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Abstract
誗AIM: To investigate the expression of HPV - DNA in
retinoblastoma tumor samples in China, and to provide
preliminary evidence for the role of HPV in sporadic
retinoblastoma (RB) .
誗METHODS: Fresh tumor tissues from 22 children with
sporadic RB were collected to detect the presence of
HPV-DNA using polymerase chain reaction (PCR) and
MY09 / 11 primers.
誗RESULTS: HPV -DNA was present in 7 / 22 (32%) RB
tumors. All the positive cases were sporadic unilateral
RB ( 4 cases were male, 3 cases were female) . Two
bilateral RB cases were negative for HPV-DNA.
誗CONCLUSION: The presence of HPV in RB tumors can
be a pathogenic factor for sporadic RB. But its role and
mechanism in carcinogenesis needs further research.
誗 KEYWORDS: retinolastoma; human papilloma virus;
pathogenic factors
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摘要

目的: 研究我国视网膜母细胞瘤( retinoblastoma,RB)中

HPV-DNA 表达情况,为进一步揭示 HPV 在散发性 RB
中作用提供初步依据。
方法:收集 22 例散发性 RB 患者新鲜肿瘤组织标本,应用

PCR 方法及引物 MY09 / 11 检测肿瘤组织中 HPV-DNA
表达情况。
结果:选取 22 例 RB 肿瘤标本中 7 例 HPV-DNA 阳性

(32% ),均为单眼散发患者(包括男 4 例,女 3 例),2 例

双眼散发患者均为阴性。
结论: HPV 可能是我国散发性 RB 发病因素之一,但其明

确作用及机制尚待进一步研究。
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0 引言

摇 摇 视网膜母细胞瘤( retinoblastoma,RB)是小儿最常见

的恶性肿瘤,常可致盲、致残和致命,其发病形式有两

种———遗传性和非遗传性,约 30% ~ 45% 的 RB 患者为

遗传性发病包括双眼发病患者及 10% ~ 15%的单眼发病

患者,其余病例为非遗传性发病[1],其病因和发病机制尚

未完全明确,尤其是非遗传性散发病例。 近年来国外有

研究表明 HPV 可能与散发性 RB 的发生有关[2-7]。 我们

将对我国 RB 组织中 HPV 表达情况作初步阐述。
1 材料和方法

1. 1 材料 摇 标本取自中山眼科中心 2006-02 / 12 行眼球

摘除术的 RB 患者 22 例,术后均经病理证实。 年龄:3 月

龄 ~ 7 岁,男 8 例,女 14 例,单眼发病 20 例,双眼发病 2
例,均无家族史。 术后立即在无菌条件下取出新鲜肿瘤

组织,按照 DNA 提取试剂盒提取 DNA。
1. 2 方法

1. 2. 1 引物设计 摇 通用型引物 MY09 / MY11 用于扩增粘

膜型 HPV L1 片段的高保守区,5蒺 -CGTCCMARRGGAW
ACTGATC-3蒺,5蒺 -GCMCAGGGWCATAAYAATGG-3蒺 (混

合碱基:M=A+C,R=A+G,W=A+T,Y = C+T),产物大小

约 450bp[3]。 PCO4 / GH20 用于扩增 茁 球蛋白基因以验

证模板质量, 5蒺 - CAACTTCATCCACGTTCACC - 3蒺, 5蒺 -
GAAGAGCCAAGGACAGGTAC-3蒺,产物约 268bp[3]。 以上

2 对引物由上海生物工程技术服务公司合成。
1. 2. 2 PCR 检测 摇 通用型引物 PCR 体系包括 2. 5U
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TaqDNA 聚合酶,5滋L 样品DNA,引物MY09/ 11各0.5 滋mol / L,
dNTP 各 0. 2mmol / L 和 PCR 缓冲液。 扩增参数:94益 预

变性 5min;变性 94益 45s,退火 52益 1min,延伸 72益
1min,共 35 个循环;最后 72益继续延伸 5min。 茁 球蛋白

基因引物 PC04 / GH20 体系包括 1. 25U TaqDNA 聚合酶,
5滋L 样品 DNA,引物 PC04 / GH20 各 0. 25 滋mol / L,dNTP
各 0. 2mmol / L 和 PCR 缓冲液。 取 10滋LPCR 反应产物,
在 20g / L 琼脂糖凝胶上电泳。 紫外灯下判断结果并照

相。 阳性对照取自于 Hela 细胞株。
2 结果

摇 摇 选取 22 例肿瘤标本 DNA 经 PCR 扩增后有 7 例得到

450bp 产物(图 1,2),内参 茁 球蛋白基因扩增均可得到

268bp 产物,说明 DNA 模板质量和 PCR 反应体系稳定。
所有 HPV-DNA 阳性标本均为单眼散发患者(包括男 4
例,女 3 例),2 例双眼散发患者均为阴性。
3 讨论

摇 摇 RB 发病机制尚不完全明确,研究发现 RB 发病与

RB1 基因突变有关。 大约有 93% 遗传型和 87% 非遗传

型 RB 患者发现有 RB1 基因突变。 同时一个正常视网膜

细胞需要经过 2 次基因突变才能形成肿瘤,也就是著名

的“二次突变论冶 [8]。 但仍有 7%遗传型和 13%非遗传型

RB 患者并未发现任何 RB1 基因突变,这部分肿瘤可能存

在其它致病机制,研究包括:(1)癌基因和抑癌基因理

论:RB 发生与多个癌基因和抑癌基因的异常改变有关,
如 MDM2 基因过表达、p53 基因突变[9,10]。 (2)肿瘤干细

胞学说:肿瘤的发生来源于具有自我更新和分化能力的

肿瘤干细胞,RB 发现有多种干细胞标志,如 ABCG2,
MCM2, CD44, retinal progenitor markers, PROX1 and
syntaxin 1A[11,12]。 (3)RB 的发生还可能与 RB 基因编码

的 Rb 蛋白(pRb)密切相关。 pRb 参与细胞周期调节,并
能诱导细胞凋亡[13]。 pRb 蛋白是人乳头瘤病毒致癌作

用的靶蛋白之一[14]。
摇 摇 人乳头瘤病毒(human papillomavirus,HPV),是一种

无胞膜的双链闭环 DNA 病毒,包括早期基因区( early
gene,E)和晚期基因区( late gene,L) [15]。 迄今为止已鉴

定出 100 多种型别,依其与恶性病变的关系分为低危型

和高危型,低危型如 HPV6,HPV11,HPV44,HPV54,HPV61
等,高 危 型 如 HPV16, HPV18, HPV31, HPV35, HPV45,
HPV59,HPV68 等[15]。 研究证实,HPV 与许多上皮性肿

瘤发生有关,如宫颈癌、外阴癌、肛周皮肤癌、口咽癌、喉
癌等[16]。 近年来国外许多研究报道 RB 中也有表达

HPV,推测 HPV 可能与 RB 尤其是散发型 RB 发病有

关[2-7]。 HPV 致癌机制方面研究提示 HPV 可能是 RB 致

病因素之一:(1)Griep 等[17] 发现表达 HPV16 ,E6,E7 转

基因小鼠可以产生 RB。 (2)HPV E 基因区编码的 HPV
E7 蛋白可通过基 N 末端的 CR2 区与 pRb 的口袋结构结

合,且能与细胞周期蛋白竞争结合 pRb,使 pRb 失活,并
释放核转录因子 E2F,使细胞进入 DNA 合成期,从而导

致细胞永生化[14]。 Anand 等[6]在 HPV 阳性的 RB 组织中

有 75%不表达 pRb,二者呈显著相关。 (3)HPV E 基因区

图 1摇 RB组织中 HPV-DNA(450bp)的表达摇 1 ~ 13:分别代

表 13 例样本;+:阳性对照(Hela 细胞株); M:代表 DNA marker
(1500bp, 1000bp, 900bp, 800bp, 700bp, 600bp, 500bp, 400bp,
300bp,200bp,100bp)。

图 2摇 RB组织中 HPV-DNA(450bp)的表达摇 14 ~ 22:分别代

表 9 例样本;+:阳性对照(Hela 细胞株); M:代表 DNA marker
(1500bp, 1000bp, 900bp, 800bp, 700bp, 600bp, 500bp, 400bp,
300bp,200bp,100bp)。

编码的 HPV E6 蛋白可通过与 P53 和一种泛素连接酶

E6-AP 形成复合物,使 P53 泛素化分解而失去作用,从而

阻滞 P53 所 诱 导 的 细 胞 周 期 停 滞 及 凋 亡[14]。 ( 4 )
Espinoza 等[18]在 1 例双眼 RB 患者肿瘤组织中检出 HPV-6a
和 HPV L1 蛋白,并发现肿瘤组织中存在 10p 丢失,这在

子宫颈癌患者及 HPV 转染的角质细胞也有类似的发现。
摇 摇 目前国外关于 HPV 与 RB 发病关系的研究,大多数

报道均支持 HPV 可能为 RB 发病因素之一,在 RB 组织

中 HPV 阳性率在 24% ~ 82. 3% ,主要来自印度、巴西和

墨西哥[2-7]。 但也有少数报道阳性率低,在 0 ~ 4. 6% ,包
括北美、北印度和墨西哥地区[19-21]。 本研究首次报道我

国 RB 组织中 HPV 的表达情况,阳性率为 35% 。 HPV 检

出率不同与不同国家和地区有关,但也有同一地区检出

率差别大,可能与检测方法以及检测标本有关。 我们采

用相对灵敏度较高的 PCR 方法以及引物 MY09 / 11,同时

全部标本均为新鲜肿瘤组织,避免采用石蜡标本可能出

现 DNA 降解而导致检出率低。 我们检出所有 HPV-DNA
阳性者均为单眼散发患者,2 例双眼发病患者均为阴性,
提示 HPV 可能与我国散发性 RB 发生有关,这与国外报

道一致[6,7]。
摇 摇 通过我们的初步研究提示 HPV 可能与我国散发性

6812

国际眼科杂志摇 2013 年 11 月摇 第 13 卷摇 第 11 期摇 www. ies. net. cn
电话:029鄄82245172摇 摇 82210956摇 摇 电子信箱:IJO. 2000@ 163. com



RB 发病有关。 但要真正揭示 HPV 对 RB 作用还需要更

大的样本,以及多中心多地区样本研究。 同时目前还没

足够证据显示 HPV 可以感染正常视网膜细胞,因此需要

进一步研究 HPV 眼部感染途径。
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