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人乳头瘤病毒( human papillomavirus, HPV)是

宫颈癌重要的致病因子 [ 1]。大部分 HPV感染是一

过性 [ 2]。根据不同型别 HPV的致病能力不同 ,可将

HPV型分为高危型和低危型 , 前者包括与宫颈癌

密切相关的 HPV- 16、18、31、33 等型别 , 后者包括

HPV- 6、11、42、43 引起尖锐湿疣等良性病变的

HPV型别。高危型 HPV的持续或反复感染才可能

导致宫颈癌。从感染 HPV至宫颈癌发生需数年时

间 , 若能及早发现并积极处理高危 HPV感染 , 则

可有效阻断致癌环节 ,从而预防宫颈癌的发生。因

此 HPV 筛查及分型在宫颈癌防治中具有非常重

要的意义。本研究利用低密度基因芯片方法对临

床宫颈标本进行检测 , 旨在利用低密度基因芯片

建立一种快速、简便、灵敏、特异性强的 HPV感染
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摘 要 :【目的】利用低密度基因芯片方法对人乳头瘤病毒 ( HPV)进行分型检测 , 建立一种经济实用的临

床 HPV感染的基因型检测方法。【方法】利用低密度基因芯片方法对 145 例阴道镜门诊病人的宫颈拭子标本

进行 HPV- DNA检测并分型。【结果】被检人群中共检测出 57 例 HPV阳性 , 88 例 HPV阴性 , HPV的感染率为

39.3%, 阳性标本中检测出 12 种高危型别 , 2 种低危型别。其中单型感染 51 例 ( 89%) , 混合感染 6 例 ( 11%) ,

16, 31, 18, 58 型检出率较高。【结论】低密度基因芯片是一种快速、简便、特异性强、灵敏度高的检测方法 , 在

HPV和宫颈癌的筛查与诊断中有很大的应用价值。
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Abstract:【Objective】To establish a high efficient and simple method for detecting and genotyping HPV from

clinical sample. 【Methods】Cervical scrape samples were collected from 145 patients who attending the clinic of

colposcopy. DNA was extracted and amplified by PCR with general primer set. All PCR- positive samples were then

genotyped by low- density DNA array.【Results】 HPV- DNA was detected in 39.3% of the samples by low- density

DNA array. Fifty- one patients were infected with single- type HPV and 6 patients were infected with multiple- type

HPV. Twelve high risk types (16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 52, 56, 58, 59, 66) and 2 low risk types (6, 11) were

detected. The most commonly found high- risk types were HPV- 16, HPV- 31, HPV- 18, and HPV- 58.【Conclusion】

Low- density DNA array is a rapid, convenient method for detecting of HPV DNA with high sensitivity and high

specificity in diverse clinical sample. It is a valuable method for the molecular diagnosis and epidemiology of this

important virus.
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和宫颈癌的筛查与诊断方法。

1 材料和方法

1.1 标本采集

省医 2004 年 3 月至 2004 年 4 月阴道镜门诊

病人 145 例 , 在阴道镜的直视下 , 将灭菌棉拭子伸

入宫颈管 2 cm,沿宫颈管旋转刮取上皮细胞 ,采出

的标本置于盛 1 mL生理盐水的小试管中备检。

1.2 引物与探针设计

通用引物 [ 3]、内参基因 Globin 引物 PC04/

GH20, 引物 5′端标记生物素 ; 根据多序列比对结

果设计 HPV21 种亚型的特异性探针 , 其中包括 15

种常见高危型和 5 种低危型及 cp8304 型 , 探针用

氨基标记 ;引物、探针由中山大学达安基因股份有

限公司合成。

1.3 实验方法

1.3.1 DNA 提取及基因扩增 将分泌物洗脱于

盐水中 , 10 000 r/min (r=15 cm)离心 5 min, 弃上

清, 加 50 μL DNA提取液并混匀 , 沸水浴 10 min,

然后再离心 5 min, 取上清液 5 !L做 PCR 反应。
扩增仪为 PE9700, 反应体系为 50 !L, 反应条件
为 : 93 ℃预变性 3 min, 93 ℃变性 40 s, 55 ℃退火

40 s, 72 ℃延伸 40 s, 共 40 个循环 , 最后 72 ℃延

伸 7 min。PCR 产物在 20 g/L的琼脂糖电泳检测

后- 20 ℃保存备用。

1.3.2 芯片处理 将尼龙膜用 10%EDC 浸泡 30

min 以活化膜条 , 按一定顺序(见图 1)将探针点于

膜条上 , 晾干后用 0. 1 mol/L NaOH 固定探针 , 蒸

馏水清洗后晾干存于 4 ℃冰箱备用。

1.3.3 基因分型 扩增产物 98 ℃变性 10 min 后

立即放置冰上 2 min, 然后将产物与杂交液Ⅰ混

合 , 放置 DNA 杂交仪(香港凯普公司)快速杂交 5

min, 用杂交液Ⅱ清洗膜条 ;再用链霉素-生物素蛋

白-辣根过氧化物酶结合物 ( POD) 25 ℃下浸泡 2

min,最后用 TMB显色观察结果。

1.3.4 灵敏度检测 将不同型别 HPV 扩增产物

克隆测序鉴定 , 抽提质粒 , 用紫外分光光度计测定

质粒 OD值 , 确定质粒的拷贝数 , 对不同质粒稀释

梯度进行杂交检测,从而确定各型的灵敏度。

1.3.5 特异性检测 收集常见生殖道和呼吸道病

原体如解脲支原体、淋球菌、肺炎衣原体等利用低

密度基因芯片检测,验证该方法的特异性。

2 结 果

2.1 PCR 产物鉴定

通过用 PCR 对提取 DNA后的宫颈标本进行

扩增 ,利用 20 g/L琼脂糖凝胶电泳检测扩增产物 ,

可见内参基因( 268 bp)与目的基因条带 ( 450~470

bp) (图 2)。145 例样本中 , 57 例电泳阳性 , 阳性率

为 39.3%。

2.2 基因芯片分型

利用基因芯片对 57 例阳性的 PCR 产物进行

分型 , 55 例杂交结果阳性 ,另有两个标本电泳阳性

而未分出具体型别 , 经克隆测序鉴定分别为 73 型

和 54 型。57 例阳性标本中单型感染 51 例( 89%) ,

混合感染 6 例( 11%)。在 55 例中 ,共检测出 12 种

高 危 型 ( 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 52, 56, 58, 59,

66) 46 例和 2 种低危型 ( 6, 11)及 cp8304 型 9 例。

其中 16, 31, 18, 58 型比率较高 , 分别为 10 例

( 14.3% ) , 7 例 ( 12.3% ) , 7 例 ( 12.3% ) , 6 例

( 8.8%) ,其余型占 38%(见表 1)。

2.3 灵敏度和特异性结果

筛选出的具体型别均经克隆测序鉴定 , 抽提

质粒进行梯度稀释 , 用基因芯片来确定每一型的

最低检测灵敏度 , 其中 18、31、35、39、56 型最低检

测限度为 103拷贝 , 其余型最低检测限度为 104 拷

贝。其余病原微生物利用低密度基因芯片检测

图 1 探针分布图

Fig.1 Contr ibution of probes
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图 2 PCR 结果

Fig.2 Result of PCR

M: 100 bp ladder DNA marker; N: negative control; 1～21:

product of PCR
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HPV均为阴性 ,特异性较好。

3 讨 论

人乳头瘤病毒是宫颈癌的直接致病因子 , 与

宫颈癌的发生密切相关。HPV的分型检测能提高

宫颈癌细胞学筛查的有效性 , 是细胞学检测方法

的重要补充及有效处理宫颈病变的重要依据 , 尤

其是对细胞学检查不能确定的或位于边界、退化

或持续发展的病变的诊断、随诊、防治策略有决定

意义 , 并可获得良好的社会效益 , 同时也是经济有

效的诊断、筛查方法 [ 4]。

应用 HPV 通用引物 ( 例 MY09、MY11 或

GP5+、GP6+等) 扩增后对扩增产物进行检测和分

型 ,包括早期的 PCR- RFLP, PCR-直接测序 , PCR-

ELISA以及 PCR-微阵列技术 ( DNA芯片) , 其中

RFLP 法需要充分了解 HPV的基因组 , 尤其是各

个酶切位点 , 以利于辨认不同条带及准确分型 ;直

接测序法结果准确 , 但费用高 , 操作繁琐 , 不利于

进行大规模的筛查 ; 高密度基因芯片技术多用于

科研 , 且需要特殊的仪器设备 , 检测的成本昂贵且

目前应用于临床的报道不多 , 而低密度基因芯片

技术因对仪器设备的要求较低而在临床检测中有

望得到广泛应用。

本研究主要利用低密度基因芯片技术对 HPV

进行具体分型检测显示 , 145 例标本检出 57 例阳

性 , 阳性率为 39.3%, 以 16 型 , 31 型 , 58 型 , 18 型

为主 , 与其它研究结果一致 [ 5- 7]。HPV检测的阳性

率与标本类型以及研究方法密切相关 , 有报道显

示 [ 8]宫颈活检、宫颈刷标本阳性率高于宫颈拭子

标本。HPV各型的分布 , 因地理位置不同而有所差

异 , 大多研究显示 16 型感染普遍居多 [ 9,10] , 且感染

16 型病毒感染在体内持续时间最长 , 较其他型别

感染难以清除 [ 7]。有报道 [ 11]南方地区除 16 型外 ,

以 58 型为主 , 本研究显示广州人群中 58、31、18

型检出率较高,结果相符。

本研究通过灵敏度试验 , 确定了该方法对

HPV不同的型别所能检测的最低限度有所不同 ,

总的说来 , 对 21 亚型的检测灵敏度均达到了 104

拷贝 , 与目前普遍用于临床的杂交捕获Ⅱ代的灵

敏度 [ 12]大致相同 ,取得了良好的一致性。特异性试

验显示 , 该方法特异性高 , 在生殖道和呼吸道的病

原微生物中 ,仅对 HPV能进行特异性检测 ,

利用低密度基因芯片方法不仅能检测单一型

别感染 , 还能检测混合感染。该方法方便快捷 , 整

个操作过程在 5 h 内即可完成 ; 将生物素直接标

记在引物上 , 对人体无放射性损害 , 每一探针对应

特定的 HPV型别 , 不会发生交叉反应 , 敏感性高 ,

特异性强。可根据不同检测要求在芯片上添加相

应探针 , 临床上易于推广。准确快速的 HPV基因

分型对宫颈癌的筛查、诊断和治疗有很重要的指

导意义 ,低密度芯片技术将有很大的应用前景。
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