
!论
!!

著!

徐州地区女性宫颈细胞中人乳头瘤病毒感染基因型的分析"

夏
!

林1

!龚培尧"

!耿建祥"

#

!王宏景"

!谭
!

进"

!肖
!

蔚"

!马文元"

!龙秀荣"

!赵
!

雪"

"

12

江苏省扬中市人民医院病理科!江苏杨中
"1""%%

%

"2

南京中医药大学第三附属

医院病理科'江苏省
R+_

协作组!江苏南京
"1%%%1

#

!!

摘
!

要"目的
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本文旨在探讨徐州地区女性宫颈细胞中人乳头瘤病毒"

R+_

#感染基因谱的分布情况及其临床意义$方法
!

从
0%1%

份徐州地区宫颈细胞标本中提取
"3

种
R+_TQ,

!使用聚合酶链式反应和反向点杂交相结合的基因芯片技术对宫颈细

胞
"3

种
R+_

型别进行测定!同时分析受检者的相关资料$结果
!

0%1%

例女性中有
10#"

例
R+_

感染者!总的
R+_

感染率为

"321"Y

!其阳性检出率一重型别为
1:21:Y

!一重中最主要感染型别是
R+_15

型为
$23#Y

!其次为
R+_#0

型
"21"Y

&

#"

型

120"Y

$阳性检出率多重
R+_

感染为
#245Y

%其中
15X#0

型&

15X#"

型&

11X15

型!分别占多重感染的
$2$%Y

&

"24$Y

和

"2#"Y

!是多重感染的主要型别$结论
!

一重
R+_15

&

#0

和
#"

型及多重
15X#0

&

15X#"

和
11X15

型是感染徐州地区女性宫颈

细胞的主要基因型!此基因芯片检测技术适用于宫颈细胞标本!一次可检测
"3

种
R+_

基因型!其特异性强!敏感性高!对我国女

性宫颈
R+_

感染基因型分布的分子流行病学调查研究具有重要的意义$

关键词"女性%

!

宫颈细胞%

!

人乳头瘤病毒%

!

基因分型%

!

基因芯片技术

!"#

!
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宫颈癌位居妇科恶性肿瘤的第一位#人乳头瘤病毒

$

R+_

%感染是关键和必要的致病因子(

1/3

)

'由于
R+_

感染存

在着种族和地域的差异性'因此#世界卫生组织建议各国应开

展多地区大样本
R+_

感染率及其基因谱分布的研究工作#尤

其是在尚未使用
R+_

疫苗的国家(

$

)

'由于我国地域辽阔#人

口和民族众多#弄清楚我国各地区*各民族
R+_

感染率及其

基因谱分布情况非常重要'这将为我国各地区*各民族女性宫

颈
R+_

感染的分子流行病学调查*

R+_

疫苗研发*宫颈
R+_

感染率和基因谱的比对研究提供极其宝贵的标杆和大样本数据

资料#也可为政府部门对公共卫生政策的决策提供重要的依据'

C

!

资料与方法

C2C

!

一般资料
!

收集
"%13

年
1

(

1%

月在徐州市妇幼保健院

妇科和体检中心就诊和体检的
0%1%

例行宫颈上皮细胞检测

的女性#年龄
10

(

0#

岁#平均年龄
352$4

岁#其中年龄
"%

岁以

下
#%

例#

"%

($

"#

岁
:04

例*

"#

($

3%

岁
1"#$

例*年龄
3%

(

$

3#

岁
1$#%

例*

3#

($

$%

岁
1$$0

例*年龄
$%

($

$#

岁

1$#:

例*

$#

($

#%

岁
4"0

例*年龄
#%

($

##

岁
330

例*

##

($

5%

岁
1$$

例*

5%

($

5#

岁
5:

例*

5#

岁以上
0#

例'操作员按说

明书规范操作'同时回顾分析其相关资料'

C2D

!

仪器与试剂
!

*=9=,M

'

+-)8

F

8>=M"$%%

型扩增仪购

置新加坡&

Pcc/3

型分子杂交仪由江苏兴化市分析仪器厂制

造&

=

''

=9J;DB#01%)

型高速冷冻离心机产于德国&

VR-/13%%

+

,"

型生物安全柜由苏州市安泰空气技术有限公司提供&

f"%]

冰箱是青岛海尔有限公司的产品等'深圳亚能生物技

+

"00

+

国际检验医学杂志
"%1#

年
$

月第
35

卷第
:

期
!

\9>U[@IW=J

!

,

'

D7G"%1#

!

_;G235

!

Q;2:

"

基金项目!南京市卫生局中医专项资助项目$

"%%4/4"

%'

!

作者简介!夏 林#男#副主任医师#主要从事临床人乳头瘤病毒研究'

!

#

!

通

讯作者#

N/M@7G

!

J

F

C:"%

%

1532C;M

'



术有限公司提供
R+_

基因分型检测试剂盒'使用的显色液

须按需要的浓度加蒸馏水即配即用'

C2E

!

方法

C2E2C

!

标本的收集及存放
!

使用窥阴器暴露宫颈#再除去宫

颈口的分泌物#将取样刷放置宫颈口#按顺时针方向转动刷子

$

(

#

圈#刷子抽出时要慢#抽出后在刷柄折痕处折断刷头#并

将其刷头丢入保存管中#旋紧管盖#对标本进行编号#将保存管

直立#存放于
f"%]

冰箱以备用'

C2E2D

!

TQ,

的提取 从
f"%]

冰箱中取出保存管#充分漂洗

刷头后#将保存液全部移至
12#M[

的小管中#吸去上清液#留

下管底的细胞'接着把
#%

&

[

裂解液加入小管中#在振荡器上

混匀后#放入
1%%]

的金属浴中
1%M79

#拿出后放入高速离心

机
13%%%D

"

M79

离心
1%M79

后#吸出
TQ,

溶液的中间层后

用'依据说明书开始
+-)

扩增#对扩增后的产物循序杂交*孵

育和显色'实验完成后#观察膜条上的显色点#作出判断'除

+-

位点外如看到一个显色圆点为一重感染#如观察到
"

个以

上的显色点为多重感染'

C2F

!

统计学处理
!

各年龄段
R+_

感染率及各
R+_

型别的

比例采用
R+_

分型统计软件$南京倍宁医疗器械有限公司提

供%进行分析#对分析出来的相关数据#应用
!+!!132%

统计软

件包进行统计学处理#计数资料以百分率表示#率的比较采用

'

" 检验或确切概率法'

D

!

结
!!

果

0%1%

例行宫颈上皮细胞检测的女性中检出
R+_

感染者

10#"

例#总的
R+_

感染率为
"321"Y

$

10#"

"

0%1%

%#其中一

重型别的阳性检出率为
1:21:Y

$

13:#

"

0%1%

%'一重型别的

感染中
R+_15

型为
3$0

例*

#0

型
1:%

例*

#"

型
1$5

例*

5

型

11"

例*

11

型
1%1

例*

#3

型
03

例*

33

型
50

例*

50

型
#0

例*

10

型
#"

例*

31

型
$4

例*

WW$

型
34

例*

34

型
30

例*

55

型
"$

例*

#4

型
"%

例*

$$

型
13

例*

#1

型
1"

例*

#5

型
11

例*

$#

型
1%

例*

:3

型
5

例*

$"

型
#

例*

03

型
#

例*

3#

型
$

例和
$3

型
1

例#其中

R+_15

型阳性检出率为
$23#Y

$

3$0

"

0%1%

%#是最主要的感

染型别#其次为
R+_#0

型
1:%

例和
#"

型
1$5

例#其阳性检出

率分别为
"21"Y

$

1:%

"

0%1%

%和
120"Y

$

1$5

"

0%1%

%'多重

R+_

感染
$::

例#其阳性检出率为
#245Y

$

$::

"

0%1%

%#多重

感染中
R+_

二型感染者
3:"

例*三型感染者
0"

例*四型感染

者
1#

例*五型感染者
#

例和六型感染者
3

例#其中
15X#0

型

"1

例*

15X#"

型
1$

例和
11X15

型
1"

例#分别占多重感染的

$2$%Y

$

"1

"

$::

%*

"24$Y

$

1$

"

$::

%和
"2#"Y

$

1"

"

$::

%#是多重

感染的主要型别'比较
11

组不同年龄段
R+_

感染情况#

"%

岁以下和
"%

($

"#

岁两组与各年龄组比较
'

" 值为
#2%#

(

1532$0

#其感染率差异有统计学意义$

G

$

%2%#

%#

"#

岁及以上

各年龄段比较
'

" 值为
%2%%

(

"214

#各组比较其感染率差异无

统计学意义$

G

%

%2%#

%'不同年龄组女性宫颈细胞
R+_

感染

情况$见表
1

%$见.国际检验医学杂志/网站主页,论文附件-%#

R+_

感染基因型别出现频率$见表
"

%$见.国际检验医学杂

志/网站主页,论文附件-%'

E

!

讨
!!

论

R+_

是一类小双链环状
TQ,

病毒#是诱发女性宫颈癌

及癌前病变的主因'

"%%:

年欧洲生殖系感染和肿瘤组织

$

NZ)O*\Q

%提出以检测
R+_

作为子宫颈癌筛查的第一步#

尤其是
3%

岁以上的女性 (

#

)

'由于我国幅员辽阔#人口众多#

经济文化卫生发展很不均衡#因此#要使得我国女性宫颈癌发

病率和病死率同步降低必须有赖于有效的早期筛查'本文使

用
+-)

和反向点杂交相结合的基因芯片检测技术#以
"3

种常

见的
R+_

作为感染源#对
0%1%

例徐州地区女性宫颈细胞标

本进行基因检测#并对其感染基因谱分布情况进行总结和

分析'

宫颈癌发病率的
0%Y

发生在发展中国家'高危型
R+_

持续感染是女性宫颈癌发病重要诱因#因此#弄清楚我国各地

女性宫颈
R+_

感染率*高危型分布情况以及确定持续高危型

R+_

感染者非常重要#因为只有持续性高危型
R+_

感染者

才可能发生宫颈瘤变和癌变#因此追踪检测持续性高危型

R+_

感染就显得尤其重要'从宫颈上皮内瘤变$

-\Q

%到原位

癌再到浸润性癌是一个连续发展的过程#大约需要
1%

年左右

的时间'如果能尽早检测出持续性高危型
R+_

感染者或早

期发现宫颈鳞状上皮内瘤变#同时采取干预治疗或采用得当的

治疗措施#就有阻止和阻断宫颈致瘤致癌因子及其癌变的可能

性#可见宫颈癌是一种可以预防和治愈的疾病(

5/0

)

'

本研究表明!$

1

%地处我国华东地区的徐州地区女性宫颈

上皮细胞中以一重型别感染为主#多重型别感染为辅#一重感

染前
#

位依次是
15

*

#0

*

#"

*

5

和
11

型#而多重感染前
#

位依次

是
15X#0

型*

15X#"

型*

11X15

型*

#"X#3

型$

11

例%和
5X#0

型$

1%

例%#这些型别都是徐州地区最主要的优势型别#除
10

型外#与亚洲地区
15

*

10

*

#"

和
#0

型
R+_

高检出率相一致'

因此#我国在研发
R+_

疫苗时#应该充分考虑到这些型别#以

提高其疫苗的覆盖面#最大限度地保护易感人群'$

"

%徐州地

区
0%1%

例一般女性人群中
R+_

总的感染率为
"321"Y

#表明

R+_

感染在徐州地区一般女性人群中呈中流行度#应进行更

大标本量流行病学的调查研究工作#以建立起徐州地区一般女

性
R+_

感染率以及优势型别的标杆#同时也要密切关注其动

态流行趋势的变化$流行度和基因谱的变化%'$

3

%目前#我国

宫颈癌发病率为
3

"

"%%%%

万#每年新发病例
13

万以上#占世

界新发病例的
1

"

$

以上#防控任务相当艰巨'由于宫颈癌的主

因是
R+_

感染#因此#了解我国女性一般群体中不同年龄组

中
R+_

感染的比例和优势型别对宫颈癌的防控意义非常重

大'本研究以
#

岁为一组分为
11

组来比较每组的
R+_

感染

率#

"%

岁以下组为
#%2%%Y

*

"%

($

"#

岁组为
3%2%$Y

*

"#

($

3%

岁组为
""24:Y

*

3%

($

3#

岁组为
"%25"Y

*

3#

($

$%

岁组

为
""2:4Y

*

$%

( $

$#

岁组为
""231Y

*

$#

( $

#%

岁组为

""24#Y

*

#%

($

##

岁组为
"%21"Y

*

##

( $

5%

岁组为
"%2

03Y

*

5%

($

5#

岁组为
"520:Y

*

5#

岁以上组为
""23#Y

'近

年来#我国宫颈癌发病趋势明显年轻化#且早期患者增多#发病

年龄多为
3#

(

#%

岁#平均发病年龄是
$$2:

岁#

5%

(

:%

岁又出

现一个高峰'宫颈癌患者年龄均值比
"%%%

年前年轻了
#

(

1%

岁'从本文
R+_

感染分组来看#

R+_

感染曲线在
3%

岁以下

组虽逐渐下降#但仍保持在较高的水平#符合宫颈癌瘤发病年

龄年轻化的趋势#

3%

($

3#

岁组感染曲线逐渐降低到较低点#

3#

($

#%

岁组感染曲线上升到较高水平近似水平前移#符合

宫颈癌在
3#

($

#%

岁聚集发病的现象#

#%

($

5%

岁组感染曲

线又回到较低的水平#

5%

岁及以上组感染曲线又上升到较高

的水平#与宫颈癌
5%

(

:%

岁又出现一个高峰相吻合'本研究

展现出的徐州地区女性各年龄段宫颈
R+_

感染曲线比较合

理的解释了我国当前宫颈癌的发病分布规律和年轻化的趋势'

$

$

%宫颈癌呈年轻化趋势的主要原因包括生活方式的改变以及

初次性生活的提前#宫颈癌早期患者比例明显增多#原因包括

城镇化进程加快*妇女防病意识的加强#筛查方法的不断改进'

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

+
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高危因素#这也是导致女性宫颈
R+_

感染率*持续性感染和

多重混合感染增加的关键所在'本研究
$#

岁以下$

"%

岁以下

除外%女性
R+_

感染率明显高于
$#

岁以上的女性#提示
R+_

高感染率与宫颈癌发病呈现年轻化的趋势密切相关'据统计#

没有保护措施与
R+_

阳性感染者有性接触史的人#平均
3

个

人中将有
"

个人在随后的几个月里会发生感染(

4

)

'一旦男性

或女性被查出
R+_

感染#除积极正确的治疗外#在行性事时

都应该使用避孕套#以便最大程度地降低
R+_

在两性之间的

传播'如何切断
R+_

在两性之间的传播#尤其切断男性在

R+_

传播上的,桥梁-作用#对宫颈癌的防控具有深远的意

义(

1%/1"

)

'因此#宫颈癌的预防不仅仅是女性的事#而是男性和

女性的共同责任'$

#

%从本研究前
#

位高危
15

*

#0

*

#"

*

#3

和
33

型
R+_

感染出现频率与年龄分布来看#

15

型在
3%

($

3#

岁

组最高*

#0

型在
3#

($

$%

岁组最高*

#"

型在
3%

($

3#

岁组最

高*

#3

型在
3#

($

$%

岁组最高*

33

型在
$%

($

$#

岁组最高#

这
#

种是致瘤致癌的主要优势型别#其感染频率在
3#

($

#%

岁之间均呈现出一个高位近似弧顶曲线#与宫颈癌此年龄发病

聚集性相一致#提示致癌的
R+_

高感染率与此年龄段宫颈癌

高发病率相吻合'但
15

型和
#"

型感染高峰稍提前一个年龄

段#而
33

型则后移一个年龄段#这种差异性还需要大标本的进

一步的研究'$

5

%由于
R+_

感染的存在#就预示着宫颈癌瘤

病变的存在#高危型
R+_

感染使得宫颈癌的相对危险性增加

"#%

倍#高危型
R+_

持续感染可使宫颈
-\Q

)

级持续并进

展(

13

)

'妇科医师应该根据
R+_

分型检测的结果来判断女性

R+_

感染情况#并采取针对性的干预治疗措施'对
3%

岁以上

的妇女#即使细胞学检查正常#如
R+_15

*

10

型持续性阳性#

尤其是多重高危型
R+_

感染#应建议行阴道镜检查'如女性

患者被确诊为
-\Q

后#若为低危型
R+_

感染可给予密切随

访&若为高危型持续性
R+_

感染#对
-\Q

+

级以上病变均应

立即干预治疗'$

:

%目前全球已有
1%%

多个国家获准使用宫颈

癌预防性疫苗#主要为二价疫苗$

R+_15

和
10

型%和四价疫苗

$

R+_5

*

11

*

15

*

10

型%#其疫苗对宫颈癌瘤具有预防作用'根

据
R+_

属种分类原则#种内的型别之间有着共同的生物学和

病理学特征'

R+_15

型与
R+_31

*

33

*

3#

*

#"

*

#0

和
5:

型同属

第
4

种#

R+_10

型与
R+_34

*

$#

*

#4

*

50

和
:%

型同属第
:

种#

种内之间应该具有免疫保护性#四价疫苗对本文一般女性

R+_

感染者预防作用为
3"2%:Y

$

#4$

"

10#"

%#如把种内的型

别免疫保护性作用考虑在内#则这种预防作用为
0#2#3Y

$

1

#0$

"

10#"

%#对一般
R+_

感染女性人群保护覆盖面提高了

#32$5Y

'$

0

%世界卫生组织指出!在所有癌症中#宫颈癌占发

展中国家妇女全部癌症死亡的
11Y

#早期发现和治愈具有巨

大的潜力#这也是人类远离宫颈癌的关键所在'宫颈癌是一种

感染性疾病#其发病与
R+_

感染的型别有关'因此#对一般

女性群体行
R+_

分型检测对宫颈癌防控具有非常重要的意

义'目前#常用的
R+_

检测方法多数都不能区分持续一重或

多重
R+_

感染#也不能进行分子流行病学和基因谱分布的研

究'高通量的
R+_

分型基因芯片技术克服了以上检测方法

的不足'因此#

R+_

分型检测对宫颈癌的筛查*监控*预后和

R+_

型别危险性的评估以及分子流行病学调查意义重大'

总之#宫颈癌的防控是一个系统工程#应根据我国具体情

况#尽可能开展区域性的筛查'尽快弄清楚我国各地区*各民

族
R+_

感染率及其基因谱分布情况#以便绘制出全国性的女

性宫颈
R+_

感染状况和基因型分布图谱#这将为我国
R+_

疫苗的研制以及后
R+_

疫苗时代其疫苗的改进#提供重要的

依据和比对的大标本多地区多民族的基因数据资料'如何控

制好
R+_

在两性之间的传播是我们今后工作重点之一#通过

给女孩和男孩都接种宫颈癌疫苗#对性活跃期的男女行性事时

采用安全套等措施#可最大限度地降低男性和女性的
R+_

感

染率#宫颈癌瘤及其他
R+_

感染相关癌瘤的发病率也会随之

下降(

1$/1#

)

'宣传加预防#再加上筛查加普查的早诊*早治原则#

是确保妇女免受宫颈癌危害的最好措施'如果这些预防措施

都能够落实到位的话#可使绝大多数妇女能够有效地预防而远

离宫颈癌 (

15

)

'
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