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摘要　目的:分析湖北地区宫颈癌组织 HPV16 E7和 E5 基因序列变异情况。方法:对 87 例宫颈鳞癌组织分别

采用多重 HPV16 E7 引物进行巢式 PCR扩增和 HPV16 E5 特异引物进行 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:测序成功的 20 例宫颈癌组织 DNA 中 , HPV16 E7 基因的 5 个突变位点

为:T846C 、A647G、T732C 、T789C、T795G ,突变频率分别为 85%(17/20)、70%(14/ 20)、15%(3/ 20), 10%(2/20)、

5%(1/20);HPV16 E5基因的 4个突变位点包括:A3979C、A4042G、G3868A、C3991T ,突变频率分别为:80%(16/ 20)、

90%(18/ 20)、5%(1/20)、5%(1/20)。结论:湖北地区宫颈癌的宫颈组织中 HPV16 E7热点突变为 A647G 和 T846C ,

HPV16 E5 的热点突变为 A3979C 和 A4042G , 本研究为湖北地区宫颈癌流行病学的研究打下基础。
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Abstract

Objective:To identify the sequence variations in the HPV 16 E7 and E5 genes among pa-

tients wi th cervical cancer in Hubei pro vince o f China.Methods:Eighty-seven pat ients w ith cervi-

cal cancer we re invo lved in this study.Using po lymerase chain react ion(PCR)and PCR-directed

sequencing methods , the variations of the HPV 16 E7 and E5 gene s we re investig ated.Results:

The rank orders o f incidence of HPV16 E7 va riants f rom cervical cancer in Hubei w ere as fo l-

low s:T846C in 85%(17/20), A647G in 70%(14/20), T732C in 15%(3/20), T789C in 10%

(2/20), and T795G in 5%(1/20).There are four points of mutation in E5 gene , including

A3979C , A4042G , G3868A , and C3991T w ith mutant frequencies of 80%(16/20), 90%(18/

20), 5%(1/20), and 5%(1/20), respectively .Conclusion:The hot-spo t mutations of HPV16

from cervical cancer in Hubei are A647G and T846C in E7 gene , and A3979C and A4042G in

HPV16 E5 gene.The characterizat ion of sequence varia tions w ithin high-risk HPV 16 might be

impo rtant in the search fo r epidemio logical cervical cancer risk facto rs.
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　　宫颈癌是常见的危及女性健康的恶性肿瘤。大

量的科学研究已证实人乳头状瘤病毒(human papil-

lomavirus , HPV)感染是导致宫颈癌的主要病因。

其中人乳头瘤病毒 16 型是中国湖北地区宫颈癌中

最常见的高危型别(占 81%)[ 1] 。研究证实高危型

HPV16 所编码的癌蛋白中 E5 、E6 和 E7 具有刺激

生长和转化功能 , E6 的主要功能是通过与 P53和一

种泛素连接酶 E6-AP 形成复合物 ,使 P53泛素化分

解而失去作用;E7蛋白主要是破坏 Rb蛋白来促使

细胞的恶性转化;E5 主要是干预生长因子受体 , 促

使宿主细胞增殖 , 分化延缓。HPV 16 E6 、E5 和 E7

的型内突变广泛存在 ,并且具有地域特征 , 5种主要

的变异种系群为欧洲型(E)、亚洲型(As)、亚裔美洲

型(AA)、非洲 1型(Af1)、非洲 2型(Af2)。

虽然大多数研究认为 HPV16 E6 、E5 和 E7 基

因突变广泛存在 ,但是各研究结果不尽一致 ,同一变

异株在不同地区 、不同种族也存在明显的差异。因

为湖北是中国宫颈癌的高发区之一 ,尤其湖北省五

峰土家族自治县宫颈癌发病率和死亡率从 20 世纪

70年代初至今居全国之首 ,故在本研究我们分析了

湖北地区人宫颈癌患者 HPV16 E7(nt 562±858)和

E5 (nt 3 850±4 101)基因的型内变异情况 , 旨在为

进一步大规模进行 HPV 流行病学调查和宫颈癌的

预防及治疗性疫苗的研制探索路线。

1　材料与方法

1.1　样本　收集武汉大学中南医院妇瘤科 2008年

8月-2009年 2月间住院手术病人的宫颈癌组织标

本 87 例 ,患者全部出生并长期居留于湖北地区 ,所

有样本均经病理诊断确诊 ,患者知情同意 ,术后标本

液氮处理后立即保存于-70 ℃低温冰箱中。

1.2　主要试剂及工具酶　DNA 2×Taq PCR M ix 、

DNA maker DL600和 10×PCR Buffer购自北京天

根公司 ,氯仿 、平衡酚 、异戊醇购自武汉科瑞生物 ,蛋

白酶 K购自北京奇华盛生物技术有限公司。

1.3　宫颈癌组织 DNA的提取　将癌组织先研磨匀

浆后经蛋白酶 K 消化 , 经酚/氯仿/异戊醇提取

DNA ,提取的基因组经过 β-globin 引物(F :5′-

CAACTTCATCCACG TTCACC-3′, R:5′-GAA GAG

CCA AGG ACA GGT AC-3′)PCR扩增验证所提取

DNA 质量 。

1.4　引物的设计和合成　参照 HPV16 E7和 E5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引物和 HPV16 E5 PCR特异性

引物 ,引物由上海生工公司合成 ,引物序列见表 1。

表 1　HPV16 E7 和 E5 基因引物序列和 PCR产物长度

Tab.1　Primer sequences and PCR length of E7 and E5 genes

名称 序列(5′-3′) 长度

HPV16 E7 OutsideF CA TAAT ATAAGGGGT CGG TGGA 682 bp

Ou tsideR CTGCATCTCT ATGT TGT T TTG

HPV16 E7 InsideF GCAGATCA TCAAGAACACG 487 bp

In sideR CAAA TCT TCACCTGTA TCACTG

HPV16 E5 F CAGTG TCT ACTGGAT TT ATGTCTA TATG 294 bp

R ACA TT ATGT ACATA TACAT TA TGTAA TT A

1.5　PCR反应 　反应总体系为 50 μl ,其中 DNA

样本 3μl ,上游引物和下游引物各1 μl ,2×Taq PCR

Mix 25 μl ,去离子双蒸水 20 μl。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 m in;94 ℃变性 30 s ,54 ℃退火 45 s ,72 ℃

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;扩增 HPV16 E5的反

应条件为:94 ℃预变性 15 min;94 ℃变性 45 s , 41

℃退火 45 s , 72 ℃延伸 60 s ,进行 35 个循环 ,72 ℃

最后延伸 5 min。

1.6　核酸序列测序　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和 E5原型进行比对分析。

2　结果

2.1　宫颈癌组织中 HPV16 E7基因和E5基因序列的

检出情况　宫颈癌组织经巢式 PCR扩增出 HPV16
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E7基因序列 PCR扩增的产物进行凝胶电泳在 682 bp

处出现 DNA 带(图1a),第 2次 PCR扩增在487 bp出

现DNA 带 ,HPV16 E5基因序列 PCR扩增的产物进

行凝胶电泳在294 bp处出现 DNA带(图1b)。

2.2　HPV16 E7和 E5基因多态性分析　将测序成

功的 HPV16 E7和 E5基因序列和氨基酸序列与基

因序列数据库(AF534061)中的 HPV16德国参照株

序列进行比对分析。变异种系按已知的 HPV16E7

和 E5变异株分布[ 2 , 3]进行分类:Ep (原型序列), As

(A3979C , A4042G , A4042T , A647G , T846C), E

(A3979C , A4042G), Af (G3868A , C3991T ,

T789C , T795G), AA(T732C , T789C , T795G)。

　　图 1　HPV16 E7 和 HPV16 E5 基因 PCR 产物 2%琼脂糖凝胶电泳图

Fig.1　Electrophoresis analysis of PCR products of HPV16 E7 and HPV16 E5 gene amplified from cervicitis tissue

DNA

1a.HPV16 E7;1b.HPV16 E5;HPV16为质粒 DNA;A1-A7 为DNA HPV16 E7 PCR 扩增的阳性产物带结果;A8为阴性

对照;A9-A16 为 DN A HPV16 E5PCR扩增产物带结果

2.3　HPV16 E7基因突变性分析 　HPV16 E7 常

见的突变位点是A647G ,导致第 29位氨基酸由天冬

氨酸变为丝氨酸(变异情况见插页 2图 2a),在 20例

测序的标本中有 14例发生这一位点的变异 ,突变频

率为 70%,最常见的为 T846C 同义突变 ,位于氨基

酸位置的 95位(丝氨酸),在 20例中发现 17例这一

位点的变异 ,突变频率为 85%;研究还发现湖北地区

宫颈癌组织中 HPV16 E7 基因序列 T732C ,

T789C , T795G 的同义变异 , 分别位于氨基酸位置

的第 57位(苯丙氨酸)、76位(异亮氨酸)和 78位(苏

氨酸),突变频率分别为 15%(3/20), 10%(2/20)、

5%(1/20);HPV16 E7基因突变大部分(85%)属于

亚洲型变异株 , 10%属于非洲型(Af1), 5%属于亚

裔美洲型(AA), 没有欧洲型(E)和非洲-2型(Af2)。

2.4　HPV16 E5基因突变性分析 　在 HPV16 E5

中 ,常见的变异位点为 A3979C ,导致相应的第 44位

氨基酸由异亮氨酸变为亮氨酸 , 在 20 例测序标本

中有 16例发生这一位点的变异 ,突变频率为 80%,

HPV16 E5 另一常见高频率变异位点为 A4042G 变

异 ,使 E5.65位相应的氨基酸由异亮氨酸变异为缬氨

酸 ,在测序的 20例标本中 18例都存在这一位点的变

异 ,突变频率为 90%,研究也发现湖北地区宫颈癌组

织中 HPV16 E5基因序列各存在G3868A(A7P)的突

变和3991C(原型为 T)位点的同义基因突变。HPV16

E5基因突变 90%属于欧洲和亚洲型 , 10%属于非洲-

1型(Af1), 没有属于亚裔美洲型(AA)和非洲-2型

(Af2),变异情况见插页 2图 2b和 2c 。

3　讨论

本研究通过 PCR扩增的 HPV16 E7 片段(大小

为 480 bp)与德国标准株 E7区序列一致 ,但是其分离

株的基因序列和德国标准株相比发生了多处点突变 ,

突变位点依次为:T846C(17/20)、A647G(14/20)、

T732C(3/20)、T789C(2/20)、T795G(1/20)。我们研

究发现在湖北地区亚洲型的突变株发生频率高 ,且大

部分(83%)的突变位点具有联合变异的特征。但是

在亚洲的香港 、韩国 、印度
[ 3-5]

, A647G 突变频率分别

为 72%,58.0%、37.8%,而在美国
[ 6]
突变频率为 2%,

在欧洲的德国 、瑞典 、意大利
[ 7-9]
未见此变异株。湖北

地区 HPV16 E7第 2个常见的热点突变为亚洲型的

变异株(T846C), 其突变频率为 85%,但是在香港[ 3]

和日本
[ 10]
突变频率分别为52.9%、42%,在亚洲的香

港
[ 3]
和印度的东部

[ 5]
、欧洲的德国和意大利

[ 8 , 9]
都未

见到此变异 ,以上的研究反映了湖北地区 HPV16 E7

变异株与这些国家或地区有明显不同。同时国内研

究也显示:广东地区
[ 11]
的 E7 基因突变位点分别为:

T846C(68%)、A647G(68%)、C666T(50%)、G823A

(4%)、A844C(4%);北京地区[ 12] 的 E7基因热点突变

A647G(31.9%),湖北地区最常见的 T846C突变株在

本地区没见到。结果进一步证实 HPVE7突变株同一
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国家不同地区之间存在着差异。

国内外对 HPV16 E5基因序列分析及其变异报

道很少 ,本研究通过 PCR方法对临床病例样品进行

检测 ,并从正反两个方向对目的基因正链及负链进

行测序后分析:HPV16 E5基因 4个突变位点分别

是:A3979C(16/20)、A4042G(18/20)、G3868A(1/

20)、C3991T(1/20),且大部分属于欧洲型和亚洲型

的变异株 。但是 E5基因在欧洲的瑞典[ 8] 突变位点

为:A3979C(45/61), A4042G(47/61), T3867A(5/

61);在美国[ 2] 用 PCR-RFLP 技术研究显示:在

HPV16感染的宫颈组织中可见到高频率的突变位

点:T4040C及 A4042G;在我国的台湾地区[ 13] 热点

突变 为:A3979C (23/29), A4042G (23/29),

A4077T(23/29)。以上研究反映了这些国家流行的

变异株与湖北地区有明显的不同。我们的研究结果

表明:从系统学发生来说 ,HPV16 E5基因在湖北地

区虽然有 As型和欧洲型变异株的主流突变模式趋

势 ,但是突变频率较高 ,突变位点中未见到亚裔美洲

型(AA)和非洲-2型(Af2),故再次证明了 E5 基因

突变具有地域特征。

我们先前对湖北地区宫颈癌组织中 HPV16 E6

基因变异的研究表明:E6的 168位存在高频率的 T

到G 的突变[ 14] ,突变频率为 51.43%。对 E6 , E7和

E5基因变异联合分析表明:与欧洲原型 HPV16 病

毒相比 , 存在 E6.T178G-E7.A647G-E5.A3979C-

E5.A4042G的联合变异 ,这表明在中国湖北地区流

行的 HPV16 变异株不同于欧洲型(E)和非洲型

(Af)型 HPV16 变异株 ,且此联合变异可能为亚洲

地区和中国湖北地区流行的 HPV16病毒变异株 。

对我们研究发现的这一湖北地区流行的亚洲型

HPV16变异株是否与湖北地区的宫颈癌高发有关 ,

有待于我们进一步扩大研究样本 ,特别是正常宫颈

组织 、慢性宫颈炎和宫颈上皮内瘤变中这些基因的

变异分布情况 ,而且还需研究这些基因变异后对其

基因编码产物功能的改变 ,从而确定它们是否有更

强的细胞转化能力和致瘤性。
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