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　　【摘要】　目的　探讨人乳头瘤病毒（ＨＰＶ）Ｅ６／Ｅ７ｍＲＮＡ水平在不同程度宫颈病变中的应用价值。方法　选

取２０１１年４月至２０１３年４月广东省中医院妇科门诊收治的ＨＰＶ感染患者４３０例，将ＨＰＶＤＮＡ阳性标本根据病

理资料分为炎症组、ＣＩＮⅠ组、ＣＩＮⅡ组、ＣＩＮⅢ组和宫颈癌组。用反转录聚合酶链反应（ＲＴＰＣＲ）检测各组标本的

ＨＰＶＥ６／Ｅ７ｍＲＮＡ水平，比较不同宫颈病变组间 ＨＰＶＤＮＡ病毒载量及 ＨＰＶＥ６／Ｅ７ｍＲＮＡ阳性检出率的差异

情况。结果　随着宫颈病变程度增加，ＨＰＶＤＮＡ病毒载量未呈现逐级递增的趋势，各病变组间的病毒载量两两比

较差异无统计学意义（犘＞０．０５）；而 ＨＰＶＥ６／Ｅ７ｍＲＮＡ阳性检出率则逐级递增，除炎症组与ＣＩＮⅠ组的检出率比

较差异无统计学意义（犘＞０．０５）之外，其余各组之间的检出率两两比较差异均有统计学意义（犘＜０．０５）。

结论　ＨＰＶＥ６／Ｅ７ｍＲＮＡ与宫颈病变程度有高度的相关性，可作为宫颈疾病筛查的重要检测指标。
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　　宫颈癌是常见的恶性肿瘤之一，发病率居女性肿瘤的第二

位。虽然近二十年来我国大力开展三级预防工作，但宫颈癌的

发病率仍维持在较高的水平，并且趋于年轻化。对宫颈癌组织

标本的研究发现，９９％以上的宫颈癌存在人乳头瘤病毒

（ＨＰＶ）感染
［１］。要控制和减少宫颈癌的发生，关键是预防和

消除 ＨＰＶ感染。因此，若能在感染的潜伏期或宫颈癌前病变

阶段检测出高危型 ＨＰＶ并采取适当的治疗措施，可以有效地

阻断宫颈癌的发生。研究表明，与持续性的感染高危型 ＨＰＶ

病毒和 ＨＰＶ基因整合入宿主染色体、高级别上皮内瘤变及进

展为浸润性宫颈癌更密切相关是 ＨＰＶＥ６／Ｅ７ｍＲＮＡ 的表

达［２］。故本研究采用反转录聚合酶链反应（ＲＴＰＣＲ）荧光探

针法检测 ＨＰＶＥ６／Ｅ７ｍＲＮＡ，探讨其在不同程度宫颈病变中

的应用价值，现将结果报道如下。

１　资料与方法

１．１　一般资料　选取２０１１年４月至２０１３年４月广东省中医

院妇科门诊收治的 ＨＰＶ感染患者４３０例，年龄２１～７０岁，均

有性生活史，无药物过敏史。其中炎症组１７５例，宫颈鳞状上

皮轻度不典型增生（ＣＩＮⅠ）组１１２例，宫颈鳞状上皮中度不典

型增生（ＣＩＮⅡ）组５９例，宫颈鳞状上皮重度不典型增生（ＣＩＮ

Ⅲ）组６１例，宫颈癌组２３例。

１．２　方法

１．２．１　ＨＰＶＤＮＡ荧光ＰＣＲ定量检测　采用凯普生物科技

公司“高危型人乳头瘤病毒核酸检测试剂盒（荧光ＰＣＲ法）”检

测患者宫颈脱落细胞 ＨＰＶＤＮＡ载量，共检测１６、１８、３１、３３、

３５、３９、４５、５１、５２、５６、５８、５９、６８等１３种高危型 ＨＰＶ。该方法

以 ＨＰＶＬ１基因为靶基因，采用多重荧光ＰＣＲ技术，经离心、
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细胞重悬、细胞裂解、ＰＣＲ 扩增等实验步骤进行操作，以

ＲＯＣＨＥＬｉｇｈｔＣｙｃｌｅｒ４８０扩增仪检测和判读结果。

１．２．２　ＨＰＶＥ６／Ｅ７ｍＲＮＡ荧光ＰＣＲ定性检测　采用凯普

生物科技公司“１４种高危型 ＨＰＶＥ６／Ｅ７ｍＲＮＡ荧光ＰＣＲ试

剂盒（ＲＴＰＣＲ荧光探针法）”检测患者宫颈脱落细胞的 ＨＰＶ

Ｅ６／Ｅ７ｍＲＮＡ。该方法基于多重荧光ＰＣＲ结合ＴａｑＭａｎ探针

技术，通过样本ＲＮＡ提取、脱氧核糖核酸酶Ｉ（ＤＮａｓｅＩ）处理、

ｍＲＮＡ反转录、ｃＤＮＡ扩增，以ＲＯＣＨＥＬｉｇｈｔＣｙｃｌｅｒ４８０扩增

仪检测和判读结果。可在同一反应管中通过仪器的两种荧光

检测通道分别检测１４种高危型 ＨＰＶＥ６／Ｅ７ｍＲＮＡ（１６，１８，

３１，３３，３５，３９，４５，５１，５２，５６，５８，５９，６６，６８）及细胞内对照ＧＡＰ

ＤＨｍＲＮＡ。细胞内对照 ｍＲＮＡ用于评估样本质量及ＰＣＲ

抑制因素。

１．３　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１９．０统计学软件进行数据处

理；计量资料以狓±狊表示，比较各组间 ＨＰＶＤＮＡ病毒载量

差异采用配对狋检验；计数资料以百分率表示，比较各组间

ＨＰＶＥ６／Ｅ７ｍＲＮＡ的检出率差异采用χ
２ 检验；以α＝０．０５

为检验水准，犘＜０．０５为差异具有统计学意义。

２　结　　果

２．１　不同宫颈病变组中 ＨＰＶＤＮＡ病毒载量及各组间差异

比较　分组后的 ＨＰＶＤＮＡ定量结果取对数值并计算各组均

值。结果显示，随着宫颈病变级别的增加，ＨＰＶＤＮＡ病毒载

量并没有呈现逐级递增的趋势；炎症组与其余４个病变组内

ＨＰＶＤＮＡ病毒载量分别进行比较，组间差异均有统计学意义

（犘＜０．０５）；而对４个病变组的 ＨＰＶＤＮＡ病毒载量进行两两

比较，组间比较差异均无统计学意义（犘＞０．０５）。见表１。

表１　不同宫颈病变组中 ＨＰＶＤＮＡ病毒载量

　　　（狓±狊，ｌｏｇＩＵ／ｍＬ）

组别 狀 ＨＰＶＤＮＡ病毒载量

炎症组 １７５ ５．３３±１．２７

ＣＩＮⅠ组 １１２ ５．９３±１．３５

ＣＩＮⅡ组 ５９ ６．２５±１．２１

ＣＩＮⅢ组 ６１ ６．１３±１．０６

宫颈癌组 ２３ ６．０３±１．２２

２．２　不同宫颈病变组中ＨＰＶＥ６／Ｅ７ｍＲＮＡ检出率的比较　

由于本研究中炎症组和ＣＩＮ Ⅰ组患者较多，为节约成本和便

于统计，分别随机选取６０例标本检测 ＨＰＶＥ６／Ｅ７ｍＲＮＡ，其

余３个组均对所有患者进行检测。ＨＰＶＥ６／Ｅ７ｍＲＮＡ的阳

性检出率随着宫颈病变程度的升高而逐级升高，见表２。除了

炎症组与ＣＩＮＩ组的 ＨＰＶＥ６／Ｅ７ｍＲＮＡ检出率比较差异无

统计学意义（犘＞０．０５），其余各组之间的检出率两两比较，差

异均有统计学意义（犘＜０．０５），见图１。

表２　不同宫颈病变组中 ＨＰＶＥ６／Ｅ７ｍＲＮＡ

　　　　检出情况［狀（％）］

组别 狀 阳性 阴性

炎症组 ６０ ５（８．３３） ５５（９１．６７）

ＣＩＮⅠ组 ６０ ７（１１．６７） ５３（８８．３３）

ＣＩＮⅡ组 ５９ １９（３２．２０） ４０（６７．８０）

ＣＩＮⅢ组 ６１ ４１（６７．２１） ２０（３２．７９）

宫颈癌组 ２３ ２１（９１．３０） ２（８．７０）

图１　不同宫颈病变组中 ＨＰＶＥ６／Ｅ７ｍＲＮＡ检出率及差异比较

３　讨　　论

目前，国内宫颈筛查主要采用宫颈液基细胞学检测（ＴＣＴ）

联合 ＨＰＶＤＮＡ检测，通过观察细胞形态的改变和检测 ＨＰＶ

ＤＮＡ病毒载量对宫颈疾病进行筛查和初步诊断。特别是

ＨＰＶＤＮＡ检测，因其灵敏度高、检测时间短、费用低等优势已

在临床广泛应用。但随之而来困扰临床医务工作者的是，检测

ＨＰＶＤＮＡ只能提示病毒的有无，对于宫颈病变的具体程度则

需要阴道镜和病理活检的进一步诊断。而且，对于 ＨＰＶＤＮＡ

病毒载量与宫颈病变程度是否有相关性，学者间持不同观点。

周斌兵等［３］运用二代杂交捕获（ＨＣⅡ）方法分析病毒负荷量

与９８７例宫颈癌及其癌前病变的关系中指出，随着宫颈病变严

重程度的增加，ＨＰＶＤＮＡ的检出率随之增加，但是从病毒负

荷量的集中及离散趋势来看，ＨＰＶＤＮＡ负荷量并未随着宫颈

病变等级的增加而增加，反而有些有所减少，结果显示病毒负

荷量与宫颈病变的严重程度无相关性。姜玲等［４］与Ｓｃｈｉｆｆｍａｎ

等［５］也分别报道指出两者之间没有相关性。而不同的观点来

自于Ｊｏｓｅｆｓｓｏｎ等
［６］所做的一个时间跨度长达２６年的研究，结

果指出宫颈原位癌发生的危险性随着 ＨＰＶＤＮＡ负荷量的增

加而增加。本研究结果显示，ＨＰＶＤＮＡ病毒负荷量并未随着

宫颈病变程度的增加而增加，病毒负荷量与宫颈病变的严重程

度无相关性，这可能与本研究的病例数、人群分布及未根据

ＨＰＶ类型进行分组等因素有关。因此，选择能够更加全面和

准确的评估、预测宫颈病变程度的检测指标成为临床需求和研

究重点。

Ｅ６和Ｅ７是病毒癌基因，可显著介导抑癌基因ｐ５３和ｐＲｂ

的降解，从而干扰细胞周期调节，它们的表达导致宿主细胞恶

性转化。ｍＲＮＡ是Ｅ６和Ｅ７的转录产物，一旦ＨＰＶ整合进入

人体的基因组，Ｅ６／Ｅ７ｍＲＮＡ的表达将不受限制。国外多位

学者研究证实Ｅ６／Ｅ７ｍＲＮＡ水平与宫颈病变的严重程度相

关［７８］。此外，有文献报道 ＨＰＶＥ６／Ｅ７ｍＲＮＡ的表达与病变

严重程度的相关性检测，其灵敏度与 ＨＰＶＤＮＡ检测相似，但

特异性却优于 ＨＰＶＤＮＡ检测
［２］。

国内也有学者和机构对 ＨＰＶＥ６／Ｅ７ｍＲＮＡ的临床应用

进行探讨和总结。王华等［９］报道应用支链ＤＮＡ（ｂＤＮＡ）技术

检测 ＨＰＶＥ６／Ｅ７ｍＲＮＡ，该技术是一种三明治结构的核酸杂

交方法，采用ｂＤＮＡ分子放大捕获的目标ＤＮＡ／ＲＮＡ信号，所

得结论与本研究相似。但是ｂＤＮＡ技术方法复杂，对实验室

条件要求较高，不利于在临床实验室广泛推广。本研究采用的

ＲＴＰＣＲ技术，操作简单，对实验室要求不高，易于在临床推广

使用。本研究结果显示，ＨＰＶＥ６／Ｅ７ｍＲＮＡ的检出率随着宫

颈病变程度的升高而逐级升高，除了炎症组（下转第３２６２页）
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菌，国内有报道肺炎链球菌耐药率增高，青霉素耐药率已达到

１００％
［３］；国外也有报道，儿童青霉素不敏感型肺炎链球菌

（ＰＮＳＳＰ）的高分离率在亚洲地区普遍存在
［８］。但本组资料中

肺炎链球菌对左氧氟沙星和青霉素耐药率均较低，分别为

１３．６％、２７．３％，对复方磺胺甲唑、四环素、红霉素和克林霉

素耐药率较高，未发现万古霉素和利奈唑胺耐药株，与２０１１～

２０１２年中国ＣＨＩＮＥＴ细菌耐药性监测数据基本一致
［６７］。金

黄色葡萄球菌是引起儿童ＣＡＰ最主要的革兰阳性菌。２０世

纪９０年代以来社区获得性金黄色葡萄球菌ＣＡＭＲＳＡ感染开

始流行并可在儿童中广泛定植，它的高毒力，高并发症率，连同

广泛扩散率已经引起医学界重视。虽然本资料显示，金黄色葡

萄球菌 ＭＲＳＡ检出率较低，也未发现对万古霉素、利奈唑胺耐

药株。但鉴于已有万古霉素耐药的报道［９］，医院仍应注意加强

监管万古霉素等抗菌药物的治疗用量，以延缓细菌耐药的产

生，节约医药卫生资源。

近年来，随着免疫抑制剂和大量广谱抗菌药物的应用，多

重耐药菌株感染病例日益增加。对于儿童ＣＡＰ，病原菌及耐

药性的报道不一，其原因可能是各家医院用药情况不同，细菌

所面临的抗菌药物压力不同，以及与研究对象年龄、研究时间

以及地域性的差异等因素有关。因此对儿童ＣＡＰ致病菌进行

耐药监测，可以准确了解不同时期病原菌在我国不同地区的分

布情况及耐药现状，从而指导临床医生参照本地区流行病学特

点合理使用抗菌药物，以控制细菌耐药率的上升，这对医院感

染控制起着积极的作用。
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与ＣＩＮＩ组的检出率比较差异无统计学意义（犘＞０．０５），其余

各组之间两两比较差异均有统计学意义（犘＜０．０５），与众多文

献报道一致。但本研究也发现，宫颈癌组中有２例 Ｅ６／Ｅ７

ｍＲＮＡ呈阴性，可能与癌细胞在活动状态下，其基因不稳定，

出现突变、插入、重排、基因沉寂等机制有关，有待进一步探索

研究。

综上所述，ＨＰＶＥ６／Ｅ７ｍＲＮＡ能为临床提供更具有特异

性和预测价值的检测结果，对于宫颈癌的早期诊断、控制其发

展及预后监测有着极其重大的意义。
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