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型是西安地区主要感染基因型!应用
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技术检测
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基因型对
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感染的防治具有一定临床意义$
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人类乳头瘤病毒$

0P̀

%感染主要引起人皮肤和黏膜上皮

细胞增生性病变#常见有尖锐湿疣,宫颈上皮内瘤变和宫颈癌

等疾病+依据
0P̀

致病性不同将其分为高危型$

0M

%和低危

型$

ZM

%两种+

ZM#0P̀

为尖锐湿疣主要致病因子#以
0P̀ 9

型为主#其次是
0P̀ !!

型+

0M#0P̀

是宫颈癌的主要发病因

素#其中
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型是最为常见的基因型)
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0P̀

基因

型流行分布有地区差异性#不同基因型具有不同的病毒生物学

特性#易感人群也不尽相同)

$#"
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+因此#有必要对
0P̀

感染患

者进行基因分型#及时掌握西安地区
0P̀

感染基因型分布特

征#对
0P̀

的防治和疫苗研发具有重要意义+聚合酶链反应

$

PQM

%和反向斑点杂交 $

M)Y

%技术在病毒基因型检测中具有

特异,敏感和高通量等优点#本研究选用深圳亚能公司生产的

可检测
0P̀ 3$

种基因型反向杂交试剂盒进行
0P̀

基因型检

测#现报道如下+
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资料与方法
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附属医院皮肤性病门诊及妇科门诊患者送检的脱落细胞标本

399

例#其中男
&!

例#年龄
!:

"

:9

岁#平均$

$5,4"g!",$%

%岁(

女
3!&

例#年龄
!4

"

:5

岁#平均$

"",:!g!",:3

%岁+经病理学

确诊#尖锐湿疣
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例#宫颈上皮内瘤变
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例#宫颈癌
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采用
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高速低温离心

机 $上海安亭科学仪器厂%(
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基因分型检测试剂盒购自亚
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取材方法
!

充分暴露病变部位#常规清洁消毒#用无菌棉

拭子反复用力擦拭病变部位表面获取脱落细胞#将取样后的棉

拭子放入装有
!BZ

生理盐水的无菌管中#做好标记立即

送检+
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杂交技术
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0P̀ #)*+

提取
!

充分洗脱棉拭子上黏附的脱落细

胞+加
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洗脱液于离心管中#
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裂解液充分裂解悬浮沉淀#
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恒温
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#
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#保留上清液待用+

$,1,/

!

PQM

扩增
!

取上清液
&
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Z

加入装有
PQM

反应体系的

反应管中#放入扩增仪#按以下参数进行扩增!
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(
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后
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分子杂交
!

取
!&BZ

塑料离心管#加入标记膜条#加

入
+

液$
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,
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Z
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%,%%$
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及
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扩增产物
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#
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恒温水

浴
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#
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杂交至少
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+
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洗膜
!

取出膜条#移至装有预热
Y

液$
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%的
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管中#于
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轻摇洗涤
&BH=

+
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孵育
!

取出膜条#置于孵育液中#室温轻摇孵育
$%

BH=

#弃去孵育液#换
+

液重复
3

次#每次
&BH=

+用
%,!B<L
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Z

枸橼酸钠洗膜
!

"

3BH=

+

$,1,)
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显色和结果判读
!

新鲜配制显色液+将膜条浸泡于显

色液中避光显色
$%BH=

后#转移至去离子水#按试剂说明书观

察判断结果#必要时可借助仪器进行结果阅读+
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统计学处理
!

用
7@F

'

6PFKP@H>B&,%

进行统计学分析#

计量资料以
MgF

表示#组间比较采用
?

检验(计数资料以率表

示#组间比较采用
8

3 检验或
_H>6C@

确切概率法+以
H

$

%,%&

为差异有统计学意义+
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结
!!

果

/,$

!

不同疾病中
0P̀

检测结果
!

见表
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+全部
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例标本

中
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例
0P̀

阳性#阳性率
:!,"$b

+尖锐湿疣
0P̀

阳性率

94,::

$

9%

"

59

%#宫颈上皮内瘤变阳性率
95,%9b

$

45

"

!""

%#宫

颈
0P̀

阳性率
55,54b

$

$3

"

$9

%#宫颈癌
0P̀

感染阳性率明

显高于其他疾病(不同疾病组
0P̀

感染率差异有统计学意义

$
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表
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不同疾病中
0P̀

检测结果*

'
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疾病种类
' 0P̀

阳性
0P̀

阴性

尖锐湿疣
59 9%

$

94,::

%

39

$

$%,3$

%

宫颈上皮内瘤变
!"" 45

$

95,%9

%

"9

$

$!,4"

%

宫颈癌
$9 $3

$

55,54

%

"

$

!!,!!

%

合计
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0P̀

基因型分布
!

见表
3

+本研究中
!4%

例
0P̀

阳性

标本均分型成功#有两种和两种以上基因型阳性者为多基因型

感染#对多基因型感染者基因型阳性率进行重复计算+

0P̀ !9

型为主要流行基因型#其中单基因型感染
&$

例#多基

因型 感 染
!$

例+其 他 基 因 型 依 次 为
0P̀ !5

,

9

,

!!

型+

0P̀ &!

,

&4

,

:$

,

5$

,

88"

型在本研究中无论是单基因型感染

还是多基因型感染都未检出+

表
3

!

0P̀

基因型分布

0P̀

亚型
单基因型

感染

多基因型

感染
0P̀

亚型
单基因型

感染

多基因型

感染

!9 &$ !$ &4 % d

!5 $! !% 99 $ d

$! & $ 95 3 d

$$ $ ! :$ % d

$& 3 d 5$ % d

$4 3 d 88" % d

"& $ ! 9 $! &

&! % d !! 3! "

&3 " ! "3 ! d

&$ $ d "$ 3 d

&9 $ ! "" ! d

&5 3 d

!!

注!

d

表示无数据+

/,'

!

不同疾病中
0P̀

单基因型和多重基因型感染结果
!

见

表
$

+在尖锐湿疣中#单基因型感染
&9

例$

4$,$$b

%#多基因

型感染
"

例$

9,9:b

%(在宫颈上皮内瘤变中#单基因型感染为

54

例$

4%,53b

%#多基因型感染
4

例$

4,!5b

%(在宫颈癌中#单

基因型感染
34

例$

4%,9$b

%#多基因型感染
$

例$

4,$:b

%+单

基因型总感染率
4!,&5b

#多基因型总感染率
5,"3b

+不同疾

病单基因型和多重基因型感染情况比较#差异均无统计学意义

$

8

3

i%,$&!!

#

H

%

%,%&

%+

表
$

!

不同疾病中
0P̀

单基因型和多重基因型

!!!!

感染结果*

'

%

b

&+

疾病种类
'

单基因型 多基因型

尖锐湿疣
9% &9

$

4$,$$

%

"

$

9,9:

%

宫颈上皮内瘤变
45 54

$

4%,53

%

4

$

4,!5

%

宫颈癌
$3 34

$

4%,9$

%

$

$

4,$:

%

合计
!4% !:"

$

4!,&5

%

!9

$

5,"3

%

'

!

讨
!!

论

0P̀

是一种闭合环状双链
)*+

无包膜病毒#约
52R

#

0P̀

基因组按功能可分为早期区 $

.

区%,晚期区 $

Z

区%和非

编码区 $

*QM

%

$

个区域+

.

区分为
.!

"

.:

开放阅读框架#主

要编码与病毒复制,转录,调控和细胞转化有关的蛋白+

Z

区

分
Z!

和
Z3

#分别编码主要衣壳蛋白和次要衣壳蛋白+

Z!

基

因既保守又具有型特异性#是
0P̀

基因分型目标区域+判定

!

个
0P̀

新基因型需具备基因组全序列#且
.9

,

Z!

,上游调控

区 $

M̂M

%基因与已知
0P̀

相应基因同源性要小于
4%b

+迄

今发现的
0P̀

型别已经超过
!%%

多种#随着研究的深入#新

的基因型不断被鉴定发现)

&

*

+不同基因型与所致疾病特点之

间的关系逐步成为目前研究的热点和难点+

0P̀

不能在体外培养#不能通过血清学方法进行分型+

PQM#M)Y

分子杂交技术是一种微量
)*+

分析技术#对实验
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室和仪器设备要求相对不高#可以在分子诊断实验室广泛开

展+本研究所用试剂原理是在尼龙膜上固定了
3$

种
0P̀

型

特异性探针及一个
#

球蛋白作为对照探针#和
PQM

扩增的

)*+

片段按碱基配对原则进行核酸杂交#即可快速,准确区分

0P̀

基因型+此方法不仅实现了
0P̀

感染的快速检测#同

时又可以进行
0P̀

基因分型#还可以确定是单基因型感染还

是多重基因型感染#极大简化了基因诊断的试验流程)

9

*

+对于

试验未能区分
0P̀

基因型的标本#应进行病毒基因测序#通

过核酸序列比对最终确定其基因型+本研究全部标本都能成

功分型#说明本试剂盒检测范围基本包含了西安地区流行的

0P̀

基因型#满足了当前试验要求+

0P̀

基因型的分布存在人种和地域差异#不同基因型感

染其致病性不同+本研究对象包含了由
0P̀

感染所引起的

几种常见疾病#通过检测其基因型#基本能够反映西安地区

0P̀

基因型的流行趋势和分布状况+本研究结果显示#宫颈

癌
0P̀

阳性率明显高于尖锐湿疣和宫颈上皮内瘤变#差异有

统计学意义$

8

3

i9,34:

#

H

$

%,%&

%+单基因型总感染率

4!,&5b

#多基因型感染率
5,"3b

#单基因型感染是主要感染

类型+在不同疾病间单基因型感染和多基因型感染构成比差

异无统计学意义 $

8

3

i%,$&!!

#

H

%

%,%&

%#本研究结果与国内

外其他地区比较有一定差异)

:#!3

*

+本研究并未对宫颈上皮内

瘤变患者进行疾病分级比较#主要是因为标本量少#分层后研

究结果不能全面反映实际情况+本研究发现#无论是高危型还

是低危型
0P̀

#在各种疾病中都有检出#多基因型感染既可以

是低危型或者高危型之间的复合感染#也可以是低危型和高危

型之间复合感染+

0P̀ !9

型为本研究最常见基因型#其次为

0P̀ !5

型#这有可能与所选研究对象中宫颈癌和宫颈上皮内

瘤变患者较多有关+在尖锐湿疣中#

0P̀ 9

型和
0P̀ !!

型是

主要感染基因型#不同疾病
0P̀

主要流行基因型存在一定

差异+

目前#

0P̀

感染致病机制尚不完全明确#各种治疗手段不

能完全控制和消灭
0P̀

的感染和流行+我国地域辽阔,人口

基数大#随着经济飞速发展#人员流动增加#

0P̀

感染基因型

分布是一个动态变化状态+不同地区感染
0P̀

基因型分布

资料还不够全面#仍需通过进行
0P̀

基因型检测进一步完善

其流行病学资料#为人类最终消灭
0P̀

感染提供科学的实验

室依据+

参考文献

)

!

*

7AL\

#

8A@FK\

#

fFJCK+,P@CJFLC=(C<O6H

S

6@H>E6ABF=

'

F

'

HLL<BFJH@A>H=(C@JH(FLK

G

>

'

LF>HFF=K(F=(C@>FB

'

LC>

O@<B?NH=(H?HC>H=PFEH>?F=

)

f

*

,X=?fX=OC(?)H>

#

3%!&

#

$"

$

!!

%!

!"#!4,

)

3

*

ZF@>><=7Z

#

QF@L>><=f

#

2F@L>><=87

#

C?FL,.JFLAF?H<=<O

0P̀

S

C=<?

G'

H=

S

F>>F

G

>O<@F@(6HJFL(LH=H(FL>FB

'

LC>

)

f

*

,f

8<L)HF

S

=

#

3%!&

#

!:

$

$

%!

34$#$%!,

)

$

*

X=

S

LC>)f

#

PHC@(CQFB

'

RCLLQ8

#

8C>>H=Ff+

#

C?FL,0ABF=

'

F

'

HLL<BFJH@A>JH@A>

$

0P̀

%

S

C=<?

G'

C#F=KF

S

C#>

'

C(HOH(

F=FL

G

>C><OCI?C@=FL

S

C=H?FLLC>H<=>FB<=

S

BC=H=?6C

0P̀ H=OC(?H<=H=BC=

$

0X8

%

>?AK

G

)

f

*

,fX=OC(?)H>

#

3%!&

#

3!!

$

:

%!

!%9%#!%9:,

)

"

*

.ELA=KQ

#

_<@>LA=K/

#

VFLLH=2Z

#

C?FL,7L<RFLHB

'

@<JC#

BC=?H=

S

C=<?

G'

H=

S

<O6ABF=

'

F

'

HLL<BFJH@A>)*+

!

?6C

3%!!0P̀ ZFR*C?X=?C@=F?H<=FLP@<OH(HC=(

G

\?AK

G

)

f

*

,f

QLH=8H(@<RH<L

#

3%!"

#

&3

$

3

%!

""4#"&4,

)

&

*

M<K@H

S

<fP

#

0CHKCBF= )+

#

7F@(HF#PCK@C@<f8

#

C?FL,

;HBC?@C=K>H=?6C

'

@CJFLC=(C<O0P̀ H=<@<

'

6F@

G

=

S

CFL

>

U

AFB<A>(CLL(F@(H=<BF>H==<@?6C@=\

'

FH=

$

!44%#3%%4

%

)

f

*

,X=?fQF=(C@

#

3%!"

#

!$"

$

3

%!

"5:#"43,

)

9

* 曹友洪
,

一种新型基因芯片技术在人乳头瘤病毒$

0P̀

%

高通量基因分型检测的应用研究)

f

*

,

生物医学工程学进

展#

3%!$

#

$"

$

$

%!

!&:#!9",

)

:

* 沈红#程涛#王芳#等
,

滇东北地区
"953

例女性人乳头瘤

病毒感染及其亚型分型分布调查)

f

*

,

昆明医科大学学

报#

3%!&

#

$9

$

$

%!

3$#3&,

)

5

*

]F=

S

Z

#

0C-

#

Q6FH[

#

C?FL,P@CJFLC=(C<O6ABF=

'

F

'

HLL<#

BFJH@A>F=K?6C(<@@CLF?H<=<O0P̀ H=OC(?H<=NH?6(C@JH(FL

KH>CF>CH=VCH6FH

#

Q6H=F

)

f

*

,.A@f7

G

=FC(<L/=(<L

#

3%!&

#

$9

$

!

%!

:$#::,

)

4

*

+

S

AHLF@#ZCBF@@<

G

+

#

F̀LLC

h

<#MAHT `

#

Q<@?n>#7A?Hn@@CT

.X

#

C?FL,0ABF=

'

F

'

HLL<BFJH@A>H=OC(?H<=>H= 8CIH(F=

N<BC=NH?6=<@BFL(

G

?<L<

SG

#

'

@C(F=(C@<A>LC>H<=>

#

F=K

(C@JH(FL(F=(C@

!

?

G'

C#>

'

C(HOH(

'

@CJFLC=(CF=K0P̀ (<H=#

OC(?H<=>

)

f

*

,f8CK H̀@<L

#

3%!&

#

5:

$

&

%!

5:!#55",

)

!%

*

]<A>COTFKC6+

#

8<>?FOFJHTFKC6\8

#

fF@<LLF6H+

#

C?FL,

0ABF=

'

F

'

HLL<BFJH@A>

$

0P̀

%

'

@CJFLC=(CF=K?

G'

C>F#

B<=

S

N<BC=F??C=KH=

S

@C

S

ALF@

SG

=C(<L<

S

H(FLJH>H?H=

;C6@F=

#

X@F=

)

f

*

,QLH=ZFR

#

3%!"

#

9%

$

3

%!

39:#3:$,

)

!!

*

\H@HFA=E

S

AL\

#

\C??FE<@=f

#

\AE

'

F=2

#

C?FL,0P̀ KC?C(#

?H<=F=K

S

C=<?

G'

H=

S

H=JALJF@>

U

AFB<A>(CLL(F@(H=<BFH=

=<@?6C@=;6FHLF=K

)

f

*

,+>HF=PF(fQF=(C@P@CJ

#

3%!"

#

!&

$

5

%!

$::$#$::5,

)

!3

*

Z<@C=T<=Z

#

;C@@C=F?<X

#

)<=F87

#

C?FL,P@CJFLC=(C<O

0P̀ H=OC(?H<=FB<=

S

(LH=H(FLL

G

6CFL?6

G

X?FLHF=BFLC>F=K

S

C=<?

G'

C(<=(<@KF=(CRC?NCC=>?FRLC>CIAFL

'

F@?=C@>

)

f

*

,

fQLH= H̀@<L

#

3%!"

#

9%

$

$

%!

39"#394,

$收稿日期!

3%!&#%"#33

!!

修回日期!

3%!&#%:#3&

%

$上接第
$95$

页%

!!

;H>>A(<LO<@BC>6OHIF?H<=H=

'

F?HC=?>A=KC@

S

<H=

S

ZH(6?#

C=>?CH=?C(6=H

U

ACO<@

'

@HBF@

G

H=

S

AH=FL6C@=HF@C

'

FH@

!

@C#

>AL?><O?6C;X8.ZX?@HFL

)

f

*

,+==\A@

S

#

3%!3

#

3&&

$

"

%!

9&%#9&:,

)

!3

*

)<=F?H8

#

Y@F=(F?<7

#

7H

S

LH<+

#

C?FL,X=(HKC=(C<O

'

FH=

FO?C@H=

S

AH=FL6C@=HF@C

'

FH@H=?6CCLKC@L

G

,+@C?@<>

'

C(?HJC

6H>?<@H(FL(<6<@?CJFLAF?H<=<O!5#

G

CF@>DCI

'

C@HC=(CNH?6F

BC>6o

'

LA

S

H=

S

AH=FL6C@=HF@C

'

FH@BC?6<K<=FR<A?$%%%

'

F?HC=?>

)

f

*

,Y8Q\A@

S

#

3%!$

#

!$

$

\A

''

L3

%!

\!4,

)

!$

*苏曼莉
,

腹腔镜下腹壁切口疝修补术的手术配合)

f

*

,

实

用医学杂志#

3%%4

#

3&

$

!:

%!

349$,

$收稿日期!

3%!&#%&#!5

!!

修回日期!

3%!&#%:#!3

%

-

959$

-

检验医学与临床
3%!&

年
!3

月第
!3

卷第
3"

期
!

ZFR8CKQLH=

!

)C(CBRC@3%!&

!

<̀L,!3

!

*<,3"




