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摘 要：目的 了解重庆地区宫颈癌、宫颈炎发病与16型人乳头状瘤病毒 (HPV16)E6、E7的芙系。方法 运HjPCR． 

分子生物学技术进行HPV16E6、E7的扩增和克隆 结果 霍庆地区宫颈痛、宫颈炎组织，f1HPV16 E6．E7总榆}}5牢分别为70％ 

和65％ 结 论 重庆地区HPV16感染与宫颈癌、宫颈炎的发生相关 E7原癌蚩白可能与宫 痛发生早期有 ，而E6原_痛蛋白 

可能与宫颈癌形成晚期关系密切。 
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Primary study on human papillomavirus type 1 6 E6．E7 in biopsies of 

cervicaI Carclnoma and cervICltl S 
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Abstract：Objective To learn whether HPVl6 E6，E7 correlate W油 cervical ca~inoma and cervicitis in 

Chongqing．Methods Amplification and cloning of HPVI 6 E6．E7 genes were performed by PCR and molecular 

biological techniques ResuIts Detection rates ofHPV16 E6．E7 in biopsies of cervical carcinoma and cervicitis 

were 70％ and 65％ in Chongqing． Conclusion HPV I6 infection might correlate with cervical carcinoma an d 

cervicitis occurrence in Chongqing．E6 might function on advanced smge of cervical carcinoma while E7 might 

function OI1-early stage． 
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宫颈癌、宫颈炎是妇科常见疾病，严重威胁妇 

女生命和生殖健康 宫颈癌的病因研究早已0I起学 

者广泛重视。早在7O年代，德国学者首先提出人乳 

头状瘤病毒 (human papillomavims，HPV)的病冈 

假说 。近年来 流行病学和分子生物学的研究已 

经证实宫颈病变与HPV感染的关系非常密切。流行 

病学调有资料表 明宫颈癌 、宫颈炎组织 中HPV 

DNA的检出率极高 分子生物学研究阐明高危型 

HPV (16、18趟等)E6、E7原癌蛋白在肿瘤发生， 

细胞 期调控，凋亡调节中起重要作用，是宫颈癌 

发生的重要原因 。我们对重庆地区宫颈癌、宫颈 

炎活检组织中HPVI6 E6、E7进行了PCR检测，从而 

为_奉地宫颈癌病因，治疗的研究打下一定的基础。 

作者介留r撩 波 (J974- )．男．博士生 

1 材料和方法 

1 1 宫颈病变组织的获取 

2O例宫颈痛活检组织分别取 自重庆医科大学临床学院、 

第二临床学院，重庆 肿痹医院的重庆籍患者。病理报告为 

宫颈鳞状 卜皮细胞癌。20侧宫颈炎活榆组织取自重庆医科大 

学临床学院、第二临床学院的重庆籍患者 病理报告为宫颈 

炎症。获取组织后讧即投,~-70'C冰箱保存。 

1．2 

用上海华舜生物 程有龈公司柱式组织旌田组DNA抽提 

试剂盒提取。操作程序按试剂盘操作于册逮打。 

1．3 HIW 16E6、E7PCR引物的设计 

根据德国标准株序列 ‘设计。E6、E7引物的5’端分别 

有Hindm．Xbal和 EcoR1，HindlII酶切位点．山 l辫生 生 

物 1：程公司合成。 

E6 游引物；5’·TTGAAGCT]'A]'GCACCAAAAGAG 

AACTGCAATG·3’；下游引物：5’-CATI~C]'AGAT]'AC 

A( T觚  T_AcGTb-3。 E7 游弓f物：5’·( 
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GAATTCATGCATGGAGATACACCTAC-3’；下游引物 ： 

5’一C~C,AAGCT1 GGVf1CIGAGAACAGATGG-3 

1．4 试剂和仪器 

高保真TaqDNA聚合酶为加拿大Sangon产品。核限限制 

性内切酶和T4 DNA连接酶是Promeagar产 PCR产物纯化 

试剂盒购自 I-_海华舜生物 f：程有限公司 质粒提取试剂愈， 

胶同收试剂盒是Boehringer Mannheim产品 ITPG．x ga1是 

si~-aa产品。PCR扩增仪(PE 240o美}Ij)，核酸l乜泳仪(Bio- 

Rad美脚)。 

1．5 菌种，质粒 

受体菌XLI—blue，质粒pBKS(+)出重庆医科大学病毒性 

肝炎研究所任红教授赠送。含标准株HPV16 DNA 序列质 

粒pBR322一HPVI6由德国Dr．Zttr Hausen赠送 

1．6 pcR扩增Ⅲlvl6 E6、E7 

从宫颈病变活榆组织中提取DNA，以此为模扳． 卜述 

下游引物分别扩增HPVI6 E6、E7 反应体系为：总体再1 

100 1，其中含模板DNA 0．5 ug．dNTP(1Ommol／L)2uI， 

引物各20pmol／L，Taq聚合酶4u。扩增条件为：94℃变性 

7rain后，进行两类共30玖循环 。94℃ 40s．45℃ lmin，72 

℃ lmin，10敞循环后94℃30s．55℃ Imin．72℃ lmin，20 

敞循环．最后72℃延~7min。 

1．7 PCR产物的克隆与序列测定 

扩增的PCRp~物纯化后，埘相应的限制性内切酶分州酶 

切载体pBKS(+)和片段，按摩尔比1：3 15"C连接过彼：连接产 

物转化受体苗，挑选白斑苗落，b提取质粒，经PCR~tl酶切捺 

定后．将成功克隆的pBKst+)一HPVI6 E6／E7送 海摹康生物 

技术有限公 进行序列测定 

1．8 统计学处理 

所有数据用四格表卡方检验。 

2 结 果 

2．1 PCR产物电泳鉴定 

PCR 30次循环后，扩增产物在1％琼脂糖凝胶 

上，于约500，300bp处见清晰的扩增带。分别与标 

准株HPV16 E6、E7扩增产物处于同一水平。 (见 

图1) 

A：1kh Gre611~] 

In& (MB1 

B：E6 ofpBR322-HPVl6 

C：E7 ofpBR322-HPVl6 

D：E6 of~e~ica】 

carcinoma tissue DNA 

E：E7 ofocrvical 

carcinoma t~sue DNA 

300 b0 

圈1 宫壤癌组织DNAPcR产袖1％琼精糖电泳分析 

2．2 扩增产物的序列鉴定 

测序结果表明扩增产物大小与标准株完全一致 

。 E6的基囡序列与标准株完全相同 E7有两处碱 

基发生了点突变，第43位密码予由标准株cAA变为 

TlAA，第76位密码予山标准,~CGT变为1bT。 

2．3 宫颈癌、宫颈炎组织HPVI6 E6、E7的检出结 

果 

宫颈癌、宫颈炎组织HPV16 E6、E7的总检出 

率分别为70％、65％。HPVI6 E6的捡出率在宫颈癌 

和宫颈炎组织中有显著性荠异。 (见表1) 

表1 20倒宫粥 、2o911宫颈炎I[L~-IPVI6 

E6、E7PCR／／t出结果 

P<0．01， ” P>0．05 

3 讨 论 

宫颈病变与HPV的密切关系已经越来越受到广 

大学者的关注 流行病学资料表明，宫颈癌组织中 

HPV DNA的检 出率高达90％．宫颈炎组织中HPV 

DNA的捡出率可达50％。但山于备国备地的 生状 

况．检测水平的差异，备地报道的HPV总感染率差别 

较大。研究表明，高危~"-JHPV (16，l8型等)与宫颈 

癌的关系 {一分密切，其中HPVl6 绝对优势 。我 

们对重庆地区2O例宫颈癌 ，20例宫颈炎病变组织进 

行了HPV16 E6、E7的PCR检测，结果HPVI6感染的 

阳性率为65％～70％，可见重庆地区HPVI6的感染 

与宫颈病变存在一定的关系。 

HPV16致宫颈癌的机制主要与两个早期开放读 

码框架E6、E7编码的早期原癌蛋 E6、E7密切相 

关，早年f 研究表明，高危 HPVI6 E6、E7能使 

原代鼠细胞，人上皮细胞永生化。在动物模型的研 

究中，HPV16 E6、E7也能诱 导裸鼠发生肿瘤。最 

近，Song 等将HPVl6 E6、E7转入小鼠皮肤上皮 

基底细胞，使其表达E6、E7原癌蛋白，结果诱发了 

皮肤肿瘤。有趣的是，Jl表达E7原癌蛋白的，大多 

发展为良性肿瘤，而仅表达E6原癌蛋白的，却大多 

发展为恶’性肿瘤 冈此，Song S认为E7原癌蛋白可 

(下转第379页) 
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导广谱0一内酰胺酶，国内仅我们实验室有，故奉文 

研究的l7种B一内酰胺类抗生素对SHV·2、SHV一4、 

SHV一5的酶稳定性结果为国内首次报道。关于头孢 

他美的酶稳定性研究，国内以前亦未见报道。山于 

常用的酶稳定性试验ji是在单～底物条件下测定酶 

对抗生素的相对水解率，而相对水解率将随底物浓 

度的改变而改变，故这只能用为定性和韧定最的指 

标 要系统地完整地了解抗生素埘 B一内酰胺酶的稳 

定性尚有待进一步从分了药理学水平上着于，定芾 

研究B·内酰胺酶的酶动力学特征并从分了水平鉴别 

抗生素的抗菌作用与耐酶能力的优缺点，从而为择 

优选拔换代新产品提供实验依据和理论基础 
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能与肿瘤形成的早期有关，而E6原癌蛋白可能与肿 

瘤形成的晚期关系密切。无独有偶，对重庆20例宫 

颈癌 ，20例宫颈炎病变组织进行HPV16 E6、E7 

PCR检测的结果表明，两组病变组织HPV16 E7的检 

出率无统计学羞异，而宫颈癌组织中，HPV16 E6 

的检出率 显高于宫颈炎组织，两者存在统计学差 

异。据推测，在人类，HPV16 E7原癌蛋白可能与 

宫颈癌发生的早期有关，而E6原癌蛋冉可能与宫颈 

癌的形成关系密切。HPV16 E6的检测可否作为协 

助临床判断宫颈癌及其预后的指标，相关的研究正 

在进行中。 
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