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人乳头瘤病毒(HPv)是一类嗜上皮性的双股DNA肿瘤病毒．它可引起人类皮肤、粘膜的 

多种增生性疾病。近年来，HPv相关性疾病发病率逐渐升高，严重危害人们的健康。高危型 

HPV与多种恶性肿瘤密切相关，在宫颈癌、喉癌、膀胱癌、皮肤癌、消化道癌、肉瘤、骨髓瘤、宫 

颈癌患者淋巴结中都有很高的 HPV相关序列测出。HPV致癌机制。基因转录拼接及调控机 

理、检测手段、治疗方法成为日益迫切的研究问题，并引起了国内外学者高度重视。近年来，人 

乳头瘤病毒的研究已取得了多方面的成果。 

1 HPV 转化基因的转录及拼接 

HPV．6基因组是断裂基因，含有内含子和外显子，在 mRNA转录拼接过程中，通过对不同 

内含子的选择性拼除可产生不同的拼接体 mRNA。HPV【 可能的转录拼接体 mRNA如图 1 

所示。HPvl6 k OPT对 HPvl‘致癌关键基因，发生在 E6E7 ORF内的拼接对 HPVI6致癌能 

力、宫颈癌浸润和预后有重要影响。在HPV．6E6ORF内有2个拼接位点。供点位于 226核苷 

酸，受点位于409、526校苷酸。可产生2个拼接体 mRNA：E I mRNA、 11 mRNA。位于 

226核酸拼接供点又可与位于2708核苷酸的拼接受点产生 m mRNA，它们分别编码相应 

的拼接蛋白E I、Ⅱ、Ⅲ，这些蛋白在 HPV．6的致癌中的作用尚不清楚。在富颈癌中转化基 

因以下列形式存在：E6 mRNA、E；I mRNA、 Ⅱ mRNA、E m mRN 其中以 E I 

mRNA丰度最高【l】。在宫颈癌脱落细胞中，E I、E ⅡmRNA、丰度与 C1NI、Ⅱ、Ⅲ分级 

无明显相关。 I在曹颈癌脱落细胞、组织切片中表达程度相似，而 E ⅡrnRNA在宫颈癌 

组织中则明显减少或测不出．在宫颈癌脱落细胞中则与 K I mRNA相似l2 J。有研究认为 

mRNA只是调节 mRNA转录和翻译效率的产物，本身不具生物活性⋯。但最近在研究 
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HPV E6 转译机制中发现E6 mRNA可以同样效率翻译完整的E6、 蛋白【 。E6 ORF 

内含子拼接产生的 E I mRNA是细胞恶性程度标志。CRPV E I蛋白比 E6蛋白具有更强 

的转化能力 。 
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Yig．1 ⅦW I mRNA si~cies and coding pctenf~als 

在 HPV】6相关宫颈癌细胞中普遍存在 E ⅢmRNA高水平表达，E 罐mRNA持续表达 

与宫颈癌诱发密切相关⋯。 

ORF是 }玎 v 6的重要转化基因。在宫颈癌细胞中 mRNA与 蛋白稳定存在与 

ORF 3 端一段侧翼序列相关，这段序列的中心位于 880核苷酸拼接位点上，供点碱基丢失替 

换造成 mRNA及蛋白的明显降低n】。在 CIN中．随着细胞分化程度升高，E6 mRNA转录 

无明显变化． mRNA转录却增加许多，因此 mRNA除从 P 启动子转录外，在 ORF内 

还有一个潜在的无 TATA盒子的启动子，位于 498～767核苷酸，转录 m岛E1日 mRNA． 

这个启动子活性与细胞分化有关 l。官颈癌细胞中，转化基因 E6 mRNA转录水平较低，主 

要的转录是 E E4 mRNA，这与以前的研究有差别．原因可能在于核酸杂交中RNA探针设计 

的影响L9】。关于 } v16基因组中各开放读码框 mRNA转录、拼接及定量还需进 一步深入研 

脚 喜} ；。 ” ～ 一 跳 一 螂 
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究。mRNA差异显示技术(Differential di~phy，DD)及 RACE可为此提供可靠的研究手段。 

2 加，v|‘转化基因的转录调控 

病毒基因组有效转录并不是专一的腰式元件与一种反式激活因子互相作用的结果，常是 

多种 DNA结合蛋白与 DNA之间和／或 DNA结合蛋白与其他蛋白蛋互相作用的结果。乳头 

瘤病毒基因转录主要调节系统位于上游调节区(URR)， 蛋白是关键调节蛋白， 蛋 白N蛸 

是反式激活作用必不可少的。 ORF编码长 蛋白和截短的 蛋白 c或称 一TR，它 

们的转录调节功能是拮抗的，可竞争结合 反应元件 ：ACC1％GG'rt ’⋯。在 } vl6URR中 

有增强子：7个 NFI。3个 APl。3个 GRE，1个 pVP及 1个 NFA结合 位点  ̈。 J。在 I-1PV16 

URR 中还有 IL一1，TNF—o靶序列，IL一1，TNFa可与相应靶序列结合抑制 EB mRNA转 

录。因此 IL一1，TNF—a具有抗 HPVi6感染及 HPv相关肿瘤的作用_I 。在 } v16URR中 

有3处糖皮质激素受体靶序列GRE，它们分别起始于 7386、7475、7645核苷酸。皮质激素受体 

(GR)结合GRE可增强病毒的转化能力，地塞米松、可的松等均可明显提高 } v16转化细胞能 

力，有关12服避孕药及雌孕激素对 HPvI6致癌作用的影响有不同报道。局部阴道应用含性激 

素的避孕药对宫颈 HPV1 致癌的影响尚需深入研究 。 

在 HPvl6URR中有表皮生长因子(EGF)相应的靶序列 EGFRE，位于 7643～7767核苷 

酸，并且在 EGFRE中还有一个功能重要的衰减子(Silencer)。EGF可诱导一种反式抑制因子 

与EGFRE结合。在无 蛋白参与下，EGF可抑制 PHK1∞细胞中E6 mRNA转录，有 蛋 

白表达时 EGF则促进 E6 mRNA表达。这可能是 由于 HPVI6 蛋 白可刺激细胞癌基因 c 

jun／C—los二聚体的高表达，c—iurdC—los又是 API的一种转录因子。C—jun／C—los二 

聚体结合到 HPVt6URR中 AP【位点上，增强了启动子活性，有 蛋白表达时。这种作用占主 

要地位，EGF只对其有促进作甩 iv]。 

3 I-IPV1‘致癌机理及途径 

肿瘤的发生是一个多因素、多步骤的复杂过程，是细胞原癌基因激活 、抑癌基因失活共 同 

作用的结果。人乳头瘤病毒与多种肿瘤密切相关。乳头瘤病毒致癌可分为两个方面 ：HPVI~ 

基因组整合到宿主细胞染色体上。并激活相应的原癌基因。病毒转化蛋白与细胞抑癌基 因产 

物互相作用。使后者功能丧失，导致细胞周期紊乱。HPv 是 HPV重要的转化蛋 白，E6蛋 

白的独立致癌性 日益受到重视。两者单独都不能转化原代细胞，它们转化细胞还需细胞癌基 

因参与。高危 HPV与低危 HPv致瘤性强弱的差异可能是由于 HPV转化基因转录拼接机制 

的不同，HPv转化蛋白 、 与 p 、lib结合能力强弱不同，l6 >31E6>18 >11 ， 蛋 

白也有类似的强弱顺序 s1 J。 

病毒在细胞中存在的方式对其诱导细糖转化密切相关。HPV引起的良性增生性疾病中， 

病毒多以游离方式存在。在癌前病变中，病毒则一半以整合状态存在，一半以辩离状态存在。 

在恶性肿瘤 中，病毒则处于整合状态。病毒整合可分两种类 型：在 wlz细胞中。投有完整的 

m I 6基因组，由于整合事件造成 E2 ORF丢失，这种方式与 Siha细胞和原发宫颈癌组织 中相 

似。另一种方式是在宿主染色体中可有多拷贝的完整的病毒基因组出现，但其两侧多伴有不 

完整的病毒基因片段和细胞染色体基因序列，这种方式与 Caski细胞和原发性宫颈癌相似。 

不论病毒的整合方式如何都可导致病毒基因和侧翼序列的扩增 。 。病毒在宿主细胞染色 
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体上无特异的整合位点，整合位点是随机的。以 Southern和染色体原位杂交证实．HPVl6基因 

组可整合于 8 一 、8q“、2P“等染色体位点上，前两个整合位点毗邻 c—Myc原癌基因启动 

子，后者则靠近 N—Myc。从而激活Myc癌基因启动子，造成Myc基因扩增和高表达。病毒 

基因组 中整合区域多位于 E，E2 ORF．并造成病毒基因丢失，丢失多发生于 1417～2881核苷 

酸，病毒基因片段 6102--941核苷酸共2745bp很少丢失，其中包括完整的 E6 车晕I化基因 J。 

同时转化蛋白E6、 还可通过 cAMP的协助激活 C—los基因。宫颈癌细胞中还有高频率的 

Ras、erb一2基因的突变和杂合性丢失(LOH)，并伴有细胞核型的变化，单倍体、多倍体、非整 

倍体出现。这可能与 HPV EI／E4融台蛋白与细胞角蛋白形成复合体造成细胞骨架、中间丝 

等结构破坏有关_2 。病毒基因染色体整合造成 EIE2区基因丢失，使 E2蛋白对 HPVl6 E6岛 

基因转录调控的丧失．与病毒致癌密切相关。 

HPVl6 ORF是 HPV 6的又一个转化基因，它编码的 E5蛋自主要分布于细胞膜、高尔基 

体和内质两等细胞膜性结构上，分为跨膜区和胞外区。E5蛋白与生长因子受体 EGFR、B— 

PDGFR、CSF—IR有密切关系。 蛋白转化功能较弱，可能在细胞转 化的起始阶段发挥作 

用，在 CIN中有大量 E5mRNA和 蛋白的转录与表达 2 。E5蛋白对细胞膜功能有很大影 

响，在 HacaT细胞中，E5蛋 白可使细胞间的通道效率显著降低， 蛋白的这 种作用与 Con— 

nexin43的击磷酸化密切相关．目前在其他肿瘤细胞 中也发现有 Connexin 43功能异常_2 。 

E5蛋白还可提高 蛋白的转化能力，但对 E6蛋白则无这种协同作用 1。瑚PvI6基因产物功 

能见表 1。 

HPVl6 E6蛋白是一个小分子量的核磷蛋 白，有 151或 158个氨基酸．分子量约 19×10 

D，位于细胞核内．有两个锌指结构，是 DNA结台蛋白，氨基酸功能分为 4区：其 中 N端 1～ 

139氨基酸完整性决定 E6蛋白的转化功能，它的突变与缺失则造成 E6与P5 结合能力的下 

降 。E6蛋 白单独可 转化 NIH3T3细胞，点突变的 E6 ORF(227核苷酸 G—A)与活化 的 

EjRas基因共转染 (Contran~ection)可转化．BRK 细胞。而野生 E6 ORF与 EjRas只能 引起 

BMK细胞永生化 。HPV R 还有转录抑制作用，可使 MMLv—LTR和 CMV—IE启动子 

活性下降 1／3～1／2．这种抑制作用是不需 P 参与的_2 。在 NII-I3T3细胞中，HPV，6 E6蛋白 

还可对含 TATA盒子的启动子有激活作用．其机理可能为 E6蛋白直接作用于启动子基本元 

件、调节元件或影响转录复合体的形成、稳定或激活 ]。E6蛋白致癌关键在于 E6蛋白与 P 

结合，并导致 P 降解及抑癌作 用丧 失，而使 P 对 与细胞 周期 密切相 关的 P2t(WAF1)、 

M 增殖细胞核抗原(PCNA)、周期蛋[~(Cyciin)、周期蛋白依赖激酶 (Cyc[in-depende~at ki 

IlaSe，CDK)的调节作用丧失，细胞周期紊乱，DNA损伤累积造成细胞癌变。E6蛋白与P 结合 

可能还需～种 E6相关的细胞蛋白E6AP辅佐，但仍有相反报道．体外表达 GST—E6融合蛋 白 

在细胞中无 E6 AP时，仍可结合 p 并使其降解。E6与P5 在E6 AP辅助下通过 ldbiquitin途径 

降解[ 。 

HPV16岛 ORF编码一个多功能的核磷蛋白，有 97个氨基酸，位于细胞核内，其中 B 蛋白 

的Ⅱ区是 蛋白迁移到核 内的信号肽(NLS)i 。它的结构功能相似于 AdE1A12SmRNA 

产物。氨基酸功能区分为3区，I、Ⅱ区是 蛋白转化及RB结合部位。 珊是 CTL识别表 

I 
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衰 1 HPV． ORF奠码产袖 的功麓 

Tab．1 The bO,c~iealdfectsof}IPVL．g— products 

位，可激活 T细胞介导的免疫应答_3 。 蛋 白是 DNA结合蛋白，有锌指结构，单独可转化 

NIH3T3细胞，反式激活 AdV E2启动子。与活化的 EjRas基因共转染可转化人上皮细胞。 

蛋白可干挠抑癌蛋 白 RB与转录因子 E2F的结合而导致细胞周期紊乱。在 GI—s转变过程 

中，RB被磷酸化而使 RB—E2F复合体解离，E2F被释放。 干挠 E2F与 RB、P 结合，同时 

还可与 P”。、CyclinA、CDK2等细胞周期相关因子结合而导致细胞周期紊乱，使细胞发生癌 

变。 

研究发现在转基 因动物中．携带有 } V 6 E6 E7基因的转基因小鼠中，有皮肤癌的发生， 

但 pS 、RB蛋白仍正常表达【 。还有研究发现 HPVI6 E6蛋白与 wtP5 共同存在于同一个细 

胞中[361，虽然 E6可与野生型及突变型mtp53结合并使二者降解 】。这表明 } v致癌还有其 

他抑癌基因参加。 

4 HPVl‘转化基因与细胞周期调控 

目前 } V．6致癌机理的研究已深入到 HPVt~转化基因对细胞周期调控的影响。国外很多 

实验室都在人肿瘤细胞系中研究 HPVl6转化基 因 E6E7与多瘤抑制基因 MTS1 2、P2‘(wAF1)、 

P27(Kip1)、CDKs和 Cyclins等的相关性，阐明 HPVl6 E6 一P5 、RB—P2 、P2 、1WI'SI 2一Cydin 

·CDK的致癌途径 J。深入研究 HPVI6与癌基因、抑癌基因的关系是阐明 HPV致癌机理的 
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关键问题。细胞周期紊乱导致细胞无控衬地增殖、终末分化丧失而导致肿瘤的发生。细胞正 

调控因素是由周期蛋白和相应激酶组成的成熟促进因素(MRF)和癌基因产物 、激素、细胞生 

长因子。负调控因素与抑癌基因产物密切相关。新近发现的抑癌基 因如表 2所示。高等动物 

裹 2 新 

Tab 2 N b呱哪 t咀I廿 蛐 r葛晰 genes丑I．d t pIo b 

B6(m v) 

EIB(ADV) 
LTAI~(SV40) ——⋯ ⋯ ⋯ 一 ● 

．．_ ，  — ．， I)NA POL．a 
～ ’ — 。’  

E]A(ADV) 二二 一～ 一， r> 
( ) ⋯ ⋯ ⋯ 一  ～ · 

图 2 }Ⅱ ‘转化 基因与细 胞厢期 调控 

Fr嚼2 } vl‘ gene expression and ce玎cyae∞n仃d 

细胞周期调控是通过 Cyclin与 CDK构成的体系来完成的。哺乳动物中 CDKs有 6种；CDK． 

(CDC~)、CDK2、CDK3、(IDI(4、CDKs、CDK6；Cyclins有 CyclinA、B、D、E、H 等I 。GI／s和 G2／ 

M过渡期由不同的 CDKa参与控制。CDK．在整个细胞周期 中保持不变，但它的催化活性位 

于 M期。CDK．只能被 CyclinA、B激活，是控制细胞分 裂 M 期的关 键酶。CDK2可分别与 

CyclinA、E、D结合，但与三者的结合能力差别较大。在 G．后期，CDK2更趋向与 Cyclin E结 

合。cD 能与 RB和 F的相关因子 P 形成复合体，(IDI(4、6与其它 CDKs性质不同，与 

CDK2 的同源性不足50％，但人鼠不同种之间．该酶同源性却高达 95％，(IDI(4较稳定，半衰 

期为 4 h，与 CyclinD形成复合物。(IDI(4在整个细胞周期中都有活性．但它首先出现 于 Gl 

期，因此认为它是调节 G．期的重要激酶。CDKa正调控因素有 Cydin、激素、生长因子。负调 

控因素有 TGF—日、P2 (wAFI)、P (Kip1)、P (MTS1)、P (MTS~)、P铅、RB的基 因产物I柚J。 
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AdV、}玎PV、SV40、编码的 E6、E7、E1A、EIB、S、 T抗原都可通过 P5 、RB干 挠细胞周期调 

控 ‘“。图 2表示 HPV,6E6、E7与细胞周期调控的关系。图 3表示在 P5 +／+RB一／一状况下
， 

}Ⅱ l6 E6E7可引起细胞程序化死亡(舢 pt璐is，PcD)㈦ 。图 4表示正常细胞周期。图 5和 6 

姒表示 CDKs调控 圳。本文所歹 举出的 CDKs调控、新近发现抑癌基因及细胞周期调控机制 

可能是今后研究} V及其他病毒致癌机理的研究方向。 

枷 嗍  
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国 5 周期素依幢擞酶的调控 

F 5 Prln~叫 ofcDK regahtion 

5 HPV感染的免疫机制 

有关 HPv 6感染与 MHC分子相关性 的研究 日益增 多。 国外研究表 明白种人 HLA— 

DQw3表型妇女感染 HPvl6后发生宫颈 癌的风险 比 HLA—DQw3阴性妇女高 7倍，HLA— 

DQw3．DQwl是宫颈癌易感性 HLA分子，而 HLA—DR6是宫颈癌不易感分子。HLA DR6 

阴性妇女患宫颈癌风险 比 HLA—DI 表型妇女高 12倍。因为 HLA—DQw3表型机体清除 

瑚Pv感染的能力较弱。CIN肿瘤细胞上 HLA—I类分子表达降低，更易发展为浸润癌或转 

移癌。应用免疫组化方法并未发现 HPv，6DNA或 RNA与 HLA—I、Ⅱ分子表达缺陷有关， 

而仅与 CIN恶性程度有关⋯ 461。由于HLA分子具有很大的种族差异，中国妇女宫颈癌易感 

性 HLAⅡ分子、HLA—1分子表达缺陷及其与 Hl，v相关性 尚未见报道。以免疫荧光流式细 

胞学技术研究 HLA亚基因及 HPv早期、晚期蛋白表达与 HLA的相关性在国内外 尚未见报 

道。 

病毒感染与机体免疫系统相互作用是形成病毒持续感染的重要原因，HPV感染到宫颈癌 

的发生要经过十多年的漫长时间．HPV逃避机体免疫监视的机理尚不清楚。但其它病毒形成 

持续感染的机理可为 HPV提供借鉴。这方面研究以 HCMV、HSV、HIV、AdV较为详细。病 

毒逃避免疫攻击机理 ：1病毒本身氨基酸序列的变异进而影响表位的酶切、与 MHC I、I1分子 

形成复合体、转运、递呈．影响 TCR受体识别；2．病毒感染使靶细胞上 MHC—I、Ⅱ表达降低， 

使CTL不能有效识别病毒感染细胞而形成持续感染；3．病毒感染使感染和未感染细胞上 

MHC—I、I1分子表达升高，导致 自身免疫反应和器官移植排斥．引慧 自身免疫病；4．抑制细 
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EXTERNAL SIGNALs 

EGFR 

FGFR 

⋯ 一 一  ⋯ ⋯ ⋯ ⋯ 一 一 一  

Ⅱ 口 Ⅻ  

P2‘ 

CDK2／CYcLIN 

CDK 4．6／Cydin 

【NTERNAl| 

E2F 

● 
E2F 

TGFR 

I 

图 6 HPV转 化基因 干挠 细胞 信号 传递机 制 

F 6 [-IPV 啪 【 唧  g and cen pathway 

胞粘附分子 CD2 ～C 。(岛)的表达和细胞因子表达；5病毒感染机体免疫细胞造成机体免疫 

能力下降；6．病毒在 Immune—privileged区域进行复 _| 。最近研究表明 HPV16E5蛋白可通 

过抑制表位转运蛋白(TAP)前体抑制 HLA—1分子对病毒抗原递呈，这为理解 HPV形成持 

续感染的机理提供一条证据。总之 瑚Pv感染的免疫机制仍需进行深入研究H 。 

6 HPV感染诊治展望 

由于 HPV 目前尚不能体外培养，难以得到所需的病毒天然抗原，这些 都限制了 HPVs感 

染的诊断方法和疫苗的研究。目前常用的诊断方法是依据病毒感染的组织学特征及核酸杂交 

和 PCR。近来国内外学者都试图建立诊断 HPV感染的 ELISA试剂盒，这些研究的焦点是如 

何获得更接近病毒天然抗原构象的基因工程抗原。以前由于各实验室制备人工抗原方法的不 

同．所得结果差异较大，难以用于临床诊断。近年来研究表明乳头瘤病毒 L1 ORF编码的 L1 

蛋白在真核细胞中具有自身组装成病毒类似颗粒的特性(V~rm—like particle，VLP) J。}Ⅱ，v 

Ll+ vLP共有 360条 Ll蛋白分子和一定数 目的 分子组成，每个衣壳蛋 白有 5个 L1分 

子。其中 分子对 vLP形成是非必需的，但它可以提高 分子的装配效率。VLP与病毒 

I  

、 
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颗粒有相似的结构和功能，只是 vLP中不包含病毒核酸。v1 保持了病毒抗原的天然构象， 

可刺激机体产生具有中和病毒感染的中和抗体。ⅥJP可模拟病毒感染的早期阶段与细胞膜 

上的受体结合牯附到细胞表面。vJ 还可与鼠红细胞膜受体结合导致红细胞凝集 ，也可 

与病毒颗粒竞争结合细胞膜受体。CRPV的 VLP免疫动物可阻断天然病毒颗粒对小 鼠的感 

染。HPv所结合的细胞膜受体不具组织特异性 ， 。对 HPV—vLP深入研究将开发出安 

全有效的 VLP疫苗和组建以 HPv—vLP为抗原的 HPV VLP—ELISA试剂盒。 

HPv16 E6 转化基因的转录体 E6 mRNA、 mRNA都含 E6ORF的 5 靖。利用 E6 

ORF上游的反义 mRNAAF~104--119核苷酸可完全阻断 E6 mRNA转译。而 ORF上游 

反义 mRNA AE7 562 577只能部分阻断转化基因的转录，为利用反义基因技术治疗 HPV相 

关性疾病提供了理想的基因靶位。 

核酶(Ribozyme)是一类具有催化功能的 RNA，可与靶基因序列结合．并催化 RNA的切割 

反应，减少病毒基因转录物，迄今设计的核酶均为锤头状结构。中国医科院基础所设计了针对 

HPv16 E6， mRNA的特异的核酶，并在体外初步实验了它们对 E6 mRNA的切割作用。核 

酶可望成为治疗病毒病的一种有效手段。- 

基因免疫(Geneimmunization)又称DNA免疫，是将 目的 DNA直接注入机体内，表达 目的 

蛋白，并刺激机体产生免疫反应。这种方法具有操作简便，免去了基因工程蛋白疫苗繁琐的体 

外纯化过程，表达产物能被正确地加工修饰，保持了外源蛋白的天然结构。HPV基因疫苗的 

研究可望开发出安全有效的 HPV DNA疫苗。 
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