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　　【摘　要】　目的:新疆维吾尔族妇女宫颈癌的发生主要与人乳头状瘤病毒 16(HPV16)感染相关 , 特定的 HPV16E6突变

株具有更高的致癌危险性。本研究通过检测维吾尔族妇女宫颈癌组织中 HPV16 E6基因突变情况 , 探讨其与维吾尔族妇女宫

颈癌高发的关系。方法:从 140例维吾尔族妇女宫颈癌石蜡包埋组织中提取 DNA作为模板 , PCR扩增 HPV16 E6全长基因 ,

PCR产物直接测序 , 进行突变分析。结果:本组维吾尔族妇女宫颈癌组织中 HPV16的阳性率是 73.6%(103/140), 91例 E6基

因测序及分析结果表明 , 维吾尔族妇女宫颈癌组织中存在 HPV16E6变异株 ,其中 49例(53.8%)分离株发生 L83V突变 , 4例

(4.39%)发生 D25E突变 , 2例(2.20%)发生 D64E/L83V突变 , 36例(39.6%)与野生型相同。结论:新疆维吾尔族妇女宫颈

癌患者 HPV16 E6基因发生变异 ,主要以 L83V突变为主 , HPV16变异株在维吾尔族妇女宫颈癌患者中的分布可能与维吾尔

族妇女宫颈癌高发存在一定关系。

　　【关键词】　宫颈癌;　人乳头状瘤病毒;　E6基因;　基因突变
中图分类号:R737.33　　文献标识码:A　　文章编号:1009-0460(2008)03-0209-04

AnalysisofmutationsintheE6oncogeneofhumanpapillomavirus16 inXinjiangUygurwomenwithcervi-

calcarcinoma

　　ZHUKai-chun, MAYINUER· Niyazi, LIUFang, DAIJian-xia, ALIYA· Kelym, ZHANGXiao-ling, LIU

Rong.ClinicalMedicalStudyCenter, thePeoplesHospitalofXinjiangUygurAutonomousRegion, UrumqiXinjiang

830001, China

　　Correspondingauthor:MAYINUER·Niyazi, E-mail:mynr168@yahoo.com.cn

　　【Abstract】　Objective:High-riskhumanpapillomaviruses(HRHPVs), especiallyHPV16, isthemajorcauseofcervicalcarci-
noma(CC)inXinjingUygurwomen.Insomeregion, specificE6 mutationisconsideredasdangerousfactorcausingCC.Thisstudy

wasdesignedtoinvestigatedistributionofHPV16mutationandtherelationshipbetweenthemutationandhighincidenceofCCinUygur

women.Methods:ThetissueDNAwasextractedfrom140CCparaffinembeddedtissueofUygurwomen.HPV16E6 genewasampli-

fiedbypolymerasechainreaction(PCR)fromtheCCtissueDNA.ThePCRfragmentsweresequencedandanalyzed.Results:There-

sultofPCRshowedthatthepositiverateofHPV16was73.5%(103/140);Ninty-oneof97 PCRfragmentsweresequencedandana-

lyzed.Thirty-sixofthemmaintainedprototype(39.6%).Forty-ninehaveL83Vmutation(53.6%)and4 haveD25E(4.25%), and

2 haveL83V/D64E(2.27%).Conclusion:TherearemutationswithintheHPV16E6geneinCCofXinjiangUygurwomen.Themost

commonmutationwasL83V.OurresearchsuggestedthatthedistributionofHPV16 E6 mutationmightbeassociatedwithhighinci-

denceofCCinUygur.
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　　宫颈癌是常见妇科恶性肿瘤之一 ,近 10年来 ,

大规模人群为基础的流行病学资料显示 ,在 99%以

上的宫颈癌组织中存在人乳头状瘤病毒 (human

papillomavirus, HPV)DNA, HPV感染是宫颈癌发生

的首要因素且为始动因素
[ 1]
。 HPV是一种环状双

链 DNA病毒 ,目前确定的 HPV型别有 130余种 ,约
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20种与宫颈上皮内瘤变及宫颈癌的发生高度相关 ,

被称为高危型 HPV(highriskHPV, HRHPV)
[ 2]
。新

疆维吾尔族妇女宫颈癌的发生主要与高危型的

HPV16感染相关
[ 3]
。前期小样本研究指出 ,新疆维

吾尔族妇女宫颈癌组织中 HPV16 E6基因存在一定

的突变
[ 4]
,本研究在此基础上扩大标本数量 ,进一

步检测维吾尔族妇女宫颈癌组织中 HPV16突变株

的分布情况 , 探讨维吾尔族妇女宫颈癌组织中

HPV16E6基因突变的规律 。

1　材料与方法

1.1　宫颈癌组织　收集新疆维吾尔自治区人民医

院 2000年 1月 ～ 2005年 6月病理科归档的维吾尔

族妇女宫颈癌患者石蜡包埋标本 140例 ,中位年龄

42岁(25 ～ 68岁)。

1.2　主要试剂及材料 　TaqDNA聚合酶 、dNTP、

DNAmarkerDL2000购自大连宝生物工程有限公

司 ,氯仿-异戊醇(24∶1)、Tris饱和酚(pH8.0)、SDS、

Tris为美国 BBI公司产品 ,蛋白酶 K、二甲苯 、氯仿 、

EDTA-Na2均购自上海生工生物工程有限公司。

1.3　引物设计与合成　根据文献
[ 5]
,合成 HPV16

特异性引物:P1:5' -TGCTAGTGCTTATGCAGCAA-

3' , P2:5' -ATTTACTGCAACATTGGTAC-3' , 扩增长

度 152bp。根据 Genebank提供的 HPV16标准株序

列 ,设计一对跨 HPV16 E6整个阅读框引物 , HPV16

E6:P1:5' -CGTAACCGAAATCGGTTGAAC-3' , P2:

5 ' -GCTCATAACAG TAGAGATC-3 ' , 扩 增 长 度

550bp,含 E6基因全长序列 。上述引物由上海生工

生物工程有限公司合成。

1.4　宫颈癌石蜡组织 DNA提取　切取石蜡包埋组

织 5μm厚度蜡片 10张放入 1.5ml灭菌离心管中 ,

经二甲苯脱蜡水化后 ,采用酚-氯仿抽提法提取组织

DNA,提取的组织 DNA置于 -20℃冰箱保存备用。

1.5　PCR扩增　第一步筛选 HPV16阳性标本 ,以

组织 DNA为模板 , 用 HPV16特异性引物扩增 。

PCR反应条件如下:95℃预变性 5min, 94℃30s,

46℃30s, 72℃30s, 35个循环 , 72℃7min。PCR产物

在 2%琼脂糖电泳 , EB染色 ,紫外灯下观察 ,第二步

PCR扩增 HPV16E6基因 ,用 HPV16阳性组织 DNA

为模板 ,扩增 HPV16 E6基因 , PCR反应条件如下:

95℃预变性 5min, 94℃30s, 51℃30s, 72℃60s, 35个

循环 , 72℃7min。

1.6　HPV16 E6基因测序及分析　PCR产物纯化

后 ,利用 HPV16E6P1 /P2引物 ,正反向对 PCR产物

直接测序 。纯化和测序服务由上海生工生物工程有

限公司提供 。测序结果用 DNAMAN(6.0.3.48)软

件进行比对分析。

2　结　果

2.1　宫颈癌石蜡包埋组织中 HPV16扩增结果 　

140份维吾尔族妇女宫颈标本中 HPV16 DNA阳性

结果为 103例 ,阳性结果在 152bp处呈现一亮带。

本组维吾尔族妇女宫颈癌组织中 HPV16型阳性率

为 73.6%。见图 1。

1:DNAMarkerDL2000;2:阳性对照(152bp);3～ 14:宫颈癌标本;
15:阴性对照

图 1　HPV16PCR电泳结果

2.2　HPV16阳性标本中 HPV16 E6基因扩增结果

　以 HPV16阳性组织 DNA为模板 ,利用跨 HPV16

E6整个阅读框引物扩增 E6基因 , 阳性结果在

550bp处呈现一亮带。 103例 HPV16阳性标本中有

96例扩增出 E6基因 , 7例未扩增出。见图 2。

1:DNAMarkerDL2000;2 ～ 5:HPV16E6基因

图 2　HPV16 E6 PCR电泳结果

2.3　HPV16 E6基因测序结果及分析 　E6基因

PCR产物经过纯化后直接进行双向测序 ,得到清晰的

测序结果 91份 ,另外 5个样品信号较差 ,未进行突变

分析。将所测序列与 HPV16标准株 E6基因序列进
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行比较 ,共发现 3个突变位点 ,分别位于 178nt、295nt 和 350nt(在 HPV16全基因序列中的位置)。见图 3。

图 3　HPV16E6突变株 178nt、295nt和 350nt处碱基突变测序峰图(＊:突变碱基位置)

　　在 91例样品中 ,有 49例样品(53.8%)350nt

处碱基 T突变为 G,核苷酸三联密码由 TTG变为

GTG,其编码的 E6蛋白第 83位氨基酸由亮氨酸变

为缬氨酸(L83V)。另外 2个位点的突变分别位于

E6蛋白第 25位和 64位氨基酸 ,均为天冬氨酸变为

谷氨酸(D25E, D64E)。其中发生 D64E突变的 2例

样品同时存在 L83V突变。利用 DNAMAN软件 ,与

HPV16标准株 E6蛋白氨基酸参考序列进行比对 。

参见表 1、图 4。

表 1　91例维吾尔族妇女宫颈癌组织中 HPV16 E6

基因突变分布表

碱基突

变位置

E6蛋白氨基
酸突变及位置

突变

例数

所占

比例(%)

178ntT※G D25E 4 4.39

295ntT※G D64E 2 2.20

350ntT※G L83V 49 53.80

图 4　新疆维吾尔族妇女宫颈癌组织 HPV16变异株与参考株 E6蛋白氨基酸序列比较

3　讨　论

　　宫颈癌是妇科常见的恶性肿瘤之一 ,与新疆维

吾尔族妇女宫颈癌发病密切相关是 HPV16型感染 。

HPV16基因组包括早期转录基因 E1 ～ E7和晚期转

录基因 L1与 L2,引发宿主细胞癌变的主要是病毒

的早期基因 E6和 E7。E6和 E7基因在宫颈细胞中

的表达增加 ,产生的 E6和 E7两个癌蛋白分别与抑

癌蛋白 p53和 pRb结合 ,诱导后两者降解 , p53和

pRb的失活是细胞永生化的重要原因
[ 2]
。

　　HPV16E6基因常发生型内变异 ,欧美地区流

行的 HPV16 E6变异株主要是 G350(L83V)
[ 6]
,而

东亚地区主要是 G178(D25E)
[ 7]
。某些特定的 HPV

变异株的感染会增加发生宫颈高度病变的风险 ,相

同的变异株在不同地区 、不同种族的致癌危险性也

存在明显的差异
[ 8, 9]
。

　　E6基因序列的改变可能引起病毒 DNA的功能

区域或抗原决定簇区域的改变。这些改变对于病毒

蛋白功能以及宿主免疫反应均十分重要 。病毒抗原

是由宿主 HLAⅠ /Ⅱ 呈递给 T细胞的 ,因此 , HPV

和 HLA基因组多态性均能对这一过程产生影响。

一些 E6变异株含有 T细胞受体或 HLA结合区的核
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苷酸改变 ,从而使变异株有可能逃脱自然免疫反

应
[ 10]
。因此 , E6基因变异株的致癌危险性往往在

人种和地理分布上不均衡 。

　　本研究结果显示 ,维吾尔族妇女宫颈癌组织中 ,

HPV16E6的变异主要是 L83V(53.8%), L83V变

异株所占比例远远高于前期小样本的结果

(34.62%)
[ 4]
。同时 ,本组维吾尔族妇女宫颈癌组

织中还存在东亚流行的 D25E(4.39%)变异 ,而在

前期文献中没有报道。此外 ,发现存在 L83V、D64E

(2.2%)两处变异的 HPV16变异株。

　　新疆维吾尔族妇女宫颈癌的患病率和死亡率在

全国少数民族中居首位。维吾尔族妇女宫颈癌发

生 ,除了与 HPV16的感染有关 ,还可能与 HPV16变

异以及维吾尔民族的遗传背景相关。本研究结果提

示 ,在维吾尔族妇女宫颈癌组织中 , 存在较多的

HPV16L83V变异株。该变异株是否与维吾尔族

HLA多态性存在一定的相互作用 ,从而在宫颈癌的

发生中更具风险性 ,还需要进一步的研究 。
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