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女性宫颈细胞中ＨＰＶ感染基因型别的分析
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　　摘　要：目的　探讨女性宫颈细胞中３９种人乳头瘤病毒（ｈｕｍａｎｐａｐｉｌｌｏｍａｖｉｒｕｓ，ＨＰＶ）感染基因型别的分布情况及其临床意

义。方法　从４３４例女性宫颈细胞标本中提取３９种ＨＰＶＤＮＡ，采用基因扩增结合基因芯片技术对其细胞进行３９种ＨＰＶ基因

型别的检测，并对其患者进行临床资料分析。结果　４３４例女性宫颈细胞标本中检出 ＨＰＶ阳性者１７５例，总的 ＨＰＶ感染率

４０．３２％（１７５／４３４）。其中单一ＨＰＶ感染１０５例，阳性检出率为２４．１９％（１０５／４３４），多重ＨＰＶ感染７０例，阳性检出率为１６．１３％

（７０／４３４）。单一 ＨＰＶ感染中 ＨＰＶ１８型为３１例，阳性检出率为１７．７１％（３１／１７５），是最主要的感染型别；其次是 ＨＰＶ１６型，共

１２例，其阳性检出率为６．８６％（１２／１７５），ＨＰＶ５２型，为１１例，其阳性检出率为６．２９％（１１／１７５）。多重 ＨＰＶ感染中，ＨＰＶ６＋５４

型、ＨＰＶ１８＋５２型和 ＨＰＶ５１＋６８型各２例，各占多重感染的２．８６％（２／７０），它们是多重 ＨＰＶ感染的最主要型别。结论　

ＨＰＶ１６型、１８型、５２型、６＋５４型、１８＋５２型和５１＋６８型感染是女性宫颈细胞的主要感染类型。基因扩增结合基因芯片技术是

一种适合临床开展 ＨＰＶ分型诊断和行 ＨＰＶ感染的分子流行病学研究的方法。随着 ＨＰＶ检测型别的增加，ＨＰＶ感染率也随之

增加，其基因组合型别更趋多样化。

关键词：宫颈细胞；　人乳头瘤病毒；　基因型；　基因芯片技术
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　　宫颈癌是目前妇科恶性肿瘤中病因学及流行病学被解释

得最为清楚的一种疾病。现已证明持续性人乳头瘤病毒（ｈｕ

ｍａｎｐａｐｉｌｌｏｍａｖｉｒｕｓ，ＨＰＶ）感染是宫颈癌发病的主要原因。已

知 ＨＰＶ有百余种型别，有５４种可感染生殖道黏膜，不同型别

的 ＨＰＶ感染可导致不同的临床病变，根据 ＨＰＶ致病的差异

性，将其分为高危型和低危型两大类［１３］。由于 ＨＰＶ感染基

因型分布具有地域性、种族性以及多样性的特点，因此，弄清楚

女性宫颈细胞中３９种 ＨＰＶ的感染率及基因型分布情况对宫
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颈癌的防控以及疫苗的研发具有非常重要的指导意义。

１　资料与方法

１．１　一般资料　收集２０１４年２～８月来南京市中医院妇科门

诊就诊的４３４例女性患者，年龄２０～８０岁，平均年龄４１．２６

岁。２０～＜３０岁６２例、３０～＜４０岁１２４例、４０～＜５０岁１６７

例、５０～＜６０岁６６例、６０～＜７０岁１２例、７０岁及以上３例。

对就诊的４３４例女性行宫颈细胞３９种 ＨＰＶ基因分型检测。

并行临床病理资料复习。

１．２　仪器与试剂　ＡＢＡｐｐｌｉｅｄＢｉｏｓｙｓｔｅｍｓ２７２０型基因扩增

仪购自（新加坡ＰｅｒｋｉｎＥｌｍｅｒ公司）；ＣｏｍｂｉＨ１２型分子杂交

仪购自（韩国Ｆｉｎｅｐｃｒ公司）；Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ５８１０Ｒ型高速冷冻离

心机（德国Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ公司）；ＢＳＣ２Ａ２１１０２（上海瑞仰净化装

备公司）；ＨＰＶ分型基因检测试剂盒（亚能生物技术深圳公

司）。每次实验时需当时配制显色液，所要浓度用蒸馏水调配。

１．３　方法

１．３．１　标本的采集　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，将刷尖向下垂

直方向浸泡在细胞取样管的固定液内，旋紧瓶盖后振荡摇晃，

然后将贴有标签的细胞取样瓶送到病理科作 ＨＰＶ分型检测。

１．３．２　提取ＤＮＡ　将宫颈刷头充分漂洗后，放在振荡器上充

分混匀，混匀后将细胞保存液１μＬ转移至１．５ｍＬ离心管中，

用移液器吸取５０μＬ的裂解液加入管内，放入１００℃的金属浴

中约１０ｍｉｎ，随后１３０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，离心后用移液器

吸取中层ＤＮＡ溶液待测。整个实验操作步骤按照说明书进

行。每份标本显色后根据杂交信号的有无，来判断结果。

１．３．３　判定结果　（１）观察膜条时每例膜条上都应该在ＰＣ

点显出蓝圆点；（２）除ＰＣ点外阴性质控品不应该在其他点上

出现蓝圆点；（３）除ＰＣ点外阳性质控品应该在某位置上出现

蓝圆点；（４）除ＰＣ点外膜条上还有３９个 ＨＰＶ型别位点：①２３

种：６、１１、１６、１８、３１、３３、３５、３９、４２、４３、４５、５１、５２、５３、５６、５８、５９、

６６、６８、７３、８１、８２、８３型；②１６种：２６、３０、３４、４０、４４、５４、５５、６１、

６２、６７、６９、７０、７１、７２、８４、８９型，如杂交阳性时，用肉眼可观察

到某位置上出现小蓝色圆点；（５）除ＰＣ点外如观察到１个蓝

色圆点为单一感染，看到２个蓝圆点为二重感染，同时显示２

个以上的蓝圆点为多重感染。

１．４　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１９．０统计软件包进行统计学分

析，组间比较采取χ
２ 检验，犘＜０．０５差异有统计学意义。

２　结　　果

对４３４例宫颈鳞状上皮细胞标本进行３９种 ＨＰＶ基因分

型检测，ＨＰＶ阳性者为１７５例，ＨＰＶ阴性者２５９例，ＨＰＶ感

染率４０．３２％（１７５／４３４），其中单一 ＨＰＶ感染１０５例，阳性检

出率为２４．１９％（１０５／４３４），多重 ＨＰＶ感染７０例，阳性检出率

为１６．１３％（７０／４３４）。单一 ＨＰＶ感染中 ＨＰＶ１８型为３１例，

阳性检出率为１７．７１％（３１／１７５），是最主要的感染型别；其次

是 ＨＰＶ１６型，共１２例，其阳性检出率为６．８６％（１２／１７５），

ＨＰＶ５２型，为１１例，其阳性检出率为６．２９％（１１／１７５）。多重

ＨＰＶ感染中，ＨＰＶ６＋５４型、ＨＰＶ１８＋５２型和 ＨＰＶ５１＋６８型

各２例，各占多重感染的２．８６％（２／７０），它们是多重 ＨＰＶ感

染的最主要型别。

单单一感染依次为：１８型３１例，１６型１２例，５２型１１例，

５８型６例，６２型５例，４２型４例，４３型４例，５３型４例，３３型３

例，５１型３例，６６型３例，６型２例，３５型２例，３９型２例，５４

型２例，５９型２例，６１型２例，８１型２例，４０型１例，５６型１

例，６８型１例，８２型１例，８９型１例。二重感染４０例，多重感

染２３例，四重感染２例，五重感染１例，六重感染３例，九重感

染１例。１７５例 ＨＰＶ阳性者中 ＨＰＶ感染基因型总的出现频

率为２９４次，高危型出现频率为１８７次，低危型出现频率为

１０７次。除６０～＜７０岁和７０岁及以上年龄组因人数较少不

参与比较外，２０～＜３０岁、３０～＜４０岁、４０～＜５０岁和５０～＜

６０岁组间比较，χ
２ 值为０．０２～２．００，犘＞０．０５，４组比较，差异

无统计学意义。１７５例女性宫颈细胞 ＨＰＶ感染各型别出现频

率情况的比较，见表１。

表１　　１７５例女性宫颈细胞 ＨＰＶ感染各型别

　　　出现频率的比较情况

ＨＰＶ

型别

出现

次数（狀）

出现频率

百分比（％）

ＨＰＶ

型别

出现

次数（狀）

出现频率

百分比（％）

６ １０ ３．４０ ５８ １３ ４．４２

１１ ５ １．７０ ５９ ６ ２．０４

１６ ２３ ７．８２ ６１ １４ ４．７６

１８ ４３ １４．６３ ６２ ２０ ６．８０

３０ ３ １．０２ ６６ ５ １．７０

３３ １１ ３．７４ ６７ １ ０．３４

３５ ３ １．０２ ６８ ７ ２．３８

３９ ３ １．０２ ６９ ２ ０．６８

４０ ３ １．０２ ７０ ３ １．０２

４２ １０ ３．４０ ７１ １ ０．３４

４３ ９ ３．０６ ７２ １ ０．３４

４５ １ ０．３４ ８１ １０ ３．４０

５１ １２ ４．０８ ８２ １ ０．３４

５２ ３５ １１．９１ ８３ ３ １．０２

５３ １３ ４．４２ ８４ １ ０．３４

５４ １３ ４．４２ ８９ １ ０．３４

５６ ８ ２．７２ 总计 ２９４ １００．００

　　：对多重感染者，各型别的阳性次数重复计算。

３　讨　　论

绝大多数性活跃期的女性一生中至少都会有一次 ＨＰＶ

的感染，全球每年有５０多万女性新发宫颈癌。ＨＰＶ的感染，

尤其是持续性感染是宫颈癌的诱因。ＨＰＶ主要的传播途径是

经性交直接传播，也可以通过经 ＨＰＶ污染的物品间接传播。

与 ＨＰＶ阳性者一次性交后的 ＨＰＶ感染率为５０％，同一个女

性还可能同时感染多种型别的ＨＰＶ
［１，４，５］。ＨＰＶ型别众多，依

据 ＨＰＶ致癌风险性的高低，将其分成两大类，（１）低危型：６、

１１、４０、４２、４３、４４、５３、５４、５７、６１、６２、７２、８１、８３型等；（２）高危型：

１６、１８、２６、３１、３３、３５、４５、５１、５２、５５、５６、５８、５９、６６、６７、６８、８２型

等。了解女性宫颈细胞中３９种 ＨＰＶ感染分布状况，对宫颈

癌的防治以及分子流行病学研究具有十分重要的意义。

在大多数情况下，人体感染了 ＨＰＶ后无任何症状，除与
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患有生殖器疣的伴侣进行性行为后，在数星期内、数月后，可发

生生殖器疣外，故大部分感染者并不知道自己是否感染了

ＨＰＶ。一般来说，９０％的 ＨＰＶ感染可被机体的细胞免疫和体

液免疫清除，这一清除过程与感染的 ＨＰＶ型别以及宿主病毒

相互作用有关，低危型 ＨＰＶ清除时间需要５～６个月，而高危

型 ＨＰＶ清除时间需要８～２４个月。ＨＰＶ流行病学资料表

明，高危型 ＨＰＶ诱发宫颈癌的几率约为１％，而低危型 ＨＰＶ

引起宫颈癌的几率仅为０．１％
［１，６，７］。因此，行女性宫颈细胞

ＨＰＶ基因分型检测，对临床妇科医师判断持续性 ＨＰＶ感染

以及高风险致癌型 ＨＰＶ意义重大。

本文女性宫颈细胞中２３种 ＨＰＶ型别检测出了２１种（除

３１型和７３型外），占２３种 ＨＰＶ型别的９１．３０％；１６种 ＨＰＶ

型别检测出了１２种（除２６、３４、４４、５５型外），占１６种 ＨＰＶ型

别的７５．００％。（１）本研究显示女性宫颈细胞中 ＨＰＶ感染以

单一感染为主，多重感染为辅，单一感染与多重感染之比为

１．５∶１，而以往报告的宫颈细胞中２３种 ＨＰＶ分型检测，单一

感染与多重感染之比为３∶１，这可能与 ＨＰＶ分型检测型别的

数量增多以及女性宫颈 ＨＰＶ感染率增加有关，因为随着女性

宫颈 ＨＰＶ感染率以及 ＨＰＶ检测型别数量的增加，其感染型

别的排列组合机会也随之增加，以导致多重感染比例的增

加［１，８，９］。（２）年龄是影响 ＨＰＶ流行的重要因素。研究表明，

年轻及性生活活跃的女性 ＨＰＶ感染率高。近年来，宫颈癌在

世界范围内呈现出发病率增高和年轻化的趋势，这种现象说明

ＨＰＶ感染在全世界范围内和年轻女性中呈现出上升的态势。

由于 ＨＰＶ感染属性传播疾病，宫颈癌发病率的上升与年轻宫

颈癌构成比的上升和人群中性生活的改变密切相关。ＷＨＯ／

ＩＡＲＣ（世界卫生组织／国际癌症研究机构）于２００６年就世界范

围内 ＨＰＶ感染的年龄分布进行了总结：欧洲地区 ＨＰＶ流行

的最高峰主要集中在２５岁以前，以后随着年龄的增加 ＨＰＶ

感染率急剧降低，尤其是高危型 ＨＰＶ感染。拉丁美洲的情况

则与欧洲不同，随着年龄的增加，ＨＰＶ 总感染率及高危型

ＨＰＶ感染率逐渐降低，５５岁以后又出现回升，曲线图呈现“Ｕ”

字型。亚洲各个地区之间，ＨＰＶ 感染率年龄之间差别较

大［１，８，１０］。本研究 ３９ 种 ＨＰＶ 感染率，在 ２０～ ＜３０ 岁为

４６．７７％，３０～＜４０岁为４０．３２％，４０～＜５０岁为３６．５３％，５０

～＜６０岁为４５．４６％，从４组比较来看，曲线图和拉丁美洲的

ＨＰＶ感染情况类似，呈 “Ｕ”字型，且５５岁以后又出现回升。

这种女性宫颈细胞 ＨＰＶ感染率随着年龄增加，且呈“Ｕ”字型

曲线现象还有待于大样本的进一步验证。（３）育龄妇女特别是

年轻妇女是 ＨＰＶ感染的最脆弱的群体，研究和临床诊断中发

现 ＨＰＶ的潜伏期可能长达１５年，宫颈病变发展缓慢，并不是

所有 ＨＰＶ感染者的身体表面都会出现症状。因此，无症状的

ＨＰＶ感染者往往被忽视，尤其是持续性 ＨＰＶ感染者，一方

面，她们将 ＨＰＶ传染给性伴侣，另一方面一旦女性 ＨＰＶ感染

者机体免疫力下降，就会使得 ＨＰＶ基因表达活跃，最终导致

宫颈上皮发生瘤变及癌变。我国宫颈癌的发病年龄，宫颈浸润

性癌为４０～７０岁。天津市人民医院总结了我国１３个省市宫

颈癌防癌普查资料，患病率５０～５４岁达到高峰，以后逐渐下

降［１１］。根据国际抗癌联盟统计，各国宫颈癌的发病率４０岁以

后显著增加，５５～６５岁为最高发病率组
［１，１１］。本文研究３０岁

以下的女性 ＨＰＶ感染率最高，其次是５０～＜６０岁组，这表明

３０岁以下的女性绝大多数是一过性感染，而３０岁以后的女性

大多数是持续性感染，加上 ＨＰＶ的潜伏期可达１５年以上，宫

颈病变进展缓慢的特点，使得我国宫颈浸润性癌为４０岁逐渐

增多，５０～５４岁达到高峰，我国这种宫颈癌年龄分布状态与本

研究５０～＜６０岁年龄组 ＨＰＶ高持续性感染状态相吻合，提

示我国妇科医师要重视３０岁以后女性，尤其要特别重视５０岁

年龄组的 ＨＰＶ感染情况。（４）研究表明，持续性 ＨＰＶ感染会

使宫颈癌发生几率增加５％，而 ＨＰＶ１６型的持续性感染，则会

使宫颈ＣＩＮⅢ发生几率增加４０％
［１，１０］。本研究高危型 ＨＰＶ

出现频率前五位的依次是１８型４３次、５２型３５次、１６型２３

次、５３和５８型１３次、５１型１２次。它们占了高危型ＨＰＶ出现

频率７４．３３％（１３９／１８７），１６、１８型占了３５．２９％（６６／１８７），约１／

３以上，而且这两型是最主要的致癌型别，应引起高度关注。

因此，临床医师要特别重视对持续性 ＨＰＶ感染以及最常见高

危型 ＨＰＶ的监控，这就需要我们开展 ＨＰＶ分型检测，以便为

临床妇科医师提供 ＨＰＶ持续性及高低危型感染的基因背景

资料，使得临床医师能够对患者进行正确、合理的治疗。（５）随

着自然女性人群中 ＨＰＶ感染率的增加，随着临床上 ＨＰＶ分

型检测型别的增加，ＨＰＶ感染率及多重感染的增加是必然的

趋势，且多重的数量也随之增加，组合会出现多样化［１，８，１２］。本

研究中单一感染与多重感染之比为１．５∶１，提示多重感染增

加明显，出现了１例９种型别的感染，５种型别以上的感染发

现５例，２０～２９岁年龄段占了４例，为８０％，分别是５型１例、

６型２例、９型１例，４０～＜５０岁年龄段为６型１例。由此可

见，ＨＰＶ多重感染与性活动有关，由于年轻女性处于性活跃

期，因此，年轻女性多重感染比４０岁以上的女性要多得多，尤

其是５种以上的型别。

总之，ＨＰＶ感染是宫颈癌和宫颈上皮内瘤变发生的必要

因素，也就是说没有持续性 ＨＰＶ感染，女性发生宫颈鳞癌的

可能性几乎为零。因此，把 ＨＰＶ分型检测作为宫颈癌筛查和

追踪管理宫颈病变是有效的、可行的。如果把持续性 ＨＰＶ感

染作为追踪宫颈病变的源头，对３０岁以上的女性行 ＨＰＶ分

型追踪检测，如确定为 ＨＰＶ持续性感染，对这类感染者实行

药物的干预治疗，是未来宫颈病变防控的发展方向。目前，还

没有哪一种宫颈癌筛查方法能够做到百分之百的检出。因此，

宫颈癌筛查需要联合使用检测项目，采用更加合理的宫颈癌五

阶梯筛查法，最大限度地提高检出率，降低漏检率，这样宫颈癌

将会成为一种可进行有效防控的癌症，这将造福于广大的女性

患者 ［１，１３１５］。
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形成与进展起着关键的作用，吸烟是其重要危险因素之一。那

么吸烟对ＬＤＬ、ＣＨＯＬ水平是否有影响？它们是否和吸烟一

样参与到ＣＨＤ发病？从表１结果发现吸烟组ＬＤＬ水平较非

吸烟组低，且差异有统计学意义（犘＜０．０５），这与研究［３］一

致；烟草中尼古丁和ＣＯ可促进ＴＧ升高，尼古丁能使游离脂

肪酸增加，后者涌入肝脏，可刺激肝脏大量合成 ＴＧ和极低密

度脂蛋白胆固醇（ＶＬＤＬ），同时脂蛋白脂肪酶（ＬＰＬ）活性降

低，使ＶＬＤＬ中ＴＧ降解减少，进一步促进ＴＧ升高。于是使

ＴＧ、ＣＨＯＬ两组之间差异无统计学意义（犘＞０．０５），但吸烟组

ＴＧ、ＣＨＯＬ略高于非吸烟组
［４］，结合表４结果采用非参数

ｓｐｅａｒｍａｎ相关方法分析冠脉造影病变血管数级别与ＬＤＬ相

关性，发现病变血管数级别和ＬＤＬ两变量呈正相关，即ＬＤＬ

水平越高，病变血管数越多；分析冠脉造影病变血管数与

ＣＨＯＬ水平的相关性，发现随着病变血管数和ＣＨＯＬ呈正相

关，即ＣＨＯＬ水平越高，病变血管数越多。说明对于动脉粥样

硬化和ＣＨＤ而言，即使在吸烟的条件下ＣＨＯＬ、ＬＤＬ也是明

确的危险的因子，尤其ＣＨＯＬ是独立危险因素
［５］；且血浆的

ＣＨＯＬ、ＬＤＬ水平与ＣＨＤ的病变血管呈明显的正相关。

基于上述发现吸烟及ＣＨＯＬ、ＬＤＬ都参与ＣＨＤ发生、发

展中，那么吸烟对ＬＤＬ和ＣＨＯＬ又如何影响？本实验结果表

明吸烟组ＬＤＬ［（２．５±０．９５）ｍｍｏｌ／Ｌ］较非吸烟组ＬＤＬ［（３．１

±１．３４）ｍｍｏｌ／Ｌ］低，且差异有统计学意义（犘＜０．０５），说明吸

烟可以影响血脂ＬＤＬ异常，且采用非参数ｓｐｅａｒｍａｎ相关方法

分析吸烟级别与ＬＤＬ相关性，发现吸烟级别和ＬＤＬ呈负相

关，即抽烟越多，ＬＤＬ越低；但吸烟对ＣＨＯＬ的影响及相关性

均无统计学意义。ＣＨＯＬ水平的４．５ｍｍｏｌ／Ｌ（接近正常５．２

ｍｍｏｌ／Ｌ边缘）的是个临界点，ＴＧ［（２．５±１．４９）ｍｍｏｌ／Ｌ］、

ＨＤＬ［（０．９９±０．２９）ｍｍｏｌ／Ｌ］、ＬＤＬ［（３．６±１．１３）ｍｍｏｌ／Ｌ］参

数水平 ＣＨＯＬ≥４．５ｍｍｏｌ／Ｌ组较 ＣＨＯＬ＜４．５ｍｍｏｌ／Ｌ组

ＴＧ［（１．８±１．２３）ｍｍｏｌ／Ｌ］、ＨＤＬ［（０．８８±０．２０）ｍｍｏｌ／Ｌ］、

ＬＤＬ［（２．２±０．６９）ｍｍｏｌ／Ｌ］高，且差异有统计学意义，这和

Ｆｒｉｅｄｅｗａｌｄ公式较吻合
［６］，当胆固醇大于４．３ｍｍｏｌ／Ｌ，发现

ＴＧ、高密度脂蛋白、胆固醇任何一项变化或测定不准确都会影

响ＬＤＬ，于是推测，ＣＨＯＬ是一种独立于吸烟的危险因素，吸

烟对自变量ＬＤＬ影响比ＣＨＯＬ敏感。通常情况下，ＣＨＯＬ与

ＬＤＬ密切相关，ＬＤＬ占总胆固醇成分的一部分，但当ＣＨＯＬ≥

４．５ｍｍｏｌ／Ｌ吸烟对它们共同影响导致的脂质代谢紊乱使得

ＬＤＬ在ＣＨＯＬ主导作用也发生了变化。进一步推测，吸烟削

弱了高密度脂蛋白［７］对发生ＣＨＤ的保护作用，反之可能增加

ＣＨＯＬ和ＣＨＤ之间的相关性，因此针对这些危险因素中的一

个或者是两个进行干预，患者的获益可能会比预期大。

总之，吸烟是 ＣＨＤ的重要危害因素之一，血脂代谢在

ＣＨＤ的发生、发展中扮演重要角色，吸烟可能导致血脂代谢紊

乱，进而促进ＣＨＤ的发生、发展。因此，戒烟确实是切实可

行、经济有效的防治ＣＨＤ手段之一。
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