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　　［摘　要］　目的：探讨宫颈癌发生发展过程中不同病变时期人乳头瘤病毒１６型（ＨＰＶ１６）Ｅ７相关转录本的
变化。方法：乳头瘤病毒癌基因转录本扩增（ＡＰＯＴ）检测１５例低度鳞状上皮内病变（ＬＳＩＬ）、２０例高度鳞状上皮内
病变（ＨＳＩＬ）、１８例宫颈癌及９例ＨＰＶ阴性正常宫颈组织中的Ｅ７基因转录本；对转录本进行测序和序列比对分析；
Ｓｏｕｔｈｅｒｎｂｌｏｔ验证Ｅ７相关转录本在宫颈癌组织中的表达。结果：与ＬＳＩＬ组织比较，ＨＳＩＬ及宫颈癌组织存在更加复
杂、多样的Ｅ７基因转录本，但未见特征的转录本。宫颈组织共获得５种ＨＰＶ１６Ｅ７的转录模式，模式 Ａ、Ｃ和 Ｅ是
本研究首次报道；在５种转录模式中，模式Ａ与Ｂ在所有ＨＰＶ１６阳性的宫颈组织中都能检测到，是ＨＳＩＬ组织的主
要转录模式；模式Ｃ主要在宫颈癌组织中检测到，其次为ＨＳＩＬ组织；而模式Ｄ和Ｅ却只在宫颈癌组织中被发现；模
式Ｄ和Ｅ转录都含Ｅ４序列，部分宫颈癌标本未能检测到含 Ｅ４转录本，且不同宫颈癌标本检测的含 Ｅ４转录本也
存在明显差异条带。结论：ＨＰＶ１６Ｅ７的转录模式在宫颈癌变各时期中的差异都较大；随着细胞癌变程度的加深，
病毒的某些特定转录模式会逐渐增多而形成优势转录。
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　　宫颈癌是全世界引起女性死亡的第２大肿瘤。
高危型人乳头瘤病毒（ｈｕｍａｎｐａｐｉｌｌｏｍａｖｉｒｕｓｅｓ，ＨＰＶ）
持续感染是引起宫颈癌的重要原因［１］。目前常见的

高危型ＨＰＶ有 ＨＰＶ１６、１８、３１、３３、３５、３９、４５、５１、５２、
５６、５８和５９［１］，其中，５０％以上的宫颈癌与ＨＰＶ１６感
染相关［２］。现已经明确，ＨＰＶ基因整合是促进宫颈
癌发生的另一重要因素［３４］。ＨＰＶＤＮＡ整合使病毒
重要调控基因 Ｅ２断裂，ＨＰＶ的 Ｅ６和 Ｅ７癌基因与
宿主基因组一起转录表达，促进 Ｅ６和 Ｅ７癌蛋白表
达［５］。Ｅ６能结合并灭活抑癌蛋白ｐ５３，Ｅ７能结合并
泛素化降解抑癌蛋白ｐＲｂ，这２种重要的细胞抑癌蛋
白被降解是高危型 ＨＰＶ参与宫颈癌发生发展的重
要机制［６７］。虽然ＨＰＶ１６早期基因转录模式近几年
已有相关的报道，但迄今尚未见系统分析宫颈癌发

生发展过程中的Ｅ７相关转录模式。因此，本研究通
过扩增癌基因转录本的方法检测 ＨＰＶ１６阳性的宫
颈组织样本［包括低度鳞状上皮内病变（ｌｏｗｇｒａｄｅ
ｓｑｕａｍｏｕｓｉｎｔｒａｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｌｅｓｉｏｎ，ＬＳＩＬ）组织、高度磷状
上皮内病变（ｈｉｇｈｇｒｏｄｅｓｑｕａｍｏｕｓｉｎｔｒａｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｌｅ
ｓｉｏｎ，ＨＳＩＬ）组织和宫颈癌（ｃｅｒｖｉｃａｌｃａｎｃｅｒ，ＣｘＣａ）组
织］中ＨＰＶ１６Ｅ７相关转录模式，探讨宫颈癌发生发
展过程不同病变时期Ｅ７相关转录本的变化。

材　料　和　方　法

１　临床标本
　　５３例 ＨＰＶ１６阳性宫颈组织标本（包括 １５例
ＬＳＩＬ、２０例 ＨＳＩＬ和１８例 ＣｘＣａ）收集自温州医科大
学附属第一医院２０１６年１２月～２０１８年３月期间门
诊及住院患者，年龄范围 ２５～５９岁，中位数为 ４３
岁。所有患者术前均未进行放、化疗等治疗，收集的

标本均经病理科确诊。同时收集９例ＨＰＶ阴性正常
宫颈组织作为对照。本研究使用的临床样本已经由

患者知情以及医院伦理委员会同意。每例标本离体

后１０ｍｉｎ内放入ＲＮＡｌａｔｅｒ保存待后续实验。
２　试剂
　　ＲＮＡｌａｔｅｒ购自 Ａｍｂｉｏｎ；ＴＲＩｚｏｌ试剂购自 Ｉｎｖｉｔｒｏ
ｇｅｎ；ＲＮａｓｅｆｒｅｅＤＮａｓｅＩ试剂盒购自ＴａＫａＲａ；ＲＴＰＣＲ
试剂盒和 ＫＯＤＰｌｕｓＰＣＲ试剂盒购自 ＴＯＹＯＢＯ；琼
脂糖凝胶ＤＮＡ回收试剂盒购自北京天根生物科技
有限公司；Ｔ载体试剂盒购自北京全式金生物技术有
限公司；Ｓｏｕｔｈｅｒｎ检测试剂盒（Ｎｏｒｔｈ２ＳｏｕｔｈＣｈｅｍｉｌｕ
ｍｉｎｅｓｃｅｎｔＤｅｔｅｃｔｉｏｎＫｉｔ）购自 Ｔｈｅｒｍｏ；生物素亲和素
化学发光试剂盒购自 Ｐｉｅｒｃｅ。引物合成和测序由上
海生物工程有限公司完成。

３　方法
３．１　ＲＮＡ提取　取 ＲＮＡｌａｔｅｒ保存的宫颈组织样
本，按照ＴＲＩｚｏｌ试剂的说明书分离 ＲＮＡ。为排除残
余ＤＮＡ污染，按ＤＮａｓｅＩ试剂盒说明书提纯ＲＮＡ，溶
解于ＲＮａｓｅｆｒｅｅ水，采用 ＮａｎｏＤｒｏｐ２０００Ｃ超微量分
光光度计（Ｔｈｅｒｍｏ）检测 ＲＮＡ浓度，采用 Ａｇｉｌｅｎｔ
２１００生物芯片分析系统测定ＲＮＡ纯度。
３．２　ＨＰＶ１６Ｅ７转录本的扩增　参考文献［８］进行
ＨＰＶ１６Ｅ７转录本的扩增（即乳头瘤病毒癌基因转录
本扩增，ａｍｐｌｉｃａｔｉｏｎｏｆｐａｐｉｌｌｏｍａｖｉｒｕｓｏｎｃｏｇｅｎｔｒａｎ
ｓｃｒｉｐｔｓ，ＡＰＯＴ），引物序列见表１。按照ＲＴＰＣＲ试剂
盒说明书，１μｇ总ＲＮＡ以含ｐｌｏｙＴ１７（１７个Ｔ结尾）及
通用序列的 ＲＴ引物进行逆转录。ｃＤＮＡ产物以
ＨＰＶ１６Ｅ７特异性引物（Ｐ１）和通用引物（Ｐ０）分别作为
ＰＣＲ的正向和反向引物，ＰＣＲ扩增ＨＰＶ１６Ｅ７转录本。
５０μＬ反应体系含：１０ｍｍｏｌ／ＬＭｇＳＯ４，０２ｍｍｏｌ／Ｌ
ｄＮＴＰｓ，０２μｍｏｌ／ＬＰ１、Ｐ０，１０单位高保真酶（ＫＯＤ
Ｐｌｕｓ）。反应条件为：９５℃９０ｓ预变性，９４℃３０ｓ变
性，５９℃３０ｓ退火，６８℃２ｍｉｎ延伸，３５个循环，６８℃
６ｍｉｎ最终延伸（保证扩增片段的完整性）。

表１　ＨＰＶ１６Ｅ７转录本检测相关引物的序列
Ｔａｂｌｅ１．ＳｅｑｕｅｎｃｅｓｏｆｔｈｅｐｒｉｍｅｒｓｒｅｌａｔｅｄｔｏＨＰＶ１６Ｅ７ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｄｅｔｅｃｔｉｏｎ

Ｎａｍｅ Ｄｅｓｃｒｉｐｔｉｏｎ Ｓｅｑｕｅｎｃｅ（５’３’）

ＲＴ ＲＴｐｒｉｍｅｒ ＧＡＣＴＣＧＡＧＴＣＧＡＣＡＴＣＧＡＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴ

Ｐ１ ＨＰＶ１６Ｅ７ｓｐｅｃｉｆｉｃｐｒｉｍｅｒ（ｆｏｒｗａｒｄ） ＣＧＧＡＣＡＧＡＧＣＣＣＡＴＴＡＣＡＡＴ

Ｐ０ Ｕｎｉｖｅｒｓａｌｐｒｉｍｅｒ（ｒｅｖｅｒｓｅ） ＧＡＣＴＣＧＡＧＴＣＧＡＣＡＴＣＧ
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３．３　ＨＰＶ１６Ｅ７转录本 Ｓｏｕｔｈｅｒｎｂｌｏｔ检测　ＨＰＶ１６
Ｅ７转录本ＰＣＲ产物经２５％琼脂糖凝胶电泳，切去
边缘多余部分，置于２００ｍＬ变性液中，浸泡４５ｍｉｎ，
使凝胶上的双链ＤＮＡ转变为单链ＤＮＡ，用去离子水
冲洗凝胶２次，然后将凝胶中的 ＤＮＡ通过湿转的方
法原位转移到硝酸纤维素膜上，８０℃干燥２ｈ，紫外
交联固定。按Ｓｏｕｔｈｅｒｎｂｌｏｔ检测试剂盒说明书，用生
物素标记的 ＨＰＶ１６Ｅ６特异性探针（５’ｂＣＡＧＣＴＡ
ＣＡＣＣＴＡＣＡＧＧＣＡＡＣＡＡＣＡＡ３’，ｂ代表生物素标记）
５５℃杂交过夜，洗膜。最后采用生物素 －亲和素化
学发光试剂盒检测。

３．４　ＨＰＶ１６Ｅ７转录本序列分析　ＰＣＲ产物电泳

后，回收琼脂糖凝胶中不同的 ＰＣＲ产物。参照 Ｔ载
体试剂盒说明书，将回收片段连到 Ｔ载体上，挑单克
隆，ＰＣＲ鉴定后，进行测序，ＢＬＡＳＴ比对 ＨＰＶ１６参考
基因组序列（ＧｅｎＢａｎｋＩＤ：Ｋ０２７１８）获得转录本中的
病毒基因序列，ＢＬＡＳＴ比对 ＮＣＢＩ中人参考基因组
（ＧＲＣＨ３８）获得宿主基因序列。

结　　果

１　宫颈癌ＨＰＶ１６Ｅ７转录本ＡＰＯＴ检测
　　与 ＬＳＩＬ组织比较，ＨＳＩＬ及 ＣｘＣａ组织存在更加
复杂、多样的Ｅ７基因转录本，但未见特征的转录本，
见图１。

Ｆｉｇｕｒｅ１．ＡＰＯＴａｓｓａｙｗａｓｕｓｅｄｔｏｄｅｔｅｃｔＨＰＶ１６Ｅ７ｒｅｌａｔｅｄｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｓ．Ａ：ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｓｉｎＬＳＩＬ；Ｂ：ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｓｉｎＨＳＩＬ；Ｃ：ｔｒａｎ
ｓｃｒｉｐｔｓｉｎｃｅｒｖｉｃａｌｃａｎｃｅｒｔｉｓｓｕｅｓ．Ｍ：ｍａｒｋｅｒ．

图１　ＡＰＯＴ检测ＬＳＩＬ、ＨＳＩＬ及宫颈癌组织中ＨＰＶ１６Ｅ７相关的转录本

２　ＨＰＶ１６Ｅ７转录模式分析
　　经上述建立的方法扩增转录本片段，连接 Ｔ载
体，经测序以及序列比对分析后，得到 ５种 ＨＰＶ１６
Ｅ７的转录模式，并绘制模式图，见图２。模式 Ａ和 Ｂ
均以Ｅ７Ｅ１开始，其中模式 Ａ的病毒基因直接以
ｐｏｌｙＡ结尾，Ｅ１基因的３’端有４种断裂位点，分别在
ｎｔ８８０、ｎｔ９４９、ｎｔ１０５４和ｎｔ１２３４；而模式Ｂ中病毒基因
与宿主序列发生整合，其Ｅ１基因的３’端有２种剪切
位点，分别为ｎｔ８８０和ｎｔ１１０７；模式 Ｃ和模式 Ｄ中都
包含了病毒基因序列和宿主基因序列，属于典型的

整合型转录本。模式 Ｃ中 ＳＤ８８０与 ＳＡ２７０９剪接，
Ｅ２基因３’端的 ｎｔ２８７０与宿主基因整合；模式 Ｄ中
ＳＤ８８０与ＳＡ３３５８剪接，Ｅ４基因３’端的 ｎｔ３６１９位点
与宿主基因整合。模式 Ｅ与模式 Ｄ类似，也有

ＳＤ８８０ＳＡ３３５８的剪切形式，并且还有 Ｅ４Ｌ１之间的
晚期基因剪切ＳＤ３６３２ＳＡ５６３９，见图３。
３　ＨＰＶ１６Ｅ７转录模式在各病理级别的宫颈组织中
的比例

　　ＨＰＶ１６Ｅ７的５种转录模式在不同癌变程度的
宫颈组织中存在较大的差异。本研究发现，模式 Ａ
与Ｂ在所有ＨＰＶ１６阳性的宫颈组织中都能检测到，
并且主要在ＨＳＩＬ组织中，分别占６１５％和７２９％。
模式Ｃ绝大多数在宫颈癌组织中检测到，占８８９％，
其次主要位于ＨＳＩＬ组织，见图４。
４　含Ｅ４序列ＨＰＶ１６Ｅ７转录本在宫颈癌组织中表
达

　　通过Ｅ４特异性探针的Ｓｏｕｔｈｅｒｎｂｌｏｔ验证模式Ｄ
和Ｅ在宫颈癌组织中的表达。如图５所示，部分标
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Ｆｉｇｕｒｅ２．ＦｉｖｅｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｐａｔｔｅｒｎｄｉａｇｒａｍｓｒｅｌａｔｅｄｔｏＨＰＶ１６Ｅ７．§：ｉｎｐａｔｔｅｒｎＡ，ｔｈｅｒｅｗｅｒｅ４ｃｌｅａｖａｇｅｓｉｔｅｓｏｆｔｈｅＥ１ｇｅｎｅ，ｎｔ８８０，
ｎｔ９４９，ｎｔ１０５４，ａｎｄｎｔ１２３４；▲：ｉｎｍｏｄｅｌＢ，ｔｈｅｒｅｗｅｒｅ２ｃｌｅａｖａｇｅｓｉｔｅｓｆｏｒｔｈｅＥ１ｇｅｎｅ，ｎｔ８８０ａｎｄｎｔ１１０７．

图２　ＨＰＶ１６Ｅ７相关的５种转录本模式图

Ｆｉｇｕｒｅ３．ＡｌｔｅｎａｔｉｖｅｓｐｌｉｃｉｎｇｓｅｑｕｅｎｃｅｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓｏｆｔｙｐｅｓＣ，ＤａｎｄＥｉｎＨＰＶ１６Ｅ７ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｓ．
图３　ＨＰＶ１６Ｅ７转录本Ｃ、Ｄ、Ｅ模式可变剪切序列特征

本（如３、４、８、９、１４等标本）未能检测到含 Ｅ４转录
本，且不同宫颈癌标本检测的含Ｅ４转录本也存在明
显差异条带。

讨　　论

　　持续性感染高危型 ＨＰＶ会导致病毒拷贝量在
宿主细胞中累积，同时病毒癌性基因的转录模式也

会向有利于肿瘤细胞增殖的方向发展。因此，不同

恶变程度的宫颈肿瘤细胞，ＨＰＶ转录模式也会不同。

与大多数病毒基因组类似，ＨＰＶ基因属于双顺反子
或多顺反子，基因转录后未成熟的 ｍＲＮＡ一般通过
剪切加工才能变成成熟的 ｍＲＮＡ［９］，这种 ＲＮＡ的选
择性剪切机制对于病毒基因的表达具有重要意义。

不同的ＲＮＡ剪切会产生不同的转录模式，因此表达
的蛋白也会不同。目前也有不少研究者采用人乳头

瘤病毒癌基因扩增的方法检测游离型和整合型的病

毒癌基因转录模式［８９，１４］，但是这种巢式 ＰＣＲ的检测
方法存在一定局限，它无法有效扩增由病毒基因和
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Ｆｉｇｕｒｅ４．Ｐｒｏｐｏｒｔｉｏｎｏｆｔｈｅ５ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎａｌｍｏｄｅｓｏｆＨＰＶ１６Ｅ７ｉｎｃｅｒｖｉｃａｌｔｉｓｓｕｅｓａｔｖａｒｉｏｕｓｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌｌｅｖｅｌｓ．
图４　ＨＰＶ１６Ｅ７５种转录模式在各病理级别宫颈组织中所占的比例

Ｆｉｇｕｒｅ５．ＳｏｕｔｈｅｒｎｂｌｏｔａｎａｌｙｓｉｓｏｆＨＰＶ１６Ｅ７ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎｃｅｒｖｉｃａｌｃａｎｃｅｒｔｉｓｓｕｅｓ．Ｌａｎｅｓ１～１５ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｔｈｅｓｐｅｃｉｍｅｎｓｏｆ
ｃｅｒｖｉｃａｌｃａｎｃｅｒｔｉｓｓｕｅＮｏ．１～１５，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ．

图５　Ｓｏｕｔｈｅｒｎｂｌｏｔ检测ＨＰＶ１６Ｅ７转录本在宫颈癌组织中表达

整合基因构成的融合型长序列的转录本，导致检测

的整合型转录本数少于实际的数量。另外，这种方

法倾向于扩增本底 ｍＲＮＡ浓度高、转录本数量多的
转录模式而忽略本底量少的转录模式［１４］。因此，我

们通过优化检测方法避免人为增强高含量转录本的

扩增优势，使检测结果更客观。

　　近年已有 ＨＰＶ１６早期基因转录模式的报
道［８，１０］，例如，Ｅ６的游离型转录本Ｅ６Ｅ７Ｅ１^Ｅ４和整
合型转录本 Ｅ６Ｅ７Ｅ１^ｃｅｌｌｕｌａｒＤＮＡ、Ｅ６Ｅ７Ｅ１^Ｅ４

ｃｅｌｌｕｌａｒＤＮＡ、Ｅ６Ｅ７Ｅ１ｃｅｌｌｕｌａｒＤＮＡ等；Ｅ７的游离
型转录本 Ｅ７Ｅ１^Ｅ４和一些整合型的转录本 Ｅ７Ｅ１^
ｃｅｌｌｕｌａｒＤＮＡ、Ｅ７Ｅ１^Ｅ４ｃｅｌｌｕｌａｒＤＮＡ等。ＨＰＶ１６Ｅ７
早期基因转录模式在宫颈癌发生发展过程中的变

化，迄今尚未阐明。本研究显示ＨＰＶ１６Ｅ７早期基因
转录模式在宫颈癌变各时期中存在很大差异。在５
种ＨＰＶ１６Ｅ７转录模式中，除了已经报道的转录模式
Ｂ和Ｄ［１０］，转录模式 Ａ、Ｃ和 Ｅ是首次发现，其中转
录模式 Ｂ、Ｃ、Ｄ和 Ｅ属于融合型，模式 Ａ属于游离
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型。我们发现在一些宫颈癌样本中甚至包含了所有

５种检测到的转录本，提示游离型和整合型的转录模
式在高度癌变的宫颈组织中可以同时存在［８］。

ＨＰＶ１６Ｅ７的转录模式在宫颈癌变各时期中的差异
都较大，模式Ｄ和Ｅ只在宫颈癌中检测到，而模式Ａ
和Ｂ却在所有类型的癌变宫颈组织中都能检测到。
这些结果进一步证明转录模式的选择是一个动态的

过程［１５］。为了促使宿主细胞能克服变化的环境带来

的不利因素而不断地增殖，病毒基因组会选择最优

的基因表达模式，这就容易理解：随着细胞癌变程度

的加深，病毒的某些特定转录模式会逐渐增多而形

成优势转录。
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