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新疆维吾尔妇女宫颈癌组织qbHPVl6上游调控区突变及其

与富颈癌发生关系的研究

窝颈癌是一类严重威胁妇女生命健廉的疾痫，宫颈癌的发病率和死亡率都

很高，并有逐年上升的趋势。高危型人乳头狄瘤瘸毒(human papilloma-

virus．HPV)-与富颈癌发瘸关系密切，在80-90％的富颈癌组织中可检测到HPVl6和

／或HPVl8的存猩，HPVl6和HPVl8被认为楚妇女富颈癌的主婺病原。

流行病学资料表明，HPV感染率很高；高危型HPV存在变异株，共致癌性有

改变。新疆南部维吾尔妇女是宫颈癌的高发区，患病率达459～590／10万。其发

病与HPVt6感染密切相关，富颈癌组织中HPVl6的检出率达77．6—82。隅。

目前普遍认为病毒瘸蛋白E6、E7在病毒诱导癌症形成过程中起精至关重要

的作罔，面HPV早期基因的表达受HPVURR(upstreamregulatory region,URR)

调控，许多转泶因子可通过与URR结合调控E6、E7赫园的表达，URR突变可改变

URR的调控功熊，影响癍毒癌蛋粕腿、E7豹表达。

为了探讨新疆南部地区维吾尔族妇女寓颈瘸组织中人乳头瘤病毒16型上游

澜控区弱变异及其与耨疆维吾尔族妇女富颈癌高发之闯的关系，跌薪疆南部遮

区维哥尔族妇女宫颈癌组织DNA中PCR扩增HPVl6 URR DNA片段，PCR产物直接测

序或克隧后测寝，分析维吾尔族妇女窨颈癌组织HPVl6 URR DNA多态性；

然后将URR亚克隆至PGL3一Basic中。转染SiHa和Hel．a细胞，484,时后梭测荧光索

酶活性以评估URR突变造成的转录活性的交化情况。测序结聚表明：新疆株URR

与原型HPVl6 UrRLB较，新疆株HPVl6 URR核营酸多处发生变异。随厢的荧光索

酶活赣分析证嘲．突变的新疆株URR转录活性均比德国标准株URR的离；其中瓤

疆株xju一7URR送位于YYI结合位点的7792(C—T)突变和xju-4URR区位于YYl和E2

结合隰之间7449(T—C)突变，可显著提高启动子的转录活性。成组t检验表明，

xju一7启动荧光索酶基裁表达活性较德国标准株URR有显著麓毋(P<O．05)。中国
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新疆南部HPVl6URR发生了变异，HPVl6 URR的突变与HPVl6的系统发生存在一定

关系；新疆株HPVl6 URR区的部分点突变会造成启动予转录活性的提高，提示新

疆维器尔妇女富颈癌的高发与BPVl6 URR区的突变有关。

POU家族成员之⋯Skn—la是上皮细胞特异性转录因子，具有分化依赖髅表

达和该基因的表达与上皮细胞分化状态相关等特点。研究Skn—la有助于探讨

具套上皮特异性翡HPV病毒诱导癌症形成酶过程。

利用细胞转染技术探讨Skn—la对HPVl6及HPVI 8癌基因表达调控的规律。

蓄先，将pcDNA3一Skn—la质粒通过月窘霖体转染fiela和SiHa缨稔，勰小聪提

取细胞总RNA，反转录cDNA，然后，以6一aCtin为内标，半定量HPVl8 E6、HPVl6

E6、HPVl6 E7的表达情况。结柒驻示Skn一髓能够鼹著激滔ttPVl8 E6、HPVl6 E6、

HPVl6 E7基因的表达。提示HPVl6和HPVl8的阳性细胞中痫毒致癌慕因处于活

化状态，Skn-la对p97启动予舆有上调作用，为邂一步研究Skn一，与宫颈瘸发

生的关系提供了条件。

同时，检测HPVl6E7基因在新疆南部维吾尔妇血宫颈瘸组织中的突变情况。

从新疆南部地区维吾尔族妇女窖颈癌活检组织DNA中PCff扩增ttPVl6 E7全长基

因，PCR产物直接测序戚克隆磨测序。结采表明，27个E7分离片段中仅1个

分离株E7基因核营酸发生2处突变，既647位(在HPVl6基因组中的位置)的

A—G，氨基酸由Asn变髯为Ser(N29S)；845位的T—c，氨基酸不变。E7中N29S

的变异在韩国妇女中会提高E7的致癌性，瞧在新疆南部维吾尔妇女中仅占3．7％

(1／27)，故认为E7的突变与新疆南部维吾尔妇女富颈穗离发关系甚微。

总上所述，新疆南部维吾尔妇女富颈瘿的商发与HPVl6 URR区的突变以及可

与URR结合并调控HPVl6早期基因表达的转录因子有关，而与E7的突变关系甚微。

关键词：HPVl6 uRR；窝颈癌；慕因突变；Skn—J聍，点7

2



新疆大学硕士论文

Studies on the relationship between the mutation ofHPVl6

URR from Cervical Carcinoma Biopsies and the

occurrence of cervical cancer in Xinjiang Uygur Women

Abstract Cervical cancer is the disease threatened women's life and health

seriously,with the increase of its hi曲suffering and death rate annually．High-risk

I-IPVs(human papillomavirus，HPV)is closely linked to the development ofcervical

carcinomas．HPVl6 and HPVlg ale considered to be the major pathogenies,as the

HPVl6 and／or HPVl8 found in tested cervical carcinomatous tissues is 80．90％．

The data of cervical cancer epidemiology indicated that the incidence of HPV

infection was high，there were variant strains of hi啦mSk HPVs with altered

cancer-causing potency．The incidence of cervical cancer was high among Uygur

women living in southem Xinjiang and morbidity Was 459—59011 0，000．The

suffering of cervical cafcinoma was intimately associated with the infection of

HPVl6．as HPVl6 finding rate in cervical carcinomatous tissues was 77．6-82．6％．

It is generally considered that the virulent oncoproteins E6／E7 plays critical roles

in the formation coBrse of HPV-indueed cancer．The expression of HPV early gene

was regulated by rIPV UP,R,and the expression ofHPV E6／E7 genes were regulated

by many transcriptional factors via binding to UR免And mutations in HPV URR

Can alter its regulation run．ion,thus impacting the expression of E6／E7

oncoproteins．

In order to investigate the relationship between the mutations in HPVl6 type

upstream regulatory region(UP,R)ofcervical cancerous biopsies from Uy薛women
and hi曲incidence ofcervical carcinoma among Uygur women in southem Xinjiang,

total DNA was extracted from cer’dcal cancerous biopsies．Using these DNA as
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templates，the DNA fragments of HPVl6 URR were amplified by PCR．Then the

PCR productions were sequenced either directly or post—clonally,the DNA

pulymorphism of the HPVl6 URR was analysed．To evaluate the variation of

transcription activity caused by mutations in URR,the URR was subcloned into

plasmid PGL3-Basic。and the activity of luciferase was tested 48 hours after SiHa

and HeLa cells had been mansfected with the constructed plasmid。Sequencing ofthe

amplified DNA fragments of HPVl6 URR indicated that there were dozens of

nucleotide mutations in Xinjiang strain's HPVl6 URR compared with the HPVl6

prototype，which resulted in elevated transcription activity．And more noticeably,

two single site mutations-xju-7 URR’S 7792(C--n mutation in the YYI binding site

and xju-4URR's 7449口一C)mutation between Wl and E2 binding sites carl

drastically boost transcription activity of the promoter．And t-test for pooled dam

revealed that the luciferase activity of xju-7 WaS significantly different from that of

German prototype．These results suggest dose the relationship between HPVl6

URR mutations and the hi曲infection rate of cervical cancer among Uygur women

in southern Xinjiang．

11le epithelia cell specific transcription factor Skn-la was one member of the

POU transcription factor family,characterized by the differentiation dependent

expression and its expression level tightly associated with the epithelia cell

differentiation state．Researches on Skn—la will help probe into the epithelia specific

HPV-induecd cancer formation。

To explore the paUem of HPVl6 and HPVl8 oncogenes expression regulated by

Skn—j焉HeLa and SiHa cells were transfeeted诚m the constructed plasmid

pcDNA3-Skn-la by liposome-mediated approach．The total RNA"was extracted in

48 hours．and RNA was reversely transcripted into eDNA。Using the Skn·la
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transfected cell-derived eDNAas templates,the expression ofHPVl8E6、HPVl6E6

and I-IPVl6E7 were analysed by semiquantitive PCR试tll∥-actin as all inner

standard．The experiment revealed that Skn—la activated the expression ofHP V18

E6、HPVl6E6 and HPVl6E7 gene considerably．Indicating the virulent genes were

active in the HPVl6 and HPVl8 positive cells and Skn—la could upregulate p97．

These resulIs facilitate further studies on the felationship between Skn。la and the

cause ofcervical Cancel'．

Atthe sanaetime,anymutationsintheHPVl6E79eneofcervical cancerous

biopsies from Uygur women in southern X蝎iang were detected．HPVl6E7 genes

wefe amplified by PCR from the cervical cancerous biopsies DNA．Nucleotide

sequences ofthe HPVl6 E79enes were determined either by direct or sub—cloning

sequencing methods to analyze the mutations ofHPVl6 type E7 gene．The result of

PCR showed that there was only one fragment witll two mutations among the 27

cases，onewasnt647(A_e})，resultingin aminoacidSet(N29S)substitutedforAsia；

The other was nt845(T--+C)，without variation ofamino acids．1k E7 N29S

substitution associated with a higher oncogenic risk in Korean women．How'ever,

there was only 3．7％(1／27)in Uygur Women from southern Xinjiiang．So there Was

little relationship between E7 base changes and high occurrence ofcervical cancer in

X蝎iang Uygur women．

In general，hi曲occurrence ofcervical CanCer in Xinjiang Uygur women

demonstrated／n vitro Was closely associated、墒tlI mutations in HPVl6 URR and

transcriptional factors via binding tO HPVl6 URR tO regulate the expression of

HPVl6 early gene，and E7 base changes might not contribute to oncogenesis．

Key words：HPV UP．R；Cervical Cancer；mutation；Skn—la；E7
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英文缩写

AP．1：acfivator protein t 激活蛋白1

AP-2：activator protein 2 激活蛋白2

C／EBP：CCAAT enhancer binding protein CCAAT增强子结会蛋囱

CT．-Chlamydiatrachomatis 沙眼衣原体

DNA：deoxyribonucleie acid 脱簸孩糖核酸

EB：Epstein-Barr virus 疱疹病毒

GRE：glucocorticoid receptor element 耱受获激素反应因子

HCMV：human cytomegalovirus 人臣细胞病毒

HPV：human papillomavims 入乳头瘪病毒

HSV-II：herpes simplex virus 11 疱疹Il型病毒

KDE：keratinocyte dependent enhancer 角质化依赖增强予

KRF-l：kemtinocyte specific transcriptional activator 1

角质化细胞特异转录激活囚予l

PCR：polymerase chain reaction 聚合酶链式反应

PRE：progesterone receptor element 孕激素反应囚予

pRB：refinoblastoma tumor suppressor gene product

视网膜母细胞抑制基因产物

RT-PCR：reverse transeription-polymerase chain reaction 反转录PCR

Spl：specificity protein 1 特异蛋白l

Sp3：speeificity protein 3 特冥蛋叁3

URR：upstream regulatory region 上游调控区
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文献综述

人乳头瘤病毒上游调控区调控病毒致癌基因表达的研究进展

HPV感染与人类的各种良性或恶性病变密切相关，如普通疣、生殖器疣、宫

颈癌、口腔乳头瘤、食管癌、非黑色素皮肤癌等l”。宫颈癌是死亡率居第二位

的妇科肿瘤，全球每年约有45万新增病例，20万例患者死亡f舶，研究显示90％

以上的宫颈癌与人乳头瘤病毒的感染有关‘31，其中约50％是人乳头瘤病毒16

型(HPVl6、感染引起的。HPV病毒由壳粒排列成立体对称的20面体，无脂质

包膜结构中心，病毒DNA呈环状双链结构，约8000bp，具有严格的嗜上皮组

织特异性和宿主范围。至少有120个I-IPV亚种被公认，其中高危型HPVl6传

播最广泛，此外还有HPV 18。31，33，39，45，52和6914J。

1 HPV病毒简介

人类乳头瘤病毒(human papillomaviFUS，HPV)属乳多空病毒科乳头瘤病

毒属，是最小的DNA病毒。颗粒直径为50—55nm，由72个壳微粒组成的立体对

称的20面体，在分化状态的细胞中复制；其病毒DNA分子为双链环状，并高

度螺旋化。可将该病毒大致分成3组：生殖道组、疣状表皮发育不良组和粘膜皮

肤组，其中约22种与人生殖道感染相关。根据其与肿瘤发生的关系又可分为3

组：①低或无癌风险组，包括HPV6、11、39、41、42、43、44；②中度癌风险

组，包括HPV31、33、35、51、52：③高度癌风险组，包括RPVl6、18、45、56。

病毒基因组含有8 000左右碱基(bp)，依其功能不同分三区：早期区

(ER)、晚期区(LR)和上游调控区(URR)。llPV的ER区编码六种蛋白，分别为

El、E2、E4、E5、E6、E7。矾区4 kb，E1参与病毒复制，其编码蛋白具。ATD。

依赖性解旋酶活性；E2参与转录调节，是主要的病毒转录因子；E4编码晚期胞

质蛋白，与病毒成熟有关；E5具较弱的转化活性；E6，E7主要与细胞转化及致瘤

性有关。LR区编码L 1和L 2蛋白，3 kb左右，存在于病毒复制引起后即增
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殖性感染的细胞中，其主要功能组装和稳定病毒颗粒。URR区lkb，该区变异

程度最大，与病毒基因起始表达和复制有关，也与潜伏感染有关。

2 高危型HP'I，的致癌机理

HPV是人类肿瘤病毒病因中最为重要的～类病毒。虽然无直接的证据证明

HPV是人类肛门、生殖器肿瘤的病因，但是，已有足够的证据说明HPV与癌变

密切有关，例如，在子宫癌、阴茎癌、外阴和肛门周围癌组织中可以有规律地检

出HPVDNA序列，在发现HPV DNA的富颈癌组织中主要是HPVl6或HPVl8，在慢

性宫颈炎患者的宫颈组织和洗液中，HPVl6的检出率高达20％～50％；不仅是宫

颈癌组织，而且来自宫颈癌的细胞株如HeLa、SiHa和CaSki均含有HPvl6／18

或其它型别的HPV DNA。这些易致癌的HPV被认为是高危型HPV。高危型HPV的

致癌机理可能有以下几方面：

2．1病毒DNA的整合。

已发现HPVl6DNA在良性肿瘤内以游离形式存在，而在恶性肿瘤内仅偶见游

离形式的DNA，大都为整合状态，呈串联重复状或单倍整合。整合可发生在flPV

DNA的不同部位。有报道整合发生在ORFE2和L2之间，缺失813 bp，而E6、

E7表达不受影响。有报道整合发生在El和E20RF处，E4和E5完全缺失，L1

和L2内部缺失376个bp。有报道在宫颈癌细胞系SiHa中整合有95％的HPVl6

基因组，整合发生在E2和E40RF内，缺失251个bp，并发现病毒整合在第13

号染色体上。用原位染色体杂交方法检测到HeLa细胞上有HPVl8相关序列的

整合，整合发生在异常的5号染色体8q23～q24、9q31～q34、P1l～13处，及

22号染色体的q11～q13处，其中三个位点相当于原癌基因myc、abl和sis的

定位，并且正位于或非常邻近于脆性位点。可见HPV(16／18)的整合发生在不

同的ORF处，造成大小不一的病毒基因序列缺失。同样其整合在染色体上的部位

也多种多样嘲。

2．2 HPV致癌转化蛋白
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2．2．1 E6．E7蛋白的结构

E6定位于感染细胞的核基质及非核膜片段上，体外表达的E6蛋白含151

个氨基酸，分子量为18 X 103，其主要结构特征是Eh4个cys—x—X—cys构成的2

个锌指结构。其结构功能区分为：I：N端，l～29氨基酸；II：锌指I区，30～

66氨基酸；IIl：中央区(连接区)，67～102氨基酸；IV：锌指II区，103～139

氨基酸； V：c端，140～151氨基酸。E7蛋白定位于核内或附着于核基质上，

含98个氨基酸，有18×103和16×103两种形式。其功能区分为：I：1～15

氨基酸； 11：16～37氨基酸：Ill：38～98氨基酸，锌指及c端区。II区有一结

合RBl的关键位点LXCXE(22～26)。

2．2．2 E7对细胞周期调控的影响

E7与RBl反应是E7转化活性的关键，高危型HPV E7与RBl亲和力很强，结合后

使E2F／RBl复合体解离，E2F功能恢复，G1／S期转换所需的基因得以转录。E7

还能直接作用于细胞周期重要调节蛋白(Cyc]inA，CyclinE，cdk2，p21，p27)

。1”，使细胞周期紊乱。许多研究发现HPV在肿瘤中经E7蛋白采取多种方式(灭

i；}prB，p107，p130，CKIs：上调PCNA，Cyelins等)来通过G1／S转换关卡，

导致细胞无限增殖。放线菌素D经p53介导使细胞周期阻滞在G1期，但在表达

HPVl6E7的RB(一)胚胎成纤维细胞和角化细胞中，这种阻滞作用被消除91，

提示E7在某些情况下能消除p53的功能，可能通过E7与p21在p53下游的相互

作用介导而实现。“。

2．2．3 EG的转化机制

E6结合并降解p53是细胞转化的关键，E6蛋白的N端及锌指I区是作用

的关键区，能与细胞内tOOkD的E6一AP(associated proteil3)形成具有

Ubiqui tin蛋白连接酶活性的复合物，进而特异性地结合并降解p53 1”。但研

究发现E6还能通过p53非依赖性途径促使细胞增殖⋯。E6一BP(binding

protein)属细胞内质网的钙结合蛋白，对HPVl6 E6复合物的形成是必需的““。
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ERC一55与细胞骨架蛋白paxillin相似，E6蛋白与之相互作用能破坏细胞骨架

““。E6尚可通过激活端粒酶和灭活G2关卡使正常细胞永生化或使癌前病变发

展为癌o。“1。

2．3其它病原因子对细胞癌变的协同作用

人类乳头状瘤病毒(HPV)、生殖道疱疹II型病毒(HSV一珏)、沙眼衣原体(cT)、

人巨细胞病毒(HCMV)、EB等病原微生物，突变精子的异常DNA进入宫颈等上皮

细胞均可协同诱发肿瘤形成。人群的生活习惯、性行为、早婚、早育、多产、

性生活紊乱、性激素失调，以及尼古丁、其他激素、体质、免疫学因素(HLA型)

等也有利于癌的发生。另外在HPVl6／18／1l型上有孕激素反应因子(PRE)和糖

皮质激素反应因子(GRE)。PRE／GRE是HPV基因调节的重要组成部分，在病毒

基因复制时起作用，在排卵周期中孕激素和糖皮质激素可以加速受感染细胞癌

变。此外，口服避孕药也能增加HPV病毒感染的能力“”。

3．HPVURR的结构和功能

HPV病毒踮，E7癌基因的表达受URR多顺反子转录的调节，它是由p97启动

子启动。高危型HPV URRs己成为众多研究的焦点。这些研究已经表明许多转录

因子有与HPV URRs结合的作用元件，HPV早期基因表达受到许多结合到URR的

细胞因子和病毒因子的调控。HPV URR在组成上包含一段复杂的、动态的和富

集早期基因表达的调控蛋白区域。在HPVl6 URR大约800bp的区域内约有40

个已知转录因子结合位点，这些位点至少含有11种不同的细胞转录因子和病毒

因子的结合位点呻1。

3．1 URR的结构

URR由5’区，中央区(角质化依赖性增强子区)和3’区组成。5’区包

含有晚期转录产物的转录终止位点和多聚腺苷酸化位点“”，作用于晚期mRNA

稳定性水平的负调控元件“”和一个调控转录的E2结合位点“”。3’区含有一个

E1结合位点，证明是复制起点和转录起点；两个E2结合位点；一个Spl位点

10
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与YYI位点重叠；还有TATA盒子，负责前起始复合体的建立和结合。400bp的

中央区的两侧是E2的结合位点，已经证明是上皮特异转录增强子区。然而，HPV

早期基因表达的上皮特异性不是～个或少数几个转录因子的作用结果，因为已

报道的几个重要位点的组合并不足以构成强启动子活性。⋯。

3．2 URR与转录因子

HPV角质化依赖性增强子区包含大部分的转录因子结合位点，这些结合位

点以细胞类型特异性方式正向或负向调控URR的活性。角质化依赖性增强子区

除了能作为上皮特异性增强子以外，还能通过转录因子与其不同的同源位点结

合调控病毒基因的表达，从而对角质化细胞的不同生理和分化状态做出反应o”。

在生殖器HPVs中这些作用元件的序列(长约15—3lbp)是高度保守的，这些作

用元件与Tef一1。“，Tef-2。。和Oct一1一NF一1。“复合物的结合调控URR的活性。其

它反式作用元件如AP-1家族成员2“，CCAAT置换因子””，KRF—l㈣，C／EBP。“，

NF—IL6㈨，Oct一1。’，YYl㈣，NFl。。·2”，c—Myb⋯3和类固醇类受体⋯1负责调控

HPVE6＼7基因，NF一1，AP—l，Oct—l，Tef—l，Tef一2和孕激素／糖皮质激素通过结

合到HPV URR协同促进病毒转录。相反地，现已证明YYI，Oct—I，CCAAT置换因

子(CDF)，NF—11．6，p53和C／EBP B对病毒转录具有下调作用。应用活体印记技

术，在HPVl8URR中发现了新的可能具有调控E6和E7转录的增强子和启动子序

列，提示以前还未报道的新因子也能促进HPV早期基因的表达”’。

细胞问因子，例如细胞分裂素能够通过调控转录因子和／或相关因子的结合

而调节HPVl6 E6／E7癌基因达表达的信号传导途径调节HPV URR的活性。视黄

酸(RA)能抑制HPVl6早期基因的表达”1，用视黄酸处理HPV一永生化细胞和癌

细胞能抑制两者的HPV转录，但是对癌细胞的抑制程度较轻m1。Y一干扰素抑制

HPV一永生化人宫颈细胞中HPVl6早期基因表达。”；而Q一干扰素也能抑制HPVl6

E7的表达酬。

3．3URR的变异
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HPVLrRR较其他基因更易发生变异，是HPVl6是基因组的易变区，自不同

病变中分离的HPVl6URR变异可达到5％，而在编码区不超过2％[37】。不同地

区、不同种族人群中URR的变异不同。转录因子与该区段结合可调节转化基

因的转录，其功能的失常在HPV相关性肿瘤中的发生中有重要作用。

研究表明：在HPVl6和HPVl8中，UI汛角质化依赖性增强子区发生的点突

变，将使其转录活性平均提高2倍【381。亚裔美洲型(AA)URR转录活性的提高主

要由于3’URR末端7660—7890区间碱基的突变所致。“；此后，Kammer C140]等分离

的AA型和NA型URR的转录活性分别是德国标准株的3．3；f112．7倍，并认为主要由

于URR 7619—124位碱基的突变所致，而nt7729(A—c)的突变起了主要作用；

Tornese]lo M I，⋯1发现在Af型中URR出现重排现象，它的转录活性是德国标准株

的4．23倍。

HPVl6URR有31个YYl潜在结合位点，其中24个位点可与纯化的YYl蛋白

结合，Dong XP等。21报道，HPVl6一URR序列上SPl结合位点(nt7842一nt7847)

和YYl蛋白结合位点(nt7840一nt7848)重叠，SPl与YYl竞争性地结合在这一

位点上，该位点上nt7843的A—G突变可使p97活性提高4—7倍。同样，YYl

结合位点上nt7484A—C、nt7488G—h的突变和nt7785 c—T的突变会使其转

录活性提高2～4倍∞1。Watts Kit441等分离得到得突变株m7792C—T(YYl结合

位点)的突变，同时nt7676(Oct一1／PEF一1)或nt7894(PSM)的突变可大大提高

转录活性，其活性是原型的7—11倍。可见，URR DNA的缺失、突变或重排均

可使E6、E7转化基因过度表达，增强其转化细胞的能力，从而使HPVl6更易

引起宫颈癌。

4．POIJ家族及其与URR的关系

4．1POU家族的概况

POU名称源于三类哺乳动物转录因子的首字母的缩写，它们分别是垂体特

异性转录因子Pit一1“”，八聚体结合蛋白0ct-1””和Oct一2“”，以及线虫中枢神

12
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经转录因子Unc一86““。这些POU基因家族的成员与后面发现的其它成员的共同

特点是具有称为POU结构域的双向DNA结合结构域㈤。

4．1 POU家族的功能

POU转录因子由于参与细胞分化和具有组织特异性表达的特点而格外受研

究者的青睐。自从1988发现具有POU结构域的转录因子以来，现在已经积累了大

量有关POU转录因子生物功能方面的知识。目前已知的POU转录因子有40多种，

它们分布于各种器官系统。皮肤中主要的POU转录因子主要有：Oct—l，Tst～l／

Oct一6和Skn—I／Oct—11”1。Oct一1不具有组织细胞特异性，在处于增殖期与分化

期的角化细胞中都能检测到：Oct一6和Skn一1主要在上基底细胞层中表达；并且

skn一1选择性地在上皮细胞中表达。““”1。

在人角化细胞中，Oct一1 1／Skn—la刺激分化标志蛋白KlO和小pro—rich包膜

蛋白SPRR2A的表达，而Oct一6抑制与增殖相关的K5与K14基因的表达，表明Oct一6

也具有促进分化的功能。然而，其他人还发现Oct一6 RNA存在于所有正常活表皮

细胞中，并且包括Skn—la在内的几种POU家族成员能够抑制分化依赖性内皮蛋白

启动子。

除此以外，POU转录因子家族的另外两个POU因子Brn一3a和Brn一3b晟初在神

经细胞中发现，后来发现在宫颈细胞中也存在，并具有调节HPVl6和HPVl8基因

转录的功能：这两个转录因子都能直接与病毒的上游调控区结合，但是两因子发

挥着相反的功能。Brn一3a直接与HPV的上游调控区结合刺激E6／E7癌基因转录，

Brn一3b则抑制E6／E7的表达。P670启动子在未分化的角化细胞中受到抑制，在细

胞分化时被激活。

4．3 Skn—la在HPV诱导癌症的作用

POU结构基因Skn一，可以通过不同的剪接方式而翻译成三种Skn一1异型体，这

些蛋白的N一末端各不相同，从而可以适用于各种启动子。在不同的表皮细胞样

本、内鳞状上皮细胞和培养的人角化细胞中这些异型体的表达模式各不相同。

11
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Skn—la和Skn—ldl作为转录激活蛋白高亲和性地与SPR92JJk聚体位点结合；而

Skn—ld2不能影响SPRR2A的表达嘲1。

由于skn—la是上皮细胞特异性转录因子、具有分化依赖性表达的特点删，

skn—la的基因表达与上皮细胞的分化状态相关， skn—la的基因转录产物在处

于分化中的上基底细胞中可检测到，而在未分化的基底细胞中检测不到侧。对

skn一1a的研究有助于探讨HPV病毒诱导的癌症形成过程。KAZUNORI YUKAWA等

发现skn—la结合到HPVURR的启动子I临近区域的转录调控区，激活HPVl8和

HPVl6 E6／E7启动子的转录活性““。即使在非上皮细胞中，异常表达的skn—la

也能激发病毒E6／E7启动子的活性。而将skn-la在BPVl8 URR的启动子临近

区域的结合位点突变将彻底破坏skn—la对E6／E7启动子的转录激活m1。对于

P670启动子而言，分化特异性转录因子Skn-la替换YYI结合到HPVl6的P670

启动子上将P670从抑制状态激活’5”，激活P670启动子转录E7癌蛋自嘶1。在

nt 542处发现启动E7 mRNA转录的P542启动子，令人吃惊的是P542启动子附

近一E一框下游与E7起始密码子重叠处发现了一个Skn—la结合位点，Skn—la与

该位点结合并抑制P542启动子的活性汹1。由此可见Skn—la对HPV诱导癌症形

成的调控非常复杂，但用现有的模式系统研究hSkn—la对HPV复制的影响将是

很有意义的事。
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论文第一部分

新疆株人乳头状瘤病毒16型上游调控区DNA多态性

及其功能分析

【摘要】 目的探讨新疆南部地区维吾尔族妇女宫颈癌组织中人乳头瘤

病毒16型(Human Papillomavirus 16，HPV16)上游调控区(upstream regulatory

region，URR)的变异及其与新疆维吾尔族妇女宫颈癌发生的关系。方法从19

份中国新疆南部地区维吾尔族妇女富颈癌活检组织标本中提取DNA，以此DNA为

模板，PCR扩增HPVl6 URR DNA片段，PCR产物直接测序或克隆后测序，分析新

疆维吾尔族妇女宫颈癌组织HPVl6 URR DNA多态性。构建pGL3一Basic—URR

质粒，将其转染HeLa，SiHa细胞，48dx时后检测荧光素酶活性。结果PCR检测结

果显示宫颈癌组织中HPVl6 URR阳性率为89．47％(17／19)；测序和序列分析表明，

与HPVl6原型比较，HPVl6 URR核苷酸多处发生变异，URR区在核苷酸水平上形成

11种突变模式(xju一1～xju一11)，xju一1和xju一4突变模式各占23．53％(4／17)，

其余各突变模式均占5．88％(1／17)，各模式与BPVlBURR原型比较，同源性在

98．50％～99．68％之问。在各位点的突变中，7192位(G一，J1)、7520位(G—A)的

突变(100％，17／17)在新疆地区趋于恒定，该两处突变在亚裔美洲型(AA)中普

遍存在，与病毒感染及宫颈癌发生相关； 7729位(A—c)、7843位(A—G)、

7792位(c—T)的突变可显著提高启动子的转录活性；其余突变尚未见报道，部

分突变为新疆地区分离的HPVl6 URR所特有。荧光素酶活性分析表明，URR突变

后其转录活性均比德国标准株URR的高，其中xju一7在SiHa细胞中启动荧光素酶

表达的活性是标准株的2．16倍，在HeLa细胞中是标准株的1．94倍，成组t检验均

有显著差异。结论中国新疆南部HPVl6URR基因发生变异，HPVl6 URR的突变与

HPVl6的系统发生以及新疆维吾尔族妇女高发宫颈癌存在一定关系。
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【关键词】人乳头瘤病毒16型；宫颈癌；上游调控区；多态性

Polymorphism and function analyse ofHPVl6 upstream

regulatory region from Xinjiang Uygur Women

[Abstract] Objective To investigate the mutations ofHumanPapillomavirus

16 type(HPVl6)upstream regulatory region(URR)from the cervical cancer biopsies

in southern Xiniiang Uygur women，and the relationship between the mutations and

the hi曲incidence ofcervical cancer in southern Xinjiang．Methods The tissue

DNA was extracted from cervical carcinoma biopsies．HPVl6 URRDNA fragments

were amplified by PCR,HPVl6 URR DNA segments were sequenced and analyzed．
The potymorphism ofHPVl6 URR DNA was analyzed．Results The positive rate

ofHPVl6 URR was 89．47％(17／1外by PCR．These DNAs were sequenced,in

comparison with the preViollsly published sequence ofthe prototype HPVl6 URR,

some mutations were detected in the I琅Rs．The mutatiom ofall the seventeen

HPVl6 URR fragments belonged to eleven pattems(xju一1～xju-1 Oat nucleic acid

level，xju-I and xju-4 each accounted for 23．53％(4／17)，and other mutation patterns

accounted for 5．88％(1／17)respectively．Their nuclentide sequence homology to the

previously published sequence ofprototype HPVl6URR were 98．50％to 99．68％．

Thereweretwomutations，nt7192(G—T)andnt7520(G—A)，foundin“l

seventeenURR fragments and tended to constantly in the Xinjiang area,The two

mutations were ubiquity in the Asian-American type，conferred much mole strong

infection activity and carcinogenicity to this virus；and the mutations nt7729(A—

C)、nt7843(A—G)、nt7792(C—T)couldenhance itstranscription activity

considerably．Other mumfions have not yet seen reporting．Partial mutations of

Xinjiang area separation HPVl6 URRwere unique．Analysis ofthe luciferase

activity demonstrated that the transcription activities ofall theURR mutated swains

were elevated compared with the German prototype．The luciferase activity ofxju-7
was 2．16 times higher than the German prototype in SiHa cells．and was 1．94 times
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higher than the German prototype in HeLa ceils，and t-test for pooled data revealed

the discrepancy ofthe two WaS；notable．Conclusion HPVl6 type URR genes from

cervical carcinoma biopsies in Xinjiang Uygur women had some mutations．It

suggested that thereⅥ，e糟some relationships betweenthe mutationsofHPVl6 URR

and I-IPVl6 phylogeny and the high incidence ofcervical cancer in the south of

Xinjiang．

[Key words]Human papillomavirus type 16；Cervical Carcinoma；upstream

regulatory region；Polymorphism

人乳头瘤病毒(Human papiUomavims，HPV)是一类具有严格宿主范围和

嗜组织特异性的小DNA病毒，主要感染人的皮肤或粘膜上皮细胞，引起感染部

位发生良性和恶性病变。宫颈癌的发生与高危型人乳头瘤病毒的感染密切相关，

超过90％的富颈癌患者可检测出HPV DNA，有近50％的患者可检测到

HPVl6DNA[1‘2‘31。

HPVl6病毒基因组含有7906个碱基(bp)[hhtp：／／hpv-web．1anl．gov]，基因组由

3个部分组成：早期I叉(early region，E)、晚期区-Oate region，L)和上游调节区

(upper region ofregulation，URR)，E区包含了与转化有关的E6和E7基因，L

区包括编码病毒衣壳蛋自的基因，URR含有启动子和多个顺式作用元件，通过

与转录因子的相互作用调节病毒基因表达。

核酸杂交和HPVl6 E6、L1、L2和URR核苷酸序列分析表明，HPVl6

存在多态性，目前，将世界范围不同种族、不同人群中分离的HPVl6区分为5

种主要的种系发生群H’51，URR是HPV变异最多的区域，该区启动并调控

HPV癌基因E6／E7的表达，许多细胞因子和转录因子可通过与URR结合调控

HPVE6／E7基因的表达t61,LrRR内顺式作用元件的点突变或缺失突变可改变

URR的调控功能，使E6、E7转化基因过度表达，增强其转化细胞的能力，从

而使HPVl6更易引起宫颈癌。

新疆南部维吾尔族聚居区是官颈癌高发区，患病率高达459-590／10万，已
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有的调查表明，新疆南部维吾尔妇女高发宫颈癌与HPVl6感染密切相关，其宫颈

癌组织中HPVl6检出率达77．6％～82．6％”“1。我们已报道了新疆南部地区维吾尔

族妇女富颈癌组织中HPVl6E6∞’”1基因、L1基因“u及L2基因“21的变异情况。本

文对新疆维吾尔族妇女宫颈癌组织中人乳头状瘤16型上游调控区DNA多

态性进行分析，并对突变的URR以探讨该区宫颈癌组织中HPVl6 URRDNA突变的

规律及其突变与该地区宫颈癌高发的可能关系。

l材料与方法

1．1宫颈癌组织标本

采取2002年11月～2003年lO月新疆医科大学第三附属医院(新疆肿

瘤医院)19例宫颈癌手术或活检标本(经病理检查确诊为宫颈癌)，标本采

集量约0．8 g，患者均为新疆南部维吾尔族妇女，年龄30岁～66岁，中位年

龄50岁，术前未进行放化疗。标本一80。C保存。

1．2质粒、菌种和细胞

克隆质粒pMDl 8一T购自宝生物工程(大连)有限公司，质粒

pG[．3一Basic。pSV一13一Gal，菌种DH5 a均为本实验室保存。Hela、SiHa细胞购

自上海细胞库。

1．3主要试剂

基因组提取试剂盒、核酸内切酶、DNA marker、Taq多聚酶、T4DNA连接酶

及PCR片段回收试剂盒均购自宝生物工程(大连)有限公司。Dulbeeco’SMo

dified Eagle Medium购I刍GIBCO公司，脂质体Lipofectamine购自Imgen公司。
1．4引物的设计与合成

根据Seedorf等“习1985年发表的HPVl6型DNA全序列设计引物。上游引

物P。的序列为：5’一gTCCTgAAACATTgCAgTTCTCT一3’，下游引物P。的序列为：

5’一gCTTgTgTAACTATTgTgTCA一3’。引物由宝生物工程(大连)有限公司合成。
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1．5宫颈癌组织DNA的提取

按TaKaRa Minibest Animal Tissue Genomic DNA ExtractiOn Kit Vet．2．0

说明书进行。同时按该法提取SiHa细胞基因组。

1．6 PcR扩增

以宫颈癌组织及SiHa细胞DNA为模板，加HPVl6 URR引物，按常规方法

扩增HPVl6 URR DNA片段。扩增参数：95℃5min；94℃45sec，55℃30sec，

72℃lmin，35个循环；72℃7mi n。

1．7 HPVl6 urr DNA序列测定及分析

用PCR片段回收试剂盒从琼脂糖凝胶中回收PCR产物，分别用HPVl6 URR

Pl、P2进行DNA测序。用DNAMAN version 5．2．2软件对序列进行分析。

1．8 PMDl8一T／HPVt6URR重组质粒的构建

将7个HPVl6 URR PCR回收片段与克隆载体pMDl8一T用T。DNA连接酶16℃连接

过夜，连接产物转化至￡coli DH一5 a中，经Amp+筛选、增菌培养后提取质粒，

酶切鉴定正确的质粒用pMDl8-T载体特异性引物BcaBEST primer RV M和

BcaBEST primer M13—47引物分别测序，并与同一标本PCR产物直接测序的结果

比较，验证PCR回收片段直接测序的可信度。

1．9 pGL3-Basic—URR质粒的构建

用Hi ndHI幂DKpn 1分别酶切重组质粒pMDl8一T／urr和pGL3一Basi C，琼脂糖凝

胶中回收目的条带。将回收的URR和pGL3一Basic用T。DNA连接酶16。C连接过夜，

连接产物转化至E．coli DH一5 Q中，Amp+抗性筛选、增菌培养后提取质粒，酶切

鉴定其正确性。并将以上重组质粒命名为pGL3一B—xjul，xju2，xju3，xju4，xju7，

xju9，C。

1．10细胞转染和荧光素酶活性检测

在含10％新生小牛血清的DMEM中培养的SiHa、HeLa两种细胞接种至24孔板中，

转染前一天，胰酶消化细胞并计数，细胞铺板，使其在转染日密度为70—90％。
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细胞铺板在0．5ml含血清，不含抗生素的正常生长的培养基中。按LIPOFECTAMINE

2000转染试剂转染步骤将上述构建的7种(pGl．3一B—xjul，xju2，xju3，xju4，

xju7，xju9，C)重组质粒(1 p g)SDpSV—B—Gal共转染HeLa，SiHa细胞。并外加一

组pGL3-Basic转染HeLa，SiHa细胞作为校正B—Gal组，每组重复3次。48h后收集

被转染的细胞，按Promega试剂盒说明书制备裂解液，对荧光素酶活性进行测定，

B—Gal活性测定按Invi仃ogen公司转染细胞抽提物中测定B-gal表达的方法进行。

1．1 1荧光素酶活性的统计分析

p-gal活性由转染pGL—Basic的HeLa，SiHa细胞进行校正，7组共转染细胞裂解

液中p—gal活性(OD值)减去转染pGL3一Basic的HeLa，SiHa细胞解液郴-gal活性

(OD值)。荧光素酶相对活性为各细胞裂解液荧光强度除以1000倍的校正后

p-gal活性(OD值)。求每组平均值、方差，利用SPSS9．0软件，按等方差假设，

对实验组与C组进行两组数据的成组t检验，求得P值。

2结 果

2．1宫颈癌组织,{JHPVl6 URR基因的扩增

19份标本有17份标本为HPVlBURR阳性，图1所示为4份样品PCR产物琼脂糖凝

胶电泳结果，可见一约为936bp的扩增条带，其大小与预计相符。

图1 PCR扩增URR结果

Fig．1 AInplication of HPVl6 URR

1～4．HPVI 6 URR PCR products

5 DI，2000 marker
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2．2 pMDl8-T／ttPVl6 URR重组质粒的构建

将HPVl6URR PCR回收片段与克隆载体pMD 1 8一T连接，重组质粒用Sai，

和Ham／／]酶切，酶切得到约2700bp、600和350bp的三个条带，与预期相符。

图2 pMI)18一T／URR的酶切鉴定

Fig．2 RE analysis recombinant plasmid pMDl8一T／URR

l：DL2000 marker

2-5：pMDl8一T／URR digested by Sal land Bamttl

2．3 HPVl6 URR基因序列测定及一级结构分析

测序结果表明PCR扩增得到的均为HPVl6URR基因，分离的HPVl6 URR区全

长936bp，大小与德国标准株URR区一致，核酸序列发生多处突变。17个分离

株URR基因在核苷酸水平形成11种突变模式，分别命名为xju一1～xju一11，

BLAST和DNAMAN version 5．2．2分析表明，各模式与HPVl6原型比较，同源

性在98．50％~99．68％之间，其中7192位(G—T)，7520位(G--A)的突变在

17个HPV 16 URR分离片段中均存在，6个分离片段在7713位发生了T—G

的突变，在7167和7173位各有4个分离片段发生A—G和A—c的突变，3

个分离片段分剃在7203和7791位发生T—c和c—T的突变，在7174位、

7449位、24位各有2个分离片段发生突变，7116位等2l位点在1个分离片

段中发生突变。突变模式xju—l和xju一4均占23．53％(4／17)，其余突变模式

各占5．88％(1／17)，表1显示了URR区的突变情况(见下页)。
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表1宫颈癌组织中HPVl6 URR基因序列的变异分析

序列坨f xju-J xju-2 xju-3 xju_4 xju一5 xju{；xju一7 xju一8卅u_9 xjuqO叫u-11 Frequency(％)’

注释：+该突变模式在17个HPVl6 URR分离片段中出现的频率；·该点突变

在17个HPVl6URR分离片段中出现的频率。
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2．4 p(；L3一Basic—URR质粒的构建

重组质粒pGL3一Basic／URR用所，7d脚和Kpn I双酶切鉴定，酶切得到约

5100bp、950bp两个条带，与预期相符。表明HPVl6一uRR已插／NpG[。3一Basic载体

中。

图3 pGL3／URR的酶切鉴定

Fig，3 RE analysis recombinant plasmid pGL3／URR

1：DL2000 marker

2-8：pGL3／URR digested by Kpn 1 and Hind．日

2．5荧光素酶活性分析

用7种表达质粒转染SiHa和HeLa细胞，其中C组为德国标准株URR，依

此为对照。在这两种细胞系中，发现6个BPV URR片段均可驱动荧光素酶表

达并且高于标准株，转染SiHa细胞系结果见图4和表2，xju一7启动荧光素

酶表达的活性是标准株的2．16倍，成组t检验两者有显著差异(P<0．05)：转

染HeLa细胞系结果见图5和表3，xju一7启动荧光素酶表达的活性是标准株

的1．94倍，成组t检验二者差异显著(P<0．05)。
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表2荧光素酶活性检测结果(S谢a)

1—3：试验重复；P(双尾)：实验组与c组进行等方差成组t检验所得

2

嚣¨
襄 t

至o 5
0

荧光素酶活性分析(SiHa)

转染质粒

囵 囱
6 7

图4荧光素酶活性检测结果(SiHa)柱状圈

Fi甜Luciferase activities in B-artsfected SiHa cells with

di丘brent recombinant plasmids

l：lransfected SiHa cells with pGL3．B-xiu—l

2：Iransfeeted SiHa cells with pGL3一B-xju-2

3：U'artsfected SiHa cells with pGL3-B-xju-3

4：transfected siHa cells with pGL3-B-xju-4

5：transfected SiHa cells with pGL3-B—xju-7

6：transfccted SiHa cells with pGL3—B—xju-9

7：transfected SiHa celIs with pGL3-B．xiU-C

丽阂图；垦。囱。直。蜜，
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1．3：试验重复；P(双尾)：实验组与c组进行等方差成组t检验所得

讨 论

荧光素酶活性分析(HeLa)

型4‘

键国 一自一一囱
2转肇质粒3

圈5荧光素酶活性检测结果(HeLa)柱状图

Fi25 Luciferase activities in ltansfeeted HeLa eelIs with different

recombinant plasmids

l：tmnsfected HeLa cells with pGL3·B-xju-7：

2：II'anSfected HeLa cells with pGL3-B-xju一9：

3：trailsfected SiI-Ia cells with pGL3一B-xiu·C：

宫颈癌是一类严重威胁妇女生命健康的疾病，宫颈癌的发病率和死亡率

高，并有逐年上升的趋势。高危型人乳头状瘤病毒(human papil]omavirus，HPV)

与宫颈癌发病关系密切，在80—90％的富颈癌组织中可检测到HPV一16和／或
30
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HPV一18的存在，HPV 16和HPV 18被认为是妇女宫颈癌的主要病原“11。然而，

HPV的存在并不是引发妇女宫颈癌的充分条件，在一些正常的或轻微异常的宫

颈癌组织中也可检测到HPV 16、HPV 18的存在，很多感染者无临床症状，病

毒在体内呈潜伏状态，已有的研究表明病毒的变异、病毒的持续性感染和反

复感染、病毒DNA拷贝数以及机体的免疫状态等因素与高危型HPV感染者发

展为宫颈癌相关，其中病毒的持续性感染和反复感染以及病毒DNA在宫颈组

织中的高拷贝数可由高危型HPV的型内变异引起。“43。

URR包含E6前端的P97启动子，启动HPVE6／E7致癌基因的转录，同时，

URR还含有多个细胞因子和转录因子结合位点，APt、GRE、NFl、NF-[L6、OC’r-1、

SPl、TEF-2、YYl等多种细胞因子对URR区的启动子具有激活或抑制作用。

URR的突变可通过阻遏子结合位点的缺失和激活因子结合能力的增强而增强

URR区的启动活性。

本研究通过PCR扩增得到新疆株HPVl6 URR片段，大小为936bp，与德国标准

株URR区一致。17个分离株URR基因序列与德国标准株相比发生了多处点突变，

共计31个位点的8】个核苷酸发生了突变，在核苷酸水平形成11种突变模式，各

模式与HPVl6原型比较，同源性在98．50％～99．68％之间，之前曾对该19份病料中

的E6基因、lJl基因和L2基因的突变进行检测，与HPVl6原型比较，其同源性分别

在99．56％～99．78％、99．69％～99．87％和99．37％～99．79％之间，说明URR区的突

变较早期基因和晚期基因的突变更为频繁。在11种突变模式中，xju—l和xju一4

各占23．53％(4／17)，其余突变模式各占5．88％(1／17)，表明从系统发生学而言，

HPVl6 URR在新疆地区有形成主流突变模式的趋势，但又存在大量散在的突变。

在各位点的突变中，7192位(G—T)，7520位(G—A)的突变在17个HPV 16 URR

分离片段中均存在，该两处的突变与Veress G“”等人在1999报道的AA型分离株

变异一致，与Kurvinen K”3等报道的7193位(G—T)，7521位(G—A)实为同一

突变(参考序列不同)：Park JS。”等从韩国妇女宫颈癌变组织中分离得到的
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URR也发生了7520位(G—A，100％，37／37)的突变，说明该两处的突变在亚裔美

洲型(AA)中是普遍现象，这两处的突变在新疆地区趋于恒定，与病毒的种系

发生有关。Schmidt M“”等从波兰宫颈癌忠者分离得到的HPVl6URR片段均发生

7520位(G—A)的突变，并认为是宫颈癌患者与无症带菌者主要的区别，与标准

株相比，这两处突变的病毒株显示出更强的侵染活性，突变株的转录活性略高

于标准株。“，提示该两处的突变与新疆地区妇女高发宫颈癌可能存在一定的关

系。

据报道。“，皿裔美洲型(AA)URR转录活性的提高主要由于3’URR末端

7660—7890区间碱基的突变所致，此后，Kammer c。’等分离的AA型和NA型URR

的转录活性分别是德国标准株的3．3和2．7倍，并认为主要由于URR 7619—124位

碱基的突变所致。在17个分离的uRR片段中，此区问内有9个位点的16个核菅酸

发生了突变，其中有一些突变已有报道，如此区间7729位(A—c)突变的ERR

的转录活性是标准株的2—4倍。“；位于YYl结合位点的7792位(c—T)突变可显著

提高启动子的转录活性”“，该两处突变分别存在于分离URR){‘段的xju—ll和

xju一6突变模式中。Dong XP等。4报道，}{})V1 6-URR序列上存在SPl结合位点

(7842nt一7847nt)和YYl蛋白结合位点(7840nt一7848nt)，SPI与YYl竞争性地

结合在这一位点上，该区段上7843的A—G突变可使p97活性提高4～7倍，在

xju—11突变模式中发生的7841(G—A)突变亦位于SPI平DYYl结合位点，该突变

可能改变p97启动活性。Picconi MA。233等在亚裔美洲型(AA)的一支分离AQ-51

中发现了7841位(G—A)突变，该突变在韩国妇女中也较普遍“⋯。

荧光素酶活性分析表明新疆株URR突变后，其转录活性均比德国标准株URR

的高。其中，含有7791位(c—T)突变的xju一7表现出较高的转录活性，结果与

Park JStl8I$flWatts KJ【2Il报道的7792位(C—T)突变可显著提高启动子的转录活

性相似，所以，新疆株LrRR区位于YYl结合位点的7791位(C—T)突变同样可显

著提高启动子的转录活性。xju-2也具有较高的荧光素酶活性，与其它突变模型

32
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相比，xju-2含7449位(T—c)特殊的突变，其它各株均无该突变。此突变位点

位与YYl和E2结合区之问，提示此区域的位点突变将大大影响URR的转录活性。

总之，URR的突变谱进一步表明新疆株HPVl6属亚裔美洲型(从)，其中一

些突变与病毒的感染和宫颈癌的发生相关，一些突变可提高病毒基因的转录水

平。其余突变尚未见报道可提高病毒基因的转录水平，其中7116、7122、7128、

7176、7203、7247、7295、7428、7449、7493、7713位的突变为新疆地区分离

的HPVl5 URR所特有，提示新疆株HPVl6发生存在独立性，新疆株HPVl5 URR区的

突变与HPVl6的系统发生以及新疆维吾尔族妇女宫颈癌的发生有关。同时，部分

新疆株HPVl5 URR区的突变会提高启动子的转录活性，这便会增加癌基因E6／E7

的表达，从而提高感染细胞的转化和癌变几率，提示新疆维吾尔妇女宫颈癌的

高发可能与HPVl6 URR区的突变有关。

参考文献

l Clifiord GM，Smith JS，Plummer M，Munoz N．Franceschi S．Human papillomavirus types in

invasive cervical carlcer worldwide：a reeta—analysis[J1．Br J Cancer，2003，88(1)：63—73．

2 Hwang TS，Jeong JK，Park M，Hart HS，Choi HK，Park TS．Detection and typing of HPV

genotypas in various cervical lesions by HPV oligonuclentide microarray[J]．Gynecol Oncol，

2003，90(1)：51-56．

3 Londesborough P’Ho L，Terry G Cuzick J，Wheeler C，Singer A．Human papillomavirus

genotype as a predictor of persistence and development of high-grade lesions in women with

minor cervical abnormalities[J]．hat J Cancer．1996，69(5)：364-368．

4 Yamada T，Manos MM，Peto J，Greer CE，Munoz N，Bosch FX，Wheeler CM．Human
papillomavirus type 16 sequence variation in cervical ca／lcers：a worldwide perspective[J]．J

Virol，1997，71(3)：2463-2472．

5 Yamada T，Wheeler CM,Halpem AL，Stewart AC，Hildesheim A，Jenison SA．Human
papillomavirus type 16 variant lineages in United States populations characterized by nucleotide

sequence analysis ofthe E6，L2，and L1 coding segments[J]IJ Viral，1995。69(12)：7743·7753．

6
Arany I，Grattendick KJ，Whitehead WE，Ember IA，Tyfing SK．A functional interferon
regulatory factor-1(IRF·1)-binding site in the upstream regulatory region(URR)of human

papillomavirustype 16[J]．Virology,2003，310(2)：280-286．

7李庭芳，古丽那．库尔班，王涛．新疆伽师县夏普桃勒乡妇女子宫颈癌防治的研究【J】．新疆医
33



新疆大学硕士论文

学院学报．1996，19(3)：199～203．

8拉莱。苏祖克，古丽娜-库尔班，Amy E Noffersinger．维吾尔妇女子宫颈癌中p53基因的表
达和HPVDNA检测研究【J】．新疆医学院学报，1997，20(2)：77．81．

9马正海，钱东，马纪，林任勇，闻明，钟哲，张富春，张秋云．中国新疆维吾尔妇女宫颈瘤

组织中人乳头状瘕病毒】6型E6基因的克隆和序列分析【J】．生物化学与生物物理进展，

2001，38(3)：399·404．

lO马正海，梅新娣。张富春．新疆维吾尔族妇女宫颈癌组织中HPVl6型E6基因

突变分析[JJ．癌症，2004，23(9)：1016～1020．

1l马正海，张富春．梅新娣。马彩玲，刘开江．新疆南部地区维吾尔族妇女宫颈癌组织中

人乳头状瘤病毒16型Ll基因突变谱分析[J】．中华医学杂志，2004，84(12)：987-991+

12马正海，梅新娣，张富春．新疆南部地区维吾尔族妇女宫颈癌组织中HPVl6型L2基因多

态性分析【J】．中华微生物学和免疫学杂志，2004，24(12)：968—972．

13 Seedorf K，IO'ammer G Durst M，Suhai S，Rowekamp WG Human papillomavirus type 16

DNA sequence[J]．Virology,1985，145(1)：181-185．

14 Hwang TS，Jeong JK，Park M，Hart HS，Choi HK，Park TS．Detection and typing of HPV

genotypes in various cervical lesions by HPV oligonucleotide microarray[J1．Gynecol

Oncol，2003，90(1)：5l-56．

1 5 Mayrand MH，Coutlee F，Hankins C，Lapointe N，Forest P，de Ladurantaye M，Roger M．

Detection ofhuman papillomavims type 16 DNA in consecutive genital samples does not always

represent persistent infection∞determined by molecular variant analysis[J]．J Clin Microbiol，

2000，38(9)：3388-3393．

16 Veress G Szarka K，Dang XP,Gergely L，Pfister H．Functional significance of sequence

variation in the E2 gene and the long control region of human papillomavirus type 16[J]|J Gen

Virol，1999，80(Pt4)：1035·1043．

17 Kurvinen K，Yliskoski M，Saarikoski S，Syrjanen K，Syrjanan S．Variants ofthe long control

region ofhuman papillomavirus type 16[J]．EurJ Cancer,2000，36(11)：1402-1410．

18 Park JS，Hwang ES，Lee CJ，Kim CJ，Rha JG Kim SJ，Namkoong SE，Um SJ．Mutational

and functional analysis of HPV-16 URR derived from Korean cervical neoplasia[J]．Gynecol

Oncol，1999，74(1)：23—29．

19 Schmidt M．Kedzia w．Gozdzicka-Jozefiak A．Intratype HPVl6 sequence vailafion within

LCR of isolates from asymptomatic carriers and cervical cancers[J]．J Clin V'trol，

2001，23(1·2)：65-77．

20 Kammer C，Warthorst U，Torrez-Martinez N，Wheeler CM，Pfistar H．Sequence analysis of

the long control region ofhuman papillomavitus type 16 variants and functional consequences

forP97promoteractivity朔．jGenVirol，2000，81：1975·1981．

21 Wa如KJ．Thompson CH，Cossart YE，Rose BR．Variable oncogene promoter activity of

human papillomavirus type 16 cervical cancer isolates from Australia[J]．J Clin Microbiol，2001，



新疆大学硕士论文

39(5)：2009·2014．

22 Dong XP,Pfister H．Overlapping YYl—and aberrant SPI—binding sites proximal to the early

promoter ofhumanpapillomavirustype 16【J】．JGenVirol，1999，80：2097·2101．

23 Pieeoni IvlA，Alonio LV,Sichero L，Mbayed v'Villa LL，Gronda J，Campos R'Teyssie A．

Human papillomavirus type-16 wriants in Quecbua aboriginals from Argentina[J]．J Med

Virol，2003，69(4)：546-552．

35



新疆大学硕士论文

论文第二部分

Skn-la转录因子激活瑚}．V E6／E7致癌基因的表达

摘要：目的人乳头瘤病毒(Human papillomavirus HPV)是一类具有严格宿

主范围和嗜组织特异性的小DNA痍毒， Skn—la是调控上皮细胞分化的转录因

子，它可以通过与HPV URR区启动予的结合激活HPV早期基因的表达，继而促进

纲膝的癌变。将Skn—la豹真孩表达溪粒遴过l旨质体转染Hela和Silla细胞，搽

讨SAn-la对HPVl8及HPVl6癌基因表达调控的规律。方法将pcONA3一Skn～la

质粒通过l旨震体转染Hela和SiHa缨胞，48小睁强敬细胞想RNA，反转录cDNA，

以B-actin为内标，半定量HPVl8E6、HPVl6E6、HPVl6E7的表达。结果Skn～la

能够鼗著激活HPVl8 E6、HPVl6E6、HPVl6E7基因的表达，为进一步研究Skn一，

与宫颈癌发生的关系提供了条件。

关键谪：入乳头瘤病毒： Skn—la；癌基因

Transcription factor Skn-la activates the expression of Human

papillomaviruses E6／E7 genes

Abstract：Object ive Humanpapillomaviruses(HPV)are small DNA viruses that

have strict host specifity and tissue specifity．Skn·la was aPOU transcription factor

that regulated the differentiation ofepithelia．Skn—la activated the expression of

HPV early gene via binding to promoters within HPV URR,thereby promoting

cancer．Constructing cukaryotic expression plasmids with Skn-la,then transfecting

HeLa and SiHa cells by liposome-mediated method．So as to st：Ildy how Skn—la

influenced the expression ofHPVl8 andHPVl6 oncogenes．Method HeI．a and

SiHa cells were transfected with the constructed plasmid peDNA3-Skn—la by

Liposome-mediated method．Then extracted total RNA in镐hours,and reverse

transcdpted RNA into eDNA．Semiquantitive PCR analysed the expression of
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HPVl8E6、HPVl6E6 and HPVl6E7 with芦一actm as inner standerd，the Skn·la

transfected cell-derived eDNA as templates．Results Skn—la activated the expression

ofHPVl8 E6、HPVl6E6 and HPVl6E7 gene considerably．Facilitating further

studies on the relationship between Skn—la and the cause ofcervical cancer．

Key words：Human papillomavirus；Skn—la；oncogene

人乳头瘤病毒(Human papi】lomavirus，HPV)是一类具有严格宿主范围

和嗜组织特异性的小DNA病毒，主要感染人的皮肤或粘膜上皮细胞，引起感染部

位发生良性和恶性病变。能够引起宫颈恶性病变的人乳头瘤病毒称为高危型人

乳头瘤病毒(high—risk HPVs)，包括：HPVl6，18，31，33和45型。宫颈癌

的发生与高危型人乳头瘤病毒的感染密切相关，有99．7％的宫颈癌患者可检测出

HPV DNA，有近50％的患者可检测到高危型HPV一16DNA。1。

HPVl 6病毒基因组含有7906个碱基(bp)[h．htp：／／hpv-web．1anl．gov]，基因纽由

3个部分组成：早期区(earlyregion，E)、晚期区(1ate region，L)和上游调节区

(upper regionofregula：tion，URR)，E区包含了与细胞转化有关的E6和E7基因，

L区包括编码病毒农壳蛋白的基因，URR含有启动子和多个顺式作用元件，通过

与转录因子的相互作用调节病毒基因表达。

目前普遍认为病毒癌蛋白E6、E7在病毒诱导癌症形成过程中起着至关重要

的作用。通过特异破坏HPVl6E6／E7的mRNA可以阻止细胞永生化。1，表明E6、

町基因在细胞的永生化和肿瘤表型的发展、维持方面起重要作用。E6通过E6AP一

泛素途径降解p53蛋白，因此在高危型HPVl6“永生化”细胞和宫颈癌细胞中，

p53蛋白含量比正常细胞要低2～3倍，半衰期则从几个d,nq降到20min左右

’31，并使p83蛋白控制的G1／S节点失去控制；而E7高亲和地与pRB结合使pRB蛋

白失活，破坏E2F／pRB复合体，G1／s期转换所需的基因得以转录”1。p53和pRB

在调控细胞周期和细胞凋亡方面起着重要作用，它们的失活造成这些调控机制
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失活，从丽HPVE6／E7为基因突变的积累和突变细胞的存活提供了条件。除此以

外，研究发现E7还能囊接作用于细胞周期重要调节蛋白CyclinA，CyclinE，cdk2，

p2 1琴np27 5⋯，使细胞周期紊乱；弱还戆通过p53非依赖性途径促使缨勰增疆

或通过激活端粒酶和灭活G2关卡使正常细胞永生化或使癌前病变发展为癌“1，

导致缎貔絷色体不稳定和基溺突变增加以及终源ONA熬合到染羲体串机翠大大

升高。

人乳头癌病毒感染入皮获或粘膜鹃基赢上皮细胞，在这些细魏中其基因缀

以极低转录活性的附加体状态存在，且拷贝数屋极少。基底层细胞分裂产生子

代细胞转移到上皮缨胞的土罄并经掰了末端分化。基底层细胞分纯至最外层角

质细胞过糕为10N14天，在此期间，随着表皮细胞的分化，基底上层细胞中病

毒DNA的复制和早期基因的转最水平逐渐提高嘲。病毒的复制及掰病毒的产生与

上皮细胞的分层和分化成平行关系。然而，在细胞分层和分化过程中，痫毒必

须复制基因组和结构蛋白以形成新的病毒颗粒。相矛盾的是，病毒彗西缓在细

胞中的扩增是一个死亡丢失的过程。同时，分化细胞中不含有病毒复砖I所霭的

组分。因此，病毒必须刺激细胞返回细胞分裂周期进入细胞周期s相。病毒早期

蟹自E6、E7、E5是刺激细胞进入s耜秘病毒复制的必要条件。赝以，调控上皮细

胞的分层、分化和病毒早期蛋白的表达同步。

病毒攀期蛋自豹表达、病毒颗粒豹复制与上皮缨藏分层分化的紧密瓣步关

系无疑给研究者提供了研究调控病毒早期蛋白表达的线索。人们推测病毒可能

_零lj用调控基底上皮纲熬分层分纯豹转录因子调控病毒早期蛋自袈达。有报道转

录因子YYl、skn-la和CDP参与了分化依赖型HPV基因表达。’1删。其中POU转

最因子困维织特异槛表达、决定细憨特吴性和在发育中起着重要作用丽挖其弓1

人注目。这些POU基因家族的成员与后面发现的其它成员的共阐特点是具有称

为POU结构域的双向DNA结合结季句域““。Skn—la，Oct～l和Tst-1都是八聚体

结舍POU摄自，它们结台的靶序列通常是5-ATGCAAAT～3。4，Oct—l作为转录因
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子广泛存在各种细胞中，而Skn—la只在上皮细胞中表达，对上皮细胞和角化细

胞的分化起着十分重要的作用“⋯。Bogi Andersen等发现Skn—la和Tst一1都能

通过八聚体-DNA结合结构域(POU结构域)激活HPV—IA的E6启动子““。研究

发现用分化特异性转录因子Skn—la替换YYl能够激活HPVl6的P670启动子，

该启动子正位于E7开放阅读框中，在未分化的角化细胞中因YYl结合而受到抑

制，细胞分化时被激活，推测Skn—la取代YYI结合到P670上丽启动病毒粒子

复制⋯。

我们将skn—la亚克隆至pcDNA3．1上，命名为pcDNA3一skn—la．通过脂质

体介导转染至Hela和SiHa细胞，探讨Skn—la对HPVl8及HPVl6癌基因表达调

控的规律。为进一步研究Skn一，与宫颈癌发生的关系提供条件。

1．材料和方法

1．1材料

1．1．1菌种、细胞和质粒

Hela细胞,、SiHa细胞、pdD№鸲，含转融野子skn-la酗l真核表达载体pcDNA3一Skn-la、

DH5 n菌种均为本室保存。

1．112酶和试剂

反转录酶AMV)，rTaqE均购自大连宝生物工程公司。Dulbeeco's Modified

Eagle Medium购自GIBCO公司，腊质体Lipofectamine购自Invitrogen公司。

小牛血清购自上海生工生物工程技术服务有限公司，其余常用试剂为国产分析

纯试剂。

1．1．3引物设计与合成

根据已发表的I-IPVl6E6，HPVl6E7和HPVl8E6基因的序列设计下列引物，

HPVl6E6P1的序列为：5'-CACAggAgCgACCCAgAAA-3',HPVl6E6P2的序列

为： 5'-gACCATACATCgACCggTCCAC-3’，I-IPVl6E7P1 的序列为：
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5'-CACgTAgAgAAACCCAgCTgTAA-3’,HPVl6E7P2 的序列 为 ：

5'-gCAggATCAgCCATggTAgATT-3’，

HPVl8E6PI的序列为：5’·CCAgAAACCgTTgAATCC·3’，

I-IPVlgE6P2的序列为：5’一gTCCATgCATACTTAATA-3’。依据已发表人类B

·actin基[]的序列设计以下引物，B-aetinPl：CTggAACggTgAAggTgAC，B

-actinP2：TgCATTgTTACAggAAgTCCCT。引物由大连宝生生物工程有限公司合

成。

1．2方法

1．2．1质粒的提取与定量

碱裂解法大提质粒pcDNA3，IxDNA3-S虹la，PE翻000纯叱用紫外分光光度仪检验

其纯度并进行定量，然后枸虹聪A3，pcDNA3-SI卟I胡啦稀释至l la g／．1。

1．2．2细胞转染

在含10％新生小牛血清的DMEM中培养的SiHa、HeLa细胞接种至24孔板中，

转染前一天，胰酶消化细胞并计数，细胞铺板，使其在转染日密度为70．90％。

细胞铺板在0．5ml含血清，不含抗生素的正常生长的培养基中。按

LIPOFECTAMINE 2000转染试剂转染步骤将质粒pd阶b鸲，trDNA3-S妊la转染两

种细胞。48h后收集被转染的细胞，提取总RNA。

1．2．3总RNA的提取

每孔加200p ITrizol，反复吹吸，吸至1．5mlEP管中混匀，室温放置5分钟；自H40ml

氯仿，盖紧EP管，摇匀，室温放置2-3分钟；4。C，12000rpm，离·t：,15min，取上

清于1．5mlEP管中；力nlOOul异丙醇，室温放置lO分钟；40c，12000rpm，离一I=I,10min，

弃上清；用150m175％乙醇洗沉淀，40C，7000rpm，离·05min，弃上清室温干

燥：加30ulDEPc水溶解，放置低温冻存。琼脂糖凝胶电泳检测RNA的质量。

1．2．4 RT—PCR

以宫颈癌组织总RNA为模板， ongo(dT)18Y口引物进行RT-PCR扩增。反转录

40
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eDNA第一链的参数为：42"C lh；95。C 5 mill；4 0C 10min。

1．2．5半定量PCR

以eDNA为模板PCRHPVl6E6、HPVl6E7、HPVl8E6及13．actin基因。PCR

}玎)V16E6和HPVl6E7扩增参数为：95。C 4min： 95℃40s，52℃40s，72℃30s，

72℃7min；分别做25个循环和30个循环。PCRⅢW18E6扩增参数为95。C 4min：

95。C 40s，40。C40s，72。C50s；72℃7min：25 cycle。PCRB．actiniC增参数为：

95℃4min； 95℃40s，55℃40s，72℃30s；72℃7min：分别做25个循环和30

个循环。将分别扩增的HPVl8E6、HPVl6E6、HPVl6E7基因片段和细胞内参照

B．actin基因片段电泳，在13一actin基因片段亮度几乎一致的条件下，比较转染

不同质粒的细胞中HPV早期基因的表达差异。

1-2．6条带亮度比值分析

用凝胶成像仪软件读取PCR条带的各亮度值，并用本底亮度值校正(条带亮度值

一本底亮度值)得到绝对亮度，最后求的HPVl6E6、HPVl6E7、HPVl8E6基因

的绝对亮度与B．actin绝对亮度的比值。

2结果

2．1细胞总RNA的提取

将peDNA3和peDNA3一Skn-la质粒转染I{ela、SiHa细胞，48h后，提取细胞后总

RNA(以未转质粒的细胞作为阴性对照)。结果见图l和图2。

图l：提取总SiHa细胞总RNA

Fig．1：extractedtotalRNAofSiHacell

1：extracted total RNA from SiHa cell；

2：exWacted total RNA from Si壬王a

transfected with pcDNA3；

3：extracted total RNA from SiHa

transfeeted wi血pcDNA3-skn—la；

图2：提取总HeLa细胞总RNA

Fig．2：extracted total RNAofHeLa cell

1：extracted total RNA from HeLa cell；

2：extracted total RNA fronl HeLa

transfected with pcDNA3；

3：extracted total RNA from HeLa

41
transfected with pcDNA3。skn‘·la；
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2．2半定量RT—PCR检测癌基巍转录水平

I-IPVl8E6的半定量RT-PCR如图3所示，内参t3．aetin．赫因片段在亮度几乎一

致下，转染删A3一sjCn-ia的HeLa缨胞R孓Pc戳谬vl麟豹碉显亮于其他经理·

图3：半定量RT～PcRHPvl8E6(25个循环)

fig．3：semi·quantityRT_PCRt／PVl8E6(25 cycles)

l：PCR 13-actin＆HPVl8 from HeLa cDNA：

2于CR B-aclin&HPVE6 fi'om HeLa cDNA ttaasfeeted

州斑DcDNA3；

3：PCR 8，aetin＆HPVE6 from HeLa cDNA IralIsfeeted

with pcDNA3一skn·la；

HPVl6E6、珊W16E7的半定量R啪如图4(25个循环)和图5(30个循
环)掰示。在25个键环情况下，内参13-actin蘩闵片段褒亮度几乎一致下，转染

peDNA3．Skn．1a的siHa细胞RT．PcRHpvl6E6和E7可见～清晰条带，而其余处理

束冤明显条带(圈4)。在30今循环条件下，内参鼻-actin基因片段在亮度悲乎一

致下，转染pcDNA3．sh．1a的siHa细胞RT．PcRj诤V16E6的亮度高于其它处理

(圈5)。

图4：半定鼙RT-PCRHPVl6E6＼E7(25个循环)

fig．4：semi·quantity RT-PCR HPVl6 E6＼E7(25eycles)；

l：peR参-actin＆}垂PVl6E6 from SiHa cDNA；

2"PCR 13．aetin＆HPVl6E6 from Sitta eDNA transfeeted with peDNA3；

3：pCR B．actin＆HPVl6E6 from SiHa cDNA transfected with pcDNA3一

sknrla；
42
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2

HPVl6 E6

HPVl6 E7

B—actin

图5：半定量RT-PCRAPVl6E6＼E7(30个循环)

fig．5：semi-quantity RT-PCR HPVl6 E6、E7(30cycles)；

1：PCR p．actin&HPVl6E6 from SilIa cDNA：

2：PcR B．acfin&HPVl6E6 from SiHa cDNA transfected

witb DcDNA3：

3：PCR B．actin＆I碑V16E6 from SiHa eDNA trailsfi：eted

with pcDNA3-skn．1a；

2．3半定量RT—PCR条带亮度比较

HPVIgE6(25个循环)的半定量RT-PCR条带亮度比较如图6所示，转染

peDNA3-Skn-la的HeLa细胞RT-PCRHPVI8E6的条带与HELa细胞

RT-PCRHPVl8E6的条带的亮度比值约是2．8，与转染pcDNA3的HeLa细胞

RT-PC融口v18E6的亮度比值约是3．5。

HPVl8E6(25个循环)条带亮度比较
4 3．54

趔3

蓑z
根l

0

。 l口HPVl8E6

2转染质粒3

图6：半定量RT-PCRHPVl8E6(25个循环)的结果

Fig．6：the result ofsemi-quantity RT-PCRHPVl8 E6(25 cycles)

I：PCR 13一actin＆HPVl8 from HeLa eDNA：

2：PCR 13-actin＆HPVE6 from HeLa eDNA transfected with peDNA3；

3：PCR B-actin＆HPVE6fromHeLaeDNAtransfectedwithpcDNA3·skn-la：

43
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HPVl6E6、HPVl6E7的半定量RT-PCR条带亮度比较如图7(25个蓰玮)

所示，转染peDNA3．Skn-la的SiHa细胞RT-PCRHPVl6E6基因条带与SiHa

缨稳R蚤PCR疆Ⅳ16拦6基因条带的亮度圪建约是的6．2，与转染pcDNA3的SiHa

细胞RT-PCR HPVl6E6基因条带的亮度比值约是9．0。转染pcDNA3-Skn·la的

SiHa细麓瓣PC瑚{pVl6E7(25个徭环)基因条带与SiHa细脆R1’_PCR

HPVl6E7基因条带的亮度比值约是5．4，与转染peDNA3的SiHa细胞

RT-PCRHPVl6E7基因条带的亮度￡￡僮约是13．0。

1142

銎1：
繁：
2

0

ItPVl6E6／E7(25个镶环)条带亮度比较

}⋯差一一一_12．958 99⋯
■HPvl6E 7： ．■_

i一。兰■⋯一占二一_⋯
I 2 转染质粒 3

阁7：、卜定撬HPVl 6E6／E7(25个循环)的结果

Fig。7：the resultofsemi—quantityRT-PCRHPVl6E6＼E7(25cycles)

I：PCR 13。actin＆HPVl6E6 from SiHa eDNA：

2：PCR 8，actin＆HPVl6E6 from SiHa cDNA transfected with pcDNA3；

3：PCR 8．actin＆}{PVl6E6 from SiHa cDNA transfected with pcDNA3-skn·la；

HPVl6E6、HPVl6E7豹拳定量RT-PCR条带亮度比较如图9(30令锤环)

所示，转染peDNA3．Skn-la的SiHa细胞RT-PCRHPVl6E6基因祭带与SiHa

细魏R■PCRl{PVl6E6基因条带豹亮度比值约是12．6，与转染peDNA3豹SiHa

细胞RT．PCRHPVl6E6基因条带的亮度比值约是7．9。转染peDNA3·Skn-la的

SiHa细胞RT-PCRHPVl6E7基闲条帮与SiHa细胞RT-PCRHPVl6E7基因的条

带的囊度比值约是3．6，与转染pcDNA3的SiHa细胞RT-PCRHPVl6E7基因条

带的亮度比值约是3．7。
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：!

霎‘；
i

HPVl6E6／E7(30个循环)条带亮度比较

2 转染质粒 3

图8：半定量HPVl6 E6／E7(30个循环)的结果

Fig．8：the resultofhalf-quantityRT-PCRHPVl6E6kE7(30cyeles)；

l掌CR 13-actin＆HPVl6E6fromSiHaeDNA；

2；PCR 13一actin＆HPVl6E6 from SiHa eDNA咖sfected with pcDNA3；
3：PCR 13--actin＆HPVl6E6from SiHaeDNAtransactedwithpcDNA3一skn—l＆

3讨论

入巍头瘿瘸毒(HPV)感染宫颈鳞状上皮细胞的基底细胞层，并像持着潜伏

感染状态““，而在高度鳞状上皮细胞内损伤(HSLLs)，鳞状细胞癌和腺癌中，

HPV基因组整合到窿主细瓣基因缀中，并奠病毒癌蘩因E6／E7赢度表达。“。最近

的研究褒明在宿主细胞纂因组中没有发现HPVl6和HPVl8基因组固定的熬合位点

。”，说明在HPV诱导酶宫颈癌发生_l窭程中，靶位点插入突交或I豳近瘗基因豹激活

作用甚微。推测HPV诱导富颈癌的发生与病毒E6／E7癌蛋白的表达联系紧密1”。

HPV癌基因的转录调控与编胞调控机制相关，并且冀伴随着HPV诱导癌症鹣形成

显著增自IE6／E7蛋白的表达量有关“⋯。E6与p53形成复合物后与细胞泛素连接酶

EfiAP结合，通过骚自复含体降解p53。“。E7与pRB结合使pR8失活。；。P53和pRB在

调控细胞周期和细胞调亡中起着至关重要的作用[4．20]o通过抑,9p53和pRB以及其

他调控机制，HPVE6／E7为癌症的形成提供了条件：基因突变的积累和突变细胞

的存活。“。同样E6／E7的袭达也造成了感染细胞的永生化；E6可以某种来生B机制
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增强端粒酶活性“’，露97破坏限翩上皮细腿增臻豹p16i““依赖性途径。”。瑗有

的研究表明病海癌蛋白E6／E7的这些功能在HPV诱导癌症形成中起到重要作用。

缀多文献报道病毒癌蛋I；IE6／E7的表达可能嚣致病毒诱导癌症的形成。“+2。

4⋯。但是在人皮肤或粘膜的基底上皮细胞中，人乳头瘤病毒基因组以极低转

录活蚀酌搿章翻体状态存在，且病毒粒子数曩极少。病毒癌基因E6／E7豹转录产物

几乎不能检测到，它们的转录产物伴随着上层细胞的分化而增加，到上层基底

细胞时已达到较高水平4’。由此可见，似乎病毒和用了基底上度细胞分层分化

的调控机制表达病毒癌基因E6／E7，基因产物病毒瘸蛋I!IE6／E7激活晚期基因的

转录和病毒复制。

POU转录爨子由于参与细胞分化和具有组织特异性表达的特点两格外受研

究者的青睐。自从1988发现具有POU结构域的转录因子以来，现在已经积累了大

量鸯关POU转录因子生物功能方丽的知识。目前已知的POU转录因子奄40多种，

它们分布于各种器官系统。POU转录因子家族的共同特点是具有称为POU结构域

的双向DNA结合结构域。皮肤中主要的POU转录因子有：Oct—t，Tst—I／Oct一6和

Skn—IⅫ。Oct一1不具有组织细胞特异性，在处于增殖期与分化期的角化细胞中

都能捡测到；Oct-6移Skn—l主要在上基底细艇层中表达；劳飘skn—l选择性蟪在

上皮细胞中表达“31 2“2“。在人角化细胞中， Skn—la刺激分化标志蛋白KlO和小

pro—rich包膜奄自SPRR2A的表达，露Oct-6擒制与增殖相关豹x5与K14基函的表

达，表明Oct一6也具有促进分化的功能。Bogi Andersen和AIi Hariri等发现

Skn—la和Tst—l能通过八聚体DNA结合位点两结合至瞬Pv—IA豹酷启动子上““。闲

此，分化相关POU结构域因子Skn-la和Tst—l可能促进了上皮细胞的分化和HPV

基因豹表这。而在很多不同的细胞系统中， Oct一1转录因子豹过蠢表达会抑制

HPVl8E6／E7启动子。’“1 HPV一1AE6“”启动子的活性。P670启动子在来分化的角化

细胞中受到抑制，在细胞分化时被激活。除此以外，POU转录因子家族的另外两

个POU因予Brn-3a和Brn一3b最初在神经细胞中发现，后来发现在宫颈细胞中也存
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在，并其有调节HPVl6鞠HPVl8基阂转录的功能：这掰个转录因子都能直接与瘸毒

的上游调控区结合，但是两因子发挥着相反的功能。Brn一3a赢接与HPV的上游调

控区结合裁激E6／E7癌蒸因转录，Brn一3b则撩$lE6／E7的表达。可见，卡多种因

子通过复杂的相互作用菇同决定着HPV增强子和启动子的活性。“。

由于skn—la是上皮细胞特券缝转录因子、爨蠢分化依赖牲表达豹耱轰啪1，

skn-la的基因表达与上皮细胞的分化状态相关，skn—la的慕因转录产物在处于

分化中的±_基底细胞中可检测到，丽在来分化的基底细胞中检测不剡““。辩

skn-la的研究有助于探讨HPV病毒诱导的癌症形成过程。即使在非上皮细胞中，

异常表达的skn-la也能激发病毒E6／E7角动子的活性。而将skn—la在HPVl8

URR的启动子临近区域的结合位点突变将彻底破坏skn—la对E6／E7启动子的转

录激活“。接着Bogi Andersen等发现POU结构基因Skn～la／i可以通过不同的

剪接方式丽翻译成两种转录因子Skn—la和Skn一1 i，Skn一1 i在正常的表皮细胞

中表达量相对较少，能够在真核纲胞提取物中与八聚体结合，但不能激活基羽

表达。Skn～la能通过八聚体DNA结台位点丽结合到HPV—lA的E6启动子上。因

此，分化相关POU结构域因子Skn—la可能为上皮细胞的分化与HPV的基因表达

提供了某种分予连接。“1。压寒又发现了三种Skn—l舜型体，这些蛋白的N一末端

各不相同，从而可以适用于各种启动子。在不同的表皮细胞样本、内鳞状上皮

细飓相培养约人角化细胞中这些暴型体的表达模式各不穗阉。Skn-la和Skn一

1d1作为转录激活蛋白高亲和性地与SPRR2A八聚体位点结合；而Skn—ld2不能

影响5PRR2A的表达～。对子P670启动子嚣言，分亿特异毪转录因予Skn-la

替换YYl结合剿HPVl6的P670启动子上将P670从抑制状态激活91。在nt 542

处发现启动E7 mRNA转录的P542启动予，令人吃惊的是P542启动子附近-E-

框下游与E7起始密码予重叠处发现了一个Skn—la结合位点”，Skn-la与该位

点结合并抑制P542启动子的活性。“。由此可见Skn—la对ttPV诱导癞症形成的

调控j}常复杂，用现有的模式系统研究skn-la对HPV复制的影响将是很有意义
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的事。

本研究用脂质体介导法转染HeLa和SiHa细胞，结果显示在用pcDNA3-

skn—la转化缁胞中，HPVl8和HPVl6 E6／E7癌基因转录产物都有显著提高(图

3、4、5、6)，表明Skn—la能刺激E6／E7癌基因的表达。同时可见，在朱用pcDNA3-

skn—la质粒转染的癌纲藏中也检测到了少量E6／E7癌基因的转录产物，说明

E6／E7癌蛋白与宫颈癌的形成与维持中起着重要作用，这然结果与前人报道的

在未分化的基底上皮细胞串凡乎检测不到E6／E7的基因产物相一致。已有辙道

用CAT或荧光索酶基因作为报告基因研究Skn—la对HPVE6／E7癌基因的调控作

用’81““’”13”，用瓣时转染法“““、CaPO。共沉淀滋“‘“转染癌细胞；我们首次

用脂质体介导法将pcDNA3一skn—la质粒转化癌细腺，并且用RT—PCR法代替报告

基因检测法，避免了caP吼在转染过程中对细胞的损害，报告基因辩细胞的伤

害和对结果的干扰。结果表明，skn—la可以激活HPVl6和tlPVl8的阳性细胞中

E6／E7基因的袭达。提示HPVl6和HPVl8的阳性细胞中病毒基因处j：活化状态，

多种转录因子可与病毒URR相互作用调节病毒基凶的表达。然丽，有报道指出

HPV]6中含有胛的弱启动子p542，skn—la能够降低p542稿动予的转录活性，

从露使HPVl6 E7基因的表达下降。“；也有报道Skn-la§＆艇除启动予P670的抑

制状态，使HPVl6E7基因表达量成倍增多’1。可见，HPVl6的阳性细胞中有几套

E7启动表达枫测，确保’}细飚中E7基因在分化细胞中豹表达；其中以缰成型

表达p97启动予转录的多顺反予mRNA最丰富。+⋯。本实验的结果也表明，skn—la

对HPVl6 E7鸯转录激活作用，可提高HPVl6E7基因表达量。HPV病毒诱导癌症

产生过程中受到多种调控因子的作用，它们之间的相互作用关系十分复杂，研

究它{『j对探讨tlPV诱导富颈癌豹形成缀有意义。
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论文第三部分

新疆维吾尔族妇女宫颈癌组织中HPVl6型

E7基因突变分析

摘要：目的本研究旨在检：澳ItlPVl6E7基因在新疆南部维吾尔妇女宫颈癌组织中

的突变。方法从35份新疆南部地区维吾尔族妇女宫颈癌活检组织标本中提取组

织DNA，作为模板，PCR扩增ttPVl6 E7全长基因，PCR产物直接测序或克隆后测

序，分析新疆维吾尔族妇女宫颈癌组织HPVl6E7基因的突变。结果PCR

检测结果宫颈癌组织中HPVl6E7阳性率为82．86％(29／35)：27个E7分离片段的测

序和序列分析表明，26个分离株E7基因与原型相同， 1个分离株E7基因核苷酸

发生2处突变，既647位(在HPVl6基因组中的位置)的A—G，氨基酸由Asa变异

为ser；845位的T—c，氨基酸不变。结论新疆南部地区维吾尔妇女宫颈癌患者

感染的HPVl6中存在E7基因的变异株，该变异株可能是由人口流动传入。

关键词：人乳头状瘤病毒16型；宫颈癌；E7；基因突变

中图分类号：R737．33 文献标识码：A

Human Papillomavirus 16 E7 gene Variants in Xinjiang

Uygur Women with Cervical Carcinoma

Abstract Objective This study was designed to investigate the variant ofHPVl6 E7

from cervical carcinoma biopsies in X蝎iang Uygur Women．Methods The tissue

DNA vc'as extracted from 35 cervical carcinoma biopsies Uygur women in the south

ofXinjiang．HPVl6E7 genes were amplified by PCR from the cervical carcinoma

tissue DNA．Nucleotide sequences ofthe HPVl6 E79enes were determined with

direct or sub-cloning sequencing methods to analyze the mutations ofHPVl6 type
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E7 gene．Results The result ofPCR showed that the positive rate ofHPVl6 E7 was

82．86*／,(29／35)．The DNA was sequenced．By analyzing the mutations of27 E7 gene

from 29 cases，we found 26 HPVl6 E7 among the 27 cases were maintained to be

prototype,two mutations were detected in one E7 gene among the 27 cases,one VCas

647(A_G)，resulting in anzillO acid Ser substituted for Ash；the other was

845盯_+C)，without variation ofamino acids．Conclusions There iS a variant strain

ofHPVl6 E7 gene from cervical carcinoma biopsies in the Uygur Women from

southem XinJiang，the variant stl'ain might be introduced into the region by floming

population．

Key words：Human Papillomavirus Type 16；Cervical cancer；E7；G-ene mutation

人乳头瘤病毒(human papi】lomavirus，HPV)是一类具有严格宿主范围和

嗜组织特异性的d、DNA病毒，可引起人生殖道和肛门皮肤、粘膜产生良性和恶性

肿瘤。约80％的宫颈癌发生与高危型ttPV的感染密切相关，其中以HPVl6为主。“。

HPVl6基因组主要由早期基因区(early region，F区)、晚期基因区(1ater re—

gion，L区)和长控制区(10ng control region，LCR)组成，E区有6个开放读码

框架(open reading～f tame，ORF)，0PEl，E2，E4，E5，E6，E7，其中与转化有关的为

E6和E7癌基因。E7基因作为HPVl6的主要转化基因之一，能与Ras基因协同作

用，并可灭活抑癌蛋白Rb，从而促使HPVl6感染细胞发生转化、癌变’21

目前，将世界范围不同种族、不同人群中分离的HPVl6区分为5种主要的种

系发生群。1。Icenogle等的研究表明‘“，世界不同地区的宫颈癌组织中普遍存

在HPV 16E7变异株。新疆南部维吾尔族聚居区是我国宫颈癌高发区，忠病率高

达459～590／10万，已有的调查表明，新疆南部维吾尔族妇女高发宫颈癌与HPVl6

感染密切相关，其宫颈癌组织中HPVl6检出率高达77．6％～82．6％01。我们已报道

了新疆南部地区维吾尔族妇女宫颈癌组织中HPVl6E6基因、L1基因及L2基因“1
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的变具壤况。为了解我国宫颈癌患者组织巾HPV t6E7基因结构特点，零磷究通

过对新疆南部地区维吾尔族妇女寓颈癌活检组织中HPV 16E7基因的克隆及一

级结构序歹|j分析，检测该地区HPVl6E7基囡躲突变，为该地黩富颈燕缎织中感

染HPVl6基因突变积累分予流行病学资料。

1材料与方法

l。l富颈癌组织

采取2000年2月～2003年lO月新疆医科大学附属肿瘤医院36例宫颈

癌手术或活检标本(经病理检查确诊为宫颈癌)，患者年龄在36．0岁～65．5

岁，中位年龄48．5岁，沭前未进行放化疗。标本一804C保存。

1．2主要试剂及材料

克隆质粒pUCm—T购自上海生工生物王程公司，菌种￡coli DH5Q为本

室保存。核酸内切酶、DNA marker、Taq多聚酶、T+DNA连接酶及PCR片段回

收试剂盒均购囊宝生物工程(大连)有限公司。

1．3引物的设计与合成

擞据Seedorf等1985年发表的HPVl6型DNA全序列纠，孝|l耀Perkin Elmer

(PE)公司primer express软件设计跨HPVl6 E7熬个阅读框的l对引物。引

物1鳃序列为：s’一CACGTAGAGAAACCCAGCTGTAA-3’；弓l粝2豹序

列：5’一GCAGlGArCAGCCATGaTAGAlT一3’。引物由宝生物工程(大连)

有艰公司合成。

1．4富颈癌组织DNA的提取

援TaKaRa Minibest Animal Tissue Genomic DNA Extraction Kit Vet。2．0

说明书进行。

1．5 PCR扩增

以窗颈癌组织DNA为模扳，加HPVl6 E7引物，按常规方法扩增HPVl6 E7
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基因片段。扩增参数：95"CSmin；94℃30sec，55℃30sec，72℃lmin，35个

循环；72℃7mi n。

I．6 HPVl6 E7基因序列测定及分析

用PCR片段回收试剂盒从琼脂糖凝胶中回收PCR产物，分别用HPVl 6 E7P1、

P2进行正反向DNA测序，正反向测序结果互相校正。用DNAMAN version 5．2．2

软件对序列进行对比分析。

1．7 pUCm—T／HPVl6 E7重组质粒的构建

将一HPVl6E7PCR回收片段与克隆载体pUCm-T用T4DNA连接酶16"(2连接

过夜，连接产物转化至叵cD，-。DH-6 n中，经蓝臼斑筛选、增菌培养后提取质

粒，酶切鉴定其正确性，测序验证PCR回收片段直接测序的可信度。

2 结果

2．1宫颈癌组织中I-IPVl6 E7 DNA片段的扩增结果

以富颈癌组织DNA为模板，用HPVl6 E7引物进行PCR扩增，35份标本中

有29份标本为HPVl6E7阳性(阳性率82．86％)，图l所示为8份样品PCR产物

琼脂糖凝胶电泳结果，可见一清晰扩增条带，火小约为297bp。

图1 PeR扩增11PYl6 E7基因

Fig．1 Amplification ofHPVl6 E7 Gene

1．DL2000 Marker，2～9．Amplification ofHPVl6 E7 PCR
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2．2 pUCm-T／flPV]6E7重组质羧豹搀建

将一HPVlfi E7PCR回收片段与克隆载体pUCm-T连接，重组质技用Ecoff

I和FIJ ndlH酶切，切出约300bp的I)NA片段<圈2)，该重组质粒用pUCm～T

通弼；}物避孬溺痔，涮蓐结巢岛该PcR圆牧片段奁接溪l痔的结果一致，说明

PCR回收片段直接铡序的结果是可信的。

瓣2重组覆粒pUCm-T／HPVl6E7瓣切鉴定

鞘霉2 REAnalysis Recambinanl Plasmid pUCm*TIHPVl6 ET．

1．DL2000 Marker：2 Amplification ofHPVl6￡7 gene：

3．pUCm-T／HPVl6E7 by EeoR Iand Hindll]

2．3 HPVl6E7基因序列测定及一级结构分祈

29份标本PCR扩增产物测序结果表明扩增产物均为HPVl6E7基因，其中

2个E7 PCR西收冀覆溅牟结聚较差，不进行突变分拆，其余27令E7阮R睡

收片段测序结果与德国标准株进行比较，结果显示，测序结果表明PcR扩增得

到的均为HPVl6E7基因， E7PCR回收片段测序结果与德溜标准株进杼比较，

其中26个分离株E7基医与蔽塑葙目，1个分离栋E7蒸掰核蕾酸发生两娃突

变，既647位(在HPVl6基因缎中的位置)的A—G，核替酸三联密码由AAT变

为AGT，氨基酸幽ASh变异为Set：845垃的T—c，接营酸三联密码出IEl、变

为TCC，氨基酸不变(图3、鞠4)。
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图3 HPVl6薪疆摭E7基因核酸泞列与参考株的同源性比较

Fi93 Comparison of the Nucleotide Acid Sequence of HPVl6E7 gene

between Xinjiang strain and REE
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圈4 HPVl6新疆株E7蛋白氨基酸序列与参考株的同源性比较

F．94 Comparison of the Amino Acid Sequence of HPVl6E7 Protein

between Xinjiang strain and RISE

新疆是宫颈癌高发的地区之一．为了解瓶疆宫颈癌患者组织中HPVl6E7基

因的结构特点，本研究辩新疆地区窟颈癌活检组织中HPVl6 E7基园进行了克隧

及一级结构序列分析。应用PCR技术从29例宫颈癌组织中扩增出HPVl6(新疆株)

E7基因。对克黪到的27铡HPVISE7慕困经过正反向测序分析，结果表明：26个分

离株E?基因与驭型相同， 1个分离株E7基因核营酸发生2处突变，既647位(农

HPVl6；基因组中的位置)的A—G，氨基酸由Asn变异为Set；845位的T—cj氨基

酸不变。该突变与潮j垆、lE京嘲等地的掇道均不相同。

HPVl6 E7蛋白N端区包括pRb结合位点和cK II磷酸化位点，具有强抗原性，

16～37位氨基黢含话个独立的结构域，其中21～29位氨基酸介导姆!．掷癌蛋审麴

荸警≥善荸



新疆大学硕士论文

结合，是与orb结合的簸关键位点。E7和pRb蛋白之间的相甄作用是恶性转化的

最重要机制之一。HPVl6 E7基因第29位密码子突变导致氨基酸由天门冬酰胺变

为丝氨酸(Asn—Ser)，丝氨酸被磷酸化，蛋白质构象和极性可能发生改变，从

而改变生物学功能如结合pRb的能力，影响HPV的转化作用和免疫原性等生物学

特性““。在韩国妇女中E7 N29S变异会提高E7的致癌性““。

以上甄个位点的突变在HPVl6亚洲型中善遍存在，突交率高达94。麟“”，提

示该变异株属亚洲型，且该突变序列与Fu，L等在GenBank(注册号：AF534061)

中登陆豹东亚型E7基因一致。攥文献报遴，皴上两令位点的突变在一些星家和

地区娴女宫颈癌患者感染的HPVl6中也不同程度地存在，日本妇女宫颈癌患者感

染的HPVl6中，647位A—G豹突交率为6G．o％(9／15)，846位罩一e的突变率为

46．7％(7／15)“”；在香港妇女宫颈癌患者感染的llPVl6中，两个位点的突变率分

别为潞．溅和52．瞩““。另外，647位A—G豹置换突变在不同人群中分布各雾”“：

中国中部(四川)占14．3％，韩国占59．5％，在德国仅发现0．9％，坦桑尼亚36．4％，

丽在瑞典未发现该突变，但在以上人群感染的HPVl6中，没有发生846位T—c

的置换突变，说明该豫洲分离株在以上人群中不流行。

基于以上分析，我们推测该变异可能是由人翻流动传入新疆地区。
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