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北京地区宫颈癌 HPV16上游调控序列、E6、E7癌基 

因序列初步分析 

熊光武，袁杨，李萌，郭红燕，张小为 

北京大学第 医院妇产科，』匕京 100191 

摘要：为检测HPV16上游调控序列(Upstream regulatory region，URR)、E 、E7癌基因变异在北京地区宫颈癌 

患者癌组织中的分布特征，探讨该地 区宫颈癌发生同 HPV16变异株间的相关性，文章以提取的 31例 HPV16检 

测阳性宫颈癌组织 DNA为模板，设计针对性引物扩增 URR、E6、E7 3个 目的片段，PeR产物直接测序并通过 

GenBank对比分析变异和分支鉴定情况。在所分析的宫颈癌组织中，URR是突变频率最高的片段，其次为 E7， 

最保守的序列为 E6。共发现热突变位点 8个，分别为 URR 序列上 G7521A(100％)、C7435G(96．77％)、 

C24T(45．16％)、A7729C(45．16％)、G7839A(45．16％)：E6序列上 T178G(41．94％)；E7序列上 A647G(45．16％1、 

T846C(45．16％)。HPV16分支分布频率最广的是 As型(54．84％)，其次为E型(45．16％)。研究结果提示，HPV16URR 

序列上 G7521A、A7729C、G7839A，E6序列上 T178G、T350 G’E7序列上 A647G、G658A等位 点的变异可能 

与病毒致癌潜能及 宫颈癌的发生相关。北京地 区宫颈癌患者 中As和 E型可能是两种最主要的 HPV16分支，这 

有可能会为HPV疫苗的研制和感染治疗提供有价值的信息。As型和 E型病毒在不同年龄组和不同肿瘤分期组 

的患者中分布频率有差异，这可能会为揭示宫颈癌年轻化趋势提供新的线索。 
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Human papillomavirus type 16 variant analysis of upstream regulatory 

region and E6，E7 oncogene from cervical cancer patients in Beijing 

XIONG Guang—Wu，YUAN Yang，LI Meng，GUO Hong—Yan，ZHANG Xiao—Wei 

Department ofObstetric and Gynecology，Beijing University ThirdHospital，Beijing 100191，China 

Abstract：To investigate distributional characteristics of mutations of HPVl6 upstream regulatory region(URR)and E6 

and E7 oncogene in the patients with cervical cancer in Beijing and to explore the potential association between oncogene 

sis of cervica1 cancer and HPV variants in this region．cervical cancer tissue from 3 1 cases with positive HPV 1 6 were sub— 

jected to regular DNA extraction procedure．The corresponding primers were then designed to amplify the target sequence 

of URR．E6 and E7．The PCR products were sequenced and blast analysis against GenBank was carried out to evaluate the 

gene mutation and identify the phylogenetic branches．Among alI the cases studied．URR was found to be the most frequent 

mutation fragments，followed by E7，and E6 was the most conservative sequence．A total of 8 hot routation spot was identi- 

fled，which were URR G7521A (100％)，C7435G (96．77％)，C24T(45．16％)，A7729C(45．16％)，G7839A (45．16％)，E6 

T178G(41．94％)，E7 A647G(45．16％)，and T846C(45．16％)．The most frequent HPV 16 branch was type As(54．84％)， 

followed by type E(45．16％)．Our results suggested that the mutations of G7521A，A7729C，G7839A，T178G T350G 
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A647G,and G658A were likely to be associated with the enhanced oncogenic potential ofHPV16 and oncogenesis ofcer- 

vical cancer．In Beijing area，two major branches ofHPV16 were type As and E．This finding provides valuable information 

for HPV vaccine development and infection treatment．Type As and E variants had different distributions among various 

ages and clinic stage groups．It might lead to a new explanation for the getting younger tI_end of cervical cance~ 

Keywords：cervical cancer；human papillomavirus；upstream regulatory region；E6 oncogene；E7 oncogene 

高危型人乳头瘤病毒(Human papilloma virus， 

HPV)，尤其是 HPV16和 HPV1 8型的持续感染是宫 

颈癌发生和发展过程中最主要的病因。在所有的高 

危型病毒中，HPV16是流行程度最广的一种亚型。 

据文献报道，相比其他病毒亚型，HPV16更有可能 

长期在宫颈上皮内复制生存I1】和更易导致宫颈上皮 

内瘤变(Cervical intraepithelial neoplasia，CIN) ’ 。 

通过对 HPV16型病毒全基因组测序后发现，与野生 

型病毒相比，感染宫颈的HPV16病毒存在多种突变 

模式，其中 2％的突变位点位于编码区，5％的突变位 

点位于非 编码 区【4】。根据 这些 突变位 点 的差 异， 

HPV16能进一步细分为 6个分支：① 欧州型fE)； 

② 亚洲型(As)；③ 亚美型(AA)；④ 非洲 1型(Af1)； 

⑤ 非洲 2型(Af2)；⑥ 北美型(NA)。流行病学研究 

显示，不同的 HPV16分支具有不同的致癌潜能，可 

能会对临床结局产生不同的影响[5～ 。目前认为，这 

种不同的致癌能力可能与某些重要序列突变有关， 

如上游调控序列(Upstream regulatory region，URR) 

的突变，癌基因E6、E7的突变，这些突变的最终作 

用体现为E6、E7蛋白转化活性的增强或宿主免疫机 

制对不同病毒抗原决定簇的反应间的差异 ， 。 

本研究通过宫颈癌样本的HPV16病毒的 3段关 

键序列(URR、E6和 E7)~,lJ序 比对，分析这些位点的 

突变在北京地区患者的分布情况，探讨 HPV16病毒 

基因突变的发生规律及宫颈癌发生之间存在的潜在 

相关性。 

表 1 URR、E6、E7引物序列 

1 材料和方法 

1．1 宫颈癌组织与 DNA提取 

经知情同意和北京大学第三医院伦理委员会通 

过，2000～2007间共收集在北京大学第三医院妇产科 

住院57例宫颈癌组织术后样本(经病理检查确诊)。在 

前期实验中，通过对 HPV亚型进行分型检测后，将 

其中 3 1例 HPV16阳性的样本纳入本部分研究中。 

全基因组 DNA的提取应用常规的蛋 白酶 K裂解 、 

酚氯仿抽提法。提取的 DNA通过紫外分光光度计检 

测浓度和纯度，一20℃冰箱保存 。 

1．2 引物的设计与合成 

根据 Seedorf等【411985年发表的 HPV16型基因 

组全序列，应用 Premier公司引物设计软件 Primer 

Premier 5．0分别设计了针对 HPV16上游调控序列 

(URR)、癌基因 E6、E7的 3对引物。引物由北京奥 

科生物有限公司合成，序列详见表 1。 

1．3 PCR扩增 

3个 目的片段的扩增条件相同。 PCR扩增体系 

包括 ：100-200 ng DNA 模 板，40-80 ng引 物， 

10 mmol／L Tris—HCI(pH为 8．4)，1．5-2．5 mmol／L MgCI2， 

0．2 mmol／L dNTPs，1．25 U Taq酶(Promega)，ddH20 

补足至 25 uL。反应条件：95 oC预变性 5 min；95 oC变 

性 30 S，55 oC复性 30 S，72℃延伸 30 S，共 35个循环； 

最后产物冷却至 4℃保存。 
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CClO 
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CCl2 

CC14 

CC15 

CCl6 

CC18 

CC2 

CC23 

CC25 

CC26 

CC27 

CC28 

CC3 

CC3O 

CC32 

CC35 

CC38 

CC40 

CC42 

CC44 

CC46 

CC48 

CC54 

CC57 

CC59 

CC6 

CC60 

CC6l 

CC8 

CC9 

结合位点 

变异例数 

— — — —  

2 14 

注：·表示无变异，一表示变异位点位于未知的细胞因子结合位点。 

Ell3D (6．45％)，N32D (3．22％)，E71D (3．22％)，K148R 

(3．22％)。余下的 2个位点的突变 T178A(9．68％)和 

T241G(6．45％)均为无义突变。 

根据 E6／E7测序结果，对 HPV16的分支进行分 

析后发现，17例(54．83％)为亚洲型(As)，余下 14例 

(45．16％)为欧洲型(E)(表 3)。在≤35岁的年轻宫颈癌 

组中 型占66．7％(8／12)，E型占33．3％(4／12)；在>35 

岁中老年宫颈癌组中 As型占 47．4％(9／19)，E型占 

52．6％(10／19)。在年轻宫颈癌组中 As的分布频率要 

高于中老年宫颈癌组，而 E型的分布频率则要低于 

中老年宫颈癌组，但两组间无显著性差异 =1．106， 

P=0．249>0．o5)。在原位癌和 I期宫颈癌患者组中， 

型占65％(13／20)，E型占35％(7／20)；在Ⅱ期宫颈癌患 

者组中，As型占36．4％(4／11)，而E型占63．6％ (7／11)； 

两组间亦无统计学差异 =2．350，p=-10．124>0．o5)。 

值得一提的是，通过对HPV16病毒分支进行分 

析后我们进一步发现了几种已被报道过的特殊类型 

(表 3)，如 E．350G、E一241G和 ．178A 等，其中 

E一350G已被证实能增强病毒 E6、E7癌基因的转录 

能力因而具有较高致癌潜能。 

． ． ． ． ． ． ． ． 

A ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ＆j 

A ． ． ． A A A A ． ． ． ． ． ． A A A A ． ． A ． A ． A ． ． ． ． A A 

m H 

． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． A ． ． ． ． ． ． ． ． - ． ． ． ． ． ． Y l 

． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． c ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ● N 

． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． 

T ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． 一 1 

子 

c ． ． ． c c c C ． ． ． ． ． ． c c C C ． ． c ． c ． c ． ． ． ． c c 强 增 

． ． G G ． ． ． ． ． ． ． G G ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． G ． ． ． ． ． 

子 

． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ．
G ． G ． ． ． ． ． ． 强 2 增 

A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A 

G G G G G G G G G G G G G G G G G G G G G G G G G G G G ． G G 一 如 

． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． A ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． 一 ● 

G ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． G ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． G 一 3 

T ． ． ． T T T T ． ． ． ． ． ． T T T T ． ． T ． T ． T ． ． ． ． T T 

． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． T ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． r ． ． ． 
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表 3 E6基因序列分析及 HPVI6分支鉴定 

CCl1 

CC12 

CC14 

CC15 

CC16 

CC1 8 

CC2 

CC23 

CC25 

CC26 

CC27 

CC28 

CC3 

CC3O 

CC32 

CC35 

CC38 

CC40 

CC42 

CC44 

CC46 

CC48 

CC54 

CC57 

CC59 

CC6 

CC60 

CC61 

CC8 

CC9 

氨基酸变化 

变异例数 

A 

N32D 

1 

A 

G 

G 

G 

G 

A 

G 

G 

A 

G 

G 

D25E／无 

13／3 

G 

E7lD 

1 

C 

C 

Ell3D K12lE K148：R 

1 

E．350G 

As 

As 

A 

As 

E-24lG 

。24lG 

A 

E 

As—l78A 

A 

A 

A 

As 

E．350G 

E．350G 

As．178A 

E 

A 

E 

E 

E一35OG 

E一35OG 

As．178A 

A 

A 

注：·表示无变异。 

2．3 E7测序结果 

E7基因测序结果显示，在28例(90．32％)样本中 

共涉及 12个位点的不同突变模式，突变位点的数量 

和频率要稍高于 E6。余下的 3例样本(cc11、CC6、 

CC60)未发现任何 E7基因位点突变(表 4)。在所有的 

突变位点中共发现错义突变 7个，无义突变 5个。 

在 7例涉及氨基酸序列转换的错义突变模式中，按 

突变频率排序为：$29N (45．16％)，K33E(35．48％1， 

N75D (9．68％)，H29N (6．45％)，K46E f6．45％)，K1 8E 

(3．22％)，N39D(3．22％)。在 5例无义突变中，按突变 

频率排序为(点突变模式)：T846C(45．16％)，G666A 
(25．80％)，T843C(16．13％)，T760C(12．90％)，G897C 

(3．22％)。表 4中 HPV16分支鉴定结果同表 3一致。 

3 讨 论 

研究 HPV变异情况对病毒感染的诊断、治疗、 

以及疫苗的研制均具有重要的意义 H】。目前认为， 

不同类型的HPVI6变异株具有不同的生物学活性和 

致癌潜能 ，15, ]。有研究认为，病毒 的致癌能力不仅 

． A A A A ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． A ． ． ． ． ． ． ． ． ． 

G ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． G G G ． ． ． ． ． G G ． ． ． 

洲6 

． ． ． ． ． ． ． G G ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． 。 ． ． ． ． ． ． ． ． ． 2 

． ． ． 

G G G G ． ． ． ． 
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CClO · G ‘ 。 

CCl1 ‘ ‘ ‘ ‘ 

CCl2 ‘ ‘ 。 。 

CC14 ‘ ’ ‘ ’ 

CCl5 ‘ G ’ A 

CCl6 · G ‘ A 

CC18 · G ’ A 

CC2 ‘ G ‘ A 

CC23 。 ‘ ‘ A 

CC25 ‘ ’ ’ 

CC26 ‘ ‘ ’ A 

CC27 ’ ’ ’ ‘ 

CC28 。 。 。 ‘ 

CC3 · ‘ 。 A 

CC3O · G 。 ‘ 

CC32 · G · · 

CC35 · G ’ ’ 

CC38 · G · - 

Cc40 · · C · 

CC42 ‘ ‘ C ‘ 

CC44 · G · A 

CC46 。 。 A 

CC48 · G · · 

CC54 ‘ ‘ ‘ 。 

CC57 · G · · 

CC59 。 ‘ ‘ ‘ 

CC6 。 。 。 。 

CC6O · 。 ‘ · 

CC6l · ‘ ‘ · 

CC8 · G · A 

CC9 T G · A 

氨基酸变化 K18E S29N H29N K33E 

变异例数 1 l4 2 l1 

- ● ● 

● ●  ●  

· · 

A 

· · A 

A ‘ ’ 

A ‘ 。 

A 。 ‘ 

A ‘ ’ 

A ’ ‘ 

● ●  ●  

● ● ● 

● ● ● 

- ● ● 

A ‘ 。 

A ‘ 

A ‘ ‘ 

● ● ● 

· A · 

无 N39D K46E 

8 1 2 

A 

A 

A 

N75D 

3 

As 

E-350G 

层 

E 

A 

As 

As 

241G 

1．241G 

As 

E 

As．178A 

As 

As 

． 35OG 

E-350G 

As．178A 

E 

As 

As 

E-350G 

E．35OG 

As-l78A 

As 

As 

注：·表示无变异。 

与病毒的类型和变异相关，而且与宿主的HLA多态 

性相关。因此这些变异株的致癌能力可能会随着地 

区不同而发生改变【l 。 

HPV16的上游调控序列(URR)位于多种能与启 

动子p97的细胞因子和转录因子结合的区域，而p97 

目前被认为是参与病毒癌基因E6、E7表达水平最重 

要的调控序列。同时在几项不同种族的宫颈癌研究 

中，HPV16的URR序列是突变概率最高的序列【1。 钔。 

在本研究中，我们也发现了同样的趋势，即在所有 

的 31例(100％)样本中均发现了总共涉及 15个位点 

的变异。其中，A7417G(9．68％)是一种新型的突变模 

式，未在其他文献中报道过。在所有的 15个位点变 

异中，多数位点的突变位于已知的转录调控因子如 

YY1、NF1、E2等结合区域。 

． ． ． ． ． ． ． ． ． C ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． 无 ● 

C ． ． ． C C C C ． ． ． 。 ． ． C C C C ． ． C ． C ． C ． ． ． ． C C 无 

． ． ． ．  ．  ．  ． ． ． ． ．  ． ．  ． ． C C C ． ． ． ． C ． C ． ． ． ． ． ． 无 5 

． ． C C ． ． ． ． ． ． ． ． C ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． C ． ． ． ． ． 无 4 
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在 URR 序列中我们观察到了突变频率最高的 

位点足 G7521A(100％)，位于 YY1结合区域。并且 

已有多篇文献报道，G7521A突变在宫颈癌患者中具 

有分布的特异性 ̈ ， 引。YY1结合位点序列的突变 

不仅能提高 p97启动子的转录活性 3-6倍，而且还 

能 使 AP1(一 种 转 录 渊 控 因子 )失 活 ，进 而 导 致 

HPV16病毒癌基因E6、E7转录能力的下降[ ， 们。 

因为在多数的癌前病变患者和无症状携带者中很难 

检测到该位点的变异，因此检测该位点 的突变对预 

测宫颈病情 的发展是非 常有意义的[41。我们还发现 

了 G7839A(45．16％)、G7826A(3．22％)位点的变异也 

位于 YY1结合区域。这些位点 的突变可能同样地 、 

甚至协同作用，能更有效地增强 p97的转录活性从 

而提高癌基因 E6、E7的表达，最终导致细胞异常增 

殖和肿瘤发生。 

本研究中，URR 序列 突变频率 排列第二的是 

C7435G(96．77％)，目前关于这个位点 的变异是否会 

影响其他转录因子同调控序列的结合依然尚不清 

楚。A7729C(45．16％)变异常常出现在具有更强致癌 

能力的亚美型(AA)和北美型(NA)中[1o1，目前已有研 

究证实该位点的突变能提高 p97转录活性 2．8～3．3倍， 

而将该佗点突变逆转后，细胞 内病毒 E6和 E7的表 

达水平会有明显的降低 _】刚。因此，检测该位点的变 

异情况可能也会对预测宫颈病变的发展和辅助疫苗 

的研制具有一定的指导作用。 

Yamada等[1 31曾报道在野生型 E6基因(德国株) 

在 欧洲宫颈癌患者 中分布的频率约为 34％，随后 

Zehbe等[6 艮道在瑞士宫颈癌患者中野生型分布频 

率仅为6％，这同另一项 印度人群宫颈癌研究的结果 

是基本一致的【l 。本研究中，我们共在 31例宫颈癌 

患者中发现了 5例样本为野生型 E6，占 16．13％。这 

个比例要高于瑞士、印度和墨西哥等国家I"J。就世 

界范围而言，最有特征性的 E6突变为 T350G。该位 

点 的变异在不 同的地域有着不 同分布频率 ，约 占 

3．8％～78％【 ，1 5,21, 
。 本研究中，我们观察到 5例存 

在 T350G位点的变异，占 16．13％。目前认为，该变 

异株会导致E6蛋白L83V氨基酸替换，使其对鳞状 

上皮和腺上皮细胞生长转化能力增强，因此，这种 

变异株被认为具有更强的致癌潜能。已经有文献报 

道了 T350G位点的变异导致 E6蛋白 L83V氨基酸 

的替换，同野生型E6相比更容易导致 HSIL的发生， 

因而是宫颈病变进一步发展的危险因素【 ，12, 引。本 

研究中，我们发现北京地区宫颈癌患者 E6序列变异 

频率最高的位点位于 T178G(氨基酸替换：D25E)， 

占41．94％。该变异株在东亚人种中分布频率要显著 

高于其他地区人种，所以陔位点 的突变被认为是亚 

洲型尤其是东亚型病毒分支的特异性变异。我们还 

发现，在这 31例宫颈癌患者中 型(54．8％)和 型 

(45．2％)的分布 占了绝对的主导地位(1o0％)。由此我 

们认为，与世界其他地域 HPV16的流行情况不同， 

在中国 As型是流行程度最』 的一种分支，其次是 

型。这对于指导控制 HPV感染和治疗是很有帮助的。 

同时我们还发现如果按 35岁分组，年轻宫颈癌组中 

型的分布频率(66．7％)要高于中老年宫颈癌组 

(47．4％)；相应地 型的分布频率(33-3％)则要低于中 

老年宫颈癌组(52．7％)。鉴于样本数量的限制，是否 

因为As型和 型分布频率的差异导致了宫颈癌年轻 

化的趋势依然是不确定的，但这方面的疑问值得进 

一 步探讨和研究。 

在 多 数 涉 及 不 同 的 种 族 和 地 域 的 研 究 中 ， 

HPV16 E7基因的突变一直被认为是较少发生的事 

件 ， 。但在某些报道 中，尤其是 日本 、韩 国、印 

尼等国家 ， ，E7变异频率却很高，约占65％～75％。 

而这些国家 HPV16的流行情况与中国相似，往往也 

是以亚洲型特别是东亚型为主。在本研究中，我们 

发现了E7发生突变的频率为90．32％，仅有3例样本 

为野生型，上述的资料提示在尔亚人群中，特别是 

中国人，E7发生突变的频率要高于其他地域的人群， 

这可能和 As型流行程度更广有关 。在中国，E6基 因 

可能比E7基因更加保守，针对 E6基因设计治疗性 

疫苗或在 RNA 水平干扰转录的进行可能是更合理 

的选择 。我们在 E7基因序列上发现了 3个 比较常见 

的突 变 位 点 ：A647G(45．16％)、G658A(35．48％)、 

"r846c(45．16％)，其中前两个突变为错义突变，分别 

导致 $29N、K33E氨基酸的替换，后一种突变是无 

义突变，且该变异 同 A647G位点的突变在所有样本 

中均是同时存在的，表明这两种突变具有分型的特 

异性。 

总之，宫颈癌组织中HPV16上游调控序列、E6、 

E7癌基因存在多种序列变异，其可能与病毒致癌潜 
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能和宫颈癌的发生相关；北京地 区宫颈癌患者中 

和 型可能是两种最主要的 HPV16分支。随着研究 

的不断深入，将会为阐明HPV16感染同宫颈癌发生 

和进展在病因学方面相关性研究中提供新的线索， 

也会为更有针对性的研制HPV疫苗和指导宫颈癌诊 

断或治疗积累更多有用的信息。 
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