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本文连 用聚台 酶链反 应技术 对 30例人 生 殖 器尖 锐堀疣 组织 中 HPV6，11 DNA 的存 

在进行 了检铡研 究 结果发现 HPV6，HPV11 DNA的 阳性率分 别为60嘶， 90啦HPV6， 

HPV11 DNA双 重检 出率为53．3呼， 总 阳性 率选 96．7呼， 本文 结果 证实 HPV6，11的感 

染和尖锐涅疣 的发生密切 相关 率文检 测方法 具有 快速 ，灵敏 、特异 性强的优点 ．为HPV 

DNA的樘 测及 其分型研 究提 供 了有效的 手段 作者还对 两侧 女 阴假 性湿疣进 行PcR扩增 ． 

结果 似乎不 支持 女阴假性 湿疣 的HPV感染的病 因学。 

关麓调：生殖器尖锐湿瘀女阴假性湿疣人乳头瘤病毒聚合酵链反应 引 

人乳头瘤病毒 (Human papillomavirus，HPV)是一种 DNA病毒，属乳多空病毒， 

已发现 HPV达 57型“ 。不同型别 的 HPV可使人体许多部位感 染形成不同类型 的病变。 

人生殖器尖锐湿疣系 HPV感染所 引起的一种性接触传播疾病， 近年来 ， 发病率呈急剧 

上升趋势。多数资料报道t HPV6和 1l的存在 和尖锐湿疣密切相关 】。 目前国 内对尖 

锐湿疣组织中 HPV DNA的检测均采用核酸分子杂交法或免疫组化法，上述方法费时， 

昂贵且灵敏度不够。本文采 用聚台酶链反应技 术对人生殖器 尖锐湿疣 组织中 HPV6和 

llDNA进行了检测研究， 旨在建立一种对 HPV DNA快速， 灵敏， 特异性强的检测及 

其分型方法。 

本文-T-too2年 6月29曰收到．7月28曰修 回． 

* 江苏省卫生厅蛊助课题。 
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材 料 与 方 法 

1． 活检里鲺掾奉的收集硬处理 活检组织标本取自 中国医学科学院皮肤病研究 所及南京铁 

道医学院附属医院妇产科门诊患者，共32例，其中 30例诊断为尖锐湿瘫， 2例为女阴假性湿 

30铡尖锐湿疣申男性 占12例，女性 占l8例。年龄最大为62岁，最小为22岁， 病程一般为 一个月到 

一 年不等 。所有 标本一份 造病理 学检查， 另一份 置一20℃备 用。 

2． 里鸯i的 DN̂ 摄取 本文采用略去蛋 白酶 k处 理的快速 DNA抽提 法 【 经 一20℃冻存 的 

活检 组织剪碎后 ，用0．5师的 SD$消化 ，然后 用酚，氯仿 ，异戊醇抽提 ， 最 后用异丙醇 沉淀， TE 

溶 解蛆织 DNA。DUT0紫 外分光 光度计测定 DNA的浓度。 

5． 阳性 HPV$， 1I DNA的莉鲁 阳 性 HPV6， 11 DNA克 隆 由德 国 海得堡 肿瘤研究中心 

Zur Hausen教授 惠赠 HPV6， 11阳性 克隆经 细菌转化，扩增，提 取及纯化后备用。 

4． 寡聚辕苷醴引物的设计硬台成 用于扩增 HPV6和 HPVl1的两对 引物的设计参照 Pao等 

的工作 【 。两对 引物 均为型别特异 性寡聚 核苷酸 引物。 g【物的 核苷酸序 刊及扩增 区域见附表。 引 

物的台 成 由中科 院上海细胞生物 学研究所 完成 。 

5． PCR扩增 PCR反应体 系包括1 g组织 DNA，200P,mol／L四种三磷酸 核苷 (clATP dGTP 

dCTP clTTP)，50pmol／L分 子的两对 g【物 ，Taq耐热DNA聚台酶 2,~3U (美国Premega公 司 )， 

IxPCR 反应缓 冲液<50mmol／L KCI，10mmol／L Tris-HCl， 1．5mmol／L MgCIl，0．01和明胶， 

0 1和Trit 0n X一100)， 反应 总体积为S0P-I。PCR循环前模板 DNA经 95℃，l0’预变性。PCR循 

环参数如下：93℃，30 j 5s℃．4s ；72℃．2’；共3s次循环。末次循环延伸反应在72℃维持l0’， 

PCR 反应在 DNA 热循环仪上进行 (美 国 PE—Cetn8公司 )。 阴性对照 组 DNA 模板为灭 菌双蒸水 

所代 替。阳性 HPV DNA 作为模板扩增 时， 用鼍仅为 ing。 

6． PCR产栩 的鉴定 PCR 产物经2和的琼脂 糖凝胶 电泳， 澳 化乙锭 染色后直 接在紫 外检 测 

仪 下观察扩增 结果 。 

结 果 

1． HPV6和1l DNA扩增的特异性 本文用从德国 Zur Hausen实验室所 获得 的阳 

性HPV6，11DNA克隆作为DNA模板，采用查别特异性的两对引物进行 PCR扩增反应后 

发现，型别特异性的引物只能扩增相对应型别的阳性HpV DNA引物和不同型别 的 HPV 

DNA模板之间在本实验扩增条件下来见交叉扩增反应。 

2． 假性湿疣组织的HpV6，IlDNA扩增结果 在本文PCR反应条件下，两对型别特 

异性 引物所介导的PCR反应在 2例女阴假性湿疣组织 中均未检测到DNA扩增带 的存在。 

3． 尖锐湿疣组织的HPV6，IlDNA扩增结果。尖锐湿疣组织DNA经 两对引物扩增 

后，结果呈现不 同的格局 (见附图)。在所检测 的30例活检标本中，有l8例仅出现263bp 

的扩 增带， 表明 HPV6 DNA的检 出率达 6O％， 27例出现 144hp扩增 带， 表 明 HPV 

iiDNA检出率达90 ， l6例同时出现上述两条扩增带，表 明 HPV6，L1 DNA双重检出 

率达53．3 本文病例 HPV6， IIDNA检出的总阳性率达96．7 (29／30)。所有阴性 

对照组未见 PCR扩增带的出现 (见附表 )。 
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附图：部份尖锐湿疣组 织中 HPV6，1I DN^P0R扩增结果 ．Mw t1~4／Hael1 

分子量标准， 3bp示 HPV6 DN^扩 增片段 ．144bp示 HPV11 DN  ̂

PCR扩增片段，第1 2号为阴性对照样本 
FiE． P08 smpliflcI1ioⅡ of HPV6． 11 DNA 抽 ● c4se0 of Condylom4 

Acum iaItum
． MW： I1 T4／Hael1．36 3bp；HPV6 DN^ f Ig t． 

144bp： HPVI1 DN^ fragmea1
．
No12； neg‘tire eoatro1

． 

讨 论 

迄今，病毒性疾病的诊断主要依赖于免疫学方法，病毒 培养和核酸分子杂交等。由 

于缺乏体外培养 HPV的组织堵养系统 ，因此， 血清学检铡和病毒培 养均无法实施”】。 

免疫组化法灵敏度差。目前 ，国内普遍采用的核酸分子杂交法存在下列问题t如用同皿 

素标记核酸探针，不仅操作繁锁，而且有放射性污染，如用非同位索 ，则灵敏度较差 。 

同时，某些不同型~J1]HPV DNA之间核苷酸同源性较大 ，如 HPV6和 1 L型，l6和33型之 

间，用核酸分子杂交法若不严格控制杂交条件，往往难以区分各型 HPV”” 。 本文从基 

因组选择合成THPV6~ llDNA型 J特异性 引物，在同一份 PCR反应体系中同时加入两 

对 引物， 扩增后经电泳、 染 色后直接观 察扩增 结果 ， 可根据扩 增带大小直接对 HPV6 

和]1DNA进行分型检测。本文所用的型别特异性引物序列取 自于 HPV基因组E6区域， 

该区域已被证实在 HPV基因组整合到 宿主细胞基因组过程中不会丢失 ，同时，E6区 
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域开放闷读框架 (open reading frame)有相当的保守性 ，因此，根据巳知的HPV6 

和1l型基因组DNA区域 核苷酸序列可设计 出两型特异性引物。作者用阳性HPV6，11DNA 

克隆做 PCR模板时， 两型引 物之问 无交叉扩增反应 ，从而肯定了型别特异性引物的真 

实性。 

Young等报道应用PCR法可直接测出lO个拷贝的HPV DNA，~Southern吸印法至 

少敏感lO万倍 。本文对30例生殖器尖锐湿疣组织中 HPV6，11DNA检出率明显高于国 

内应用核酸分子杂交技术所得到的阳性率[I ，说明PCR法用于HPV DNA检测，其灵敏 

度要显著高于核酸分子杂交法。本文结果还提示 PCR法的应用有可能实现 尖锐 鬣宽豹 

亚临床HPV感染的分型检测，PCR扩增具有高度灵敏度的优点，但在应用 PCR检漕精 

毒 DNA时，若实验操作不严格，有假阳佳的危险。为防止因PCR扩增反应中可麓幽规 

的续代污染 (carryeover)而影响实验结景的可信性，作者除将 潘检标本 DN&抽提， 

PCR扩增，扩增后产物的分析鉴定等步骤分开操作外，每次 c璋扩增 时均设 置胡性对 

照，结果阴性对照无扩增带。本实验结合运用简 化的活拴标本掘织 DNA提取法， 蔓个 

检测可在24小时内报告结果 。 

女阴假性湿疣在临床上有时难以和女性尖锐湿疣区分，本实验对两倒女胡餐挂温竞 

活检组织的HPV检测出现阴性结果，似乎支持女阴假性湿疣的非 HPV密染的病周学， 

为临床上两种疾病的鉴别诊断提供依据。 当然排除女阴假性漫宽蠹g HPV感染因素尚须 

扩大研究的病例数及检测更多型剁的HPV DNA。 
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A Rapid Detection of Human Papillomavirus 6． 1 1 

DNA in Condyloma Acuminatum 

Li M ingfa et al 

(Departm ”t of B otogy，N口Hf{ng RaiI 口y Medicnf Col ￡ge-Na Hj 埘 210009) 
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The polyme rase chain reaction(PCR )was applied to identify the human 

papillomavirus (
．

HPV) 6 and 11 DNA in the speimens from 30 patients 

w ith eondylom a acum inatum
．
The positive percentage of HPV6， HPV11 DNA 

was 60 ， 90 ， re spectively． 53．3 sample s showed the presence of both 

HPV6 and HPV11 DNA
．
The total positive percentage was 96

．
7 ． Our result 

supported the data p resented previously that the HPV6 and HPVI1 are strongly 

associated w ith eondylcnna aeum lnatum
．
The PCR proved to he 8 rapid， $en— 

sitiv％ highly specific for detection and typing of HPV DNA
．
The negative 

amplifieati0n result of two case s of atypical eondyloma could contribute to 

the explanation of its etiology． 

Key w ords{ Condyloma Acuminaturn Atypical Condyloma Human 

Papillomavirus PCR 
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