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采用液态芯片技术调查重庆地区妇女ＨＰＶ感染及亚型分布


张　燕，黄恒柳，段　梦，何建维，邓少丽△

（第三军医大学大坪医院野战外科研究所检验科，重庆４０００４２）

　　摘　要：目的　调查重庆地区女性人乳头状瘤病毒（ＨＰＶ）感染状况及亚型分布特点。方法　采用液态芯片技术对重庆地区

４２４例妇女进行 ＨＰＶ基因分型检测以分析 ＨＰＶ感染情况。结果　４２４例患者中共检出ＨＰＶ阳性者１１４例，阳性率为２６．８９％。

检出率较高的高危型有 ＨＰＶ１６（１１．８４％），ＨＰＶ５２（１１．１８％），ＨＰＶ３１（１０．５３％），ＨＰＶ５８（７．８９％）；检出率最高的低危型是

ＨＰＶ６（１２．５０％）。ＨＰＶ单一感染占７０．１８％，多重感染占２９．８２％；不同年龄段人群 ＨＰＶ阳性率有差异，２０～２９岁年龄段妇女

ＨＰＶ阳性率最高（３１．８２％，４２／１３２）。结论　本地区 ＨＰＶ感染在亚型及年龄分布上具有一定的特点，且与其他地区存在差异。
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　　人乳头状瘤病毒（ＨＰＶ）是一种导致女性生殖系统病变的

主要病原体，尤其应注意的是，高危型 ＨＰＶ的持续感染是宫

颈癌及癌前病变的主要致病因素。临床 ＨＰＶ感染检测对发

现宫颈癌高危患者及其早期防治有重要意义。ＨＰＶ感染情况

有一定的地域分布差异，本文采用液态芯片技术，通过对在本

院妇科就诊的４２４例患者标本进行 ＨＰＶ基因分型检测，以了

解 ＨＰＶ在本地区的感染分布情况，有助于建立本区特异性的

ＨＰＶ分子流行病学资料，为 ＨＰＶ的感染预防提供依据。

１　资料与方法

１．１　一般资料　标本来源于２００７年４月至２０１３年２月在第

三军医大学大坪医院妇科就诊并接受生殖道 ＨＰＶ感染筛查

的４２４例疑似ＨＰＶ感染患者，年龄１７～７１岁，在２０～３９岁的

人数占总人数的７５．２％。剔除二次复查数据，４２４例均进行

ＨＰＶ基因分型检测。

１．２　仪器与试剂　ＢＩＯＲＡＤＣ１０００ＰＣＲ扩增仪（美国ＢＩＯ

ＲＡＤ公司），Ｌｕｍｉｎｅｘ２００多功能流式点阵仪（美国Ｌｕｍｉｎｅｘ

公司），ＢＥＣＫＭＡＮＸ２２Ｒ高速离心机（美国 ＢＥＣＫＭＡＮ 公

司），ＢＩＯＥＲＨＢ１００恒温金属浴（杭州博日科技有限公司），采

样刷及细胞保存液（上海透景生命科技有限公司），ＨＰＶＤＮＡ

抽提试剂盒（上海透景生命科技有限公司），人乳头瘤病毒核酸

扩增分型检测试剂盒（上海透景生命科技有限公司）。

１．３　方法　（１）宫颈脱落细胞的采集：将采样刷插入宫颈，轻

轻搓动采样刷使其沿顺时针方向转动５圈，取出采样刷后立即

置于专用的细胞保存液中，轻轻摇动液体洗涤采样刷以获得更

多的宫颈脱落细胞用于检测。标本保存于－２０℃，并于３ｄ内

完成基因分型检测。（２）ＨＰＶＤＮＡ抽提：吸取２００～４００μＬ

宫颈脱落细胞悬液至１．５ｍＬＥＰ管，１５０００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ，

弃上清；加入２００μＬ抽提缓冲液，彻底混匀；恒温金属浴１００

℃干浴１５ｍｉｎ；１５０００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ，保留上清以备ＤＮＡ

上样。（３）ＨＰＶＰＣＲ扩增：按比例（ＰＣＲ预反应液１０μＬ＋引

物５μＬ＋酶０．８μＬ）配制反应液，加入５μＬ抽提的 ＨＰＶ

ＤＮＡ上机进行扩增，扩增程序：９５℃５ｍｉｎ；９５℃３０ｓ，５８℃

３０ｓ，７２℃３０ｓ，５ｔｉｍｅｓ；９５℃３０ｓ，５５℃３０ｓ，７２℃３０ｓ，３５

ｓ；７２℃３ｍｉｎ。（４）杂交：检测孔中加入２２μＬ微球杂交液、

ＰＣＲ扩增产物３μＬ，混匀；ＰＣＲ仪中９５℃变性５ｍｉｎ，４８℃３０

ｍｉｎ使探针与扩增产物结合；再加入７５μＬ链霉亲和素标记的

藻红蛋白（ＳＡＰＥ），４８℃孵育１５ｍｉｎ；Ｌｕｍｉｎｅｘ２００多功能流

式点阵仪检测。所有操作和结果判读都按照试剂盒说明书进

行，共检测２６种ＨＰＶ亚型，具体包括高危亚型：１６、１８、３１、３３、

３５、３９、４５、５２、５８、２６、５１、５５、５６、５９、５３、６６、６８、８２、８３；低危亚

型：６、１１、４０、４２、４４、６１、７３。

１．４　统计学处理　Ｅｘｃｅｌ建立数据库，采用ＳＰＳＳ１３．０统计软
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件分析，不同年龄段间感染率的比较采用χ
２ 检验，犘＜０．０５为

差异有统计学意义。对多重感染者，各基因型阳性率重复计算。

２　结　　果

２．１　ＨＰＶ检测结果　在４２４例研究对象中，ＨＰＶ感染阳性

例数为１１４例，感染率为２６．８９％。其中，单一亚型感染有８０

例，所占比重为７０．１８％；多重亚型感染有３４例，所占比重为

２９．８２％，说明 ＨＰＶ感染以单一亚型感染居多。ＨＰＶ单一亚

型感染率为１８．８７％，以单一高危型别感染最常见，有６１例，

感染率为１４．３９％，而单一低危型别感染率较低，为４．４８％；

ＨＰＶ多重亚型感染率为８．０３％，以高危型别混合和低危型别

混合常见，高低危型别混合感染只有６例，感染率为１．４２％。

２．２　ＨＰＶ亚型分布　在所检测的２６种 ＨＰＶ亚型中，有２０

种亚型被检出，其中包括１３种高危型（ＨＰＶ１６、１８、３１、３３、３９、

５１、５２、５３、５５、５６、５８、６６、８３）和７种低危型（ＨＰＶ６、１１、４０、４２、

４４、６１、７３），ＨＰＶ２６、３５、４５、５９、６８、８２未被检出。在检出的阳

性标本中，ＨＰＶ 低危亚型占 ４０．７９％，ＨＰＶ 高危亚型占

５９．２１％；检出率较高的 ＨＰＶ 高危型有 ＨＰＶ１６（１１．８４％），

ＨＰＶ５２（１１．１８％），ＨＰＶ３１（１０．５３％），ＨＰＶ５８（７．８９％），低危

型有 ＨＰＶ６（１２．５０％），其次为 ＨＰＶ４０、４２（７．８９％），此两型均

出现于低危型别多重感染中。

２．３　不同年龄段 ＨＰＶ感染率　各年龄段 ＨＰＶ感染检出率

见表１。ＨＰＶ感染率在２０～２９岁最高，达３１．８２％，其次是

３０～３９岁年龄段，感染率为３１．１８％，４０岁以上年龄段 ＨＰＶ

感染率相对较低。

表１　　不同年龄组 ＨＰＶ感染比较

年龄（岁） 病例数（狀） 感染阳性例数（狀） 感染率（％） 感染构成比（％）

＜２０ １ ０．００ ０．００ ０．００

２０～２９ １３２ ４２ ３１．８２ ３６．８４

３０～３９ １８７ ５８ ３１．１８ ５０．８８

４０～４９ ８０ ８ １０．００ ７．０２

≥５０ ２４ ６ ２５．００ ５．２６

合计 ４２４ １１４ １００．００ １００．００

３　讨　　论

宫颈癌在妇科肿瘤中仅次于乳腺癌，是导致女性死亡的第

２位恶性肿瘤
［１］。流行病学以及病毒学资料已经证实，高危

ＨＰＶ感染是宫颈癌的主要原因，宫颈癌患者多数存在高危

ＨＰＶ亚型的持续性感染
［２］，因此，ＨＰＶ检测是早期发现宫颈

癌癌前病变的有效方法。本研究利用液态芯片技术进行 ＨＰＶ

基因分型检测，可检测聚合酶链式反应后的产物，并通过杂交

分析对 ＨＰＶ的ＤＮＡ进行分型
［３］。杂交过程在封闭液态下完

成，可以在一个反应管内完成近百种不同生物学反应［４］，不仅

有效减少了受到污染的可能性，而且省时省力。此技术具有操

作简单、灵敏度高、特异性强、样本容量需求少、反应速度快、精

确度高等优点［５］。

本文对重庆地区４２４例疑似 ＨＰＶ感染妇女宫颈脱落细

胞进行 ＨＰＶ基因分型检测，其中 ＨＰＶ感染者有１１４例，阳性

检出率为２６．８９％，与汪欣等
［６］的报道中福州地区 ＨＰＶ感染

率为２５．０％和江秀娟等
［７］的报道中甘肃地区 ＨＰＶ感染率为

２６．７％一致。在所检测的２６种ＨＰＶ亚型中，共检出７种低危

型（ＨＰＶ６、１１、４０、４２、４４、６１、７３）和１３种高危型（ＨＰＶ１６、１８、

３１、３３、３９、５１、５２、５３、５５、５６、５８、６６、８３）。检出的阳性标本中，

高危亚型所占比例较大，感染率较高的亚型为 ＨＰＶ１６、５２、３１、

５８，而 ＨＰＶ１８感染率相对较低，低危亚型中以 ＨＰＶ６感染率

最高，与杨君等［８］的报道中重庆地区检出 ＨＰＶ最常见型别为

１６、５８、５２、６型较为相近。而刘朝圣等
［９］报道的北京地区妇女

ＨＰＶ型别中检出率居前五位的依次为１６、１１、６、５８、３３，殷晋

华等［１０］报道的太原地区居前３位的 ＨＰＶ型别分别为１６、５８、

５３，提示 ＨＰＶ亚型的频率分布存在一定的地域差异。值得注

意的是，多项研究结果显示，ＨＰＶ１６型感染率均较高，且无明

显地域差异，本研究中 ＨＰＶ高危亚型感染也以１６型居首，根

据Ｃａｓｔｅｌｌｓａｇｕｅ等
［５］的报道，ＨＰＶ１６型持续感染是导致宫颈

癌及癌前病变最主要危险因素，因此广大妇女应定期进行高危

型 ＨＰＶ检查，预防和减少宫颈癌的发生。

本研究多重 ＨＰＶ 感染在阳性检出者中所占比例为

２９．８２％，以低危型别多重感染和高危型别多重感染为主，

ＨＰＶ４０、４２双重感染是检出频率最高的类型，并且４０、４２型全

部出现在多重感染中，这提示此两种型别的感染可能会增加其

他亚型的易感性，但结论尚需进一步研究考证。

ＨＰＶ感染率与年龄存在一定的关系，本研究统计结果表

明，ＨＰＶ感染率随着年龄增长呈“Ｕ”形分布，２０～３９岁年龄段

接受 ＨＰＶ检查的例数以及阳性检出率均为最高，４０～４９岁年

龄段有明显的下降（犘＜０．０５），而５０岁以上年龄段阳性检出

率又出现了回升。年轻妇女 ＨＰＶ感染率高可能与性生活及

性卫生具有密切的关系，而老年妇女较高的 ＨＰＶ感染率一方

面可能与激素水平的变化引起免疫功能衰退从而导致老年妇

女的 ＨＰＶ易感性增加及清除 ＨＰＶ的能力降低；另一方面可

能与本研究中老年妇女纳入例数较少有关。

通过对不同地区和不同年龄人群 ＨＰＶ感染情况进行调

查，了解 ＨＰＶ感染的地域差异及人群差异，对本地区宫颈癌

的早期预防、治疗，监测治疗效果有重要意义。
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