
山东青岛地区宫颈癌组织中HPVl6E6和E2基因突变分析

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HPVl6E6和

E2基因的突变情况，探讨山东青岛地区宫颈癌组织中HPVl6E6和E2基因的主要突变

型别及新型别。

材料与方法：

[1】收集山东青岛地区宫颈癌新鲜组织43例，石蜡包埋标本6l例，其中宫颈鳞

状上皮细胞癌95例，腺癌6例，腺鳞癌3例。[2】用蛋白酶K法，OMEGA试剂盒分别

提取新鲜组织，石蜡标本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的宫颈癌标本，然后用HPVl6型特异性引物筛选出

HPVl6[jt性标本[4]以HPVl615N性标本DNA为模板，扩增E6、E2X、E2Y基因全序列。

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

HPVl6E6和E2的突变位点。

结果：

[1】山东青岛地区宫颈癌组织中高危型HPV及HPVl6感染率分别为93．27％

(97／104)，69．23％(72／104)。【2]石蜡标本扩增效率不高，在104例宫颈癌组织中37

例E6，1 1例E2X，23例E2Y扩增并测序成功。成功测序的E6中有5例与标准株序列相

同，32例存在突变，其中25例突变型别为T178G或T178A(D25E)(67．57％)；E2中23

例均存在C3684A(T—IO，14例同时存在T3524C、C3684A(T．K)和C3787A(D．E)，8例

同时存在A2926G、C3159A(T-IQ、G3249A(R—Q)、T3384C(I—T)、C3410T(P-S)、

C3684A(T-K)以及C3787A(D—E)。

结论：

[1】山东青岛地区宫颈癌组织中HPVl6感染率与世界平均感染水平相近。[2】山

东青岛地区宫颈癌组织中HPVl6E2$1E6基因与德国标准株比较存在多处变异。
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Mutations of E6 and E2 oncogenes of human papillomavirus 16 in

women with cervical carcinoma in Qingdao

Abstract

objective

’

The intratypic sequence mutation ofHPV1 6 are known to differ in geogaphic

distribution．The aim of this study was to investigate the distribution of HPV1 6 E6 and E2

gene mutation in cervical cancer to identify the most prevalent and novel HPV1 6

mutations in Qingdao，Shandong．

Materials and Methods

[1】104 cervical CanCer cases consisted of 43 fresh tissues and 6 1 paraffinaceous

tissues were recruited，including 95 squamous caronoma，6 adencarcinoma and 3

adenosquamous carcinoma．[2】DNA samples were extracted from the cervical CanCer

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

specific primers for high—risk HPV，HPVl6 to identify the positive tissues．[4】DNA

samples extracted from the HPV1 6 positive tissues were amplified by the primers for E6
and E2．[5]Then the PCR fragments of HPVl6 E6 and E2 genes were purified，sequenced

and compared with the type stain．

Results

[1】The positive rate ofHPV and HPVl6 was 93．27％(97／104)and 69．23％(72／104)

respectively in Qingdao，Shandong．[2]Among 1 04 cervical CanCer tissues，37 E6、11 E2X

and 23 E2Ywere amplified and sequenced successfully，for the efficiency of amplification
low in paraffinaceous tissues．Prototype HPVl6 E6 Was found in 5 cases(13．51％)while

mutation was detected in 32 cases(86．49％)，among which the T178G or T178A(D25E)

mutation was found in 25 cases(67．57％)．The E2 sequence of 23 cases contained

C3684A(T—K)，that of 14 cases contained T3524C，C3684A(T—K)and C3787A(D—E)at

the same sample，and 8 cases contained A2926G，C3 1 59A(T-K)，G3249A(R—Q)，
T3384C(I—T)，C341 0T(P—S)，C3684A(T—K)and C3787A(D-E)meanwhile．

Conclusions

[1】The infection rate ofHPV is close to the level of the world in cervical CanCer in

Qingdao．【2]There are several HPV1 6 E6 and E2 gene mutations in cervical cancer tissue

of Qingdao women．
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引言

引言

宫颈癌(cervical cancer)是最常见的女性恶性肿瘤之一。在全球的女性恶性肿

瘤中，宫颈癌的发病率和病死率仅次于乳腺癌【lJ。全球每年新发病例493000万，死

亡病例高达274000万。我国每年宫颈癌的新发病例超过13万，占世界新发病例的

l／4．1／3，约2．3万名妇女死于宫颈癌，并且出现了年轻化趋势12J。1974年德国学者Zur

Hausen首先提出了人乳头瘤病毒(human papillomaviruse，HPV)感染是宫颈癌最主

要的发病因素【3】。后有学者用PCR技术，对来自22个国家和地区近10000例宫颈癌患

者进行研究发现，99．17％的宫颈癌组织样本中可检测到HPV DNA[41，说明HPV感染

与宫颈癌的发生关系密切。现认为，高危型HPV感染是引发宫颈癌发生发展的首要

且始动因素15】。

HPV属乳多空病毒科多瘤病毒亚科，是一组无包膜的嗜上皮组织的小双链环状

DNA病毒，含有近8000个碱基对，有9个开放读码框架(OI讧)，ORFs包含8个

早期转录区(Early region，E)E1、E2、E3、E4、E5、E6、E7、E8，2个晚期转录

区(Late region，L)L1、L2和一个长调控区(10ng control region，LCR)。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。在已发现的200多个HPV亚型

中，40余种与生殖系统疾病有关，20余种与宫颈肿瘤相关，其中以HPVl6、18与

宫颈癌的关系最为密切。E6、E7可分别与抑癌蛋白P53和pRb结合，诱导p53和

pRb降解，促进宫颈细胞增殖和细胞永生化。研究表明，在宫颈病变进展过程中，

通常伴有HPV基因组与细胞DNA的整合。这种整合通常发生在E2区，同时E2被

破坏或缺失，E6和E7失去了E2的抑制后表达上调，对宫颈细胞的增殖和永生化产

生持续刺激作用161。

大多数感染HPV的妇女，70．80％都依靠自身免疫力予以清除，只有不足1％继续

进展为宫颈癌【_71，预示着除了环境因素，免疫及遗传因素在宫颈病变进展过程中可

能也是不可或缺的【8】。大量流行病学数据显示基因突变株可通过改变病毒的致癌性

和免疫源性增强病毒的病原性【9,10】，从而使感染特定型别HPVl6的病变更易进展为宫

颈癌。德国标准株则与病毒的清除及病灶的复原有关【l¨。Yamada等【l2J研究发现，

宫颈癌组织中HPVl6基因主要突变型别存在地域差异，并将HPVl6突变型别分为欧

洲株，非洲株l，非洲株2，北美株，亚美株，亚洲株等六大类，在欧洲地区主要突

变为E350G／T(L83V，即第83位氨基酸由缬氨酸变为亮氨酸)，亚洲主要为

T178G(D25E，即第25位氨基酸由天冬氨酸变为谷氨酸)。世界各地区同种突变株的

分布也不同，不同地区中同一基因突变型别与宫颈病变关系亦有明显差异。在墨西
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哥HPVl6 E6基因L83V突变株在浸润性宫颈癌中占93．5％t13】，在日本为28％t14】，在东

南亚仅为6％。在英国和瑞典，E6突变株E350G(L83V)与HPV的持续感染和宫颈病变

由低级向高级转化有关【15,16]，但Londesborough等报道HPVl6 E6 L83V与宫颈上皮

内瘤样病变1级向3级的转化有关f17】；在瑞典，L83V与浸润性宫颈癌有关∞191，而

在意大利和捷克却主要与宫颈早期坏死有关，与浸润性宫颈癌无明显相关性【20’211。

本研究旨在通过分析山东青岛地区宫颈组织中HPVl6E6和E2基因突变情况，探

讨其与该地区宫颈癌的关系。

．2一



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)高速低温台式离心机

(5)电子天平

(7)可调式微量移液器

(8)紫外分光光度仪

(9)微波炉

1．1．2主要试剂+

(1)蛋白酶K

(2)Tris饱和酚

(3)氯仿

(4)--甲苯

(5)无水乙醇

(6)PBS

(7)琼脂糖

(8)PCR试剂盒

(9)PCR引物

(10)Maker

第1章材料和方法
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1．1．3宫颈癌新鲜组织，石蜡标本

收集宫颈癌43例新鲜组织，6l例石蜡包埋标本为实验对象，其中新鲜组织来

源于青岛大学医学院附属医院2007年7月一2009年7月间收治并临床病理诊断为

宫颈癌的手术组织，所有组织经手术切除后尽快保存于．70。C冰箱，石蜡标本来源于

2007年5月一2008年12月莱西市人民医院病理科归档的宫颈癌标本，患者均为山

东青岛人，年龄在26_82岁之间，中位年龄为46．7岁。其中宫颈鳞状上皮细胞癌

95例，腺癌6例，腺鳞癌3例。所有标本均未进行过放化疗。

1．1．4阳性对照细胞

宫颈癌Siha细胞株(含有HPVl6基因组的细胞)两瓶。

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×HMWbuffer

表1．1 1xHMWbuffer制各方案

1．2．1．1．2制备4ml裂解液
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材料和方法

1×HMWbuffer 3．94ml

蛋白酶K

lO％SDS

201．tl

401al

1．2．1．2 DNA的提取

[1】将新鲜组织用PBS液冲洗2～3次，无菌眼科剪剪切组织至约Imm3大小，将剪

碎的组织移入15 ml离心管。如为细胞(本实验选用Siha细胞)，将细胞培养瓶中的细

胞用胰酶消化后移入15ml离心管离心，弃液体，加冰冷的D．Hanks液(2—4m1)，洗涤

3次，1500rpm离一5,5min，弃上清，留沉淀。

【21力1：14ml裂解缓冲液，吹打混匀，55。C2h或37℃／42℃过夜(摇床震荡)。

【3】加等体积饱和酚抽提，颠倒混匀20min，3000rpmxl5min离心。

【4】上层水相入15ml新离心管，加入等体积饱和酚，氯仿(1：1)混合液，颠倒

混匀20min，3000rpmx 1 5min离心。

【5】上层水相入15ml新离心管，]JIJ)k2．5倍体积。20"(2无水乙醇，颠倒混匀，．20

℃过夜(若有絮状沉淀，可将絮状沉淀直接挑入加有-20。C70％7,醇的lml高压灭菌

EP管中)。

【6】次日3000rpmxlomin离心，将絮状沉淀挑入加有一20。C70％7,醇的lmlEP管中

-20℃保存。

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

保存于4℃。

1．2．2石蜡标本DNA的提取

1．2．2．1准备工作

1．2．2．1．1 HiBind DNA结合柱的平衡

【1】取一个新HiBind DNA结合柱装在收集管中，吸取200肛1的Buffer GPS平衡缓冲

液至柱子中；

【2】室温放置3-5mira

[3】室温下1 2000rpm离，5,2mira

5



【1]OB蛋白酶保存于22．25"C，用1．5m110mM．pH8Tfis．HCI稀释后保存于一20*(2。

【2】用96．100％的无水乙醇稀释DNA Wash Buffer。

【3】用前Buffer BL中可能有沉淀，需37℃加热小瓶使沉淀溶解。

【4】用前除Elution Buffer，其它试剂均需平衡至室温。

1．2．2．2标本DNA的提取

[1】用手术刀切除组织块上多余的石蜡，切片5—10岬厚，面积不超过250咖n2，
如组织表面已暴露于空气中，弃掉ijif2．3张切片。

【2】将切片迅速放入1．5mlEP管中，每个EP管中放入的切片数不超过8张，并加入

lml--甲苯，关盖剧烈震荡10s。

【3】室温10000rpm离一5,2min，小心吸去上清，勿触动沉淀。

【4】沉淀上加入lml无水乙醇，以去除样品上残留的二甲苯。

【5】室温10000rpm离一1二,2min，小心吸去上清，尽量去净，勿触动沉淀。

【6】开盖，37"(2放置15min，或直至残留乙醇全部挥发。

[7】加入200plBu舵r TL，90"(2孵育10min。

【8】室温放置5min使样品冷却。

[9]jJH入20pIOB蛋白酶，震荡混匀，然后55。C孵育3min或过夜。

【IOIJJH入2001xlBuffer BL，震荡混匀。

【11]力n入250)al无水乙醇，充分震荡混匀。

【12]将EP管中所有样品包括沉淀全部移入已平衡好的HiBind DNA结合柱内，小

心勿湿套管的边缘，室温10000rpm离-I',,1min，弃掉含液体的收集管。(如裂解液未

完全滤下。调高转速再次离心直至HiBind DNA结合柱内无液体。)
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材料和方法

【13】将HiBind DNA结合柱置于新的2ml收集管，加入5009lBuffer HB，室温

10000rpm离一Imin，弃掉含液体的收集管。

【14]重复上述步骤。

【15】将HiBind DNA结合柱置于新的2ml收集管，加入5009l乙醇稀释好的DNA

Wash Buffer，室"温a10000rpm离一心lmin，弃掉含液体的收集管。

【16]重复上述步骤。 ，

【1 71室温全速离一&2min，使HiBind DNA结合柱完全干燥。(此步对其后DNA的溶

解至关重要。)

【18】将HiBind DNA结合柱置于无菌1．5mlEP管中，力n)k20．1009170。C预热好的

Elution Buffer，室温静置3min。

【19】室温10000rpm离一心lmin，离心液4。C贮存备用。

【20]重复步骤【18】，【19】。

1．2．3聚合酶链式反应(PCR)

1．2．3．1引物设计及合成

参考文献并经BLAST分析证明与人类其它基因编码序列无同源性，即对HPV

目的基因具有特异性，由上海生工生物工程技术服务有限公司负责合成所需引物。

引物序列和PCR产物大小见表1．2。

表1．2各基因的引物序列及扩增长度

1．2．3．2 PCR25pl反应体系

7



1．2．3．3反应条件

按照上述顺序依次向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209l覆盖，瞬时离心后，置入PCR扩增仪中按表2中所示反应条件进行

扩增。每次PCR反应均用Siha细胞株DNA做阳性对照，259l双蒸水做阴性对照。

个基因扩增条件见表1．3。

表1．3 PCR扩增毒阱

1．2．4实验步骤

13-globin主要用于检测石蜡标本提取产物中DNA的质量。以提取的DNA为模

8



材料和方法

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E6和E2全序列PCR

扩增。

1．2．5扩增产物电泳分析

1．2．5．1 0．5XTBE缓冲液的制备

硼酸

EDTA

野s碱

双蒸水

6．8759

0．939

13．59

2500ml

1．2．5．25．2制备1．6％琼脂糖凝胶

[1】电子天平称取0．329琼脂糖，移入小烧瓶，量筒量取20m10．5×TBE缓冲液，

混匀，遮蔽瓶口。

【2】微波炉内加热至琼脂糖完全溶解，一般液体沸腾时即可溶解。

【3】将小烧瓶置于室温，待温度降至50—60。C时加入l gLEB，混匀。
一

【4】倒入11孔模型中(制取的胶的厚度以3-5mm为宜)，30min后自然凝固。

[5】拔出模型梳，将胶密封保存于4。C，备用，可保存1—2周。

1．2．5．3电泳分析

于Ep管石蜡油液面下取扩增产物59l，加入10x或6×上样缓冲液O．59l混匀后，

加样至被0．5×TBE缓冲液没过lmm的胶孔内，注意不要将样溢出，防止标本间交

叉污染，100V恒压电泳40min或电泳上样缓冲液至胶的1／2或2／3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。

1．2．6核酸序列测序及分析

对电泳条带清晰者，取509l PCR产物纯化，后进行测序，以获得可靠的序列信

息，纯化和测序服务由南京金思特有限公司提供，测序结果用DNAStar软件进行比

对分析。
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结果

以HPVl6阳性标本DNA为模板，利用跨E6完整阅读框扩增E6基因，分段扩增E2

全序列，E6、E2X、E2Y阳性结果分别在503bp、660bp和425bp处观察到扩增条带。

(图2．3、2．4、2．5)。

2000br

IOOObp

750bp

500bp

250bp

lOObp

j03bp

图2．3 HPVl6E6全序列的扩增结果

M为Marker,1,2，3,4，5为HPVl6E6扩增阳性标本，6为阳性对照，7为阴性对照。。

2000bz

1000b u

750bl

500bp

250bp

lOObp

M 1 2 3 4 5 6 7 8

懈dObp

图2．4 E2XPCR结果
M为Marker,1，，3，4，5，6为HPVl6E2X扩增阳性标本，2为末阴性标本，7为阳性对照，8为阴性对照。

2000bp

1000bp

750bp

500bp

250bp

lOObp

M 1 2 3 4 5 6 7 8

425bp

图2．5 E2YPCR结果
M为Marker，3，4为E2Y扩增阳性标本，1，2为弱刚性标本，测序町能失败，7为阳性对照，8为阴性对照。。
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31例HPVl61jH性新鲜组织中扩增出E6基因31例，E2X为15例，E2Y为25例，42

例石蜡标本中扩增出E69例，E2Y为1例，余均未扩出E6相应条带。

2．3基因测序结果

2．3．1 HPVl6 E6的测序结果

对于扩增出的E6全序列，31例新鲜组织中，30例成功测序，1例因条带太弱

或有杂带测序失败，9例石蜡标本中，7例测序成功，2例因上述原因测序失败。测

序后典型突变位点及峰图见图2．6．2．10。

图2．6标准株178位碱基的峰图 图2．7 T17$A的峰图

图2．8 T178G的峰图

12



图2．9 T350T的峰图

2．3．2 HPVl6 E2的测序结果

图2．10 T350G的峰图

15例E2X中有1l例测序成功，对扩增出的E2Y全序列，25例新鲜组织中22

例测序成功，1例石蜡标本测序成功，余均因上述原因测序失败。

图2．11 A2926G的峰图

13

图2．12 C3159A的峰图
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；▲A G G AAT▲C 1 A AC^T▲

图2．13 G3249A的峰图

G C C▲^C C A c-C CG C C G C C-

图2．15 C3410T的峰图
C A T T G T矗l A T T G T A

图2．17 C3684A的峰图

14

7 C C T G A A A-T A T TA G G

图2．14 T3384C的峰图

．c T A A G T T G-T GC▲CA G·

图2．16 T3524C的峰图

3C A A C G T G A-CA A T T T：

图2．18 C3787A的峰图



结果

2．4测序结果分析

塞兰：!丛里Y!鱼堡垒塑墼的塞奎鱼盛
E6 E2 例数
nt53-533 nt28 11．3873

氨 Q D N H L E R T R Q E l P E T T N D

基 I l I I I l I l l l I I I

酸 L E S Y V D K K Q H K T S K K S T E

9 l l l 2 2 3 3 4 4 4 5 5 2 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3
— 9 1 2 2 2 3 3 4 4 5 5 6 6 7 7

3 6 7 4 7 3 5 4 4 8 2 3 2 5 4 6 7 8 8 1 4 0 2 8 9 2 8

4 l 2 8 l 6 5 0 0 2 7 5 3 6 9 9 5 4 0 4 0 9 1 4 4 3 9 7 37

标准株G A A T T A C T G A A G A A C G G T G T c G A T C C A c

5⋯G一⋯⋯一一 c A一一A

6 一一一G一 一一一一一 一一一· g A A一一 一C T一一

7 一c—G一 一一一一一 一一一 g A A一一 一c T一一 c A一一A
8 一～一G一 一一一一一 一一一 g A A—g —c T— c A一一A

9 一一一G一 一一一 一 g一一
lO 一一一G一 一一一一一 g一一 一 c A一一A
11 一一一G一 一一一一一 一一一 一 c A G—A

12 ^一一A一 ⋯⋯一一 一A一一A

13 a一一A一⋯⋯一一 一一A一一A
14 。一一A一 一一一一一 一一一 g一一一一一一T一一 c A一一A15-一一A一⋯⋯一一 一一A⋯
16 一一一A一 一一一一一 一一一 一 一A一一一

17 一一一一g 一一一一一 一一一 g一一一一一一T一一 一A一一一
18 一一一一一 一T一一C 一一一 一 一A一一一

19————————————G————————————

20——————————————G——————————

2l 一一T—g 一一一一一 一～一

22————————————————————————————A——————

23～一一一一一 一一一一一 一A T 一 一A—c一
24——————————————————————————

25——————G——————————————————

小写’≯母表示同义突变，人写字母表示非同义突变，‘．’表示与标准株序列相同，缺失者表／J÷碱基缺失或扩增

阴性．氨基酸一行，“I”代表突变位点致氨基酸IJ义突变，“I”缺失表示此突变位点所表达的氨基酸亦缺失。

在37例测序成功的E6全序列中，E6发现13个突变位点，lO种突变型别，其

中T178G 21例，T178A 4例，它们编码的E6蛋白第83位氨基酸均由天冬氨酸变

为谷氨酸，此种型别约占67．57％，为主要感染型别。5例与标准株序列相同，约占

13．51％，欧美地区的主要突变型别T350G(L83V)仅有1例．占2．7％，余为其它突

变型(见表2．1)，各1例，约占16．21％。E2发现15个突变位点，其中E2X中有5

种突变型别，E2Y中有5种突变型别，总的来说，在E2全序列中有7种突变型别。

14例同时存在T3524C、C3684A(T．K)和C3787A(D．E)变异，8例同时存在A2926G、

C3159A(T—K)、G3249A(R-Q)、T3384C(I-T)、C3410T(P—S)、 C3684A(T．K)以及

C3787A(D．E)变异。
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讨论

第3章讨论

世界范围内宫颈癌的发病率、危险率仅次于乳腺癌，严重威胁女性健康。自1974

年Zur Hausen发现HPV感染是宫颈癌的主要致病因素后，HPV成为世界研究热点。

Jan．M．Walboomers的名言是“几乎所有的宫颈癌病理样本中均能找到HPV，从而印

证了HPV是宫颈癌的主要原因，也使宫颈癌成为目前人类所有癌症病变中唯一病因明

确的癌症"。没有HPV感染，就不会发生宫颈癌。

3．1高危型珊V，HPVl 6的感染情况

在已发现的200余种HPV中，根据与宫颈肿瘤的关系将HPV分为低危型

(Low．oncogenic risk，LR，如HPV6、ll、40、42、43、“、53、54、57等)和高危型

(High-oncogenic risk，HR，女[1HPVl6、18、26、31、33、45、51、52、55、56、58等)。

国际宫颈癌生物学研究(IBSCC)机构曾报道宫颈癌组织中HPV-DNA的检出率超过

93％，更有研究显示99．7％的宫颈癌标本中可以检测到HPV-DNA【2¨。2005年国际癌

症研究协会(IARC)对已发表的85份研究中的10058例子宫颈癌病例进行分析，发

现超过2／3的宫颈癌病例与HPVl6型(51．0％)或HPVl8型(16．2％)感染有判28】，证

实THPVl6型为宫颈癌的主要感染型别，且很少产生地域差异f29删。即世界高危型

HPV与HPVl6平均感染率分别为90％以上，50％。而有数据显示亚洲高危型HPV及

HPVl6的平均感染率分别为85．9％，52．4％，其中中国／香港／台湾HPV平均感染率最低，

为82．5％，HPVl6感染率相对较高，为58％左右【311。我国吴玉萍，吴恩奇等分别对广

3+1300例，四川I 190例宫颈癌标本进行研究发现高危型HPV及HPVl6感染率分别为

91．3％／68．7％，93．2％／73．7％。浙江，延边等地的也均有较高感染率，与世界平均水

平基本持平，且证实了我国妇女宫颈癌组织中的主要感染型别亦为HPVl6。本研究

结果显示，高危型HPV感染率为93．27％(97／104)，HPVl6感染率为69．23％(72／104)，

产生80％与90％差异的原因可能与PCR敏感性不同，造成结果假阳性或假阴性有关。

所以本实验采用MY09／MYll通用引物和HPVl6特异性引物双重扩增以尽可能准确

地检出HPVl6阳性标本。总的来说，本实验结果基本符合世界平均感染水平，并提

示HPV尤其是HPVl6在山东青岛地区宫颈癌组织中有较高的检出率。

3．2 HPVE6，E2基因的结构和功能

HPV基因组主要包括6个早期转录基因(E)，两个晚期转录基因(L)和一个

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

重要作用。E6在HPV感染细胞的过程中，是最先表达的蛋白，存在于细胞膜上和细

胞核中，其开放读码可以编码150个氨基酸左右的小蛋白，分子量为16．18KD。E6

蛋白含有四个C⋯X X C(色氨酸一X—X一色氨酸)的锌指结构，与细胞的恶性转化，转录
17
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激活，蛋白问的相互作用等关系密切。在粘膜高危型HPV中，E6的一COOH端含有

PSD．95／Dlg／Z01(PDZ)区域，可以与含有PDZ区域的蛋白相互作用132。。E6可通过

E6相关蛋白(the E6 associated protein，E6一AP)与抑癌蛋白p53结合，形成稳定的三元

复合物，使p53发生构象改变；同时由于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进入泛素蛋白酶体通路而降解。P53被降解后，使其下

游靶基因p21，mdm2和bax等的抗增殖作用丧失，积累了损伤DNA的细胞越过G1

／S检验点，促进细胞从G1期进入S期，细胞周期调控失控，阻止细胞凋亡，促进

细胞增殖；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可激活端粒酶，阻止细胞衰老、凋亡【33】；E6可与干扰素调控因子．3(IRF．3)结

合，降低干扰素13(IFN．B)的表达，使病毒逃避宿主免疫；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癌基因编码大小约100个氨基酸的低分子量蛋白。E7蛋白有三个

保守区(conserved regions，CR)，-NH2端的CRl区，CI也区，一COOH端的CR3区

(见图2．B)。CRl区参与细胞转化和pRb的降解，却不直接与pRb结合。CR2区

含有一保守的能与pRb结合的核心序列——LxC)【E和一个酪蛋白激酶II的磷酸化位

点(CKⅡ)。CR3区包括两个C⋯X X C基序，两个基序间由29／30个氨基酸相间隔。
CR3区可以与pRb及其它宿主细胞蛋白结合，也可以和金属结合，并且与E7蛋白

二聚体的形成有判32娜J。在正常细胞中，pRb以非磷酸化状态与E2F结合，抑制E2F

的转录活性。而E7与pRb的亲和力较pRb与E2F的亲和力强，HPV感染细胞后，

E7与E2F竞争结合pRb，使E2F处于游离状态，恢复其转录活性，促进细胞由G1

期进入S期，细胞周期调控失控，细胞发生永生化；E7也可通过泛素蛋白酶体通路

直接诱导pRb降解，使E2F发挥其转录活性【3列；E7还可与pRb家族的其他成员如

p107，p130相互作用，使E2F游离；此外，E7可以激活细胞周期调节蛋白A和E，

解除细胞周期蛋白依赖性激酶抑制因子(CKIs)如p21，p27对细胞增殖的抑制作用，

同时解除了在细胞受损时p53介导的细胞生长停滞状态【l引。在诱导细胞发生永生化

的过程中，E6、E7不仅有其独立的作用途径，他们可相互协同，提高细胞的转化效

率。CKI INK4A可抑制E6的作用，而E7可通过激活细胞周期调节蛋白A和E解

除CKI INK4A对E6的作用。相反地，E7的高表达可诱导细胞发生凋亡，而E6又

可抑制此过程口引。E2蛋白由三个功能区域组成，包括N端一可与HPVEl解螺旋酶

及复制有关区域相互作用激活细胞转录；C端一DNA结合区，并有二聚作用；铰链

区。E2蛋白是一种凋亡前体蛋白，可通过抑制病毒癌蛋白的复制和诱导凋亡而表现

出较强的细胞增殖抑制作用。E2蛋白可与E6、E7的启动子相邻基序-LCR的重复

序列ACCN6GGT结合，通过抑制基因启动子如HPVl6，18的p97和p105的转录

18
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功能等多条途径调节E6和E7的表达瞄瑚3。E2功能受损，可致E6和E7持续表达，

从而对宫颈细胞增殖和细胞永生化产生持续刺激，影响宫颈病变的严重程度，是宫

颈癌组织中主要基因改变之一。

3．3 HPVl6E6、E2的突变情况

HPVl6各基因都存在型内变异，可存在于编码区也可存在于非编码区，可造成

基因产物氨基酸的同义或非同义改变。氨基酸的非同义改变可能会引起HPV基因编

码蛋白的构象及功能发生变化。HPV在人体内可通过抗原提呈细胞将病毒抗原提呈

给免疫细胞，诱发人体的细胞免疫和体液免疫，前者可清除体内易感染的HPV，后

者则可防止同型HPV的二次感染。HPV突变体的基因产物有可能改变HPV抗原决定

簇区的性质而使病毒逃脱宿主免疫反应。突变株表达各种蛋白可以诱导细胞由Gl期

进入S期，使细胞周期调控机制失控，造成细胞增殖。有研究表明，HPV突变株可造

成HPV的持续感染，介导癌前病变向宫颈癌的转变∞t3刀：HPV突变株可能影响病毒的

组装、转录，致病能力，对p53的降解能力及促进细胞发生永生化的能力口叫11：HPV

突变株还可能影响PCR的敏感性和特异性。Zehbe i[42】等的最新研究显示，感染

HPVl6E6突变株细胞和感染德国标准株(Seedorf等H33于1985年首先在德国一妇女宫

颈癌组织中测序所得的标准序列)细胞相比，突变株尤其是Q14H／H78Y／L83V亚美

株可同时导致角质素5和10的异常表达，从而阻止细胞分化、凋亡，促进细胞增殖。

说明某些特定突变株具有较强的致癌能力。世界上研究热点主要集中在HPVl6或

18E6、E7、LCR。研究显示，不同国家不同地区宫颈癌组织中HPV突变株的型别各

不相同Ilz，3刀；欧美地区主要以T350G，且,I]L83V(亮氨酸变为缬氨酸)为主，东亚地

区主要以T178G，即D25E(天冬氨酸变为谷氨酸)为主，其中在日本第二主要突变

型别为T350G／L83V[州。我国的研究主要集中在HPVl6 E6和E7基因。9l例新疆维吾

尔族妇女宫颈癌患者主要以T350G，即L83V突变为主，占53．6％，其次为标准株

(39．6％)，D25E(4．25％)位居第三H钉。广东地区的热点突变在ntl78，即D25EH61。张爱

东等H钉对四川省158例宫颈癌患者进行研究发现，E6基因型别主要以欧洲标准株(23

％)和东亚株T178G／D25E(30．1％)为主，且发现了一些未曾报道的基因突变，如

G94A，C173T，A203G，C240G，A464G和T51 1C。本研究显示，山东青岛地区E6突变

主要以T178G或T178A，BPD25E为主，约占67．57％(25／37)，其次为欧洲标准株，占

13．5l％(5／37)，欧洲株T350G／L83V仅占2．7％(1／37)。

研究发现，在HPV亚临床感染，宫颈低级和高级病变中HPV基因组均以游离，

整合两种形式存在，但在宫颈低级病变中基因组整合的几率小，在高级病变及宫颈

癌组织中这种整合现象似乎更为明显，推测HPV基因与宿主基因发生整合，是宫颈

病变由低级向高级转变的关键环节H8删。基因在整合过程中可通过多种机制造成E2
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基因的损伤哺3矧。正常的E2基因可调节E6、E7的转录活性；E2的破坏或缺失则致E6、

E7基因的表达上调，促进细胞发生永生化，宫颈病变由低级向高级转变。本研究E2

的扩增效率(23／104)明显低于E6的扩增效率(37／104)，考虑与E2的破坏有关。E2

基因三个功能区均存在突变，且E2基因开放读码区的突变，亦可改变E2蛋白的结构

和功能，更易上调癌基因的表达。Sathish N晦朝等对印度56例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T3_694A；法国115例和美国600例HPVl6阳性宫颈组织标本嘲’

刚中E2的主要突变型别为C3410T，艮PP219S；苏格兰和德克萨斯州则为A2938G、

T3384C、C3410T、C3684A、T3205A以及T3575G。我国还没有关于E2突变型别的

报导。本研究表明，山东青岛地区HPVl6 E2基因突变主要以A2926G，T3524C的同

义突变和C3159A(T．K)、G3249A(R-Q)、T3384C(I．T)、C3410T(P．S)、C3684A(T．K)、

C3787A(D．E)的非同义突变为主。其中A2926G从未报道过，但由于其为同义突变，

对基因产物的功能无影响，所以意义不大。

3．4 HPVE6、E2的相关性

已有研究结果显示，HPV基因组中一种基因的突变往往与其他基因突变相关联，

也就是说，突变株基因组中各基因突变型别的重组表现出相对稳定，非多样化状态

[12,聃-6fl。Swan等畸21研究发现，E2突变与E6／E7突变存在相关性，通过E6基因突变尤其

是ntl09—350突变的检测可预澳1]E2的突变类型，同时预示着鉴别HPVl6突变型别不需

扩增出HPVl6的全序列。本研究结果显示，E6的T178G突变通常与E2的A2926G、

T3524C、C3159A、G3249A、T3384C、C3410T、C3684A、C3787A突变同时存在，

T178A通常与C3684A同时存在，也预示着E6和E2基因间可能存在相关性。我们将在

今后的实验中收集大量样本来验证上述观点。

山东青岛地区有其独特的突变型别分布，其分布规律可能与该地区宫颈癌的发

生发展存在关系。我们正在进行大样本宫颈癌与正常组织及癌前病变的对照研究，

对HPVl6E7、LCR、E5等其他基因做分析，以确定E6基因与其他基因的相关性，为

HPV基因变异与宫颈癌的关系提供更完善的理论依据。
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结论

结论

l、山东青岛地区宫颈癌组织中高危型HPV及HPVl6均有较高的检出率，接近世

界水平。

2、山东青岛地区宫颈癌组织中HPVl6E6和E2与德国标准株相比存在多处变异。

E6的主要突变型别为T178G或T178A(D25E)；E2的主要突变型别为A2926G，T3524C

的同义突变和C3159A(T—K)、G3249A(R．Q)、T3384C(I．T)、C3410T(P．S)、

C3684A(T．K)、C3787A(D．E)的非同义突变，其中A2926G目前为青岛特有。
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综述

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

致病因素，尤其是HPVl6，18，癌蛋白E6、E7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，导致宫颈癌的发生。但近年

研究提出HPV感染是导致宫颈癌的必要但非充分条件，病毒及宿主自身免疫遗传因

素在宫颈癌的发生发展过程中也起着关键作用。目前对于HPV各基因、人类白细胞

抗原(HLA)、p53，Rb基因多态性与宫颈癌相关性的研究成为医学多学科研究的热

点之一。现对HPV各基因及HLA，p53，pRb基因多态性在宫颈癌发生机制中的最新

研究进展给予综述。

【关键词】宫颈肿瘤；人乳头状瘤病毒；p53；pRb；HLA；多态性；

【中图分类号】R737．33 【文献标识码】A

宫颈癌(Cancer of cervix，CC)是女性生殖系统肿瘤中最常见的恶性肿瘤，其

发病率有逐年上升及年轻化趋势【l训。因此，宫颈癌的病因和发病机制的研究受到国

内外学者的高度重视。研究表明，人乳头状瘤病毒(human papillomavirus，HPV)

感染尤其是高危型HPV感染是宫颈癌的明确致病因素，但在感染HPV的妇女中，

大多数可在8个月左右通过自身免疫将病毒清除掉，只有一小部分持续HPV感染者

才最终发展为高级别的宫颈上皮内瘤变(cervical intraepithelial neoplasm，CIN)及

宫颈癌，且需要大约8．12年的潜伏期。这表明除了社会经济状况，性行为，性伴性

行为，避孕方式，吸烟，营养状况，分娩史，HPV感染等，还存在其他一些危险因

素影响宫颈病变的发生发展。也就是说，HPV感染是宫颈癌发生发展的必要但非充

分因素【5】。近年来研究发现，病毒和宿主基因变异在宫颈癌的发生发展中也起关键

作用。本文就HPV各基因及HLA，p53，pRb基因多态性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zurHausen首次提出HPV感染与宫颈癌的发生发展有密切关系【6J。

Jan．M．Walboomers的名言是“几乎所有的宫颈癌病理样本中均能找到HPV，从而印

证了HPV是宫颈癌的主要原因，也使宫颈癌成为目前人类所有癌症病变中唯一病因

明确的癌症”。是否有HPV感染，或HPV能否被清除是子宫颈癌能否发生的关键。

从一定意义上说，杜绝及根除了HPV感染就可以消灭宫颈癌。

1、}玎?V的分型
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由于HPV不能在体外培养，HPV的分类与其它病毒不同，不是基于血清学，

而是根据通过DNA测序后与已知HPVDNA的同源性确定不同型别的。根据乳头瘤

状病毒命名委员会规定，与己知的核苷酸序列相比，E6，E7和L1开放读码序列相

差超过1 096者归为新的HPV型别，相差在296—10％问者归为亚型，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【。7，8】，到目前为止，已发现200种以上

不同HPV型别，40余种可以感染生殖道粘膜。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，如HPV6、1l、40、42、43、44、53、

54、57等)和高危型(High．oncogenic risk，HR，如HPVl6、18、26、31、33、45、51、

52、55、56、58等)。其中HPVl6、18与宫颈癌关系最密切。Bosch掣9】对22个国

家32所医院的1035例宫颈癌，用PCR技术进行的HPV检测，结果发现，92．9％的

宫颈癌HPVDNA阳性，且半数以上为HPVl6感染，其次为HPVl8等。不同HPV

型别与宫颈癌的组织学分型及临床分期有关，宫颈鳞状细胞癌中以HPVl6型常见，

宫颈腺癌中则以HPVl8常见㈣；HPVl6单独感染或HPVl6和HPVl8混合感染引

起的病变，临床分期较低，HPVl8单独感染引起的病变临床分期较高，预后较差【111。

2、HPV的结构与功能

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

一组无包膜小环状双链结构的DNA病毒，具有嗜表上皮细胞的特性，直径约

45．55nm，衣壳呈二十面体立体对称，含有72个壳微粒，7800．7900个碱基对，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)，3个功能

区即约5kbp的早期转录区(early region，E)、3kbp的晚期转录区(1ate regiort,L)和一

长约lkb的长控制区(10ng control region，LCR)。

E 2

图1 ItPV的结构㈣
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早期转录区主要对染色体外的DNA复制进行调控，包括El、E2、E3、E4、

E5、E6、E7、E8(见图1)。E1蛋白是HPV DNA复制的重要调节因子，维持病毒DNA

的闭合、环状结构，具有ATP酶和3’一5’解旋酶活性，能够识别HPV的复制起始点，

在病毒复制起始、延长过程中起关键作用。E2蛋白是一种凋亡前体蛋白，可通过抑

制病毒癌蛋白的复制和诱导凋亡而表现出较强的细胞增殖抑制作用。E2蛋白还是

DNA结合蛋白，可通过抑制基因启动子如HPVl6，18的p97和p105的转录功能

等多条途径调节E6和E7的表达。在病毒整合入宿主基因组过程中，E2是环状结

构打开的部位，并常伴有E2的破坏或缺失。E2功能受损，可致E6和E7持续表达。

E3仅存在于HPV5的变异体。E4蛋白参与病毒装配，并具有破坏宿主细胞骨架的

作用。E5蛋白是细胞膜或内膜整合蛋白，可与表皮生长因子，血小板源性生长因子

D，集落刺激因子受体结合促进细胞生长，还可抑制细胞凋亡【l 3'14】，下调HLA．I类

分子。在基因整合过程中，E5完全丢失，因此其主要在HPV感染细胞早期的繁殖、

扩张中与E6、E7一起发挥作用。E6和E7在宫颈癌的发生发展过程中的作用至关

重要(详见下述)。E8仅存在于HPVla和HPV5的变异体。晚期转录区包括L1和

L2，它们分别是病毒的衣壳蛋白和次要衣壳蛋白，其中L1相对保守，具有强免疫

原性，较多用于HPV预防性疫苗的研究。LCR可以与转录因子相互作用，调节E

区和L区基因的转录。

3、E6、E7的致癌机制

E6在HPV感染细胞的过程中，是最先表达的蛋白，存在于细胞膜上和细胞核

(A) TI倍naCormation

lmmortaiizalmn Transfotrn碰orl

1

(B) Transformation Protein climetizalion

pRb．蜥ang&deg阳datIon Ttartsforrnabon

f

I l—■●—■■■■l
!!an蜘matlon Phosphorylabon
PKD-clegraclatJon g协

图2 E6和E7蛋白的结构“司

中，其开放读码可以编码150个氨基酸左右的小蛋白，分子量为16．18KD。E6蛋白
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含有四个C⋯X X C(色氨酸．X．X-色氨酸)的锌指结构(见图2-A)，与细胞的恶性转化，
转录激活，蛋白间的相互作用等关系密切。在粘膜高危型HPV中，E6的．COOH端

含有PSD一95／DIg／Z01(PDZ)区域，可以与含有PDZ区域的蛋白相互作用【l 61。E6可

通过E6相关蛋白(the E6 associated protein,E6．AP)与抑癌蛋白p53结合，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

下游靶基因p21，mdm2和bax等的诱导细胞生命周期的停滞及细胞的凋亡抗增殖作

用丧失，促进细胞增殖；E6与E6一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可激活端粒酶，阻止细胞衰老、凋亡【171；E6可与干扰素调控因

子一3(IRF．3)结合，降低干扰素B(IFN．D)的表达，使病毒逃避宿主免疫；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癌基因编码大小约100个氨基酸的低分子量蛋白。E7蛋白有三个保守区

(conserved regions，CR)，．NH2端的CRl区，CR2区，．COOH端的CR3区(见图

2．B)。CRl区参与细胞转化和pRb的降解，却不直接与pRb结合。CR2区含有一保

守的能与pRb结合的核心序列一一LxC)【E和一个酪蛋白激酶II的磷酸化位点

(CKII)。CR3区包括两个C⋯X X C基序，两个基序间由29／30个氨基酸相间隔。
CR3区可以与pRb及其它宿主细胞蛋白结合，也可以和金属

图3 ttPV的致癌机制n刀
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结合，并且与E7蛋白二聚体的形成有关【15,18】。在正常细胞中，pRb以非磷酸化状态

与E2F结合，抑制E2F的转录活性。而E7与pRb的亲和力较pRb与E2F的亲和力

强，HPV感染细胞后，E7与E2F竞争结合pRb，使E2F处于游离状态，恢复其转录

活性，促进细胞由G1期进入S期，细胞周期调控失控，细胞发生永生化；E7也可

通过泛素蛋白酶体通路直接诱导pRb降解，使E2F发挥其转录活性¨6J；E7还可与

pRb家族的其他成员如p107，p130相互作用，使E2F游离；此外，E7可以激活细

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

p27对细胞增殖的抑制作用，同时解除了在细胞受损时p53介导的细胞生长停滞状

态【191。

在诱导细胞发生永生化的过程中，E6、E7不仅有其独立的作用途径，他们可相

互协同，，提高细胞的转化效率。CKI INK4A可抑制E6的作用，而E7可通过激活细

胞周期调节蛋白A和E解除CKI INK4A对E6的作用。相反地，E7的高表达可诱导细胞

发生凋亡，而E6又可抑制此过程。

二、HPV基因多态性与宫颈癌的关系

大多数妇女一生中都会感染一次HPV，且70—8096都依靠自身免疫力经过7．12

个月予以清除，只有5％．10％发展为持续感染。持续感染HPV的患者又需要8。24

个月才有一部分发展为CIN I、CINII、CINIII，若要进展为宫颈癌则还需要平均lO．20

年的时间，且只有不足I％HPV感染患者最终发展为恶性病变【20，2L 221。也就是说，

除了环境因素，免疫及遗传因素在宫颈病变进展过程中可能是不可或缺的I引。

l、HPV基因多态性与宫颈癌的关系

大量流行病学数据显示基因突变株可通过改变病毒的致癌性和免疫源性增强病

毒的病原性【23刀1，从而使感染特定型另J]HPVl6的病变更易进展为CIN和宫颈癌。德

国标准株则与病毒的清除及病灶的复原有关【251。HPV基因的突变大部分存在于编码

区，可造成基因产物氨基酸的同义或非同义改变。氨基酸的非同义改变可能会使HPV

基因编码蛋白的构象及功能发生变化。HPV在人体内可通过抗原提呈细胞将病毒抗

原提呈给免疫细胞，诱发人体的细胞免疫和体液免疫，前者可清除体内易感染的

HPV，后者则可防止同型HPV的二次感染。HPV突变体的基因产物有可能改变HPV

抗原决定簇区的性质而使病毒逃脱宿主免疫反应。突变株表达各种蛋白引起癌蛋白

的作用改变，影响其与其它癌基因、抑癌基因间的相互作用，造成永生化或非永生

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

调控机制失控，造成细胞增殖。有研究表明，HPV突变株可造成HPV的持续感染，

介导癌前病变向宫颈癌的转变汹卫73；HPV突变株可能影响病毒的组装、转录，致病能

力，对p53的降解能力及促进细胞发生永生化的能力啪瑚瑚’3订：HPV突变株还可能影响
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PCR的敏感性和特异性。Zehbe 1132J等的最新研究显示，感染HPVl6E6突变株细胞和

感染德国标准株(Seedorf等b31于1985年首先在德国一妇女宫颈癌组织中测序所得的

标准序列)细胞相比，突变株尤其是Q14H／H78Y／L83V、JE美株可同时导致角质素5和

10的异常表达，从而阻止细胞分化、凋亡，促进细胞增殖。表明某些特定突变株具

有较强的致癌能力。

世界上研究热点主要集中在HPVl6／18E6、E7、LCR。Yamada掣341研究发现，

宫颈癌组织中HPVl6基因主要突变型别存在地域差异，根据E6、L1、LCR的突变情

况将HPVl6突变型别分为欧洲株l，非洲柱2，亚洲株，北美株，亚美株等六大类。

其中对E6的研究最多，在欧洲地区主要突变为E350G／T(L83V，即第83位氨基酸由缬

氨酸变为亮氨酸)，亚洲主要为T178G(D25E，即第25位氨基酸由天冬氨酸变为谷氨

酸)。E350G／T／L83V又是热点中的热点。发现世界各地区该突变株的分布各不相同，

不同地区中该突变型别与宫颈病变关系亦有明显差异。在墨西哥HPVl6 E6基因

L83V突变株在浸润性宫颈癌中占93．5％1261，在北美洲为40％，在日本为28％【35】，在

东南亚仅为6％。在英国和瑞典，E6突变株E350G(L83V)与HPV的持续感染和宫颈病

变由低级向高级转化有关[36,371，但Londesborough等报道HPVl6 E6 L83V与宫颈上

皮内瘤样病变l级向3级的转化有关【38】；在瑞典，L83V与浸润性宫颈癌有关【39．401，

而在意大利和捷克却主要与宫颈早期坏死有关，与浸润性宫颈癌无明显相关性141’

4引。我国的研究主要集中在HPVl6 E6和E7基因。9l例新疆维吾尔族妇女宫颈癌患者

主要以T350G，即L83V突变为主，占53．6％，其次为标准株(39．6％)，D25E(4．25％)位

居第三H引。广东地区的热点突变在ntl78，最I]D25En劓。张爱东等H朝对四川省158例宫

颈癌患者进行研究发现，E6基因型别主要以欧洲标准株(23％)和东亚株T178G／D25E

(30．1％)为主，且发现了一些未曾报道的基因突变，女[1G94A，C173T，A203G，

C240G，A464G和T51 1C。

E7与E6相比，序列比较保守，远不如E6突变株多。最常见的E7突变为G647A

(N29S)H6’471，而E7蛋白第21．29位氨基酸为抑癌蛋l兰tpRb的结合区，N29S变异可能

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

韩国和泰国性工作者中还检测到E7 N29S和E6 L83V变异共存现象，这种协同变异在

宫颈癌发生中的作用尚未明确。我国南昌和珠海地区发生率最高的E7基因突变也为

N29S【47】。

LCR被誉为HPV基因组中最多变的基因，其细胞型特异性增强(cell．type—specific

enhancer，CTSE)，是LCR的重要组成部分，参与诱导启动子P97的活性，从而调控

转化基因E6／E7的转录水平。HPVl6 CTSE变异可以导致病毒DNA物理状态的改变

(由整合型变为游离型)，从而影响宫颈癌的发生过程；LCR的E2结合区ACCN6GGT

重复序列发生突变(如C7450T)可以通过下调E2的表达促进宫颈癌的发型4引。
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世界上关于E2突变株的研究相对较少，Sathish NH卅等对印度56例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

织标本咖一¨中E2的主要突变型别为C3410T，且PP219S；苏格兰和德克萨斯州则为

A2938G、T3384C、C3410T、C3684A、T3205A以及T3575G。我国还没有此方面的

报导。对于E5、E4突变株的研究就更少了。

2、}玎．一A和宫颈癌

感染HPV病毒的妇女大部分可依靠自身的免疫力将病毒清除，这就需要主要组

织相容性复合物(MHC)即人白细胞抗原(HLA)，借助抗原提呈细胞将病毒抗原提呈

给T细胞，诱发机体细胞免疫和体液免疫。研究显示，细胞免疫主要在清除已感染

的HPV上发挥作用，体液免疫则阻止同型HPV的二次感染。

HLA是位于人6p21．31的一组紧密连锁基因，基因全长3 600--一4000 kb，约占

人类整个基因组的1／3 000，是最复杂的人类遗传多态性系统。根据HLA复合体中

基因座在染色体上的分布情况及其所编码分子的功能差异，HLA复合体可分为I、

II、III三类基因，HLA I类基因长约1600．2000kb，靠近染色体顶端，有A、B、C、

E、H、G、F基因，HLA．A、B、C基因编码HLA．A、B、C抗原的重链0t链，I类

抗原的另一条多肽链为位于15号染色体的非HLA基因编码的轻链p2微球蛋白，

承担向CD8+细胞或抑制性T细胞提呈肽类的功能，I类抗原有7—8个外显子，多

态性的高变区主要在第2，3，4外显子。HLAII类基因长约1000．2000kb，靠近染

色体着丝点，有DP、DQ、DR和DZ、DO、DX等基因，由大小为33kDa链和大

小为28kD的p链组成，与将HLAI类分子装配为多功能蛋白酶及抗原加工相关转运

子有关，能够将加工过的内源性或外源性肽类抗原提呈给CD4+辅助细胞，仅1Bl结

构域是抗原肽段结合部位并具有高度多态性。HLAIII类基因长约2000kbp，位于I类

和II类基因之间，至少还有35种基因，主要含有与补体有关的C2、C4A、C4B以

及热休克蛋白70、肿瘤坏死因子0【和D等基因。

1991年Thomssen在((Nature))杂志上首次报道德国宫颈鳞状细胞癌(sccc)中

HLA．DQBl 03相关联。此后，众多报道证实，HLA与CC、CIN和HPV感染相关。

实验室和临床证据表明，HLA多态性对HPV感染逃脱免疫监视的可能机制有：

①HLA．I类分子的表达下调、缺失、表达异常或其基因结构异常。E5即可下调HLAI

类分子。②HLA—II类分子基因的多态性及异常表达。③病毒本身变异避开HLA免

疫识别的监视效应。1995年Keating等发现，宫颈癌患者HLA．I类分子表达降低的

现象。一些报道集中在3组HLA．II类等位基因／单倍型：(DDQBI*03(0301，0302，

33



青岛人学硕士学位论文

0303)。②DRBI}1501．DQBI*0602(连锁不平衡单倍型)。@DRBI*13．DQBI*0603(这

两个等位基因存在连锁不平衡)。各种研究结果最一致的发现是，

DRBl掌13一DQBI*0603可降低发生宫颈癌的危险性。也有研究相继发表许多与CC

存在关联的其他等位基因的研究：伊朗南部CC患者中HLA--DQBI*0601与宫颈上

皮细胞癌之间显著关联：瑞典妇女中，DRBl掌15和DQAI"0102一DQBl幸0602

与浸润性宫颈癌间显示正关联；DRBI*07和DQBl"0201与CC呈负关联；Climent

等研究发现，DRBl木16和DRBI*11与CC间呈正关联，而D．RBl*01、DRBl*04、

DRBl奉14、DRBl"15、DQBl*04、DQBl*05、DQIBl*06则显示负关联。Castro等

对芬兰CC患者研究发现。HLA．B*07和HLA．DR*02可增加CC患者的风险性，

而HLA．DR宰86和HLA．B宰15却可降低CC患者风险性，支持CC发生确实存在明

显遗传易感性。法国研究者也发现，HLA．DRBI*1301或DRBl"1302等位基因能抑

制CC发展。委内瑞拉的研究中。HLA．DQBl"0201．0202和*0402等位基因可增加

CC风险性。对美国和哥斯达黎加妇女研究发现，HLA．DRBl"13单倍型(HLA．A

*02．B奉05．DRBl木13：HLA．A*02．B*44．DRBl枣13；HLA．A枣02—B木5l—DRBl奎13)台邑降

低CC发生的风险性，相关性<1。在美洲西南部印第安CC妇女中，HLA．A*02和

DRBI*1402使CIN的风险减少；DRBl枣1501和DQAl"0102使CIN的风险增加。对

越南妇女研究发现，宫颈不典型增生与HLA．DQBl*0302和HLA．DOBl"0601呈正

相关，但与HLA．DQBl"0301显示负相关；Ades等研究发现，

B7一DRBl拳1501．DQBl*0602单倍型可以降低高度CIN的危险，尤其是针对感染高危

型HPV更具有保护作用。也有报道显示，CC与HLA．DRBI*0401．DQBI*0301单

倍型与CC有关；A*0207／0215N或A'2402与浸润性宫颈癌呈负相关，而A木1104

则增加浸润性宫颈癌的风险。2008年Madeleine等研究发现，复合体

A*0201．B'4402．Cw*0501．DRBl"0401．DQBl*030与宫颈癌发生呈正相关，同时发现

A*0101．B宰0801．Cw"0701．DRBl母0301．DQBl"0201与HPVl6阳性宫颈癌有关。

Jordanova等研究MHC．I类相关分子显示：HLA—A．MICA及CD8／Treg的低表达与

宫颈癌低生存率呈正相关∞2删。

3、p53和宫颈癌

p53基因是迄今发现与人类肿瘤相关性最高的抑癌基因，定位于人染色体

17P13．1上，主要功能是控制细胞周期G1／S和G2／M两个关卡，正常情况下

p53含量较低，细胞DNA损伤情况下，p53激活p21等下游基因，抑制细胞从G1

期进入S期，使损伤的DNA在复制之前有足够的时间修复，DNA修复后方可继续进

入细胞周期进行有丝分裂。如果DNA损伤过重，P53则可激活Bak(Bcl．2家族成员

之一)，bax．1和fas受体基因诱导细胞凋亡。E6蛋白通过E6关联蛋白(E6 associated
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protein，E6．AP)结合并降解p53蛋白，使积累了损伤DNA的细胞越过Gl／S检验

点，细胞周期继续运转，使DNA受损的细胞既不能修复DNA损伤，又不发生凋亡，

最终导致细胞基因组不稳定，细胞发生永生化。

p53的多态性主要体现在其第4外显子72密码子所编码的氨基酸。1987年，

Maflashewski等从正常人的体细胞中克隆出p53 eDNA，发现p53 codon 72存在2

种变异形式：编码脯氨酸(proline，p53Pro)的密码子CCC和编码精氨酸(arginine，

p53Arg)的密码子CGC。其产物可能为Pro／Pro或Arg／Arg纯合子，也可能为Arg／Pro

杂合子。研究发现，在实体肿瘤中，p53基因突变和杂合性缺失现象很常见，但在

宫颈癌的发生频率则极低。此后，p53 codon 72的变异与宫颈癌的关系引起广大学

者的高度重视，1998年Storey等首次提出p53Arg纯合型个体更易感染HPV，此种

个体患宫颈癌的几率是p53Pro纯合型个体的7倍。1999年，该研究组又发现p53

codon 72的两种基因型均为野生型。在此后的大量研究中，结果显示很不一致。在

韩国和南非的研究显示P53Arg纯合子与宫颈癌遗传易感性相关；而英国、日本显示

p53codon72的多态性与宫颈癌遗传易感性不相关：甚或有的得到相反的结论，在他

们调查的人群样本中，p53 Arg／Arg纯合子表面看来具有保护作用，可以阻止宫颈

癌的发生，可以减少宫颈癌的发病。还有的学者得出的结论是Pro／Pro纯合子是宫

颈癌的危险因素，即导致宫颈癌的可能性要高于Arg／Arg纯合子。我国新疆地区研

究表明Arg型可能是维吾尔族宫颈癌遗传易感因素，Pro型可能是汉族宫颈癌遗传

易感因素哺川1。有的研究还显示，虽未发现宫颈鳞癌与p53Pro／Pro纯合子之间的关

系，但却发现p53 Pro／Pro纯合子提高了宫颈腺癌的易感性№钉。由此看出该位点多

态性与宫颈癌遗传易感性的关系在不同国家、地区、种族的人群中可能存在差异。

有报道回顾分析了1998--2002年间的相关文献，进行了Meta分析和回归分析

删。在宫颈癌前病变中，没有发现相关性或异质性的证据。在无明确组织学检查的

浸润性官颈癌中，Arg／Arg基因型并不增加其发生风险。但是，在宫颈鳞状细胞癌

和腺癌中，其危险度略有上升。Meta-回归分析表明：在对照组，哈带一温柏格平衡

差异是造成浸润性病变异质性最重要的因素。但是，对整体研究而言，不存在平衡

差异。也许由p53第72位密码子多态性造成的易感性在宫颈癌发生的后期起一定

的作用。但是，不同的方法学分析会造成哈带一温柏格平衡差异，从而为多态性的检

测造成了一定困难。

4、Rb和宫颈癌

视网膜母细胞瘤(Rb)基因是发现的第一个抑癌基因，定位于13q14。pRb处于

细胞周期Gl／S关卡的中心环节。在去磷酸化状态下Rb蛋白结合转录因子E2F蛋

白，阻止E2F蛋白激活众多的与DNA复制有关的蛋白因子，从而抑制DNA合成和
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细胞周期进展，使细胞处于GO／G1期和进行细胞分化。E7蛋白主要结合并降解

I№蛋白，释放E2F蛋白使激活许多相关的DNA合成的蛋白因子，加快DNA复制和

细胞的分裂繁殖，促进细胞的转化。

目前尚没有关于宫颈癌组织中Rb基因多态性的研究，而在其它与Rb基因有关

的疾病(如食管癌，成视网膜细胞瘤)中已发现Rb基因第9、10、14、17、18、20、

23．3外显子多态性与宿主对疾病的易感性有关阳7朋1。

5、ⅧPV多态性与mA，p53，Rb基因多态性的关系
‘

在日本人群中，DRBI*1501和DQBl*0602在感染HPVl6E6原型的患者中出现

频率显著高于其它等位基因，而DRBI*1502在感染HPVl6E6突变型D25E的患者

中出现频率较高№91。此外，在HLA-B7阳性的宫颈癌患者中感染E6G131突变型较多，

但这一结论还没得到证实H训。Zehbe and collaborators描述了HPVl6E6350G突变型

与HPV-I和Il的相关性，但此项研究也有待于进一步证实盯1’7引。有研究显示，HPVl6

E6 L83V突变个体与正常人相比，Arg／Arg纯合子p53基因占优势，说明HPVE6 L83V

突变可能和p53基因多态性共同参与宫颈病变的发生口朝。HPV多态性与p53，Rb基

因多态性间的关系国内外研究的都很少甚或没有。

综上所述，HPV和HLA、p53基因多态性与宫颈癌的发生发展的关系还有很多

不确定因素，尤其是我国地域辽阔，民族众多，不同地区，不同民族宫颈癌的发病

率差异很大，基因多态性和宫颈癌关系的差异也很大。尤其是关于Rb基因多态性

与宫颈癌的关系，HPV基因多态性和HLA，p53，Rb基因多态性的关系，国内外研究

还不是很多，所以对基因多态性的研究还需进一步进行。
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