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宫颈病变卡波济肉瘤相关疱疹病毒感染状况分析*

姚水洪① 陈 敏① 查国芬② 邱惠萍① 陆小青③

摘要 目的：了解宫颈病变卡波济肉瘤相关疱疹病毒（KSHV）感染状况，探讨KSHV感染与宫颈病变的关系。方法：选择组

织学确诊为宫颈上皮内瘤变（CIN）和宫颈癌（SCC）的病例440例作为研究组，同区域、同期就诊或体检并排除有宫颈病变的女性

380例为对照组，分别采集血液和宫颈脱落细胞标本，提取DNA，巢式PCR检测KSHV ORF26，核酸电泳观察结果。结果：研究组

血液样品KSHV检出率12.9%（53/412），对照组检出率6.5%（23/354），两组差异有统计学意义（P<0.01），但宫颈脱落细胞样品中未

能检出KSHV；对研究组作分层分析，KSHV检出率随年龄增加、宫颈病变程度加重而升高，差异有统计学意义（P<0.05）。结论：宫

颈病变女性KSHV检出率高于正常女性，感染率随宫颈病变程度加重而升高，应加强监测。
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Abstract Objective: To aimed to analyze the infection status of female patients with Kaposi's sarcoma-associated herpesvirus

(KSHV) and its relationship with the occurrence of cervical lesions. Methods: For the study group, 440 histological cases with con-

firmed cervical intraepithelial neoplasia (CIN) and cervical squamous cell cancer (SCC) were randomly selected. Simultaneously, 380

cases without cervical lesions in the same region were physically examined as the control group. Blood and cervical cell samples were

collected for DNA extraction, and the KSHV ORF26 was detected using nested PCR and gel electrophoresis. Results: The KSHV detec-

tion rate of blood samples in the study group was 12.9% (53/412), whereas that in the control group was 6.5% (23/354). The difference

between the two groups was statistically significant (P < 0.01), but KSHV could not be detected in the cervical cell samples. Stratified

analysis was applied for the study group, and the detection rate of KSHV was found to significantly increase with the aggravation of cer-

vical lesions and with increasing age (P < 0.05). Conclusion: The KSHV detection rate in females with cervical lesions is higher than

in normal females. Thus, KSHV can potentially strengthen the monitoring of cervical lesions.
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流行病学研究已证实人乳头状瘤病毒（HPV）感

染是宫颈上皮内瘤变（cervical intraepithelial neopla⁃
sia，CIN）和宫颈癌的主要病因。近年发现通过性接

触传播的某些疱疹病毒，如单纯疱疹病毒Ⅱ型

（HSV-2）、人巨细胞病毒（HCMV）等都与宫颈癌发病

有一定关系［1-2］。卡波济肉瘤相关疱疹病毒（Kaposi's
sarcoma-associated herpesvirus，KSHV）又称人类疱疹

病毒 8型（human herpesvirus-8，HHV-8），是 1994年

在艾滋患者的卡波济肉瘤组织中首次被鉴定出的疱

疹病毒，与卡波济肉瘤、原发性渗出性淋巴瘤、多发

性骨髓瘤等肿瘤的形成密切相关，主要通过性接触、

唾液、血液及器官移植等途径传播［3］。体外实验证

实，KSHV 能感染人宫颈癌标准细胞株 HeLa 细胞

等［4］。为了解本地区宫颈病变患者KSHV感染状况，
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探讨KSHV感染与宫颈癌及癌前病变的相互关系，本

文对宫颈病变女性进行了 KSHV感染的检测和分

析。现报告如下。

1 材料与方法

1.1 一般资料

选择 2008年 9月至 2011年 8月在本地区一所综

合性医院、一所妇幼保健院就诊，经TCT细胞学和阴

道镜下活检组织学确诊为宫颈上皮内瘤变（CIN）和

宫颈癌（SCC）的病例 440例作为研究组。年龄 20～
66（38.4±12.7）岁；随机选择同区域、同期参加健康体

检，排除有宫颈病变的女性 380例为对照组，年龄

21～60（38.9±12.9）岁。两组年龄分布差异无统计学

意义（t=1.07，P>0.05）。
1.2 方法

1.2.1 标本采集 1）血液标本：采集研究对象EDTA
抗凝全血3 mL，3 000 rpm离心10 min后，血细胞采用

本实验室配置的红细胞裂解液处理后，按照血细胞

基因组抽提试剂盒（杭州博日科技公司产品）说明

书，提取外周血单个核细胞（PBMC）总DNA。2）宫颈

脱落细胞采集：按照文献［5］方法，使用宫颈取样刷

收集调查对象宫颈及宫颈管的脱落细胞，浸泡于盛

有PBS的试管中，PBS洗涤后，提取细胞DNA。以上

DNA标本-20℃冷冻保存待检。

1.2.2 引物合成 参照文献［6］和GenBank中KSHV DNA
序列，设计合成扩增KSHV保守序列ORF26基因片段

233 bp大小的特异性外引物ORF26-1/2，目的片段138
bp大小的内引物ORF26-3/4。序列及对应位点如下：

ORF26-1：5'-AGCCGAAAGGATTCCACCAT-3'（47287～
47306）；ORF26-2：5'-TCCGTGTTGTCTACGTCCAG-3'
（47519～47500）；ORF26-3：5'-TATTCTGCAGCAGCTG
TTGG-3'（47373～47392）；ORF26-4：5'-TCTACGTCCA
GACGATATGTGC-3'（47510～47489），以上引物由上海

博彩公司合成。同时合成扩增1对内参基因β-globin的
引物，产物大小268 bp。
1.2.3 巢式 PCR检测KSHV DNA 分别以 PBMC总

DNA和宫颈脱落细胞DNA为PCR模板，首先取0.5 μL
样品作为模板，扩增β-globin，电泳鉴定有条带者继

续巢式 PCR扩增KSHV的特异性保守基因ORF26。
每次扩增均以KSHV阳性、EBV阴性的标准细胞株

BCBL-1细胞DNA为阳性对照，宫颈脱落细胞同时扩

增DNA中HPV L1基因作为平行对照，以灭菌双蒸水

为空白对照。PCR扩增产物经 2.0%琼脂糖凝胶电

泳，GDS-8000凝胶成像仪观察拍照。

1.2.4 KSHVORF26基因测序 PCR产物由大连宝

生物公司进行纯化和测序。测序结果与GenBank中
KSHV DNA序列进行同源性对比。

1.3 统计学方法

采用 SPSS 15.0软件进行数据分析，率的比较采

用χ2检验，P>0.05为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 PCR产物电泳结果

820例血液和宫颈样品扩增β-globin，766例（其

中研究组 412例、对照组 354例）均在大约 268 bp位

置上有较亮的条带。条带较弱或无条带者，可能

DNA含量少或含PCR抑制物而弃去。取有效的样品

DNA为模板，扩增KSHV ORF26目的基因片段，第二

轮 PCR产物电泳后，在约 138 bp位置处有条带者为

阳性（图1），提示KSHV感染。

1：DNA标志；23：阳性对照；24：空白对照

图1 样品KSHV ORF26琼脂糖电泳结果（138 bp）

Figure 1 Agarose gel electrophoresis of HHV-8 ORF26 PCR products

with theDNA Marker（lane 1）as well as the positive（lane 23）and nega-

tive（lane 24）controls

2.2 PCR产物测序结果

取其中5例PCR产物进行测序（图2）。Blast比对

结果提示，5例样品序列和GenBank中已经登记的KSHV
（Accession：NC009333）基因序列100%同源（图3）。

1 3 5 7 9 11 13 15 17 19 21 23 24

图2 KSHV ORF26阳性样品测序图

Figure 2 DNA sequences of HHV-8 ORF26-positive samples
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图3 KSHV ORF26序列与GenBank比对结果

Figure 3 Comparison of HHV-8 ORF26 sequences with other GenBank sequences

2.3 KSHV感染率

412例研究组和354例对照组扩增KSHV ORF26
基因，其中血液样品阳性率分别为 12.9%和 6.5%，两

组差异有统计学意义（P=0.003，OR=2.12，95%CI=
1.26～3.54，表1）；两组的宫颈细胞样品中，均未扩出

KSHV ORF26基因。研究组和对照组作同步检测的

HPV L1基因检出率分别为 61.2%（252/412）和 22.0%
（78/354）。
表1 两组血液标本PCR扩增KSHV基因阳性率

Table 1 Positive rate of HHV-8 detection in blood samples of the two

groups

2.4 KSHV感染相关因素

血液样品研究组按年龄、病变程度和HPV感染

情况分层分析，≥41岁年龄段与≤30岁年龄段比较，

差异有统计学意义（P<0.05）；按病变程度分层分析，

CIN-2、CIN-3、SCC与无病变组（对照组）比较，差异

有统计学意义（P<0.01）；HPV阳性组KSHV检出率高

于HPV阴性组，但差异无统计学意义（P>0.05，表2）。
3 讨论

宫颈病变是妇科最常见疾病，其中宫颈上皮内

瘤变（CIN）是一组与浸润性宫颈癌密切相关的癌前

病变。通常从发现病变到发展成浸润癌约 10年时

间，且宫颈癌发病逐渐呈年轻化趋势［7］。因此，高度

重视癌前病变及早期宫颈癌的筛查，是预防和控制

宫颈癌的重要手段。研究表明，病毒感染在CIN发生

以及进展为宫颈癌的过程中扮演了重要角色。已经

证实，人乳头瘤病毒（HPV）感染是宫颈病变发生的重

要条件，是宫颈癌发生的首要和始动因素［8］。近年多

个研究发现，通过性接触传播的人类疱疹病毒，如

HSV-2、HCMV、EBV等，与宫颈癌发病有一定关系，

如Yang等［1］用PCR方法从27例宫颈癌病理组织标本

中检测到疱疹病毒包括 EBV、CMV、HSV-1、HSV-2
基因片段。

表2 按年龄、病变情况和HPV感染情况分层分析

Table 2 Analysis of HHV-8 infection stratified with age，lesions and

HPV infection

KSHV是γ2型致瘤疱疹病毒，亲嗜B淋巴细胞，对

内皮细胞、上皮细胞等也具有易感性［4］。与其他疱疹

病毒相似，感染后可以建立潜伏感染和裂解性复制

两种不同的生命周期，并伴随宿主终生。初次感染

后，病毒基因组以共价环状形式（附加体）持续存在

于细胞核中，不仅有利于病毒逃避宿主的免疫清除，

而且在诱发癌变中具有极为重要的作用［9］。当机体

受到各种不利应激源刺激，潜伏的KSHV被激活而进

入裂解期复制，产生大量病毒粒子进一步感染内皮

细胞、B淋巴细胞。目前用于KSHV感染检测的方法

主要有ELISA、免疫荧光等血清免疫学和基因水平的

PCR检测等方法。由于KSHV感染的特殊性，KSHV
在不同的人群或者疾病的不同时期其抗原的表达可

组别

研究组

对照组

例数

412

354

KSHV阳性例数

53

23

阳性率（%）

12.9

6.5

χ2

8.64

P

0.003

因素

年龄（岁）

≤30*

31～40

41～50

≥51

病变程度

对照*

CIN-1

CIN-2

CIN-3

SCC

HPV感染

阴性*

阳性

*为组内对照

例数

89

96

129

98

354

125

141

101

45

160

252

KSHV阳性例数

5

10

21

17

23

9

19

16

9

16

37

阳性率（%）

5.6

10.4

16.3

17.3

6.5

7.2

13.5

15.8

20.0

10.0

14.7

χ2

1.43

5.70

6.18

0.07

6.32

8.76

9.87

1.91

P

0.230

0.017

0.012

0.780

0.010

0.003

0.002

0.160
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能存在较大差异，同时因检测指标不同，各研究者报

道的结果有着很大的差异，目前仍缺乏国际统一的

评价KSHV感染的金标准。为提高检测的可靠性，本

文选择敏感性高、特异性强的核酸检测技术，并以外

周血单个核细胞（PBMC）基因组作为PCR的模板，通

过巢式PCR检测编码KSHV次要衣壳蛋白的ORF26
保守序列，核酸电泳结果表明，阳性标本条带清晰，

与KSHV阳性标准细胞系 BCBL-1细胞阳性对照一

致，经公司测序，与GenBank中KSHV基因序列100%
同源。

KSHV DNA常在患者唾液和精液中被检测到［3］，

因而接吻、未保护的异性性行为增加了传播KSHV的

机会。有学者用巢式 PCR方法，在异常的宫颈脱落

细胞中检测到KSHV［10］。本研究宫颈病变组女性血

液中KSHV ORF26的检出率（12.9%）要高于对照组

女性（6.5%），差异有统计学意义（P<0.01），提示

KSHV感染是宫颈病变的危险因素。研究组按年龄、

病变程度和HPV感染情况分层分析提示，KSHV感染

率随年龄增长而升高，随病变程度加重也呈升高趋

势。然而，本文宫颈病变组和对照组共766例有效的

宫颈脱落细胞样品，在确保整个PCR方法可靠、排除

假阴性及 PCR 抑制物干扰等因素后，未能检出

KSHV DNA片段。Enbom等［11］分别采用巢式PCR和

Real-time PCR调查当地妇女的KSHV感染率，检测

宫颈脱落细胞KSHV的ORF26基因片段均为阴性。

Lampinen等［12］用巢式PCR方法扩增了来自津巴布韦

妇女不同来源细胞标本的KSHV ORF26基因片段，在

卡波济肉瘤患者的宫颈细胞阳性率 32%（19/57），但

在非卡波济肉瘤组的宫颈细胞标本中也未能检测到

KSHV。本研究结果及相关文献［11-12］提示，尽管体外

实验表明KSHV能感染人宫颈癌标准细胞株HeLa细
胞，但在女性体内的宫颈阴道上皮细胞中未检出

KSHV，是否女性生殖道黏膜免疫功能能够抵御

KSHV侵入［13］，值得关注和追踪观察。对于KSHV与

女性宫颈病变的关系还有待今后深入探索。
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