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　　摘　要：目的　比较肛门直肠常见病变组织中人乳头瘤病毒（ＨＰＶ）感染的基因型分布情况及其临床意义。方法　采用基因

扩增结合基因芯片技术对３０２例肛门直肠常见病变组织标本进行２３种 ＨＰＶ基因分型检测。结果　３０２例肛门直肠常见病变

ＨＰＶ总阳性率为４０．７３％（１２３／３０２），一重感染阳性率为２７．４８％（８３／３０２），多重感染阳性率为１３．２５％（４０／３０２），两性ＨＰＶ总阳

性率、一重和多重感染率比较差异无统计学意义（犘＞０．０５）。结论　基因扩增结合基因芯片检测技术可应用于肛门直肠组织

ＨＰＶ分型检测，对肛门直肠常见病变 ＨＰＶ感染的分子流行病学研究具有重要意义。
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　　人乳头瘤病毒（ｈｕｍａｎｐａｐｉｌｌｏｍａｖｉｒｕｓ，ＨＰＶ）主要分为高

危和低危型两大类［１４］，因高危型 ＨＰＶ感染与宫颈癌、肛周

癌、口腔癌等肿瘤的发生发展密切相关，随着 ＨＰＶ基因检测

设备及试剂的不断改进和优化，对其研究逐步深入。由于

ＨＰＶ在肛周癌发生发展中起着重要的作用，近年来，ＨＰＶ感

染与肛门直肠病变的关系已引起人们的广泛关注和重视。本

文采用基因扩增及基因芯片检测技术，以２３种常见的 ＨＰＶ

作为感染源，对３０２例肛门直肠组织进行 ＨＰＶ基因分型检

测，并对其感染基因谱分布情况进行比对研究。

１　资料和方法

１．１　一般资料　收集南京中医药大学第三附属医院全国肛肠

医疗中心２０１１年２月２０１３年２月的３０２例肛门直肠常见病

变的石蜡组织标本，男性１９７例，女性１０５例；年龄１０～７８岁，

平均４２．７９岁，其中，１０～１９岁１２例，２０～２９岁５３例，３０～３９

岁５７例，４０～４９岁８６例，５０～５９岁５１例，６０～６９岁３４例，

７０～７９岁９例。病理诊断由两位经验丰富的病理主治医师进

行阅片诊断，并复习其临床及病理资料。

１．２　仪器与试剂　ＨＰＶ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ＧｅｎｅＡｍｐ

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。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　取３０２例肛门直肠常见病变的石蜡组织

标本，每例石蜡组织标本先去除其病变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液和所有２７μＬＰＣＲ产物，拧紧

管盖，将离心管放入沸水浴中变性１０ｍｉｎ，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５０ｍＬＢ

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液轻

摇洗涤２ｍｉｎ；显色液中显色至少３０ｍｉｎ；转移至去离子水中

浸泡即可观察结果。

１．３．５　统计学分析　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。

２　结　　果

３０２例肛门直肠常见病变组织中检出 ＨＰＶ阳性感染者

１２３例，阴性者１７９例，总的 ＨＰＶ 感染率为４０．７３％（１２３／

３０２）。一 重 感 染 率 为 ２７．４８％ （８３／３０２），多 重 感 染 率 为

１３．２５％（４０／３０２），其中，一重感染８３例（６型２例、１１型１例、

１６型１２例、１８型４１例、３１型１１例、３３型７例、３５型３例、５２

型１例、５６型１例、５８型２例、５９型１例、８１型１例）；二重感

染１９例（１６＋１８型１例、１６＋３３型４例、１６＋５８型１例、１８＋

３１型５例、１８＋３３型２例、１８＋４３型１例、１８＋５６型１例、１８

＋８１型１例、３１＋３３型２例、３３＋４３型１例）；三重感染１０例

（１１＋１６＋３１型１例、１６＋１８＋３３型３例、１６＋３１＋３３型１例、

１８＋３１＋３３型４例、１８＋３３＋５２型１例）；四重感染５例（１１＋

１６＋１８＋３３型１例、１１＋１８＋３１＋３３型１例、１１＋１８＋３３＋４３

型１例、１６＋１８＋３１＋３３型２例）；五重感染５例（１１＋１６＋１８

＋３３＋４３型１例、１６＋１８＋３１＋３３＋４３型２例、１６＋１８＋３１＋

３３＋５８型１例、１６＋３１＋３３＋３５＋４３型１例），六重感染１例

（１６＋１８＋３１＋３３＋４３＋５８型１例）。３０２例男性和女性肛门

直肠常见病变 ＨＰＶ总感染阳性率、一重感染阳性率和多重感

染阳性率比较差异无统计学意义（χ
２ 为０．００～２．３５，犘＞

０．０５）。３０２例两性 ＨＰＶ总阳性人数、一重和多重感染人数及

百分比对比见表１，７种肛门直肠常见病变中 ＨＰＶ感染率之

间比较差异无统计学意义（χ
２ 为０．０１～４．１１，犘＞０．０５）见表

２，肛门直肠常见病变中１３种 ＨＰＶ感染基因型别出现频率见

表３。对多重感染者，各型别的阳性率重复计算。

表１　　３０２例男性和女性肛门直肠常见病变 ＨＰＶ

　　检测阳性结果比较［狀（％）］

性别 狀 总阳性数 一重人数 多重人数

男性 １９７ ７４（３７．５６） ５０（２５．３８） ２４（１２．１８）

女性 １０５ ４９（４６．６７） ３３（３１．４３） １６（１５．２４）

总计 ３０２ １２３（４０．７３） ８３（２７．４８） ４０（１３．２５）

表２　　３０２例肛门直肠常见病变７种不同病变中

　　　ＨＰＶ感染率的比较

病变种类 狀 阳性数 阴性数 阳性率（％）

肛瘘 ９１ ３４ ５７ ３７．３６

内痔 ２１ １２ ９ ５７．１４

肛乳头状瘤 １１ ６ ５ ５４．５５

外痔 ６０ ２５ ３５ ４１．６７

肛裂 １７ ８ ９ ４７．０６

混合痔 ７１ ２９ ４２ ４０．８５

肛周脓肿 ３１ ９ ２２ ２９．０３

总计 ３０２ １２３ １７９ ４０．７３

表３　　１３种 ＨＰＶ型别在肛门直肠常见病变中的

　　　　　感染分布情况

ＨＰＶ型别 阳性数（狀） 百分比（％）ＨＰＶ型别 阳性数（狀） 百分比（％）

１８ ７０ ３４．６５ ３５ ４ １．９８

３３ ３６ １７．８２ ６ ２ ０．９９

１６ ３２ １５．８４ ５２ ２ ０．９９

３１ ３２ １５．８４ ５６ ２ ０．９９

４３ ８ ３．９６ ８１ ２ ０．９９

１１ ６ ２．９７ ５９ １ ０．５０

５８ ５ ２．４８ 总计 ２０２ １００．００

３　讨　　论

ＨＰＶ是一类庞大且古老的病毒，现已发现 ＨＰＶ有２００

多个型别、亚型及变异体［５］。由于人们都把目光主要集中在女

性生殖道疾病的 ＨＰＶ研究上，迄今为止，直肠、肛管及肛门区

ＨＰＶ感染的专题研究非常少见，全世界尚无确切可靠的肛门

直肠 ＨＰＶ感染的分子流行病学的大样本的研究资料。目前

ＨＰＶ基因检测是捕获 ＨＰＶ感染的最好的方法，基因扩增结

合基因芯片检测技术是所有 ＨＰＶ基因检测方法中通量高可

分型的一项检测技术。至今为止，ＨＰＶ是人类癌瘤发病中惟

一可以完全确认的致瘤致癌病毒。现今的研究已经证实，肛周

癌与宫颈癌具有非常相似发病原因，都与 ＨＰＶ感染密切相

关［１，６７］。因此，弄清楚肛门直肠病变中 ＨＰＶ感染率及基因型

分布情况非常重要，这对肛周癌的防控具有非常深远的意义。

ＨＰＶ的传播途径一般分为直接和非直接性接触传染两大

传播途径。性接触部位微小的创伤就可促进感染，人类的３种

上皮（皮肤、黏膜、化生上皮）对 ＨＰＶ感染都敏感。当含有大

量 ＨＰＶ颗粒的脱落表层细胞或角蛋白碎片进入易感的上皮

裂隙中时，感染就可发生。研究表明，ＨＰＶ感染在健康人群及

性活跃的男女中是常见的，男女之间可通过性活动和皮肤或间

接接触，以至于相互传播而感染。ＨＰＶ感染与肛门直肠尖锐

湿疣、低高级别的上皮内瘤变和浸润性鳞状细胞癌的发生密

切相关［１，８］。

从本文的研究结果来看，３０２例肛门直肠常见病变组织中

２３种ＨＰＶ基因型检出了１３种型别（包括６、１１、１６、１８、３１、３３、

３５、４３、５２、５６、５８、５９、８１型）。提示：（１）３０２例肛门直肠常见病
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变中有单一型别的 ＨＰＶ感染，也有混合型别的 ＨＰＶ感染，以

一重感染为主，多重感染为辅，说明肛门直肠常见病变男女患

者中一重感染类型较丰富，而多重感染呈现出不断增加的趋

势，出现了较为少见的六重感染。（２）肛门直肠常见病变中一

重（８３例）和多重（４０例）感染之比为２．０８∶１，比国内一般女

性群体宫颈一重和多重 ＨＰＶ感染之比３∶１要低得多，这说

明肛门直肠常见病变中多重感染的增加超过了一重感染的增

加，ＨＰＶ感染多重化的趋势在不断上升。（３）肛门直肠常见病

变中一重感染前１２位依次为１８型（４１例），１６型（１２例），３１

型（１１例），３３型（７例）、３５型（３例），６和５８型（各２例）、１１

型、５２型、５６型、５９型和８１型（各１例），说明肛门直肠常见病

变中一重 ＨＰＶ 感染１８型是最优势型别，占一重感染的

４９．４０％（４１／８３），约半数。从各型别 ＨＰＶ感染出现频率来

看，前５位 ＨＰＶ型别分别是１８、３３、１６、３１、４３型，它们占总出

现频率的８８．１２％，因此，我国在研制疫苗时应考虑包括３１、３３

和４３型，这样就可保护８８．１２％肛门直肠常见病变的易感人

群，绝大多数患者可从中受益。（４）由于 ＨＰＶ的致病型别在

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，而

且 ＨＰＶ在一般人群中也存在着一个感染流行的平衡问题，也

就是说 ＨＰＶ 感染由高流行区域向低流行区域流动。这种

ＨＰＶ感染的差异性值得笔者对江苏省各地区肛门直肠常见病

变 ＨＰＶ感染率进行逐一对比研究，以弄清楚 ＨＰＶ在各地区

的感染率及其规律。以便为 ＨＰＶ流行趋势的预测、ＨＰＶ疫

苗及试剂的研发，甚至政府部门对公共卫生政策的决策提供数

据资料和参考。（５）因 ＨＰＶ感染诱发人体鳞状细胞上皮内瘤

变（ＳＩＬ）的病理组织学表现最常发生在肛管和宫颈管上皮的移

行区，即柱状上皮（腺上皮）和鳞状上皮交界处，肛管和宫颈管

都属于腔道系统，同时又具有温暖潮湿的环境、容易发生损伤

和破溃而感染 ＨＰＶ，这就给 ＨＰＶ感染提供了极佳的环境和

条件，这可能与这些部位具有共同的组织胚胎学起源有关。当

ＨＰＶ感染破损的皮肤黏膜时，大多数 ＨＰＶ感染是一过性的，

只有少数为持续性的，对持续性 ＨＰＶ感染者来说，一旦机体

免疫力下降或遇到协同的致瘤致癌因子时，潜伏的 ＨＰＶ被激

活，恢复活动，致瘤致癌［６，９］。（６）１２３例肛门直肠常见病变

ＨＰＶ感染患者中有１２０例（除６型２例，１１型１例外）都有或

伴有高危型 ＨＰＶ 型别，占受检者 ＨＰＶ 感染者的９７．５６％

（１２０／１２３），为绝大多数，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、肛门直肠

癌及外生殖器癌的重要诱因。因此，对肛门直肠开展 ＨＰＶ检

测，尤其是对高危型别 ＨＰＶ行追踪检测就显得非常必要。一

旦他（她）们成为持续性 ＨＰＶ感染者，就可成为 ＨＰＶ的重要

传染源。原则上一旦检测出持续性 ＨＰＶ感染者，就应对其行

ＨＰＶ管理和干预治疗。

本研究表明直肠、肛管及肛门区是又一个 ＨＰＶ高感染部

位（ＨＰＶ储存部位），ＨＰＶ感染很可能是直肠、肛管及肛门区

良、恶性肿瘤的致瘤致癌因子，同时也为开展直肠、肛管及肛门

区恶性肿瘤的病因学研究提供了新的思路和证据。由于 ＨＰＶ

可在两性之间互相传播，所以，有学者强调应该给男孩接种宫

颈癌疫苗，如果给男孩接种宫颈癌疫苗，预防的效果比只给女

孩接种还要好，这是因为男人在 ＨＰＶ传播上起到非常重要的

作用，因此，给男孩接种宫颈癌疫苗不仅可防止他们今后将其

病毒传染给性伴侣，同时还可帮助他们预防生殖器官和肛门直

肠等部位发生的癌变。通过给男孩和女孩接种宫颈癌疫苗，对

性活跃期的男女行 ＨＰＶ监控，对 ＨＰＶ持续性感染者给予及

时管理和治疗，并在性事时采用安全套等措施，这样就可以降

低两性的 ＨＰＶ感染率。如果政府将这些措施都能够落实到

位，ＨＰＶ感染相关的癌瘤将会逐渐减少，同时我们应该对肛门

直肠常见病变、癌前病变及癌组织进行 ＨＰＶ感染多中心大样

本的基因研究，以弄清 ＨＰＶ感染与此部位组织癌变的关系，

为肛门直肠恶性肿瘤的防治提供科学的依据［１，１０１２］。
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