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种人乳头瘤病毒"

/̀M

#感染的基因分布情况及其临床意义$方法
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采用基因

扩增芯片技术对
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例已婚女性的宫颈上皮细胞标本进行
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种
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基因型别的检测!并对受检者进行相关资料分析$

结果
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感染者
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#!其中单一型别的阳性检出率为
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#&单一型别的感染中
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型的混合型是感染的主要基因型别!基因扩增芯片检测技术可应用于宫颈细胞标本!一次

性可检测
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%感染是宫颈癌的主要致病因素'
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(

)现采用基因

扩增及基因芯片检测技术#对已婚女性宫颈细胞标本进行
"+

种常见的
/̀M

基因检测#以了解
/̀M

感染和基因型别分布

的情况#以便为了解
/̀M

流行趋势*

/̀M

与宫颈癌发生发展

关系及高危人群的筛查*宫颈癌的干预治疗*

/̀M

疫苗及试剂

的研发提供数据资料和参考)
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"

资料与方法

A8A

"

一般资料
"

收集
"*))

年
>

#

7

月该院体检的
)(""

例已

婚女性的宫颈上皮细胞标本#年龄
"+

#

4!

岁#平均年龄
>)8!>

岁#其中
"*

#

"7

岁
+>

例#

+*

#

+7

岁
4)7

例#

>*

#

>7

岁
)*("

例

$

>*

#

>>

岁
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例#

>4

#

>7

岁
>9(

例%#

4*

#
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岁
7(

例)

A8B

"

仪器与试剂
"

基因扩增仪为新加坡生产的
]&=&.%

G

/$-3

I

32&%">**

型&分子杂交仪为江苏省兴化市分析仪器厂

生产的
\ff1+

型&高速冷冻离心机为德国生产的
&
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&=F@CJ

49)*-

型&生物安全柜为江苏省苏州市安泰空气技术有限公司

生产的
R̀ $1)+**

&

."

型&青岛海尔有限公司生产的
Y"*X

冰箱等)

/̀M

基因分型检测试剂盒#由亚能生物技术$深圳%

有限公司提供)显色液须新鲜配制#使用时按所需浓度加蒸馏

水配制)

A8C

"

方法

A8C8A

"

标本的采集及保存
"

采用窥阴器或阴道扩张器充分暴

露宫颈#用棉拭子擦去宫颈口过多的分泌物#将采样宫颈刷置

于宫颈口#顺时针旋转宫颈刷
>

#

4

圈#慢慢抽出#以获得足够

的宫颈上皮细胞标本#然后沿刷柄折痕处折断刷头#将宫颈刷

头部放入洗脱管中#旋紧洗脱管盖#做好标本标识#保持洗脱管

+
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+

国际检验医学杂志
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年
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月第
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卷第
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期
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直立#放入
Y"*X

冰箱保存待测)

A8C8B

"

TU.

的提取
"

将宫颈刷头充分漂洗后#把洗脱液全部

移至
)84%N

的离心管中#

)+***C

"

%<=

离心
)*%<=

后#弃去

上清液#保留管底的细胞)随后加入裂解液
4*

$

N

#充分振荡

混匀#在金属浴中
)**X

加热
)*%<=

#立即
)+***C

"

%<=

离心

)*%<=

后#取中间层
TU.

溶液待用)

A8C8C

"

/$-

扩增
"

将
/$-

反应管$

"*

$

N

%

+***C

"

%<=

离心

>3

后依次编号#分别加入
"

$

N

矿物油和已提取的
TU.

样品*

空白对照或阳性对照各
4

$

N

#反应体系总体积
"(

$

N

#

+***C

"

%<=

离心
>3

#上机扩增)扩增条件为
4*X )4%<=

&

74X )*

%<=

&

7>X+*3

&

>"X7*3

&

("X+*3

&共
>*

个循环#

("X4

%<=

)

A8C8D

"

杂交*孵育和显色
"

取
)4%N

离心管#放入标有样本

编号的膜条#加入
4

#

!%N.

液$

"V##$

#

*8):#T#

%及所有

"(

$

N/$-

产物#拧紧管盖#将离心管放入沸水浴中变性
)*

%<=

$确保
.

液液面完全位于沸水浴液面之下%#取出并立即放

入
4)X

杂交箱内杂交
)84H

)同时取
4*%N

离心管#加入
4*

%NR

液$

*84V##$

#

*8):#T#

%#于杂交箱预热)取出膜条#移

至已预热的
R

液中#

4)X

轻摇洗涤
4%<=

#将膜条移至孵育液

中室温孵育
+*%<=

#弃去孵育液#用
.

液室温轻摇洗涤
"

次#

每次
4%<=

#再用
$

液$

*8)%@E

"

N

柠檬酸钠%轻摇洗涤
"%<=

&

显色液$

$

液
)7%N

#

?,R)%N

#

+*:`

"

S

"

"

$

N

%中显色#至少

+*%<=

#最后移至去离子水中浸泡即可观察结果)
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"

统计学处理
"

应用统计软件包
#/##)+8*

对相关数据进

行统计学处理#率的比较采用
.

" 检验或确切概率法)

B

"

结
""

果

对
)(""

例宫颈上皮细胞标本进行
"+

种
/̀M

基因分型#

检出了
")

种
/̀M

基因型别$除
>>

型和
,,>

型外%#

/̀M

阳

性感染者
)(9

例#阴性者
)4>>

例#总的
/̀M

感染率为

)*8+>:

$

)(9

"

)(""

%#其中单一型别的阳性检出率为
9897:

$

)4+

"

)(""

%&单一型别的感染中
/̀M>+

型为
"(

例#阳性检出

率为
)84(:

$

"(

"

)(""

%#是最主要的感染型别#其次
/̀M49

型为
)9

例#阳性检出率为
)8*4:

$

)9

"

)(""

%&混合型
/̀M

感

染
"4

例#阳性检出率为
)8>4:

$

"4

"

)(""

%&其中
/̀M)!

型
c

g

型
(

例及
)!

型
c g

型
cg

型
"

例#占混合型感染的
+!8**:

$

7

"

"4

%#是混合型感染的主要型别#其次是
/̀M>+

型的
"

型

感染
!

例和
+

型感染
"

例#占混合型感染的
+"8**:

$

9

"

"4

%)

)4+

例单一的
/̀M

感染型别为
!

型
"

例*

))

型
"

例*

)!

型
)+

例*

)9

型
)*

例*

+)

型
4

例*

++

型
))

例*

+4

型
>

例*

+7

型
"

例*

>"

型
(

例*

>+

型
"(

例*

>4

型
"

例*

4)

型
+

例*

4"

型
))

例*

4+

型
(

例*

4!

型
7

例*
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型
)9

例*

47

型
+

例*

!!

型
(

例*

!9

型
(

例*

(+

型
+

例)

"4

例混合型感染者中#

")

例
"

种
/̀M

感染型

别为
))c!!

型
)

例*

)!c)9

型
)

例*

)!c++

型
+

例*

)!c>"

型

"

例*

)!c49

型
)

例*

)9c++

型
)

例*

)9c>+

型
"

例*

+)c>+

型

)

例*

++c>+

型
)

例*

+4c4)

型
)

例*

+4c(+

型
)

例*

>+c4"

型

)

例*

>+c9+

型
)

例*

>4c!!

型
)

例*

4"c4+

型
)

例*

4"c4!

型

)

例*

4+c!!

型
)

例)

>

例
+

种
/̀M

感染型别为
))c)!c!9

型
)

例*

))c++c49

型
)

例*

)!c+4c>+

型
)

例*

)9c++c>+

型
)

例)
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讨
""

论

宫颈癌是目前人类所有癌症中唯一病因明确的癌症#也是

第一个可防*可控*可干预治疗的癌症)现研究表明#

/̀M

病

毒感染是引起宫颈癌及其癌前病变的主要因素#

778(:

的宫颈

癌患者都可检测到
/̀MTU.

#全球超过
"

"

+

的宫颈癌病例是

由高危型
/̀M

病毒引起的'

)14

(

)分子流行病学调查显示#高

危型
/̀M

导致宫颈癌的概率约为
)8**:

#而低危型
/̀M

导

致宫颈癌的概率仅为
*8)*:

'

!

(

)早期诊断*早期治疗对预防

和治疗有着非常重要的意义'

(19

(

)

研究表明约
9*:

以上有性行为的女性在其一生的某个阶

段都曾感染过
/̀M

#但绝大多数的感染者在感染
/̀M

后
!

#

)"

个月内可自行消退#

)

年后
/̀M

持续感染率为
+*:

#

"

年

后仅为
7:

)只有
/̀M

持续性感染才是诱发宫颈上皮恶性转

化的最重要的危险因素'

7

(

)一项针对
/̀M

的流行病学调查

发现#

)+

个不同国家的
)4

#

(>

岁的女性中#

!8!:

的
/̀M

携

带者#其细胞学检查结果为正常)通过对
>4*>

例因
/̀M

感

染引起鳞状上皮非典型增生和鳞状上皮内低度病变的女性进

行随访#发现
77:

的
/̀M

感染者在
"

年内得以清除#而感染

持续超过
!

个月者易发生癌变'

)*1))

(

)

本研究表明!$

)

%本调查的宫颈上皮细胞中既有单一型别

的
/̀M

感染#也有混合型别的
/̀M

感染#以单一型别感染为

主)$

"

%单一型别的
/̀M

感染中#以
>+

型为主#其次为
49

型&

混合型别的感染中#以
/̀M)!

型
cg

型及
)!

型
cg

型
cg

型

为主#其次是
/̀M>+

型的
"

型和
+

型混合型感染)$

+

%所有

)(9

例
/̀M

感染的女性中有
)>*

例$除
!

型
"

例*

))

型
"

例*

>"

型
(

例*

>+

型
"(

例外%都伴有高危型
/̀M

感染#其总感染

率为
98)+:

$

)>*

"

)(""

%)$

>

%女性生殖道存在着一条
/̀M

感染通道#宫颈是其通道中
/̀M

感染最高的部位#也就是最

易感部位)$

4

%

)(""

例体检者中#

"7

岁以下的
+>

例#

/̀M

感

染率
))8((:

$

>

"

+>

%&

+*

#

+7

岁的
4)7

例#感染率
!87>:

$

+!

"

4)7

%&

>*

#

>7

岁的
)*("

例#感染率
))84(:

$

)">
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感染存

在着两个高峰#一个在
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岁以下#一个在
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岁以上)$
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%本调

查结果将为宫颈及肛门区
/̀M

感染的预防*治疗#疫苗和诊

断试剂的研发以及分子流行病学调查提供理论依据)$
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%位居

单一和混合感染前
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位的
/̀M

型别是必须重点关注和监测

的型别)$
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/̀M>>

型和
,,>

型这两型不是宫颈感染较常

见的型别)

目前通过宫颈
/̀M

基因检测*宫颈细胞学检查*阴道镜

检查及宫颈活组织检查等#已使发达国家及大城市女性宫颈癌

的发病率开始呈现下降的趋势)宫颈癌很可能会成为人类第

一个可进行有效预防的恶性肿瘤#这将需进一步深入研

究'
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本组调查佛山地区学龄前儿童的血液常规
4

项基本值的参

考范围与,全国临床检验操作规程-$

+

版%的参考值比较#本组

调查的
D̀

范围明显较低*

-R$

范围较高#其他项目都与其参考

范围差异不大)而,全国临床检验操作规程-$

+

版%未单独列出

儿童
$̀?

参考范围#本组调查的
$̀?

接近女性的参考范围)

总体而言#佛山地区学龄前儿童的
-R$

较小*色素低#这与地区

的地理气候条件#生活*饮食习惯都有一定关系)佛山位于低海

拔*低纬度的平原地区#气候温和#人体受外界环境的刺激较高

海拔*高纬度地区少)与倪林仙等'
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(调查的
)***

例昆明健康

儿童的参考值比较#相同年龄段的男*女性的
D̀

和
$̀?

的参

考值均低于昆明地区)可能是昆明地处高海拔#
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系统由于

缺氧代偿所致)另外#与沈亚娟等'
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(调查的济南市槐荫区
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例健康儿童的参考范围比较#
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计数与其相近#而
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和
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都显著低于其参考范围)说明各个地区都存在一定的差

异#各个地区需制定各自的参考范围)从各年龄段分析#

D̀

和

$̀?

都随年龄的增长而增加#且增加明显#各年龄段差异有统

计学意义$
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计数随年龄的增长而下降)这都与

其他地方的报道相符'
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正处于缓慢增加的

阶段#要约
)"

岁时才达到成人水平'

419

(

)该年龄段儿童由于男

性雄性激素水平较低#促进
-R$

造血作用不明显#至使男*女性

的差异无统计学意义$
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%)所以#在儿童期以前的参考范

围男*女性都是合并在一起的)在
4

#

岁年龄段后明显下降#这

一趋势符合从新生儿到成人逐渐下降'
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