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薹 要 为了探讨人乳头瘤病毒感染与阴茎肿瘤的芙系。用人乳头瘤病毒基阻通用引物行聚合酶链反应，检测52例阴茎 

鳞癌。HPV阳性率为67％，31倒为HPV-16，3例为HPVI6／I8，1例为HPV11／18。4倒阴茎癌淋巴结转移灶标本，3倒检出与原发 

癌 ．致的HPV．DNA 阴茎乳头状瘤标本，4例检出HPV-6或I i。20例正常阴茎包皮均阴性 提示HPv~_阴茎肿瘤的发生发 

展【+】有 ．定的作用，但与肿瘤的病理分级无关。 ． 
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Detection of human papillomavirus(HPV)DNA in penile 

neoplasm by general pri mer mediated polymerase chain 

reaCtIOn 
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Abstract：The Purpose of this study was t0 investigate the relationship bewtecn HPV infection and penile 

neoplasm． Using general primer mediated polymerase chain reaction(PCR)assay,The HPV．DNA was 

detected in 52 penile squamoas cell carcinomas．The HPV．DNA positive rate was 67％．HPV-16 was identified in 

31 cases，HPV16／18 in 3 and HPVl1／18 in 1．HPV．DNA was also detected in 3 of 4 cases of lymph node 

metastasis ofpenile carcionoma,and they bdoned to the same type ofHPV as the pdmary carcinoma．HPV-6 or 

ll wasfoundin 4 of 6 penile papillomas As controls，HPV had not been detectedinany of20 nonneoplastic 

foreskins-Th ese data indicate that HPV is strongly associated with penile neoplasm and may play an etiologic role 

in the development ofthase neoplasms． 
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人乳头瘤病毒(HPV)可引起多种皮肤粘膜病 

变。为进一步探讨HPV感染与阴茎肿瘤的关系，我 

们选择 通用引物 ，以聚合酶链反应(PER)检测52 

例阴茎鳞癌，4例淋巴结转移灶和6例阴茎乳头状瘤 

标本中HPV．DNA及型别．并以20例正常阴茎包皮 

作对照。 

1材料与方法 

照。新鲜组织取5O～100m窟置液氨中保存，石蜡包埋组织取3 

块8u m组织切片。 

1．2主要试剂 

DNA扩增试剂盒和PCR扩增仪(TC-4g0型)为PE公司产 

品 ，『 PIATP为北京亚辉公司产品，DNA分子量标尺 

(口B ~-HadII')为华美公司产品 

1．3引暂和探针 

MY11和MY09为} 基因组中L】区通用引物，MYl2、 

MYl3、MYl4、WD74分别为I-I~V-6、l1、1 6、I8的型特异 

寡核苷酸探针。序列如下：MY09 

WACTG rC3’，MYl1 

1．1组织标本 5'GCMCAGC~WCATAAYAATGG3‘，MY12 

阴茎鳞癌石蜡包埋组织52倒，其淋巴结转移灶4倒，阴 5'CATCCGTAACTACATCTTCCA3’，MY1 3 

茎乳头状瘤6倒。从环切术取得的正常阴茎包皮2O倒作对 5q'CTGTGTCTAAATCTGCq'ACA3’，MYI4 

5IcATACACC1℃CAGCACCTAA3．，WD74 
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}．寡核营醴片段由中科院 卜海细胞生物学研究所台 

成。目球蛋白基因引物(PE公司惠赠)用做内掰]性对照．序列 

如下 PC045℃AACTTCATCCACGTTCACC3’， 

GH20 5’GAAGA G(_CAAGGAcAGGTAC3‘。 

1．4 PCR实验 

1 4 l 新鲜组织DNA提取参照Ba mki方 。，在液氮中击碎 

组 织 ，移 入 TEN(10mM Tfis：pH8， 1mM E仁rrA， 10mM 

NaCi，0．5％SDS，200 g／ml蛋白酶K慑 冲液中裂解消化， 

酚序【仿抽提，已醇沉淀DNA，于燥后以超纯水溶解备用 

l 4 2 石蜡包埋组织则根据M,~los法进行处 。二甲苯脱 

蜡，匕醇洗涤，干燥后 加入TET(50ram Tris：pHS．5，lmM 

EDTA，0 5％Tween20，40 e-／ml蛋白酶K)裂解缓冲液一f一消 

化．灭活蛋白酶K，墩 E清液做摸板 

1．4,3 PCR反麻参照Saiki法进行 反应．总体积为5O u 1，其 

一f_古模扳、4xdNTPs、引物、T~IDNA聚合酶，Taq酶缓冲液 

等，并以等量灭菌石蜡油覆盖。新鲜组织DNA每一 循环条件 

为95℃ 30s，55℃30s，72℃ lmin，共30周期。石蜡包埋组 

织DNA~]为94℃ 1rain，45"C lmin，72℃ 2rain共35周期。设 

5【]性和阴性对照．加酶扩增前，95℃变性10min，最后72℃ 

额外延伸5～10rain。取101．t 1 pCR产物，以分子量标尺对 

照，在1．5％琼脂糖凝胶上电泳，经溴化乙锭染色后，在紫外 

光灯下观察结果。HPV．D 』A阳性者在特定区域(约450bD)显 

荧光荣带 

l，5 斑点杂交 

PCR产物纯化后，加入等体积2xDNA变性波变性。硝酸 

纤维膜置l帆ssc浸泡数分钟，负压吸引点样，井设阳性和阴 

性对照。将点样膜烘干后，置预杂交液(5xIX~hardt。S，0．1％ 

SDS，6xSSC，lo0 u ml鲑待DNA)内，50℃预杂交211，更 

换新的预杂交液，同时分别加^『 P1末端标记的寡核苷酸 

摊针(4．5x10％pn'ffm1)，55℃杂交3h后，用2xSSC，0．1％SDS 

于室温冼膜2敬。MY12、MY13于56℃，MY14、WD74于58 

℃再漂洗2狄，凉_T，压x光片，进行放射 自显影。 

1,6 统计处理 

根据不同资料 选择 x 或等级秩和检验 

2 结 果 

阴茎鳞癌石蜡包埋标本共65例，其中HPV阴性 

者30例，再以PC04／GH20扩增其 B球蛋白基因，有 

13~／U未见扩增带，考虑可能为DNA质量不佳或有酶 

抑制物存在所致的假阴性，予以排除，故可供分析 

的例数为52例。其HPV．DNA阳性率为67％，31例 

HPV．16，3例HPV16／18，1例HPV1l／18。淋巴结转 

移灶中3例HPV．DNA阳性，2例HPVI6／18，1例HPV 

一

1 8。HPV．16在各级阴茎鳞癌中分别为G 126／41， 

G II 8／10，olI10／l，差别无统计学意义f脚 ．33，．P> 

0,05) 阴茎乳头状瘤中4例HPV．DNA阳性，l倒 

HPV．6，3NHPV．1 1，对照组均阴性。 

3 讨 论 

HPV是一种无包膜双链DNA病毒，迄今已证实 

的型别达66种之多 近年来。HPV与肿瘤的关系引 

起人们广泛重视。许多资料证实HPV-16、1 8和较少 

见的31、33等型与宫颈癌有关。关于阴茎癌与HPV 

的关系，日本1waS ，a【 报告1l1例阴茎癌中，7O例 

检出HPV．DNA，68例为HPV．16，2例为HPV．1 8。 

美国varm a【 J报告亚特兰大市阴茎癌患者的3O例标本 

中HPV．16、18阳·性率分别为65％和 13％。 巴两 

MeCaneeI~ 应用Southem杂交法，研究发现53例阴茎 

癌中的HPV．16、18阳性率分别为49％和9％。国内 

赵进英 以HPV．6、11、16、18混合探针杂交法， 

检测24例阴茎癌中HPV阳性率为54％．但未进一步 

分型。李西启 应用地高辛标记的HPV．6、 v 

l1、HPV．16、HPV．18探针分别对46例阴茎鳞癌组 

织进行原位杂交分析，HPV．16、HPV．18阳性率为 

43，38％和 8，7％ HPV16／18阳性 率4，35％，HPV 

DNA位于细胞核中。本组阴茎癌标本中，HPV． 

16、l8阳性率分别为65％和8％，明显高于对照组 

(0．01)，与上述各组报告相符，提示HPV．16、18在 

阴茎癌变病因中有一定的作用。 

Wienert 报告6例已有转移的阴茎癌中，3例在 

原发灶与转移灶均检出HPV．16。本组在4例阴茎癌 

淋巴结转移灶中，证实2例含有与原发灶一致的 

HPVI6／18，另一例原发灶含HPV1 1／18，其转移灶 

为HPV．18。高危型HPV持续存在于阴茎癌转移灶 

中．提示HPV基因可能在癌发生前己整合到宿主细 

胞DNA中，支持HPV．16、l8的致癌作用。 

若按病理级别进行分析，则在各级阴茎鳞癌 

中，HPV．16阳性率无明显差别rP>O，05)，与Wiener 

和李西启报告一致[9,t0l。 

HPV感染与阴茎乳头状瘤的关系，本组6例中4 

例检出HPV．DNA．属HPV．6或l1 提示阴茎乳头状 

瘤的发生与低危型HPV的感染有一定相关性 
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