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·人乳头瘤病毒感染／子宫颈癌·

人乳头瘤病毒16 E2、E6癌基因在子宫颈癌
中的表达及E2缺失分析

王金桃丁玲高尔生程玉英

【摘要】 目的 探讨人乳头瘤病毒(IIPv)16型E2、E6癌基因的表达及含量变化在于宫颈癌发

生中的作用，以及E2基因的缺失与子宫颈病变的关系。方法 收集山西省肿瘤医院经病理学确诊

的14l例子官颈癌新发病例作为病例组，同时选择在同一医院住院、经组织病理学确诊的137例子宫

肌瘤患者为良性肿痛对照组，从社区妇科体检的1582名妇女中随机抽取129名妇女为健康对照组。

利用多重PCR对从子宫颈组织和脱落细胞中提取的DNA进行HPvl6 E2、E6基因扩增．在vIImFR

凝胶成像仪上利用Bio_1D++软件分析E2、E6基幽的相对含量。结果HPvl6 E6阳性率在于宫颈

癌组、子宫肌瘤组和健康对照组分别为46 8％、24．1％和2 3％，HPvl6 E2阳性率分别为36 2％、

19 0％和O 0％，差异均有统计学意义。子宫颞痛组和子宫肌瘤组中E2缺失率分别为22 73％和

2l 21％，健康对照组未检出E2阳性者。HPVl6 E6和E2古量均为病例组高于对照组，在子宫颈癌

组内E6含量明显高于E2(垆2 70，P=0 009)，两者的比值为l 24。结论子宫颈癌患者HPvl6

E2、E6癌基因的阳性表达率和表达量均高于子宫肌瘤患者和健康妇女，E6癌基目的高表达在子宫颈

癌发生中起重要作用，而E2基因的缺失在于宫颈癌变过程中可能发挥着不可忽视的作用。

【关键词】官颈肿瘤；人乳头瘤病毒；HPvl6 E2／E6癌基因；E2基因缺失
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E声池m捌∞’，h肌掂mⅡ肭(W趣酽，5^n船i M耐妇Z№f御矗甜，n细跏030001，Ch洫

【Abstract】 Objective To evaluate the rob。f exprcssl⋯nd ear【y protdn E2 and E6 load of

human papilloma“rLIS type 16(HPVl6)0n cervical cancer in oIder to expIore the relation between

disruption of E2 and development of cervical cancer Methods A case—contr0I study was∞nducted，

includi雌141 ccrv证aI㈣e‘patients a5 cases wh0 had been diA印(：)s耐by cyt01qgical approaches a11d

hist。1。gIcd appnⅪc11es in Sh蚍l province Tumor Hospi诅l，ChiIla． Two‘y昨。f controls includlng 137

hospital contro丑s wi山hysteromy叫la by cyt。kgy or hlsto崦y and e【19lble 129∞ntrDls fronI 1582 healthy

wornen jn the co㈣lnlty whotook part in c。mmunity-organized Physlcal examjnation with neither CIN2．3

nor invaslve cancer．nor oLher gyne∞109lc diseases were僦mlted HPvl6 E2 and E6 oncogenes Were

detected by muI石ple p。lymerase chain reaction(multi．PcR)．The levels of E2 and E6 wereanalyzed used

B讧1D++software provlded by VILBER pattern formatter R姻¨lts The p吲ti代rates of HPVl6 B6 ln

cancer cases(46 8％)were significantly higher than that in hysterdmyoma group(24 1％)or healthy

oontrol group(2．3％)and踟untedfor 2．77d OR(95％a：1 66—4．63)and 36 96 of 0R(95％a：

11．22—121 71)re5pectlvdy The expressior【s and loads 0f HPvl6 E6 and E2 In cases were siznl6cantlv

hjgher than that in two∞ntr01 gmups Meanwhile，the expr鹤sjon or leveI of E6 was higher than that of

E2m each group．Disnlptlon rate ofE2was 22 73％andthe ratlo ofE6t0E2 wasl．24in cervica】cancer

group C蚰cIusion The p∞ltlve rates and levels of HPVl6 E6 or E2 found in cemca【cancer wer￡hjgher

than that in hysteromyonla and healthy women High expre豁ion of E6 and dIsnlpti帆of E2 might play an

important r01cln tk deve【印ment of HPV-induced oeⅣ1cal cancer

【Key words】 cervical cancer；Human papll】omavirus(HPV)；HPVl6 E2胆6 oncogen鹤；E2 gene
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人乳头瘤病毒(HPv)感染是宫颈癌发生最主

要的病因，在目前已分离出的120多种HPv型别

中，以高危型HPvl6、18感染与宫颈癌的发生最为

密切“。”。体外与动物实验研究揭示，与HPv致瘤

密切相关的基因为DNA分子上的E2、E6、E7基

因”“。E6、E7是病毒癌基因，它们不仅可直接转化

细胞，还与细胞周期调控蛋白相互作用，干扰正常的

细胞周期调控，从而导致细胞无限制生长，引起癌

变，特别是E6基因与癌变发生的关系更加紧密。

E2基因是一种特异性DNA束缚蛋白，它可以调节

病毒mRNA的转录及DNA的复制，E6的转化作用

亦受E2的凋控。HPvDNA与宿主细胞DNA的整

合往往引起病毒E2片段的缺失，导致E6癌基因表

达失控，引起细胞的转化或癌变“’”。然而，HPv早

期癌基因的变化对宫颈癌发生作用的人群研究目前

报道甚少，奉研究旨在探讨HPvl6 E2、E6癌基因

的表达及含量变化在宫颈癌发生中的作用，进一步

分析E2基因缺失与宫颈病变的关系。

材料与方法

1研究对象：选择山西省肿瘤医院住院且经病

理学确诊的141例官颈癌新发病例作为病例组。同

时选择两组对照：对照组1为在同一医院住院、经组

织病理学确诊的137例子宫肌瘤患者；对照组2来

自社区妇科体检的1582名妇女，从中随机抽取了

129名非良、恶性肿瘤患者、无妇科现病史、宫颈细

胞巴士涂片Ⅱ级以下者组成健康对照组。所有对象

均在知情同意下进入研究。

2．标本来源：全部研究对象于人院后、系统治疗

前采集宫颈脱落细胞，置PBs(pH值7．O)液中，离

心、富集细胞，一80℃贮存待检；同时收集宫颈癌和

子宫肌瘤患者的术后宫颈组织标本，置液氮中贮存

待检。

3．实验方法：对采集的手术组织标本和宫颈脱

落细胞分别采用蛋白酶K一酚一氯仿和异硫氰酸胍．

酚一氯仿提取法提取DNA。选择HPvl6 E2和E6

基因的特异性引物序列，进行E2、E6基因的多重

PcR扩增，其中，HPvl6 E2引物为AAG GGC GTA

ACCGAAATCGGT和CATATA CCT CAC GTC

GCA G，扩增片段351 bp；HPvl6 E6引物为CTT

GGG CAC CGAAGAAAC AC和TTG GTC ACG

TTG ccA TTC AC，扩增片段208 bp。引物由上海

生物工程公司合成。将总体积50“l的PcR扩增体
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系(含10x buffer 5 pl，25 mm。l／L MgCl 24牡1，

10 mmol／L dNTP O．5弘l，25 pmoUL P1、P2各1 p1，

模板DNA 100 ng)，置PTc一100 PcR扩增仪上采用

热启动PcR法进行扩增。反应条件：95℃预变性

5 min斗加Taq酶O．3“1—95℃变性60 s一+55℃退火

60 F一72℃延伸60 F一30次循环一72℃总延伸

10 min。取PCR扩增产物10“l，经1．5％琼脂糖凝

胶(古EB)电泳，在VILBER cv—A50c凝胶成像仪

上扫描并保存图片。

4．统计学分析：采用sPSS 12．0软件，进行各组

问观察指标的f检验、Y2检验、关联性分析(0R值

及其95％cf)、一致性检验。利用BblD++分析

软件对HPVl6 E2和E6阳性者进行癌基因含量的

分析。

结 果

1．病例组与对照组的均衡性分析：宫颈癌患者

141例，平均年龄49．00岁±9．80岁(25～75岁)；子

宫肌瘤对照组137例，平均年龄48．34岁±10．16岁

(29～77岁)；健康对照组129名，平均年龄50 50

岁±11．31岁(24～78岁)。病例组与两对照组的年

龄差异无统计学意义(￡值分别为0 55和1．16，P>

0 20)，且各组在出生地、种族、居住地(城乡)、婚姻

状况等人口学特征的分布方面也基本一致，差异均

无统计学意义。

2．HPvl6 E2和E6癌基因定性检测：应用多重

PcR法在同一反应体系中进行HPvl6 E2和E6扩

增，分别在35l bp和208 bp处获得目的基因条带(图

1)。结果显示，病例组E2和E6的阳性率均明显高

于两对照组，差异有统计学意义，而在各组内均为

E6的阳性率较E2高(表1)。

M：pUcMixMarke“l：空白对照；3：阴性对照；4：HPvl6E6

阳性E2阴性；5、6：阳性标本；7：HP、飞阳性对照

图1 HPVl6 E2、E6基因多重PcR扩增产物

为了防止官颈组织与脱落细胞样本来源不同带

来的偏性，随机抽取了24例宫颈癌病例和22例子
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表1 病例组与两对照组HPvl6 E6、E2表达状况

分组 例数—面甄-‰x2值 P值。R值(95％cf)

E6病例组 14l 66 46 8

对照组1 137 33 24 1 1 5 64 0 000 2 77(1 66～4 63)

对照组2 129 3 2 3 70 07 0．000 36 96(11 22～121．71)

E2病例组 141 51 36 2

对照组1 137 26 19 O 10 26 O 001 2 42(1 40～4 19)

对照组2 129 O 0 0 58 084 0 O帅147 39(40 81～532 31)

注：4为校正12值

宫肌瘤对照，进行了不同标本检测结果的一致性评

价，显示HPvl6 E6和E2的一致性分别为89．13％

和93．48％，Knp∞值分别为0．75和0 82，均有统计

学意义(表2)。

表2 手术切除组织与官颈脱落细胞HPvl6 E6、E2

检测一致性分析

一致性(％) 89 13 93 48

Kd伽值 0 75 0 82

￡焦 !业! !!塑

3 HPvl6 E2缺失情况：对HPvl6 E6阳性者中

E2的分布情况分析显示，E2和E6均阳性者在宫颈

癌组和子宫肌瘤组分别占各组}口v16 E6阳性的

77．27％和78．79％，E2缺失各为15例和7例，两组的

缺失率的差异无统计学意义(Y2=0．029，P>O．05)，

健康对照组E6阳性3例，未检出E2阳性者(表3)。

表3 病例组与两对照组HPVl6 E2缺失比较

注：括号外数据为例散；括号内数据为构成比(％

4．HPVl6 E2和E6癌基因相对含量测定：在同

一标准状态下，对每一个PcR阳性标本的目的条带

进行峰值和面积的转化，利用Bio一1D++分析软件

获得HPvl6 E2和E6癌基因的相对含量。结果表

明，宫颈癌组HPvl6 E2和E6水平均显著高于子

宫肌瘤组(￡’值分别为3．61和3．92，P<O．001)；与

健康对照组比较，病例组HPvl6 E6水平也明显较

高(￡’=8．59，P<O．001)，见表4。在病例组E6水

平明显高于E2，其比值为1．24，两者的差值有统计

学意义(f=2．70，P=0．009)，但在

子宫肌瘤组内差异无统计学意义。

讨 论

HPv是一种微小双链环状

DNA病毒，病毒基因约8 kbp，由早

期(E)区、晚期(L)区和长控制区

(LCR)3个部分组成⋯。E区主要

含有El、E2、E4、E5、E6和E7六个

基因，具有维持病毒复制、编码病毒蛋白及维持细胞

内病毒高拷贝的功能，特别是E6为主要致癌基因，

而E2基因编码的蛋白可结合LcR特异的DNA序

列，调节其他癌基因的转录“。81。HPv感染宿主细

胞后，往往造成E2开放读码框的断裂而导致E2基

因的丢失或失活，从而引起对E6癌基因的失控，导

致E6编码蛋白的持续或过度表达，增加HPv感染

细胞的增殖与恶变”J】。

本次研究结果显示，在宫颈癌组HPvl6 E2和

E6的阳性表达率和表达量均明显高于子宫肌瘤组

和健康对照组，且在各组内E6阳性率和含量均高

于E2，特别是在病例组两者平均含量的差别有统计

学意义。在宫颈癌组和子宫肌瘤组，E2的缺失率分

别为22 73％和21．21％，健康对照组未检出E2阳

性。提示HPvl6 E2和E6癌基因的阳性表达率和

表达量从健康宫颈、子宫肌瘤到宫颈癌呈逐渐上升

趋势，而无论在宫颈癌组还是子宫肌瘤组中，E6基

因的表达较E2旺盛，随着病程的发展，伴随有E2

基因的缺失。美国和墨西哥学者也报道，HPv DNA

载量在宫颈癌和cIN2／3较正常宫颈组织和cINl

高”川。英国学者steven∞n等”1对HPvl6 E2基

因的表达与cIN的进展过程研究中发现，E2基因

在cINl的表达最高，随着cIN等级的上升其含量

呈现逐渐减少趋势；Graham和herrington怕1的研究

也显示，E2基因断裂的比例在宫颈癌(8／14)较

CIN3(1／11)明显为高(P=O．03)；意大利Badaracco

等⋯。的研究发现，79例宫颈癌患者中，有19例

HPvl6E2缺失(24 05％)，而对E2和E6均阳性的

51例患者E2／E6含量比值的分析显示，比值>1 53

者占56．9％，<1．53者为43．1％。

不少研究提示，癌基因的高表达在宫颈癌发生

中起重要作用，而E2基因的缺失在宫颈癌变过程

中可能发挥着关键作用，这不仅与该基因调节HPv

的转录和复制有关，而且可能与E2基因能够诱发
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表4 病例组与两对照组HPVl6 E2、E6古量(p刮m1)比较

971

HPv转染和未转染细胞系中细胞的凋亡有关吲，这

种凋亡的减少和在HPV感染后宫颈细胞分裂的增

加也可能是导致宫颈细胞过度增殖以致癌变的又一

原因‘4m】。
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本刊对统计学方法的要求

-读者·作者·编者·

【1)研究设计：应告知研究设计的名称和主要方法。如调查设计(分为前瞻性、回顾性还是横断面调查研究)，实验设计(应

告知具体的设计类型，如自身配对设计、成组设计、交叉设计、析因设计、正交设计等)，临床试验设计(应告知属于第几期临床

试验，采用了何种盲法措施等)；主要做法应围绕4个基本原则(重复、随机、对照、均衡)概要说明，尤其要告知如何控制重要非

试验因素的干扰和影响。12)资料的表达与描述：用j±s表达近似服从正态分布的定量资料，用M(Q。)表达呈偏态分布的

定量资料，用统计表时，要合理安排纵横标目．并将数据的含义表达清楚；用统计图时，所用统计图的类型应与资料性质相匹

配，并使数轴上刻度值的标法符合数学原则；用相对敷时，分母不宜小于20，要注意区分百分率与百分比。【3)统计学分析方

法的选择：对于定量资料．应根据所采用的设计类型、资料具备的条件和分析目的，选用合适的统计学分析方法，不应盲目套

用f检验和单因素方差分析；对于定性资料，应根据所采用的设计类型、定性变量的性质和频数所具备的条件及分析目的，选

用合适的统计学分析方法，不应盲目套用r检验。对于回归分析，应结合专业知识和散布图，选用合适的回归类型．不应盲目

套用直线回归分析；对具有重复实验数据检验回归分析资料，不应简单化处理；对于多因素、多指标资料，要在一元分析的基

础上，尽可能运用多元统计分析方法，以便对因素之间的交互作用和多指标之间的内在联系做出全面、合理的解释和评价。

(4)统计结果的解释和表选：当P<O 05(或P<0．01)时，应说对比组之间的差异具有统计学意义，而不应说对比组之间具有

显著性(或非常显著性)差异；应写明所用统计分析方法的具体名称(如：成组设计资料的t检验、两因素析因设计资料的方差

分析、多个均数之间两两比较的q检验等)，统计量的具体值(如：卜3 45，x2=4 68，F=6 79等)；在用不等式表示P值的情

况下，一般情况下选用P>0 05、P<O 05和P<0．01三种表达方式即可满足需要，无须再细分为P<0 001或P<0 o001。

当涉及总体参数(如总体均数、总体率等)时，在给出显著性检验结果的同时，再给出95％可信区间。
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