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#宫颈感染及高级别宫颈上皮内瘤变"

9YR

#患者阴道微生态特征$方法

!

以
-

例湿疣样变或
9YR)

级
/4[):

和&或
).

感染患者为低级别
9YR

组!以
>

例高级别
9YR

病变
/4[):

和&或
).

感染患者为

高级别
9YR

组!以
-

例
/4[

阴性阴道炎患者为对照组!采用
):6E(R7

基因扩增技术分析各研究组患者阴道微生物菌群组成!

采用分层聚类法分析并比较各研究组阴道微生物菌群分布特征$结果
!

高级别
9YR

组阴道微生物细菌种类多样性及复杂性较

低级别
9YR

组%对照组更为明显'从对照组%低级别
9YR

组至高级别
9YR

组!卷曲乳杆菌和穹隆乳杆菌丰度呈下降趋势!惰性乳杆

菌丰度呈增加趋势'定植菌犬布鲁氏菌丰度呈下降趋势!致病菌戴阿李斯特琥珀酸纤毛杆菌%阴道加德纳菌和短普雷沃菌丰度呈

上升趋势$结论
!

高级别
9YR

患者阴道菌种结构复杂性%多样性明显$阴道乳杆菌种类和丰度对阴道健康起重要作用!惰性乳

杆菌则具有相反作用$犬布鲁氏菌%戴阿李斯特琥珀酸纤毛杆菌%阴道加德纳菌和短普雷沃菌长期存在于阴道!与
/4[

持续感

染%进展至高级别
9YR

病变密切相关$
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人乳头瘤病毒$

/4[

%#特别是
/4[):

"

).

型持续感染与

宫颈高级别病变及宫颈癌的发生密切相关)影响
/4[

持续

感染并进展至宫颈高级别病变的因素尚未完全明确)阴道微

生物在预防病原体感染方面有重要作用'

)

(

)阴道乳杆菌通过

分泌乳酸*细菌素*拮抗性细菌素样物质和生物表面活性剂形

成针对病原体的入侵屏障#以破坏生物膜的方式发挥广谱杀菌

作用'

+

(

)高危性
/4[

感染不是宫颈上皮内瘤变$

9YR

%发生的

充分条件#但却是必要条件)

5[

宫颈
/4[

持续感染和细菌

性阴道病$

5[

%相关性阴道微生物-多细菌性失调.相关'

-!<

(

)

5[

是以阴道中乳杆菌属枯竭*厌氧微生物过度生长*

D

/

值升

高为特征的阴道微生态失调性疾病)

5[

可抑制
/4[

的清

除#因此与宫颈
/4[

感染密切相关'

-!>

(

)阴道微生态和
/4[

感染有一定的相关性#但与
9YR

病程进展的关系尚未明确)

随着细菌
):6E(R761&

H

CE

测序*荧光定量聚合酶链反应

$

U

49(

%和新一代高通量测序等技术的应用#阴道微生物研究

已进入测序和聚类分析阶段'

:!)-

(

)本研究采用
):6E(R7

基

因分析#评估了阴道微生物菌群组成与
/4[

持续感染*宫颈

病变的关系)现将研究结果报道如下)

+

<>*)

+

国际检验医学杂志
+,)<

年
:

月第
-.

卷第
))

期
!

Y&"Z81K?CJ
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ZI&C+,)<
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"
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!

资料与方法

@;@

!

一般资料
!

+,):

年
>a@

月于深圳市妇幼保健院诊治的

/4[):

*

/4[).

单独或同时阳性女性患者
.

例#年龄
+-

"

*:

岁&其中#组织病理学检查结果为湿疣样变或
9YR)

级
-

例$低

级别
9YR

组%#高级别
9YR

病变
>

例$高级别
9YR

组%)同期于

深圳市妇幼保健院诊治的
/4[):

*

/4[).

阴性阴道炎患者
-

例纳入对照组)

@;A

!

方法

@;A;@

!

标本收集及临床资料采集
!

以生理盐水
+,'8

灌洗

阴道#保留
+

"

-'%&

#取出后放入无菌标本瓶#封口后立即于
a

+,^

冷冻保存#

)

周后
a.,^

冷冻保存)标本采集前
-

天#研

究对象禁止性生活*阴道冲洗放药及任何阴道诊疗操作)采集

患者临床资料#包括
/4[

分型检测结果)

@;A;A

!

标本检测
!

标本检测由华大基因检测中心完成)首先

提取
QR7

#确定
QR7

提取质量合格后进行
49(

扩增#回收目

的扩增片段#用
3*QR7

聚合酶*

=0C&#MQR7

聚合酶和
3*

多聚核苷酸激酶$

4R=

%将打断形成的黏性末端修复成平末

端#

-V

端加入
7

碱基#使
QR7

片段与
-V

端带有
3

碱基的特殊

接头连接&或设计*合成含有测序接头的双索引序列$

Y&JC$

%融

合引物#以基因组
QR7

为模板进行扩增#磁珠法筛选目的扩

增片段#建立合格的
QR7

文库#进行
QR7

簇$

G0IB"CE

%制备和

测序)

@;A;B

!

生物信息学分析
!

对测序结果进行生物信息学分析)

首先对数据进行过滤#滤除低质量序列标签$

EC1JB

%#保留高质

量
EC1JB

#通过
EC1JB

间的重叠区$

_OCE01

D

%关系#将
EC1JB

拼接

成新的标签$

31

H

B

%&在给定的相似度下#将
31

H

B

聚成生物分

类单位$

_3W

%#与数据库比对#并对
_3W

进行物种注释&基于

_3W

和物种注释结果#分析标本物种复杂度及组间物种差异)

_3W

聚类*物种注释等分析过程如下!$

)

%采用
W6T7(9/

$版本!

<;,;),@,

%软件#在
W47(6T

为
@<]

相似度条件下进

行聚类#得到
_3W

代表序列'

@

(

)$

+

%利用
W9/Y?T

$版本!

*;

+;*,

%软件#确定
49(

扩增产生的嵌合体#并从
_3W

代表序列

中去除'

),

(

)$

-

%采用
IBC1EGF

/

H

0#K10

方法#将所有
31

H

B

比对回

_3W

代表序列#得到在每个
_3W

中的丰都信息)根据每例

标本的
_3W

丰度计算其相对丰度#利用相对丰度信息进行

_3W

主成分分析$

497

分析%)采用
(

软件$版本!

-;);)

%中

的
1JC*

软件包进行统计与作图)样品距离越近#表示样品组

成越相似)不同处理或不同环境条件下的样品可能表现出分

散或聚集分布特征#从而可判断样品组成是否具有相似性)在

@<]

相似度条件下得到每例标本的
_3W

数量#以相似度分析

图展示不同标本共有和各自特有
_3W

数量#进而反映标本间

的重叠情况)结合所代表的物种#明确不同环境中的核心微生

物)根据每例标本的
_3W

丰度文件#计算各标本或各组别具

有的
_3W

)采用
(

软件$版本
-;);)

%中的
[C&&Q%1

H

E1'

包绘

制相似度分析图$

_3W[C&&

图%#并给出各标本或各组间共有

与特有
_3WYQ

文件)采用
(Q4G01BB%NCE

$版本!

+;+

%软件对

_3W

代表序列进行物种注释#置信度阈值设为
,;.

)$

*

%在

):6

$包括细菌与古菌%*

(Q4

*

(C0C1BC)*

$

+,)>),+:

%数据库进行

比对#过滤注释结果#去除没有注释结果的
_3W

及注释结果

不属于分析项目中的物种)$

>

%采用
(

软件$版本
-;);)

%对差

异进行秩和检验分析#如果组数为
+

#采用两样品比较的
2%0G!

#$#&(1&P!6I'

检验$

(

软件中的
M%0G#$

检验%&如果组数大于

+

#采用多样品比较的
=EIBP10!2100%B

检验$

(

软件中的
PEIBP10

检验%)

A

!

结
!!

果

A;@

!

_3W

丰度分析
!

拼接的
31

H

B

经优化后#在
@<]

相似度

下将其聚类为用于物种分类的
_3W

#统计每例标本在每个

_3W

中的丰度信息#初步明确标本的物种丰富程度)

))

例标

本共产生
).,

个
_3W

#

_W3

丰度满足归类分析要求)各标本

_W3

丰度信息见表
)

)

表
)

!!

各标本
/4[

分型及
_3W

丰度信息

标本
/4[): /4[). 31

H

B

数量$

0

%

_3W

数量$

0

%

对照组
) a a +,)+, >@

对照组
+ a a ->*<: *,

对照组
- a a -*@:@ *)

低级别
9YR

组
) i a -*@). ..

低级别
9YR

组
+ i a ->-<, +<

低级别
9YR

组
- i i -)*.- +:

高级别
9YR

组
) i a ->,). *@

高级别
9YR

组
+ i a -*<,> *<

高级别
9YR

组
- a i -*<-> ++

高级别
9YR

组
* i a ->+:- *.

高级别
9YR

组
> i a ->*>+ -*

!!

注!

31

H

B

数量指能和
_3W

代表序列比对上#并且具有注释结果的

31

H

B

总数)

A;A

!

_3W497

分析
!

497

分析结果显示#对照组*高级别

9YR

组*低级别
9YR

组标本有明显的相似度#可进行组间差异

性分析#见图
)

)

!!

注!横坐标表示第一主成分#括号中的百分比表示第一主成分对样

品差异的贡献值&纵坐标表示第二主成分#括号中的百分比表示第二主

成分对样品差异的贡献值)图中各点分别表示对应标本)不同颜色代

表标本属于不同分组)

图
)

!!

基于
_3W

丰度的
497

分析#按
QCBGE%

D

"%#&

分组$

A;B

!

_3W[C&&

图分析
!

_3W[C&&

图见图
+

)对照组与低

级别
9YR

组有
)*

个相同的
_3W

#低级别
9YR

组与高级别

9YR

组有
+<

个相同的
_3W

#对照组与高级别
9YR

组有
).

个

相同的
_3W

#

-

组共有
*-

个相同的
_3W

)对图中显示的每组

特有且数量较多的
)-

种
_3W

进行聚类分析)对照组特有

_3W

主要分布在拟杆菌门*放线菌门和变形杆菌门&低级别

9YR

组特有
_3W

主要分布在厚壁杆菌门和放线菌门&高级别

9YR

组特有
_3W

主要分在厚壁菌门*放线菌门和变形杆菌

门)高级别
9YR

组发现软壁菌门和绿弯菌门菌群#对照组和

低级别
9YR

组未发现软壁菌门和绿弯菌门菌群)

-

组标本特

+

.>*)

+
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+,)<
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卷第
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有
_3W

聚类分析结果见表
+

)

!!

注!不同颜色图形代表不同标本或不同组别#

+

个不同颜色图形之

间交叠部分的数字为
+

个标本或
+

个组别共有的
_3W

数量#多个颜色

图形之间交叠部分的数字为多个标本或多个组别共有的
_3W

数量)

图
+

!!

各组标本共有和特有
_3W

分析

A;C

!

阴道乳杆菌丰度水平和变化趋势
!

共发现常见的
:

种阴

道乳杆菌#从对照组*低级别
9YR

组#至高级别
9YR

组#卷曲乳

杆菌和穹隆乳杆菌丰度呈下降趋势#其中高级别
9YR

组与对

照组穹隆乳杆菌丰度比较差异有统计学意义$

(

$

,;,>

%&惰性

乳杆菌丰度呈增加趋势#高级别
9YR

组与对照组惰性乳杆菌

丰度比较差异有统计学意义$

(

$

,;,>

%&口乳杆菌*伞状乳杆

菌*戊糖乳杆菌丰度组间比较差异无统计学意义$

(

%

,;,>

%#

见表
-

和图
-

)

A;D

!

其他菌种丰度水平和变化趋势
!

共发现
*

种细菌丰度水

平变化明显)从对照组*低级别
9YR

组#至高级别
9YR

组#犬

布鲁士菌丰度呈下降趋势$

(

$

,;,>

%&戴阿李斯特琥珀酸纤毛

杆菌*阴道加德纳菌和短普雷沃菌在低级别
9YR

组的丰度高

于对照组$

(

$

,;,>

%#在高级别
9YR

组的丰度低于低级别
9YR

组$

(

$

,;,>

%#见表
*

)

表
+

!!

-

组标本特有
_3W

聚类分析

门 对照组 低级别
9YR

组 高级别
9YR

组

拟杆菌门
): , ,

放线菌门
* , ,

变形杆菌门
: , ,

厚壁杆菌门
, ))- ,

厚壁杆菌门
, @@ ,

厚壁杆菌门
, )+ ,

放线菌门
, : ,

厚壁杆菌门
, , :+

放线菌门
, , :

变形杆菌门
, , *

变形杆菌门
, , *

软壁菌门
, , -

绿弯菌门
, , +

!!

注!数字表示此门菌种对应的
_3W

被检测到的次数#即此门菌种

的丰度)

图
-

!!

:

种阴道乳杆菌丰度趋势变化图

表
-

!!

高级别
9YR

组与对照组阴道乳杆菌丰度比较#

Of'

$

组别 卷曲乳杆菌 穹隆乳杆菌 惰性乳杆菌 口乳杆菌 伞状乳杆菌 戊糖乳杆菌

对照组
*:;+@@f*+;::, *>;:.)f**;*): ,;,)>f,;,)- ,;..+f,;@,) ,;,,.f,;,)) ,;,)-f,;,)+

高级别
9YR

组
);:**f+;.<, ,;,@<f,;)@+ @*;<+*f>;>-* ,;,))f,;,+* ,;,,)f,;,,* ,;,,*f,;,,*

(

%

,;,>

$

,;,>

$

,;,>

%

,;,>

%

,;,>

%

,;,>

表
*

!!

:

种常见菌种丰度比较#

Of'

$

组别 阴道奇异菌 犬布鲁氏菌
戴阿李斯特琥珀酸

纤毛杆菌
阴道加德纳菌 短普雷沃菌 解糖胨普雷沃菌

对照组
,;*>.f,;<@) ,;,,@f,;,,* ,;,,<f,;,,: *;,<-f:;,*) ,;)+-f,;)-) ,;,,,f,;,,,

低级别
9YR

组
*;-)+f<;*:@ ,;,,+f,;,,- ,;**.f,;:*. *.;-+.f*-;>@< ,;>@+f,;-*- +;),:f-;:)<

高级别
9YR

组
,;,,<f,;,)* ,;,,,f,;,,, ,;,,>f,;,,@ );<+,f-;<*+ ,;,),f,;,)- ,;,,>f,;,),

(

%

,;,>

$

,;,>

$

,;,>

$

,;,>

$

,;,>

%

,;,>

B

!

结
!!

论

B;@

!

维护和影响健康的阴道乳杆菌种类和作用是不同的
!

随

着分子技术的发展#对阴道微生态的认识日益深入)采用标准

培养基培养法可从阴道标本中鉴定菌种
*,,

余种#只占
):6

E(R7

克隆文库分析法获得的菌种数量的
)-]

"

-*]

)高通

量测序结果显示#阴道微生态以乳杆菌主导#其种类和数量$丰

度%对阴道健康起重要作用#是阴道健康的生物标志物)

5#E

H

!

J#E

等'

)*

(认为#阴道微生物菌群以卷曲乳杆菌为主的女性#人

类免疫缺陷病毒$

/Y[

%*

(

型单纯疱疹病毒$

/6[!+

%和
/4[

感染率较低)

?%"GFC00

等'

)>

(研究证实阴道微生物菌群以卷曲

乳杆菌为主#可使
/Y[!)(R7

脱落风险降低
->]

)

本研究结果显示#多数阴道乳杆菌有助于保护阴道健康#

此类阴道乳杆菌减少提示阴道微生态紊乱#可导致某些定殖菌

或条件致病菌感染)惰性乳杆菌的作用则与具有保护作用的

阴道乳杆菌相反)健康女性阴道标本惰性乳杆菌呈低丰度#高

级别
9YR

患者阴道标本惰性乳杆菌丰度明显增加#说明惰性

+

@>*)

+

国际检验医学杂志
+,)<

年
:

月第
-.

卷第
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期
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乳杆菌增多与宫颈高级别病变的发生有关)

卷曲乳杆菌通过免疫调节机制发挥阴道健康保护作用)

体外实验证实#卷曲乳杆菌通过调节上皮细胞
3#00

样受体

$

38(

%

+

"

*

*白细胞介素
.

$

Y8!.

%和人
-

!

防御素
+

*

-

表达水平#

抑制白色念珠菌增殖'

):

(

)因此#卷曲乳杆菌是评价阴道微生

态健康与否的重要指标)

B;A

!

高级别
9YR

患者阴道菌群多样性明显
!

本研究结果显

示#健康女性阴道标本检出的拟杆菌*放线菌和变形杆菌可被

认为是阴道定殖菌&在低*高级别
9YR

患者阴道标本中检出丰

度较高的厚壁杆菌#则与
/4[

感染及宫颈病变密切相关&高

级别
9YR

患者阴道标本除检出放线菌*变形杆菌外#还发现其

特有的软壁菌和绿弯菌#提示高级别
9YR

患者阴道菌群较健

康者及低级别
9YR

患者更加复杂多样#并具有独特性)

B;B

!

可能与
/4[

感染和高级别
9YR

病变有关的
*

种阴道菌

种
!

本研究发现#低*高级别
9YR

患者阴道标本存在丰度升

高#且具有一致性的
*

种细菌#即阴道奇异菌*戴阿李斯特琥珀

酸纤毛杆菌*阴道加德纳菌和短普雷沃菌#除阴道奇异菌外#其

他
-

种菌种的丰度与健康者比较差异均有统计学意义$

(

$

,;,>

%)因此#戴阿李斯特琥珀酸纤毛杆菌*阴道加德纳菌和短

普雷沃菌长期存在有可能导致
/4[

持续感染或"和宫颈高级

别
9YR

病变的发生)

高通量测序倾向于将阴道菌群分为保护阴道健康的菌群

组和有害于阴道健康的菌群组#但实际上二者可以相互转化#

很难截然分开'

)<

(

)有害于阴道健康的菌群按丰度由高到低排

列如下!双歧杆菌目$加德纳杆菌%*梭菌目$链球菌属*肠球菌

属*气球菌属%*厚壁菌目$葡萄球菌%#以及定殖菌#如普雷沃

菌*嗜胨菌*厌氧球菌*韦荣氏球菌等)

采用高通量测序技术绘制阴道微生物群落图谱#将不同菌

群作为阴道健康#或感染*病变等不良后果的预测指标#尚处于

起步阶段#对结果的解释需慎之又慎)随着分子技术的应用日

益广泛#阴道乳杆菌将成为判断阴道健康的重要生物标志物#

是用于
5[

诊断
RI

H

C&"

和
7'BC0

评分方法的重要补充#并有

助于合理制定治疗方案)若证实阴道微生态中的某种细菌对

/4[

感染或清除有关键作用#即可通过合理选择抗菌药物和

综合护理#阻断
/4[

持续感染和向宫颈癌癌前病变的进展)
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