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人乳头瘤病毒癌基因诱导细胞永生化的研究进展
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摘　要：永生化细胞是研究细胞增殖、分化、凋亡及衰老等的理想细胞模型。目前人类已建立多种细胞永

生的方法，其中人乳头瘤病毒 (HPV) 癌基因 (E6 和 E7) 被广泛用于永生化细胞研究。E6 蛋白和 E7 蛋白主

要通过灭活 p53 通路和 pRb 通路，从多个水平提高端粒酶的表达和活性，使细胞逃过细胞复制衰老而继续

增殖，实现细胞永生化。综述人乳头瘤病毒癌基因 E6 和 E7 的最新研究进展，探讨未来研究的趋势和研究

方向。
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Abstract: Immortalized cell is the ideal cell model for studying cell proliferation, differentiation, apoptosis and 
aging. At present, a variety of methods for cell immortalization has been established, among them HPV oncogenes 
E6 and E7 are widely used in cell immortalization. The key role of oncoproteins E6 and E7 in cell immortalization 
is to inactivate p53 and pRb pathways, to improve telomerase expression and activity at multiple levels, which 
allow cells to escape from replicate Senescence and proliferate, and accomplish cell immortalization. This article 
reviews the advance in research of HPV oncoprotein-induced cell immortalization, and discusses the ongoing trends 
and future directions.
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正常组织来源的细胞并不能无限增殖，经过有

限次数的细胞传代后，就会停止增殖，发生衰老，

从而死亡。正常细胞的这种自然极限称之为海弗利

克极限
[1]
。与原代细胞和传代细胞不同，永生化细

胞 (immortalized cells) 具有无限增殖能力。永生化

细胞能够提供稳定均一、性状一致的细胞来源，便

于广泛使用，且可以降低细胞材料成本以及便于标

准化等。因此，永生化细胞是体外研究细胞增殖、

分化、凋亡及衰老等的理想细胞模型，另外，永生

化细胞和肿瘤细胞关系密切，所以永生化细胞也是

研究肿瘤发生机制的重要模型之一。理想的永生化

细胞应该保持其来源组织细胞增殖和分化的特征。

人类目前已建立多种细胞永生化方法，本文重点综

述了 HPV16 病毒癌基因 E6 和 E7 诱导细胞永生化

的最新研究进展及其未来的研究方向。

1　细胞永生化的方法

人类已建立了多种细胞永生化的方法，常用的

人和动物细胞永生化的方法如下：(1) 筛选自发突

变产生的永生化细胞，这种自发产生的细胞是由于

在培养过程中发生遗传突变而导致的，这些细胞逃

过复制衰老的机制不是很清楚，且这种永生化细胞
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的基因型不稳定，容易丢失来源组织的细胞特征。

这种方法多用于啮齿类动物细胞的永生化，而人和

鸡等动物的细胞自发永生化几率非常低，因此，这

种方法很少用于人和鸡细胞的永生化。(2) 应用射

线诱发细胞永生化。这种方法采用 X 射线、金属钴、

电离辐射等处理细胞，诱导细胞永生化。由于放射

性元素破坏了细胞维持衰老机制的稳定性，促进了

与生命周期延长相关基因的表达，使细胞无限增殖。

(3) 化学致癌物诱导细胞永生化。应用射线和化学

致癌物这两种方法都有一定的缺陷，应用射线和致

癌物质都使基因组发生一定的随机损伤，这种永生

化细胞易丧失其来源细胞的生物学特征，因此，这

两种方法已很少应用。(4) 病毒法。很多病毒感染

能够诱导细胞永生化，例如 EB 病毒 (epstein-barr 
virus, EBV)、猿猴病毒 40 (simian virus 40, SV40) 和
逆转录病毒 (retrovirus)。这些病毒感染其天然宿主

细胞，能诱导细胞永生化。病毒法获得的永生化细

胞往往发生细胞表型改变，而且一般只应用于病毒

的特定宿主细胞。这种方法由于将整个病毒基因组

导入了细胞，因此，很容易使细胞转化为肿瘤细胞。

(5) 重建端粒酶活性的方法。端粒酶是永生化细胞

的重要因素，很多永生化细胞都表现端粒酶活性

显著上升。端粒酶活性重建是目前细胞永生化的

最理想方法，也是目前应用最为广泛的方法。端

粒酶是多个亚基的复合体，其中端粒酶逆转录酶 
(telomerase reverse transcriptase, TERT) 和端粒酶 RNA 
(telomerase RNA component, TR) 是端粒酶发挥功能

的核心成分，它们分别起到提供模板和逆转录合成

端粒 DNA 的作用。该方法也具有一定的局限性，

虽然重建端粒酶活性能够使多种人和其他动物细胞

永生化，但是对于有些细胞，重建端粒酶活性不足

以使细胞永生化，还需要借助癌基因法才能使这些

细胞永生化。(6) 癌基因方法：这种方法采用 DNA
重组技术，以质粒或病毒为表达载体，将癌基因，

如 SV40LT[2]
、腺病毒的 E1A 和 E1B[3]

、人类乳头

病毒 (human papillomavirus, HPV) 的 E6 和 E7 基因

等导入细胞，诱导细胞永生化。这种方法简单可靠，

并且已成功建立多个永生化细胞系。如用 HPV 16
病毒 E6、E7 基因已成功建立的永生化细胞有宫颈

上皮细胞、耳廓软骨细胞、食管上皮细胞和鸡胚细

胞等；E6/E7 融合蛋白与端粒酶活性重建两种方法

联合使用建立的永生化的细胞系有子宫上皮细胞

系、人乳腺成纤维细胞、内皮细胞、人前脂肪细胞、

人骨细胞、人子宫内膜细胞、人脐静脉血管内皮细

胞、人角质细胞、人肌源细胞
[4-8]

。并且通过有条

件的控制细胞方法 (CRCs)，可以使上皮细胞在内源

和外源上的基因调控相一致，符合宿主细胞的遗传

调控
[9]
。

2　人乳头瘤病毒(HPV)

人 HPV 病毒是 DNA 肿瘤病毒，病毒无囊膜，

病毒为二十面体对称结构，病毒颗粒呈球形，直径

为 52~55 nm。HPV 病毒感染上皮细胞，会引起细

胞增殖，在其他致癌因子的作用下，HPV 可将正常

细胞转化为肿瘤细胞。2008 年，德国科学家 Harald 
zur Hausen 因证实 HPV 病毒感染可诱导宫颈癌而

获得诺贝尔生理学奖。HPV 病毒基因组为双链环

状 DNA，大小为 7 900 bp。HPV 基因组分为三个

主要区域：早期区、晚期区和一个长的调控区 (long 
conrol region, LCR)，这三个区域由两个 polyA 加尾

信号分开。早期区，占基因组 50% 以上，含有 E1、
E2、E4、E5、E6、E7 六个阅读框，分别编码相应

的蛋白。另外，阅读框 E3、E8 也曾被定位于早期区，

但是只有 E8 在一些 HPV 病毒能翻译出蛋白。晚期

区，约占基因组的 40%。晚期区位于早期区的下游，

含有两个 ORF，分别编码病毒的衣壳蛋白 L1 和

L2。LCR 区长约 850 bp, 约占基因组 10%，无蛋白

编码功能。LCR 区包含 HPV 病毒复制起点和多个

转录因子的结合位点，该区域在 HPV 病毒复制以

及早期和晚期基因转录调控中发挥重要作用。HPV
病毒的早期表达蛋白 E6 和 E7 在细胞永生化中起决

定性作用。E6 和 E7 蛋白能够改变细胞的终末分化，

诱导细胞进入 S 期，使细胞绕过正常细胞的周期检

查点。HPV16 癌基因 E6 和 E7 已被广泛应用于细

胞的永生化研究。

2.1　HPV16E6基因

HPV16 E6 蛋白是一个多功能蛋白，由 151 个

氨基酸组成，相对分子质量为 18 × 103
。该具有四

个特征性的 C-X-X-C 基序，这四个基序形成两个锌

指状结构
[10]
。E6 蛋白的锌指状结构是其许多已知

功能所必需的
[11]
。如图 1 所示，E6 蛋白有许多细

胞蛋白的结合位点，这些蛋白包括 p300、p53、抑

癌蛋白 PDZ、E6 相关蛋白 (E6 associated protein, 
E6-AP) 等，这些蛋白的结合位点对于 E6 蛋白的各

种功能至关重要
[12-13]

。E6 蛋白通过结合这些细胞

蛋白，可改变使细胞周期，促进细胞增殖，延长细

胞寿命，使细胞获得永生化。p300/CBP 蛋白是转

录辅助共激活因子，具有组蛋白乙酰化酶 (HAT) 活
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性，它在转录调控和染色质重塑等中发挥重要作用。

p300/CBP 蛋白能乙酰化 p53 蛋白，并激活 p53 蛋白。

E6 蛋白结合 p300/CBP 蛋白可将阻止其乙酰化 p53
蛋白，降低 p53 蛋白的活性。E6-AP 蛋白是细胞编

码的一种泛素蛋白连接酶， E6 蛋白结合 E6-AP，可

通过蛋白酶体降解 p53 蛋白和 PDZ 蛋白，此外 E6
还可采取不依赖于 E6-AP 的方法降解这些蛋白

[14]
。

E6 蛋白能增强 hTERT 活性，E6-AP 是 E6 增强人

的 TERT (hTERT) 活性所必需的。研究发现，如果

失去 E6-AP 结合能力的 E6 突变体不能提高 hTERT
活性，也不能激活 hTERT 启动子活性；E6-AP 敲

除鼠研究以及人和鼠的 RNA 干扰研究也都证实，

E6-AP 是 E6 激活 hTERT 基因启动子所必须的
[15-19]

。

体内和体外研究都证实，E6 蛋白能与 myc 形成复

合物，结合于 hTERT 启动子，从而协同激活 hTERT
启动子，从而增强 hTERT 表达和活性。在转录后

水平发现， E6 蛋白可结合有活性的端粒酶复合物和

端粒。与 p53 的命运不同，E6 并不引起 hTERT 蛋

白的降解，而是激活端粒酶活性
[36]
，表观遗传学分

析，显示 HPV 病毒 E6 蛋白可以是降低 TERT 转录

起始区的甲基化，从而提高 hTERT 表达
[20]
。E6 蛋

白锌指结构区的其他蛋白结合位点对于其功能发挥

同样也非常重要的。E6 蛋白的 C 端含有抑癌蛋白

PDZ 蛋白的结合区域
[21]
，PDZ 蛋白在细胞周期中

发挥着重要作用，可以抑制细胞增殖，而 E6 蛋白

可以结合 PDZ 蛋白使其降解，从而促进细胞增殖。

在细胞增殖调控中 p300、p53、PDZ 和 E6-AP 蛋白

都发挥着重要作用
[22]
，E6 蛋白通过与它们结合，

从而使细胞周期改变，促进细胞增殖，使细胞获得

永生化。

2.2　HPV16 E7基因

E7 蛋白是高危 HPV 主要的致癌蛋白，高危型

HPV (16、18、31) E7 单独就能使人角质细胞 (HFK) 
永生化。HPV16 E7 蛋白由 98~115 氨基酸残基构成，

如图 2 所示，E7 分为 CR1、CR2、CR3 三个功能区。

E7 蛋白可与 Rb、p107、p130、E2F1、E2F6、Cyclin A、

HAT、HDAC 等几十个细胞蛋白结合。E7 蛋白 N
末端的 CR1 和 CR2 区对 E7 蛋白的体外转化起重

要作用
[11]
。在 CR1 区没有 pRb 蛋白的结合位点，

但是含有 RAS 蛋白结合位点，大量的 RAS 蛋白可

以诱导细胞衰老，E7 蛋白可以与 RAS 蛋白相互作

用，降低其表达，从而促进细胞增殖。CR2 区的

注：图示中的两个锌指结构是HPV E6蛋白功能的物质基础。E6蛋白N末端的p53结合位点主要起到降解p53蛋白的作用白。

E6相关蛋白(E6-AP)调控细胞周期。E6蛋白的PDZ蛋白结合区域(PDZ-BM)对于E6蛋白激活NF-κB的活性具有重要作用，另

外，PDZ-BM结合位点还可以结合一些蛋白磷酸酶，例如PTPN3和PTPN13[23]

图1  HPV 16E6蛋白结构图
[10]

注：图中显示E7蛋白的CR1、CR2、CR3三个功能区、CKll位点、锌指结构以及其他蛋白的结合位点。CK2位点为磷酸化位

点，这个位点如果突变会导致E7蛋白的很多功能丧失。E7蛋白C端可以与多个染色体修饰酶相互作用，例如组蛋白乙酰转移

酶(HAT)和组蛋白去乙酰化酶(HDAC)。
图2  HPV16 E7蛋白结构图

[10]
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LXCXE 结构域与 pRb 第 649-72 位氨基酸的口袋结

构特异性结合，释放核转录因子 E2F，使细胞进入

S 期
[24]
，使细胞避免进入 DNA 损伤应答途径，促

使细胞永生化；同样 E7 蛋白可以结合 CDK2 并激

活其酶活性
 [25]

。E7 蛋白的 C 末端有一锌指结构，

E7 蛋白通过这一锌指结构形成二聚体。锌指结构

上有 p21GIP1
的结合位点，E7 蛋白 p21GIP1

结合，可

以消除 p21GIP1
活性，解除 p21 对 CDK 活性的抑制。

另外，E7 蛋白的这一锌指结构能与转录因子 E2F1
结合，激活那些对 E2F 有应答的启动子 (E2F 
responsible promoter) 活性。 E7 蛋白的 C 端能结合

BRCA1，阻止 BRCA1 对 hTERT 的抑制作用，从

而增强 hTERT 活性，促进细胞增殖
[26-28]

。CR3 功

能区同样是 E7 的重要部分，该区域可与多个染色

体修饰酶相互作用，例如组蛋白乙酰转移酶 (HAT)
和组蛋白去乙酰化酶 (HDAC)。CR3 区的锌指结构

发生突变，E7 蛋白将丧失永生化细胞的能力。E7
蛋白可以增加 HAT 的表达，并且显著增强 E2F 上

调 hTERT 启动子活性，促进细胞的增殖
[11]
。

3　HPV癌基因诱导永生化的分子机制(图3)

正常细胞的增殖能力有限，经过一定时间的增

殖后，细胞就会失去增殖能力、停止分裂，进入细

胞衰老状态 (replicate Senescence)。细胞衰老是指细

胞在外在的微环境变化和内在的特定基因表达与失

活等因素作用下，细胞脱离细胞周期并不可逆地丧

失增殖能力后进入的一种相对稳定的状态。正常细

胞每分裂一次，将染色体缩短 50~200 bp[17]
，随着

细胞不断复制，细胞端粒逐渐缩短，当端粒缩短到

一定长度时，细胞 DNA 损伤检查点 (DNA damage 
check point)就会检测到，并激活Rb通路和p53通路，

导致细胞周期停滞 (cell cycle arrest)、细胞进入衰老

状态。因此，细胞永生化需要克服三大障碍，一是

避免端粒缩短；二是灭活 Rb 通路；三是灭活 p53
通路。从目前最新研究进展看，HPV16 癌基因 E6
和 E7 编码蛋白主要通过灭活 p53 通路和 pRb 通路，

提高端粒酶表达和活性等，从而诱导细胞永生化。

3.1　p53蛋白

p53 蛋白是一个重要的抑癌基因，p53 参与细

胞周期的调控、凋亡、DNA 复制和修复。p53 基因

在细胞周期中具有重要的调节作用，当细胞未完成

修复时，p53 蛋白可以使细胞停留在 G1 期，直到

DNA 完成修复，细胞才能进入 S 期。如果 DNA 损

伤不能得到有效修复，则 p53 可诱导细胞凋亡。多

种应激因素可诱导 p53 蛋白的表达增高，导致细胞

周期发生不可逆阻滞，细胞发生衰老
[30]
。p53 主要

通过激活细胞周期蛋白激酶抑制因子 p21 来抑制激

酶 CDK2 的活性，从而阻断细胞周期的进程。E6
蛋白与 E6-AP 的复合物可降解 p53 蛋白，破坏 p53
蛋白的细胞周期调控机制，阻止细胞进入 DNA 损

伤应答途径，使细胞进入 S 期，促进细胞增殖和永

生化
[31-32]

。E6 还可以与其他一些细胞周期蛋白直

接形成复合物，导致细胞异常，促进细胞增殖，延

长细胞寿命。E6 可以结合的细胞周期蛋白有细胞

周期素 (cyclin A、cyclin E 等 )，细胞周期蛋白依赖

激酶 (cyclin-dependent kinases, CDKs (CDK2、CDK4
等 ) 和细胞周期蛋白依赖激酶抑制蛋白 (cyclin-
dependent kinase inhibitory proteins, CKI)(p27、p21、
p16) 和转录因子 E2F 等。

3.2　pRb蛋白

pRb 是袋状蛋白家族的一员，是重要的细胞周

期调控因子。细胞周期依赖于 CDKs 和 cyclin 的调

控，CDKs 只有结合 cyclins 后才具有激酶活性。转

录因子 E2F 是细胞增殖所必需的，在细胞 G1/S 转

换以及 DNA 复制的作用至关重要。pRb 是 E2F 活

性的主要负调控因子，pRb 与 E2F 结合形成 Rb-
E2F 复合物，影响 cyclins 的表达和 CDKs 激酶的活

性，阻止细胞 G1/S 转换。E7 蛋白通过其 CR2 区的

LXCXE 结构域与 pRb 第 649-72 位氨基酸特异性的

结合，导致转录因子 E2F 释放，使细胞完成 G1/S
转换，细胞进入 S 期，促进细胞增殖。由于 p21 也

可通过 pRb 非依赖性方式抑制 E2F 活性，但 E7 能

与 p21 结合使 p21 失活，从而解除 p21 对 Cyclin E
和 Cyclin A 相关激酶 CDK2 的抑制，还能消除 p21
对增殖细胞核抗原 (proliferating cell nuclear antigen, 
PCNA) 依赖性 DNA 复制的抑制功能，从而弱化

p21 的双重抑制作用，进而激活 CDK2，促进细胞

增殖
[33]
。

3.3　端粒酶

端粒酶逆转录酶 (human telomerase reverse transcri-
ptase, hTERT) 基因是人端粒酶的限速成分，重要作

用是在染色体末端添加端粒重复序列，在细胞增殖

过程中，端粒的长度会随着增殖的次数增加而缩短。

端粒酶在维持细胞永生化中起到重要作用。E6 蛋

白可以通过多种途径激活端粒酶的表达和活性。

hTERT 核心启动子包含很多转录因子结合位点，包

括 E2F、NF-κB 和 Sp1 等，这些转录因子结合 hTERT
核心启动子能激活端粒酶活性

[34]
。体内和体外研
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究都证实，E6 蛋白能与 myc 形成复合物，结合于

hTERT 启动子，从而协同激活 hTERT 启动子，从

而增强 hTERT表达和活性
[35-36]

。在转录后水平发现，

E6 蛋白可直接结合有活性的端粒酶复合物和端粒，

激活端粒酶活性
[37-38]

；E6 蛋白还可通过增强 hTERT
启动子区组蛋白的乙酰化来，增强 hTERT 启动子

的活性。E6 蛋白在永生化细胞中最重要的作用就

是激活 TERT[39]
。TERT 基因启动子区 CpG 岛的低

甲基化可以促进 TERT 的表达，激活端粒酶，导致

细胞永生化。研究发现，E6 蛋白可以增强 TERT 基

因转录起始位点甲基化，促进 TERT 基因表达
[19]
。

由以上论述可见，E6 可从多个层面提高 hTERT 的

活性，从而促进细胞增殖。

E2F 调控 hTERT 基因的表达，由于 pRb 是

E2F 的主要负调控因子，E7 蛋白可以灭活 pRb，从

而释放 E2F，所以 E7 也可间接激活 hTERT 启动子

活性，从而提高端粒酶的表达和活性。另外，研究

发现，E7 蛋白在细胞中的持续表达可以维持永生

化细胞系端粒酶活性的稳定，并可以增强 E6 蛋白

的 hTERT 启动子直接激活的作用 ( 图 3)[40]
。

4　结语与展望

永生化细胞是人类研究细胞增殖、分化等的理

想体外模型，同时也是研究肿瘤发生、发展以及组

织工程的理想模型。人类目前有多种细胞永生化的

方法，但是不是每一种方法都可使一个特定的细胞

永生化。由于细胞来源动物、组织不同，其细胞的

增殖与分化的调控也不尽相同，因此，每类细胞的

永生化的分子机制不同，其永生化细胞的方法也不

同。未来有必要针对特定细胞的永生化开展研究，

阐明其永生化的分子机制，这对于基础研究、组织

工程以及肿瘤的研究具有重要意义。目前已建立多

种哺乳类细胞的不同永生化细胞，而鸟类，特别是

鸡的永生化细胞较少，理想的永生化细胞更少。由

于缺乏永生化细胞严重影响了鸟类细胞增殖、分化、

衰老等研究。鸟类由于独特的进化地位和经济价值

等，有必要建立鸟类 ( 鸡 ) 永生细胞研究。尽管也

有人尝试建立鸡的永生化细胞，但是结果都不尽人

意。目前尚无 HPV16 病毒 E6 和 E7 基因用于鸡细

胞永生化的研究报道，因此，未来可以尝试 HPV16
病毒 E6 和 E7 基因诱导鸡细胞的永生化研究。尽管

利用 HPV 癌基因已建立许多永生化细胞，对其分

子机制有一定的了解，但尚未完全清楚，除了导致

pRb、p53 通路灭活和端粒酶激活外，还应该其他

因素和信号通路参与细胞永生化过程。同样，在癌

症生物学方面的研究上，最重要的也是建立稳定的

具有原代肿瘤细胞特征的细胞系
[10]
。下一步的研究

需要从多个层面开展研究，特别需要关注表观遗传

因素的参与。相信随着研究深入，HPV 癌基因的诱

导细胞永生化的分子机制将最终得到阐明。
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