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提要 为研究HPV 16转录调节蛋白w 1结合位点改变对病毒致癌性的影响。以HPV l6野毒株质 ， 

’粒 p12o3为基础，经多攻克隆。将来白宫颈癌组织并带有缺损突变的 LCR重组到 f矾  基因组中。 

棱酸序列分析证 实，质粒 pDV390在第 2十 YYI位 点上有 一 G— A点 突变，质粒 pDVI326和 

pDV401分捌带有 115bP和 143 bp曲按失突变。从而涉及 2和 4十 YY1结合位点，重组质粒其它 

棱苷酸序 列与 HPV 16标准序列一致 这些重组质粒的组建为进一步研 究 YY1蛋 自对 HPV 16致 

组早 

期区域的 Ell、E7基因为病毒致癌基因．在宫颈癌组织和肿瘤细胞系中持续表达_|．5l，它们共同 

受启动子 P 的控制。最近研究证实，细胞转录调节蛋白YYl能特异地结合在高危型 I-IPV 16 

的长控制区(Long Contro|Region．LCR)，并抑制 P。7启动子的活性 】。我们曾报道，LCR上 

YY1结合位点的缺失及突变时．HPV致癌基因启动子有活性增高现象I6l。可见探讨宫颈癌 

组织中 HPv佰 LcR上 YYI结合位点突变情况，对研究 HPV致瘤的分子机理具有重要意义。 

现采用多次克隆技术．把从宫颈癌组织扩增来的HPV16 LCR，重组到HPV16野毒株相应部位 

并替代原来 LCR。构建了新韵 HPV16重组体。序列分析表明，从宫颈癌组织扩增的 HPV16 

LCR序列有缺失或点突变。 

材 料 与 方 法 

1 聚合酶链反应(PCR) 富颈癌活检标本取白本校甜属医院肿窟科。均经临床确诊和病理室证实。按本室常 

规提取宫颈癌组謦{DNAt引，纯化后作为筷扳。按 PCR引橱 设计原 赠，设计 了扩增 HPVI6 LCR的一对 弓I物。 

引物 1：5 一GACCTAGATCA~ AGGA一3 (HPV 16 nt 7∞8—7032)。引物 2：5 

TTGCAGT一3 (HPV16 nt123～98)。由Euroge~ec公司合成，VentDNA聚合爵由B 

0Iab5提供，dNTP等试荆赡白 P士 n岫 公司 

PCR反应总体穰为 l帅 ．包括1tag纯化的宫臻癌组织D (筷扳)．2∞ Ld r只1／and／L弓l暂 1 

和弓I物 2，tUVentDNA聚合爵。反应条件是：变性 94℃ 1rain，遢火 57℃ 40：see．莲忡 72℃ 1mha,循环扩增 

奉文于 1995年 1O月 5日收蓟．1996年 3月8日 日 
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30-35扶 反应产物均经琼唐糖凝歧电泳检测．纯化后一20℃保存备用 

2 暇麓性接簟 内切蠢 BanⅡ、PpumI、SMi和 sph i等来 自MBI Fesammcas公司，LDNA连接酶为 Bt~abs 

产品．DNA酶謦片段的目收和纯化采用Gene—Clean试剂盒．操作均按文献进行 J。DNA棱苷酸序列分折采 

用 I~Segueace试剂盒．由 Phanna~ 生产．”S—dATP购 自Amemham Boch~盐司。 

测序 【作按 T7 Segue~ 试剂盒说嘲书进行．取 4 纯他的待涮 DNA,经 200mnm／／LNaOH．2mmol／L 

EDTA变性后．以单链寡棱苷酸1022(5 一CATGAAT]'ATTGTAGTTTAG一3 HPV 16 nt16--7900)为引暂进 

行测序。反市产物经 95℃壹性 5mill，经 6％囊丙蕞胺凝艘电泳井转印爿蕾晨上．常规放射 自显髟 后进行分 
， 

折。 

3 重牡置重组羹牡的构t (参见图 1) 质粒 p1203是在载体质粒 pML 2D中克鏖入了 F~VI6野毒株的全 

基因组，由美国Dr．Ho,vhy毫赠。受体菌 E．cdi SUREI't1．购自Stratagene公司 基因克鏖、扶级克鏖方法均 

按文献撖作 ．先后树建了以下重组质粒 质粒 p1203~E的 掏建．用 Ppumi酶切 p1203质粒 DNA．缺失掉 

HPV16基因组中早期区及大部分晚期区序列后重新连接而戚。质粒 p1203AE△印h则是把 p1203~E质粒 

DNA中临近 HPV16序列的一小段囊体序列缺失掉．再重新连接．保证质粒上只有一十 sph．I单一酶切点。 

质粒 pDVS的掏建如下：①首先用 sphi和 PIx~mI联合酶謦 p1203△E△搴ph质粒 DNA．将 HPⅥ 6野毒株的 

LCR片段切除(古 YY1结合位点)；0分别jI簪PCR扩增的、来自宫颈癌组织中的 [-~VI6LCR片段．用Schl和 

Plam~I酶切；0将两个片段连接后，肿■来氰的 F~VI6 LCR筑替代了野毒株 HPV16的 LCR。重组质粒 

pDV系列的构建：把 F~VI6野毒株 PpI1mi-Ppm I片段(它古有 HPV1‘基因组的早册 区和大部分晚期 区) 

插 ^刊 Vs质粒 DNA中 Ppem I单一酶切点上．掏建了 [-F'V16全基因组的新的重组质粒，不同的是其 LCR 

均=辞}自不同官颈癌钼织中的 HPV16DNA,而不是来 自野毒株 。pDV390、pDV401及 pDV1326三十重组 质粒 

就是接上述方法掏建的，390、401和 1326为三十宫颈癌标本代号。分捌提琅 pDV390、pDV401及 pDV1326 

质粒 DNA并对各 自的 LCR区域进行涮序。 

结 果 

l PCR扩增的目的片段 

栗甩 PCR技术从提取的宫颈癌组织 DNA中扩增 HPV16的LCR片段，所用引物 l(有意 

义链)健千 Lf开放读码框架(oRF)末端，引物2(反意链)位于 ORF的起始部，整个扩增片 

段约 1000kb太小，包含 HPV16基 因组 LCR的全长。产物经 1％琼脂糖凝胶 电泳鉴定．肿瘤 

40 j和 t326扩增产物明显低于 HPV16野毒株 DNA阳性对照，肿瘤 390 PCR产物泳动位置与 

阳性对照一致，阳性对照组．三个肿瘤标本中均扩增出了相应 目的片段(图 2)，多种阴性对照 

均无 目的片段产物(图中未表示)。 

2 含官强瘩来源 HPVi6 LCR片段的HPV16全基因组重组质粒的构建 

选用含HPV16野毒株基因组质粒 p1203，该重组质粒载体为pML2D。经过一系基因操 

撵 依 获得如下重组质粒：①经两次克隆后组建了 Ppl加 I和 Sph I为单一酶切点的质粒 

p垃O3AE△spb．该质牲保 留了HPVI6完整的 LCR区域和部分晚期序列，但却丢失了 HPV16 

早期医和大部分晚期区，保证操作的简便易行，避免多次克隆对 HPV16基因组其他序列的改 

变；②将 PCR扩增宫颈癌中 HPV16的 LCR序列替代 pl203AEAsph质粒 中 HPV16野毒株的 

LCR 分别组建了含肿瘤来源的 LCR重组质粒 pDVS 390、410及 1326。@再将 HPV16野毒 

株的 P̈ um T走片段与 pDVS连接．最终组枣了只有 LCR来 自肿瘤的HPV16基因组较为完整 

重组质 pDVj pDV410和 pDVI326(图 1显示构枣全过程)。 
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图 1 重组体质粒 pDV的构建。上方星示 I~aV16ORF的位I 

1 Co~truoac~l 0f reoamblnaat pDV．∞ above~almwingtheORFb 0fI~a~~16． 

3 LCR桉苷酸序列分析检查突变 

比较 HPV16野毒株 LCR和三种 pDV重组质粒中 LCR区域测序结果可以发现(图 3、图 

4)：①质粒pDV1326中，HPV16LCR区域存在有一115bp的缺失突变，该缺失区从7680nt位 

到7804 nt位置。与现公认的序列资料比较研究可看出，这段序列包含 2个 YY1结合位点，1 

个另一类转录因子 NF1结合位点和都分增强子序列，而棱置换的 LCR其它区域核苷酸序列 

与HPV16野毒株一致。@质粒 pDV410中HPV16 LCR区域也有一段序列缺失，缺失区域略 

有差异．从 7703 nt位到 7845 nt位置．约 143 bp大小。这一缺失突变序列中则包含了 4个 

维普资讯 http://www.cqvip.com 

http://www.cqvip.com


240 中 国 病 毒 学 第 ll眷 

图 2 pcR扩增结果 

蕾头指 pcR扩增片霞．M：为分子量标志 

2 Reaah ofpcR ampGf~ tions 

The~'row 5h。w the 嘲皿邮n of I C 锄叩‰ 6嘶 ．M ：molecuh~m壮k苗 

^ C G T 

pDVl 
^ C 6 T 

DDV加 I 
^ C G T 

pDV~O 

圈 3 宫璜癌组织中 HPV16 LCR片霞的舅序结果 曼示有 失突壹和点突变 

3 The llc．呱 r Id乜ofHPVI6LCR~ ment[rom 

the ceas edq 啦 the ddet~ ∞ IeⅢ  

YY1位点，1十 NF1位点，1十 API位点和部分增强于序列(图 3、图 4)。除此之外，还发现在 

7851 nt位后有一 GCA自 突变，在 7847 nt位后有一 TA插入突变，此测序结果与我们先前 

- 
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图 4 [-~V16野毒椿 LcR区域结构示童图．同时曼示重组质粒 PDV中 LCR上的 失寞盎和点突变 

F 4 TheLCR H如 a~acture ofHPVI6_丑d—type 血 ． E 

thedeletion ofLCR from the reo0 nan‘plac idPDV． 

报道另一肿瘤来源 HPV16 LCR测序结果一致。比较其他 LCR序列，与 HPV16野毒一致。 

@质粒 pDV390中 HPV16的 LCR并无发现缺失突变，但在 7796 nt位上有一 C_÷T的点突 

变。值得指出的是肿瘤390患者淋巴转癌组织 DNA中．PCR扩增出HPV16LCR目的片段， 

对其测序结果也同样发现 7749 nt位点上 C--)T的点突变。点突变的位置正好位于第二个 

YY1结合位点上f 。另外在 7788 nt位点上有 T_÷G的点突变，此结果和从前测序结果相 

同【6]。 

讨 论 

HPV16与宫颈癌的发生密切相关，业已证实其E6、 癌蛋白的过度表达是导致肿瘤发生 

的重要原因之一IJ 】。研究表明，下述途径影响 HPV16 E6、E7致癌基因表达。首先，两基因 

共甩的启动子 P9，能接受一些细胞和病毒因子的影响，如多个转录激活因子可结合在 ，上游 

LCR中的结合位点起正性调节作用 l，其中还有增强子序列也起到正性调节作用。在 上 

游序列中也含有三个 E2特异性结合位点，但 HPV16的 E2对 P 起调节作用 J。最近研究还 

发现，转录调节蛋白 YY1也能结合到 HPv的高危型 LCR上，并表现抑制 P 的活性 。已 

知 HPV16 LCR上共有四个 YY1特异性结合位点。分布在增强子与 P 启动子之间的序列内， 

其中第 3和第 4位点相互重叠。众所周知，HPV16DNA在官颈癌细胞中常在 E2ORF处整合 

至细胞染色体上．因E2ORF破坏，E2蛋白减少，导致 P 去除抑制作用，造成 E6、E7癌蛋白过 

度表达诱发肿瘤发生l2 。我们在研究中发现约3O％的 HPV16阳性宫颈癌组织中 HPV16 
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DNA是罅离状态【6 】，而且实验证实 7例辩离状态 FIPV16 LCR YY1有突变，并使 活性增 

加 3．5—6．5倍[ 。 

上述结果有两点启示．其一．对 B"有抑制作用的机制若减弱或消失，FIPV16癌蛋 白就过 

度表达，E2蛋白是这样，其他呢?其二．病毒 L』：R上有多个细胞转录蛋白因子结合位点，初步 

发现辩离状态 HPV16阳性瘤组织中，FIPV16 IJCR有突变 送蓬否震病毒遘遗宿主细胞抑镧 

系统，使癌蛋白过度表达诱发肿瘤的发生?为了进一步搞清这些问豚，有必要对宫颈癌中 

FIPV16基因组 LCR的突变情况。包括富颈癌组织中 HPVI6DNA游离状态 (已研究 7例)和 

整合状态深入研究。 

通过基因重组建立新质粒是进行 目的 DNA片段功能及结构分析的基本手段，FIPV16全 

基因组约8 kb大小．为了甩肿瘤组织中FIPV16的L』：R置换出野毒株的LCR,需要复杂的基 

因操作 ．多次酶解 、电泳、回收纯化过程，可能导致基因组的损伤和人为变化。所以我们采用分 

步克隆的技术路线．避免了大片段克隆的损害和困难，放弃了难于准确获得目的片段的部分酵 

解消化法。结果表明，先去除 HPV16野毒株 PpumI大片段．既保证 HPV16结构蛋白基因的 

完整性 ．又便于对 L』：R两侧进行基因操作。构建 p1203AE1．p1203AEAsph和 pDVS三个中 

间重组质粒后，完成了富颈癌组织 HPV16 LCR的置换工作，最后使整个 HPV16基因组复原， 

达到了构建重组体的 目的。 ‘ 

序列分析结果显示．在三例富颈癌组织 FIPV16 L』：R中均有突变现象发生，两倒为缺失突 

变，1倒为点突变，而且突变均涉及 YYl结合位点。YYl属 GLI．Kriippe I蛋白，有转录抑镧、 

增强及转录起始多重作用n0】．在许多细胞及病毒的 TATA序列双侧都有其结 合位点lJ”。研 

究证实，HPV宫颈癌阳性细胞细胞系(Heh、SiHa及 Caski等)，人类传代角质细胞系及多种上 

皮细胞 中均 有 YY1蛋白存在 。我们过去已证实 FIPV16游离株 DNA上 YY1结合位点的突 

变，可明显增强早期启动子 Pl舯的作用 ·10]本研究又发现直接来 自HPV16阳性的宫颈癌组 

织中的LCR，都有不同程度YY1结合位点的突变。这又从另一侧面提出问题，即FIPV16LCR 

区 YY1位点的破坏可能在病毒逃避宿主细胞抑制系统．引起细胞癌变上扮演重要角色。本研 

究组建了 FIPVI6基因组 LCR中 YY1结合位点带有不同突变的重组体，而且 LCR均来 自不 

同宫颈癌组织中．这为解决上述提出的问豚．为确定 YY1位点突变对 HPV16 E6、E7基因表达 

及 FIPV16致癌作用的影响打下基础。也有可能从病毒与细胞相互作用角度．揭示 出一条新 

的病毒致癌途径 。 
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Deleted  Long Control Regions fro m Cervical Caneers 
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YY1 is all important cellular tran~ ptiona[regulator which is ubiquitously em,ra~ in vail一 

0us kindsof cells．TIle sp~ fic binding sites 0fYY1 pn3tein arefoundin theflanking seqllence~of 

many cellular and promoters．In the “higb risk”human papillomaviruses(HPVs)YY1 works 

as atranscriptional repressorforthe viral early gene promoter．Inthe episomalHPV 16 genomes 

extracted cervical cancers，remov~ ofYY1 binding  sitesinLCRis a repeated event，resulting 

in increasing the activity ofviral oncoKene promoter P97．Inorderto~studythe effect of revoma]of 

YY1 binding sites in LCR ∞ the  viral tumorigenicity．HPV16 wild—type plasmid p1203 wi~1．s used 

as basic sequences．through mltiple-stel~clone to construct the new HPV16 plasmids containing  

deleted and mutated LC ．Sequence analysis confirmed that pDV390 had a G to A exchang e in 

the sec0nd YY1 site，whereas pDV 1326 and pDV401 contained 115 bp and 143 bD deletiorts in the 

respective LCRs山at revomed 2 and 4 YY1 binding sites．The rest nudcotide sequeDces of the 

new plasmids showed no variation comi ng with HPV 16 wild-type sequence．The．~e reconstruct— 

ed HPV 16 genome plasmlds  supply a basic work for study of YY1 protein on the  regulation for 

the expression  of viral oncogenes as well as viral oncogenicity． ． 
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