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目的
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探讨不同类型宫颈标本"指宫颈细胞刷标本和宫颈环切标本$人乳头瘤病毒"

]SU

$感染及亚

型分布%方法
!

采用
]SU

通用引物对
$)"

例宫颈组织标本中可能存在的
]SU

基因进行
S68

扩增!对扩增产物

采用导流杂交基因芯片技术进行
]SU

分型%结果
!
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例标本共检出
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阳性
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例!总感染率为
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种亚型共检出
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种!低危型
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未检出%宫颈细胞刷标本组
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例中共检出
]SU

阳性
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例!

感染率为
#(%##X

#宫颈环切标本组
"!&

例中共检出
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阳性
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例!感染率为
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!两组差异有统计学意义
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$%宫颈细胞刷标本组多重感染率"包括同时感染两种或两种以上不同亚型$为
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$!宫颈环切标本组多重感染率为
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$!两组差异有统计学意义"
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$%结论
!

宫颈

细胞刷标本和宫颈环切标本
]SU

检出率存在统计学意义!临床在采取标本时应尽可能采集宫颈细胞刷标本!以防止

漏检#

]SU

亚型分布存在一定的地域差异!针对不同地区不同亚型的疫苗研究!将是防治宫颈癌的一个重要方向%
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乳头状瘤病毒科#
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基因型#
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近年来#在生物)社会)行为等因素的综合影响下#宫颈癌

逐步演变成危害女性健康的第二大肿瘤杀手,流行病学和基

础研究已证实#人乳头瘤病毒$

]SU

&感染是宫颈上皮内瘤变

和宫颈癌的主要病因*

!/"

+

#不同
]SU

亚型感染其致病性和预

后也存在差异,而
]SU

高危型作为宫颈癌的主要病因#其检

测也越来越受到更多人的关注#但不同类型宫颈组织标本$主

要指宫颈环切标本和宫颈细胞刷标本&的感染率及其亚型分布

是否存在差异却少见报道,为探讨不同类型宫颈组织标本

]SU

感染率及其亚型分布是否存在差异#本文对
$)"

例不同

宫颈组织标本进行了对比分析#现将结果报道如下,

$
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对象与方法

$%$

!

研究对象
!

以
"''<

年
&

月至
"'!'

年
(

月在湘潭市二医

院妇产科门诊就诊的慢性宫颈炎#阴道异常出血)流液及疑为

]SU

感染或自愿申请作
]SU

感染分型筛查的
$)"

例妇女为

研究对象#年龄
!&

!

(<

岁#平均$

#=>!'

&岁,根据标本类型不

同将其分为两组#

)

组!宫颈细胞刷标本组
"(=

例#年龄
!&

!

(<

岁#平均$

#(>!'

&岁,

%

组!宫颈环切标本组
"!&

例#年龄
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岁#平均$

#)><

&岁,
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试剂
!

采用凯普
]SUQ9:

抽提试剂盒和凯普医用核

酸分子快速杂交基因分型试剂盒$

]

K

LJ@*EP
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&进行病毒基因

分型#该试剂盒采用低密度基因芯片和导流杂交技术$
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LJ@N@̂EC@1A

&#基本原理是先将病毒基因的
Q9:

进

行扩增#然后利用核酸分子快速导流杂交技术#使目的分子导

流穿过固定有
Q9:

探针的低密度基因芯片薄膜#从而发生快

速杂交,可一次性检出
!&

种高危亚型#包括
]SU!(
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种低危亚型#包括
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及
6S)#'$

$中国人特有的低危亚型&,
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!

标本采集
!

$
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&宫颈细胞刷标本!用宫颈细胞刷在宫颈口

稍用力顺时针旋转
&

圈#取宫颈脱落细胞#然后放入装有专用

细胞保存液的瓶中#于
$[

保存#一周内测定,$

"

&宫颈环切标

本!由本院妇产科医生行宫颈环形电切术$

3RRS

&#将环切组织

置于装有专用细胞保养液的瓶中#于
$[

保存#一周内测定,

$%1
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实验步骤

$%1%$

!

]SUQ9:

提取
!

$

!

&宫颈细胞刷标本!将宫颈细胞刷

-

=$

-

检验医学与临床
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年
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月第
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卷第
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期
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标本充分震荡混匀#吸取细胞保存液
)''
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3

于
!%&03

无菌离

心管内#以
!$'''J

"

0@A

离心
&0@A

#弃上清液#用
Q9:

提取

试剂盒提取
Q9:

,$

"

&宫颈环切标本!用
!03

加样器吸嘴将

宫颈环切组织反复用力戳破#以获取足够多的宫颈细胞成分#

吸取充分震荡混匀的保存液
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于
!%&03

无菌离心管内#

以
!$'''J

"

0@A

离心
&0@A

#弃上清液#用
!03

无菌蒸馏水充

分洗涤沉淀#

!$'''J

"

0@A

离心
&0@A

#弃上清液#以去除胆红

素的干扰#用
Q9:

提取试剂盒提取
Q9:

,以上两组提取操作

均在生物安全柜中进行#所有试验用品均经过无菌处理#提取

完毕#取
!

"
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样品作
S68

扩增,

$%1%/

!

S68

扩增
!

采用
]SU

通用引物扩增#引物序列
&a

端

标记生物素,将
"#%"&

"

3S68/*+b

)

'%=&

"

37E

`

酶及
!

"

3

Q9:

模板混匀#设置阴)阳性对照,扩增程序如下!
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作用

!'0@A

#

<&[

预变性
<0@A

%

<&[

变性
"'?

#

&&[

退火
#'?

#

="[

延伸
#'?

#共
$'

个循环%

="[&0@A

,

$%1%'
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导流杂交分型
!

采用
]

K

LJ@*EP

7*检测
"!

种
]SU

亚

型#导流杂交前#先将扩增产物进行
<&[

预变性
&0@A

#变成单

链
Q9:

#马上放入冰浴#不少于
"0@A

,杂交过程!预变性后的

单链
Q9:

与薄膜上的探针结合#产物标记的生物素与碱性磷

酸酶结合#加入底物#碱性磷酸酶催化底物发生颜色反应,

$%1%1

!

结果判断
!

通过肉眼观察检测结果#阳性点为清晰可

见的蓝紫色圆点#多个圆点即为多重感染,根据杂交膜探针分

布示意图判断阳性点为何种
]SU

亚型,每张芯片上均设有

+6

点$内对照点&和
Y@1C@A

点$生物素对照点&各一个,

/

!

结
!!

果
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!

两组
]SU

感染结果比较
!

见表
!

,

表
!

!

两组
]SU

感染结果比较

组别 阳性 阴性 总数 感染率*
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宫颈细胞刷标本
<= !=' "(= #(%##

$
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&

宫颈环切标本
"= !)) "!& !"%&(

$
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"

"!&

&

合计
!"$ #&) $)" "&%=#

$
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两组
]SU

感染不同亚型分布
!

见表
"

,

表
"

!

两组
]SU

感染不同亚型分布

型别
总数

)

组
%

组

单独感染

)

组
%

组

合并感染

)

组
%

组

感染率$

X

&

)

组
%

组

高危亚型
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续表
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!

两组
]SU

感染不同亚型分布

型别
总数

)

组
%

组

单独感染

)

组
%

组

合并感染

)

组
%

组

感染率$

X

&

)

组
%

组

低危亚型

!

]SU/6S)#'$ < ' # ' ( ' #%#= \

!

]SU!! ( " " ! $ ! "%"& '%$=

!

]SU( ( ! ! ! & ' "%"& '%$=
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注!多重感染按感染亚型重复计数,

\

表示无数据,
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!

两组
]SU

单一)多重感染比较
!

见表
#

,

表
#

!

两组
]SU

单一)多重感染比较

组别
单一感染

低危型 高危型

多重感染

低危
h

低危 高危
h

低危 高危
h

高危

宫颈细胞刷标本
( (( ! !" !"

宫颈环切标本
" "! ' ! #

'

!

讨
!!

论

据统计#全世界每年约有
&'

万例新发宫颈癌病例#每年约

有
"'

万妇女死于宫颈癌#而
]SU

高危亚型作为宫颈癌的主

要病因#其检测也越来越受到更多的关注,然而不同类型宫颈

标本检测结果有无差异却鲜有报道,通过对
$)"

例不同类型

宫颈标本
]SU

分型检测#本研究有如下发现,

'%$

!

宫颈细胞刷标本组
"(=

例#检测阳性
<=

例#感染率为

#(%##X

$

<=

"

"(=

&,宫颈环切标本组
"!&

例#检测阳性
"=

例#

感染率为
!"%&(X

$

"=

"

"!&

&#两组差异有统计学意义$

&

"

;

#&%""

#

"

$

'%'!

&,究其原因可能与下列因素有关!$

!

&宫颈细

胞刷为一类似长圆柱形毛刷#在取宫颈细胞标本时#与宫颈接

触面积较大#能取到较多的单个宫颈细胞%而宫颈环切标本取

材局限#标本均为较厚)较大的血性组织#虽经
!03

吸嘴尖反

复用力戳破#但单个宫颈细胞数量和宫颈细胞刷标本相比#仍

不够充足,$

"

&宫颈环切标本经过碘酒)乙醇等消毒和高温电切

刀烧灼#这些均可能不利于病毒核酸的释放和提取,$

#

&宫颈环

切标本血液成分较多#虽经多次洗涤#但胆红素的干扰抑制作用

可能未完全去除#造成对
S68

扩增的抑制而出现阳性率低,

'%/

!

$)"

例标本共检出
]SU

感染
!"$

例#总感染率为

"&%=#X

$

!"$

"

$)"

&#

"!

种亚型共检出
!)

种#低危亚型
]SU$"

)

$#

)

$$

两组均未检测出,此外#宫颈细胞刷标本组高危亚型

]SU$&

未检测出#宫颈环切标本组高危亚型
#&

)

&!

)

&(

)

&<

和

低危亚型
6S)#'$

未检测出,据资料报道#在我国山西#

]SU

感染率为
!$%)X

#深圳感染率为
!)%$X

#台湾省南部为

!<%#X

*

#

+

#本研究总感染率为
"!%=<X

#与文献报道有所差异,

这可能与被检人群性质有所差异有关#也与医生掌握检查指征

尺度有关,两组均以高危亚型占明显优势,宫颈细胞刷标本

组常见亚型从高到低依次为
]SU&"
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&)

)

!(
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&#
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#宫颈环切

标本组常见亚型依次为
]SU!(
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)
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)
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)
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