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宫颈正常细胞与ＡＳＣＵＳ中ＨＰＶ感染型别的对比研究
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　　摘　要：目的　比较女性宫颈正常细胞与不典型鳞状细胞（ａｔｙｐｉｃａｌｓｑｕａｍｏｕｓｃｅｌｌｓｏｆｕｎｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｃｅ，ＡＳＣＵＳ）中

人乳头瘤病毒（ｈｕｍａｎｐａｐｉｌｌｏｍａｖｉｒｕｓ，ＨＰＶ）感染的基因型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例宫颈正常细胞和２２９例宫颈ＡＳＣＵＳ标本进行２３种 ＨＰＶ基因分型检测。结果　１０００例宫颈正常细胞中检出 ＨＰＶ阳

性感染者１０６例，总的 ＨＰＶ感染率为１０．６０％（１０６／１０００），其一重感染率为９．３０％（９３／１０００），多重感染率为１．３０％（１３／

１０００）；２２９例宫颈ＡＳＣＵＳ中检出 ＨＰＶ阳性感染者１１６例，总的 ＨＰＶ感染率为５０．６６％（１１６／２２９），其一重感染率为３４．０６％

（７８／２２９），多重感染率为１６．５９％（３８／２２９）。两组 ＨＰＶ总阳性率、一重和多重感染率比较差异有统计学意义（犘＜０．０５）。结论　

ＨＰＶ１６、１８、３３、４２、４３、５２、５８型是宫颈正常细胞及ＡＳＣＵＳ中最主要的型别，基因扩增结合基因芯片检测技术可应用于宫颈细胞

的 ＨＰＶ分型检测，有利于在临床上对宫颈ＡＳＣＵＳ行进一步分流管理，对宫颈癌的防控具有重要意义。
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　　在全球，宫颈癌筛查开展了近５０年，已大大减少了宫颈癌

的发病率和病死率，但目前仍面临着费用高、医疗资源不足及

人群覆盖率低与随访率低的３大“瓶颈”问题
［１３］。因此，宫颈

癌筛查迫切需要兼具高敏感、高通量且易于大规模实施的筛查

方案。“高风险 ＨＰＶ分型检测联合细胞学检查”的宫颈癌筛

查模式不仅能保持 ＨＰＶ筛查高敏感性的优势，有效地提高特

异性，还能大大减少需细胞学与阴道镜检查的回叫率［２３］。本

文采用基因扩增结合基因芯片检测技术，以２３种常见的 ＨＰＶ

作为感染源，对１０００例宫颈细胞学检测正常的女性及２２９例

宫颈细胞学诊断为ＡＳＣＵＳ的女性进行 ＨＰＶ基因分型检测，

并对两组宫颈细胞中 ＨＰＶ感染基因谱的分布情况进行比对

研究。

１　资料与方法

１．１　一般资料　收集南京中医药大学第三附属医院２０１０年

１０月至２０１３年１０月体检中心１０００例细胞学检测正常的女

性和妇科以及体检中心２２９例宫颈细胞学诊断为 ＡＳＣＵＳ的

女性的细胞标本，共１２２９例。１０００例细胞学检测正常的女

性中，年龄２３～５６岁，平均年龄４１．８４岁；２２９例 ＡＳＣＵＳ的

女性中，年龄２０～７４岁，平均４１．０４岁。所有受检者均行液基

薄层细胞学检查，细胞学病理诊断由两位经验丰富的病理主治

医师阅片诊断，并复习其临床及病理资料。

１．２　仪器与试剂　ＨＰＶ基因分型检测试剂盒（由深圳亚能生

物技术有限公司提供）；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

·９９６１·国际检验医学杂志２０１４年７月第３５卷第１３期　ＩｎｔＪＬａｂＭｅｄ，Ｊｕｌｙ２０１４，Ｖｏｌ．３５，Ｎｏ．１３

 基金项目：南京市卫生局中医专项资助项目（２００９９２）。　作者简介：梁晓东，男，主治医师，主要从事宫颈病变 ＨＰＶ感染基因研究。　

△　通讯作者，Ｅｍａｉｌ：ｄｙｃ７２０＠１６３．ｃｏｍ。



产的ＦＹＹ３型；高速冷冻离心机为德国生产的Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ５８１０Ｒ

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。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　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。

１．３．２　ＤＮＡ的提取　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

上清液，保留管底的细胞。随后加入裂解液５０μＬ，充分振荡

混匀，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。按照试剂盒说明书对

ＤＮＡ提取液行ＰＣＲ扩增，并对ＰＣＲ产物进行杂交、孵育和显

色后判断结果。

１．４　统计学处理　两组宫颈细胞 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ＳＰＳＳ１３．０

统计软件包进行统计学处理，率的比较采用χ
２ 检验或确切概

率法，以犘＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结　　果

１０００例宫颈正常细胞组中检出 ＨＰＶ 阳性感染者１０６

例，阴性者８９４例，总的 ＨＰＶ感染率为１０．６０％（１０６／１０００），

其一重感染率为９．３０％（９３／１０００），多重感染率为１．３０％

（１３／１０００），其多重感染中，二重感染１１例，三重感染２例；

２２９例宫颈细胞学诊断为ＡＳＣＵＳ的女性的细胞中检出 ＨＰＶ

阳性感染者１１６例，阴性者 １１３例，总的 ＨＰＶ 感染率为

５０．６６％（１１６／２２９），其一重感染率为３４．０６％（７８／２２９），多重

感染率为１６．５９％（３８／２２９），其多重感染中，二重感染２６例，

三重感染６例，四重感染３例，五重感染２例，六重感染１例。

１０００例正常细胞的女性和２２９例诊断为ＡＳＣＵＳ的女性的细

胞中 ＨＰＶ总感染阳性率、一重感染阳性率和多重感染阳性率

比较，差异有统计学意义（犘＜０．０５）。１０００例正常细胞的女

性和２２９例诊断为 ＡＳＣＵＳ的女性的细胞中 ＨＰＶ总阳性人

数、一重和多重感染人数及百分比对比见表１；两组细胞中２２

种 ＨＰＶ感染基因型别出现频率见表２。

表１　　１０００例正常细胞组和２２９例ＡＳＣＵＳ细胞组中

　ＨＰＶ检测阳性结果比较［狀或狀（％）］

组别
总人数

（狀）

总阳性

人数
一重人数 多重人数 χ

２ 犘

正常细胞组 １０００ １０６（１０．６０）９３（９．３０） １３（１．３０）２０１．９９ －

ＡＳＣＵＳ组 ２２９ １１６（５０．６６）７８（３４．０６）３８（１６．５９）２２３．６２＜０．０５

总计 １２２９ ２２２（１８．０６）１７１（１３．９１）５１（４．１５） － －

　　－：无数据。

表２　　２２种 ＨＰＶ型别在１０００例正常细胞组和２２９例

　　ＡＳＣＵＳ组中的感染分布情况

ＨＰＶ型别
正常细胞

阳性次数（狀）

正常细胞

百分比（％）

ＡＳＣＵＳ

阳性次数（狀）

ＡＳＣＵＳ

百分比（％）

６ １ ０．８３ ５ ２．８４

续表２　　２２种 ＨＰＶ型别在１０００例正常细胞组和２２９例

　　ＡＳＣＵＳ组中的感染分布情况

ＨＰＶ型别
正常细胞

阳性次数（狀）

正常细胞

百分比（％）

ＡＳＣＵＳ

阳性次数（狀）

ＡＳＣＵＳ

百分比（％）

１１ ２ １．６５ ７ ３．９８

１６ １２ ９．９２ ２８ １５．９１

１８ ７ ５．７９ ２４ １３．６４

３１ ４ ３．３１ ５ ２．８４

３３ １０ ８．２７ １５ ８．５２

３５ ５ ４．１３ ５ ２．８４

３９ ２ １．６５ １ ０．５７

４２ ７ ５．７９ ４ ２．２７

４３ ２３ １９．０１ １２ ６．８２

４５ ２ １．６５ ０ ０．００

５１ ３ ２．４８ ７ ３．９８

５２ ９ ７．４４ １８ １０．２３

５３ ６ ４．９６ ６ ３．４１

５６ ６ ４．９６ ８ ４．５５

５８ １２ ９．９２ １３ ７．３９

５９ １ ０．８３ ３ １．７１

６６ ２ １．６５ ６ ３．４１

６８ ４ ３．３１ ７ ３．９８

７３ ２ １．６５ １ ０．５７

８１ ０ ０．００ １ ０．５７

８３ １ ０．８３ ０ ０．００

总计 １２１ １００．００ １７６ １００．００

　　对多重感染者，各型别的阳性率重复计算。

３　讨　　论

目前，已确认 ＨＰＶ 感染是宫颈癌及其癌前病变的主

因［１，４５］。由于宫颈癌发生、发展过程中存在着较长的、可逆的

癌前病变期，如能及时进行 ＨＰＶ检测，并在癌前病变阶段进

行医学干预治疗，其治愈率可达９８％。同时，不同 ＨＰＶ型别

的致病性及预后也存在着差异性，尤其对细胞学诊断中出现的

ＡＳＣＵＳ进行 ＨＰＶ分型检测，将有助于有效的识别患宫颈癌

的高危人群［３６］。因此，弄清楚宫颈正常细胞和 ＡＳＣＵＳ中

ＨＰＶ感染率及基因型分布情况非常重要。

１９８８年，美国国际癌症协会在美国马利兰的Ｂｅｔｈｅｓｄａ举

行会议，提出了宫颈细胞学诊断的ＴＢＳ系统分类法，开始使用

ＡＳＣＵＳ这一术语。ＡＳＣＵＳ是细胞学诊断中最常见的宫颈异

常细胞学形态，约占５％左右。值得注意的是，ＡＳＣＵＳ在一些

病理科颇似“垃圾桶”，凡是诊断不清者统统置于其中。就其规

范而言，ＡＳＣＵＳ的病理诊断比例不应超过低度鳞状上皮内病

变（ｌｏｗｓｑｕａｍｏｕｓｉｎｔｒａｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｌｅｓｉｏｎ，ＬＳＩＬ）的２～３倍。对

于ＡＳＣＵＳ的重要性和准确恰当的应用存在困惑和普遍争

议，同时对于如何追踪这部分患者，制定最佳的治疗策略也存

在着争议和疑问。因此，用高危型 ＨＰＶ分型检测作为 ＡＳＣ

ＵＳ分流的指标，能有效地检出宫颈高级别病变，并可减少其

他不必要的检查，对宫颈癌的防控具有非常深远的意义［２］。

２０１２年，ＮＣＣＮ公布的新版《宫颈癌筛查临床实践指南》
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中，把高危型 ＨＰＶ检测作为宫颈癌初筛（或与细胞学检查联

合筛查）以及异常细胞学结果处理的重要组成部分。高危型

ＨＰＶ分型检测在一定程度上能减少重复细胞学检查，减少阴

道镜检查，减少随诊中高危人群的丢失。由于不同型别的

ＨＰＶ具有不同的致病能力，相对于其他高危型 ＨＰＶ、ＨＰＶ１６

和１８型感染进展为宫颈高度病变和浸润性宫颈癌的风险更

高。因此，ＨＰＶ分型检测将更有利于在临床上进一步分流管

理ＡＳＣＵＳ、高危型 ＨＰＶ 检测阳性而细胞学检查阴性的

患者［２，７８］。

从本文的研究结果来看，１０００例女性宫颈正常细胞组和

２２９例女性宫颈ＡＳＣＵＳ组中２３种 ＨＰＶ基因型检出了２２种

型别（包括６、１１、１６、１８、３１、３３、３５、３９、４２、４３、４５、５１、５２、５３、５６、

５８、５９、６６、６８、７３、８１、８３型）。提示：（１）１０００例正常细胞组及

２２９例ＡＳＣＵＳ组中即有单一型别的 ＨＰＶ感染，也有混合型

别的 ＨＰＶ感染，都以一重感染为主，多重感染为辅，说明两组

宫颈细胞中一重感染类型较丰富，而多重感染呈现出不断增加

的趋势，出现了较为少见的六重感染，值得研究者分析和研究；

（２）宫颈正常细胞中一重（９３例）和多重（１３例）感染之比为

７．１５∶１，宫颈ＡＳＣＵＳ中一重（７８例）和多重（３８例）感染之比

为２．０５∶１，这说明宫颈 ＡＳＣＵＳ中 ＨＰＶ多重感染比宫颈正

常细胞多重感染呈现出明显增加的趋势，但是一重感染仍是宫

颈细胞中 ＨＰＶ感染的主流，应关注 ＨＰＶ一重和多重感染比

例的变化；（３）女性宫颈正常细胞中 ＨＰＶ感染基因型出现频

率前６位的依次为４３、１６、５８、３３、５２、１８和４２型；在 ＡＳＣＵＳ

依次为１６、１８、５２、３３、５８和４３型，两组比较前６位 ＨＰＶ型别

出现了高危型５个，低危型１个或２个，只是排序不同，４３型

在正常细胞组排序第一，而在ＡＳＣＵＳ组排序第六，４２型正常

细胞组排序第六，而在ＡＳＣＵＳ组排序第六位以外，说明低危

４２、４３型随着病变的发展其感染率逐渐下降；ＡＳＣＵＳ组与正

常细胞组相比，高危１６和１８型排序前移，高危３３型排序相

同，高危５２型排序前移２位，而高危５８型排序后移２位，提示

两组宫颈细胞中以高危型 ＨＰＶ感染为主，低危型 ＨＰＶ感染

为辅，ＡＳＣＵＳ中以１６和１８型为最优势型别。因此，我国在

研制ＨＰＶ疫苗时应考虑包括１６、１８、３３、４２、４３、５２和５８型，这

样就可保护两组６２．５１％以上的易感女性人群，大多数女性

ＨＰＶ感染者可从中受益；（４）由于不同型别的 ＨＰＶ致宫颈癌

的风险不同，７０％的宫颈癌是由 ＨＰＶ１６和１８感染所致。且

ＨＰＶ１６和 ＨＰＶ１８型阳性的ＣＩＮⅠ患者在２年内发展为ＣＩＮ

Ⅲ的概率分别是其他高危型 ＨＰＶ的３倍和２倍。临床研究

发现，ＨＰＶ１６型阳性的ＣＩＮⅡ和ＣＩＮⅢ患者发病年龄较其他

基因型患者更年轻化，ＨＰＶ１６和 ＨＰＶ１８型阳性较其他基因

型的宫颈癌患者的发病年龄平均年轻５岁
［２，９１０］。因此，将高

危型 ＨＰＶ中的１６和１８型作为ＡＳＣＵＳ的分流指标，可有效

地检出宫颈高级病变，且减少其他不必要的检查。一项随访性

统计研究发现，对诊断为ＡＳＣＵＳ的患者行高危型 ＨＰＶ中的

１６和１８型检测，在发现ＣＩＮⅢ以上级别病变方面比重复细胞

学检查有更高的敏感性和阳性预测值［２３，１１］。就全世界范围来

说，由 ＨＰＶ５８型感染导致的宫颈癌仅占３．３％；而在亚洲地区

它的致癌率仅次于ＨＰＶ中的１６和１８型，排在第３位。因此，

将 ＨＰＶ中的１６、１８和５８型作为亚洲地区 ＡＳＣＵＳ患者的分

流指标，可早期发现宫颈高级别病变，减少宫颈癌的发

生［２３，６９］；（５）细胞学检查在宫颈癌筛查方面功不可没，但巴氏

涂片检查存在着４０％的漏检率，而液基细胞学检查也存在着

２０％左右的漏检率，在做阴道镜时，即使再有经验的临床医师，

阴道镜检查其假阴性率也可高达２０％～４０％，针对这种情况，

研究者可采用 ＨＰＶ分型检测联合宫颈细胞ＤＮＡ倍体检测，

如果细胞学检查正常或阴道镜检查阴性，而 ＨＰＶ阳性伴随

ＤＮＡ倍体检测异常结果，尤其是ＨＰＶ１６、１８和５８型感染的患

者，一定要给予定期复诊，以免漏掉宫颈癌及宫颈高级别病变

的患者；（６）ＨＰＶ分型检测是确定宫颈 ＨＰＶ持续性感染的唯

一的检测方法，对有 ＨＰＶ感染的女性在行性生活时，最好采

用避孕套，这样可最大程度的减少 ＨＰＶ在两性之间的传播，

由于有性生活的男女数年内仍可以携带 ＨＰＶ，其 ＨＰＶ极易

在性伴侣间传播，大多数感染者并没有意识到他们已经感染了

ＨＰＶ或是他们正将 ＨＰＶ传染给性伴侣，所以很多人都是在

不知不觉中感染了 ＨＰＶ。因宫颈癌属于性传播性疾病，从传

染病角度来看，应该尽可能切断传播源，建议有性生活的男女

都应该常规使用避孕套以便最大限度的减少 ＨＰＶ在两性间

的传播。原则上男女一旦成为 ＨＰＶ感染者，就应对双方行

ＨＰＶ管理和干预；（７）分流管理宫颈轻度细胞学异常，被公认

为是最有卫生经济学价值的一项应用。在妇科实际临床工作

中遇到的大部分患者为宫颈轻度细胞学异常（包含 ＡＳＣＵＳ

和低度鳞状上皮内瘤变，即ＬＳＩＬ），组织学诊断ＣＩＮⅡ及以上

病变的机会低，约为１０％～２０％，如何避免过度有创检查？对

细胞学诊断报告 ＡＳＣＵＳ时，首选 ＨＰＶ分型检测分流管理，

即对 ＨＰＶ阳性，尤其 ＨＰＶ１６、１８和５８型阳性患者进行进一

步阴道镜及活组织检查，这样可及时检出ＣＩＮⅡ及以上病变，

并且可减少患者的就诊次数和失访。因此，把 ＨＰＶ分型检测

应用于宫颈轻度细胞学异常的价值是减少了近一半 ＡＳＣＵＳ

患者宫颈活检有创检查［２３，８１０］。

总之，持续性高危型 ＨＰＶ感染是宫颈癌发病的主要原

因。因此，对高危型 ＨＰＶ检测成为宫颈癌初筛（与细胞学检

查联合筛查）及异常细胞学结果处理的重要组成部分。由于不

同的 ＨＰＶ型别有不同的致病能力，相对于其他高危型 ＨＰＶ，

ＨＰＶ１６和１８型感染更容易进展为宫颈高度病变和浸润性宫

颈癌。因此，ＨＰＶ分型检测将更有利于在临床上进一步分流

和管理ＡＳＣＵＳ、高危型 ＨＰＶ阳性而细胞学检查阴性的患者，

预测宫颈病变的进展和预后，指导 ＨＰＶ疫苗的开发应用和效

果的评估［１，１１１４］。如采用高危型 ＨＰＶ分型检测结合宫颈细胞

ＤＮＡ倍体检测可最大限度的降低宫颈癌及其癌前病变的漏诊

率，并可造福于广大女性宫颈病变患者。
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者可以收集６～１５ｍＬ。收集的灌洗液中等量加入消化液，充

分混匀后平均分成两份进行检测。

１．５　检测方法

１．５．１　传统抗酸染色法　取３～１０ｍＬ消化好的灌洗液离心

（３５００ｒ／ｍｉｎ，１５ｍｉｎ），弃上清液，取沉淀物涂片染色镜检。

１．５．２　改良抗酸染色法　取０．５ｍＬ消化好的灌洗液加入

Ｃｙｔｏｓｐｉｎ４型玻片离心沉淀仪（４５０ｒ／ｍｉｎ，５ｍｉｎ，玻片用多聚

赖氨酸处理），取出玻片染色镜检。

１．６　统计学处理　分别计算两种方法的阳性率，采用ＳＰＳＳ

１５．０统计软件进行分析，阳性率比较采用方差分析检验。以

犘＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　镜下所见　支气管黏膜不同程度的水肿、充血２５例，黏

膜粗糙、增厚８例，肺段出血９例，黏膜壁有淡黄色颗粒状结节

４例，肉芽肿改变２例，纤支镜检查未发现异常２例。

２．２　抗酸杆菌检出情况　传统、改良抗酸染色法分别检出抗

酸杆菌１９例（３８％）、４１例（８２％）两种方法检出例数比较差异

有统计学意义（犘＜０．０５）。

３　讨　　论

由于免疫功能低下，结核杆菌特性发生变异，痰菌含量少、

肺部病灶局限未与引流支气管相通等因素，常规涂片检查结核

杆菌检出率低。这种缺乏肺结核诊断“金指标”的状况成为目

前肺结核诊断中的难题，极易发生漏诊、误诊。有报道称临床

痰菌阴性肺结核误诊率可达５１．１６％，常被误诊为肺癌、肺炎、

咳嗽变异型哮喘，只有在痰中找到结核分枝杆菌才能对病变性

质提供准确的病原学证据，纤维支气管镜检查已成为痰菌阴性

肺结核确诊的主要手段［２］，早期诊断意义重大［３］，许多学者已

做了大量的研究［４］。此技术不但能直接发现支气管黏膜的各

种病变，而且通过活检、刷检及灌洗等检查手段，可获得病理学

和细菌学诊断依据［５６］。

纤维支气管镜的支气管肺泡灌洗液利用传统抗酸染色法

获得了比直接痰涂片更高的结核分枝杆菌检出率，但是阳性率

仍不理想。西京医院赵刚教授的《改良抗酸染色法检测脑脊液

细胞内外结核杆菌的临床应用》［７］在脑脊液检测结核菌方面获

得了重大成果，灌洗液的改良抗酸染色法是在以上方法的基础

上进一步改良获得，此方法先对灌洗液进行消化，把被蛋白包

裹的结核分枝杆菌暴露出来，在收集结核分枝杆菌的环节上，

采用玻片离心法，玻片提前用多聚赖氨酸处理，在处理染色过

程中结核分枝杆菌被紧紧地黏附在载玻片上，不易被洗涤掉。

离心过程中液体成分直接被滤纸吸收，使灌洗液中结核杆菌得

到浓集，避免了结核杆菌由于密度小于水的密度而难于离心沉

淀等问题，抗酸杆菌收集完全，损失极少，阳性率较传统抗酸染

色法大大提高［８１１］。

本组纤维支气管镜检查病例中，１５例术中、术后出现咳

嗽，术后缓解并逐渐消失；１０例术后出现痰中带血，治疗后消

失。无喉头水肿、气胸、窒息等严重并发症。说明纤维支气管

镜在菌阴肺结核的诊断中具有重要价值，其费用少、创伤小、不

良反应少、可重复性好等特点，是一种有效、安全的技术，可以

早期确诊肺结核，减少误诊的发生，对不明原因的长期咳嗽、咯

痰、痰中带血、胸痛、胸部ＣＴ、Ｘ线提示有活动性结核征象，高

度怀疑痰菌阴性肺结核的患者，纤维支气管镜检查是确诊的必

要手段，是诊断痰菌阴性肺结核敏感而特异的方法［１２］。而支

气管肺泡灌洗液检查采用改良抗酸染色法可极大提高结核菌

的检出率，值得临床推广应用。
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