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云南HPV-16型E6、E7基因的突变分析

张晓琳1一，刘

易

峰3，姚月婷1”，李亚东1”，周竞贤1’2，

力1’2，姚宇峰1’2，俞建昆1如

(1．中国医学科学院&北京协和医学院医学生物学研究所，云南昆明 650118；2．云南省重大传染病疫苗研

发重点实验室，云南昆明650118；3．武警云南省总队医院检验科，云南昆明650111)

摘要人乳头瘤病毒(Human papillomavirus，HPV)16型(HPV-16)是引起宫颈癌的一种主要高危型病毒，其

2个致癌基因E6和E7的核酸序列变异可能会影响其对宿主细胞的致癌性，已有研究表明其序列突变呈现地

域差异性。因此，研究不同地域HPV．16这2个基因的变化情况是宫颈癌流行病学调研的主要内容，也可为研

究E6和E7的致癌性积累数据。研究以NCBI登录号为NC_001526．2的HPV．16型病毒的序列为参照，采用

Neighbor-joining方法对云南地区74例HPV一16样本的E6、E7的DNA序列构建进化树，结果显示：只有亚洲和

欧洲变异亚型，而没有发现非洲1、非洲2、亚-美洲和北美洲这4种变异亚型。DNA序列分析显示：E6的碱基

突变以T178G(D25E，59．46％)和T350G(L83V，8．1l％)为主，E7的碱基突变主要以A647G(N29S，59．46％)

和T846C(同义突变，60．8l％)为主。发现E6的新突变有A95G(同义突变，1．35％)和A135G(KllR，

1．35％)；E7的新突变有C625T(L22F，1．35％)、C627T(同义突变，12．16％)、G689A(G43E，1．35％)、T748G

($63A，1．35％)。此外还发现有一个共突变现象：T178G(D25E，59．46％)．A647G(N29S，59．46％)一T843C(同

义突变，21．62％)-T846C(同义突变，60．8l％)。
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Abstract Human papillomavirus type 16(HPV一16)is a high—risk major virus causing cervical cancer．Nucleic acid

sequence variations of its oncogene E6 and E7 may have affected its host cells’carcinogenesis，and it had been stud—

ied that its variation assumes areal differences．Therefore，survey and analysis of the variations of these two oncogenic

genes in different region is a main content of epidemiology of cervical cancer，and it can amass data associated the on—

cogenesis of E6 and E7．The DNA sequences of E6 and E7 genes of 74 cases of human papillomavirus 16 type(HPV一

16)cases in Yunnan province were used to construct a phylogenetic tree respectively by using the Ne培hbor-joining

method and the reference sequence of HPV一16(NCBI accession Bum—ber：NC_001526．2)．The results showed that

only Asian and European variant subtypes exist，but not any African type 1，African type 2，Asian—American and

North．American variants were found．DNA sequence analysis showed that base mutation of E6 mainly was T178G
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(D25E，59．46％)and T350G(L83V，8．11％)，while E7 genes mainly was A647G(N29S，59．46％)and T846C

(synonymous mutation，60．81％)．It was found that new mutations of E6 was A95G(synonymous mutation，1．35％)

and A135G(K11R，1．35％)，new mutations of E7 mutations was C625T(L22F，1．35％)，C627T(synonymous

mutation，12．16％)，G689A(G43E，1．35％)and T748G($63A，1．35％)．In addition，a co—mutational phenom—

enon was also found：T178G(D25E，59．46％)一A647G(N29S，59．46％)一T843C(synonymous mutation，

21．62％)一T846C(synonymous mutation，60．81％)．

Keywords HPV一16；E6 gene mutation；E7 gene mutation

Harald zur Hausen因发现人乳头状瘤病毒

(human papillomavims)为子宫颈癌的成因于2008

年获得了诺贝尔奖。1985年Seedorf等发表了

HPV一16型的全基因组序列⋯，其NCBI登录号为

NC_001526．2。HPV病毒在99．7％宫颈癌患者中

都可检测到旧J，目前经过对HPV的基因组分离测

序已经发现了100多个型旧J。根据HPV不同型

致癌危险程度不同，可将HPV分为低危型和高危

型2大类，HPV一16型属于高危型，在ICC(invasive
cervical carcinoma)和CIN(cervical intraepithelial

neoplasia)I—III患者中经常被检测到Ho。E6和E7

是其2个致癌蛋白，可以诱导感染病毒的细胞转

化成浸润癌。已有的研究结果显示HPV．16型E6

和E7基因的序列突变有地域性差别∞J，根据E6

基因片段的DNA序列可以把HPV一16型分成6个

变异亚型：E欧洲型、As亚洲型、AA亚美型、Afl

(非洲．1型)、Af2(非洲．2型)和NA北美型∞o。

本研究收集了来自中国云南不同地区的HPV-16

型病例样本74例，通过对HPV一16型的2个致癌

基因E6和E7测序分析，研究该地区E6和E7基

因的变异情况和HPV．16型的变异亚型，为研究

适合中国人群的宫颈癌疫苗积累流行病学方面的

相关资料。

1 材料与方法

1．1标本来源和I-IPV分型检测

在知情同意的原则下，本研究随机选取2012

年3月至2013年3月来自昆明、曲靖、昭通、红河

等地区市县级医院门诊、体检及住院女性。按照

上海透景HPV分型试剂盒(26型)使用说明书的

要求，用配套宫颈细胞刷采集宫颈上皮细胞后漂

洗到细胞保存液中，然后按照试剂盒说明书操作

进行DNA制备和分型检测。

1．2测序

从检测为HPV．16的样本中选取80例进行

E6和E7基因的DNA序列检测。扩增HPV-16型

E6和E7基因的引物分别为：E6F(nt52～575)：

5’一CGAAACCGGTllAGTATAA一37，E6 R：5 7-GTATCT

CCATGCATGATI"-3’；E7F(nt480～985)：5 7一ATA—

ATATAAGGGGTCGGTGG-3’：E7R：5’一CATITrCGT

TCTCGTCATCTG．3儿“。PCR反应体积为25斗L，

其中宫颈组织DNA样品2 txL(25 ng／txL)，TaKa-

Ra Ex Taq DNA聚合酶(TaKaRa公司)0．625 U，

反应体系参照说明书。PCR循环条件：94 c|C预变

性3 min，35个循环(94℃30 S，55 oC 30 S，72 oC

45 S)，72℃延伸5 min。PCR产物条带在2％琼

脂糖凝胶电泳上检测观察。阳性结果的样品送上

海生工测序。对于发现突变的样本再次用PCR

扩增目的片段并测序验证突变。最终有6例样本

没有得到测序结果。

1．3数据分析方法构建系统发生树

采用Mega5．1的Neighbor-joining方法对74

个样本的E6基因的456 bp(ntl04～nt559)DNA

片段序列和E7基因的297 bp(nt562～nt858)

DNA片段序列分别构建系统发生树(靴值法

(Bootstrap method)检验系统发生树，重复数为

1 000)。HPV一16型全基因组的参比序列及登录

号如下旧j：①欧洲变异型：德国变异型(European

German)：AF_536179；②亚洲变异型：东亚变异型

(East Asian)：AF_534061，中国甘肃(Gansu)：EU一

918764，中国新疆(Xinjiang)：FJ一006723，泰国

(Thailand)：FJ_610152；③亚洲美洲变异型：(Asi-

an-American)：AF_402678，南美洲亚马逊(Amazo—

nian)：HM一057182；④非洲1型变异型：(African

typel)：AF一472508；⑤非洲2型变异型：(African
type2)：AF_472509；⑥北美变异型：(North—Ameri-

can)：U34116，由于其只含有E6基因序列一J，故

用E7DNA序列构建的系统发生树不含此变异型。

2结果与分析
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2．1 E6 DNA序列的亚型分类及碱基突变分析

2．1．1 依据E6的DNA序列的亚型分类 采用

Mega5．1软件Neighbor-joining方法对74例HPV一

16型样本的E6的456 bp(ntl04一nt559)¨驯DNA

片段构建进化树。结果显示只有亚洲变异型(49

例，66．22％)和欧洲变异型(25例，33．78％)，没

有发现非洲1型、非洲2型、亚一美型和北美变异

型(图1)。

图1 用Mega5．1软件Neighbor-joining方法对E6

的456 bp片段构建进化树

Fig．1 Phylogenetic tree constructed by using

the 456 bp fragment of E6 gene

亚洲变异型在178位碱基处含有突变，含有

T178G为As-a亚型，含有T178A为As—b亚型，含

有C178A为As—c亚型¨“。本研究发现44例As—

a亚型，5例As—b亚型，共49例亚洲突变型。欧

洲变异型可根据350位点处的突变情况分成E—

B50亚类、E—G350亚类和E—A350T亚类3个亚

类∞1；本研究发现有6例E-T350G亚类。

图2 用Mega5．1软件Neighbor-joining方法对E7

的297 bp片段构建进化树

Fig．2 Phylogenetic tree constructed by using the

297 bp fragment of E7 gene

2．1．2 E6碱基突变分析对74例样本的E6基

因突变分析后共检测到14个碱基位点发生了15

种碱基突变，导致了10种氨基酸突变。E6的颠

换突变(76．19％)远大于转换突变(23．81％)，且
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错义突变的比重较大(89．29％)(表1)。其中碱

基突变概率最高的是T178G(44例，59．46％)，导

致了44例D25E氨基酸突变，该位点还有5例

T178A碱基突变，也导致了D25E氨基酸突变，其

突变率最高为49例，占66．22％；另外，1例

G176A碱基突变导致了i例D25N突变。突变率

较高的有：A276G(9例，12．16％)碱基突变导致

了N58S氨基酸突变；T350G(6例，8．11％)碱基

突变导致了L83V氨基酸突变。导致了氨基酸性

质发生改变的突变共有2例：碱基位置Q3E和碱

基位置D25N(表2)。

2．2 E7 DNA序列的亚型分类及碱基突变分析

2．2．1 依据E7的DNA序列的亚型分类 采用

Mega5．1软件Neighbor-joining方法对74例HPV一

16型样本的E7的297 bp(nt562～nt858)片段构

建进化树，结果显示只有亚洲变异型(45例，

60．81％)和欧洲变异型(29例，39．19％)，没有发

现非洲1型、非洲2型、亚一美型和北美变异型(图

2)；这与E6进化树的结果一致。
2．2．2 E7碱基突变分析对E7基因突变分析

共检测到13个碱基位点发生了13种突变，导致

了8种氨基酸突变。E7的转换突变(96．72％)远

大于颠换突变(3．28％)，且同义突变(50．27％)

与错义突变(49．73％)概率基本相同(表1)。碱

基突变率最高的是T846C(45例，60．81％)，导致

了同义突变；其次是A647G(44例，59．46％)，导

致了N29S氨基酸突变。另外，有4例样本发生

A646C碱基突变，导致了N29H氨基酸突变；

C749T(36例，48．65％)碱基突变导致了$63F氨

基酸突变。1例样本有T748G碱基突变，导致了

$63A氨基酸突变发生。G666A(21例，28．38％)

碱基突变导致了同义突变。此外，1例样本同时

发生C625T和C627T碱基突变，导致了1例L22F

氨基酸突变。氨基酸性质发生改变的突变有(共

46例)：N29H(4例)、G43E(1例)、P47S(1例)、

$63F(36例)、$63A(1例)和R71C(3例)(表3)。
表1 Ell、E7突变类型分析

Table 1 The types of
E6 and E7 mutations

鬻NC参_0比0碱15基26一。森票猖突变彰％嚣蔫臀N参C_比00氨1基526酸．2黼淼甏孽

注：“非”代表非极性氨基酸；⋯0’代表极性不带电荷氨基酸；“负”代表极性带负电荷氨基酸；“正”代表极性带正电荷氨基酸，加粗倾斜

字体表示氨基酸性质发生改变，表3同
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2．3参考株、单位点和多位点突变的分析

对74例样本E6和E7基因的DNA序列分析

发现与参考株序列相同的病毒株都较少，E6和

E7分别为6例占8．1％和2例占2．7％。E6单位

点突变(53例，71．6％)超过半数，多位点突变(15

例，20．3％)较少；E7的情况则相反，E7单位点突

变较少(15例，20．3％)，多位点突变(57例，

77％)超过半数。对多位点突变的分析发现：74

例样本中，44例样本同时含有T178G(共44例)、

A647G(共44例)、T846C突变(共45例)，只有1

例样本只含有T846C突变例外，并且所有含有

T843C突变的样本(共16例)都含有T178G、

A647G、T846C突变。此外，所有含有C627T突变

(共9例)的样本都含有C749T突变。

3 讨 论

本研究以NCBI登录号为NC一001526．2的

HPV一16型病毒序列为参照，发现E6的野生型

(8．1％)和E7的野生型(2．7％)都较少，这与对

泰国31个样本分析发现E6的野生型(13％)较

少∞1的结果一致。在检测的74例样本中发现只

有亚洲变异型和欧洲变异亚型，未发现非洲1、非

洲2、亚一美和北美变异亚型，这与从新疆南部¨纠

和北京人群中得到的病毒样本¨引的结果一致。

此外，本文中发现的突变率较高的G666A(21例，

28．38％)碱基突变在东北突变率为38．46％，

T846C(45例，60．81％)碱基突变的突变率在北

京¨列为45．16％，这提示在中国人群中的HPV一16

型上这些位点的突变率都较高。

对于E6癌基因，本研究以HPV基因组碱基

104位处的ATG为起始密码子，其共计编码151

个氨基酸‘14I，可分为E6基因N端(1～79氨基

酸)和E6基因C端(80～151氨基酸)两部分。

Q3E、K11R、T22S、D25E、25N和L28V这几种突

变发生在E6的N端，且Q3E和D25N氨基酸突

变改变了氨基酸的性质，这可能影响到E6木I(编

码41个氨基酸)的功能，E6水I是E6的一种剪接

异构体可以抑制E6的作用¨5|。R147K突变发生

在E6的c端，位于保守序列143～151内，该保

守序列SRTRRETQL能与PDZ结构域(最早发现

有此结构域的PSD95、Dlgl和Zo-1三个蛋白的首

字母缩写)相结合¨6。"j，该突变可能会影响E6蛋

白与PDZ结构域相结合，由于E6蛋白可以通过

蛋白酶体，将含有PDZ结构域的蛋白降解，从而

影响恶性肿瘤的发展进程¨8‘19J。E6有4个Cys—

x—X—Cys模块(分别在30～33、63～66、103～106
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和136～139氨基酸位置上)，即潜在的锌指结构，

可以和zn2+结合心⋯。虽然本研究没有在锌指结

构处发生突变，但是在锌指结构的链接处发现有

N58S、L83V、E113D这3处氨基酸突变。

E7蛋白可分为1区(1～15位氨基酸)、2区

(16～37位氨基酸)和比较保守的3区(38～98

位氨基酸)3个区域。L22F突变位于E7蛋白2

区的LXCXE模序(22～26位氨基酸)内，由于这

一模块可以和pRB(Retinoblastoma Protein)第649

～772位氨基酸的口袋结构结合心1。2 2I，从而抑制

pRB的作用，因此推测可能会影响E7与pRB的

相互作用，进而影响细胞周期的调控。而L22F、

N29S、N29H突变位于21～34氨基酸处，而该处

恰是E7的主要抗原表位所在。23。，可能会影响E7

蛋白的免疫原性。G43E、P47S、$63F、$63A、R77C

突变都发生了氨基酸性质的改变，且位于E7蛋

白的比较保守的3区(38～98氨基酸)，这些突变

也可能会影响E7的功能。3区含有2个Cys-X—

X—Cys模块(58氨基酸处和91氨基酸处)即锌指

结构，可与zn2+结合。24。25|，在锌指结构的链接处

发现$63A、$63F、R77C氨基酸突变，并且这3个

氨基酸突变都改变了氨基酸的性质，这有可能会

影响E7与zn“结合。

本研究发现很多单个病例的共同突变现象，

如44例样本同时含有T178G、A647G、T846C突

变，这个结果与熊光武等¨引报道的A647G和

T846C这2种突变都同时存在于同一个样本中一

致。Vaeteewoottacharn．K．发现E6中90％的

D25E(176—178 nt)突变与E7的N29S(646～648

nt)一同出现口J。根据这些共突变情况，可以从已

知的某个突变，来预测其他有共突变关系的碱基

突变的发生。此外，日本的研究结果显示HPV一16

型E6基因的D25E突变和人类白细胞抗原HLA

II的DRBl术1502等位基因相关，由于HLA II是

外源性抗原的递呈分子，因此推测该突变还可能

是引发侵润癌和宫颈上皮内瘤的发生最重要的突

变。26I。在荷兰，有1_83V突变的癌症病人HLA

DRBl木07频率也增高(P=0．08)旧7j，在瑞典、意

大利、捷克也发现单倍体型DR04．DQ03与L83V

突变相关嵋8I。因此，推测该突变可能导致癌变的

概率增加。所以对HPV．16型病毒的E6、E7基因

突变情况的分析显得尤为重要，分析突变热点区

域和保守区域可为研究针对中国人群的宫颈癌疫

苗提供一定的线索。
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