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Expression of CD40 on neonatal B ]ymphocytes adn function of B 

lymphocytes induced with CD40 McAb 

Chen shi，et al 

College of Pediatrics 

Expressivm of CD40 0n neonatal B lymp~cytes(BL1 were investigated with flow cytometry．Meanwhile 

proliferation and production in vitro of immunoglolulin(Ighrere also observed through using CD加 MeAb to 

CD40 ligand(CD40L1 On TH cells．The redsults showed that expression of CI)40 On BL in neonatee WaS ali~ost 
identical to that in adulta Lowered pmliferation and Ig production were significantly inc~'eaeed when neonatal 

BL were stimulsted with Sac诅US CD舯 McAkThe re$ults suggested that the dysfunction of neonatal BL is Dot 

caused by the expression of CD4O．I~cking of CD40L or cytokines produced by TH cells may play蛆 important 

role in the na thogenesis of the inability ofantibody response in neonates． 

KEY W ORDS Newborns~CD40；CD40 ligand ；Lmmtmoglob ulins 
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撮 耍 用人乳头瘤病毒基因LI区通用引~(MY11／MY09)进行聚合酵链反应，检潮5 日尖锐湿疣新鲜组织， 

其中言3例病变不典型病理活组织检查不能确诊者．HPV．DNA阳性率100 HPV一6、11、16、18童分别为 

36 ，7O’6，14％，8 ．结果显示：(1)PCR检潮HPV具有灵敏、特异、简单快速等优点，可有助于不典型尖锐湿疣患者 

的诊断，(2)MYH／MY09K精恐HPV感染时是较理想的引物，(3)尖锐湿兜组织中以卸PV6、n为最常见墅别． 

苎竺孽 喜垒曼I篮匡鸯 璺鲢；兰苎生兰垄 中田分类号R752
．
53 — — 。 

尖锐湿疣是由人乳头瘤病毒 (human pa． 

pillomavirus．HPV)所致的性传播疾病，检测 

HPV的存在是诊断此病的辅助手段。过去检测 

HPv常采用核酸杂交和免疫组化等技术，都存在 

不 同程度的局限性。本文采用通用引物介导的聚 

合酶链反应 lymer且Be chain reaction．PCR) 

·男。1968—09~ll生 讲师 

· 166· 

检测湿疣组织中的HPV．DNA，并以其产物进行 

杂交，鉴g 其类型，以探讨PCR对湿疣的诊断价 

值。 

1 材料与方法 

1．1 组织标本 

尖锐湿疣活检组织50例，其中包括表现不典型病检不 
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能确诊者3倒．男28倒 病灶分别分布于尿道口、包皮系带、 

冠状淘 包皮．女22倒．病灶分别分布于阴唇、阴道 口、阴 

道．取材量50~100mg．置藏氨保存。 

l_2 主薹试Il|和仪器 

DNA扩增试剂盘和PCR扩增仪TC一48O型为Perkin 

— Elmer Cetus公司产品，[r一 P]ATP为北京亚辉公司 

产品．DNA分子量标尺(t23bp ledden为日升公司产品． 

1．3 引物和探针的选择与台成 

选择M眦∞“ 等设计的MYn和MYO9为HPV基因组 

中L1区通用引钶．MY12．MY13、MYl4．WD74分别为 

HPV一6．11、10、18的型特异 寡核苷酸探针 ．序列如 

下：MY09 5 CGTccMARRGGAWACTGATC3 ． 

MY11 5 GCMCAGGGW CATAAYAATGG3 ． 

MY12(HPV一6)5 CATCCGT从 CTACATCTTCCA3 ， 

MY13(HPV一11 TCTGTGTCTAAATC GCTACA 

8 ．MY14(HPV—re) 5 CATACACCTCCAGCA 

CCTAA3 WD74CHPV一18)5 GGATGCTGCA- 

CCGGCTGA3，．以上寡棱苷酸片殷由中科院上海细胞 

生物学研究所合成． 球蛋 白基因引钶用做内阳性对照．序 

列如下：PC04 5 CAACTTCATCCACG'ITCACC3 ． 

GH20 5 GAAGAGCCAAGGACAGGTAC3 由Per． 

kin—Eliner Cetus公司惠赠。 

1-4 PCR实验 

1．4．1 DNA抽提参照Baginski方法 啊．在藏氨中击碎组 

织．移人曩冲藏(10raM Tris：pI-18．1mM EIFrA．10mM 

NaCI,0．5％SDS，200#g／ml蛋白酶K)中裂解消化．饱和酚 

／氟仿抽提．无水乙醇沉淀DNA．干燥后以超纯水溶解备 

用。 

1．4．2 PCR反 应 总 体 积 为 50 1．其 中 吉 模 板 

5一10#I-200#M 4x dNTPs．10m MTris(pH8．3)．50raM 

KcL 1．5mM MgCL 0．001％明腔 (W，V)．50pmo- 

MY11／MY09．L2r~P．位Taq DNA聚合酶．加超纯水至 

5q ．井以5 灭菌石蜡油疆盖进行PCR反应。若扩增 球 

叠白基因。引物则为5pmol PC04／GH20．循环条件为95"C 

30s．6 C 30a7TC lmin．共3O周期．分别设阳性和阴性对 

照。加酶扩增前．95 C变性10rain，最后72。C鞭外延伸5—10 

mm．取10#1 PCR产物．以分子量标尺对照 在1．5，6琼脂 

糖凝腔上电泳．经澳化乙锭染色后．在紫外光灯下观察结 

果．HPv．DNA阳性者在特定区域(约450bp)显示荧光条 

带． 

1_5 斑点杂交。 

PCR产 物 经纯 化后 加 入等 体积 2xDNA变性 

液(10xSSC．2M NaOH，15，6甲醛)．70。C变性10min．硝酸 

纤维膜置10xSSC浸泡散分钟．负压吸引点样．设阳性和阴 

性对照。将点样膜于80"C烘干2h后 置预杂交~(SxDenha- 

rdt's，0．1 SDS，6xSSC．100pg／ml鲑精DNA)内．5o C预 

杂交2hr．更换新的预杂交藏．同时分别加入It-*P]末端 

标记的寡校苷酸探针(4．5×10'cpm／m1) 55。C杂交3h后．用 

2xSSC．0．1，6SDS于室温冼膜2次。MY12．MY13于56 C． 

MY14 WD74于58~C再漂洗2敬，凉干．压X光片于 一7o。C 

进行放射自显影． 

2 结果 

50例尖锐湿疣活检组织 中HPV、DNA阳性率 

为100 。通过PCR扩增的片断位于约450bp处．与 

预期扩增片断相符，其产物经杂交进行分型。结 

果：HPV一6 11例．HPV一11 25例，HPV一16 3 

例．HPV一18 1例，HPV 6／11 5例．HPV 11／18 1 

例．HPV 11／16 2例．HPV 6／11／16／18 2例。 

3 讨论 

近年发展的PCR技术能将微量DNA在数小 

时扩增效百万倍。本实验采用PCR—EB直接法检 

测HPV．其灵敏度为Ipg．在检测50例湿疣组织 

中．其扩增片断与预期片断相符．并被杂交证实井 

进行分型．说明PCR检测HPv'具有很高的灵敏度 

和特异性。此外．还具有检测时间短，操作较简单 

的优点。但是，PCR可 因少量污染而出现假阳性 

结果“ ．亦可因DNA质量不佳或有酶抑制物存在 

而产生假阴性结果【t 。为提高实验的准确性．应 

选用特异的引物，严格操作规则．避免荐染，同时 

设阳性和阴性对照。扩增产物应进行杂交证实，井 

以PC04／GH2O作内阳性对照，尽可能排出假阴性 

结果。 

扩增Hw ．DNA的PCR引物有通用引物和特 

异性引物两类。后者只能检测一种HPV型别．在 

与人类肛门生殖器有关的HPV中．目前已阐明序 

列井已设计出相应引物的仪6种型别．使PCR技术 

的应用受到限制。本文选用L1区通用引物 (MY． 

1l／MYO9)，其序列中各有3处碱基简井．可扩增约 
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25种HPv．DNA序列中约450bpDNA片断 。本实 

验中，该引物可对50例标本的HPV．DNA都进行 

了有效扩增．表明该引物对筛选HPV感染是较理 

想的引物。 

本组结果显示尖锐湿疣主要由HPV一6、11 

引起，少数病例为HPV一16、18感染，一般为单一 

型感染，亦可为混合型感染．与0’Brien和Zedric 

等报告基本一致 -．．。目前该病的诊断主要依靠临 

床观察和组织学检查，一些临床表现不典型的可 

疑病悄确诊常有困难 本组3例临床表现不典型且 

病理 无法确 诊 的可 疑病 例，均 经PCR检 出 

HPV．DNA．表明PCR是从病原学角度诊断尖锐 

湿疣的先进方法．可作为诊断尖锐湿疣的一种补 

充手段，弥补组织学诊断的不足 

Melchers和Da且分别从男女尖锐湿疣患者之 

尿液中扩增到HPV．DN A【 ，，我们亦选择5倒女 

性生殖道和2饲男性尿道 口尖锐温疣之尿液标本 

进 扩 增 ，均 未 见HPV．DNA扩 增 带 ．以 

PCo4／GH20再次扩增，结果仍为阴性 推测可能 

系尿液中HPV．DNA含量极少或有酶抑制物存在 

的缘故。 
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Detection of human papillomavirus DNA in condyloma acuminate by 

general primer——mediated polymerase chain reaction 

WangDelin，et al 

Department of Urology，College of Clinical M edicine 

The detection and typing of human papillomavirus DNA in 60 biopsy samples of coildyloma acuminate by 

H ，gone general primor mediated polymerase chain reection was∞p0州 ．HPV．DNA positive rate wa8 10o蚝 

the fre~tencea of HPV--6．11．16．18 were 36 ，70 。14 an d 8 respectively．'finese results showed tha t HPv-6，ll 

were the most∞mⅢ蚰 types of HPv found in these case~．HP DNA detected by PCR has high specificity．high 

sens itivity and is easy to handle．PCR might be helpful in the diagnos~ of atypica1 co缸dyloma acum inate．Besides 

MYU／MY09 might be u∞ful prlme~ in the screening of HPV infective． 
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