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健康妇女及宫颈癌患者ＨＰＶ感染基因型分布的研究
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　　摘　要：目的　比较自然人群女性宫颈正常细胞、宫颈上皮癌前病变（ＣＩＮⅢ级）及宫颈癌组织中 ＨＰＶ的基因型别分布情况。

方法　采用基因扩增结合基因芯片技术对１０４７例自然人群女性宫颈正常细胞（正常组）、１７３例宫颈上皮癌前病变（癌前病变组）

及１３３例宫颈癌（宫颈癌组）组织标本进行２３种 ＨＰＶ基因分型检测。结果　正常组、癌前病变组、宫颈癌组分别检出 ＨＰＶ感染

者１０９、１５９、１２１例，总 ＨＰＶ感染率分别为１０．４１％（１０９／１０４７）、９１．９１％（１５９／１７３）、９０．９８％（１２１／１３３）。结论　基因扩增结合基

因芯片检测技术可应用于宫颈细胞和组织标本的 ＨＰＶ基因分型检测。
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　　宫颈癌早期症状并不明显，其发展过程中又存在着较长

的、可逆转的癌前病变期。一般从宫颈癌前病变发展到宫颈癌

大约需要１０年左右的时间。如果能够在宫颈癌前病变阶段进

行医学干预治疗，宫颈癌的治愈率可达９８％。目前作为唯一

病因学明确的癌症，宫颈癌是唯一可以通过早期筛查、早期发

现、可防、可治的癌症。因此，宫颈癌筛查仍是目前宫颈癌防控

的关键［１２］。由于不同型别的人乳头瘤病毒（ＨＰＶ）的致病性

不同，其预后也存在差异。因此，弄清我国女性自然人群及宫

颈癌瘤中的 ＨＰＶ感染率和基因型别的分布状况对宫颈癌的

防治和疫苗的研发具有非常重要的意义。

１　资料与方法

１．１　一般资料　收集２０１３年１～１２月在苏州大学附属第一

医院妇产科体检的１０４７例已婚女性的正常宫颈细胞标本（正

常组）。研究对象年龄２３～５６岁，平均４１．８４岁；收集２００１年

１月至２０１３年１２月镇江市丹徒区人民医院、南京市中医院、

徐州市中医院、南京市六合区人民医院及常熟市第一人民医院

病理科病理组织学诊断的１３３例宫颈癌（宫颈癌组，其中１２７

例鳞癌、６例腺癌）和１７３例宫颈上皮非典型增生（ＣＩＮ）Ⅲ级的

石蜡组织标本（癌前病变组）。宫颈癌患者年龄２８～８７岁，平

均５０．１９岁；宫颈ＣＩＮⅢ级患者年龄２１～９０岁，平均４２．７３岁。

１．２　仪器与试剂　基因扩增仪为新加坡生产的 ＧｅｎｅＡｍｐ

ＰＣＲｓｙｓｔｅｍ２４００型；分子杂交仪为江苏省兴化市分析仪器厂

生产的ＦＹＹ３型；高速冷冻离心机为德国生产的 Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ

５８１０Ｒ型；生物安全柜为江苏省苏州市安泰空气技术有限公

司生产的ＢＨＣ１３００ⅡＡ２型；青岛海尔有限公司生产的－２０

℃冰箱等。ＨＰＶ基因分型检测试剂盒由亚能生物技术（深圳）

有限公司提供。显色液须新鲜配制，使用时所需浓度加蒸馏水

配制。

１．３　方法

１．３．１　标本的采集及保存　（１）细胞标本：采用窥阴器或阴道

扩张器充分暴露宫颈，用棉拭子擦去宫颈口过多的分泌物，将

采样宫颈刷置于宫颈口，顺时针旋转宫颈刷４～５圈，慢慢抽

出，以获得足够的宫颈上皮细胞标本，然后沿刷柄折痕处折断

刷头，将宫颈刷头部放入洗脱管中，旋紧洗脱管盖，做好标本标

识，保持采集管直立，放入－２０℃冰箱保存待测。（２）石蜡组

织标本：先去除每例石蜡组织周边多余的石蜡，将其石蜡组织
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切成４μｍ厚的切片，切３～５片石蜡组织即可。用专用的镊子

轻轻夹取，放入小离心管中，切第２例石蜡组织前，用次氯酸钠

溶液擦刀片及镊子各３次。

１．３．２　ＤＮＡ的提取　（１）细胞标本：将宫颈刷头充分漂洗后，

把洗脱液全部转移至１．５ｍＬ离心管中，１３０００ｒ／ｍｉｎ离心１０

ｍｉｎ后，弃去上清液，保留管底的细胞，随后加入裂解液５０μＬ，

充分振荡混匀；（２）石蜡组织标本：将切下的石蜡组织片放入

１．５ｍＬ离心管中，加入裂解液１５０μＬ，充分振荡混匀，两者均

在金属浴中加热１００℃１０ｍｉｎ，立即１３０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ

后，取中间层ＤＮＡ溶液待用。ＰＣＲ扩增、杂交、孵育和显色按

说明书进行规范操作。每份标本显色后根据有无杂交信号来

判断结果。

１．４　统计学处理　３组宫颈正常细胞及宫颈病变组织 ＨＰＶ

感染率及各 ＨＰＶ型别的比例采用 ＨＰＶ分型统计软件（由南

京倍宁医疗器械有限公司提供）进行分析，对分析出来的相关

数据，应用统计软件包ＳＰＳＳ１３．０对相关数据进行统计学处

理，百分率的比较采用χ
２ 检验或确切概率法，显著性检验水准

为α＝０．０５，以犘＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结　　果

从１０４７例宫颈细胞学检查正常的细胞标本（正常组）中

检测出阳性１０９例，其中一重感染９６例，多重感染１３例（二重

感染１１例、三重感染２例）；从１７３例癌前病变组石蜡组织标

本中检测出阳性者１５９例，其中一重感染９５例，多重感染６４

例（二重感染４７例、三重感染１２例、四重感染４例、六重感染１

例）；从１３３例宫颈癌组石蜡组织中检出阳性者１２１例，其中一

重感染８９例，多重感染３２例（二重感染２６例、三重感染４例、

四重感染１例、五重感染１例）。自然女性群体的１０９例阳性

感染者检出不同型别数合计１２４次；宫颈癌前病变的１５９例阳

性患者检出不同型别数合计２４７次；宫颈癌的１２１例阳性患者

检出不同型别数合计１６２次，见表１。自然女性群体与宫颈癌

前病变和宫颈癌女性 ＨＰＶ感染率比较，差异均有统计学意义

（犘＜０．０１）。而宫颈癌前病变和宫颈癌女性 ＨＰＶ感染率比

较，差异无统计学意义（犘＞０．０５）。

表１　　３组宫颈 ＨＰＶ阳性者感染型别分布［狀（％）］

ＨＰＶ型别 正常组 癌前病变组 宫颈癌组

ＨＰＶ６ １（０．８１） ５（２．０２） ０（０．００）

ＨＰＶ１１ ２（１．６１） ０（０．００） ２（１．２４）

ＨＰＶ１６ １２（９．６８） １０６（４２．９２） ９２（５６．７９）

ＨＰＶ１８ ７（５．６５） ３８（１５．３９） ２５（１５．４３）

ＨＰＶ３１ ５（４．０３） １３（５．２６） ５（３．０９）

ＨＰＶ３３ ８（６．４５） ２３（９．３１） １３（８．０３）

ＨＰＶ３５ ５（４．０３） ２（０．８１） ０（０．００）

ＨＰＶ３９ ２（１．６１） １（０．４１） １（０．６２）

ＨＰＶ４２ ３（２．４２） ０（０．００） １（０．６２）

ＨＰＶ４３ ２８（２２．５８） ２（０．８１） ３（１．８５）

ＨＰＶ４５ ２（１．６１） １（０．４１） ３（１．８５）

ＨＰＶ５１ ３（２．４２） ４（１．６２） ０（０．００）

ＨＰＶ５２ １０（８．０７） １５（６．０７） ２（１．２４）

ＨＰＶ５３ ６（４．８４） １（０．４１） １（０．６２）

ＨＰＶ５６ ７（５．６５） ２（０．８１） ２（１．２４）

续表１　　３组宫颈 ＨＰＶ阳性者感染型别分布［狀（％）］

ＨＰＶ型别 正常组 癌前病变组 宫颈癌组

ＨＰＶ５８ １３（１０．４８） ２３（９．３１） ５（３．０９）

ＨＰＶ５９ １（０．８１） ３（１．２２） ３（１．８５）

ＨＰＶ６６ ２（１．６１） ２（０．８１） １（０．６２）

ＨＰＶ６８ ４（３．２３） ２（０．８１） １（０．６２）

ＨＰＶ７３ ２（１．６１） １（０．４１） ２（１．２４）

ＨＰＶ８１ ０（０．００） １（０．４１） ０（０．００）

ＨＰＶ８２ ０（０．００） ２（０．８１） ０（０．００）

ＨＰＶ８３ １（０．８１） ０（０．００） ０（０．００）

总计 １２４（１００．００） ２４７（１００．００） １６２（１００．００）

　　：对多重感染者，各型别的阳性率重复计算。

３　讨　　论

宫颈癌是目前唯一病因学明确的癌症，主要是由高危型

ＨＰＶ持续性感染所致。现已发现２００多种型别的 ＨＰＶ，根据

其致病性的差异，将其分为高危型和低危型两大类［３５］，其中有

５０多种型别可感染人类的生殖道黏膜，不同型别的 ＨＰＶ感染

可导致不同的临床病变。检测 ＨＰＶ是目前筛查和预防宫颈

癌的关键，ＨＰＶ的分型检测是处理宫颈癌变的重要依据。本

文采用基因扩增结合基因芯片检测技术，检测了２３种常见

ＨＰＶ的基因，并对其感染基因谱分布情况进行了比较和分析。

ＨＰＶ主要通过性传播，感染者通常没有症状。大量流行

病学资料及研究已明确显示 ＨＰＶ持续性感染是宫颈癌发病

的首要条件。ＨＰＶ阴性者几乎不会发生宫颈癌，大部分 ＨＰＶ

感染仅为一过性感染，只有小部分 ＨＰＶ持续性感染才可能发

展为ＣＩＮ和宫颈癌
［１，６８］。如果能对女性宫颈细胞和组织进行

ＨＰＶ分型检测，将有助于有效识别宫颈癌高危人群，对宫颈癌

的防治和疫苗研发意义重大。

本研究结果表明，１０４７例自然女性群体宫颈正常细胞（正

常组）中一重感染率为９．１７％（９６／１０４７），多重感染率为

１．２４％（１３／１０４７）；１７３例癌前病变组（ＣＩＮⅢ级）中一重感染

率为５４．９１％（９５／１７３），多重感染率为３６．９９％（６４／１７３）；１３３

例宫颈癌组中一重感染率为６６．９２％（８９／１３３），多重感染率为

２４．０６％（３２／１３３）。提示自然女性群体和宫颈癌瘤患者都是以

一重 ＨＰＶ感染为主，多重感染占少数，宫颈癌前病变患者与

宫颈癌患者相比，ＨＰＶ多重感染率高出０．５４倍，与正常组比

较高出２８．８３倍，这种宫颈癌前病变组织中 ＨＰＶ多重感染高

发生率的现象还有待于多中心大样本量的 ＨＰＶ基因分型研

究进一步验证。随着宫颈癌筛查的普及，临床上发现越来越多

的ＣＩＮ病变。一般情况下，有３２％的ＣＩＮⅢ级病变可自然消

退，有１４％的ＣＩＮⅢ级病变可能进展为浸润性宫颈癌
［１］。Ｍｃ

Ｃｒｅｄｉｅ等
［９］研究发现，接受治疗的ＣＩＮⅢ级病变患者的宫颈癌

累积发生率显著低于未接受治疗者。因此，对所有ＣＩＮⅢ级病

变患者都应给予干预性治疗，否则任其发展，浸润性宫颈癌发

生的概率较高。高危型 ＨＰＶ检测可应用于分流细胞学检查

结果为低度病变的妇女、宫颈癌或宫颈癌前病变患者治疗后的

随访、阴道镜检查或组织病理学检查阴性患者的随访、单独或

联合细胞学检查行宫颈癌前病变的初筛，尤其对年龄在３５岁

以上的妇女更有意义［１，１０１２］。１项涉及３８个国家８９７７个样本

的研究显示，宫颈癌患者的石蜡标本中，ＨＰＶ阳性率达８５％，

其中最常见的依次为 ＨＰＶ１６、１８、３１、３３、３５、４５、５２和 ５８
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型［１３］。本研究中，癌前病变组 ＨＰＶ阳性率达９１．９１％（１５９／

１７３），宫颈癌组 ＨＰＶ阳性率达９０．９８％（１２１／１３３），均高于文

献［１３］的结果，这可能与检测方法差异或样本量差异有关。

癌前病变组中８种检出最多的ＨＰＶ型别依次为ＨＰＶ１６、

１８、３３、５８、５２、３１、５１和５９型；宫颈癌组中检出最多的８种

ＨＰＶ型别依次为 ＨＰＶ１６、１８、３３、３１、５８、４３、４５和５９型。这２

组间的型别分布有一定差异，宫颈癌组的 ＨＰＶ型别分布与文

献［１３］报道的结果也存在一定差异，这可能与 ＨＰＶ在宫颈癌

组织中的感染具有地域和种族差异有关。２００６年６月，美国

ＦＤＡ正式批准 ＨＰＶ疫苗上市，用于宫颈癌的预防
［１，５］。而我

国的 ＨＰＶ疫苗尚未获得批准。自然女性群体、宫颈癌前病变

及宫颈癌患者 ＨＰＶ感染流行度和流行基因谱的大样本数据，

将为我国 ＨＰＶ疫苗的研发提供科学依据。

临床研究发现 ＨＰＶ１６和 ＨＰＶ１８型阳性的宫颈癌患者较

其他 ＨＰＶ型别阳性的宫颈癌患者的发病年龄平均年轻５

岁［１，１０，１２］。本研究中，癌前病变组和宫颈癌组中，ＨＰＶ１６和

ＨＰＶ１８都排序前二位，提示临床妇科医生对 ＨＰＶ１６ 和

ＨＰＶ１８感染的女性更应该做好追踪和随访工作。

综上所述，要重视宫颈癌早期筛查，及早对高危型 ＨＰＶ

感染女性给予干预治疗，将有效降低宫颈癌的发病率［１４］。
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非发酵菌铜绿假单胞菌的检出数量逐年升高。铜绿假单

胞菌的耐药机制比较复杂［８］。本次监测结果显示，铜绿假单胞

菌对喹诺酮类、碳青霉烯类抗菌药物以及阿米卡星保持着较好

的敏感度，而对美罗培南的敏感率要低于亚胺培南，这可能与

抗菌药物使用选择性压力有关。对于耐碳青霉烯类抗菌药物

的铜绿假单胞菌，可选择氨基糖苷类、加酶抑制剂复合制剂、喹

诺酮类等抗菌药物。头孢哌酮／舒巴坦的抗菌活性较强，可抑

制β内酰胺酶同时可作用于青霉素结合蛋白
［９］，可作为治疗铜

绿假单胞菌感染的首选药物。阿米卡星的耐药率明显低于同

类药物妥布霉素和庆大霉素，可用于治疗铜绿假单胞菌感染的

联合用药。在头孢菌素类抗菌药物中，铜绿假单胞菌对头孢他

啶和头孢吡肟仍有较高的敏感率。

糖肽类抗菌药物和利奈唑胺对革兰阳性球菌的活性较强，

尚未发现对万古霉素和利奈唑胺耐药的葡萄球菌，但可检出对

替考拉宁耐药的金黄色葡萄球菌和凝固酶阴性葡萄球菌。同

时发现，除了利福平、米诺环素和氯霉素，金黄色葡萄球菌对绝

大多数抗菌药物的敏感度明显高于凝固酶阴性葡萄球菌。

总之，细菌耐药监测是提高医疗质量、保障抗菌药物合理

应用的基础，在尿路感染的治疗中，参考细菌耐药性资料选用

抗菌药物极为重要。
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