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　　摘　要：目的　探讨肛门、直肠常见病变组织中人乳头状瘤病毒（ＨＰＶ）感染的情况。方法　采用基因扩增结合基因芯片技

术对５６６例肛门、直肠常见病变组织标本进行 ＨＰＶ基因分型检测。结果　５６６例肛门、直肠常见病变组织中，总 ＨＰＶ感染率为

３２．８６％（１８６／５６６）；男性总 ＨＰＶ感染率、一重感染率和多重感染率分别为３２．１４％（１１７／３６４）、２３．３５％（８５／３６４）及８．７９％（３２／

３６４），与女性［分别为３４．１６％（６９／２０２）、２４．７５％（５０／２０２）及９．４１％（１９／２０２）］比较，差异无统计学意义（犘＞０．０５），ＨＰＶ１８、１６、

３３、３１型是肛门、直肠常见病变中的主要型别。结论　肛门、直肠组织 ＨＰＶ基因分型检测对肛门、直肠 ＨＰＶ感染的分子流行病

学研究具有重要意义。
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　　人乳头状瘤病毒（ｈｕｍａｎｐａｐｉｌｌｏｍａｖｉｒｕｓ，ＨＰＶ）是一类古

老的病毒，现已发现其有２００多个型别、亚型及变异体
［１４］。由

于人们把目光主要集中在女性生殖道疾病的 ＨＰＶ研究上，目

前，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

样本研究资料。现研究证实，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
［１，５９］。本文采用基因扩增结

合基因芯片检测技术，以２３种常见的 ＨＰＶ作为感染源，对

５６６例肛门直肠常见病组织进行 ＨＰＶ基因分型检测，并对两

性中 ＨＰＶ感染基因谱的分布情况进行比对研究。

１　资料与方法

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月至２０１３年１０月的５６６例肛门、直肠常

见病变的石蜡组织标本，其中，男３６４例，女２０２例；年龄１０～

８４岁，平均４２．４０岁；１０～＜２０岁２１例（男１８例，女３例），

２０～＜３０岁１１０例（男６３例，女４７例），３０～＜４０岁１０９例

（男８１例，女２８例），４０～＜５０岁１５２例（男９４例，女５８例），

５０～＜６０岁９２例（男５４例，女３８例），６０～＜７０岁６５例（男

４１例，女２４例），７０～＜８０岁１７例（男１３例，女４例）。病理

诊断由２位经验丰富的病理主治医师阅片诊断，并复习其临床

及病理资料。

１．２　主要试剂与仪器　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；主要仪器：ＧｅｎｅＡｍｐ２４００型聚合

酶链反应（ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅｃｈａｉｎｒｅａｃｔｉｏｎ，ＰＣＲ）扩增仪（美国 ＡＢＩ

公司）、ＦＹＹ３型分子杂交仪（江苏省兴化市分析仪器厂）、Ｅｐ

ｐｅｎｄｏｒｆ５８１０Ｒ台式高速大容量冷冻离心机（德国 Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ

公司）及苏净安泰ＢＨＣ１３００ⅡＡ２生物安全柜（苏州安泰空气

技术有限公司）。

１．３　标本的采集　随机取５６６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
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蜡，将其石蜡组织切成４μｍ厚的切片３～５片。

１．４　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，取中间层ＤＮＡ

溶液待用。

１．５　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：５０℃１５ｍｉｎ，９５℃１０ｍｉｎ，

９４℃３０ｓ，４２℃９０ｓ，７２℃３０ｓ，共４０个循环；７２℃５ｍｉｎ。

１．６　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×柠檬酸钠缓冲液、０．１％十

二烷基硫酸钠）及所有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（０．５×柠檬

酸钠缓冲液、０．１％十二烷基硫酸钠），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（０．１ｍｏｌ／Ｌ柠檬酸钠）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。

１．７　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１３．０软件进行统计学分析，男

女各组 ＨＰＶ感染率及各 ＨＰＶ型别的比例采用 ＨＰＶ分型统

计软件（南京倍宁医疗器械有限公司）进行分析，计数资料用率

表示，率的比较采用χ
２ 检验或确切概率法，以α＝０．０５为检验

水准，以犘＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结　　果

５６６例肛门、直肠常见病变组织中检出 ＨＰＶ感染１８６例，

阴性３８０例，总 ＨＰＶ感染率为３２．８６％（１８６／５６６）；一重感染

１３５例（男８５例，女５０例），多重感染５１例（男３２例，女１９

例）；二重感染２７例（男１５例，女１２例）；三重感染１１例（男１１

例，女０例）；四重感染７例（男４例，女３例）；五重感染５例

（男２例，女３例）；六重感染１例（男０例，女１例）。男性总

ＨＰＶ感染率、一重感染率和多重感染率［分别为３２．１４％

（１１７／３６４）、２３．３５％ （８５／３６４）及８．７９％ （３２／３６４）］与女性［分

别为３４．１６％（６９／２０２）、２４．７５％ （５０／２０２）及９．４１％ （１９／

２０２）］比较，差异无统计学意义（犘＞０．０５）。两性７种肛门、直

肠常见病变中的 ＨＰＶ感染见表１，肛门、直肠常见病变中１８

种 ＨＰＶ感染基因型别出现频率见表２。

表１　　５６６例男、女性肛门、直肠常见７种不同病变

　　　　中 ＨＰＶ感染的比较

病变种类
女性

狀 阳性［狀（％）］

男性

狀 阳性［狀（％）］

肛瘘 ２３ ７（３．４７） １４８ ４７（１２．９１）

内痔 １３ ５（２．４８） ２４ １２（３．３０）

肛乳头状瘤 ２４ ６（２．９７） １０ ２（０．５５）

外痔 ６０ １８（８．９１） ４８ １８（４．９５）

肛裂 １４ ６（２．９７） １６ ４（１．１０）

混合痔 ５６ ２３（１１．３９） ７３ ２５（６．８７）

肛周脓肿 １２ ４（１．９８） ４５ ９（２．４７）

总计 ２０２ ６９（３４．１６） ３６４ １１７（３２．１４）

表２　　１８种 ＨＰＶ型别在男、女性肛门、直肠

　　常见病变中的感染分布情况

ＨＰＶ型别
女性

阳性次数（狀） 百分比（％）

男性

阳性次数（狀） 百分比（％）

１８ ４１ ３８．３２ ７０ ４０．２３

１６ １８ １６．８２ ３２ １８．３９

３３ １３ １２．１５ ２４ １３．７９

３１ １１ １０．２８ ２２ １２．６４

４３ ５ ４．６７ ３ １．７２

１１ ４ ３．７４ ４ ２．３０

５８ ３ ２．８０ ２ １．１５

８１ ２ １．８７ ３ １．７２

６ １ ０．９４ ３ １．７２

３５ ２ １．８７ ２ １．１５

５２ １ ０．９４ ２ １．１５

５３ １ ０．９４ ２ １．１５

５１ ０ ０．００ ２ １．１５

５６ ２ １．８７ ０ ０．００

５９ ０ ０．００ ２ １．１５

７３ ２ １．８７ ０ ０．００

４２ １ ０．９４ ０ ０．００

６８ ０ ０．００ １ ０．５８

　　：对多重感染者，各型别的阳性次数重复计算。

３　讨　　论

目前，ＨＰＶ已成为肿瘤病因学研究的热点，人类的许多

良、恶性肿瘤与 ＨＰＶ感染有着密切的关系，现全世界有５．５％

的癌症与 ＨＰＶ感染有关
［１，７，９］。随着人们对 ＨＰＶ研究的深

入，其型别的不断发现，人们逐渐认识到某些特定 ＨＰＶ型别

与某种疾病或人体某个特定部位的病变及病变性质有关，且不

同疾病可由某一种或多种 ＨＰＶ型别引起，某一种 ＨＰＶ型别

也可引起不同疾病。在 ＨＰＶ导致的良、恶性病变中，最常见

的是宫颈、肛门、生殖器和皮肤的病变［１，１０，１１］。因此，弄清肛

门、直肠常见病变中 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主要通过皮肤或黏膜接触传播，也可通过接触该病

毒污染的物品间接传播，由于离体 ＨＰＶ很难长期存活，与性

传播相比，间接传播途径只占少数，多数 ＨＰＶ 感染来源于

ＨＰＶ感染者。ＨＰＶ传播通常是在性交或肛交时经过生殖器

的接触而传播，有性生活的男女在数年里仍可以携带 ＨＰＶ，现

认为 ＨＰＶ感染相关病变为性传播疾病。由于 ＨＰＶ极易在性

伴侣间传播，大多数感染者并没有意识到他们已经感染了

ＨＰＶ或他们正将 ＨＰＶ传染给性伴侣
［１，１２１４］。因此，对有性生

活的男女开展宫颈外的 ＨＰＶ基因检测，对了解其他部位的

ＨＰＶ感染情况及该部位癌瘤的防控意义重大。

从研究显示，５６６例肛门、直肠常见病变组织中检出了１８

种 ＨＰＶ基因型别，提示：（１）两性肛门、直肠常见病变中一重

感染类型较丰富，而多重感染呈现出不断增加的趋势；（２）肛

门、直肠常见病变中虽然 ＨＰＶ多重感染呈现不断增加趋势，

但一重感染仍是 ＨＰＶ感染的主流；（３）两性肛门、直肠常见病

变中以高危型 ＨＰＶ感染为主，低危型 ＨＰＶ感染为辅，１８型

是最优势型别，两性出现频率都排位第一；（４）两性肛门、直肠

常见病变的 ＨＰＶ感染最主要的型别是１８、１６、３３、３１、１１、４３

（６、８１）和宫颈癌瘤中 ＨＰＶ感染最主要的型别相似；（５）因

ＨＰＶ感染诱发人体鳞状细胞上皮内瘤变和癌变的病理组织学

表现最常发生在肛管和宫颈管上皮的移行区，肛管和宫颈管一

·８０１１· 国际检验医学杂志２０１４年５月第３５卷第９期　ＩｎｔＪＬａｂＭｅｄ，Ｍａｙ２０１４，Ｖｏｌ．３５，Ｎｏ．９



样都有一个连接腺上皮和鳞状上皮的移行区，该区温暖潮湿、

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，这是该区容易感染 ＨＰＶ并发生癌变的主

因［１，１１１３］；（６）５６６例肛门、直肠常见病变中，ＨＰＶ感染者中有

１８６例有高危型 ＨＰＶ型别，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［１，７，１３］。因此，对肛门直肠开

展 ＨＰＶ分型检测，尤其是对高危型别 ＨＰＶ行追踪检测就显

得非常必要；（７）男女性 ＨＰＶ总感染率、一重感染率和多重感

染率的差异无统计学意义，提示 ＨＰＶ感染在两性肛门、直肠

常见病变人群中没有性别上的差异性。

肛门鳞状细胞癌是一种少见的恶性肿瘤，但是在感染了

ＨＩＶ的男性中已是第四大常见的恶性肿瘤。女性肛门癌比男

性更为常见。大多数情况下，肛门 ＨＰＶ感染是通过性传播实

现的，肛门肿瘤中 ＨＰＶ的高检出率是导致肛门癌的必要因

素。如何降低 ＨＰＶ在两性之间的传播，是逐渐减少 ＨＰＶ感

染相关癌瘤发生的关键，同时应对肛门、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［１，１２１５］。
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总之，ＮＨＬ检测在细菌感染的早期诊断、病程监测、用药

指导等方面都发挥着重要的作用。细菌培养及微生物敏感性

试验虽受检测条件的影响，其检出率较低，但二者仍是细菌感

染诊治的重要依据。ＨＮＬ联合细菌培养对于细菌感染的早期

确诊及治疗中抗菌药的合理选用具有积极作用。
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［１１］ＢｊｒｋｑｖｉｓｔＭ，ＫｌｌｍａｎＪ，ＦｊａｅｒｔｏｆｔＧ，ｅｔａｌ．Ｈｕｍａｎｎｅｕｔｒｏｐｈｉｌｌｉ

ｐｏｃａｌｉｎ：ｎｏｒｍａｌｌｅｖｅｌｓａｎｄｕｓｅａｓａｍａｒｋｅｒｆｏｒｉｎｖａｓｉｖｅｉｎｆｅｃｔｉｏｎｉｎ

ｔｈｅｎｅｗｂｏｒｎ［Ｊ］．ＡｃｔａＰａｅｄｉａｔｒ，２００４，９３（４）：５３４５３９．

［１２］李彦华，王士雯，杜文津．血清降钙素原及Ｃ反应蛋白在诊断老年

脓毒症中的应用［Ｊ］．中国综合临床，２００４，２０（１）：１２．

（收稿日期：２０１３１２２１）
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