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!!

摘
!

要"目的
!

比较三级别宫颈上皮内瘤变"

)*+

%组织标本中人乳头瘤病毒"

!"#

%感染的基因型分布情况及其临床意义&

方法
!

采用聚合酶链式反应和基因芯片检测技术对
%'

例宫颈正常组织'

$,-

例宫颈
)*+$

级'

.,

例宫颈
)*+%

级和
$$,

例宫颈

)*+/

级患者宫颈组织标本进行
%/

种
!"#

基因分型检测!并对受检者进行相关资料分析&结果
!

%'

例宫颈正常组织检出
!"#

感染者
%

例!总的
!"#

感染率为
$'&''0

"

%

$

%'

%#

$,-

例宫颈
)*+

!

组织检出
!"#

感染者
,/

例!总的
!"#

感染率为
11&,(0

"

,/

$

$,-

%#

.,

例宫颈
)*+

"

组织检出
!"#

感染者
,/

例!总的
!"#

感染率为
,1&2.0

"

,/

$

.,

%#

$$,

例宫颈
)*+

#

组织检出
!"#

感染者
$',

例!总的
!"#

感染率为
.$&-/0

"

$',

$

$$,

%&结论
!

聚合酶链式反应结合基因芯片技术可应用于宫颈上皮内瘤变组

织标本的
!"#

基因分型检测!对我国女性宫颈病变
!"#

感染基因型分布的研究及宫颈癌瘤的防治及其疫苗的研发具有十分重

要的意义&

关键词"宫颈上皮内瘤变#
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组织#
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人乳头瘤病毒#
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基因分型
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宫颈鳞状上皮有恶性潜能的改变被称为癌前病变#宫颈癌

前病变代表的一种疾病过程的连续谱系#要想清楚区分开异型

增生和原位癌也许不可能#因而没有理由保留这种两个不同疾

病过程的概念(在这种思想影响下#

$.2(

年有研究者提出的

以子宫颈上皮内肿瘤$

)*+

&作为这两种病变名称的主张#现已

被广泛接受(

)*+

通常分为三个级别#

)*+$

'

)*+%

和
)*+/

(

)*+$

和
)*+%

分别相当于轻度异型增生和中度异型增生#

)*+/

则把重度异型增生和原位癌都包括在内#不再对二者加

以区分(这样就可以用同一疾病过程概括这类上皮病变#把异

型增生和原位癌理解为是同一疾病过程的不同而又连续的部

分#既符合了对肿瘤发生生物学的现代理解#也避免了对重度

异型增生患者的治疗不足)

$7/

*

(人乳头瘤病毒$

!"#

&感染与

宫颈上皮瘤变和癌变有着密切的关系(因此#弄清楚我国各地

女性宫颈上皮内瘤变的
!"#

感染率及基因型的分布状况对

我国宫颈癌瘤的防控和疫苗的研制具有十分重要的意义(

B

!

资料与方法

B&B

!

一般资料
!

收集
%'$$

年
$

$

,

月在南京市中医院行宫颈

活组织病理检查
%'

例病理诊断为轻度急'慢炎且鳞状上皮基

本正常的宫颈石蜡包埋组织作为对照组#年龄
%1

$

2-

岁#平均

年龄
/(&'-

岁%收集
%'$$

年
$

月至
%'$/

年
$%

月在安徽省当

涂县人民医院进行宫颈癌筛查做宫颈活组织病理检查的
1'$

例宫颈
)*+

病变的石蜡组织标本#最小年龄
/-

岁#最大年龄

21

岁#其中
)*+$

患者
$,-

例#平均年龄
11&'-

岁%

)*+%

患者

.,

例#平均年龄
1-&$.

岁%

)*+/

患者
$$,

例#平均年龄
11&%-

+

$12$

+

国际检验医学杂志
%'$-

年
2

月第
/2

卷第
$%

期
!

*6APQ>DR@C

!

PE6@%'$-

!

#:H&/2

!

+:&$%

"

基金项目!南京市卫生局中医专项资助项目$

%''.7.%

&(

!

作者简介!王 懿#女#主管检验师#主要从事宫颈癌及癌前病变
!"#

感染基因

分型的研究(

!

#

!

通讯作者#

S7<>4H

!
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K

;(%'

%

$2/&;:<

(



岁(组织病理切片均由
%

位高年资主治以上医师按照
T!U

$

%''/

年&妇科肿瘤的组织学分类标准进行复阅(

B&C

!

仪器与试剂
!

基因扩增仪为新加坡生产的
V@6@8<

=

")M5

K

5A@<%1''

型%分子杂交仪为江苏省兴化市分析仪器厂

生产的
WXX7/

型%高速冷冻离心机为德国生产的
S

==

@6C:?F

-,$'M

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
Y!)7$/''

"

8%

型%青岛海尔有限公司生产的
Z%'

[

冰箱等(

!"#

基因分型检测试剂盒#由亚能生物技术$深

圳&有限公司提供(显色液须新鲜配制#使用时所需浓度加蒸

馏水配制(

B&D

!

方法

B&D&B

!

标本的采集及保存
!

所有宫颈石蜡组织标本!先去除

每例石蜡组织周边多余的石蜡#将其石蜡组织切成
1

&

<

厚的

切片#切
/

$

-

片石蜡组织即可(用专用的镊子轻轻夹取#放入

小离心管中#切第
%

例石蜡组织前#用次氯酸钠溶液擦刀片及

镊子各
/

次(

B&D&C

!

O+8

的提取
!

将切下的宫颈石蜡组织片放入
$&-<Q

离心管中#加入裂解液
$-'

&

Q

#充分振荡混匀#在金属浴中加

热
$''[$'<46

#立即
$/'''?

"

<46

离心
$'<46

后#取中间层

O+8

溶液待用(

")M

扩增'杂交'孵育和显色按说明书进行

规范操作(每份标本显色后根据杂交信号的有无#来判断

结果(

B&E

!

统计学处理
!

宫颈正常组织'宫颈
)*+$

'

)*+%

和
)*+/

组织中
!"#

感染率及各
!"#

型别的比例采用
!"#

分型统

计软件$由南京倍宁医疗器械有限公司提供&进行分析#对分析

出来的相关数据#应用统计软件包
\"\\$/&'

对相关数据进行

统计学处理#百分率的比较采用
'

% 检验或确切概率法#显著性

检验水准为
(

]'&'$

#以
F

$

'&'-

为差异有统计学意义(

C

!

结
!!

果

!!

从
%'

例宫颈正常石蜡组织标本中检测出
!"#

阳性者
%

例#均为一型感染$均为
!"#2

型&%从
$,-

例宫颈
)*+$

级石

蜡组织中检出阳性者
,/

例#总的
!"#

感染率为
11&,(0

$

,/

"

$,-

&#其中一型感染
-2

例#多型感染
%(

例$二型感染
$.

例#三

型感染
1

例##四型感染
/

例#五型感染
$

例&%从
.,

例宫颈

)*+%

级石蜡组织中检出阳性者
,/

例#总的
!"#

感染率为

,1&2.0

$

,/

"

.,

&#其中一型感染
1.

例#多型感染
/1

例$二型感

染
%$

例#三型感染
,

例#四型感染
1

例#五型感染
$

例&%从
$$,

例宫颈
)*+/

级石蜡组织中检出阳性者
$',

例#总的
!"#

感

染率为
.$&-/0

$

$',

"

$$,

&#其中一型感染
(2

例#多型感染
/%

例$二型感染
%/

例#三型感染
2

例##四型感染
/

例&(

%'

例宫

颈正常组织的女性
!"#

阳性感染者检出不同型别数合计
%

次$低危型
%

次&%

$,-

例宫颈
)*+$

级
!"#

阳性患者检出不同

型别数合计
$%/

次$低危型
$(

次'高危型
$'2

次&%

.,

例宫颈

)*+%

级
!"#

阳性患者检出不同型别数合计
$/2

次$低危型

$1

次'高危型
$%%

次&%

$$,

例宫颈
)*+/

级
!"#

阳性患者检

出不同型别数合计
$-%

次$低危型
,

次'高危型
$11

次&#见表

$

#其中对多重感染者#各型别的阳性率重复计算(

表
$

!!

三级别宫颈
)*+

病变中
!"#

阳性感染者不同

!!!

型别感染频率及百分率的比较#

#

$

0

%&

!"#

型别 宫颈
)*+$

级 宫颈
)*+%

级 宫颈
)*+/

级

!"#2 ,

$

2&-'

&

2

$

1&1$

&

-

$

/&%.

&

!"#$$ 1

$

/&%-

&

%

$

$&1(

&

$

$

'&22

&

续表
$
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三级别宫颈
)*+

病变中
!"#

阳性感染者不同

!!!

型别感染频率及百分率的比较#

#

$

0

%&

!"#

型别 宫颈
)*+$

级 宫颈
)*+%

级 宫颈
)*+/

级

!"#$2 %'

$

$2&%2

&

$,

$

$/&%1

&

-/

$

/1&,(

&

!"#$, $'

$

,&$/

&

.

$

2&2%

&

%

$

$&/$

&

!"#/$ /

$

%&11

&

$'

$

(&/-

&

$$

$

(&%1

&

!"#// $'

$

,&$/

&

$$

$

,&'.

&

$2

$

$'&-/

&

!"#/- /

$

%&11

&

/

$

%&%$

&

1

$

%&2/

&

!"#/. %

$

$&2/

&

%

$

$&1(

&

$

$

'&22

&

!"#1% $

$

'&,$

&

'

$

'&''

&

'

$

'&''

&

!"#1/ $

$

'&,$

&

%

$

$&1(

&

'

$

'&''

&

!"#1- $

$

'&,$

&

'

$

'&''

&

$

$

'&22

&

!"#-$ (

$

-&2.

&

2

$

1&1$

&

-

$

/&%.

&

!"#-% $/

$

$'&-(

&

%1

$

$(&2-

&

$1

$

.&%$

&

!"#-/ -

$

1&'(

&

(

$

-&$-

&

1

$

%&2/

&

!"#-2 %

$

$&2/

&

1

$

%&.1

&

/

$

$&.(

&

!"#-, %$

$

$(&'(

&

%$

$

$-&11

&

%%

$

$1&1(

&

!"#-. (

$

-&2.

&

$

$

'&(1

&

$

$

'&22

&

!"#22 $

$

'&,$

&

/

$

%&%$

&

$

$

'&22

&

!"#2, '

$

'&''

&

$

$

'&(1

&

$

$

'&22

&

!"#(/ '

$

'&''

&

$

$

'&(1

&

%

$

$&/%

&

!"#,$ /

$

%&11

&

1

$

%&.1

&

%

$

$&/%

&

!"#,% $

$

'&,$

&

$

$

'&(1

&

/

$

$&.(

&

!"#,/ '

$

'&''

&

'

$

'&''

&

'

$

'&''

&

总计
$%/

$

..&..

&

$/2

$

$''&'/

&

$-%

$

$''&'$

&

D

!

讨
!!

论

!!

目前已发现
%''

多种
!"#

基因型#被鉴定的有
$''

多种#

其中约
-'

种型别可感染生殖道黏膜(依据
!"#

致癌性的高

低#将
!"#

分为低危型和高危型两大类(低危型
!"#

#如

!"#2

'

$$

'

1%

'

1/

'

11

'

,$

型等#常常引起外生殖器湿疣等良性

病变或 宫 颈 低 度 鳞 状 上 皮 内 瘤 变(而 高 危 型
!"#

#如

!"#$2

'

$,

'

/$

'

//

'

/-

'

/.

'

1-

'

-$

'

-%

'

-2

'

-,

'

-.

'

2,

'

(/

'

,%

型

等#与
)*+

和宫颈癌的发生密切相关)

$

#

/7-

*

(对
!"#

行分型检

测是目前筛查和防控宫颈癌的关键问题之一#也是处理宫颈病

变的重要依据(本文采用基因扩增结合基因芯片检测技术#以

%/

种常见的
!"#

作为感染源#对宫颈癌筛查中行宫颈活组织

病理诊断为
)*+

的病变组织行
!"#

基因分型检测#并对其感

染基因谱分布情况进行比较研究和分析(

!"#

感染是一种常见现象#

,'0

以上的女性在一生中的

某个阶段都会感染
!"#

(大部分女性
!"#

感染是一过性

的#其感染中位时间为
2

$

$1

个月(然而#通过检测到

!"#S2

'

S(<M+8

的存在而发现
!"#

整合到宿主细胞基因

组中#从而造成持续性感染(这些携带整合的
!"#

基因组的

女性发展成高级别
)*+

和宫颈癌的概率明显高于已清除

!"#

感染的女性(因此#

!"#

分型检测对于预测
)*+

病变

的转归有着重要的作用(因此#

!"#

被认为是所有级别
)*+

病变的主要高危因素#而
)*+%

'

)*+/

级病变与
!"#

的关联

度明显高于
)*+$

级病变(高危型
!"#$2

'

$,

阳性者较低危

+

%12$

+
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型
!"#2

'

$$

阳性者
)*+

病变进展为更高级别病变的概率大

大增加)

$

#

27,

*

(

本研究表明!$

$

&

$,-

例宫颈
)*+$

级组织中一型感染率为

/'&%(0

$

-2

"

$,-

&#多型感染率为
$1&2'0

$

%(

"

$,-

&%

.,

例宫颈

)*+%

级组织中一型感染率为
-'&''0

$

1.

"

.,

&#多型感染率为

/1&2.0

$

/1

"

.,

&%

$$,

例宫颈
)*+/

级组织中一型感染率为

21&1$0

$

(2

"

$$,

&#多型感染率为
%(&$%0

$

/%

"

$$,

&(宫颈

)*+$

级'

)*+%

级和
)*+/

级一型和多型感染率比较#提示三

者都是以一型
!"#

感染为主#多型感染为辅#随着宫颈
)*+

级别的增加#其一型感染率也随之增加#多型感染率并没有随

着
)*+

级别的增加而增加#呈现出两头低#中间高的态势#这

种现象还需要多中心大样本的宫颈
)*+

组织的
!"#

分型检

测进一步验证($

%

&本研究
%'

例宫颈正常组织标本中总的

!"#

感染率为
$'&''0

$

%

"

%'

&#

$,-

例宫颈
)*+$

级组织标本

中总的
!"#

感染率为
11&,(0

$

,/

"

$,-

&#

.,

例宫颈
)*+%

级

组织标本中总的
!"#

感染率为
,1&2.0

$

,/

"

.,

&#

$$,

例宫颈

)*+/

级组织标本中总的
!"#

感染率为
.$&-/0

$

$',

"

$$,

&(

宫颈正常组织总的
!"#

感染率与宫颈
)*+$

级'

)*+%

级和

)*+/

级组织总的
!"#

感染率比较#

'

% 值分别为
.&'1

'

12&''

和
('&%,

#

F

$

'&'$

(提示
!"#

感染与
)*+

病变密切相关#

!"#

感染率随着
)*+

的级别增高而增加#本研究
)*+

病变组

织中的
!"#

感染率与以往报道的宫颈
)*+$

'

)*+%

和
)*+/

病变患者中
!"#

检出率分别是
-(&..0

'

(,&/,0

和
,-&($0

有所不同)

$

#

.

*

#这可能与
!"#

检测的方法和型别的数量以及

检测标本不一样有关($

/

&随着妇女宫颈癌筛查的开展以及女

性对宫颈病变认识的提高#妇科临床上发现越来越多的
)*+

病变患者(一般情况下#

)*+

病变存在着
/

种倾向!部分
)*+

病变自然消退或逆转为较低级别的
)*+

病变%部分
)*+

病变

保持持续不变%另一部分
)*+

病变则进展为更高级别的
)*+

病变#甚至发展为浸润性宫颈癌(

)*+

病变进展的概率直接与

)*+

病变的级别有关(

)*+

病变程度越轻#逆转的机会就越

大%反之#

)*+

病变程度越高#逆转到正常的可能性就越小#而

发展成宫颈浸润性癌的可能性就越大(从
/

组宫颈
)*+

组织

的
!"#

总感染率和高危型感染率来看#无论
!"#

总感染率

还是高危型感染率都随着
)*+

病变程度的增加而逐渐增加#

这就决定了随着
)*+

病变程度的增加#

)*+

病变自然消退的

比例逐渐减少#进展为浸润性宫颈癌的比例随之增加)

$

#

$'

*

(目

前妇科临床医生对宫颈
)*+%

级以上的病变进行微创手术治

疗#阻止其病变向宫颈癌发展#使得宫颈癌的患者有所下降#但

存在着
)*+

病变复发率高的现象#这可能和宫颈病灶周围仍

有高危型
!"#

存在有关(如何彻底杀灭切除宫颈病灶周围

的高危型
!"#

#是未来妇科临床治疗宫颈病变的发展方向(

$

1

&在
)*+$

级病变中#

!"#$2

'

/$

'

22

'

-%

和
-$

是最常见的
-

种类型#而在
)*+%

'

)*+/

中#最常见的类型是
!"#$2

'

/$

'

$,

'

//

和
/-

型(本研究前
,

位
!"#

感染型别出现频率依次是

)*+$

级
-,

'

$2

'

-%

'

$,

'

//

'

2

'

-$

'

-.

型%

)*+%

级
-%

'

-,

'

$2

'

//

'

/$

'

$,

'

-/

'

2

'

-$

型%

)*+/

级
$2

'

-,

'

//

'

-%

'

/$

'

2

'

-$

'

/-

'

-/

型(

从
)*+$

级到
)*+/

级
$2

型始终位于前
/

位#

$,

型由第
1

位逐

渐退至
2

位和退出前
,

位#

-,

和
-%

型始终位于前
1

位#

//

和

/$

型$除
)*+

!

级外&均位居前
-

位(与以往报道不同的是#

从
)*+$

级到
)*+/

级
!"#-,

型始终位居前
%

位#说明

!"#-,

型是安徽省宫颈
)*+

组织中非常强势的致瘤型别#值

得关注(

$2

'

$,

'

/$

'

//

'

-%

'

-,

型在
)*+$

级出现频率为

-1&1(0

$

2(

"

$%/

&'在
)*+%

级出现频率为
2,&/,0

$

./

"

$/2

&'

在
)*+/

级出现频率为
((&2/0

$

$$,

"

$-%

&#随着
)*+

级别的增

加#这
-

种型别的比例也随之增加(提示我国研发
!"#

疫苗

时#如果将
$2

'

$,

'

/$

'

//

'

-%

'

-,

型考虑在内#这样就可以保护

半数以上的女性免受这些型别的
!"#

感染而诱发宫颈癌瘤

)

$

#

$$7$%

*

($

-

&与
!"#

阴性妇女相比#

!"#$2

型持续性感染导

致
)*+%

级以上疾病相对危险度为
.1&2

#而
!"#$,

型则为

.'&2

(

!"#$2

型和$或&

$,

型持续性感染发生宫颈癌及癌前

病变的机会为
(&-

$

$%&/

(荟萃资料显示#

!"#

持续性感染

者与
!"#

阴性者相比#发生
)*+%

级以上疾病相对危险度为

//&/

倍#一过性
!"#

感染者为
$1&(

倍)

$

#

$$

*

(本研究
!"#$2

型出现频率从
)*+$

级到
)*+/

级分别为
$2&%20

$

%'

"

$%/

&'

$/&%10

$

$,

"

$/2

&和
/1&,(0

$

-/

"

$-%

&#提示
!"#$2

型感染在

)*+$

和
)*+%

之间差别性不明显#而
)*+$

和
)*+%

与
)*+/

比较#差别明显#随着
)*+

病变的增加#在
)*+/

病变组织中#

!"#$2

型逐渐占居了首要位置(因此#建议临床妇科医生#应

开展
!"#

分型检测#对于持续性
!"#$2

型感染者应给予更

为积极的治疗和密切的随访#同时也要关注
!"#$,

'

/$

'

//

'

-%

'

-,

型(

总之#宫颈癌瘤的防控一定要坚持预防为主的原则#在第

三世界国家尤其显得重要(目前#世界各国都在加大投入#研

究预防范围更广的二代
!"#

疫苗(

R@?;G

公司声称他们已

研制出一种新型
!"#

疫苗#这种疫苗除覆盖
!"#2

'

$$

'

$2

'

$,

型外#还可以覆盖
/$

'

//

'

1-

'

-%

'

-,

型#因此#可预防大约
,-0

的宫颈癌的发生(此外#基于
!"#Q%

蛋白的新型预防性疫苗

正在研发中(对于治疗性疫苗#如何增强肿瘤特异性抗原

!"#S2

'

S(

蛋白的免疫原性和诱导针对
!"#S2

'

S(

蛋白的

特异性
)9Q

应答是亟待解决的关键问题(由于宫颈癌
,-0

的病例发生在发展中国家#且
!"#

又是一类庞大的异族性家

族#同时还存在着许多变异型(

!"#

疫苗的覆盖面以及疫苗

的费用是决定
!"#

疫苗是否成功应用的关键(就现阶段来

说#采用以病因学为主的宫颈癌筛查五阶梯法#最大限度地提

高检出率#降低漏检率#是最合理的宫颈癌筛查策略 )

$

#

$/7$-

*

(
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!"#

检测各自有其局限性#一些研究发现将
9)9

与
!"#

检

测结合诊断宫颈癌的准确性远高于单一检查#而如果将
9)9

'

!"#

检测及肿瘤标志物检测相结合#诊断的阳性率会更

高)

27(

*

(本研究结果提示
9)9

诊断宫颈癌时敏感度与特异度

均高于其他检查#说明其准确率较高(将
9)9

联合肿瘤标志

物和
!"#

检测进行并联诊断试验#其敏感度高达
$''0

#明显

高于
9)9

单独诊断的敏感度(四者串联试验诊断后#特异度

高达
.,&/0

#明显高于
9)9

单独诊断的特异度(

)8$%-

是一种大分子糖蛋白#它不仅存在于间皮细胞和

苗勒氏管所发生的肿瘤中#而且还可存在于苗勒氏上皮包括输

卵管'子宫内膜及宫颈内膜中)

,

*

(血清
)8$%-

水平在
%'0

$

(-0

的宫颈腺癌患者中会升高)

.

*

#且和肿瘤分级'体积'免疫组

化分级'淋巴管浸润相关)

$'

*

(

)8$%-

具有较高的敏感度#目前

被用作宫颈癌普查的重要指标之一#但是由于其特异度较低#

造成误诊率较高#因此需要结合其他检查以进一步减少误诊(

本研究结果提示
)8$%-

敏感度和特异度分别为
,%&,20

和

,/&//0

#其
X:EC@6

指数为
'&22

#

)8$%-

通过与其他检查联合

后其敏感度与特异度均高于单独检查结果(

)XWM8%$7$

是细胞角蛋白
$.

的可溶性片段#是形成上皮

细胞的结构蛋白之一中间丝的亚单位#当机体发生癌变时#上

皮细胞坏死溶解使
)XWM8%$7$

水平明显升高(肺癌早期病

变常常发生在上皮细胞#因此在肺癌组织中#尤其是在肺鳞癌#

)XWM8%$7$

水平丰富#表达明显升高(因此#

)XWM8%$7$

以

往主要是肺癌诊断的肿瘤标志物(随着对
)XWM8%$7$

研究

深入#一些学者发现
)XWM8%$7$

在鼻咽癌'食管癌和宫颈癌

中表达也增加#且与病变的临床分期和预后有一定关系)

$$7$/

*

(

本研究结果发现#

)XWM8%$7$

检出率在宫颈癌病变组明显高

于良性病变组和健康组#表明其与宫颈癌之间存在一定的联

系(单独
)XWM8%$7$

诊断宫颈癌的敏感度和特异度分别为

,(&$10

和
,,&//0

(

联合试验是一种为了提高诊断试验效率而将现有的试验

联合起来诊断和筛检疾病的方法#主要有并联试验和串联试

验(并联试验指多个试验同时进行#只要有一个阳性就可判为

结果阳性#认为疾病存在#这样可以提高灵敏度#减少漏诊(串

联试验指多个试验相继前后进行#前一个试验结果阳性就接着

做下一个试验#一旦出现阴性结果就可判为试验结果阴性#认

为疾病不存在#停止试验#这样可以提高特异度#减少误诊(从

表
/

'

1

结果可看出#

)8$%-

'

)XWM8%$7$

'

9)9

和
!"#

四者通

过不同 方 法 联 合 起 来 检 测 后#诊 断 宫 颈 癌 的 敏 感 度 达

$''&''0

#特异度为
.,&//0

#两者均远较任一个单一指标高#

说明
)8$%-_)XWM8%$7$_9)9_!"#

联合诊断能更好地

用于宫颈癌的早期诊断#同时减少误诊率(
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