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提 要 

采用 Southe rn Blot分 子杂交方法检测了 9侧外 阴皮 肤 营养不 良组织 中人乳 头瘤病 

毒DNA的存在情 况。 结果显示 8侧 增生型营养不 良组织 中， 2例 HPV一16阳性， l侧 

HPV33~It性，在 3侧 组织中探 测到HPVl6相关 序列，在 I例混合型 中也检 孤鲥HPVI6相 

关序侧 ，HPV DNA的 总捡出率为77啼 结果提示 外胡皮 肤营养不 良的发生可能与 HPV感 

染有关 。 一 

关量词：核酸分子杂交 人乳头瘤病毒 外阴皮肤营养不良症 』 芝碰： 

外阴皮肤营养不 良症是妇科比较常见的疾病之一，它是一种皮肤 、粘膜生长和营养 

障碍性疾病，关于本病的病因众说不一，其确切原因还不清楚，少数病人皮损可发展为 

不典型增生，进而癌变。近几年来，国内外研究发现人乳头瘤病毒(Human papilloma— 

virus，HPV)与妇女生殖遭肿瘤的发生密切相关， HPV16、 HPVI8在宫颈和外阴的癌 

前病变和癌组织中具有较高的检出率 ，而 I~PV6、HPV11主要与尖锐湿疣等 良性疾 

病有关 。鉴于外阴皮肤营养不良症病因不清，而且部分病人的病变可发展至癌，所以 

我们用同位素标记的 HPVI6、HPV18探针，检测了部分营养不 良的病变组织， 以探索 

外阴皮肤营养不良病变与 HPV的关系，并为临床治疗提供依据。 

材 料 和 方 法 

一

、 标本 ：标本来 自临床 渗断为慢性外阴皮肤 营 养不 良病人 的外阴皮损 组织。 取 衍捡组织 ， 

每 个标 本分两 份，一份10嘶福尔马林 固定，常规组织学切片 ，进行病理诊断； 另一 汾置 一20℃ 用 

于 抽提 DNA进 行Southern Blot杂 交， 3倒宫颈癌手术际本 作为对照 

二、组织 DNA曲抽提：将外 阴皮损及宫颈组飒分别放 研钵 中，加 八消 毒的海沙研成匀 浆 ， 用 

TE缓冲液 黼成20嘶的悬液，加八蛋 白酶K~Sa rcosy1． 37℃水徭 消化1．5小 时， 再用 酎一氯仿 拙 提 

本文于1990年1 0胃18目H殳 ，1f191年 3月1 5H修 回。 
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2放，乙醇沉淀，沉 淀物溶解 在少量TE缓 冲液中备 用 

三、$outhem Blot豪窑：lO g组织DNA用限制性核酸内切酶Pstl消．【匕后，在O．7嘶 琼脂糖凝 

胶上 电泳l6小耐 ．然后 用Southern Blot方法将 电{8c后的DNA片 段转移虱硝酸释维素膜上 ．42℃撩 杂 

交i7小耐 ，在含有HPV16的杂交渍中 ．42*(3水裕 中杂交 2天 ．放 入温度为Tto-38*C的 2xssc／0．1嘶 

SDS中洗三遍，一70℃放射自显形 5天，含样品的硝酸纤维素瑛再放^温度为 Tm一38~C的 2×ssc／ 

0．1铀SDS中继 续洗 三遍，一7WC自显影 5天， 然后 再将瑛与HFV18揉针索交，方法同HPV16探 针 

杂 交 

四、HPV DNA撵针的标记 ： HPV16、 HPV18重 组质粒 来 自美国哥伦 比亚大 学 微 生物系， 

HFV16 HPVI8重组质粒分别在大肠汗菌(E．cMi)HBIOI中转染，扩增Ï ．然后按 Birnobiom 的 

方 法提取质 韫 DNA，BsmHl消化后 在O．7嘧的低 溶点琼 脂话 凝度中 电泳，回收nAN带 、 酚抽提 

冷乙醇沉淀 纯化撵针 DNA。 每 种 用于探针的 DNA在体 外通 过缺 日 翻译用 口一’ P dCTP进 行标 

记¨I，泓定探针的总放射活性HPV16为4．4x10 cpm／~4．HPV18为7．2x10。。pm g。 

结 果 

15例外阴皮肤营养不 良标本中， 9例 DNA进行 Southern Blot杂交， 其实 验结果 

如下； 

一

、 组织病理学的观察结果 

9例标本中，病理诊断 8例为外阴角化病， 1例为硬萎性苔癣。根据分型标准，我们 

将病例进行了重新分型，增生型8例均为外阴角化病，无不典型增生，混台型 1倒。增 

生型的主要改变为上皮过度角化，棘细胞层增生，上皮脚增生肥大，向深部延伸。混合 

型的主要改变先表皮过 度角化，有的部位棘细胞层明显萎缩，上皮脚消失变平，有些区 

域棘细胞层增生，上皮脚增大， 无不典型增生。 8倒增生型中有 6例发现 有凹空样变 

(图 1)，凹空细胞的细胞核深染，有的核增大，核周有空晕，主要存在于棘 细胞层， 

颗粒层 少见 。 

二、Soutkern Blot杂交结果 

在非严格条件下， 样品与HPV16探针 杂交， 见图 2。 9例病变中有 7例检1冽到 

HPV16$~关序列，阳性率为77 ，其中 6例为增生型， 1例为混合型，有 1例病变皮肤 

(6号 )及其病变周围正常皮肤 (3号 )均检测到 H．PV16相关序列， 3例 宫颈癌HPV 

相关序列全部呈阳性。 在严格条件下与 HPV16探针杂交 (见图 3)， 9例外阴病变申 

2例为 HPVI6型， 1例为 HPV33型 (10号 )， 余下 4例 未定型。 3例宫颈 癌中2例 

』 HPVl6型， 1例未定型 在非严格和严格条件下，样品与HPV18探针杂交， 外阴病变 

组织和宫颈瘤组织 DNA中均未见 HPVI8同源序列 (见表 1)。 
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图 1 增 

中 可见许 多 凹空 绍胞 ，凹 空 细胞 的细 胞棱 带大 、 菜 枉 空晕 (×20) 
Fi I． Hi sto1 j caI chung of h yp p】㈣ ti ⋯ 1 日r dyt Yophy， 8h。 j g pitb】 l 

hyperke Tatosi s and hype pI s1 a of 8t Tatum spin osum． ’Fhe kolI。c yt aD h e ob一 

日 ed in the 自t T tum spinosam aud granulosum ． Th e nut,el 0f koilozyt ⋯  

图 2 在 非 『： 交结果 。 

l P，4—1n号为外胡皮 肤营养不良病变组织D A， 3号为 6号 病变阍围的正常皮歧DNA 

11一 l3号为宫颈癌墨织DNA。1 3 4一 B 10 l3均显示HPV DNA阳性带。 

Fig． 2． U nde~ the low—st r g⋯ r eondltion s， resutts af h yb r】dlzatioa of ti⋯ e DN A of 

~ul,a r dy st r~ hi e s 自nd ⋯ ⋯ 自l ⋯ ⋯ 。 w[tb H PV l6 DN A p robe． 

La⋯ 1 ， 4 lll⋯ ⋯ t ⋯ 8 0f TuI⋯ dY st roph⋯ ． L⋯ 3 ⋯ 1 h⋯ 川 l 

eplthe L[a a round tbe laB e 0 I e ． Laa es l1— 1 3 ⋯ I V】cat ⋯ e r． Il⋯  1---3’ 

5— 8。 l0一 l3 ⋯  p ●ltlve fo r HPV． 

层 
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图 3 在 格芾忙下，样本与HPV16 DNA探针的杂交结果 1、 5、11、1 2号显示HPv16阳性。 

1 0号为ttPV33型 ， 2 3、 6、 7 8、13号含有HPV16相差 序列。 

Fig 3
．

Unde r the high st rig⋯ y ⋯ d⋯t 口5， r⋯ 】ts 0f hYb ridizati⋯ f P⋯ i ㈣  

with H PV一16 DN A P robe
． 

L⋯ s 】， 5， 1i， i w⋯ p off㈣ti f0 r HPV—iB
．
L n e i0 w日9 po8jti⋯ fo HPV 

一 33． L ⋯ 2， 3， 0， ， 8， 13 c ontaiⅡed HPV一16 re】ativ e sequence 

HPV 

HPV16 

HPV18 

HPV 33 

HPV × 

表1 杂奎结果 

TabIe 1． Re 9u】t 9 of HYb rid ㈣ ti Ⅱ 

外阴皮肤营养不良 
Ch⋯ i⋯ ul 4 r dY自t OPhies 

增 生型 混 台型 
hyPe Pl⋯ ti c rP。 M ixi c typ 

2／8 0 

0 0 

1／s 0 

3／8 1 

3／3(100和 ) 

讨 论 

1988年 Mickey Karran 尊人报道 用 Southern Blot杂 交，在 5例有不典型增生的 

外阴皮肤营养 不良标本中检测到 3例 HPV16 DNA， 而其它 5例无不典型 增生的 增生 

型、 1例 台型营养不良及 5侧硬萎 苔癣标术中均未测到 HPV DNA。因而，他们认 

为硬委性苫癣、无不 型增生 的增生型歧混 台型 营养不良病变可能 与 HPV感 染 无关， 

而具有明显不典型增生 (上皮内肿瘤 )的邡一部分营养不 良宿变才与 HPV感染 有关。 

宫 吨 

：： 
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我们的结果与其不同，同样用 Southern Blot杂交方法， 结果在 9例外阴皮肤营养不 良 

症的标本中， 7例检测到 HPV DNA， 7倒阳性标本中 6例为增生型， 1例为混合型， 

所有病例均无不典型增生。 我们的结果提示外阴皮肤 营养不 良与 HPV的感染有关，但 

是HPV感染引起发病还是已经发病因抵抗力降低后 gI起HPV感染还不清楚。分析我们的 

实验结果与 Mickey Karran实验结果不同的原因，可能与以下 因素有关：一是与不同国 

家地理环境、生活习惯有关 二是与取材部位可能有关j三是由于本研究~lMiekey等用 

于研究的病例都较少，有一定的偶然性。虽然在外阴皮肤营养不良标本中 探 测 到 HPV 

DNA， 但由于现有研究资料较少， 所以 HPV与外阴营养不 良的确切关系还有待于进一 

步研 究。 
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Detection of Human Papillomavirus DNA from 

Epithelial Lessions of Vulvar Dystrophies 

by Isotope—labelled DNA Probes 
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V ulvar biopsy specim ens fYore nine patients with vulvar dy strophy were 

exam ined for the presence of hum an papillom avirus DNA by Southern blot 

hybridiz ation
．
The results showed that two of eight hyper[。lastic dystrophies 

contained HPV 16 homologous sequence， one contained HPV 33 homologous 

sequence and three cases were positive for HPV relative sequence
．
HPV rel— 

ative sequence WR5 also deteeted in one case with mixed dy stroPhy
．

So total 

proportion of H PV in the nine vul va r specim ens was SeVeR￡y—seve percent
． 

The resu It suggested that the genesis of vulvar dy strephy may be re lated to 

infection of H PV． 

Key W ords： Moleeular Hybridizatlon of Nucleic Aeid Hur~1 a n Pa 

pil lem av irus Vulva r dy strophy 
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