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男性尿道口细胞ＨＰＶ感染基因型分布的研究
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　　摘　要：目的　探讨男性尿道口细胞中人乳头瘤病毒（ＨＰＶ）不同基因型别的感染情况及其临床意义。方法　从３０４例男性

尿道口细胞标本中提取２３种ＨＰＶＤＮＡ，采用基因扩增结合基因芯片杂交技术对其进行ＨＰＶ基因检测，并对受检者行基因型别

的分析。结果　３０４例男性受检者中检出 ＨＰＶ感染者１１７例，总阳性率为３８．４９％（１１７／３０４）。其中单一型别的 ＨＰＶ感染者７５

例，占２４．６７％（７５／３０４），单一型别的感染中，ＨＰＶ６型感染者２６例，阳性率为３４．６７％（２６／７５），是单一型别最主要的感染类型，

其次分别为 ＨＰＶ１１型１０例、１６型７例、５８和８１型各６例、３３型５例，感染率分别为１３．３３％（１０／７５）、９．３３％（７／７５）、８．００％（６／

７５）、８．００％（６／７５）、６．６７％（５／７５）。多型 ＨＰＶ感染者４２例，占１３．８２％（４２／３０４），其中二重感染者３４例，占多型感染的８０．９５％

（３４／４２），三重感染者６例，占多型感染的１４．２９％（６／４２）。ＨＰＶ感染的年龄组分布比较差异无统计学意义（犘＞０．０５）。结论　

ＨＰＶ６型、１１型、１６型、５８型、８１型、３３型是男性尿道口细胞感染的主要基因型别，基因扩增结合基因芯片检测技术是一种比较

适合临床对男性进行 ＨＰＶ分型检测的敏感性高、特异性强的诊断方法，尤其适合开展男性尿道口细胞 ＨＰＶ感染的分子流行病

学的研究。
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　　目前，ＨＰＶ是人类癌瘤发病中惟一可以完全确认的致癌

致瘤病毒。ＨＰＶ感染与宫颈癌有着明确的关系，预防 ＨＰＶ

感染就可以预防宫颈癌，没有 ＨＰＶ感染就可以不罹患宫颈

癌［１］。女性又如何感染上 ＨＰＶ，从传染病的角度来看，宫颈癌

是一种“性传播性疾病”，也可以说是一种“传染病”。男性在

ＨＰＶ传播上负有主要的责任，也就是说，男性既是 ＨＰＶ的传

播者，也是 ＨＰＶ的播种者。男性在女性 ＨＰＶ感染过程中起

到了 ＨＰＶ传播的“载体”作用，或者说起到了“桥梁”作用，男

性可通过性传播方式把 ＨＰＶ传染给一个又一个与其有性生

活的女性［１６］。从这个意义上来说，对男性开展多中心、大样

本、多角度的 ＨＰＶ基因分型研究具有十分重要的意义。

１　资料与方法

１．１　一般资料　收集２０１０年１月至２０１３年１月南京中医药

大学附属第三医院和徐州市妇幼保健院男科的３０４例男性的

尿道口上皮细胞标本，男性受检者其配偶患生殖器尖锐湿疣或

女性性伴侣患有生殖器尖锐湿疣，年龄１８～６９岁，平均３２．６３

岁。其中２０岁以下的４例、２０～＜３０岁１２８例、３０～＜４０岁

９９例、４０～＜５０岁６５例、５０～＜６０岁５例、６０～＜７０岁３例。

由２位经验丰富的技术员按照说明书规范操作。

１．２　仪器与试剂　基因扩增仪为新加坡生产的 ＧｅｎｅＡｍｐ

·１３２２·国际检验医学杂志２０１３年９月第３４卷第１７期　ＩｎｔＪＬａｂＭｅｄ，Ｓｅｐｔｅｍｂｅｒ２０１３，Ｖｏｌ．３４，Ｎｏ．１７

 基金项目：南京市卫生局中医专项支助项目（２００９９２）。　作者简介：夏思钧，男，主治医师，主要从事 ＨＰＶ感染相关疾病研究。　△　通

讯作者，Ｅｍａｉｌ：ｄｙｃ７２０＠１６３．ｃｏｍ。



ＰＣＲｓｙｓｔｅｍ２４００型；分子杂交仪为江苏省兴化市分析仪器厂

生产的ＦＹＹ３型；高速冷冻离心机为德国生产的ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ

５８１０Ｒ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ＢＨＣ１３００ⅡＡ２型；青岛海尔有限公司生产的－２０℃

冰箱等。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。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　标本的采集及保存　检查者用戴有无菌手套的手指将

受检者尿道口充分撑开暴露，用一次性男性专用拭子置于尿道

口，顺时针旋转拭子４～５圈（稍加侧压力），以获得足够的尿道

口上皮细胞标本，缓慢抽出拭子，将其头部放入洗脱管中，旋紧

洗脱管盖，做好标本标识，保持采集管直立，放入－２０℃冰箱

保存待测。

１．３．２　ＤＮＡ的提取　将拭子头充分漂洗后，把洗脱液全部转

移至１．５ｍＬ的离心管中，１３０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ后，弃去

上清液，保留管底的细胞。随后加入裂解液５０μＬ，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４

ｓ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℃１０

ｍｉｎ；９４℃３０ｓ；４２℃９０ｓ；７２℃３０ｓ；共４０个循环，７２℃５

ｍｉｎ。

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×柠檬酸钠盐缓冲溶液，

０．１％十二烷基磺酸钠溶液）及所有２７μＬＰＣＲ产物，拧紧管

盖，将离心管放入沸水浴中变性１０ｍｉｎ（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１．５

ｈ，同时取５０ｍＬ离心管，加入５０ｍＬＢ液（０．５×柠檬酸钠盐

缓冲溶液，０．１％十二烷基磺酸钠溶液），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：链霉亲和素辣根过氧化物酶＝２０００∶１，４

张膜可用６μＬ链霉亲和素辣根过氧化物酶配制成１２ｍＬ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２

ｍｉｎ；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　应用统计软件包ＳＰＳＳ１３．０，对相关数据

进行统计学处理，率的比较采用χ
２ 检验或确切概率法，犘＜

０．０５为差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　结果分析　３０４例男性受检者尿道口上皮细胞标本中，

检出１１７例 ＨＰＶ 感染阳性者，总阳性率为３８．４９％（１１７／

３０４）。其中单一型别的 ＨＰＶ感染者７５例，占２４．６７％（７５／

３０４），单一型别的感染中，ＨＰＶ６型感染者２６例，阳性率为

３４．６７％（２６／７５），是单一型别最主要的感染类型。多重型别

ＨＰＶ感染者４２例，占１３．８２％（４２／３０４），其中二重感染者３４

例，占多重感染的８０．９５％（３４／４２），三重感染者６例，占多重

感染的１４．２９％（６／４２），四重感染者２例，占多重感染的

４．７６％（２／４２）。

２．２　ＨＰＶ 感染的年龄组分布　见表１。由于２０岁以下、

５０～＜６０岁、６０～＜７０岁组人数很少，不参与比较和统计学

分析。

表１　　３０４例男性尿道口细胞中 ＨＰＶ感染的

　　　　年龄组分布［狀（％）］

年龄分组 狀 阳性率 阴性率

２０岁以下组 ４ ２（５０．００） ２（５０．００）

２０～＜３０岁组 １２８ ５１（３９．８４） ７７（６０．１６）

３０～＜４０岁组 ９９ ３７（３７．３７） ６２（６２．６３）

４０～＜５０岁组 ６５ ２３（３５．３９） ４２（６４．６１）

５０～＜６０岁组 ５ ３（６０．００） ２（４０．００）

６０～＜７０岁组 ３ １（３３．３３） ２（６６．６７）

　　：犘＞０．０５，与２０～＜３０岁组比较。

３　讨　　论

ＨＰＶ是一类双链环状ＤＮＡ病毒，它们可引起人类皮肤

和黏膜的异常增生，并导致宿主组织疣性病变、乳头状瘤及癌

瘤性病变。因宫颈癌都是女性发病，但是无论女性本身，还是

男性，都对宫颈癌的发生负有不可推卸的责任。男女性生活过

早、性伴侣过多一直被认为是宫颈癌高发的两大高危因素。因

此，如何阻断 ＨＰＶ在两性之间的传播，尤其阻断男性在 ＨＰＶ

传播上的“桥梁”作用，意义深远［１，４，７］。本文采用高通量的基

因分型芯片检测技术对３０４例的男性尿道口细胞标本进行２３

种 ＨＰＶ基因分型的研究，并对其基因型别所占的比率作一比

较和分析。

本研究表明，３０４例男性尿道口上皮细胞中 ＨＰＶ阳性感

染者１１７例，阴性者１８７例，总的 ＨＰＶ 感染率为３８．４９％

（１１７／３０４）。提示：（１）本研究男性尿道上皮细胞中即有单一型

别的 ＨＰＶ感染，也有多重型别的 ＨＰＶ感染，以单一型感染为

主，多重感染为辅，单一型（７５例）和多重型别（４２例）之比为

１．７９∶１，超过女性宫颈一般人群 ＨＰＶ感染单一型和多型之

比３：１的比例，说明男性尿道上皮细胞中 ＨＰＶ单一型和多型

之比的比值差距在缩小。由于尖锐湿疣属于性传播性疾病，女

性感染了 ＨＰＶ可传染给男性，而男性 ＨＰＶ感染者的增加，又

会使得女性 ＨＰＶ感染率也随之增加，以致宫颈癌和癌前病变

的数量也呈现出上升的趋势。有研究表明 ＨＰＶ感染正呈现

出不断增加的态势［８］。（２）本研究表明男性尿道口是又一个

ＨＰＶ易感染部位（储存部位）。所有１１７例 ＨＰＶ阳性的男性

中除３９例一重感染、９例二重感染及１例三重感染外都伴有６

型或１１型 ＨＰＶ感染，其中７０例受检者有高危型别的 ＨＰＶ

感染（５９．８３％，７０／１１７），占感染者的半数以上，而高危型别的

ＨＰＶ感染往往是人类上皮性恶性肿瘤的重要诱发因素，也是

引发宫颈癌、肛门癌及外生殖器癌的重要诱因。因此，一旦男

性成为 ＨＰＶ感染者，就可成为 ＨＰＶ的重要传染源。原则上

女性一旦检测出 ＨＰＶ感染，就应该对女性的男伴进行 ＨＰＶ

检测，如男性也检出 ＨＰＶ，就应对其行 ＨＰＶ管理和干预治

疗。因为给男性治疗要比对女性治疗更方便易行，且男性在

ＨＰＶ传播中起到主动的作用，如能很好的解决男性 ＨＰＶ传

播问题，女性宫颈癌及 ＨＰＶ感染相关疾病的发病率都会自然

下降和减少，这是研究者今后要重点关注和研究的领域。（３）

由于高危持续性 ＨＰＶ感染是宫颈癌发病的主要因素。然而

女性的 ＨＰＶ感染又来自于何方，研究已发现男性在 ＨＰＶ传

播过程中起到非常重要的作用。因此，如何切断男性在 ＨＰＶ

传播过程中的作用是降低女性宫颈癌发病率和病死率的关

键［１，４５］。男性的 ＨＰＶ感染不解决，女性的 ＨＰＶ感染也解决

不了，女性宫颈癌也很难完全控制。如能打断男性这条 ＨＰＶ

传播链，这将对宫颈癌的防治起到事半功倍的作用。（４）本研

究单一型别的感染中，ＨＰＶ６型感染者２６例，阳性率为８．５５％

（２６／３０４），是单一型别最主要的感染类型，其次分别为 ＨＰＶ１１
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型１０例、１６型７例、５８型６例、８１型６例、３３型５例，感染率

分别为３．２９％（１０／３０４）、２．３０％（７／３０４）、１．９７％（６／３０４）、

１．６５％（５／３０４）。多重型别ＨＰＶ感染者４２例，占１３．８２％（４２／

３０４），其中二重感染者３４例，占多重感染的８０．９５％（３４／４２），

三重感染者６例，占多重感染的１４．２９％（６／４２），四重感染者２

例，占多重感染的４．７６％（２／４２）。提示男性尿道口细胞 ＨＰＶ

感染，单一型别以低危型 ＨＰＶ感染为主，而多重型别中高危

型 ＨＰＶ感染出现频率超过低危型别，且高危型多重 ＨＰＶ感

染呈现出上升的趋势。（５）本研究男性 ＨＰＶ感染出现频率前

６位的型别为 ＨＰＶ６型４７人次、ＨＰＶ１１型２２人次、ＨＰＶ１６

型１７人次、ＨＰＶ５８型１６人次、ＨＰＶ８１型１１人次、ＨＰＶ３１型

９人次，这６种 ＨＰＶ型别是男性患者尿道口细胞感染出现频

率最高的类型。由于高危型ＨＰＶ致癌力是低危型ＨＰＶ的１０

倍，因此，笔者在关注和监测低危型 ＨＰＶ的同时，更应该监控

ＨＰＶ１６型、５８型、３１型，尤其是我国在研发 ＨＰＶ疫苗时，要

充分考虑到 ＨＰＶ５８型和３１型在我国呈现出不断上升的流行

趋势，应覆盖 ＨＰＶ５８型和３１型。（６）据报道，ＨＰＶ单一型别

的感染可使宫颈癌的发病风险增加１９．９倍，而多重型别的

ＨＰＶ感染可使宫颈癌的发病风险增加３１．８倍
［６］。ＨＰＶ多重

型别的感染载量要高于单一型别的 ＨＰＶ感染，癌变相关风险

更大，是宫颈癌及其相关癌症发生的一个非常重要的危险因

素，且致病力也更强，病变发展更快，复发率更高，因此，ＨＰＶ

多重感染的资料对临床处理宫颈肿瘤性病变和制定有效的措

施来阻止 ＨＰＶ传播具有重要的意义
［７１０］。有研究者 ［１１］报道

妓女ＨＰＶ感染１４８例中７８例为２型以上的多重感染，表明多

重感染与性活动程度和性伴侣数量有关。本研究高危 ＨＰＶ１６

型（１０／７）、５８型（１０／６）、１８型（５／２）、６６型（３／１）其多重型别的

感染均超过单一型别的感染，值得重视和关注。一旦男性成为

ＨＰＶ携带者，他们就将成为 ＨＰＶ传播的重要传染源，并通过

性接触的方式感染不同的女性。提示临床和预防医学的医生

更应该加强对男性多重型别 ＨＰＶ感染者的管理、治疗和跟踪

检测工作。

由于 ＨＰＶ可在两性之间互相传播，如何阻断男性 ＨＰＶ

的传播链，尽可能减少 ＨＰＶ在两性之间的传播。通过给男孩

接种宫颈癌疫苗，对性活跃期的男性行 ＨＰＶ检测，对 ＨＰＶ阳

性的男性给予及时管理和治疗，并在性事时采用安全套等措

施，这样就可降低男性和女性的 ＨＰＶ感染率，宫颈癌及其他

癌的发病率也会随之下降。如一、二级预防措施都能够落实到

位，宫颈癌将会成为人类第一个可进行有效预防的恶性肿瘤，

肛周癌、口腔癌及阴茎癌也随之下降，这将造福于广大民

众［１，４，１１１４］。
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