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第三附属医院病理科
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协作组
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摘
"

要"目的
"

人乳头瘤病毒"

TLY

#感染是宫颈上皮内瘤变及宫颈癌的主要致病原因$本文旨在探讨深圳市女性宫颈细胞

中
2(

种
TLY

感染的基因型分布情况$方法
"

从深圳市妇幼保健院体检中心的
2!")

例女性宫颈上皮细胞标本中提取
2(

种

TLY]G3

!采用基因扩增及基因芯片技术对其宫颈细胞中的
2(

种
TLY

基因型别进行检测!并对受检者的感染情况进行分析$

结果
"

2!")

例女性宫颈上皮细胞标本中检出
TLY

感染者
11*

例!总的
TLY

感染率为
2!'!#e

"

11*

&

2!")

#!其中单一型别的阳

性检出率为
!#'(2e

"

(2(

&

2!")

#'单一型别的感染中
TLY#2

型为
1/

例!其阳性检出率为
2'2(e

"

1/

&

2!")

#!其次是
TLY1(

和

#N

型均为
(N

例!其阳性检出率均为
!'N"e

"

(N

&

2!")

#!是单一型别感染中最主要的型别$混合型
TLY

感染
!2(

例!其阳性检出

率为
#'N(e

"

!2(

&

2!")

#'其中
TLY!*^1(

%

TLY!*^#N

型各
#

例!均占混合型感染的
1'"/e

"

#

&

!2(

#!其次是
TLY1(^#2

%

TLY1(̂ #*

%

TLY1(̂ **

型的二重感染各
(

例!均占混合型感染的
2'11e

"

(

&

!2(

#!是混合型感染的主要型别$结论
"

TLY1(

%

TLY#2

%

TLY#N

单一型别及
TLY!*̂ 1(

和
TLY!*̂ #N

型是感染深圳市女性宫颈细胞的主要基因型别!基因芯片检测技术可应

用于宫颈细胞标本!一次可检测
2(

种
TLY

基因型别!特异性强!敏感性高!对中国女性宫颈
TLY

感染基因型的分子流行病学的

调查研究具有重要的意义$
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宫颈癌是威胁女性健康的第二大恶性肿瘤#全世界每年新

增宫颈癌患者约
#"

万(中国每年新增宫颈癌患者超过
!(

万#

死亡约
#

万(因此#早期发现'早期诊断'早期治疗是降低宫颈

癌死亡率的关键(

TLY

感染是宫颈癌的主要致病因素)

!0#

*

#

TLY

检测可捕获早期宫颈癌#也是近年来国际医学界公认的

一种快速'有效的检测方法#可使宫颈癌早期检出率超过

)"e

)

*0N

*

(但是#将
TLY

检测应用到中国妇女的宫颈癌早期

筛查#目前还缺少基础数据#其中包括中国一般人群中
TLY

感染基因谱的分布状况(由于
TLY

感染存在着地域和种族

的差异性#而且中国地域辽阔#应该在每个省'市'自治区建立

一个
TLY

感染型别的基因数据库(目前#国际上已经认定的

高危型
TLY

是否在中国具有类似的致癌性#不同类型的

TLY

在中国人群中病毒载量的阈值等问题都需要逐一解决(

此外#尽管目前许多国家已开始使用疫苗来防治宫颈癌#但是

这项工作在中国还难以做到#这需要弄清全国各省'市'自治区

TLY

感染基因谱后才能确定应用哪种疫苗(现阶段#对中国

宫颈癌'癌前病变及自然女性人群进行
TLY

感染基因谱分布

规律的大样本'多中心的分子流行病学研究是
!

项非常紧迫且

重要的任务(

?

"

资料与方法

?'?

"

一般资料
"

收集
2"!"

年
!

月至
2"!!

年
!2

月深圳市妇

幼保健院体检中心的
2!")

例女性的宫颈上皮细胞标本&年龄

+

21#!

+

国际检验医学杂志
2"!2

年
/

月第
((

卷第
!(

期
"
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2"

#

/"

岁#平均
(/'22

岁(将其分成
/

组#并进行
TLY

感染

率比较#其中年龄
2"

#$

("

岁
#22

例#

%

("

#$

(#

岁
(N#

例#

%

(#

#$

1"

岁
()#

例#

%

1"

#$

1#

岁
(##

例#

%

1#

#$

#"

岁

221

例#

%

#"

#$

*"

岁
!N)

例#

%

*"

#$

/"

岁
()

例(由
2

位经

验丰富的技术人员按照说明书规范操作(

?'@

"

仪器与试剂
"

TLY

基因分型检测试剂盒由深圳亚能生

物技术有限公司提供&基因扩增仪为新加坡生产的
c7.73?

:

L$S-

>

-@7?21""

型&分子杂交仪为江苏省兴化市分析仪器厂

生产的
%PP0(

型(

?'A

"

方法

?'A'?

"

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
1

#

#

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#做好标志#保持采集管直

立#放入
f2"U

冰箱保存待测(

?'A'@

"

]G3

的提取
"

将宫颈刷头充分漂洗后#把洗脱液全部

转移至
!'#?X

的离心管中#

!("""B

"

?,.

离心
!"?,.

后#弃

去上清液#保留管底的细胞(随后加入裂解液
#"

"

X

#充分振

荡混匀#在金属浴中加热
!""U!"?,.

#立即
!("""B

"

?,.

离

心
!"?,.

后#取中间层
]G3

溶液待用(

?'A'A

"

L$S

扩增
"

将
L$S

反应管$

2"

"

X

%

("""B

"

?,.

离心
1

-

后依次编号#分别加入
2

"

X

矿物油和已提取的
]G3

样品'

空白对照'阳性对照各
#

"

X

#反应体系总体积
2/

"

X

#

("""B

"

?,.

离心
1-

#上机扩增(扩增条件为
#"U !#?,.

&

)#U !"

?,.

&

)1U("-

&

12U)"-

&

/2U("-

&共
1"

个循环#

/2U#

?,.

(

?'A'C

"

杂交'孵育和显色
"

取
!#?X

离心管#放入标有样本

编号的膜条#加入
#

#

*?X3

液$

2VOO$

#

"'!eO]O

%及所有

2/?XL$S

产物#拧紧管盖#将离心管放入沸水浴中变性
!"

?,.

$确保
3

液液面完全位于沸水浴液面之下%#取出并立即放

入
#!U

杂交箱内杂交
!'#;

#同时取
#"?X

离心管#加入
#"

?XH

液$

"'#VOO$

#

"'!eO]O

%于杂交箱预热(取出膜条#转

移至已预热的
H

液中#

#!U

轻摇洗涤
#?,.

#将膜条转移至孵

育液$

3

液
\LQ]i2"""\!

#

1

张膜可用
*

"

XLQ]

配制成
!2

?X

孵育液%中室温孵育
("?,.

#弃去孵育液#用
3

液室温轻摇

洗涤
2

次#每次
#?,.

#再用
$

液$

"'!?59

"

X

柠檬酸钠%轻摇洗

涤
2?,.

&显色液$

$

液
!)?X

#

4MH!?X

#

("eT

2

Q

2

2

"

X

%中

显色至少
("?,.

&转移至去离子水中浸泡即可观察结果(按试

剂盒说明书进行结果的判定(

@

"

结
""

果

2!")

例女性宫颈上皮细胞标本中
2(

种
TLY

基因分型

检测出
2(

种
TLY

基因型别#

TLY

阳性感染者
11*

例#阴性者

!**(

例#总的
TLY

感染率为
2!'!#e

$

11*

"

2!")

%#其中单一

型别的阳性检出率为
!#'(2e

$

(2(

"

2!")

%&单一型别的感染中

TLY#2

型为
1/

例#其阳性检出率为
2'2(e

$

1/

"

2!")

%#其次

TLY1(

和
TLY#N

型均为
(N

例#其阳性检出率均为
!'N"e

$

(N

"

2!")

%#是单一感染最主要的型别(混合型
TLY

感染

!2(

例#其阳性检出率为
#'N(e

$

!2(

"

2!")

%#其中
TLY!*^

1(

'

TLY!*̂ #N

型各
#

例#均占混合型感染的
1'"/e

$

#

"

!2(

%#

其次是
TLY1(̂ #2

'

TLY1(̂ #*

'

TLY1(^**

型的二重感染

各
(

例#均占混合型感染的
2'11e

$

(

"

!2(

%#是混合型感染的

主要型别(

A

"

讨
""

论

TLY

主要通过直接或间接接触污染物品或性传播方式感

染人类(现研究表明#几乎所有宫颈癌都与
TLY

感染相关#

TLY

是引起宫颈癌及其癌前病变的主要因素#

))'/e

的宫颈

癌患者都可检测到
TLY

的
]G3

#全球超过
2

"

(

的宫颈癌病例

是由高危型
TLY

引起的)

!0#

*

(分子流行病学调查显示#高危

型
TLY

导致宫颈癌的概率约为
!'""e

#而低危型
TLY

导致

宫颈癌的概率仅为
"'!"e

)

*

*

(现已发现
TLY

和乳头瘤病毒

有二百六十多种基因型#至今已鉴定出一百多种(目前#世界

卫生组织$

_TQ

%'国际癌症研究学会$

R3S$

%根据
TLY

致癌

危险性的高低将其分为低危型和高危型两大类#低危型!主要

引起低度宫颈上皮内瘤变和皮肤及外生殖器的外生性疣类病

变#其 病 毒 型 别 主 要 有
TLY*

'

TLY!!

'

TLY("

'

TLY12

'

TLY1(

'

TLY11

型等&高危型!除可引起外生殖器疣外#更重

要的是引起宫颈癌'高度宫颈上皮内瘤变及外生殖器癌#其病

毒型别主要有
TLY!*

'

TLY!N

'

TLY(!

'

TLY((

'

TLY(#

'

TLY()

'

TLY1#

'

TLY#!

'

TLY#2

'

TLY#*

'

TLY#N

'

TLY#)

'

TLY**

'

TLY*N

'

TLY/(

型等)

!0*

*

(本文采用基因扩增及基因

芯片检测技术#以
2(

种常见的
TLY

作为感染源#对
2!")

例

女性宫颈细胞标本进行基因检测#并对其感染基因谱分布情况

进行总结和分析(

本研究表明#

2!")

例女性宫颈上皮细胞标本中检测出
2(

种
TLY

基因型别#

TLY

阳性感染者
11*

例#阴性者
!**(

例#

总的
TLY

感染率为
2!'!#e

$

11*

"

2!")

%(以上结果表明!

$

!

%深圳市女性宫颈上皮细胞中既有单一型别的
TLY

感染#

也有混合型别的
TLY

感染#以单一型别感染为主#混合型别

感染为辅#单一型$

(2(

例%和混合型$

!2(

例%之比为
2'*(\!

#

尤其出现了其他地区罕见的五重'六重及七重感染#说明深圳

市女性单一型感染齐全#而且混合型感染呈现多型组合趋势#

特别是三重以上型别的感染比例比其他地区要高得多#值得深

入分析和研究($

2

%目前#中国还没有全国性的宫颈
TLY

感

染发生率的确切资料#部分区域性的研究表明#宫颈
TLY

感

染发生率在山西省为
!1'Ne

)

)

*

#台湾南部为
!)'(e

)

!"

*

#西藏

自治区为
)'!)e

)

!!

*

(本研究结果提示#深圳市妇女宫颈
TLY

感染率为
2!'!#e

#明显高于文献报道的中国其他地区(可能

因深圳市位于中国的南方#且温暖潮湿#人口密度较大#社会的

开放程度又比较高#特别适合
TLY

生长'繁殖和传播#从而导

致人群中女性
TLY

感染率偏高#值得持续关注和监测($

(

%

所有
11*

例
TLY

感染阳性的深圳市女性中有
(*2

例$除

TLY*

型
!N

例'

TLY!!

型
/

例'

TLY12

型
!/

例'

TLY1(

型

(N

例'

TLY11

型
!

例#

TLY*^1(

型'

TLY!!^1(

和
TLY!!

1̂1

型各
!

例外%#都伴有高危型
TLY

感染#其总感染率为

!/'!/e

$

(*2

"

2!")

%#高'低危之比为
1'(!\!

#而这些高危型

TLY

感染往往是宫颈癌前病变及宫颈癌的主要诱发因素(因

此#对所有伴有高危型
TLY

感染的女性进行其
TLY

感染型

别的追踪检测就显得非常必要#如果其成为持续性感染者#就

会成为
TLY

的传染源#而且宫颈癌前病变及宫颈癌发生的风

险将会大大增加#应引起医务工作者的高度重视($

1

%现研究

表明#女性生殖道中存在着一条
TLY

感染通道#由于宫颈处

于鳞腺上皮交界处#易损伤'糜烂且温暖潮湿#为
TLY

提供了

极佳的感染条件#这就决定了宫颈是该通道中
TLY

感染率最

+

(1#!
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高的部位#也就是最易感染部位($

#

%本研究
2!")

例女性中#

不同年龄段感染情况显示#深圳市女性宫颈细胞
TLY

感染存

在着两个高峰#一个在
("

岁以下呈现的小高峰#一个在大于

#"

#$

*"

岁年龄段呈现的大高峰(以往女性在
#"

'

*"

岁出现

两个宫颈癌患病高峰#现发现较多的
("

岁以下宫颈癌及其癌

前病变的患者(由于女性在
(#

岁以后开始进入宫颈癌的高发

期#本研究
TLY

感染率从
("

岁以下的
!N'#Ne

#到
*"

岁以上

的
2N'2!e

#其感染率呈现类似两个连接的,

O

-型曲线(即从

("

岁以下的小高点先下降#降至大于
("

#$

(#

岁最低点后曲

线逐渐攀升#大于
1"

#$

1#

岁曲线稍微降低#曲线又从大于

1#

#$

#"

岁一直上升#至大于
#"

#$

*"

岁曲线的最高点#

*"

岁以上曲线又开始稍下降(据流行病学调查发现#国内女性患

宫颈癌以
(*

#

#*

岁最为集中#但是近年来#中国宫颈癌也呈现

年轻化的趋势#而
1"

岁以上的女性多数为
TLY

的持续感染

者(从
TLY

感染率的曲线图来看#与宫颈癌的高发年龄段相

吻合(而
("

岁以下的
TLY

感染率为
!N'#Ne

#

(#

#

#)

岁

TLY

感染率呈不断攀升的曲线图#这与发病人群呈现低龄化

的趋势相吻合#比较合理地解释了中国宫颈癌发病以
(*

#

#*

岁的女性最为集中#且呈低龄化趋势的现象($

*

%由于不同致

病型别的
TLY

在不同的国家和地区以及各民族之间都存在

着一定的差异性#南京中医药大学第三附属医院病理科
TLY

协作组正在筹建宫颈及肛门区
TLY

感染的细胞和组织基因

数据库#这将为中国宫颈及肛门区
TLY

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重要的实验

依据#也为政府公共卫生政策的制定提供重要的数据资料(

$

/

%本研究单一
TLY

感染前
#

位的型别为
TLY#2

型
1/

例'

TLY1(

型
(N

例'

TLY#N

型
(N

例'

TLY!*

型
2)

例'

TLY#*

型
2(

例&二重感染前
#

位的型别为
TLY!*^1(

型
#

例'

TLY!*̂ #N

型
#

例'

TLY1(^#2

型
(

例'

TLY1(^#*

型
(

例'

TLY1(̂ **

型
(

例(这
!"

种型别是深圳市女性宫颈细胞

感染频率最高的类型#也是值得重点关注和监测的型别($

N

%

本研究
2!")

例深圳市女性宫颈上皮细胞标本中
2(

种
TLY

基因分型检测出
2(

种
TLY

基因型别#但
TLY11

'

TLY/(

'

MM1

'

TLYN(

型
1

种基因型检出率最低#说明这
1

型不是深

圳市女性宫颈感染较常见的型别#提示试剂生产厂商应扩大其

他相对常见的
TLY

型别#以满足宫颈癌前病变及宫颈癌筛检

的需要(

由于宫颈癌的患病对象都是女性#但是无论女性本身#还

是其另一半#都对宫颈癌的发病负有不可推卸的责任(性生活

过早'多个性伴侣一直被认为是宫颈癌高发的两大因素(只要

有性生活的女性#就可能存在患宫颈癌的风险(宫颈癌的

TLY

感染开始于男性#男性住酒店'洗桑拿'坐浴缸'裸睡#都

很容易感染
TLY

#再通过性生活把此病毒送入女性的阴道中#

使得
TLY

在宫颈,落地生根-(由于
TLY

可在两性之间互相

传播#所以#如果给男性接种
TLY

疫苗#预防的效果可能比只

给女性接种好#给男性接种
TLY

疫苗不仅可以防止他们今后

将病毒传染给伴侣#同时还可帮助其预防生殖器官和肛门部位

发生的癌变(随着人们对
TLY

致癌'致瘤机制日益深入的研

究#将有助于预防性和治疗性多价疫苗的成功开发和应用#此

类疫苗具有广阔的应用前景#并可逐渐减少宫颈癌及其他癌对

人类健康的威胁#而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#这将造福于广大的已婚女性)

!

#

1

#

!20!1
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