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摘要 目的：探讨宫颈病变中TGF-~ 的表达、HPV16 E7型内变异与宫颈癌的关系。方法：对官颈组织标本 

[-39例宫颈鳞癌，34例宫颈上皮内瘤变(CIN)11一II级与 64例 CIN I级宫颈组织]进行免疫组化法观察 TGF-~ 蛋 

白表达，同时多重 HPV16 E7引物进行巢式 PCR扩增 ，并选择阳性扩增的基因片段 DNA进行纯化、测序，检测基 

因变异。结果：TGF—B 的阳性率在 CIN I组、CINⅡ一llI组、浸润癌组中分别为：14．O6 ，4lI 18 ，82．O5 ，其表达 

与宫颈病变的进展程度呈正相关(P<O．001，r一0．556)。在宫颈鳞癌临床分期各组别中，TGF-~。的阳性率在 I a、 

I b、II a、Ⅱb组中依次增高(P—o．024)。检测到 HPV16 E7阳性样本共 55例(CIN I组 9例、CINⅡ一Ⅲ组 14例和 

浸润癌组 32例)，其中原型 15例。HPV16 E7基因突变株最常见的为 T846C变异株，该变异株在 CINI、CINⅡ 一 

Ⅲ和鳞癌组中突变频率分别为 66．67 、78．57 、81．25 ，总检出率为 78．18 。TGF—B 的表达在 HPV16 E7原 

型组和在 HPV16 E7 A647G突变株组中无统计学差异(P一0．456)。结论 ：TGF-~ 的表达与宫颈鳞癌的发生发展 

呈正相关 ，TGF-~。可能成为宫颈癌早期防治检测指标之一。HPV16 E7 A647G突变株较原型未通过改变 TGF-~ 

介导的信号途径影响其致瘤性。 
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Abstract 

Objective：To investigate the prevalence of HPV1 6 E7 polymorphism and the expression of 

transforming growth factor beta 1(TGF—B1)in cervical cancer and precursor lesions．Methods：A 

total of 39 patients with cervical squamous--cell carcinoma(SCC)and 34 patients with cervical in‘- 

traepithelial neoplasia(CIN)Ⅱ一Ill and 64 patients with CIN 1 were obtained from women un— 

dergoing biopsy or surgery．TGF—G1 expression was examined by immunocytochemical staining． 
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HPV16 E7 was assayed by polymerase chain reaction (PCR)and PCR—directed sequencing meth— 

od，and the variations of the HPV1 6 E7 gene were investigated．Results：The prevalence of TGF— 

J31 was 14．06 in the CIN 工 group and 41．18 in the CIN Ⅱ一llI group and 82．05 in the SCC 

group．The level of TGF-~1 expression steadily increased by the damaged degree of cervical epithelium 

(P< 0．001，r一0．556)．In the groups classified by FIGO clinical stage，the positive expression rate of 

TGF-131 was increasing from stage I a to II b(P===0．024)．Fifty-five(CIN I，n一9；CIN 11—11I， 一14； 

SCC， 一32)of the 137 samples contained HPV16 E7 DNA．The most frequently found variation was 

T846C(78．18 )．No significant difference was found in the frequencies of TGF-~1 expression between 

A647G variation group and prototype sequences group (P一 0．456)．Conclusion：There was posi— 

tive correlation between TGF—J31 expression and squamous carcinoma of the cervix．TGF—t71 possi— 

bly becomes a screening indicator for cervical cancer．It was not found that HPV16 E7 A647G 

variation plays a role in cervical carcinogenesis through TGF— 1 connected pathway． 

Key W ords Cervix Neoplasms；CIN；TGF—J31；HPV1 6 E7；Polymorphism 

宫颈癌是最常见的妇科恶性肿瘤之一 。93 的 

宫颈癌组织样 本 中可以检出人乳头瘤病毒 (human 

papilloma virus，HPV)，其中 HPV16型感染率超 

过 5O ，是世界范围内宫颈上皮 内瘤变(cervical in- 

traepithelial neoplasia，CIN)和宫 颈癌 中最 常见 的 

亚型 。HPV16 E7蛋 白通过与细胞内抑癌蛋 白 pRB 

的作用，抑制 p53的功能，E7持续表达会引起细胞 

恶性转化。某些 HPV16 E7基因序列突变可能引起 

病毒致瘤性改变。转化生长因子 8 (transforming 

growth factor beta 1，TGF—l31)是一种多功能 的细 

胞因子 ，它的作用包 括调节细胞 的增殖 和分 化、转 

移、黏附、血管形成细胞外基质形成、免疫功能_1]。 

TGF—J3 表达的改变是与HPV相关的宫颈癌的重要 

形成机制 ，在宫颈鳞癌 中 TGF一8 的表达以及 HPV 

E7对 TGF—G 的调节作用尚存在争议[2]，本研究通 

过免疫组化法观察 TGF—J3 蛋白表达和 HPV16 E7 

基因测序，探讨宫颈病变 中 TGF—J3 的表达 、HPV16 

E7型内变异与宫颈癌发生发展的关系。 

1 材料与方法 

1．1 实验材料和器材 

1．1．1 研究对象 收集武汉大学中南医院妇瘤科 

2007年 5月一2010年 1月间住院手术病人的新鲜宫 

颈组织标本 137例，包括 39例宫颈鳞癌(squamous— 

cell cervical carcinoma，SCC)，34例 cINⅡ一Ⅲ及 64 

例 CIN I。所有样本均经病理诊断确诊，于术后将 

标本置液氮处理后立即保存于一70。C低温冰箱中。 

1．1．2 主 要 试 剂 DNA 2× Taq PCR Mix及 

DNA maker DL500均购 自 QIAGEN(北京天根)公 

司，PCR 引物 由 Sangon Bioengineering Co．Ltd． 

(Ja海生工)合成。兔源性 TGF—J3 多克隆抗体及免 

疫组化 SP试剂盒均购自武汉荟萃生物技术公司。 

1．2 实验方法 

1．2．1 组织 DNA的提取 用常规蛋 白酶 K一苯酚 

抽提法分离纯化样品组织 DNA，产物溶于 TE缓冲 

液，置一20。C冰箱中备用。提取的基因组经过G—glo— 

bin球蛋白引物 (J3一globinF，t3-globinB)PCR扩增，验 

证所提取 DNA质量 。 

1．2．2 免疫组化 SP法检测 TGF—J3 选择典型病 

理区域作石蜡包埋切片，采用免疫组化 SP染色，试 

验步骤按试剂盒说明进行，用磷酸盐缓冲液 PBS代 

替一抗作阴性对照。封片后于显微镜下观察。参照 

Comerci_3 的方法进 行半定量分 析 TGF—B 在 CIN 

I、CINⅡ一HI上皮细胞的表达 ，分级如下 ：阴性为上 

皮细胞无染色，+为 1／3上皮层染色 ，++为2／3上皮 

层染色，卅为全部上皮层染色。由于浸润性鳞癌无 

明确的层次 ，故按 以下分级 ：阴性为≤5 癌细胞染 

色 ，+为 6 一30 癌细胞染色 ，++为 31 一70 癌细 

胞染色，卅为 71 一100 癌细胞染色。 

1．2．3 引物的设计和合成 参照 HPV16 E7基因 

序列及引物设计原则 ，采用 引物设计软件 自行设计 

HPV16 E7巢式 PCR引物(表 1)，引物 由上海生工 

公司合成 。 

表 1 HPV16 E7基因引物序列和 PCR产物长度 

1．2．4 HPV16 E7检测并测序 扩增 HPV16 E7 
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的 PCR反应总体系为 50 l，其中 DNA样本 3 1， 

上游引物和下 游引物各 1 l，2×Taq PCR Mix 25 

l，去离子双蒸水 2O l。HPV16质粒 为阳性对照 。 

扩增 HPV16 E7引物的反应条件为：94℃预变性 5 

rain；94℃变性 30 S，54℃退火 45 S，72。C延伸 60 

S，进行 32个循环 ，72℃最后延伸 300 S，挑选 出 682 

bp处出现 DNA带者分别用 HPV16 E7内侧引物进 

行第 2次 PCR扩增。 

1．2．5 核酸序列检 测 将 PCR扩增 的阳性 DNA 

片段产物送南京思特进测序部纯化并双 向测序。测 

序结果使用 DNAMAN version 5．2．2软件分析，以 

GenBank的德 国标 准 株 (AF534061)作 为 HPV16 

E7原型进行比对分析 HPV16 E7基因区的核苷酸 

序列和氨基酸序列的改变。 

1．3 统计方法 所有数据 均采用 SPSS 17．0统计 

软件包进行统计分析 。资料中组 间率的比较用卡方 

检验 ，相关性检验采用 Spearman等级相关分析 。以 

a一0．05为检验标准，当 P<O．05为差异有统计学 

意 义。 

2 结果 

2．1 HPV16 E7与宫颈鳞癌及其癌前病变的关 系 

HPV16 E7在 CIN工组 、CINⅡ一Ⅲ组和浸润癌组 中 

的检出率分别为：14．O6 ，41．18 和82．O5％，各组 

HPV16 E7的阳性 率有显著差 异 (P< 0．001)。 

HPV16 E7的阳性率与宫颈病变的进展程度呈负相 

关(P<0．001，r一一0．574)。经基 因测序，比对测 

序结果显示 共 15例与标 准株 序列 相 同，4O例 

HPV16 E7有型 内变异 ，检出结果如下 ：①最常见的 

突变位点是 T846C，总检 出率为 78．18 ，其编码 E7 

蛋白第 95位氨基酸的同义突变(丝氨酸)($95S)。 

其突变率在宫颈病变各阶段没有统计学差异，与宫 

颈病变进展程度负相关(P一0．645，r一一0．108)。 

②HPV16 E7的 A647G突变导致其 29位氨基酸由 

天冬氨酸变为丝氨酸(N29S)，总突变率为 65．45 ， 

在 CIN I组 、CINⅡ一Ⅲ组、宫颈鳞癌组 中的突变率分 

别为 55．56 、64．29 、68．75％。A647G(N29S)突 

变与原型相比较，其突变率在宫颈病变各阶段没有 

统计学差异，与宫颈病变进展程度负相关 (P一 

0．759，r一一0．094)(表 2、表 3)。 

表 2 HPVI6 E7氨基 酸序 列原 型和变异株在 

宫颈病 变中的分布 

分组 呻HP

瞰

V 16

例) E7原

HP

型

V1

(

6

例) E7 例) 

表 3 HPVI6 E7氨基酸序列变异株中突变 

位点在宫颈病变 的分布 

分组 突变位点(个) 

A647G T846C 

l司一检测样本中 司能l司时存在多个突变位点 

2．2 TGF-p。在宫颈病变及 宫颈癌组织中的表达 

CIN I、CIN 1I—UI及浸润癌组间 比较 中 TGF—G 的 

阳性 率 逐渐 增 高，分别 为 14．06 、41．18 及 

82．O5 ，其表达与宫颈病变的进展程度呈正相关(P 

d0．001，r=：=0．556)。TGF—B1的阳性率在 工a、工b、 

11 a、1I b组中依次增高(P一0．019)。HPV16 E7原 

型株 阳性 的宫颈标本中 TGF—J3 阳性率为 78．57 ， 

在 HPV16 E7(N29S)突变株组宫颈样本 中的 TGF— 

J3 阳性 率 64．71 ，两 者 突 变 率 差 别 不 明 显 

(P一0．456)。由于样本量 限制 ，未 比较 HPV16 E7 

各突变株与原型在宫颈病变不 同阶段的检出率 

(表 4)。 

表 4 TGF-ll-在各组别 中的免疫组化检测结果 

++ 

卅 

阳性率( ) 

密切相关 ，多项研究显示 ：肺癌、前列腺癌、胃 
3 讨论 癌

、胆管癌等均有 TGF—p 的高表达。TGF—J3 在宫 

砌书信号通路的异常与肿瘤的发生及转移 冀警 
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晚期肿瘤呈促进作用，并能增强其侵袭力和恶性程 

度。TGF一8 蛋白表达缺失是 HPV相关的癌前病变 

的早期事件，TGF—p 缺失将解除 TGF— 对 HPV 

E6、E7早期病毒基因的抑制效应l_6]。大多数研究表 

明：TGF—B 在宫颈癌中呈现过度表达。本研究结果 

显示 ：TGF-[3 的表达在 CIN工、CINⅡ一HI、浸润性鳞 

癌组中依次显著增高，提示TGF—B 的高表达与宫颈 

癌密切相关。提示机体对 TGF—B 的抑制产生耐受 

后不仅不能抑制癌细胞生长，反而促进其生长，并增 

加恶性程度，促进细胞的侵袭和转移。可见 TGF—B 

的过度表达导致了信号传导通路的紊乱，使 TGF—B 

的抑瘤作用基本丧失。高水平的 TGF—B 在肿瘤局 

部“微环境”里积聚，转而通过某种机制促进肿瘤生 

长，或癌细胞对高水平TGF—j3 的生长抑制效应产生 

耐受，敏感性降低。癌细胞自身分泌 TGF—B 又增加 

了局部免疫抑制作用，使肿瘤细胞逃避免疫监控。 

目前认为 HPV E7与细胞癌基因和抑癌基因的 

相互作用是 HPV的致癌机制的中心环节之一l_7]。 

高危型 HPV 16 E6和 E7蛋 白，通过与细胞蛋 白结 

合而发挥作用。Rorke等_8 将 HPV 16永生化宫颈 

上皮细胞株 ECE16-1暴露于 TGF—j3 ，发现在 TGF— 

B 作用下 ，Rb由磷酸化状态转变为低磷酸化 ，HPV 

E7基因mRNA水平下降。TGF—B在这一过程中起 

重要 的调节作用。有研究表明 TGF一8的改变是与 

HPV相关的宫颈癌的重要形成机制 ]。本研究显 

示：HPV16 E7的阳性率与宫颈病变的进展程度呈 

正相关 ，HPV16 E7基因常见的突变位点 N29S，其 

E7 N29S突变的宫颈癌患者中的 TGF—J3 阳性率为 

64．71 ，低于 E7原型株 (78．57 )，提示 HPV16 

E7多态性可能与TGF—J3 的促进癌细胞的生长及侵 

袭有关 。尽管 HPV16 E7基因多态性及 TGF一8 与 

宫颈鳞癌的机理不甚明确，相信通过对其关系的进 

一 步研究，将为宫颈鳞癌的分子机制和基因治疗提 

供实验室依据。 
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