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【摘 要】 背景与目的：高危型人乳头状瘤病毒 !#和 !’（<:EB/ .B.F>>*EBUF+:- 2S.,
!# B/0 !’，5VW!#X 5VW!’）是宫颈癌主要病因之一，尤其以 5VW!# 最为常见，其中

5VW!#D# 是主要癌基因之一。在一些地区，特定的 D#基因突变株是宫颈癌发生的
危险因素。新疆南部维吾尔族聚居区是宫颈癌高发区，我们已在前期的研究中发现

该地区 5VW!#D# 基因发生突变，本研究旨在检测该突变在新疆南部维吾尔族妇女
宫颈癌组织中的分布规律，并探讨其与该地区宫颈癌高发的关系。方法：从 %A 例中
国新疆南部维吾尔族妇女宫颈癌活检标本中提取组织 Y76 作为模板，V)T 扩增

5VW!#D# 全长基因，V)T 产物直接测序或克隆后测序，分析新疆维吾尔族妇女宫颈
癌组织中 5VW!#D#基因的突变。结果：V)T检测结果表明宫颈癌组织中 5VW!#D#
阳性率为 ’$& ’#Z（$@ [ %A）；$# 例中 D# 分离片段的测序和序列分析表明，!A 例
（AL& #@Z）分离株 D# 基因与原型相同，另有 !!例（($& %!Z）D#基因突变，其中 @例
（%(& #$Z）分离株发生了 \’%W突变，$例（L& #@Z）分离株发生了 \’%W [ Y#%D突变。
结论：中国新疆南部地区 5VW!#D#基因发生变异，其原型和变异型在该地区维吾尔族
宫颈癌患者中的分布规律可能与该地区宫颈癌高发存在一定关系。

关键词：宫颈癌；人乳头状瘤病毒；D#基因；基因突变
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人乳头状瘤病毒 $ %&’() *(*+,,-’(.+/&01 2345
是一种致瘤 678病毒，可引起人生殖道和肛门皮
肤、粘膜发生良性和恶性肿瘤，其中与宫颈癌发病密

切相关的有 234!9、!:等 ; !，< =。234!9基因组主要由
早期基因区 $ >区 5、晚期基因区 $ ?区 5 和长控制区
（,-)@ A-)B/-, /C@+-)，?DE）组成，>区有 9个开放读码
框架 $ -*C) /C(F+)@GH/(’C1 IEJ5，即 >!、><、>K、>L、
>9、>#，其中与转化有关的为 >9和 >#。>9蛋白与
3LM结合导致 3LM降解以及生物功能丧失，从而引
起细胞周期紊乱，678损伤累积，最终引起细胞癌
变。

核酸杂交和 234!9>9、?! 、?< 和 ?DE 核苷酸
序列分析表明，234!9存在多态性。目前，将世界范
围不同种族、不同人群中分离的 234!9区分为 L 种
主要的种系发生群 ; M，K =，>9是 234!9主要癌基因之
一。在一些国家和地区，234!9>9基因及其编码蛋
白的变异与宫颈癌发生有关，不同地区宫颈癌组织

中 234!9>9原型和不同突变株的分布不一致。
新疆南部维吾尔族聚居区是我国宫颈癌高发

区，患病率高达 KLN O LN" P !"万。已有的调查表明，
新疆南部维吾尔族妇女宫颈癌高发与 234!9 感染
密切相关，其宫颈癌组织中 234!9检出率达##Q 9R
O :<Q 9R ;L，9 =。我们已经证明在新疆南部维吾尔族妇

女宫颈癌组织中存在 234!9>9基因突变株 ; # =，本研

究在此基础上扩大标本数量，进一步分析并检测

234!9>9原型及突变型在该地区妇女宫颈癌组织中
的分布情况，以探讨该区宫颈癌组织中234!9>9基因
突变的规律及其与该地区宫颈癌高发的可能关系。

! 材料与方法

!" ! 宫颈癌组织
采取 <""" 年 < 月 O <""M 年 !" 月之间新疆医

科大学附属第三医院 ML 例宫颈癌手术或活检标
本（经病理检查确诊），患者均为维吾尔族，年龄

M" O 99岁，中位年龄 L"岁，术前未进行放化疗。标
本 S :"T保存。
!" # 主要试剂及材料
克隆质粒 *UD’GV购自上海生工生物工程技术

服务有限公司，菌种 !" #$%& 62L!为本室保存。核酸
内切酶、678 ’(/WC/、’()多聚酶、VK 678连接酶及
3DE 片段回收试剂盒均购自大连宝生物工程有限
公司。

!" $ 引物的设计与合成
根据 XCCF-/H等 ; : =!N:L年发表的 234!9型 678

全序列，利用 3C/W+) >,’C/ $3>5公司 */+’C/ CY*/C00
软件设计跨 234!9>9整个阅读框的一对引物。引物
!的序列为：LZGD88 V[V VVD 8[[ 8DD D8D 8[[G
MZ；引物 < 的序列为：LZGV[D 8V[ 8VV 8D8 [DV
[[[ VVV DGMZ。引物由大连宝生物工程有限公司合
成。

!" % 宫颈癌组织 &’(的提取及 )*+扩增
以按 V(\(E( ]+)+^C0B 8)+’(, V+00&C [C)-’+A

678 >YB/(AB+-) \+B 4C/Q <Q " 说明书提取的宫颈癌组
织 678作为模板，加 234!9>9引物，按常规方法扩
增 234!9>9 基因片段。扩增参数：NLT L ’+)；NKT
M" 0，LLT M" 0，#<T < ’+)，ML个循环；#<T #
’+)。实验中以正常宫颈组织作为阴性对照。取 L",
3DE产物在 !R琼脂糖、! _ V8>中电泳，>‘ 染色，
紫外灯下观察结果。

!" , -).!/0/基因序列测定及分析
用 3DE 片段回收试剂盒从琼脂糖凝胶中回收

3DE产物，分别用 234!9>9 3!、3<进行 678测序。
用 678]87 .C/0+-) LQ <Q <软件对序列进行分析。
!" / 12*345 6 -).!/0/重组质粒的构建
将 234!9 >93DE回收片段与克隆载体 *UD’GV

用 VK 678连接酶 !9T连接过夜，连接产物转化至
!" #$%& 62L!中，经蓝白斑筛选、增菌培养后提取质
粒，!#$E#和 *&+F $双酶切鉴定其正确性，酶切鉴
定正确的质粒用 *UD’GV通用的 ]!M P 3UD 正反向
引物测序后与同一标本 3DE 产物直接测序的结果
比较，验证 3DE回收片段直接测序的可信度。

# 结 果

#" ! 宫颈癌组织中 -).!/0/ &’(片段的扩增结
果

ML 份标本中有 <N 份 3DE 扩增为 234!9>9 阳
性（:<Q :9R），图 !所示为 :份样品 3DE产物琼脂
糖凝胶电泳结果，可见一清晰扩增条带1 大小约为
K9L ^*。
#" # 12*345 6 -).!/0/重组质粒的构建
将 234!9>9 3DE 回 收 片 段 与 克 隆 载 体

*UD’GV连接，重组质粒用 !#$E#和 *&+F$酶切，
切出约 LN" ^*的 678片段（图 <，M），该重组质粒用
]!M P 3UD正反向引物分别测序，测序结果与该 3DE
回收片段直接测序的结果一致，说明 3DE回收片段
直接测序的结果是可信的。

#" $ -).!/0/基因序列测定及一级结构分析
<N 份标本 3DE 扩增产物测序结果表明扩增产

马正海，等 Q 新疆维吾尔族妇女宫颈癌组织中 234!9 型 >9 基因突变分析
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图 ! $%&扩增 ’$(!)*)基因

+,-./0 ! $%& 1234,5,617,89 85 ’$(!)*) -090
:190 !; <:=""" 21/>0/? :190 = @ A; ’$(!)*) $%& 3/8B.67C

图 = 3D%2EF G ’$(!)*) 质粒构建图

+,-./0 = %89C7/.67,89 85 /0682H,9197 341C2,B
3D%2EF G ’$(!)*)

图 I 重组质粒 3D%2EF G ’$(!)*) 酶切鉴定

+,-./0 I &* 1914JC,C 85 /0682H,9197 341C2,B
3D%2EF G ’$(!)*)

!; <:=""" 21/>0/；=; 1234,5,617,89 85 ’$(!)*) -090

I; 3D%2EF G ’$(!)*) HJ !"#&!$ %&’B"

图 K ’$(!) 新疆株 *) 蛋白氨基酸序列与参考株的
同源性比较

+,-./0 K ’82848-8.C 1914JC,C 85 12,98 16,B C0L.0960 85
’$(!)*) 3/870,9 5/82 M,9N,19- C7/1,9 O,7P 7P17 85 &*+Q

物均为 ’$(!)*)基因，其中 I例 *) $%&回收片段
测序结果较差，未进行突变分析，其余 =)例 *) $%&
回收片段测序结果与德国标准株进行比较。结果显

示R !S例（STQ )AU）分离株 *)基因与原型相同；A
例（IKQ )=U）分离株 *)基因核苷酸发生一处突变，
即第 IS" 97（在 ’$(!)基因组中的位置）的 F变为
V，核苷酸三联密码由 FFV变为 VFV，其编码的 *)
蛋白第 #I位氨基酸由亮氨酸变为缬氨酸 W :#I(X；=
例（TQ )AU）分离株 *)基因核苷酸发生两处突变，

即在 :#I(突变的基础上第 =AS 97的 F变为 V，核苷
酸三联密码由 VYF变为 VYV，其编码的 *)蛋白 )I
位氨基酸由天门冬氨酸变为谷氨酸 W :#I( G <)I*X
W图 K，S X。

! 讨 论

宫颈癌是一种严重威胁妇女生命健康的疾病，发

病率和死亡率均较高，并有逐年上升的趋势。高危型

’$(与宫颈癌发病密切相关，在 #"U Z A"U的宫颈
癌组织中可检测到 ’$(!) 和 G或 ’$(!# 的存在，
’$(!)和 ’$(!#被认为是宫颈癌的主要病因 [ !，= \。

然而，’$(的存在并不是引发宫颈癌的充分条件，
在一些正常的或轻微异常的宫颈癌组织中也可检测

到 ’$(!)、’$(!#的存在；很多感染者并无症状 [ A \，

病毒在体内呈潜伏状态。已有的研究表明，病毒的变

异和高危型 ’$( 持续感染是宫颈癌发生的重要危
险因素 [ A Z !! \。

一些国家和地区 ’$(!) 分子流行病学调查表
明，*)基因突变增强了 ’$(!)致癌的危险性；同
时，*)基因突变株的致癌危险性具有地域性，即同
一 *) 基因突变类型在不同地区的致癌危险性存在
明显的差异。’$(!)*)原型和 :#I(突变型是宫颈
癌组织中的主要分布型，但其在不同国家和地区宫

颈癌组织中的分布也有较大的差异。’$(!)*):#I(
变异株在多个国家的分布规律及其致癌性已有详细

的 报道 ，例 如 ：墨 西哥 为 宫颈 癌 高发 区 ，

’$(!)*):#I( 变异在墨西哥入侵性宫颈癌中占
AIQ SU [A \，’$(!)*)原型和 :#I(突变型在北美洲
分别为 SIU和 K"U，在欧洲（德国、波兰和西班牙）
分别为 K"U和 KKU，在美州中部及南美洲分别为
=SU和 S=U，在东南亚（印度尼西亚、菲律宾、泰国）
分别为 SKU和 )U，在非洲分别为 #U和 =U [I \，在

马正海，等 Q 新疆维吾尔族妇女宫颈癌组织中 ’$(!) 型 *) 基因突变分析
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图 $ %&’!()( *+,’和 *+,’ - .(,)突变株 /#$01及 ,$"01处突变的测序峰图

234567 $ 896:;:46<=93> :? 197 ;51<13:0@ <1 /#$01 <0A ,$"01 :? %&’!()( *+,’ <0A *+,’ - .(,) B<63<01@

日本分别为 C"D和 /+D E!/ F。我们的结果表明，在新

疆南部地区维吾尔族妇女宫颈癌组织中，%&’!()(
原型占 $GH (#D（!$ - /(），%&’!()(*+,’变异株占
,CH (/D（# - /(），%&’!()(*+,’ - .(,) 变异株占
GH (#D（/ - /(），后两者均含 *+,’变异，含 *+,’变
异的 %&’!()(共占 C/H ,"D（!! - /(），新疆南部地
区 %&’!()( 原型和 *+,’ 突变型在宫颈癌组织中
的分布与其在北美洲的分布接近。

%&’!()(*+,’ 与宫颈上皮内瘤样病变!级向
"级的转化有关 E !, F。在瑞典，*+,’与浸润性宫颈
癌有关 E !C，!$ F，而在意大利和捷克却主要与宫颈早

期坏死有关，与浸润性宫颈癌无相关性，并认为

)(*+,’ 变异株的致癌性与感染人群的 %*I#分子
配型有关 E!(， !G F，在日本，%&’!()(原型和突变株的
致癌能力与感染者的 %*I#分子配型密切相关 E !+ F。

新疆南部维吾尔族聚居区宫颈癌高发，不仅与

%&’!( 的感染和变异有关，还可能与该地区人群
的遗传背景也存在着一定的联系，但由于标本数

量较少，我们没有开展这方面的研究。

本研究报道的新疆地区 %&’!()( 基因变异及
其在宫颈癌中的分布，将为我国宫颈癌患者组织中

%&’!()(基因结构特点积累流行病学资料，对阐明
该区宫颈癌高发原因有一定的意义。
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