标准株基因全长 7 904 bp,呈

双链环状 ,根据功能不同可将其基因组结构可分为早

期区(E区)、晚期区(L区)和长末端控制区(LCR)。

早期区基因编码 E1、E2、E4、E5、E6、E7,其表达产

物为控制病毒 DNA复制的非结构蛋白;晚期区基因编

码 L1与 L2,其表达产物是构建病毒壳体的结构蛋白;

LCR位于 L1与 E6之间 ,约 1 000 bp,含内含子和增强

子序列 ,控制所有 ORF的转录 ,其保守序列与 HPV的

表皮向性有关。经测序 , HPV16Z病毒基因组长度为

7 904 bp,与标准株一致。其中 LCR、 L1和 E6基因片

段存在变异(表 1)。
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表 1　HPV16Z基因和蛋白序列的变异

区域
单核苷酸部位

(nt)
密码子变异 氨基酸部位 氨基酸变异

LCR 7 431～ 7 432 InsertC

7 433 C-G

7 495 A-T

7 852 DeleteA

L1 6 169～ 6 171 TTG-CCC 204 Leu-Pro

6 901～ 6 902 InsertATC 448～ 449 InsertIle

6 949～ 6 951 DeleteGAT 465 DeleteAsp

E6 350 T-G 90 Leu-Val

LCR是乳头瘤病毒基因组中变异较大的一个区

段 ,测序结果表明 , LCR有 4处变异 , LCR区的变异可

能影响到编码基因的转录 ,进而影响病毒的致病力 ,这

可能与当地宫颈癌高发有关。

标准株晚期蛋白 L1是 HPV16的主要衣壳蛋

白 , L1基因全长 1 596 bp,位于 5 559 ～ 7 154 nt之

间 。 HPV16Z的 L1核苷酸序列与标准株比较有 3

处密码子存在变异 ,即 6 169 ～ 6 171 nt密码子由

TTG替代突变为 CCC,其编码氨基酸由苯丙氨酸突

变成脯氨酸;6 901 ～ 6 902 nt间插入 3个碱基 ATC,

氨基酸序列相应位置插入异亮氨酸 ;原始序列

6 949 ～ 6 951 nt编码天冬氨酸的密码子 GAT缺失

并导致氨基酸序列相应位置上的天冬氨酸缺失 。

L1氨基酸序列发生改变可能引起疏水性和抗原性

的改变 ,其结果可能导致病毒抗原表位的改变 ,使

病毒逃避机体免疫识别 ,从而造成病毒的持续和重

复感染 ,促进宫颈癌的发生。

HPV16ZE6基因全长 477 bp,位于第 83 ～ 559

nt之间 , E6基因序列与德国标准株比较有一处发

生变异 ,即第 350位碱基由 T突变为 G,密码子由

TTG错意突变为 GTG,此变异导致其编码氨基酸由

亮氨酸突变成缬氨酸 。 E6基因这一变异引起所编

码氨基酸的改变 ,可能会改变 E6蛋白对 p53 的降

解功能 , 进而影响 到癌症的 发生。进一步研 究

HPV16ZLCR、L1、E6变异对阐明该地区宫颈癌高

发的分子机制有重要作用 。

目前 ,我国学者已克隆到 HPV16新疆株 L1E6E7

基因 、湖北株 E6基因 、山东株 E6E7基因及北京株

E6E7基因 [ 4-7] ,并对各基因特点进行分析 ,各基因序列

与德国标准株 HPV16基因之间均存在一定差异 ,与本

实验结果部分吻合。说明 HPV16在我国不同的地区

存在不同的流行株 ,但同时其变异也有共同性 ,这为研

究我国 HPV16基因结构的特点积累了流行病学资料;

该结果也可用于 HPV16进化谱系分析 ,以设计出最大

程度通用的寡核苷酸探针 ,使用于流行病调查及诊断。

另外 ,本实验结果为采用免疫学方法预防和治疗我国

HPV16流行株引起的相关疾病提供了新的线索 ,对相

关疫苗的研制奠定了实验基础
[ 8-9] 。
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