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健康妇女及宫颈上皮癌瘤患者ＨＰＶ感染基因型分布特征研究
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　　摘　要：目的　探讨南京地区一般女性人群宫颈细胞、宫颈上皮内瘤变及宫颈癌组织中２３种人乳头瘤病毒感染基因型别的

分布情况及其临床意义。方法　采用基因扩增结合基因芯片技术对１０００例一般女性人群宫颈细胞、１０８例宫颈上皮内瘤变及

６２例宫颈癌组织标本进行２３种 ＨＰＶ基因型别的检测，并对受检者进行相关资料分析。结果　１０００例一般女性人群检出 ＨＰＶ

感染者１０６例，总的 ＨＰＶ感染率为１０．６０％（１０６／１０００）；１０８例宫颈上皮内瘤变患者检出 ＨＰＶ感染者９９例，总的 ＨＰＶ感染率

为９１．６７％（９９／１０８）；６２例宫颈癌患者检出 ＨＰＶ感染者５２例，总的 ＨＰＶ感染率为８３．８７％（５２／６２）。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，一次可检测２３种 ＨＰＶ基因型别，特异性强，敏感性高，对中国女性宫颈 ＨＰＶ感染

分子流行病学的调查、宫颈癌和癌前病变的防治及其疫苗的研究具有重要的意义。
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　　宫颈癌是最常见的妇科恶性肿瘤之一，人乳头瘤病毒

（ＨＰＶ）感染是关键和必要的致病因素。宫颈癌发病缓慢，又

存在着明确的癌前期病变，即宫颈上皮内瘤变（ＣＩＮ）
［１４］。因

其明确的致病因素和缓慢发病特点为研究者对致癌型别的

ＨＰＶ感染动态观察和跟踪研究提供了宝贵的时机，更有利于

进一步弄清一般群体、癌前病变及宫颈癌女性中 ＨＰＶ的感染

率及感染型别的差异性，以便为宫颈癌的干预治疗及疫苗的研

发提供数据资料和参考。

１　资料与方法

１．１　标本来源　收集２０１１年２～１２月本院妇科门诊就诊且

宫颈细胞学检查正常的１０００例已经婚女性的宫颈细胞标本，

年龄２３～５６岁，平均４１．８４岁；收集２００６年３月至２０１２年５

月本院病理组织学诊断的１０８例宫颈上皮内瘤变（ＣＩＮⅠ～Ⅲ

级）的石蜡组织标本，年龄２２～６８岁，平均年龄４１．２２岁；收集

１９７８年９月至２０１２年５月本院病理组织学诊断的６２例宫颈

癌（其中鳞癌５４例，腺癌８例）的石蜡组织标本，年龄２８～８７

岁，平均５０．７９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ＦＹＹ３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ＢＨＣ１３００ⅡＡ２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
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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

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的离心管中，１３０００ｒ／ｍｉｎ离

心１０ｍｉｎ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杂交信号

的有无，来判断结果。

１．４　统计学处理　应用统计软件包ＳＰＳＳ１３．０，对相关数据进

行统计学处理，率的比较采用χ
２ 检验或确切概率法。

２　结　　果

从１０００例宫颈细胞学检查正常的样本中检测出阳性者

１０６例，其中一重感染９３例，多重感染１３例（二重感染１１例，

三重感染２例）；从１０８例癌前期病变（ＣＩＮⅠ～Ⅲ级）宫颈石

蜡组织样本中检测出阳性者９９例，其中一重感染４５例，多重

感染５４例（二重感染３９例，三重感染８例，四重感染４例，六

重感染３例）；从６２例宫颈癌石蜡组织中检测出阳性者５２例，

其中一重感染３６例，多重感染１６例（二重感染１０例，三重感

染４例，四重感染１例，五重感染１例）。一般女性群体的１０６

例阳性患者检出不同型别例数合计１２１例；癌前期病变的９９

例阳性患者检出不同型别例数合计１８１例；宫颈癌的５２例阳

性患者检出不同型别例数合计７７例，三类阳性患者不同型别

例数总计３７９例，见表１。本文一般女性人群与宫颈癌前病变

和宫颈癌女性中 ＨＰＶ感染比较存在着较大的差异性，经统计

学处理χ
２ 值分别为４２４．８２和２４７．４９，犘值都小于０．０１，提示

一般女性人群与宫颈癌前病变和宫颈癌女性 ＨＰＶ感染有显

著性差异，有统计学意义。而宫颈癌前病变女性与宫颈癌女性

ＨＰＶ感染比较，经统计学处理χ
２ 值等于２．４１，犘＞０．０５，两者

比较 ＨＰＶ感染差异不显著，无统计学意义。

表１　　三类阳性感染者不同型别感染频率及

　　百分率的比较［狀（％）］

ＨＰＶ型别
一般群体

阳性

癌前病变

阳性

宫颈癌

阳性

６ １（０．８） ５（２．８） ０（０．０）

１１ ２（１．７） ２（１．１） ２（２．６）

１６ １２（９．９） ６４（３５．４） ４４（５７．１）

１８ ７（５．８） ３６（１９．９） １０（１３．０）

３１ ４（３．３） １８（１０．０） ２（２．６）

３３ １０（８．３） １８（１０．０） ６（７．８）

３５ ５（４．１） １（０．６） ０（０．０）

３９ ２（１．７） ０（０．０） ０（０．０）

４２ ７（５．８） １（０．６） １（１．３）

４３ ２３（１９．０） ３（１．７） ２（２．６）

４５ ２（１．７） １（０．６） ２（２．６）

５１ ３（２．５） ０（０．０） ０（０．０）

５２ ９（７．４） ８（４．４） ２（２．６）

５３ ６（５．０） ０（０．０） １（１．３）

５６ ６（５．０） １（０．６） １（１．３）

续表１　　三类阳性感染者不同型别感染频率及

　　　百分率的比较［狀（％）］

ＨＰＶ型别
一般群体

阳性

癌前病变

阳性

宫颈癌

阳性

５８ １２（９．９） １６（８．８） ２（２．６）

５９ １（０．８） ３（１．７） ０（０．０）

６６ ２（１．７） ２（１．１） １（１．３）

６８ ４（３．３） １（０．６） ０（０．０）

７３ ２（１．７） １（０．６） １（１．３）

８３ １（０．８） ０（０．０） ０（０．０）

总计 １２１（１００．２） １８１（１００．５） ７７（１００．０）

　　：对多重感染者，各型别的阳性率重复计算。

３　讨　　论

ＨＰＶ属乳头瘤病毒科，是一类特异感染人类上皮、黏膜的

微小共价双链环状 ＤＮＡ 病毒
［１４］。人类是 ＨＰＶ 的唯一宿

主［１］。分子流行病学调查显示，高危型 ＨＰＶ导致宫颈癌的概

率约为 １．００％，而低危型 ＨＰＶ 导致宫颈癌的概率仅为

０．１０％
［５］。本研究选择了２３种常见致癌型的 ＨＰＶ作为研究

的感染源，采用高通量的分型检测技术对南京地区１１７０例女

性的宫颈细胞及组织石蜡标本进行了２３种 ＨＰＶ基因分型的

研究。

本研究结果表明：（１）我国南京地区１０００例一般女性群

体宫颈上皮细胞中一重感染率为９．３０％（９３／１０００），多重感染

率为１．３０％（１３／１０００）；１０８例癌前病变中一重感染率为

４１．６７％（４５／１０８），多重感染率为５０．００％（５４／１０８）；６２例宫颈

癌中一重感染率为５８．０７％（３６／６２），多重感染率为２５．８１％

（１６／６２）。提示一般群体女性和宫颈癌患者都是以一重 ＨＰＶ

感染为主，多重感染为辅，而癌前病变患者则以多重 ＨＰＶ感

染为主，一重感染为辅，这种现象还有待于多中心大样本的基

因研究进一步验证。（２）由于 ＨＰＶ各型别之间无交叉免疫保

护作用，ＨＰＶ的重叠感染呈现多重化的趋势，目前，ＨＰＶ的重

叠感染仍以二重和三重感染为主。ＨＰＶ重叠感染病毒载量高

于 ＨＰＶ一重感染，癌变相关风险更大，是宫颈癌发生非常重

要的一个危险因素，且致病力更强，病变发展更快，复发率更

高［５］。ＨＰＶ一重和多重感染的比例一般约为３∶１。本研究

一般人群女性中 ＨＰＶ一重和多重感染的比例为７．２∶１，癌前

病变中一重和多重感染的比例为０．８∶１，宫颈癌中一重和多

重感染的比例为２．３∶１。这种 ＨＰＶ一重和多重感染的比例

在宫颈癌发展的三个阶段呈现出由升到降，再由降到升的过

程，说明在宫颈癌前病变阶段 ＨＰＶ多重感染所起的作用比一

重感染的作用要大得多，且多重化的趋势在不断增加，尤其是

ＨＰＶ流行度较高的地区，这种多重化的趋势增加更为明显。

这在本研究 ＨＰＶ协作组报告的苏州地区和深圳地区一般女

性人群 ＨＰＶ感染中已有详细论述。（３）宫颈癌发病过程从

ＨＰＶ持续性感染到癌前病变再到宫颈癌存在着三个阶段，南

京地区低危４３型在一般人群女性中从感染率（１９％），降到癌

前病变（１．７％）和宫颈癌（２．６％），可见尽管４３型在一般人群

女性中感染率最高，随着宫颈病变的进展，４３型感染率明显下

降，提示低危４３型不是引起癌前病变和宫颈癌的优势型别。

而南京地区高危１６型在一般人群女性中从感染率（９．９％），升

到癌前病变（３５．４％）和宫颈癌（５７．１％），１６型感染率随着宫

颈病变的发展，也随着升高，提示高危１６型是诱发宫颈癌前病

变和宫颈癌最主要的型别，同时也要关注１８、（下转第２９６２页）
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可能性增加［７８］。本研究分析显示不同性别 ＨＣＶ感染者自身

抗体阳性率有显著差异，女性 ＨＣＶ感染者随着病情的加重和

年龄增长，自身抗体的阳性率也明显增加，可能与丙型病毒性

肝炎慢性化时间长、病情迁延有关。

甘肃兰州地区 ＨＣＶ基因型以Ⅰｂ型为主
［９］，这与之前所

做的研究结果相一致，作者通过检测发现 ＨＣＶ基因型与自身

抗体比较差异无统计学意义，Ⅰｂ型自身抗体阳性患者在年

龄、性别方面比较均无明显相关性。但Ⅰｂ型 ＨＣＶ感染者自

身抗体检出情况明显高与（２１／５４）其他基因型患者，且常出现

多种自身抗体，这可能与基因型Ⅰ型为难治性丙型病毒性肝炎

及中和抗体的产生有一定的关系［１０］。其他基因型与自身抗体

的关系还需做进一步研究。

本研究使用先进的ＥＬＩＳＡ定量试剂盒检测自身抗体，通

过检测不同基因型患者抗病毒治疗前、中、后自身抗体的动态

变化，发现基因Ⅰａ、Ⅰｂ和Ⅰｃ患者在治疗中、后期部分自身抗

体与治疗前相比差异有统计学意义（犘＜０．０５）；而基因Ⅱａ型

患者在治疗过程中及结束后自身抗体水平与治疗前相比均无

明显差异，说明抗病毒治疗能够诱发自身抗体水平的升高，尤

其是在抗病毒治疗４８周时，可出现多种自身抗体阳性，但它只

是一过性的现象，在抗病毒治疗疗程结束后，部分自身抗体可

降低至治疗前的水平，并且差异有统计学意义。甚至某些自身

抗体随着病情的好转而消失。通过动态监测发现 ＨＣＶ感染

者自身抗体无论是抗病毒治疗前、治疗中还是结束后，自身抗

体水平均未超过检测上限的２倍，但抗病毒治疗中，自身抗体

可出现不同程度的升高，说明干扰素能够增强自身免疫反应，

因此对与丙型病毒性肝炎合并自身免疫功能异常者要定期复

查自身抗体。不同 ＨＣＶ感染者基因型自身抗体水平比较发

现，基因Ⅰ型患者在抗病毒治疗过程中更易出现自身抗体水平

升高。因此对基因Ⅰ型 ＨＣＶ感染者合并有自身抗体异常者，

应慎重选择抗病毒治疗方案，临床医生在治疗中，应根据患者

自身抗体水平情况，实施个体化治疗方案。
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３１、３３、５２、５８型的流行度和变化趋势。（４）本研究表明宫颈

ＨＰＶ感染三个阶段前９位分别依次为：一般群体女性４３型２３

例（１９％）、１６和５８型各１２例（９．９％）、３３型１０例（８．３％）、５２

型９例（７．４％）、１８和４２型各７例（５．８％）、５３和５６型各６例

（５．０％）；癌前病变１６型６４例（３５．４％）、１８型３６例（１９．９％）、

３１和３３型各１８例（１０．０％）、５８型１６例（８．８％）、５２型８例

（４．４％）、６型５例（２．８％）、４３和５９型各３例（１．７％）；宫颈癌

１６型４４例（５７．１％）、１８型１０例（１３．０％）、３３型６例（７．８％）、

１１，３１，４３，４５，５２，５８型各２例（２．６％）。三个阶段宫颈 ＨＰＶ

感染低危型总感染率为 ３４．５％，而 高 危 型 总 感 染 率 为

２２９．８％，提示癌前病变和宫颈癌以高危型为主（９０．２％和

８８．３％），低危型只占很少的比例（４．５％和５．２％）。

总之，宫颈癌是一种可预防的疾病，只有宫颈癌的预防措

施落实到位，才能真正地将发展中国家宫颈癌的发病率和死亡

率降下来，造福于广大的发展中国家妇女［６１０］。
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