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摘要：目的：探讨人乳头状瘤病毒(HPV)16型感染及其E6／E7基因变异与宫颈病变的相关

性。方法采用导流杂交技术，对1715名门诊就诊妇女进行HPV感染分型检测，宫颈病变经

病理确诊，并对80例HPVl6阳性宫颈病变的DNA标本进行E6／E7基因测序，分析HPVl6感

染及其E6／E7基因变异与宫颈病变的关系。结果21种HPv亚型均被检出，HPVl6在门诊妇

女中的检出率最高为15．7％，其检出率与宫颈病变程度相关(P<0．05)。HPVl6 E6／E7基因

72例测序成功，E6、E7和E6／E7 DNA序列变异发生率分别为70．8％(51／72)、65．3％(47／

72)和88．9％(64／72)。氨基酸序列E6一D32E(T96c)和E7一N29S(A86G)位点的突变率最

高，并且这两位点均同时伴随存在，两者的检出率和E6／E7同变株D32E／N29S的检出率都为

38．9％(28／72)，与宫颈病变程度相关(P<0．05)。结论HPVl6是北京地区来源的门诊就诊

妇女最常见感染亚型，也是宫颈病变最主要的致病型；E6／E7基因变异是常见现象，变异株

D32E／N29S可能是高度鳞状上皮内瘤变的高危因素。
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流行病学和基础研究已证实人乳头状瘤病毒

(human papillomavims，HPV)感染是官颈上皮内瘤

变(cervical intraepithelial neoplasia，CIN)和宫颈癌

的主要病因¨1，HPVl6是世界范围内CIN和宫颈癌

中最常见的亚型心1，存在众多核酸系列变异，且其

变异分布有明显的地域差别，并与宫颈病变程度相

关旧1。我们用核酸分子快速导流杂交基因分型技

术(简称HybriMax)对北京地区来源的门诊妇女进

行女性下生殖道HPV感染的分型检测，并分析

HPVl6阳性宫颈病变患者的E6／E7基因序列，探讨

HPVl6型感染及其E6／E7基因变异与官颈病变的

相关性。

1．资料和方法

1．1I临床资料2005年1月至2005年lo月北

京大学第一医院妇产科门诊，自愿接受下生殖道

HPV感染分型筛查的1715名妇女，年龄19～77岁，

平均38．5±10．3岁。宫颈病变以病理诊断为金标

准，CIN 229例(其中CIN I 96例、CINⅡ80例和CIN

Ⅲ53例)，同期234例宫颈炎症作对照。选取

HPVl6阳性的DNA标本各20例(合计80例)作

E6／E7基因序列分析。所有标本采集和诊治过程均

经就诊者本人同意。

1．2主要试剂HPV DNA抽提试剂盒购自QIA—

GEN公司；HPV一21分型检测试剂盒购自北京仕基

辰源公司；琼脂糖凝胶DNA回收试剂盒购自北京天

为时代公司；pMDl8一T载体购自大连宝生物工程

有限公司。

1．3研究方法

HPV分型检测：采用HybriMax技术检测21种

HPV亚型，实验操作按试剂盒说明进行，包括样本

HPV DNA提取、PCR扩增、核酸分子快速导流杂交

和结果判读。21种HPV分为高危型和低危型两
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类M1，高危型(high—risk types，HR—HPV)15种，

包』符HPVl6、18、31、33、35、39、45、51、52、53、56、58、

59、66和68，低危型(10w—risk types，LR—HPV)6

种HPV6、11、41、42、44和CP8304，有两型或两型以

上者为多型感染(不论是高危型或低危型)。选取

HPVl6阳性宫颈病变的DNA做E6／E7 PCR。

HPVl6 E6／E7 PCR扩增：HPVl6 E6／E7引物

用OLIGO 5．0引物分析软件(National Bioscienses，

USA)辅助设计，由上海生工生物工程公司合成，

PAGE纯化。引物序列如下：上游引物，5’

AAGGGCGTAACCG从A，13，；下游引物，5 TCCATrA—

CATCCCGTACCCTC3，’包含E6／E7基因全长序列43

～910bp。PCR反应体系：10×扩增缓冲液2．57 l，

2．5row dNTP混合物27 l，上游引物0．257 l，下游

引物0．257 l(引物稀释到1007 moL／L，)，模板DNA

57 l(模板DNA按l：20稀释)，Taq—DNA聚合酶

l?l，补双蒸水至终体积257 l。PCR反应条件：

94℃预变性5分钟，循环条件，94。C变性20秒，55℃

退火30秒，72。C延伸30秒，共35个循环，75。C后延

伸5分钟。

HPVl6 E6／E7克隆和测序：取57 l PCR样品，

2％琼脂糖凝胶电泳鉴定回收，克隆入pMDl8一T载

体。实验操作按试剂盒说明进行，反应体系为

pMDl8一T载体17 l，PCR产物37 l，双蒸水17 l，

Ligation Mix 57 l。全部连接产物(107 1)加到1007

l JMl09感受态细胞中，在含有Amp+的LB固体培

养基上培养37℃过夜，形成单菌落。挑选分隔良好

的菌落用PCR法确认载体中插入片段的长度大小，

阳性质粒送交北京奥科生物技术有限责任公司进行

测序，双向测通，测序引物M13F(一47)和M13R(一

48)。DNA分析软件(HITACHI Software Engineering

公司)拼接、比对数据分析。

1．4统计方法用SPSSl0．0软件，列联表资料分

析，统计学显著性为P<O．05(双向)。

2．结果

2．1 HPVl6在门诊人群和宫颈病变患者中分布

1715名门诊妇女中21种HPV亚型均被检出，HPv

阳性率57．1％(978／1715)。检出率在前5位亚型

为HPVl6(15．7％、270／1715，下略)、58(10．3％)、

52(8．9％)、33(5．5％)和6型(5．5％)。其余亚型
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检出率在4．6％一0．4％间，从高到低依次为

CP8304、53、5l、“、31、18、68、59、39、66、56、44、45、

43、42和35型。HPVl6在官颈炎中检出20．1％

(47／234)、CIN I为19．8％(19／96)、CIN II为60．

0％(48／80)和CIN n175．5％(40／53)。x2=85．

748、P=0．000，HPVl6感染在不同程度官颈病变的

检出差异有统计学意义，与病变程度相关。

2．2 HPVl6 E6／E7基因序列分析

以GenBank K02718／HPVl6R基因序列为原型

参照，HPVl6 E6／E7基因测序成功72例(官颈炎

17、CIN I 18、CIN II 19和CINⅢ18例)。E6 DNA序

列70．8％(51／72)含有1至3个碱基替换，有16个

位点突变，G12A、G94A和T159A 3种点突变未导致

氨基酸序列改变，其余13种点突变导致9种形式氨

基酸变异(62．5％)。l、D32E(DNA序列T96G、

T18A+'196G，T18A为同义突变下同)30．6％；2、

D32E+C87R(A49C+T96G+T259A，A95G+T96G

+T259A，四6G+T259A+G443A)5．6％；3、D32E+

P119T("196G+C355A)2．8％；4、B4R(T101G)4．

2％；5、V35M+D51N(G112A+G151A)2．8％；6、

C87R(T259A)4．2％；7、C104R(T310C)2．8％；8、

H124R(A374G，A301T+A374G)为5．6％；9、N134D

(A401G)4．2％。氨基酸变异以D32E位点最多38．

9％(28／72)，其次是C87R 9．7％(7／72)，其余位点

检出较少在2．8％一5．6％之间。

E7 DNA序列65．3％(47／72)检测到l至3个

碱基替换，有16种点突变，导致lO个氨基酸位点改

变，氨基酸变异率为56．9％，形成8种形式氨基酸

变异。l、N29S(A86G+T285C，A86G+T285C+

T228C。A86G+T285C+T282C)31．9％；2、N29S+

M12K(G35A+A86G)2．8％；3、N29S+D30G(A86G

+A89G)4．2％；4、Q44L+C61R(A131T+T183C)2．

8％；5、N53D+L67S(A157G+T200C)4．2％；6、

F57S(T170C)2．8％；7、T72S(A214T)4．2％；8、

H73Y(C217T)4．2％。氨基酸N29S位点变异率最

高为38．9％，其余位点变异检出不超过4．2％。

E6／E7基因联合分析，DNA序列88．9％(64／

72)发生变异，氨基酸序列31．9％(23／72)为E6或

E7变异，43．1％(31,'72)是E6／E7同时变异。在同

变异中有5种形式，1、D32E／N29S为26．4％，2、



D32E+P119T／N29S+M12K 2．8％，3、D32E／N29S

+D30G 4．2％，4、D32E+C87G／N29S 5．6％，5、

C87R／m3Y 4．2％。E6一D32E与E7一N29S位点

变异均同时伴随存在，因而将含有D32E和N29S者

合并为一种。按Bethesda临床处理策略分为低度

鳞状上皮内瘤变(LSIL=CIN I 18例+宫颈炎症、

HPVl6阳性17例)组，高度鳞状上皮内瘤变(HSIL

=CINlll9例和CINⅢ18例)组。E6、E7和E6／E7

的氨基酸原型及变异在两组宫颈病变中分布详见表

1。E6一D32E、E7一N29S和D32E／N29S在HSIL为

51．4％(19／72)高于LSIL中25．7％(9／72)，X2=4．

974，P=0．026，差异有统计学意义。而E6、E7和

E6／E7原型及其他变异位点在宫颈病变中的分布经

X2检验，均P>0．05，差异无统计学意义。

表1．HPVl6E6和E7氨基酸序列原型和变异位点在宫颈病变中的分布，-c

术Prr，为序列原型(prototype)；-orther，指E6．E7除原型和D32E．N29S夕!"的其他位
点变异。#P羽．05

3．讨论

3．1门诊妇女HPV亚型的分布

HPV有近100种亚型，约40种与肛门生殖道

感染有关，根据在宫颈癌发生中的危险性不同，分为

HR—HPV和LR—HPV两大类⋯，而且不同HPV

亚型的感染其致病性和后果也有差异[2】。因而，不

同地区和人群HPV亚型感染的分布，是CIN和宫颈

癌防治策略的基础。通过对北京地区来源的门诊妇

女下生殖道HPV感染分型检测，常见亚型分布为

HPVl6、58、52、33和HPV6型。HPVl6是最常见的

亚型(15．7％)，其检出率随着宫颈病变程度而明显

增加(P=0．000)，CIN nl达75．5％。香港H o对广

东籍妇女筛查，HPV亚型分布为16、58、lI、CP8304、

33、18、6和53型，Clifford等旧1荟萃分析，宫颈癌患

者中的常见亚型是HPVl6、18、45、3l、33、58和52

型。本组HPVl6感染符合国内外大多数地区的分

布趋势，但其他亚型有一定的地区或人群特点，值得

在CIN和宫颈癌的防治中考虑。

3．2 HPVl6 E6／E7基因变异与宫颈病变的关系

HPV致癌能力主要是与病毒的型别有关，当亚

型中98％以上的核苷酸序列相同，2％以下碱基不

同时，就属于型内变异【6J。HPVl6 E6／E7基因是主

要的两个癌基因，其变异分布在不同国家或地区有

差异，且变异体的致癌性也不完全相同[3】。本文发

现，E6氨基酸序列变异为62．5％，测出9个氨基酸

改变的位点，D32E(T96G)变异最多(38．9％)，未检

出西方国家常见的L83V和亚洲国家常见的D25E

变异。L83V变异在瑞士是高危因素，与病变程度相

关，但在意大利则相反是低危因素∞1；D25E变异在

日本和泰国是高危因素，官颈癌中检出率约

70％[7．8】。显示出E6变异具有一定的地区或人群

的特点。一般认为HPVl6 E7基因相对保守，较少

变异【9 J。但我们检测E7氨基酸序列变异超过半数

(56．9％)，多数突变位点检出在2．8％一4．2％之

间，仅N29S(A86G)变异检出最高(38．9％)。N29S

变异在亚洲国家检出率较高，其在泰国认为是宫颈

癌的高危因素‘71，韩国‘10】CINllI妇女中检出50％，

官颈癌达70％，我们的结果也有亚洲国家的分布特
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点。

E6／E7基因序列联合分析，变异检出率明显增

加，75％氨基酸序列发生变异，其中E6／E7同变异

有43．1％。检出5种不同形式的E6／E7同变异，

C87R／H73Y较少占4．2％，余下4种认为是D32E／

N29S不同的变化。研究发现只要有E6一D32E位

点变异，就同时有E7一N29S变异点伴随存在，因而

D32E／N29S同变异与E6一D32E和E7一N29S的检

出率相同，与病变程度相关(P<0．05)。泰国"1研

究发现90％的E6一D25E变异与E7一N29S变异同

时存在，是妇女宫颈癌各种HPVl6变异中最常见的

类型。而我们未检出E6一D25E和E7一N29S的同

变异体，检出的D32E／N29S同变异也未见文献报

道，有关D32E／N29S自然变异株的生物学活性还在

研究中。
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