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　　摘　要：目的　人乳头瘤病毒（ｈｕｍａｎｐａｐｉｌｌｏｍａｖｉｒｕｓ，ＨＰＶ）感染是宫颈上皮内瘤变及宫颈癌的主要致病因子。该文旨在探

讨宫颈腺癌中２３种人乳头瘤病毒感染的基因型分布情况及其临床意义。方法　从盐城及南京地区４７例宫颈腺癌及１００例正常

宫颈组织标本中提取２３种ＨＰＶＤＮＡ，采用基因扩增结合基因芯片技术对其宫颈腺癌及正常组织进行２３种ＨＰＶ基因型别的检

测，并对其受检者进行相关资料分析。结果　４７例宫颈腺癌标本中 ＨＰＶ阳性者４４例，感染率为９３．６％（４４／４７）；其中 ＨＰＶ１６

和（或）ＨＰＶ１８感染４０例，感染率为８５．１％（４０／４７）；单一型别 ＨＰＶ感染者１３例，感染率２７．７％（１３／４７），其中 ＨＰＶ１６型为７

例，占１４．９％（７／４７），是最主要的感染类型；混合型感染３１例，占６６％（３１／４７），其中 ＨＰＶ１６型＋１８型６例，占混合型感染的

１９．４％（６／３１），是混合型感染最主要的类型。结论　ＨＰＶ感染是宫颈腺癌发生的主要致病因素，ＨＰＶ１６和 ＨＰＶ１８感染是宫颈

腺癌中最常见的类型；基因扩增结合基因芯片检测技术是一种较为快速、可靠的适用于临床进行 ＨＰＶ分型检测诊断方法。
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　　宫颈癌在中国女性生殖道恶性肿瘤中居第一位，每年约有

２万至３万女性死于宫颈癌，严重威胁着妇女的健康。宫颈腺

癌仅占宫颈癌的５％左右，近年来报道宫颈腺癌的发病率有上

升趋势，从５％上升为１５．１％～１８．５％，甚至有高达２０％～

３０％的报道
［１３］。生物学研究表明，宫颈癌的发生与人乳头瘤

病毒（ＨＰＶ）感染密切相关
［３７］，后者是引起宫颈癌的明确致病

因子。本文应用基因扩增芯片技术对４７份宫颈腺癌组织进行

２３种 ＨＰＶ型别的检测，并对其进行分析，以探讨２３种 ＨＰＶ

型别在宫颈腺癌中的感染类型，为宫颈腺癌的预防、治疗提供

理论依据。

１　资料与方法

１．１　一般资料　本组病例选取盐城市第一人民医院病理科及

南京市中医院病理科２００４年１月至２０１２年６月间手术切除

的４７例宫颈腺癌常规石蜡组织标本，年龄２１～７６岁，平均年

龄为４９．４岁。另取１００例健康者宫颈常规石蜡组织标本作为

对照。病理切片均由２位以上高年资病理医师按 ＷＨＯ妇科

肿瘤的组织学分类标准进行复阅。

１．２　仪器与试剂　ＨＰＶ基因分型检测试剂盒由亚能生物技

术（深圳）有限公司提供；基因扩增仪为新加坡生产的 Ｇｅｎｅ

ＡｍｐＰＣＲＳｙｓｔｅｍ２４００型；分子杂交仪为江苏省兴化市分析

仪器厂生产的ＦＹＹ３型；高速冷冻离心机为德国生产的Ｅｐ

ｐｅｎｄｏｒｆ５８１０Ｒ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ＢＨＣ１３００ⅡＡ２型；青岛海尔有限公司生产

的－２０℃冰箱等。显色液须新鲜配制，使用时所需浓度加蒸

馏水配制。

１．３　方法

１．３．１　石蜡组织切片　先去除每例宫颈腺癌及宫颈正常组织

周边多余的石蜡，将其石蜡组织切成４μｍ厚的切片，切３～５

片石蜡组织即可。用专用的镊子轻轻夹取，放入小离心管中，

切第２例石蜡组织前，用次氯酸钠溶液擦刀片及镊子各３次。
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１．３．２　ＤＮＡ的提取　将切下的石蜡组织片放入１．５ｍＬ离

心管中，加入裂解液１５０μＬ，充分振荡混匀，在金属浴中加热

１００℃１０ｍｉｎ，立即１３０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ后，取中间层

ＤＮＡ溶液待用。

１．３．３　ＰＣＲ扩增　将ＰＣＲ反应管（２０μＬ）３０００ｒ／ｍｉｎ离心４ｓ

后依次编号，分别加入２μＬ矿物油和已提取的ＤＮＡ样品、空白

对照、阳性对照各５μＬ，反应体系总体积２７μＬ，３０００ｒ／ｍｉｎ离

心４ｓ，上机扩增。扩增条件为５０℃１５ｍｉｎ；９５℃１０ｍｉｎ；９４℃

３０ｓ；４２℃９０ｓ；７２℃３０ｓ；共４０个循环，７２℃５ｍｉｎ。

１．３．４　杂交、孵育和显色　取１５ｍＬ离心管，放入标有样本

编号的膜条，加入５～６ｍＬＡ液（２×ＳＳＣ，０．１％ＳＤＳ）及所有

２７μＬＰＣＲ产物，拧紧管盖，将离心管放入沸水浴中变性１０

ｍｉｎ（确保Ａ液液面完全位于沸水浴液面之下），取出并立即放

入５１℃杂交箱内杂交１．５ｈ，同时取５０ｍＬ离心管，加入５０

ｍＬＢ液（０．５×ＳＳＣ，０．１％ＳＤＳ），于杂交箱预热。取出膜条，转

移至已预热的Ｂ液中，５１℃轻摇洗涤５ｍｉｎ，将膜条转移至孵

育液（Ａ液：ＰＯＤ＝２０００∶１，４张膜可用６μＬＰＯＤ配制成１２

ｍＬ孵育液）中室温孵育３０ｍｉｎ，弃去孵育液，用Ａ液室温轻摇

洗涤２次，每次５ｍｉｎ，再用Ｃ液（０．１ｍｏｌ／Ｌ柠檬酸钠）轻摇洗

涤２ｍｉｎ；显色液（Ｃ液１９ｍＬ，ＴＭＢ１ｍＬ，３０％Ｈ２Ｏ２２μＬ）中

显色至少３０ｍｉｎ；转移至去离子水中浸泡即可观察结果。

１．４　统计学处理　以５０岁为界限进行年龄分组，应用统计软

件包Ｓｔａｔａ７．０对相关数据进行统计学处理，分类变量资料采

用χ
２ 和Ｆｉｓｈｅｒ确切概率分组进行检验，犘＜０．０５为差异有统

计学意义。

２　结　　果

２．１　结果判定　（１）实验后每张膜条在ＰＣ位点必须出现蓝

色显示信号；（２）阴性质控品除ＰＣ位点出现蓝色显色信号外

其余位点均不出现蓝色显色信号；（３）阳性质控品除ＰＣ位点

出现蓝色显色信号外，必须在相应 ＨＰＶ基因型位点上出现蓝

色显色信号；（４）每张膜条上除ＰＣ位点外有２３种 ＨＰＶ型别

（６、１１、４２、４３、４４、１６、１８、３１、３３、３５、３９、４５、５１、５２、５３、５６、５８、

５９、６６、６８、７３、８３、ＭＭ４型）的杂交显色位点，除ＰＣ位点显色

外，肉眼可观察２３种 ＨＰＶ型别位点上呈现蓝色小圆点为阳

性信号；（５）出现一个阳性信号为单一型别的感染，出现两个阳

性信号为双型别的混合感染，出现两个以上的阳性信号为多型

别的混合感染。

２．２　结果分析

２．２．１　ＨＰＶ总体感染情况　１００例正常宫颈组织中，２３种

ＨＰＶ基因分型检测阳性者为８例，阳性率为８．００％（８／１００）；

４７例宫颈腺癌患者中，２３种 ＨＰＶ基因分型检测阳性者４４

例，阴性者３例，阳性数占全部宫颈腺癌病例的９３．６２％（４４／

４７），与正常组织比较差异有显著性（犘＜０．０１），其中 ＨＰＶ１６

和（或）ＨＰＶ１８感染４０例，感染率为８５．１１％（４０／４７）；单一型

别 ＨＰＶ感染１３例，占全部腺癌病例的２７．６６％（１３／４７）；单一

型别感染中 ＨＰＶ１６型为７例，占１４．８９％（７／４７），是最主要的

感染类型；其次 ＨＰＶ１８型为３例，占全部宫颈腺癌病例的

６．３８％（３／４７）；混合感染３１例，占６５．９６％（３１／４７），其中

ＨＰＶ１６型＋１８型６例，占混合感染的１９．３６％（６／３１），是混合

型感染最主要的类型；其次是 ＨＰＶ１６型＋１８型＋３１型＋３３

型＋５８型３例，占混合感染的９．６８％（３／３１），ＨＰＶ１６型＋１８型

＋３１型＋３３型＋５２型３例，占混合感染的９．６８％（３／３１）。其

他型别的混合感染为１９例，占混合感染的６１．２９％（１９／３１）。

２．２．２　ＨＰＶ优势型别感染情况　在４４例 ＨＰＶ阳性感染患

者中，ＨＰＶ１６和 ＨＰＶ１８型为优势型别，感染 ＨＰＶ１６型（单一

或混合感染）的患者３４例，占全部宫颈腺癌病例的７２．３４％

（３４／４７），占全部阳性病例的７７．２７％（３４／４４）；感染 ＨＰＶ１８型

（单一或混合感染）的患者为２６例，占全部宫颈腺癌病例的

５５．３２％（２６／４７），占全部阳性病例的５９．０９％（２６／４４）。同时

感染 ＨＰＶ１６型和 ＨＰＶ１８型的患者２０例，占全部宫颈腺癌病

例的４２．５５％（２０／４７），占全部阳性病例的４５．４６％（２０／４４）。

２．２．３　ＨＰＶ总体感染情况与患者年龄的关系　在４７例宫颈

腺癌标本中，共检出ＨＰＶ感染阳性者４４例，其中小于５０岁者

２４例，大于或等于５０岁者２０例；在３例 ＨＰＶ感染阴性者中，

其中小于５０岁者１例，大于或等于５０岁者２例；在不同年龄

组中 ＨＰＶ感染阳性率差异无统计学意义（犘＝０．５９３）。

３　讨　　论

宫颈癌是妇科常见的恶性肿瘤。在中国其发病率仅次于

乳腺癌，全世界每年有２０多万妇女死于宫颈癌。由于宫颈癌

的发病人数逐年增加，近年来的研究显示，宫颈癌的发生与生

殖道的病毒感染密切相关。ＨＰＶ是宫颈部位最常见的感染病

毒，ＨＰＶ感染能够引起机体多种形式的损伤，宫颈感染 ＨＰＶ

后病毒ＤＮＡ能够同宫颈上皮细胞ＤＮＡ整合，激发自身的免

疫系统，对病毒进行清除，但同时也引发局部的上皮损伤，引起

宿主细胞的增殖异常［６］，发生不典型增生直至癌变。

宫颈腺癌仅占宫颈癌的５％左右。此癌通常发源于子宫

颈内膜的柱状上皮。肉眼观察，癌组织可突出于子宫颈外口，

晚期可呈菜花状。镜下为一般腺癌结构。宫颈腺癌的临床表

现与鳞状细胞癌基本相同，但其好发年龄较鳞状细胞癌年轻一

些。值得注意的是年轻妇女宫颈癌患者中腺癌比例相当高，其

中３５岁以下年轻妇女的发病率上升较显著。有文献报道３１

例２０岁以下的宫颈癌患者中７８％为宫颈腺癌
［２］。

目前发现的ＨＰＶ类型有２００多种，主要分为皮肤型和生殖

道黏膜型；根据致病性，可以分为低危型和高危型，可以感染多

种组织和器官。感染可以自然消退，也可以呈持续感染状态，甚

至引起细胞异型增生和肿瘤。ＨＰＶ分高危、中危、低危３种，其

中低危型包括ＨＰＶ６、１１、４２、４３、４４等型别，常引起外生殖器湿

疣等良性病变；高危型包括ＨＰＶ１６、１８、３１、３３、３５、３９、４５、５１、５２、

５６、５８、５９、６８等型别，与宫颈癌、宫颈上皮内高度病变及其他恶

性肿瘤的发生相关，尤其是ＨＰＶ１６和１８型
［５１０］。

来自Ｌｉ等
［１１］的研究报道，ＨＰＶ在宫颈腺癌中的阳性率为

７６．４％，ＨＰＶ在宫颈腺癌中的分布与年龄有关，在年轻女性中

ＨＰＶ的阳性率较高
［１２］。本研究中，４７例宫颈腺癌患者 ＨＰＶ总

阳性率为９３．６％（４４／４７），ＨＰＶ感染阳性率在不同年龄组中的

差异无统计学意义（犘＞０．０５），提示需要增加样本量，进一步研

究宫颈腺癌患者中ＨＰＶ阳性率与年龄的相关性。

目前，宫颈鳞状上皮细胞病变与 ＨＰＶ的关系已经明确，

随着宫颈腺癌发病率的增加，ＨＰＶ与子宫颈腺癌的关系也越

来越受到关注。本研究中，单一型的 ＨＰＶ感染占全部腺癌病

例的２７．７％（１３／４７），最主要的感染类型为 ＨＰＶ１６型，其次为

ＨＰＶ１８型；混合型别 ＨＰＶ 感染占全部腺癌病例的占６６％

（３１／４７），其中 ＨＰＶ１６型＋１８型是混合型感染最主要的类型，

占混合型感染的１９．４％（６／３１）。以上结果表明：宫颈腺癌患

者既有单一型别 ＨＰＶ感染，也有混合型别 ＨＰＶ感染；单一型

别 ＨＰＶ感染以 ＨＰＶ１６型为主，其次为 ＨＰＶ１８型；混合感染

以 ＨＰＶ１６型＋ＨＰＶ１８型为主，其次是 ＨＰＶ１６型＋１８型＋３１

型＋３３型＋５８型３例，占混合感染的９．７％（３／３１），ＨＰＶ１６型

＋１８型＋３１型＋３３型＋５２型３例，占混合感染的９．７％（３／

３１）。其他型别的混合感染为１９例，占混合感染的６１．３％（１９／

３１），４４例ＨＰＶ阳性感染患者中，感染ＨＰＶ１６（下转第３９７页）
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展抗菌药物临床应用专项整治有关［１４］。ＴＥＭ 型、ＳＨＶ型和

ＣＴＸＭ型ＥＳＢＬｓ在本地区均有存在，并且出现有些菌株同时

携带两种或两种以上耐药基因，进一步亚型分析尚需作进一步

的序列分析和鉴定。
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型（单一或混合感染）的患者占全部腺癌病例的７２．３％（３４／

４７），占全部阳性病例的７７．２％（３４／４４）；感染 ＨＰＶ１８型（单一

或混合感染）的患者占全部腺癌病例的５５．３％（２６／４７），占全部

阳性病例的５９．１％（２６／４４）。同时感染 ＨＰＶ１６型和 ＨＰＶ１８

型的患者占全部宫颈腺癌病例的４２．６％（２０／４７），占全部阳性

病例的４５．５％（２０／４４）。以上结果提示，ＨＰＶ１６型和 ＨＰＶ１８

型为宫颈腺癌患者感染优势型别，与宫颈癌的发生、发展密切

相关。

近几十年来宫颈腺癌的发病率不断升高，有人认为这是因

为宫颈脱落细胞学筛查的广泛开展，使得子宫颈鳞状细胞癌得

以早期发现和早期治疗，从而造成了宫颈腺癌的发病率相对升

高。但也有研究表明宫颈腺癌发病的绝对数量确实一直在不

断增加。本研究描述了 ＨＰＶ在４７例宫颈腺癌中的基因型别

分布，ＨＰＶ１６型和 ＨＰＶ１８型为优势型别。因此，研究者可以

通过基因芯片检测技术对宫颈疾病进行广泛筛查，对高危型阳

性患者进一步实施阴道镜检查以及必要的病理活检，从而有效

地预防和治疗宫颈癌患者。
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