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提要 本文应用PCR技术检测2 12倒临床宫颈标率的HPV-6、儿、l6、I8型特异性拨酸序列．结果 

发现HPV-DNA的阳性率．宫颈癌组为62．5％(25／40)，慢性宫颈炎为57％(91t142)，正常宫颈对照 

组为2oL(6130)，P<0．001，提示}州 的感染与宫颈炎、宫颈廊有关。同时分型结果显示：HYV一6、 

16、18型与宫颈炎相戈，16型与官颈廊密切相茭 ，且 HPV不同型别的混台感染在宫颈中普遍存在 

(31．3 
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床或病理戎病有关口 ．如 HPV一6、l1型主要出现于良性病变尖锐湿疣和低度宫颈上皮内瘤 

(1ow-grade ccrvi~l inuraepith~lia ne~plas．m，CIN I)等， 16、l8型则与高度宫颈上皮内瘤(high～ 

grade CIN．CINI／Ⅲ)和宫颈癌等恶性病变有关。由于HPV体外培养系统至今尚未建立，以往 

多采用免疫组化法或 DNA杂交技术检测 HPV。本文应用型特异性 HPV—PCR检测慢性 宫顼 

炎、宫颈癌中HPV型将异感染 ，获得满意结果。 

材料和方法 

l 标本采集 宫颈拭于标车为 142倒慢性宫颈炎(临床诊断 I～一度损害)和 30倒正常对照(宫颈12光滑，外 

观正常)，取臼南京市妇产医院和江 酋凡民医院妇产科门诊的藏诊者，年龄 21～7d岁．取样后即置 Iml pH 

7．0 pBS l1I；活拴组纵块 ●O倒 ，为扎掉省肿瘤防治研究所就诊的宫颈廊患者标本 -经病理证实均为鳞廊． 

·  2 对照组 阳性HPV5、11、l6、19型eDNA质粒由德茸垮得堡肿瘤研究中心 Zur№u蛳 教授惠赠 ；阴性对照 

为不含 HPV·DNA的几细胞株K眦(10Slm1)的DNA提取物 

， PCR模板DNA的制备 宫颈拭于故阴性对照细胞甩pBS洗三次，细胞裂解液(含NP．u、 20、蛋白酶 

’ K)重悬．50~60C lh，95C 10mJn处理I组织块甩常规DNAj畚抽提，定量．--20'0保存各检。 

‘ pcR引物的设计与合成 参阅，Hc和 Pao等的I．ff，HPV-6、I1型弓【物选位于F4ORF．而 16、I8型则位于 

上游凋节区(L]RR)Ⅱ ]，洋见表 1．弓I物由lJI科院 诲生物工程研究所合成。 

5 PCR扩增 按PCR试剂盘说叫(卜海复华股份有限公司)在反应管．【1分别加入缓冲液，d种拔苷酸 ．配对弓【 

物及标奉模扳(拭子模扳 j 或纽 模板 1 )．用无菌双蒸床补足50vi．每次均设PCR试剂的阴性对脓 95℃ 

10min·55"C~i'llili预处理后加入DNA多聚酶。在州骊公司xl，[0OA型PCR自动扩增仪上进行，反应条件为：复 

性 55C ln ，延仲 72℃ 【 c，生性 g2C Intiil．共 3u个循环 

_牟立于 1993午 6 2 H收到 、8 19I=1修回 

， 
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表 I HPV—PcR引钧设计丑扩，- 

1 el ime f DNA m瞳 HmL HPV ym 衅 0 n 妇  

5 产物的分析与鉴定 扩增产物经8 聚丙烯酰胺凝腔电泳，溴化乙锭染色后直接在紫外检测仪下观察。分 

型结果参照阳性对照和菰准分子量Marker，扩增带 263、1 44、100、l30bp分别代表 HPV-6、II、16、l8型。 

7 PCR质控 每次PCR均设置阴、阳性对照，以阴性对照无基心扩增．阳性对照出现特异性扩增为标准。该方 

法经 10次以上重复 ，结果一致。 

结 果 

l PCR的特异性和敏感性 用各型 l物对四型单一或混合的 HPV质粒((1ng／ 1)进行 PCR 

扩增。结果未见型问交叉反应(图 1)。同时将 HPV-1ODNA的质粒浓度作 l 0倍梯度稀释 ，观察 

100bp的扩增带位置。结果在 1一lOrgt~l模板量水平仍可见有微弱扩增带。 

图1 用} v质粒模板进行 IR特异性试验。263、144、】30、100bp的扩增{ 分别代表HPV·6、11、18、16翌(高抒于区的 

一 些非特异扩增 为质粒奉身受杂蛋白的产物．不影响靖果判定)。M；标准分于量Markcr~1；无模板的阴性对照j 

2～5：丹别为 HFV·6、1I、】6、l8型 j6：HFV6+lI{7：HPVI6+18 

砘 ．】 s叫 fic pCR amplificiition of plasm[d-contalrdngH．PV—DNA ^m i叫 bI【J曲 of 263t】44．130t1000pindic~eHPV‘y 

6．】I，I 8．】6 p州 lvdy．M {s~,xiard妇 眦 k { l 】：amp~t'k'atio rt~ithout DNA●L帅 吐～ 5：HPV一6．1】，】6．I8．辟 

s c ●Lallc 6：}iPv 6+ Il}L 7：HPV 】6+ 】8． 
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相近；在与宫颈炎的比较中，宫颈癌 l 6型感染高于宫颈炎(P<0．001)，其它三型则相近。 

表 3 各组临床标本中捡出的 HPv—DNA型嗣 

Tab 3 TyI HPV-DNA ‘Ic【。 in ∞ t ctinical groupB 

表 4 HVP单型殛混合型感染 

Tab 4 lnfcalons with~dngle and multiD HPV types 

因而提示 ；与宫颈癌密切相关的主要是 l6型 ，与宫颈炎相关的包括 6，1 6、18型 ．而 l1型 

对宫颈炎 、宫颈j峦的意义似乎不大。 

由表 4看出，在总样本中，单一型别HPV感染所占比蜘较少(17．0％)，而 2型或 2型以上 

的混合型别的感染较高(31．3 )，提示宫颈 HPV多型别感染的普遍存在。 

4 慢性富颈炎HPV感染与年龄分布的关系 结果见表 5，各年龄段的HPV感染率相当，仅在 

两端略高一些。 

’ 

维普资讯 http://www.cqvip.com 

http://www.cqvip.com


．■ 
l 

第 4期 蔡 红等：多聚酶链反应捡测宫颈 HPV感染及分型的研究 295 

袁 5 慢性官颈炎 HP、r．DNA与的年龄的荚系 

Tab 5 HPV-D~A n |w  rcb~oato ugc c l ∞rv 出 

讨 论 

近年来 ，女性生殖道 HPV的感染由于与宫颈癌密切相关而越来越受到人们的重视。过去 

在临床检测中主要采用细胞学和免疫酶技术。近年米则利用核酸杂交技术进行 HPV—DNA的 

检测 ，虽然敏感性和特异性均较高(可检出 I Pg HPV—DNA)E‘]，但存在操作繁杂且标本需要量 

大等缺点。本实验采用了HPV型特异 PCR技术，其样本需要量少 ，宫颈脱落细胞即可 ，同时采 

用简易的 DNA裂解方法，简便快速 ，可在 5小时内得出结果 ，适用于临床实验室的检测 。由于 

扩增模板 DNA未经抽提 ，有时可能会出现一些非特异性条带 但有阴、阳性及 Marker的对照， 

并不影响实验结果的判断。 

大多数研究指出宫颈癌很象是一种潜伏期根长的性传播性疾病(STD)，ini HVP是其重要 

的病因之一。目前已有文献表明宫颈鳞癌中主要存在HPV一1 6型的基囡相关序列 ，在宫颈腺癌 

中则以HPV一18型为主[ 。本实验结果显示 ：HPV—DNA的检出率在慢性宫颈炎、宫颈癌中显著 

高于对照组 ，提示 HPV感染与宫颈损害密切相关。这可能与 HPV感染途径相关 ，即病毒通过 

损伤部位暴露的基底细胞 ，在一定条件下增殖 ；也可能困HPV是宫颈炎 、宫颈癌的致病因索。 

一 般认为 HPV一6、ll1型是低危型别组 ，J叮16、I8型则为高危组 。我们的实验结果提示 ：与 

宫颈癌(鳞癌)密切相关的主要是 】6型 ，与宫颈炎相关的包括 6、16、18型 ，Ⅲ 】I型与宫颈炎 、 

宫颈癌的意义似乎 大。本实验癌组织取样均为鳞癌 ，故l未体现出HPV一18型的高危性 。大量 

的资料表明宫颈癌的发生与 HPV—DNA整合到宿主细胞中有关 ，其中主要是 E6、E7 ORF区哺。 

而 HPV ls／l8型的高危性主要是萁基因组中含有一个能编码拼接 E6蛋白的E6 mRNA，此片 

段来在 6、l1型中出现[ 。另行文献报道口：，在生殖道 HPV感染中，两型或两型以上的混合感 

染前波动于 2～7l ，昂多见于 1 0～20 ，略低于本实验的结果(31．3 )，可能是因为所用的 

研究方法不同 前肯主要采用细胞学或核酸杂交法， 我们所用的是高敏感性的 PCR方法，使 

极低的拷贝数也可检出。我们的结果进一步证实了 HPV重复感染在宫颈疾病中普遍存在。 
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Polymerase Chain Reaction for Detection of 

Different Types of Human Papillomavirus in the Cervix 

Cai Hong Yao Kun Cheng W eili Zhou Yaox 

(Det．rrtmea$ol胁 龇如蚪， 弛g Medic~ ，，Nanjbig 210029) 

Yang Zhijian 

( 。tu*eat I’ 讪删， ＆ L押 Reaerrch 越咖 ＆ llos#al，批讯如口) 

Polymerase Chain Re,action(PER)was used to detect HpV 6，11．16，18 【ype specific DNA s粤 

quenceE,in 2l2clinicalcarvlcai眦 1lpI ．The p~ tivity ofHPV—DNAwRs 62．5 (25t40)in patients 

with cervical cancer(squmnous cel1)and 57 (81／1 d2)iu cltroulc cervicitis．nmrk~ly higherthan 

20 (6／30)in healthy control(P< 0．001)．HPV—I 6 was predomiuar~tly related to cervical C~lcer 

whcre．．as HPV一6， l6，l8 frequently inehronic eervicitis．Thls study also indicated that multiple infee． 

tion of different HPV types is~'ollMllon(3l_3 )aud the rate of HPV positivity showed no association 

with age—dep~ndence(P> 0．05)． 

Key words Polyn~erase C'haln Reactlou，Human PaDil1omav us，Cervi~itis．Cervical ca UCeF 
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