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摘
"

要"目的
"

探讨南京地区肛门及肛管尖锐湿疣病变中人乳头瘤病毒"

QMO

%不同基因型别的感染情况及其临床意义'方

法
"

从
!*'

例肛门及肛管尖锐湿疣"

-+

%石蜡组织标本中提取
"#

种
QMOTK+

!采用基因扩增芯片杂交技术对其进行
QMO

基因

型别的检测!并对患者进行临床病理资料分析'结果
"

!*'

例肛门及肛管
-+

病变组织标本中检出
QMO

总阳性率为
'(&5'Z

"

!##

(

!*'

%!其中单一型别的阳性率为
%%&'!Z

"

!)*

(

!*'

%$单一型别的感染中
QMO'

型阳性率为
"5&)'Z

"

%%

(

!*'

%!是最主要的感

染型别!其次为
QMO!!

型!阳性率为
"(&)$Z

"

%#

(

!*'

%$混合型
QMO

感染阳性率为
!"&"%Z

"

"$

(

!*'

%!其中
QMO'

型与
!!

型混

合感染占
%)&))Z

"

!"

(

"$

%!是混合型感染的主要型别!此外还有
%

例
$

种型别的混合感染!占混合感染的
")&5#Z

"

%

(

"$

%'结论

"

基因扩增芯片检测技术是一种比较适合临床进行
QMO

分型检测的&敏感性高&特异性好的诊断方法!尤其适合开展某种病变

中
QMO

感染的分子流行病学的研究'

关键词"尖锐湿疣$

"

人乳头瘤病毒$
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中国与世界各地交往日益广泛#人员往来愈加频繁#为性

传播性疾病传入中国提供了可乘之机*其中#尖锐湿疣$

-+

&

已跻身为中国三大性病之一*世界卫生组织新近提出人乳头

瘤病毒$

QMO

&感染性疾病的诊断不仅要有临床和病理学诊

断#还应具有基因水平的诊断才能确诊*随着分子生物学技术

的快速发展#基因诊断技术在病毒感染性疾病的诊断'研究和

临床应用已日趋成熟#此类技术的临床应用可以解决
QMO

感

染的定性'定位'分型及定量诊断问题#也可以解决其他病毒感

染与
QMO

感染性疾病的鉴别诊断问题#这将为临床进一步治

疗提供客观'准确'科学的依据(

!4#

)

*本研究应用基因扩增分型

技术对
!*'

例肛门及肛管
-+

组织进行了
QMO

型别的基因检

测#为肛门及肛管
-+

的预防'治疗'

QMO

诊断试剂和疫苗的

研发以及分子流行病学调查提供理论依据#现报道如下*

?

"

材料与方法

?&?

"

材料
"

收集
!*5%

年
!

月至
")!!

年
$

月南京中医药大学

第三附属医院经全国肛肠医疗中心手术切除的
!*'

例南京地

区肛门及肛管
-+

病变的常规石蜡组织标本#其中男
!)5

例#

女
55

例#男女之比为
!&"#l!

%年龄
!"

"

(!

岁#平均年龄
#5&##

岁#

")

"

')

岁患者
!5)

例#占患者总数的
*!&5$Z

$

!5)

"

!*'

&*

肛管
-+!5

例#肛门
-+!(5

例*由
"

位经验丰富的病理医师

结合临床#依据肛门及肛管
-+

大体及显微镜下的组织形态学

特征#作出符合肛门及肛管
-+

的诊断#同时复习其临床病理

资料*

?&@

"

仪器与试剂
"

QMO

基因分型检测试剂盒$由深圳亚能生

物技术有限公司提供&%基因扩增仪为新加坡生产的
]838

+D

B

M-\[

C

298D"$))

型%分子杂交仪为江苏省兴化市分析

仪器厂生产的
Vee4#

型%高速冷冻离心机为德国生产的
L

B

4

B

83E6?A%5!)\

型%生物安全柜为江苏省苏州市安泰空气技术

有限公司生产的
YQ-4!#))

'

+"

型*显色液须新鲜配制#使

用时按所需浓度加蒸馏水配制*

?&A

"

方法

?&A&?

"

QMOTK+

提取
"

先将石蜡组织切成
$

!

D

厚的切片#

#

"

%

片#将切下的石蜡组织片放入
!&%DN

离心管中#加入裂

解液
!%)

!

N

#充分振荡混匀#

!))R

金属浴加热
!)D13

#立即

!#)))?

"

D13

离心
!)D13

后#取中间层
TK+

溶液待用*

?&A&@

"

M-\

扩增
"

将
M-\

反应管依次编号#分别加入
"

!

N

+

#)#!

+

国际检验医学杂志
")!"

年
'

月第
##

卷第
!!

期
"

/39PN;=.8E

!

PG38")!"

!

O6@&##

!

K6&!!



矿物油和已提取的
TK+

样品'空白对照'阳性对照各
%

!

N

#反

应体系总体积
"(

!

N

#

#)))?

"

D13

离心
$2

#上机扩增*扩增条

件为
%)R!%D13

%

*%R!)D13

%

*$R#)2

#

$"R*)2

#

("R

#)2

#共
$)

个循环%

("R%D13

*

?&A&A

"

杂交'孵育和显色
"

取
!%DN

离心管#放入标有标本

编号的膜条#加入
%

"

'DN+

液$

"U[[-

#

)&!Z[T[

&及所有

"(

!

NM-\

产物#拧紧管盖#将离心管放入沸水浴中变性
!)

D13

#取出并立即放入
%!R

杂交箱内杂交
!&%<

#同时取
%)DN

离心管#加入
%)DNY

液$

)&%U[[-

#

)&!Z[T[

&#于杂交箱预

热*取出膜条#转移至已预热的
Y

液中#

%!R

轻摇洗涤
%D13

#

将膜条转移至孵育液$

+

液
lMSTW")))l!

#

$

张膜可用
'

!

N

MST

配制成
!"DN

孵育液&中室温孵育
#)D13

#弃去孵育液#

用
+

液室温轻摇洗涤
"

次#每次
%D13

#再用
-

液$

)&!D6@

"

N

枸橼酸钠&轻摇洗涤
"D13

%显色液$

-

液
!*DN

#

,.Y!DN

#

#)ZQ

"

S

"

"

!

N

&中显色至少
#)D13

%转移至去离子水中浸泡

即可观察结果*

?&A&B

"

结果判定标准
"

$

!

&实验后每张膜条在
M-

位点必须

出现蓝色显示信号%$

"

&阴性质控品除
M-

位点出现蓝色显色

信号外#其余位点均不出现蓝色显色信号%$

#

&阳性质控品除

M-

位点出现蓝色显色信号外#必须在相应
QMO

基因型位点

上出现蓝色显色信号%$

$

&每张膜条上除
M-

位点外有
"#

种

QMO

型别$

'

'

!!

'

$"

'

$#

'

$$

'

!'

'

!5

'

#!

'

##

'

#%

'

#*

'

$%

'

%!

'

%"

'

%#

'

%'

'

%5

'

%*

'

''

'

'5

'

(#

'

5#

'

..$

型&的杂交显色位点#除
M-

位点显色外#肉眼可观察
"#

种
QMO

型别位点上呈现蓝色小

圆点为阳性信号%$

%

&出现
!

个阳性信号为单一型别的感染#出

现
"

个阳性信号为双型别的混合感染#出现
"

个以上的阳性信

号为多型别的混合感染*

?&B

"

统计学处理
"

采用
[M[[!"&)

统计软件进行
%

" 检验*

@

"

结
""

果

!*'

例肛门及肛管
-+

患者中#

!##

例检出感染
QMO

#总

阳性率为
'(&5'Z

$

!##

"

!*'

&*单一型别的
QMO

感染
!)*

例#

占
%%&'!Z

$

!)*

"

!*'

&#单一型别的感染中#

QMO'

型感染
%%

例#阳性率为
"5&)'Z

$

%%

"

!*'

&#是最主要的感染型别#其次为

QMO!!

型#其阳性率为
"(&)$Z

$

%#

"

!*'

&*混合型
QMO

感染

"$

例#占
!"&"%Z

$

"$

"

!*'

&#其中
QMO'

型与
!!

型混合感染

!"

例#占混合型感染的
%)&))Z

$

!"

"

"$

&#是混合型感染的主要

型别#其次是
%

例
$

种型别的混合感染#占混合型感染的

")&5#Z

$

%

"

"$

&#分别为
QMO'

型'

!!

型'

!'

型'

!5

型混合感

染
!

例#

QMO'

型'

!!

型'

##

型'

%"

型混合感染
!

例#

QMO'

型'

!!

型'

!'

型'

##

型混合感染
"

例#

QMO'

型'

!!

型'

!'

型'

''

型混合感染
!

例*另外
5

例
QMO

感染分别是
QMO'

型'

!5

型混合感染
!

例#

QMO'

型'

%"

型'

(#

型混合感染
!

例#

QMO!!

型'

##

型混合感染
!

例#

QMO!!

型'

%5

型混合感染
"

例#

QMO!!

型'

%*

型混合感染
!

例#

QMO!!

型'

''

型混合感

染
!

例#

QMO%5

型感染
!

例*

A

"

讨
""

论

QMO

属乳头瘤病毒科#是一类特异感染人类上皮'黏膜的

微小共价双链环状
TK+

病毒#其以闭合超螺旋结构'开放的

环状结构'线性分子结构
#

种形式存在*现已发现乳头瘤病毒

及
QMO

有
"))

多个型别'亚型及变异体#至今已鉴定出一百

多种(

!4%

)

*人类是
QMO

的唯一宿主*世界卫生组织$

_QS

&'

国际癌症研究学会$

/+\-

&根据
QMO

致癌危险性的高低将其

分为低危型和高危型两大类*分子流行病学调查显示#高危型

QMO

导致宫颈癌的概率约为
!&))Z

#而低危型
QMO

导致宫

颈癌的概率仅为
)&!)Z

(

"

)

*目前发现有
#)

多种高危型及
!)

多种低危型
QMO

致癌致瘤#其中
!5

种高危型和
$

种低危型比

较常见(

$

)

*本研究选择了
"#

种最常见致癌致瘤的
QMO

型别

作为研究的感染源#此
"#

种
QMO

型别大约占致癌致瘤型别

的
*%Z

左右*由于目前人们都把目光主要集中在女性生殖道

疾病的
QMO

研究上#而直肠'肛管及肛门区
QMO

感染的专题

研究尚无人触及#全世界尚无确切可靠的直肠'肛管及肛门区

"#

种
QMO

感染的流行病学的研究资料*当前
QMO

基因检

测是捕获
QMO

感染最好的方法*临床上对
QMO

感染的诊断

都是通过检测病毒
TK+

#现常用的
Q-4

'

'荧光定量
M-\

法

和原位杂交法均不能对
QMO

进行高通量的分型检测#不适合

用于
QMO

感染相关疾病的流行病学和病因学的深入研究*

本文采用的高通量的分型检测技术对
!*'

例肛门及肛管
-+

的石蜡组织标本进行了
"#

种
QMO

基因分型的回顾性研究#

并对其基因型别所占的比率作了比较和分析*

-+

是一种性传播疾病#主要通过性接触传播#男女均可

发病*引起本病的主要类型为
QMO

的
'

'

!!

'

!'

'

!5

'

#!

'

##

'

#%

型*

5%Z

是由性传播而感染的*

-+

是欧美国家最常见的性

病之一#其发病率逐年上升*

-+

在中国也是最主要的性传播

疾病之一#在中国南方比北方多见#以
")

"

#$

岁者发病率最

高*男性常发生于冠状沟'包皮'龟头'系带及尿道口#有时可

见于阴茎体及周围皮肤#但很少长于阴囊#男性同性恋者可发

生于肛门及直肠*女性多见于大小阴唇'阴蒂'阴道'子宫颈及

肛周*偶尔可出现在口腔'腋窝'脐窝'趾间和乳房下部'腹股

沟*至少有
")Z

的女性
-+

患者可波及肛周(

$45

)

*本研究从

!##

例肛门及肛管
-+

石蜡组织切片中检出
!)

种
QMO

型别#

分别是
'

'

!!

'

!'

'

!5

'

##

'

%"

'

%5

'

%*

'

''

'

(#

型#未发现
#!

和
#%

型*发病年龄在
")

"

$)

岁的患者
!)%

例#占总人数的
%#&%(Z

$

!)%

"

!*'

&*

!*'

例肛门及肛管
-+

患者中#男性发病可能多数

与同性恋行为有关#女性多数是外阴
-+

波及肛门及肛管处*

随着
QMO

基因检测手段的改进#一些亚临床阶段的

QMO

感染已经被发现#这些亚临床
QMO

感染可以单独存在#

也可与
-+

并存#主要表现为!$

!

&微小的无蒂疣#可单发或多

发%$

"

&微小的乳头状隆起#多发#呈绒毛状隆起#有时众多小突

起融合形成颗粒状外观%$

#

&外观正常的斑状病损#肉眼观察似

为正常#但用醋酸涂布后出现白色#用放大镜才可见有斑状改

变*近年来文献上逐渐将尖锐$

;>GD13;9GD

&一词略去#统称生

殖器湿疣$

>63E

C

@6D;

&#生殖器湿疣包含了从起初微小病损到

巨大
-+

的所有病变#从病理组织学上可分为!微小湿疣%典型

-+

%巨大
-+

三种形态(

$

#

'

)

*本文报道的
!*'

例
-+

组织形态

学属比较典型的
-+

*

从本研究结果来看#

!*'

例肛门及肛管
-+

患者中
QMO

感染率达
'(&5'Z

#表明肛门及肛管是又一个
QMO

易感染部

位*所有
!##

例
QMO

阳性的肛门及肛管
-+

患者除
!

例外都

伴有
'

型或
!!

型
QMO

感染#混合型感染除了
!"

例
QMO'

型'

!!

型混合感染外#其余
!"

例
QMO

混合感染及
!

例单一型

感染都伴有高危型别的
QMO

感染#而高危型别的
QMO

往往

是
-+

癌变的重要诱发因素#也是诱发肛门及肛管上皮癌变的

重要诱因*因此#对所有伴有高危型别
QMO

感染的
-+

患者

进行
QMO

感染型别的追踪检测显得非常必要#如果他们成为

持续性的感染者#就可成为
QMO

的重要传染源#而且发生肛

门及肛管癌的风险将大大增加#应引起高度$下转第
!#)(

页&
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够重视*

dM-

酶是近年出现的一种新的碳青霉烯水解酶#该

酶能水解碳青霉烯类'哌拉西林'头孢菌素和氨曲南#酶抑制剂

能抑制其活性#

dM-

酶最先从肺炎克雷伯菌中分离出来#在欧

美国家较为流行(

5

)

#本研究中基因型及表型均没有检测出

dM-

酶*

全国医院感染监测系统报告显示
!**5

"

"))"

年对亚胺培

南耐药的铜绿假单胞菌增加了
!%Z

#有研究报道减少亚胺培

南的使用并降低其暴露率能使健康人对亚胺培南的敏感性从

5#Z

提高到
*%Z

#使患者对亚胺培南的敏感性从
'%Z

提高到

5#Z

(

*

)

#这表明限制并减少碳青霉烯类抗生素的使用将是改善

其耐药性问题的有效方法*
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重视*本研究
!*'

例
-+

患者中#

")

岁以下者
$

例#

()

岁以上

者
"

例$包括
!

例
()

岁的患者&#

')

岁以上者
!"

例#

")

"

')

岁

者
!5)

例#占患者总数的
*!&5$Z

$

!5)

"

!*'

&%提示肛门及肛管

-+

主要发生于性活跃的群体%肛门及肛管
-+

往往容易复发#

这与
-+

治疗后#其周围皮肤中仍然存在
QMO

有关(

*

)

*本研

究
!*'

例肛门及肛管
-+

患者只有
!##

例检出
QMO

阳性#有

'#

例为
QMO

阴性#这说明
'#

例
QMO

阴性的
-+

患者中存在

着两种情况#一是
QMO

阴性的
-+

中可能存在着
QMO'

'

!!

'

$"

'

$#

'

$$

型以外的型别#提示试剂厂家应开发出符合中国
-+

感染谱的低危型别的
QMO

检测试剂#二是
QMO

阴性的
-+

在组织形态学上非常像
-+

#但实际上又不是
QMO

引起的病

变#也就是说很可能是一种假性湿疣*本研究的
!*'

例肛门及

肛管
-+

患者中没有检测到
$"

'

$#

'

$$

型
QMO

#提示
$"

'

$#

'

$$

型
QMO

不是引起南京地区肛门及肛管
-+

病变的型别*本研

究采用的高通量
QMO

分型检测技术不但能对细胞#也能对组

织标本进行检测#不但能对新鲜标本进行实时研究#而且还可

对石蜡组织进行回顾性研究#是
QMO

分型检测的一种快捷'

实用'高通量的检测方法#值得推广*

总之#对直肠'肛门及肛管的
QMO

感染的研究才刚刚开

始#还有许多的问题需要研究者去探索和发现*由于
QMO

是

人类良'恶性肿瘤的重要诱因#值得研究者对其进行多中心大

样本量的基因研究#为肛门直肠恶性肿瘤的防治提供科学的依

据(

5

#

!)4!"

)

*
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