
１９９６：３２０．
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［６］ 尹明，魏丽，李银平，等．环氧化酶在心血管疾病中的研究现状
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·经验交流·

１２０例高危ＨＰＶＥ６／Ｅ７ｍＲＮＡ检测结果分析

张凤芹，张清泉，侯素平，冀雪霞，张宪军，杜素果

（哈励逊国际和平医院病理科，河北衡水０５３０００）

　　摘　要：目的　分析高危人乳头瘤病毒（ＨＰＶ）Ｅ６／Ｅ７ｍＲＮＡ检测结果在宫颈病变的不同情况时的意义。方法　应用支链

ＤＮＡ技术检测宫颈脱落细胞和宫颈组织中的 ＨＰＶＥ６／Ｅ７ｍＲＮＡ。结果　细胞学异常组阳性率显著高于细胞学正常组（犘＜０．

０５）；宫颈癌前病变和宫颈癌之间阳性率比较，差异无统计学意义（犘＞０．０５）。结论　宫颈上皮的异常与高危 ＨＰＶＥ６／Ｅ７ｍＲＮＡ

的转录有关，在宫颈癌筛查中检测高危 ＨＰＶＥ６／Ｅ７ｍＲＮＡ的转录具有临床应用价值。

关键词：人乳头瘤病毒；　Ｅ６／Ｅ７ｍＲＮＡ；　宫颈病变；　支链ＤＮＡ技术
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　　宫颈癌是女性生殖道发病率和死亡率最高的恶性肿瘤，属

于感染性疾病，但可以预防、治疗甚至治愈。高危型人乳头瘤

病毒（ＨＰＶ）的癌基因Ｅ６／Ｅ７的表达必须通过Ｅ６／Ｅ７ｍＲＮＡ。

它们的表达会导致宿主细胞恶性转化。本研究旨在探讨 ＨＰＶ

Ｅ６／Ｅ７ｍＲＮＡ在宫颈病变中检测的意义。

１　资料与方法

１．１　标本来源　２０１１年１０月至２０１４年３月在哈励逊国际和

平医院、衡水市第二人民医院、衡水市第四人民医院就诊的患

者，年龄２１～６５岁，有性生活的妇女，共１２０例。

１．２　仪器与试剂　主要仪器包括电热恒温鼓风干燥箱、冷光

仪。高危 ＨＰＶＥ６／Ｅ７ｍＲＮＡ检测试剂盒为科蒂亚生物有限

公司产品。

１．３　方法　标本的采集与保存：（１）细胞标本的采集用细胞采

样器的中央刷毛部分轻轻的深插入子宫颈管内，按同一个时针

方向转动采样器５～８周后，将收集的细胞放入细胞保存液中。

（２）宫颈组织用蜡块包埋的组织，切片，脱蜡至水，用刀片刮下。

操作严格按试剂盒说明书进行。

２　结　　果

２．１　未确诊宫颈癌人群的检测结果分析　７９例未确诊宫颈

癌者的标本按细胞学检查结果分为细胞学结果正常组和细胞

学结果异常两组，两组间进行ＨＰＶＥ６／Ｅ７ｍＲＮＡ阳性率的比

较。５３例细胞学结果正常者的Ｅ６／Ｅ７ｍＲＮＡ阳性率为５１％

（２７／５３），２６例细胞学结果异常者Ｅ６／Ｅ７ｍＲＮＡ（ＨＰＶ）的阳

性率为８５％（２２／２６），两组阳性率进行比较，差异有统计学意

义（犘＜０．０５）。

２．２　对宫颈癌术后人群检测结果的分析　７例细胞学结果正

常者 ＨＰＶＥ６／Ｅ７ｍＲＮＡ阳性者５例，阳性率为７１％（５／７），１

例细胞学结果异常者Ｅ６／Ｅ７ｍＲＮＡ为阳性。由于例数太少无

法进行统计学分析。阳性拷贝值范围为１２１．７５０～３１５４５ｃｏｐ

ｉｅｓ／ｍＬ，应注意密切随访。

２．３　组织学标本的检测　一共对３４例组织学标本进行了检

测，根据组织学类型将标本分为两组：宫颈鳞状细胞癌组（１２

例）和癌前病变组（２２例）。２２例癌前病变组标本的 ＨＰＶＥ６／

Ｅ７ｍＲＮＡ检测的阳性率为９１％（２０／２２），宫颈鳞状细胞癌组

标本的 ＨＰＶＥ６／Ｅ７ｍＲＮＡ检测阳性率为１００％（１２／１２），两

组间的阳性率进行比较，差异无统计学意义（犘＞０．０５）。宫颈

癌前病变组 ＨＰＶＥ６／Ｅ７ｍＲＮＡ检测值的范围为３２．８７０～１１

２７４．４６０ｃｏｐｉｅｓ／ｍＬ，宫颈鳞状细胞癌组 ＨＰＶＥ６／Ｅ７ｍＲＮＡ

检测值的范围为１５５１６．４００～２４６４１０．８９０ｃｏｐｉｅｓ／ｍＬ。宫颈

鳞状细胞癌组标本的阳性拷贝值均值高于宫颈癌前病变组

标本。

３　讨　　论

９９．７％的宫颈癌合并 ＨＰＶ感染
［１］，行 ＨＰＶＥ６／Ｅ７ｍＲ

ＮＡ检测更能反映 ＨＰＶ感染的危害程度
［２］。ＨＰＶ感染后，其

ＤＮＡ能够整合到宿主细胞ＤＮＡ中，ＨＰＶＥ６、Ｅ７蛋白表达，

使抑癌蛋白Ｐ５３、Ｒｂ失活，最终会导致宫颈上皮细胞的恶性增

生［３５］。

通过对１２０例 ＨＰＶＥ６／Ｅ７ｍＲＮＡ检测结果分析发现高

危 ＨＰＶＥ６／Ｅ７ｍＲＮＡ的阳性率随细胞的异常而上升；ＣＩＮ者

的 ＨＰＶＥ６／Ｅ７ｍＲＮＡ阳性表达高达９１％；宫颈癌术后仍有

７１％的患者高危 ＨＰＶＥ６／Ｅ７ｍＲＮＡ为阳性。宫颈鳞状细胞

癌患者 ＨＰＶＥ６／Ｅ７ｍＲＮＡ阳性表达高达１００％且宫颈鳞状

细胞癌阳性拷贝值范围为１５５１６～２４６４１ｃｏｐｉｅｓ／ｍＬ，远高于

无鳞状上皮细胞内病变者的 ＨＰＶＥ６／Ｅ７ｍＲＮＡ阳性拷贝值

范围４０～２０６９ｃｏｐｉｅｓ／ｍＬ。

宫颈上皮的异常与高危 ＨＰＶＥ６／Ｅ７ｍＲＮＡ的转录有关，

在宫颈癌筛查中检测高危 ＨＰＶＥ６／Ｅ７ｍＲＮＡ的转录具有临

床应用价值。
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耐甲氧西林金黄色葡萄球菌基因分型的研究

王　玮

（天津南开医院核医学科，天津３００１００）

　　摘　要：目的　应用多重聚合酶链反应（ＰＣＲ）对临床分离的耐甲氧西林金黄色葡萄球菌（ＭｅｔｈｉｃｉｌｌｉｎｒｅｓｉｓｔａｎｔＳｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ

ａｕｒｅｕｓ，ＭＲＳＡ）的金黄色葡萄球菌染色体 ｍｅｃ基因盒（Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃａｌｃｈｒｏｍｏｓｏｍａｌｃａｓｓｅｔｔｅｍｅｃ，ＳＣＣｍｅｃ）基因型及亚型进行分

型。方法　收集该院２０１２年１～９月临床分离的３０株耐甲氧西林金黄色葡萄球菌，用多重ＰＣＲ检测 ＭＲＳＡ的ＳＣＣｍｅｃ的基因

型及亚型。结果　检出ＳＣＣｍｅｃⅠ型 菌株１株（３．３％），ＳＣＣｍｅｃⅠＡ型菌株１株（３．３％），ＳＣＣｍｅｃⅡ型菌株４株（１３．３％），ＳＣＣ

ｍｅｃⅢ型菌株２３株（７６．７％），ＳＣＣｍｅｃⅣ型菌株１株（３．３％）。结论　该院分离的 ＭＲＳＡ以携带ＳＣＣｍｅｃⅢ为主。多重ＰＣＲ可用

于临床实验室 ＭＲＳＡ的ＳＣＣｍｅｃ基因分型。

关键词：葡萄球菌，金黄色；　甲氧西林；　基因型；　抗药性，微生物
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　　现今引起社区及医院内感染的主要致病菌以耐甲氧西林

金黄色葡萄球菌（ＭＲＳＡ）为主。特别是院内感染的菌株病死

率极高，常常呈现多重耐药特点，已经成为抗感染治疗中存在

的严峻问题。目前的研究表明，金黄色葡萄球菌染色体 ｍｅｃ

基因盒（ＳＣＣｍｅｃ）作为一种新型的可移动元件是编码金黄色葡

萄球菌对甲氧西林耐药的 ｍｅｃ基因，它区别于转座子和噬菌

体。ＳＣＣｍｅｃ具有以下两种特点：（１）作为载体，使 ｍｅｃ基因在

葡萄球菌菌株之间水平传播；（２）可以整合除 ｍｅｃ基因以外的

许多耐药基因［１２］，至今已发现５种ＳＣＣｍｅｃ基因型及亚型，以

ＳＣＣｍｅｃⅠ、Ⅱ、Ⅲ和Ⅳ及亚型多见
［３］。本研究针对本院分离的

ＭＲＳＡ采用多重聚合酶链反应（ＰＣＲ）进行基因分型，为进一

步了解 ＭＲＳＡ的耐药性打下基础。

１　材料与方法

１．１　菌株来源　收集本院２０１２年１月至９月从临床各种标

本（尿、引流液、胸腔积液和分泌物）中分离的 ＭＲＳＡ３０株。

１．２　仪器与试剂　美国应用生物系统公司生产的 ＡＢ９７００

型ＰＣＲ仪、北京双恒电泳仪公司生产的ＪＹ６００电泳仪、北京君

意东方电泳设备有限公司生产的ＪＹ０４Ｓ３Ａ凝胶成像仪。９对

引物的设计参考文献［３］，由上海生工生物工程有限公司合成。

ｄＮＴＰ、蛋白酶Ｋ、ＭｇＣｌ２、１０×Ｂｕｆｆｅｒ、ＵＮＩＱ１０柱式细菌ＤＮＡ

抽提试剂盒由上海生工生物工程有限公司提供。

１．３　方法　采用 ＵＮＩＱ１０柱式细菌ＤＮＡ抽提试剂盒提取

ＤＮＡ模板（参考说明书）。所得基因组ＤＮＡ于－２０℃保存备

用。参照文献［３］，把９对引物放入同一反应体系建立多重

ＰＣＲ检 测 ＳＣＣｍｅｃ，反 应 条 件：ＰＣＲ 反 应 总 体 积 ５０μＬ，

ＭＥＣＡＰ４、ＭＥＣＡＰ７、ＩＳ４３１Ｐ４、ＤＣＳＦ２、ＤＣＳＲ１ 浓 度 为 ８００

ｎｍｏｌ／Ｌ，ＭＥＣＩＰ３、ＭＥＣＩＰ２、ｐＵＢ１１０Ｒ１、ｐＴ１８１Ｒ１、ＣＩＦ２Ｆ２、

ＣＩＦ２Ｒ２、ＲＩＦ５Ｆ１０、ＲＩＦ５Ｒ１３ 浓 度 为 ４００ｎｍｏｌ／Ｌ，ＲＩＦ４Ｆ３、

ＲＩＦ４Ｒ９、ＫＤＰＦ１、ＫＤＰＲ１浓度为２００ｎｍｏｌ／Ｌ，ＤＮＡ 模板５

μＬ，１０×ＰＣＲｂｕｆｆｅｒ５μＬ，镁离子２．５ｍｍｏｌ／Ｌ，ｄＮＴＰ（２００

μｍｏｌ／Ｌ）５μＬ，Ｔａｑ酶０．５μＬ，双蒸水补足５０μＬ。扩增条件：

９４℃初变性４ｍｉｎ；９４℃变性３０ｓ，退火温度５２℃，时间３０ｓ，

７２℃延伸６０ｓ，进行３０个循环；最后延伸４ｍｉｎ。在１．５％的

含溴乙锭的琼脂糖凝胶中将所生成的ＰＣＲ产物电泳，最后用

凝胶成像系统观察结果。

２　结　　果

根据凝胶成像图判定所有菌株基因型，与参考文献［３］进

行比对所得。本实验中３０株 ＭＲＳＡ中ＳＣＣｍｅｃⅠＡ型菌株１

株（３．３％），ＳＣＣｍｅｃⅠ型菌株１株（３．３％），ＳＣＣｍｅｃⅡ型菌株４

株（１３．３％），ＳＣＣｍｅｃⅢ型菌株２３株（７６．７％），ＳＣＣｍｅｃⅣ型菌

株１株（３．３％）。选取的清晰的凝胶成像图，见图１。

　　１、４：ＳＣＣｍｅｃⅢ型；２：ＳＣＣｍｅｃⅠ型；３：ＳＣＣｍｅｃⅡ型

图１　　多重ＰＣＲ检测ＳＣＣｍｅｃ电泳图

３　讨　　论

存在于ＳＣＣｍｅｃ上的插入序列ＩＳ４３１是形成 ＭＲＳＡ多重

耐药的原因，同时，ＳＣＣｍｅｃ基因型别的差异会造成其整合后

的耐药基因的差异［４］。在研究金黄色葡萄球菌获得 ｍｅｃ基因

和 ＭＲＳＡ菌株获得多重耐药的机制方面，ＳＣＣｍｅｃ基因分型方

法要优于其他的分型方法。ＳＣＣｍｅｃ基因分型结果的不同在

一定程度上也取决于 ＭＲＳＡ菌株来源背景不同。通过实验数
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