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【摘 要】目的: 探讨 HPV 基因分型对 HPV E6 /E7 mＲNA 表达的影响。方法: 回顾分析 227 例接受 HPV E6 /E7 mＲNA 检测的

HPV 病毒感染患者，高危型 HPV 病毒感染者 204 例，低危型 HPV 病毒感染者 23 例。PCＲ 导流杂交方法检测 HPV 基因分型，

支链 DNA 法检测 HPV E6 /E7 mＲNA 载量。结果: 高危型 HPV 感染患者宫颈上皮细胞内 HPV E6 /E7 mＲNA 表达载量［201．15
( 0．00，671．98) ］较低危型 HPV 感染患者［0．00( 0．00，16．00) ］增高( P＜0．05) 。多因素回归分析发现 HPV52( β = 6936．219) 、
HPV18( β= 4551．115) 、HPV45( β= 5178．912) 三个高危亚型可影响宫颈上皮细胞内 HPV E6 /E7 mＲNA 载量( P＜0．05) 。结论:

高危型 HPV52、HPV18、HPV45 病毒感染可影响宫颈上皮细胞内 HPV E6 /E7 mＲNA 的表达，进而促进宫颈恶性病变的发生和

发展。
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【Abstract】Objective: To investigate the association of human papillomavirus ( HPV) genotyping with HPV E6 /E7 mＲNA expression．Methods: Ｒetro-

spective analysis was performed in 227 HPV infection cases received HPV E6 / E7 mＲNA detection，including 204 cases of high-risk HPV types and 23

low-risk HPV types．HPV genotype was detected by PCＲ diversion hybridization，and HPV E6 / E7 mＲNA loading were determined by branched DNA as-

say．Ｒesults: The HPV E6 / E7 mＲNA loading in cervical epithelial cells was significantly increased in patients infected with high-risk HPV types［201．15

( 0．00，671．98) ］compared to those infected with low-risk HPV types［0．00( 0．00，16．00) ，P＜0．05］．Multiple regression analysis indicated that the HPV

E6 / E7 mＲNA loading was affected by HPV52( β= 6936．219) ，HPV18( β = 4551．115) and HPV45( β = 5178．912) ( P＜0．05) ．Conclusion: Infection

with the high-risk types of HPV52，HPV18 and HPV45 may lead to HPV E6 / E7 mＲNA loading in cervical epithelial cells，and further result in the de-

velopment of cervical malignancies．
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宫颈癌是一种严重危害女性健康和生命的恶性

肿瘤，病死率位居女性恶性肿瘤的第二位，是由宫颈

上皮内瘤变缓慢发展而来，一般需要 5 ～ 10 年。流

行病学证实人类乳头状病毒感染是宫颈癌发生发展

的首要因素，约 99．8%宫颈癌患者可以检测到 HPV
病毒的感染。HPV 病毒有 100 多种亚型，最常见的

有 16、18、31、33、35、39、45、51、52、56、58、59、68 等

高危型及 6、11、42、43、44、53、66、8304 等低危型［1］。

高危型 HPV 病毒可通过基因整合等方式引起宫颈

上皮细胞恶变，从而引起宫颈癌。E6 /E7 基 因 是

HPV 病毒的致癌基因，E6 可通过泛素途径降解抑

癌基因 P53，E7 通 过 抑 制 视 网 膜 母 细 胞 瘤 蛋 白

( pＲB) 使 细 胞 周 期 失 控，抑 制 凋 亡，从 而 诱 发 癌

变［2］。因此定量检测 HPV E6 /E7 mＲNA 可了解宫

颈上皮细胞内 HPV 病毒基因表达情况，本研究主要

探讨 HPV 基因分型对 HPV E6 /E7 mＲNA 表达的
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影响。

1 资料与方法

1．1 研究对象 2014 年 10 月～2016 年 2 月期间于

皖南医学院第一附属医院、第二附属医院妇产科因

妇科炎症，月经不调，阴道异常出血等原因就诊，自

愿接受 HPV 病毒基因分型检测患者 10 156 例，其

中接受 HPV E6 /E7 mＲNA 检测的 HPV 病毒感染患

者共 227 例，204 例 感 染 高 危 型 HPV 病 毒 ( HＲ-
HPV) ，23 例感染低危型 HPV 病毒( LＲ-HPV) 。排

除标准: 宫颈物理治疗及手术史，妊娠，1 周内阴道

用药，严重内科疾病，其他部位肿瘤。本研究获得医

院伦理委员会批准，患者知情同意。
1．2 实验方法

1．2．1 标本采集 采用 ThinPrep 宫颈采样器置于

宫颈口与鳞柱上皮交界处，逆时针方向旋转 3 圈，采

集宫颈上皮细胞置于标本瓶中 4℃保存。
1．2．2 导流杂交法检测 HPV 基因分型 HPV DNA
检测采用 PCＲ 导流杂交方法，该方法可以检测最常

见的 13 种 HＲ-HPV 病毒 ( HPV 16、18、31、33、35、
39、45、51、52、56、58、59、68 型 ) 及 8 种 LＲ-HPV
( HPV6、11、42、43、44、53、66、8304 型) 病毒。提取

病毒 DNA，经 PCＲ 扩增后导流杂交。21 种( HPV)

分型检测试剂盒购于广东凯普生物科技股份有限公

司( 中国，广东) ，严格按照说明书操作。
1．2．3 支链 DNA 法检测 HPV E6 /E7 mＲNA 载量

支链 DNA 法是一种类似夹心法的核酸杂交检验方

法，整个过程不需要提取 mＲNA 和反转录 PCＲ，可

以直接检测 HPV mＲNA。主要步骤: ①裂解细胞。
裂解宫颈上皮脱落细胞，释放 HPV 病毒颗粒中的

mＲNA。②杂交捕获 mＲNA。采用“三明治”核酸杂

交法，捕获探针和固定探针结合到 HPV 的基因组 5-
非翻译区和 E6 和 E7 区域，将 HPV mＲNA 固定于

96 孔平板底部。③信号放大。放大探针结合到预

放大探针上形成支链 DNA 复合物，复合物末端有支

链 DNA 探针标记的碱性磷酸酶，可产生化学发光检

测信号。④化学发光。碱性磷酸酶与底物结合，用

Quanti VirusTM冷光检测仪检测标本的光子数，经过

软件转换为拷贝数，拷贝数＞0 为阳性。Quanti Vir-
usTM宫颈稳态检测试剂盒购于科蒂亚生物技术有限

公司( 中国，新乡) ，严格按照说明书操作。
1．3 统计学方法 计量资料以［M( P25，P75) ］表示，

两组间 年 龄、HPV E6 /E7 mＲNA 的 比 较 用 Mann-
Whitney U 检验。多因素回归分析 HPV 基因型对

HPV E6 /E7 mＲNA 表达的影响，检验水准 α= 0．05。

2 结果

2．1 HPV 感染患者流行病学情况 10 156 例接受

HPV 病毒基因分型检测患者中仅有 1248 例患者感

染高危型 HPV 病毒 ( 占 12．3%) 。204 例感染 HＲ-
HPV 患者中有 114 例患者 HPV E6 /E7 mＲNA 阳性

( 占 55．9%) ，90 例为阴性 ( 占 44．1%) 。23 例感染

低危型 HPV 病 毒 ( LＲ-HPV ) 患 者 中 有 6 例 患 者

HPV E6 /E7 mＲNA 阳性( 占 26．1%) ，17 例患者阴性

( 占 73．9%) 。120 例 HPV E6 /E7 mＲNA 阳性患者

中有 114 例 HＲ-HPV 患者( 占 95%) ，而感染低危型

HPV 病毒患者仅 6 例( 占 5%) 。
2．2 高低危型 HPV E6 /E7 mＲNA 载量比较 高危

型 HPV 感染患者与低危型 HPV 感染患者年龄无统

计学差异; HPV E6 /E7 mＲNA 载量差异有统计学意

义( P＜0．05) ，见表 1。

表 1 高低危型 HPV E6 /E7 mＲNA 载量比较［M( P25，P75) ］

高危型( n= 204) 低危型( n= 23) Z P

年龄 /岁 41( 33，46) 44( 39，50) －1．798 ＞0．05

E6 /E7 mＲNA 201．15

( 0．00，671．98)

0．00

( 0．00，16．00)
－2．869 ＜0．05

2．3 HPV 基因分型对 HPV E6 /E7 mＲNA 载量的影

响 多因素回归分析发现 HPV52、HPV18、HPV45
三个高危亚型可影响 HPV E6 /E7 mＲNA 载量 ( P＜
0．05) ，见表 2。

表 2 HPV 基因分型对 HPV E6 /E7 mＲNA 载量的影响

β SE t P β 95%置信区间

HPV52 6936．219 1571．270 4．414 ＜0．05 3841．234～10 031．203

HPV18 4551．115 1231．530 3．695 ＜0．05 2125．327～6976．902

HPV45 5178．912 1438．999 3．599 ＜0．05 2344．466～8013．358

3 讨论

HPV 基因分型检测在宫颈癌筛查中发挥着巨

大的作用，但 90%患者 HPV 感染后可通过自身免

疫清除，大多数检测阳性患者仅是一过性、暂时性感

染，且 HPV 感染到发生癌前病变和癌变需要 5 ～ 10
年，这是一个漫长的过程，只有极小部分患者才会发

生宫颈癌变。因此，HPV 基因分型对预测宫颈上皮

内瘤变及宫颈癌变无实质性意义，HPV 基因分型检

测对宫颈病变的预测过早，更无法判断 HPV 病毒的

活动程度，对宫颈病变进展也不能进行有效的评

估［3］。王昕等［4］对本地区 1107 例宫颈病变患者检

测 HPV 基因分型发现，仅有 15．63%患者伴发高危
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HPV 病毒感染，本研究的结果与其相似，发现仅有

12．3%宫颈病变患者伴有高危 HPV 病毒感染，且高

危型 HPV 病毒感染患者仅有 55．9%患者伴发 HPV
E6 /E7mＲNA 阳性; 而 44．1%患者仅仅为一过性感

染，未发 现 HPV 致 癌 基 因 的 表 达。而 在 低 危 型

HPV 病毒感染患者中仅有 26．1%的患者伴有 HPV
E6 /E7mＲNA 阳性，73．9%的患者仅仅是一过性的感

染，暂不需要临床干预。HPV E6、E7 基因位于早

期编码区，是病毒的致癌基因，其表达产物 E6、E7
蛋白是宫颈上皮内瘤变和宫颈癌变的关键。E6 蛋

白可以降解 p53 蛋白，使细胞周期紊乱，进而导致恶

性增殖，还可抑制细胞凋亡，使恶变的细胞持续增

殖［5］。E7 蛋白可与 pＲB 特异性结合，促进细胞分

裂增殖，E7 蛋白还使细胞生长负向调节因子 p27、
p16 失活，导致细胞周期紊乱，引起细胞增殖恶变。
E6、E7 蛋白还可与干扰素调节因子结合，影响免疫

功能，导致病毒免疫逃逸。持续性的高危型 HPV 感

染是宫颈癌变的主要病因，低危型 HPV 病毒感染主

要引起尖锐湿疣等生殖道疾病［6－7］。本研究发现高

危型 HPV 感染患者 HPV E6 /E7mＲNA 载量较低危

型 HPV 病 毒 感 染 患 者 明 显 增 高，验 证 了 高 危 型

HPV 感染才是导致宫颈癌变的主要致病因素。Ar-
gyri E 等提出 HPV E6 /E7mＲNA 可反映 E6 /E7 基因

表达情况，更能预测病情的进展［8］。本研究发现

95%的 HPV E6 /E7mＲNA 阳 性 患 者 为 高 危 型 的

HPV 病毒感染患者，多因素回归分析也提示高危型

HPV52、HPV18 和 HPV45 病毒可影响 HPV E6 /E-
7mＲNA 载量，而未发现低危型 HPV 病毒是 HPV
E6 /E7mＲNA 表 达 的 影 响 因 素，提 示 HPV E6 /E-
7mＲNA 的检测可一定程度上反映 HPV 感染分型情

况，有助于疾病的诊断和治疗。宫颈组织中 E6 /E7
mＲNA 阳性，表明有 HPV 感染且病毒致癌基因处于

活动期，宫颈上皮细胞发生恶变的风险性较高，故对

于高危型 HPV 感染且 E6 /E7 mＲNA 阳性的妇女应

该给予治疗。支链 DNA 技术是一种核酸探针信号

放大检测技术，较传统 Ｒeal-Time PCＲ 而言，敏感度

和特异度更强，安全性好，且不需要 PCＲ 扩增，操作

更方便，近年来用于 HPV 检测，较传统细胞学检测、
HPV 基因分型检测特异度和阳性率更高［9］。总之，

本研究通过多因素回归分析 HPV 基因分型对 HPV

E6 /E7 mＲNA 表 达 的 影 响，发 现 高 危 型 HPV52、
HPV18 和 HPV45 病毒感染可影响 HPV E6 /E7 mＲ-
NA 的表达，提示高危型 HPV 病毒感染进而促进宫

颈恶性病变的发生和发展。本研究存在一些不足之

处，如尚未完善组织病理学的检查，对于 HPV E6 /
E7 mＲNA 载量检测在宫颈病变诊断及治疗中的运

用等仍需要进一步的研究。
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