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不同阶段宫颈上皮病变组织中

人乳头瘤病毒16型转化基因E7和E5序列多态性分析

摘 要

目．的

HPVl6的基因突变存在地域差异，本研究拟通过分析宫颈癌组织中及不同病变

宫颈细胞中HPVl6E7和E5基因的突变情况，探讨青岛地区不同阶段宫颈上皮病变组

织中人乳头瘤病毒16型转化基因E7和E5序列的多态性，以及序列变异与宫颈病变的

相关性。

材料与方法

[1】收集山东青岛地区宫颈癌新鲜组织120例，其中宫颈鳞状上皮细胞癌107

例，腺癌10例，腺磷癌3例：LCT(液基细胞学检查)标本300例，180例LSIL(低

度鳞状上皮内病变)，120例HSIL(高度鳞状上皮内病变)。LCT标本中有临床病理

资料的标本共有144例，其中包括59例正常宫颈组织，8例CINI，15例CINII，及

62例宫颈原位癌。

[2】用蛋白酶K法，OMEGA试剂盒分别提取新鲜组织和细胞DNA。

[3】以提取的DNA为模板，采用PCR技术，以通用引物筛选出感染高危型HPV

的宫颈标本，然后用HPVl6型特异性引物筛选出HPVl6阳性标本。

【4]以HPVl6阳性标本DNA为模板，扩增E6、E7、E5基因全序列。

[5】所获基因全序YlJPCR产物纯化后测序，与德国HPV标准株进行比对分析，寻

找HPVl6E7和E5的突变位点，并比较热点突变位点突变频率在各组的差异。

结果

[1】在180例LSIL，120例HSIL，67例≤CINI，77例CⅣ2／3及120例宫颈癌组织

中HPVl6DNA的检出率分别为19．44％(35／180)、45．83％(55／120)、28．36％(19／67)、

36．36％(28／77)、60％(80／120)。

[2】青岛地区最常的HPVl6j[E型是AS型，约占55．83％(91／163)，其次是E型，约占

44．17％(72／163)。

[3]HPVl6 E7基因测序成功132例，其中LSIL组28例，HSIL组39例，≤CINI

组14例，CIN2／3组24例，ICC组65例。E7共测得7个突变位点，最常见的是A647G

(N29S)。A647G在LSIL，HSIL，≤CINI，CIN2／3及浸润性宫颈癌中的突变率分别

为42．86％(12／28)、51．28％(20／39)、64．29％(9／14)，54．17％(13／24)，60％(39／65)。

[4]HPVl6E5基因测序成功64例，其中LSIL组22例，HSIL组25例，≤CINI组8

例，CIN2／3组18例，ICC组17例。E5共测得5个突变位点，其中2个为错义突变，3个



为无义突变。A3979C(144L)、A4042G(165V)和A4077T(无义突变)联合突变出现频率

最高，在LSIL、HSIL、≤CINI、CIN2／3和ICC组的突变频率分别为68．18％(15／22)、

52％(13／25)、75％(6／8)、61．11％(1l／18)和58．82％(11／17)。核苷酸位点3979、4042

幂n4077的联合突变只存在于亚洲株中，且存在于所有的亚洲株中。

结论

[1]HPVl6感染与宫颈癌的发生发展密切相关。

[2]青岛地区流行的HPVl6亚型为As型，HPVl6AS型比E型具有更高的致癌潜能。

[3]青岛地区HPVl6E7基因最常见的突变位点为A647G(N29S)。该变异可能与癌

的发生发展无关而仅仅是地域性的差异。

[4]HPVl6E5基因核苷酸位点3979、4042和4077是区分亚洲株和欧洲株的重要位

点。
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Analysis of the relative distribution and gene variation

of HPVl6 E7 and E5 genes at different stages of cervical lesions

Abstract

objective

Human papillomavirus type 1 6(HPV 1 6)has a number of intratypie variants；each
has a different geographical distribution and some are associated with enhanced

oncogenic potential．This study was performed to identify sequence variants in the HPV

1 6 transforming gene E7 and E5 derived from Qingdao women with cervical and

noncancerous lesions，and to assess the association between the sequence variant and the

cervical lesions．

Materiais and Methods

【1】420 cervical cases consisted of 1 80 low—grade squamous intraepithelial lesions，

1 20 hi曲一grde squamous intraepitheltal le．sions and 1 20 invasive cervical carcinoma．By

histopathologic examination，264 case biopsies were伊adcd as normal cervical

tissues(n=59)，cervical intraepithelial neoplasia grade I(CIN 1，n=8)，cervical

intraepithelial neoplasia grade 2(CrN 2，n=1 5)，cervical intraepithelial neoplasia grade 3

(CrN 3，n262)，or invasive cervical carcinoma(ICC，n=1 20)according to the highest

grade present within a lesion．

【2】DNA samples were extracted from the cervical scrapes and tissues．

[3】DNA samples were amplified by polymerase chain reaction(PCR)using specific

primers for high—risk HPV，HPVl6 to identi匆the positive tissues．

【4】DNA samples extracted from the HPV1 6 positive tissues were amplified by the

primers for E7 and E5．

[5]Then the PCR fragments of HPV 1 6 E7 and E5 genes were purified，sequenced

and compared with the type stain．

Results

[1】Tlle positive rate of HPVl6 was 19．44％(350f 1 80)for LSIL，45．83％(55 of

120)for HSIL，28．36％(19 of67)for=CINI，36．36％(28 of77)for CIN2／3 and 60％



(800f 1 20)for patients with cervical cancer．

[2】The most frequent HPV 1 6 branch was type AS(5 1．52％)，followed by type E

(48．48％)．It was found that As—positive cervical cancer patients were 1 0 years younger

than E-positive ones．

【3]65 cases ofICC，28 cases ofLSlL，39 cases ofHSIL，24 cases ofCIN2／3 and 14

cases of=CIN 1 were analysed for HPV1 6 E7 sequence variation．Seven variants of the

肿V 1 6 E7 gene were identified．The A647G(N29S)is the prevalent variant in all

analyzed different disease stages being present in，42．86％of LSIL，5 1．28％of HSIL，

64．29％of CINI，54．1 7％of CIN2／3 and 60％of ICC．

【4]22 cases of LSIL，25 cases of HSIL，8 cases of=CIN 1，1 8 cases of CIN2／3 and

1 7 cases of ICC were analysed for HPV1 6 E5 sequence variation．5 variants wore

identified and only 2 showed an amino acid change．The most frequent E5 variation Wag

A4042G(165V)in combination with A3979C(144L)and A4077T(nonsense mutation)．

The prevalence of A3979C、A4042G and A4077T Was 68．18％915／22)in LSIL，52％

(13／25)in HSIL，75％(6／8)in《INl cases，61．11％(11／18)in cervical intraepithelial

neoplasia grade 2／3 Cases and 58．82％(10／17)in invasive cervical carcinoma cases．

Conclusions

[1】HPV 1 6 is associated with the progression of cervical cancer．

[2】HPVl 6AS lineage is predominant in Qingdao．As lineage

oncogenic than E lineage．

[3]The A647G(N29S)is the prevalent variant in Qingdao cervical CanCer cases．The

results do not show any importance of E7 variants for ICC progression in Qingdao

women．

[4]3979th，4042th and 4077tll nucleotide in E5 gene is the very important site to

distinguish the Asia and the Europe prototype strain．
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引言

引言

流行病学与基础研究证实，HPV感染与宫颈上皮内瘤变(cervical

intraepithelial neoplasia，CIN)及宫颈癌的发生发展密切相关。高危型人乳头瘤

病毒(Human papilloma virus，HPV)， 尤其是HPVl6和HPVl8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，HPVl6是流行程度最

广的一种亚型。HP Vl 6主要通过其早期蛋白E6、E7、E5的相互作用来诱发肿瘤。对

HPVl6型病毒全基因组测序后结果显示 感染宫颈的HPVl6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⋯。流行病学研究显示，

不同的HPVl6分支具有不同的致癌潜能，目前认为，这种不同的致癌能力可能与某些

基因序列突变有关，如癌基因E6、E7某些核苷酸位点的突变，这些突变可以增强

E6、E7蛋白转化活性。分子病毒学研究表明宫颈组织中肿瘤病毒基因存在变异，此

种变异具有地域和种族性发生的特点。目前，世界上很多地区对HPVl6 E6、E7、LCR、

L1和L2等基因的多态性进行了探讨，结果都不尽相同，甚至相互矛盾。个别基因位点

的突变与宫颈癌发生发展的关系还有待于进一步研究。宫颈癌病毒基因研究的最终目

的是为宫颈癌寻求一条早期预防的措施，为阻断疾病提供科学依据。

本研究通过宫颈癌样本的HPVl6病毒的E7和E5的测序比对， 分析这些位点的

突变在青岛地区患者的分布情况，探讨HPVl6病毒基因突变的发生规律及与宫颈癌发

生之间存在的潜在相关性，为以后研制能诱发较高特异性免疫水平的针对中国青岛地

区地方株的HPVl6治疗性疫苗打下基础。中国有关HPV基因多态性的研究依然十分缺

乏，我们的研究对HPV基因突变与宫颈癌关系的研究具有十分重要的意义，能有效地

补充国内此方面数据。
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第1章材料和方法

1．1材料

1．1．1主要仪器

(1)PCR扩增仪

(2)水平电泳仪及电泳槽

(3)凝胶成像系统

(4)高速台式冷冻离心机

(5)电子天平

(7)可调式微量移液器

(8)紫外分光光度仪

(9)超声波水浴仪

⑩转盘式微波炉

1．1．2主要试剂 ．

(1)蛋白酶K

(2)删s饱和酚

(3)氯仿

(4)无水乙醇

(5)PBS

(6)琼脂糖

(7)PCR试剂盒

(8)PCR引物

(9)Maker

1．1．3宫颈癌新鲜组织，宫颈脱落细胞

2

美国PE公司

美国Bio—Rad公司

美国PE公司

德国Eppendorf公司

上海天平仪器厂

德国Eppendorf公司

德国Eppendorf公司

河北省虹宇仪器设备有限公司

顺德革兰仕电器厂

眦ara公司

北京索莱宝科技有限公司

烟台三和化学试剂有限公司

烟台三和化学试剂有限公司

美国Gibeo公司

Spanish分装

Tiangen公司

上海生工生物技术公司

Takara公司



材料和方法

2009年8月至2010年7月，从在青岛大学医学院附属医院妇科门诊自愿接受

下生殖道LCT(液基细胞学检查)检查的妇女中筛选出300例。其中包括180例LSIL

(低度鳞状上皮内病变)，120例HSIL(高度鳞状上皮内病变)。LCT标本中有临床

病理资料的标本共有144例，其中包括59例正常宫颈组织，8例CINI，15例CINII，

及62例宫颈原位癌。120例浸润宫颈癌组织均取自青岛大学医学院附属医院住院手

术病人(2007年8月至2010年7月)，患者均为青岛籍，出生并长期生活在青岛，

无在外地的长期居住史。病理学诊断其中107例为宫颈鳞状上皮癌，10例为宫颈腺

癌，3例为宫颈腺鳞癌。组织标本储存于-70℃。LSIL，HSIL和宫颈癌组患者的中

位年龄分别为39．5岁(21-60岁)，42．5岁(20-69岁)，46岁(30-82岁)。

1．2方法

1．2．1新鲜组织或细胞DNA的提取及溶解

1．2．1．1制备裂解缓冲液

1．2．1．1．1制备1×HM陬muff打

表1．1 1×I哪lWbuffer制备方案

1．2．1．1．2制备4ml裂解液

1．2．1．2 DNA的提取

l×蹦Wbuffer

蛋白酶K

10％SDS

3

3．94ml

20 U l

40 u 1
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[1]将新鲜组织用PBS液冲洗2-3次，无菌眼科剪将组织剪碎至最大径小于5mm，

将剪碎的组织移．h．15 ml离心管。细胞悬液离心后弃上清，取沉淀，用胰酶消化后移

入15ml离心管离心，弃液体，加冰冷的D．Hanks液(2-4m1)，洗涤3次，1500rpm离

,L,5min，弃上清，留沉淀。

[2]i3f14ml裂解缓冲液，颠倒混匀，55"C2h或37℃／42℃水浴过夜。

【3]加入等体积饱和酚，轻柔颠倒混匀20min，3000rpm离心15min。

【4]上层水相移A,15ml新离心管，加入等体积饱和酚、氯仿(1：1)混合液，轻

柔颠倒混匀20min，3000rpm离，I二,15min。

【5】上层水相iN．15ml新离心管，]JNA．2．5倍体积．20"C无水乙醇，颠倒混匀，如出

现絮状沉淀，直接将沉淀挑出移入一20℃70％乙醇的lmlEP管中-20"C保存，无沉淀者

．20℃过夜。

[6]次日3000rpm离-L,lOmin，将絮状沉淀物挑入加有-20*C70％7,醇的lmlEP管中

-20℃保存。

【7】使用时挑取少量沉淀入新EP管中，室温晾干至透明状，加入适量PCR水溶解，

保存于4℃备用。

1．2．2聚合酶链式反应(PCR) ’

●

1．2．2．1引物设计及合成

根据Seedorf掣111985年发表的HPVl6基因组全序列，应用Primer Premier 5．0

引物设计软件分别设计扩增HP'V16E6、E5和E7编码基因的3对引物。引物由上海

生工生物工程技术服务有限公司合成，引物序列及扩增产物大小见表1．2。

表1．2各基因的引物序列及扩增长度

引物名称 序列(5’--3’) 产物大小

HPv通用引物 ：：：GCGcAT CCAGCA GGAAAA GcGATA A从ACc≯善 450bp

HPVl6特异性引F：AGG C,CG T从CCG AAA TCG GT

物 R：G1vr TGC AGc TCT GTG CAT A

HPV 1 6E5 主：：ACACAG TmGT CTGTAT CATcGG G从A；CTCc盒TTTG二CTGT拿T从ATT TA

HPVl 6E7瓣AG：：TAGGAC TTTCCA Cc-TC三GAGT盒盒cAGTC AAT

140bp

270bp

315bp

4



材料和方法

1．2．2．2 PCR25 J，tl反应体系

去离子水

l 0xbuffer

dNTP

上游引物

下游引物

TaqDNA聚合酶

DNA

17．8肛1

2．59l

2001aM

20pmol

20ptool

1U

1 00—200ng

1．2．2．3反应条件

依次向Ep管内加入相应量的各种试剂，震荡混匀后瞬时离心，加入石蜡油20山

覆盖，瞬时离心后，进行PCR扩增。每次PCR均设阳性及阴性对照，阳照对照为既

往阳性标本，阴性对照2“1 DNA以去离子水代替。目的基因的扩增条件相同，为95"C

预变性5 min；95℃变性30s，55℃复性30s，72℃延伸30s，共35个循环；热循环结

束后72℃延伸10rain。
’

1．2．3实验步骤

1]-globin主要用于检测标本提取产物中DNA的质量。以提取的DNA为模板，

首先用MY09／MYll通用引物筛选出高危型HPV阳性标本，进而用HPVl6型特异

性引物筛选出HPVl6阳性标本，对HPVl6阳性标本进行E7和E5全序列PCR扩增。

1．2．4扩增产物电泳分析

1．2．4．1 0．5 X TBE缓冲液的制各

硼酸

EDTA

"Iris碱

双蒸水

5

6．8759

O．939

13．59

2500m1
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1．2．4．2制备1．6％琼脂糖凝胶

[1]称取0．329琼脂糖，移入小烧瓶，量筒量取20m10．5×TBE缓冲液，移入小

烧瓶，轻轻震荡混匀，将瓶口封闭。

[2】微波炉内中火加热2min左右，至琼脂糖完全溶解。

[3]将小烧瓶置于室温，自然冷却至50．60"C时加入1pLEB，混匀。

【4]倒入11孔或8孔模型中，厚度以3-5mm为宜，待其自然凝固。

【5]拔出模型梳，将胶密封保存于4"C冰箱，备用，胶可保存1．2周。

1．2．4．3电泳分析

取扩增产物41．tl，加入10x或6×上样缓冲液0．5山混匀，加样至被O．5×TBE缓

冲液没过lmm的胶孔内，注意勿使样本溢出胶孔，避免标本间交叉污染，将胶摆放

整齐，以保证电泳带整齐，100V恒压电泳40min时停止电泳，紫外分光光度仪下观

察条带，凝胶成像分析系统分析凝胶并采集图像。

1．2．5核酸序列测序及分析

PCR产物纯化后进行双向测序，纯化和测序服务由北京华大基因研究中心提供，

测序结果用DNAStar软件分析目的基因突变，寻找热点突变位点，分析序列多态性。

1．2．6统计学分析

采用SPSSl6．0软件进行统计处理，计数资料样本率的比较采用卡方检验，P<0．05

为差异有统计学意义。

6



结果

第2章结果

2．1标本中高危型HPV及HPVl6的扩增结果

PCR扩增产物经1．6％琼脂糖凝胶电泳，凝胶电泳结果显示PCR产物电泳后分别

在450bp矛1140bp处观察到扩增条带。(112．1、2．2所示)。

图2．1高危型I-IPVPCR结果

M为Marker条带。1-5为高危型HPV阳性标本，6为阳性对照，7为阴性对照。

M l 2 3 4 5 6 7

图2．2 EIPVl6筛选结果

M为Marker,I，2,3，5，6，为HPVl6阳性标本，4为弱阳性标本，6为阳性对照，7为阴性对照

400例山东青岛地区宫颈标本中，高危型HPV扩增出245例(61．25％)，HPVl6扩

增出170例(69．39％)。在180侈ILSIL，120侈IHSIL，67例≤C烈I，77例CIN2／3及120

例宫颈癌组织d3HPVl6DNA的检出率分别为19．44％(35／180)、45．83％(55／120)、28．36％

(19／67)、36．36％(28／77)、60％(80／120)。

7



青岛大学硕士学位论文

2．2不同宫颈病变患者HPVl6亚型的分布

E6基因测序成功的标本共有163例。青岛地区最常见的HPVl6亚型为As型，

占55．83％(91／163)，其次是E型，占44．17％(72／163)。LSIL、HSIL和ICC组As亚

型所占比例分别为50％、62．26％和54．17％，三者之间的差异没有统计学意义，结果

见表2．1。≤CINI，CIN2／3和ICC组As亚型所占比例分别为50％、65．63％和59．15％，

三者之间的差异没有统计学意义，结果见表2．2。感染HPVl6 As亚型的ICC患者中

位年龄(41士7．11岁)比感染E亚型(中位年龄51士7．99岁)的患者平均小10岁。

表2．1不同富颈病变患者HPVl6亚型的分布

表2．2不同宫颈病变患者HPVl6亚型的分布

2．3HPVl6阳性标本中E7和E5的扩增结果

以HPVl6阳性标本DNA为模板，利用跨E7及E5完整阅读框扩增E7及E5基因，目

的片段长度分别为315bp及267bp(图2．3、2．4、)

图2．3 ItPVl6E7基因全序列扩增结果
M为Mark％l_’2，3'4'5为HPVl6E6扩增阳性标本，6为阳性对照，7为阴性对照。

受



结果

图2．4 HPVl6E5基因全序列扩增结果
M为Marker,1，2,3,4，5为HPVl6E5扩增阳性标本， 6为阳性对照标本，7为阴性对照．

HPVl6 E7基因测序成功132例，其中LSIL组28例，HSIL组39例，≤CINI组14

例，CIN2／3组24例，ICC组65例。HPVl6E5基因测序成功“例，其中LSIL组22例，HSIL

组25例，≤CINI组8例，CIN2／3组18例，ICC组17例。

2．4基因测序结果

肿V16E7和E5测序后典型突变位点及峰图见图2．5．2．11。

图2．5 E7标准株647位碱基的峰田
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2．3．2}玎PVl6 E5的测序结果

图2．7E5标准株3979位碱摹的峰罔

图2．9

}I
；1

E5A40铊G的峰豳

10

豳2．10 E5标准株4077位碱基的峰图



结果

图2．1l E5A4077T的峰图

2．5测序结果分析

2．5．1 HPVl6 E7基因核苷酸序列分析

表2．3 HPvl6E7基因核苷酸及氨基酸序列的变异情况(一)

·表示该突变位点为无义突变。原型中包括EP-T、E及As亚型中与标准株相同的标本。括号内为

突变频率。
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表2．4 I-IPVlfE7基因核苷酸及氨基酸序列的变异情况(--)

木表示该突变位点为无义突变。原型中包括EP—T、E及As亚型中与标准株相同的标本。括号内为

突变频率。

HPVl6 E7基因测序成功132例，其中LSIL组28例，HSIL组39例，≤CINI

组14例，CIN2／3组24例，ICC组65例。以GcnBank中K02718／HPVl6R基因序列

为原型参照进行比对分析，结果见表2．3及2．4。

如表2．3所示，突变型在各组所占的比例分别为64．29％、74．36％和84．62％，三

组间比较无统计学差异(贮--4．260，P=-0．119)。共测得7个突变位点，其中4个为错

义突变，3个为无义突变：只存在A647G(N29S)突变的突变频率最高，其次为只存在

G666A突变(无义突变)，在LSIL、HSIL、ICC组的突变率分别为39．29％、51．28％、

53．85％和14．29％、10．26％、20％。三组间A647G突变频率无显著性差异(Z2=1．696，

P=0．428)，G666A突变频率也无显著性差异(x2=1．862，P=0．394)。E7基因序列分析

表明，只存在A647G突变的宫颈组织标本，95．45％(63／66)属于HPVl6As亚型，

另有3例EP．T亚型，HSIL组2例，宫颈癌组1例。

如表2．4所示，在扩增成功的103例标本中，突变型在≤CINl组，CIN2／3组和

ICC组所占的比例分别为78．57％、87．5％和89．23％(P>0．05)。共测得四个突

变位点，两个无错义突变，两个为无义突变。最常见的突变位点是A647G，在≤ClNI

组，CIN2／3组和ICe组突变频率分别为64．29％，54．17％，60％(P>0．05)。其次

为G666A，在≤CINI组，CLN2／3组和ICC组突变频率分别为14．29％，12．5％，24．62

％(尸>0．05)。

2．5．2 HPVl6 E5基因核苷酸序列分析

12
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表2．5 HPVl6E5基因核苷酸及氨基酸序列的变异情况(一)

表2．6}IPVl6E5基因核苷酸及氨基酸序列的变异情况(二)

HPVl6E5基因测序成功64例，其中LSIL组2264，HSIL组25例，≤C烈I组8例，

CIN2／3组18例，ICC组17例。以GcnBank中K02718／HPVl6R基因序列为原型参照进行

比对分析，结果见表2．5及2．6。

如表2．5所示，测序结果显示没有发现原型株，因为4042核苷酸位点均发生突变：

共测得5个突变位点，其中2个为错义突变，3个为无义突变。A3979C(144L)、

A4042G(165V)和A4077T(无义突变)联合突变出现频率最高，在LSIL、HSIL和ICC组

的突变频率分别为68．18％、52％和58．82％，三组间无显著性差异(贮=1．273，

P=0．529)。

如表2．6所示，A3979C(144L)、A4042G(165V)和A4077T(无义突变)联合突变出

现频率最高，在≤CINI组。CIN2／3组和ICC组所占的比例分别为75％、61．11％和

58．82％(JD=>0．05)。

2．5．3 HPVl6 E7和E5基因突变
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表2．7 I-IPVl6 E7和E5基因突变

所有HPVl6阳性的标本中，E7和E5基因均扩增成功的标本共有55例，其中

LSIL组20例，HSIL组20例，ICC组15例。

如表2．7所示，LSIL、HSIL和ICC组同时存在E7和E5基因突变的标本分别为

80％(16／20)、75％(15／20)、80％(12／15)，统计分析E7和E5基因的共同突变率在各

组的分布相似(贮=0．001，P=-0．970)。同时存在E7基因A647G突变和E5基因A3979C、

A4042G、A4077T联合突变的标本在各组的分布也无显著性差异(x2=O．416，P=-0．812)。

表2．8 HPvl6 E7和E5基因突变(二)

如表2．8所示，R<ClNI组，CIN2／3组和ICe组同时存在E7和E5基因突变的标

本分别为83．33％，76．47％，87．5％(P>0．05)。
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讨论

第3章讨论

宫颈癌是严重威胁妇女健康、导致妇女死亡的主要恶性肿瘤之一，全球每年新发

病例50万，死亡20万例。我国宫颈癌每年新增发病数超过13万，占世界新发病例

的28．8％，每年有2万名妇女死于宫颈癌，且近年来发病还呈现年轻化的趋势【2-5】。因

此宫颈癌的防治因此成为热点研究课题。人乳头瘤病毒(Human papillomavirus，HPV)

是一组嗜上皮组织的小双链DNA病毒，高危型HPV(包括16，18，31，33，35，39，

45，5l，52，56和58型等)感染与宫颈癌发生密切相关，是目前唯一可以完全确认

的致癌病毒。国际癌症研究协会(IARC)对己发表的85份研究中的10058例宫颈癌病

例进行分析，发现超过2／3的宫颈癌病例与HPVl6型(51．O％)或HPVl8型(16．2％)感染

有关。研究HPVl6基因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【6J。目前认为，不同类型的HPVl6变异株具有不同的生物学活性和致癌潜

能¨-9]。有研究认为，病毒的致癌能力不仅与病毒的类型和变异相关，而且与宿主

的免疫活性特别是HLA多态性相关。因此变异株的致癌能力具有地域性和种族性的

特点【l⋯。HPVl 6主要通过其早期蛋白E5、E6、E7的相互作用诱发肿瘤。在HPVl6

感染引起子宫颈癌的过程中，HPVl 6 E7蛋白在感染的细胞内持续稳定表达，并通过

与抑癌蛋白RB结合，促进其降解，并使细胞进入S期，引起细胞转化。虽然HPVl 6

E 5蛋白为弱转化蛋白，但它可与多种细胞生长因子受体结合从而刺激细胞增殖【ll】。

因此，在HPV致富颈癌的检测分析和宫颈癌发生分子机制的研究中，对E7和E5基

因的检测和分析是十分重要的。

3．1 HPVl6E7和E5基因的结构和功能

HPVl6基因组包括6个早期转录基因(E)，2个晚期转录基因(L)和1个长

调控区(LCR)，其中E6和E7基因在宫颈上皮细胞增殖及永生化过程中发挥着重

要作用。E6、E7基因是重要的导致宫颈细胞恶化的转录基因，其表达产物E6和E7

原癌蛋白在宫颈癌发生、发展过程中起着至关重要的作用，E6、E7转化蛋白与细胞

癌基因和抑癌基因之间的相互作用是高危型HPV导致富颈癌的关键【12】。

E6蛋白是小分子量的核磷蛋白，可与p53结合促进p53蛋白的降解，导致p53

功能减弱或丧失，使p53对细胞增殖周期相关因子p21，PCNA，Cyclins以及Cdks

等的调控作用丧失，最终细胞DNA损伤累积细胞发生癌变1131．E7基因编码多功能

核磷蛋白，单独作用即可转化NIH3T3细胞，与活化的Ras基因共转染可转化人上

皮细胞。而抑癌基因RB编码产物pRB蛋白具有调节细胞生长的功能，次磷酸化的

pRB可通过结合转录因子E2F抑制细胞增殖，磷酸化的pRB则失去对细胞生长的控

制，E7蛋白可干扰抑癌蛋白RB与E2F结合而导致细胞增殖周期的紊乱t141．E6蛋

白与肿瘤生长抑制因子p53以及E7蛋白与肿瘤抑制蛋白RB的结合，可使p53和
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pRB失去抑癌效应，导致细胞生长失控，逐渐获得不死性，进而转化为癌细胞。这

就提示减少或封闭HPV阳性肿瘤细胞中E6和E7基因的表达可恢复内源性抑癌基

因的活性，从而阻止肿瘤细胞的增殖，为宫颈癌的治疗提供新的途径。E 5基因能够

与PDGFl P受体、 表皮生长因子受体(E G F—R)相结合，形成稳定的复合物，导

致多种原癌基因的过表达，刺激细胞飞速增长【151；能够抑制永生化的人类角质化细

胞中P 2 l抑癌基因的表达，并使受感染细胞耐受物理和化学损伤【16】，也可逃避宿主

细胞免疫监视，并协同E7刺激细胞增殖【17,18】。

3．2 HPVl6亚型的分布

1997年，Takashi Yamada通过对五大洲22个国家400多例HPVl6阳性标本进行

测序，发现HPVl6病毒存在多种突变模式，根据这些突变位点的差异，HPVl6能进

一步细分为6个分支：欧州型(E)、亚洲型(As)、 亚美型(AA)、非洲1型(Aft)、 非

洲2型(Af2)、北美型(NA)。许多研究结果表明，非欧洲型比欧洲型具有更高的致癌

潜能，患者年轻化且预后较差[19021】。

青岛地区HPVl6E型和AS型的分布占了绝对主导地位(100％)。该结果与北京

地区一致【翊，但在吴玉萍的研究中，发现个别Af亚型的存在【23】。熊光武等【22】研究

结果显示：在31例宫颈癌患者中As型(54．8％)和E型(45．2％)的分布占了绝对的

主导地位(100％)。吴玉萍掣23】的研究结果显示：55例宫颈癌患者中，As型占62．27％

(37／55)，E型占27．27％(15／55)，Af型占5．45％(3／55)。由此我们认为，与世界其

他地域HPVl6的流行情况不同，在中国As型是流行程度最广的一种分支，其次

是E型为欧洲型(E)。我们的研究还发现AS亚型宫颈癌患者的中位年龄明显低于E

亚型患者，感染HPVl6AS型的宫颈癌患者年轻化的趋势有可能是AS亚型具有更高

潜在致癌能力的表现。非欧洲型比欧洲型HPVl6具有更高的潜在致癌能力，该观点

已在墨西哥，意大利以及中国多次提出【21埘】。熊光武等【捌的研究表明按35岁分组．

年轻宫颈癌组中As型的分布频率(66．7％)要高于中老年宫颈癌组(47．4％)；相应地E

型的分布频率(33．3％)则要低于中老年宫颈癌组(52．7％)。吴玉萍等【23】的研究也表明，

感染HPVl6E型的宫颈癌患者中位年龄是50．54．4-10．91岁，而感染AS型患者的中位

年龄为42．98-+10．43岁，比感染E型的患者平均年轻8岁。

3．3 HPVl6E7、E5的突变情况

本研究结果显示HPVl6 E7基因A647G为高频突变位点，与我国其它地区，如

广东、四川、湖北、北京、南昌、大连以及香港等地结果一致【22'23,25．261。但上述地区

还检测到T846C(无义突变)高频突变位点，而我们在青岛地区各种宫颈组织中未检测

到T846C的变异。E7基因与抑癌蛋白Rb的相互作用被认为是导致宫颈癌的主要因

素，E7蛋白第21．34位氨基酸为抑癌蛋白l曲的结合区【27】，N29S变异可能会影响到

二者的结合，阻碍了Rb介导的细胞凋亡，从而导致HPV的持续感染。世界各地区对
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A647G位点突变与宫颈癌关系的研究结果不尽相同，甚至相互矛盾。Song等对韩国

妇女的研究显示，A647G('N29S)的突变率随宫颈病变程度的加重而升高，提示其与宫

颈癌的发生发展有判2引。杨英捷等对北京及张帆等对湖北省的研究也得出了相似的结

论12吼川】。而我们的研究则显示A647G在各组的突变频率无显著性差异，表明A647G

与宫颈癌的发生发展没有关系，与我国四川省以及日本和德圆的研究结果一致【1．31,32】。

鉴于A647G为As亚型的典型突变，A647G是否为导致As亚型具有更高致癌性的原

因，有待于进一步的研究。绝大部分A647G变存在于HPVl6 As亚型，只有少数E

型存在该位点突变。Choi等对韩国性工作者的研究显示A647G与宫颈癌的发生发展

没有关系，而是一个区分As亚型和E亚型的特异性位点，即A647G核苷酸突变仅仅

是地域性的差异【331。虽然A645C(L28F)的变异只在一例宫颈癌组织中发现，但是在韩

国妇女的宫颈组织中，可达到19％的发生率【341，且在日本和意大利也有该突变的存

在【3阳引。另有ASCUS病人的宫颈细胞中，发现一例A646C(N29S)的变异，该变异从

未被报道过。

有关HPVl 6 E5基因多态性的研究较少，Eriksson等【珀】研究发现A3979C和A4042G

点突变广泛存在于HPVl6 As型和E型中，而A3979C，A4042G和A4077T是As亚

型的典型突变。我们在绝大部分As亚型中均检测到A3979C，A4042G和A4077T的

联合突变，且未在E亚型中检测到该联合突变，说明E5基因3979、4042和4077位

点是区分亚洲株和欧洲株的重要位点。在台湾地区该联合突变也最为常见，正常宫颈

组织和宫颈癌中的突变率分别为12．5％(1／8)和50％(7／14)[37】。我们的研究显示，

E5基因高度保守，突变位点比较集中，主要是A3979C，A4042G和A4077T突变，

这三个位点的联合突变在不同宫颈病变中的分布无明显差异。我们的研究倾向于认

为，E5基因突变与宫颈癌的发生发展无明显关系，世界各地区E5基因序列差异主要

表现为地域性的不同。

+E7／E5基因序列联合分析，A647G／A3979C／A4042G／A4077T在不同宫颈病变组的

检出率十分相似，表明该联合突变与宫颈癌的发生无明显关系。

青岛地区宫颈癌组织中HPVl6 E7癌基因存在多种序列变异，其可能与病毒致

癌潜能和宫颈癌的发生发展无关；E5基因的三个常见突变位点未发现与宫颈癌发生

发展的关系；青岛地区宫颈癌患者中As和E型是两种最主要的HPVl6分支，As

型可能比E型具有更高的致癌潜能。目前，国际范围内并没有针对HPVl6各致癌基

因与宫颈癌的关系形成统一的定论，仍需要一个大样本的全球性的研究来达成共识。

17



青岛大学硕士学位论文

结论

[1]HPVl6感染与宫颈癌的发生发展密切相关。

[2]青岛地区流行的HPVl6亚型为As型，HPVl6AS型比E型具有更高的致癌潜能。

[3]青岛地区HPVl6E7基因最常见的突变位点为A647G(N29S)。该变异可能与癌

的发生发展无关而仪仅是地域性的差异。
‘

[4]HPVl6E5基因核苷酸位点3979、4042和4077是区分亚洲株和欧洲株的重要位

点。
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综述

HPV及其相关基因多态性与宫颈癌的关系

【摘要】 人乳头状瘤病毒(HPV)，尤其是高危型HPVl6的持续感染是宫颈癌的主

要致病因素，HPVl6 E6、E7蛋白可分别与肿瘤抑制蛋白p53和pRb结合，使p53通

路和pRb通路失活，细胞周期调控异常，细胞永生化，从而导致宫颈癌的发生。HPVl6

存在多种突变位点，不同HPVl6变异株具有不同的生物学活性和致癌潜能，而且变

异株的致癌能力具有地域性和种族性的特点，HPVl6变异株可能与宫颈癌的发生发

展有关。研究HPVl6基因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。

【关键词】宫颈疾病；人乳头状瘤病毒；基因；突变

【中图分类号】R737．33 【文献标识码】A

宫颈癌(Cancer of cervix，CC)是近年来导致女性死亡的最常见的恶性肿瘤之

一，其发病率有逐年上升，近年来还呈现年轻化趋势【l卅。因此，宫颈癌的病因及发

病机制的研究一直受到国内外学者的高度重视。人乳头状瘤病毒(human

papillomavirus，HPV)感染特别是高危型HPV感染，如HPVl6，HPVl8等与宫颈癌发

生发展的关系己得到肯定，但感染HPV的妇女中，绝大多数感染为自限性过程，

只有一小部分持续HPV感染者，经过8-12年的潜伏期，才最终发展为高级别的宫

颈上皮内瘤变(cervical intraepithelial neoplasm，CIN)甚至宫颈癌。这表明除了HPV

感染，还存在其他一些危险因素影响宫颈病变的发生发展，如性生活紊乱、过早性

生活、早年分娩、密产、多产、经济状况低下、种族和地理环境等。综上所述，HPV

感染是宫颈癌发生发展的必要但非充分因素【51，研究显示HPVl6存在多种突变位点，

不同HPVl6变异株具有不同的生物学活性和致癌潜能，而且变异株的致癌能力具有

地域性和种族性的特点。HPVl6变异株可能与宫颈癌的发生发展有关。本文就HPV

各基因及与宫颈癌的关系的研究新进展做一综述。

一、HPV和宫颈癌

1974年zurHauscn首次提出HPV感染与宫颈癌的发生发展密切相关【6】。后续的

研究也显示，基本上所有的宫颈癌病理样本中均能找到HPV病毒，从而证明了HPV

感染是宫颈癌发生的重要原因，也使宫颈癌成为所有人类癌症病变中唯一一个病因

明确的癌症。持续HPV感染是子宫颈癌能否发生的关键。理论上来说，杜绝及根除

了HPV感染就可以消灭宫颈癌。

1、HPV的分型
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根据乳头瘤状病毒命名委员会规定，与已知的核苷酸序列相比，E6，E7和L1

开放读码序列相差超过10％者归为新的HPV型别，相差在2％-10％间者归为亚型，编

码区相差在2％以内，非编码区相差不超过5％者归为型别突变【_7．81，迄今为止己发现

200多种HPV型别，其中40余种可感染生殖道粘膜。依据HPV与生殖系统癌瘤的

关系将HPV分类为低危型(Low．oncogenic risk，LR)和高危型(High．oncogenic

risk，HR)，低危型如HPV6、11、40、42、43、44、53、54、57等，高危型如HPVl6、

18、26、31、33、45、51、52、55、56、58等。高危型人乳头瘤病毒，尤其是HPVl6

和HPVl8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，HPVl6是流行程度最广的一种型别。据文献报道，相比其他病毒亚型，

HPVl6更有可能长期在宫颈上皮内复制生存【9】和更易导致宫颈上皮内瘤变【10，111。

Bosch等【l 2】对22个国家的1035例宫颈癌样本进行研究发现，92．9％的宫颈癌样本

HPVDNA阳性，其中HPVl6感染占50％以上，其次为HPVl8等。不同的宫颈癌的

组织学分型及临床分期与不同HPV型别有关，如宫颈鳞状细胞癌中最常见的是

HPVl6型，宫颈腺癌中则是以HPVl8型【l别；HPVl6单独感染或以HPVl6感染为

主的混合感染引起的病变，临床分期较低，预后较好【1 41。

2、}玎PV的结构与功能

1949年Strauss在电镜下发现了HPV，HPV属于乳多空病毒科多瘤病毒亚科，

是一组嗜上皮组织的小双链DNA病毒，直径约52．55nm，病毒颗粒含有一条约8000

碱基对双链DNA，外包以病毒衣壳，含有72个壳微粒，相对分子质量为5×106。具

有由一条DNA链编码的9个开放读码框架(ORF)，9个ORF仅从一条DNA链上译

码，HPV基因组分为3个功能区，即约5kbp的早期转录区(early region，E)，是病

毒复制的必需部分，3kbp的晚期转录区(1ate region，L)，是病毒组装所必需部分，和

一长约lkb的长控制区(10ng control region，LCR)，其中包括病毒复制和转录所需要

的多个Ci S元件。

L 2

E 2

E 5 ——拳
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图1 IⅡw的结构㈣



青岛大学硕士学位论文

早期转录区包括El、E2、E3、E4、E5、E6、E7、E8，主要调控染色体外的

DNA复制(见图1)。其早期区基因编码的蛋白中，E6和E7蛋白是高危型HPV的主

要转化癌蛋白，可分别通过与p53和pRb蛋白结合并引起后者的功能性灭活，干扰

细胞周期负调控功能，导致某些细胞系的永生化和转化。E1蛋白可以识别HPV复制

起点，在病毒复制的起始过程中起着重要作用。E2蛋白通过抑制基因启动子的转录

功能调节E6及E7的表达。El和E2蛋白可特异结合LCR特定的序列，调节其他基

因的转录。E4蛋白调节病毒的复制和成熟，并具有破坏宿主细胞骨架的作用。E5是

细胞膜或内膜整合蛋白，主要在感染细胞克隆早期的繁殖、扩张中起重要作用。E8

仅存在于HPVIa和HPV5的变异体中。晚期转录基因包括Ll和L2，它们分别是病

毒的衣壳蛋白和次要衣壳蛋白，其中Ll相对保守一些，因具有强免疫原性而多用于

HPV预防性疫苗的研究。LCR可与转录因子相互作用，从而调节E区和L区基因

的转录。

3、E6、E7、E5的致癌机制

E6在HPV感染细胞的过程中，是最先表达的蛋白，定位于核基质及非核膜片

段
(A)Tractsformation

Immortahzation

(B) TransfofTnation Prote,n dimerization

pro—binding＆degradation
f rsrlsformahon

二固■一 一一

f==，目置蜀■叠===

．Tjaqsfo胛ation Phospho,'ylatIon
PHb-deqraclatIon S『le

圈2 E6和E7蛋白的结构㈨

上，体外表达的E6蛋白含151个氨基酸，分子量为16．I$KD。E5蛋白的主要结构

特征是含有2个锌指结构，每个锌指结构的基础是含有2个C．X．x．C(色氨酸．x．x．色

氨酸)(见图2-A)，这种结构是所有HPVE6所共有，与细胞的恶性转化、转录激活、

蛋白间的相互作用等密切相关。在高危型HPV中，E6的．COOH端含有

PSD．95／Dlg／Z01(PDZ)xE域，可以与含有PDZ区域的蛋白相互作用【l引。E6蛋白能特

异性结合p53，促使p53快速降解，从而导致细胞周期失控，其效应等同p53突变，

24



这一过程依赖于细胞蛋白E6-AP。由于E6．AP具有泛素连接酶的活性，可使p53的

赖氨酸泛素化，诱导p53的降解，从而也使p53诱导下游靶基因p21，mdm2和bax

等的表达而发挥其抗增殖作用；E6与E6．AP的结合也可以抑制SRC家族激酶降解，

促进细胞有丝分裂；E6原癌蛋白是一种多功能蛋白，它可能通过激活端粒酶而使正

常细胞逃避衰老过程中的增殖限制而永生化【20J；E6可与干扰素调控因子．3(IRF．3)

结合，降低干扰素B(IFN．B)的表达，使病毒逃逸正常的免疫反应；E6亦可黏附到

肿瘤坏死因子(TNF)上，防止其诱导细胞凋亡；E6还可以与含有PDZ区域的底物

作用，诱导泛素介导的降解影响细胞增殖，细胞极性及细胞粘附，从而诱导HPV感

染细胞发生恶性转化。

E7蛋白是HPV的主要转化蛋白，是一个仅有98个氨基酸的低分子量酸性蛋白。

E7蛋白有三个保守区(conserved regions，CR)，-NH2端的CRl区，卜15氨基酸，

CR2区，16-37氨基酸，．COOH端的CR3区，38-98氨基酸(见图2．B)。CRl区

不直接与pRb结合，主要参与细胞转化和pRb的降解。CR2区含有一个LxCxE(22-26)

位点，是与pRb结合的核心序列；另外还含有一个酪蛋白激酶II的磷酸化位点

(CKII)，包含两个Ser残基，在HPVl6E7蛋白中被磷化，从而增强转化细胞的能

力。CR3区包括两个C．x。x．C位点，两个位点间相隔29／30个氨基酸。CR3区形成

的锌指与E7蛋白二聚体的形成有关，CR3区可以与pRb及其它宿主细胞蛋白结合，

也可以和金属

二：≥乏三=、厂
≯耪厂灏巡

圈3 lⅡ，1『的致癌机明m

结合【18’211。E7蛋白的CTL识别区主要集中在CR3区，E7的49---57位氨基酸表位能
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诱导肿瘤清除的细胞毒性T淋巴细胞反应， E7的72"--98位氨基酸可激活T细胞介

导的免疫应答。在正常宫颈细胞中，pRb以非磷酸化状态存在，并可以与E2F结合

从而抑制E2F的转录活性，而E7与pRb的亲和力远远超过pRb与E2F的亲和力。

HPV病毒感染宫颈细胞后，E7通过多种途径作用使E2F处于游离状态，恢复其转

录活性：如E7与pRb结合使E2F释放，通过泛素蛋白酶体通路直接诱导pRb降解，

与pRb家族的其他成员如p107，p130相互作用等，从而使G1期进入’S期所需的基

因得以转录，细胞周期调控失控，细胞发生永生化【l6J；此外，E7还可以激活细胞

周期调节蛋白A和E，解除p21，p27等细胞周期蛋白依赖性激酶抑制因子(CKIs)

对细胞增殖的抑制作用，同时改变了细胞受损时p53介导的细胞生长停滞状态【221。

在诱导细胞发生永生化的过程中，E6、E7除了其独立的作用途径外，还可以通

过协同作用提高细胞的转化效率。E 6、E7基因转化细胞主要有两条途径，一是E 6、

E7基因本身高度复制和转录，通过激活整合部位原癌基因而引发癌变；二是高倍表

达的E 6蛋白、E7蛋白分别与P53结合、pRB结合，激发细胞分裂增殖，加速细胞无

限制生长。

HPV 16的E5蛋白位于高尔基氏器膜和质膜上，是10kD的疏水蛋白质，由2

个功能域组成：一是氨基端疏水域，与E5蛋白在转化细胞膜或内膜上的插入位置有

关；另一是羧基端的亲水域，若将羧基端部分注射至休止细胞，能够诱导细胞DNA

合成【z引。E5基因能诱导c-fos基因的表达，c．10s是早期反应基因，形成转录因子A P．

1复合体，激活一系列细胞生长控制基因。E5蛋白可引起con．nexin 43的脱磷酸作

用，进而阻断细胞间交通，从而使宿主细胞对癌蛋白E6／E7的作用较未感染细胞的调

控信号更为易感，导致癌型24’2鲫。

高危型HPV感染后病毒DNA整合到宿主细胞基因组中，E 6、E7癌基因高表

达的癌蛋白联合E5癌蛋白促进细胞转化和永生【26】。E6、E7蛋白整合到宿主基因组

后依然保持完整，然而E5蛋白常存在丢失现象，与E6、E7相比明显低表达，表明

E5蛋白主要在HPV致癌的早期阶段促进瘤样增生，在肿瘤持续或侵袭阶段作用不

明显。E5蛋白能与上皮细胞生长因子受体(EGF．R)相结合，形成稳定的复合物，与

EGF共同作用抑制EGF．R的降解，进而刺激增强了VEGF的表达，而VEGF在宫颈癌

发生的早期起着非常重要的作用，表明E5在肿瘤早期血管形成中起了重要作用。

1992年Chan等通过PCR扩增HPV 16 E5 DNA， 结果发现，早期宫颈癌标本中阳

性率明显高于晚期宫颈癌标本中，使用PT-PCR检测结果显示，早期标本中E5

mRNA阳性率明显高于晚期标本中。从而印证了E5主要是在肿瘤形成的早期阶段

起作用。

二、HPV基因多态性与宫颈癌的关系
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大多数妇女一生中都会感染HPV，但70．80％呈自限性过程，约经过7．8个月可

自行清除，只有5％．10％为持续感染，部分持续感染HPV的患者经过要8．24个月潜

伏期发展为宫颈上皮内瘤变，其中部分宫颈上皮内瘤变患者又需要平均10．20年的

潜伏期发展为宫颈癌，也就是说最终只有不足1％的HPV感染患者最终发展为宫颈

癌[27郐洲。也就是说，宫颈癌的发生发展是一个多因素共同作用的结果【引。

1、高危型HPVl6的亚型

1985年，Seedorf通过对HPVl6型病毒全基因组进行测序发现，HPVl6病毒

存在许多突变位点【301。根据不同的突变位点，HPVl6能进一步细分为6个分支：欧

州型(E)、亚洲型(As)、亚美型(AA)、非洲l型(Aft)、非洲2型(Af2)、北美型(NA)。

流行病学研究结果表明，不同的HPVl6分支具有不同的致癌潜能，可能会导致不同

的I临床结局[31-33】。

熊光武等【34】研究结果显示，北京地区宫颈癌患者中As型和E型的分布占了绝

对的主导地位，可达100％。吴玉萍等【”】的研究结果显示：55例宫颈癌患者AS型

和E型共占94．55％(52／55)，另有3例Af型占5．45％(3／55)。由此我们认为，与

欧美地区HPVl6E型占主导地位不同，在中国As型是流行程度最广的一种分支，

其次是E型为欧洲型(E)。非欧洲型比欧洲型HPVl6具有更高的潜在致癌能力，该

观点已在墨西哥，意大利以及中国多次提出【33-36】。熊光武等【34】的研究表明按35岁分

组，年轻宫颈癌组中As型的分布频率(66．7％)要高于中老年宫颈癌组(47．4％)；相应地

E型的分布频率(33．3％)则要低于中老年宫颈癌组(52．7％)。吴玉萍等【35】的研究也表

明，感染HPVl6E型的宫颈癌患者中位年龄是50．54+10．91岁，而感染AS型患者的

中位年龄为42．984-10．43岁，·比感染E型的患者平均年轻8岁。。HPVl6AS亚型是

亚型地区最常见的分型，可能与宫颈癌患者年轻化有关。

2、HPV基因多态性与宫颈癌的关系

研究表明，HPV基因突变株可以改变病毒的致癌性和免疫源性，从而增强病毒

的病原性【37,3引，使感染HPVl6病毒的宫颈组织更易向CIN和宫颈癌进展。有研究显

示HPVl6德国标准株与病毒的清除及病灶的复原有关【391。HPV基因突变主要在于编

码区，可造成基因编码氨基酸的同义或非同义改变，其中非同义改变会导致HPV基

因编码蛋白构象及功能的变化。HPV病毒感染宿主细胞时为游离状态，随后病毒核

酸整合入宿主细胞，抗原提呈细胞摄取、加工、处理抗原并将抗原信息提呈给免

疫细胞，诱导人体的细胞免疫和体液免疫，细胞免疫可以清除体内已感染的HPV病

毒，体液免疫可以产生记忆细胞，再次感染时可迅速清除入侵的同样抗原。HPV突

变体的基因产物，可能改变HPV抗原决定簇区的性质，从而使病毒逃脱宿主的免疫

反应。突变株造成表达蛋白不同，从而引起癌蛋白的结构和功能改变，影响其与其

27
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它癌基因、抑癌基因间的相互作用，造成癌细胞永生化；影响宿主某些肿瘤相关基

因的转录，可以诱导细胞由G1期进入S期，使细胞周期的调控机制失控，造成细胞

无限增殖。文献显示，HPV突变株可以影n晌jHPV病毒组装、转录、致病能力，导致

细胞发生永生化，从而造成HPV的持续感染状态，导致宫颈癌前病变甚至浸润性宫

颈癌的发生[40．4l’4H习；HPV突变株还可能影响PCR的敏感性和特异性。研究表明，

含有HPVl6E6基因突变的突变株，‘尤其是含有Q14H、H78Y或者L83V突变位点者可

同时导致角质素5和lO的异常表达，从而阻止细胞分化、凋亡，促进细胞增殖，最终

导致细胞永生化，表明某些特定突变株与标准株相比具有更强的致癌能力【321。

目前国外关于HPV病毒基因突变的研究主要集中在HPVl6／18的E6、E7和LCR基因。

Yamada等Ⅲ1研究发现，宫颈癌组织中HPVl6基因突变具有地域性的特征，根据E6、

L1、LCR的突变情况将HPVl6突变型别分为欧州型(E)、亚洲型(As)、 亚美型(AA)、

非洲1型(Aft)、非洲2型(Af2)、 北美型心A)。已报道的发生频率最高的E6突变

为E350G(L83V)(L83V，即第83位氨基酸由缬氨酸变为亮氨酸)，在多个亚洲地区国

家宫颈癌组织中检出的另外一种常见HPVl6 E6基因突变为T178G(D25E)(D25E，即

第25位氨基酸由天冬氨酸变为谷氨酸)。E350G／T／L83V是热点中的热点，其在世界

各宫颈癌高发区的分布不同：在墨西哥为93．5％【加】，在北美洲为40％，在日本为

28％[32】，在东南亚仅为6％。英国和瑞典的研究发现，E6突变株E350G(L83V)可导致

HPV的持续感染，并介导宫颈病变由低级向高级转化有关【4‘7．48】；Londesborough等

研究显示该突变与CINl向CIN3的转化有关幽】；瑞典的研究发现，该突变与浸润性宫

颈癌的发生发展有关[49,50】，而意大利和捷克的研究却发现其与宫颈癌的发生发展无

明显相关性[51,52】。新疆地区的研究表明，该地区HPVl6E6的高频突变为T350G，占

53．6％，其次为标准株(39．6％)[53】。广东地区的高频突变是T178G【洲。四川地区E6基

因高频突变是T178G／D25E(30．1％)，其次为德国标准株(23％)，且发现了个别

未曾报道的基因突变，如G94A，C173T等【”】。

E7序列与E6相比相对保守，突变位点较少。最常见的E7突变为A647G

(N29S)[19挪】，而E7蛋白第21．29位氨基酸为抑癌蛋白pRb的结合区，N29S变异可

能会影响到二者的结合，阻碍了pRb介导的细胞凋亡，从而导致HPV的持续感染。

E6和E7其因存在E7 N29S和E6 L83V的协同突变，但是这种协同变异与宫颈癌发

生发展的关系尚未明确咿】。我国湖北、北京、大连地区的高频突变位点

G647AN29S[56-58】。关于A647G(N29S)与宫颈癌发生发展关系，尚存在争议。Song

等对157名韩国妇女的研究显示，A647G(N29S)的突变率随宫颈病变程度的加重而

升高，正常组织中A647G突变率为33．33％(3／9)，CIN3中为50％(3／6)，宫颈癌组

织中为70．37％(19／27)，提示其与宫颈癌的发生发展有关【59】。杨英捷等对北京及张

帆等对湖北省的研究也得出了相似的结论【60,61】。张帆等通过对湖北地区36例宫颈炎
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组织，40例宫颈上皮内瘤变组织，124例宫颈癌组织的研究发现：A647G突变在炎

症组为35％(7／20)，在CIN组为40．9％(9／22)，在癌症组为70％(21／30)，表明其

与宫颈癌的发生发展有关。而我国四川省以及日本和德国的研究结果则表明

A647G(N29S)在不同病变宫颈组织中的分布频率相似，与宫颈癌的发生发展无关
【62．63】

o

世界上关于E2突变株的研究相对较少，Sathish Nt65】等对印度56仞]HPVl6阳性宫

颈组织标本进行研究发现，印度E2基因的主要突变型别为A2983G、C3516A、

A3538C、T3566G、C3684A以及T3694A；法国115例和美国600例HPVl6阳性宫颈组

织标本【66,67】中E2的主要突变型别为C3410T，HI]P219S；苏格兰和德克萨斯州则为

A2938G、T3384C、C3410T、C3684A、T3205A以及T3575G。世界各地宫颈癌患者

中HPVl6 L1基因发生多位点变异，Pande等人研究了印度北部地区宫颈癌组织，发

现了13处变异，其中包括4处新变异。错义突变共有5处，突变频率最高的A6695Ct郁】。

国内研究发现新疆南部地区宫颈癌组织L1基因有多处突变位点，其中6240，6432，

6901．6902，6951．6953都是高频突变位点【691。LCR突变频率最高的位点是位于YYl

结合区域的G7521A[34,70】。有关HPVl6 E5基因多态性的研究较少，Eriksson等【67】研究

发现A3979C和A4042G点突变广泛存在于HPVl6 As型和E型中，而A3979C，A4042G

和A4077T是As亚型的典型突变。 ．

综上所述，HPVl6是导致宫颈癌发生的必要不充分条件，HPVl6存在多种突变

位点，不同HPVl6变异株具有不同的生物学活性和致癌潜能，而且变异株的致癌能

力具有地域性和种族性的特点。HPVl6突变位点与宫颈病变发生发展的关第，尚无

定论。
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