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摘
!

要"目的
!

了解人乳头瘤病毒"

3X5

$感染状况及其型别!探讨
3X5

及其不同型别感染与年龄和子宫颈病变的相关性!

评价聚合酶链反应"

X60

$

?

反向点杂交法检测
3X5

的方法学性能和临床诊断性能%方法
!

采用
X60?

反向点杂交法对
$,,.

年
<

月至
$,),

年
.

月在该院就诊或健康检查的
$..+

例女性子宫颈脱落细胞标本进行
3X5P!%

及其基因分型检测!其中
)-)

例进

行
3X5P!%

序列测定!

)8))

例同步进行
3X5

基因分型和液基薄层细胞"

A6A

$检测%结果
!

$..+

例受检女性
3X5

感染率为

$8*)Z

!排名前
8

位的
3X5

型别分别为
3X58$

"

)8*<Z

$'

)<

"

)+*)Z

$'

8@

"

)$*,Z

$'

8<

"

<*<Z

$和
--

"

8*$Z

$%

$8

岁以下女性

3X5)<

'

8@

感染率最高#

3X58$

感染率在
88

岁以上女性最高!

$8

岁以下女性次之#高危型
3X5

在非典型鳞状细胞"

%2642

$'低

度鳞状上皮内病变"

W2VW

$及高度鳞状上皮内病变"

32VW

$中感染率分别为
++*$Z

'

.)*/Z

和
.-*-Z

#

3X58@

'

)<

'

8<

和
-)

与子宫

颈病变程度相关"回归系数分别为
,*+.-

'

)*/++

'

!

,*@).

和
)*8<<

$!

3X58$

则无明显相关性#分别以测序法和
A6A

结果大于或

等于
W2VW

作为金标准!

X60?

反向点杂交法检测
3X5

及其对子宫颈病变诊断的敏感度'特异度和准确度分别为
.<*+Z

和

.$*$Z

'

.-*+Z

和
@+*$Z

'

.+*/Z

和
@+*8Z

%结论
!

女性感染
3X5

比例较高!年轻女性更易受感染!感染型别以
3X58$

'

)<

'

8@

'

8<

和
--

为主!

3X5

感染与子宫颈病变程度高度相关!

X60?

反向点杂交法检测
3X5

在方法学性能和对子宫颈病变的临床诊

断性能上均能满足要求%

关键词"人乳头瘤病毒#基因分型#子宫颈细胞学
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人乳头瘤病毒$

GJKF>

Q

F

Q
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#

3X5

&在自然界广

泛存在#是一类具有高度组织和宿主特异性的嗜上皮病毒#可

致人类皮肤和黏膜异常增生#引起宿主组织疣状病变及乳头状

瘤病变)

3X5

具有多种型别#不同型别感染对子宫颈上皮的

致病力也不同#众多研究已经证实高危型
3X5

持续感染是子

宫颈上皮内瘤变$

IC"B;IFH;>D"FC

Q

;DGCH;FH>C:

Q

HF(K

#

6V!

&和子宫

颈癌的主要病因)随着
3X5

与子宫颈癌病因关系的明确#

3X5P!%

及其基因分型检测越来越受到重视)

$,,<

年欧洲

生殖道感染和肿瘤组织$

'401&V!

&提出的宫颈癌筛查方案

指出#优先推荐
3X5

基因检测作为子宫颈癌筛查的首选方

法%

$,,.

年美国阴道镜和宫颈病理学会$

%266X

&发布的+子宫

颈癌筛查异常妇女处理共识指南,明确指出#

-,

岁以上的妇女

应进行
3X5

基因分型检测'

)

(

)本研究采用聚合酶链反应

$

X60

&

?

反向点杂交法对
$..+

例女性子宫颈脱落细胞标本进

行
3X5P!%

及其分型检测#对其中部分病例按照盲法*平行

和随机原则进行
3X5P!%

序列测定和$或&液基薄层细胞学

$

DG;>

Q

"C

Q

I

M

D:H:

EM

DC(D

#

A6A

&检测#旨在探讨
3X5

感染状

况*型别分布及其与子宫颈细胞学异常和年龄的关系#并评价

X60?

反向点杂交法检测
3X5

的方法学性能及其对子宫颈病

变的临床诊断性能)

)---

重庆医学
$,))

年
))

月第
+,

卷第
--

期
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资料与方法

?*?

!

一般资料
!

研究对象为
$,,.

年
<

月至
$,),

年
.

月在本

院就诊或健康检查的女性#共
$..+

例#年龄
)8

$

@-

岁$其中

$/@

例年龄不详&#分为
)8

$

$8

*

&

$8

$

-8

*

&

-8

$

+8

*

&

+8

$

88

*

&

88

$

@-

岁
8

个年龄组#各组例数分别为
-,)

*

),,/

*

@//

*

-@8

*

)+<

例)

?*@

!

主要仪器和试剂
!

美国
Sa0C(CF"IGXA6?$,,X60

仪#

韩国
7V!'X60

公 司
6:KL;?3)$

分 子 杂 交 仪#美 国
%TV

X0V2S-),,P!%

测序仪#美国
A";XFDG?%JD:6

M

DCX0'X

制片

和染片系统#亚能生物技术$深圳&有限公司
3X5

基因分型检

测试剂盒)

?*A

!

研究方法
!

采用
X60?

反向点杂交法对
$..+

例女性子

宫颈脱落细胞标本进行
3X5P!%

及其分型检测#对其中
)-)

例$

3X5

阳性者
8@

例#

3X5

阴性者
/-

例&进行
3X5P!%

序

列测定#

)8))

例同步进行
3X5

和
A6A

检测)

?*A*?

!

3X5P!%

及其分型检测
!

用子宫颈脱落细胞采样刷

按要求采集子宫颈脱落细胞#置细胞保存液中
d$,Y

以下保

存#

),9

内检测)

3X5P!%

提取$常规碱裂解法&*

X60

扩

增*扩增产物分型检测和结果判读等按试剂盒说明书进行)根

据方法学设计#可检出
$-

种
3X5

型别#包括
8

种低危型别

$

3X5<

*

))

*

+$

*

+-

和
++

&和
)@

种高危型别$

3X5)<

*

)@

*

-)

*

--

*

-8

*

-.

*

+8

*

8)

*

8$

*

8-

*

8<

*

8@

*

8.

*

<<

*

<@

*

/-

*

@-

和
SS+

&)

?*A*@

!

3X5P!%

序列测定
!

3X5P!%

序列测定由上海英

骏公司完成)用
3X5

型别特异性引物或国际通用的
3X5

引

物
Se

$序列为上游引物
Se.

!

8O?6&A66S%00&&% c%6

A&%A6?-O

#下游引物
Se))

!

8O?&6S6%&&&c6%A%%e

%%A&&?-O

&扩增后再进行序列测定'

$

(

)对于检测结果为阳

性的标本采用检测到的型别相应的特异性引物扩增和序列测

定进行验证)对于检测结果为阴性的标本采用国际通用的

3X5

引物
Se

扩增后进行验证#扩增无产物者判定为阴性%

扩增获得产物者再用序列测定法证实#测序不能成功获得预期

结果者也判定为阴性)

?*A*A

!

A6A

检测
!

A6A

检测由本院病理科完成)细胞学诊

断采用
AT2

分类法#即正常范围$

N;DG;>>:"KFHH;K;D(

#

c!W

&%

不明意义的非典型鳞状细胞$

FD

MQ

;IFH(

b

JFK:J(ICHH(:#J>9C?

DC"K;>C9(;

E

>;#;IF>IC

#

%2642

&%低度鳞状上皮内病变$

H:N

E

"F9C(

b

JFK:J(;>D"FC

Q

;DGCH;FHHC(;:>

#

W2VW

&#相当于鳞状上皮

轻度非典型增生
6V!

!

%高度鳞状上皮内病变$

G;

E

G

E

"F9C

(

b

JFK:J(;>D"FC

Q

;DGCH;FHHC(;:>

#

32VW

&#分为鳞状上皮中度非

典型增生
6V!

'

*鳞状上皮重度非典型增生
6V!

(

和原位鳞状

细胞癌$

266

&

'

-

(

)

?*B

!

统计学处理
!

采用
2X22)-*,

统计软件进行分析)配对

计数资料和列联表$

0]6

&资料用
)

$ 检验#两变量之间的相关

性采用
2

Q

CF"KF>

相关分析#成组计数资料的相关性分析用非

条件二分类
H:

E

;(D;I

回归#一致性评价用
fF

QQ

F

值)以
!

$

,*,8

为差异有统计学意义)

@

!

结
!!

果

@*?

!

3X5P!%

及其分型检测结果扫描图谱
!

单一型别感染

$

3X5)<

&的
3X5

基因分型检测结果扫描图谱见图
)

#多种型

别混合感染$

3X5<

*

)<

和
8.

&的
3X5

基因分型检测结果扫描

图谱见图
$

)

@*@

!

3X5

感染及其型别分布
!

$..+

例女性中检出
3X5

阳

性
/8,

例#感染率为
$8*)Z

)受感染者中高危型
3X5

阳性

<</

例#占
@@*.Z

%低危型
3X5

阳性
)8)

例#占
$,*)Z

)除

3X5++

和
SS+

外#其余
$)

种
3X5

型别均被检出#其中单一

型别感染检出率为
/$*/Z

$

8+8

"

/8,

&#两种及以上型别混合感

染检出率为
$/*-Z

$

$,8

"

/8,

&#检出率排名前
8

位的型别依次

是
3X58$

*

)<

*

8@

*

8<

和
--

#所占比例分别为
)8*<Z

*

)+*)Z

*

)$*,Z

*

<*<Z

和
8*$Z

#见图
-

)

!!

X6

!阳性质控)

图
)

!!

3X5)<

感染的基因芯片扫描图谱

!!

X6

!阳性质控)

图
$

!!

3X5<

#

3X5)<

和
3X58.

混合感染的

基因芯片扫描图谱

图
-

!!

3X5

感染型别分布

@*A

!

3X5

感染与年龄的关系
!

/8,

例
3X5

感染者中有年龄

记录者
<.$

例$

8@

例年龄不详&#其
3X5

感染率在各年龄组

$由小至大&分别为
-+*$Z

*

$+*,Z

*

$+*)Z

*

$8*/Z

*

$8*-Z

)

感染率排名前
-

位的
3X5

型别$依次为
3X58$

*

)<

和
8@

&在

各年龄组中所占的比例分别为
3X58$

$

@*-Z

*

<*,Z

*

8*+Z

*

<*@Z

和
@*.Z

&*

)<

$

.*,Z

*

8*$Z

*

8*,Z

*

<*,Z

和
8*8Z

&*

8@

$

/*,Z

*

+*8Z

*

+*+Z

*

+*.Z

和
+*@Z

&)

@*B

!

3X5

感染与子宫颈病变程度的关系
!

在
$8,

例
A6A

检

出子宫颈病变的女性中#

3X5

感染率为
88*<Z

$

)-.

"

$8,

&#其

在
%2642

*

W2VW

和
32VW

中感染率分别为
+<*$Z

*

.)*/Z

和

.-*-Z

%而高危型
3X5

在子宫颈病变女性中感染率为
8+*,Z

$

)-8

"

$8,

&#其在
%2642

*

W2VW

和
32VW

中的感染率分别为

++*$Z

*

.)*/Z

和
.-*-Z

)

3X5

和高危型
3X5

感染率均随

子宫颈病变级别递增而升高#差异有统计学意义$

)

$ 分别为

-+*<./

和
-/*8<8

#

!

$

,*,8

&#见表
)

)将子宫颈鳞状上皮内病

变划分为
W2VW

和
32VW

两种程度#用非条件二分类
H:

E

;(D;I

回

归分析
W2VW

和
32VW

患者中感染率排名前
8

位的
3X5

型别

$

3X58@

*

)<

*

8<

*

8$

和
-)

&与子宫颈病变程度的关系)结果显

示!

3X58@

*

)<

和
-)

与子宫颈病变程度呈正相关'回归系数分

别为
,*+.-

*

)*/++

和
)*8<<

#比值比$

LG

&分别为
)*<-/

*

8*/).

和
+*/@@

#

.8Z6V

分别为
,*-$.

$

@*)+.

*

)*)-)

$

$@*.),

和

,*8+.

$

+)*/8)

(#

3X58<

与子宫颈病变程度呈负相关$回归系

数为
!

,*@).

#

LG

值为
,*++)

#

.8Z6V

为
,*,+)

$

+*/<-

&#

3X58$

与子宫颈病变程度无明显相关性$

!

&

,*,8

&)

表
)

!!

3X5

感染与子宫颈病变程度的关系$

'

%

Z

&'

3X5

类型
%2642

$

'g)..

&

W2VW

$

'g-<

&

32VW

$

'g)8

&

合计

$

'g$8,

&

3X5 .$

$

+<*$

&

--

$

.)*/

&

)+

$

.-*-

&

)-.

$

88*<

&

高危型
3X5 @@

$

++*$

&

--

$

.)*/

&

)+

$

.-*-

&

)-8

$

8+*,

&

@*C

!

3X5

基因分型与序列测定法比较
!

以序列测定法为金

标准#对
X60?

反向点杂交法检测
3X5P!%

及其基因分型进

行方法学性能评价#

3X5

型别检测符合性比较见表
$

#敏感度

$---

重庆医学
$,))

年
))

月第
+,

卷第
--

期



为
.<*./Z

*特异度为
@.*@/Z

*准确度为
.-*),Z

*阳性预测值

为
@@*@.Z

*阴性预测值为
./*$<Z

*

LG

为
$@+*,

*约登指数为

,*@/

*阳性似然比为
.*8/

*阴性似然比为
,*,-

%

3X5

病例检测

符合性比较见表
-

#上述各指标值分别为
.<*-<Z

*

.-*+$Z

*

.+*<<Z

*

.)*-@Z

*

./*$<Z

*

-/<*-

*

,*.,

*

)+*<+

和
,*,-.

)

表
$

!!

X60?

反向点杂交法与序列测定法检测

!!

3X5

型别符合性比较%

'

&

X60?

反向点杂交法
序列测定法

\ d

合计

\ <+ @ /$

d $ /) /-

合计
<< /. )+8

!!

)

$

g),@*+@)

#

!

$

,*,8

#

fF

QQ

Fg,*@<$

)

表
-

!!

X60?

反向点杂交法与序列测定法检测

!!

3X5

病例数符合性比较%

'

&

X60?

反向点杂交法
序列测定法

\ d

合计

\ 8- 8 8@

d $ /) /-

合计
88 /< )-)

!!

)

$

g),+*$8<)

#

!

$

,*,8

#

fF

QQ

Fg,*@.)

)

@*D

!

3X5

基因分型对子宫颈病变临床诊断性能的评价
!

从

A6A

检测结果$

%

WV2W

为阳性#

$

WV2W

为阴性&为金标准#

X60?

反向点杂交法检测
3X5

$高危型&对子宫颈病变临床诊

断的敏感度为
.$*$Z

*特异度为
@+*$Z

*准确度为
@+*8Z

*阳

性预测值为
)/*,Z

*阴性预测值为
..*/Z

*

LG

为
<$*@

*约登指

数为
,*/<+

*阳性似然比为
8*@-8

*阴性似然比为
,*,.-

#见表
+

)

表
+

!!

3X5

基因分型对子宫颈病变临床

!!!

诊断性能的评价%

'

&

高危型
3X5

子宫颈病变

\ d

合计

\ +/ $-, $//

d + )$-, )$-+

合计
8) )+<, )8))

!!

)

$

g).$*)+,

#

!

$

,*,8

#

fF

QQ

Fg,*$+-

)

A

!

讨
!!

论

3X5

是一类在自然界广泛存在的
P!%

病毒)人类感染

3X5

十分普遍#感染率也很高)由于各国*各地区人们的生活

习俗*卫生状况*检测水平和检测方法等的差异#文献报道的

3X5

感染率和基因型别分布存在明显的地区差异#但目前普

遍认为的最常见感染型别为
3X5)<

#在国际癌症研究协会

$

V%06

&最新报道的包括全球
$8

个国家的
-<,/

例子宫颈癌

患者的多中心研究中
3X5)<

在所有
3X5

阳性的子宫颈癌患

者的平均感染率为
8/*+Z

'

+

(

)本研究采用
X60?

反向点杂交

技术对
$..+

例标本进行
3X5

基因分型#结果显示#

3X5

总

感染率为
$8*)Z

#与国内相关文献报道结果基本一致'

8

(

)在

$-

种
3X5

型别中共检出
$)

种#其中
3X58$

是感染率最高的

型别#而
3X5)<

和
3X58@

位居第
$

*

-

位#这与国内外大多数

报道有所不同'

<?/

(

#其原因可能与研究对象及其病变程度*检测

方法等不同有关#确切原因尚需进一步研究)此外#本研究未

能检出
3X5++

和
SS+

#可能与这两种型别在人群中感染率

较低和所用试剂敏感度限制等有关)

在
)8))

例盲法*平行进行
3X5

基因分型和
A6A

检查的

女性中#检出
$8,

例子宫颈病变患者$

%

%2642

&#其
3X5

感

染率为
88*<Z

#在不同病变程度$

%2642

*

W2VW

和
32VW

#下

同&中感染率依次为
+<*$Z

*

.)*/Z

*

.-*-Z

%高危型
3X5

总

感染率为
8+*,Z

#在不同病变程度中感染率依次为
++*$Z

*

.)*/Z

*

.-*-Z

#表明
3X5

和高危型
3X5

感染率均随子宫颈

病变级别递增而明显增加#与文献报道相似'

@

(

#从而进一步论

证了
3X5

感染与子宫颈病变级别高度相关)对
3X58@

*

)<

*

8<

*

8$

和
-)

与子宫颈病变程度的关系用
H:

E

;(D;I

回归分析表

明#

3X58$

与子宫颈病变程度无明显相关性#

3X58<

与子宫

颈病变程度呈负相关#

3X58@

*

)<

和
-)

与子宫颈病变程度呈

正相关#

LG

值分别为
)*<-/

*

8*/).

和
+*/@@

#提示
3X5)<

是

发生子宫颈高度鳞状上皮内病变风险性最高的型别#

3X5-)

次之#这与目前医学界认为
3X5)<

是导致子宫颈鳞癌的主要

原因的结论高度一致'

.

(

#不过由于国内外人群感染
3X5

型别

存在明显的地域差异等原因#本研究
LG

值排在第
$

位的是

3X5-)

#而不是
3X5)@

)此外#毕蕙等'

),

(研究发现
3X5)<

*

--

*

8$

和
8.

与病变程度相关#其中
3X5)<

和
3X5--

与病变

程度呈正相关#

3X58$

和
3X58.

与病变程度呈负相关)这

种差异可能与研究对象和所用金标准不同等有关)

年龄是
3X5

感染和子宫颈癌发生的相关因素)

3X5

感

染可发生于各年龄组#从刚出生的婴儿到
@,

岁以上老年人均

有报道#并具有明显的年龄分布特点#有研究表明年轻妇女更

易感染高危型
3X5

#进而发展为子宫颈癌#且预后较差'

))

(

)

因研究对象所在地域不同*病变程度不同*检测方法不同等原

因#文献报道的
3X5

感染与年龄的关系也不尽相同)

3"JLCI

等'

)$

(调查了
+-.

例年龄
)@

$

8,

岁性活跃妇女
3X5

感染率#

结果显示#

3X5

感染率在
$8

岁以下者高达
-<*,Z

#而在
+8

岁

以上者只有
$*@Z

)

PFDDF

等'

)-

(对美国
<

个城市
$<

所诊所的
.

<8/

例病例进行研究的结果显示)高危型
3X5

感染率为

$-Z

#且随年龄增大而下降#

)+

$

).

岁为
-8Z

#

8,

$

<8

岁为

<Z

)也有文献报道
3X5

感染高峰在
-,

$

-+

岁年龄组#

8,

岁

以上明显下降'

)+

(

)本研究结果显示#

3X5

及
3X5)<

*

8@

型感

染率均在
$8

岁以下年轻性活跃女性中最高#且明显高于其他

+

个年龄组#而在这
+

个年龄组中感染率无明显差别#与文献

报道结果一致'

)8?)<

(

%而
3X58$

感染率则呈现明显-

5

.字形#

&

88

$

@-

岁年龄组最高#

)8

$

$8

岁年龄组次之#

&

-8

$

+8

岁年

龄组最低#故
3X58$

可能是绝经后妇女和年轻性活跃女性的

易感型别)

X60?

反向点杂交法根据
3X5

基因特点设计特异引物#扩

增出包含
$-

种
3X5

基因型的目标片段#再将扩增产物与固

定在膜条上的探针进行杂交#根据杂交信号的有无判断是否有

这些
3X5

基因型别的存在)此法具有高通量性和高特异性#

可同时检测多种
3X5

型别并进行基因分型)本研究以序列

测定法为金标准#对其进行方法学性能评价#结果表明#两种方

法检测
3X5

结果具有良好一致性#

X60?

反向点杂交法检测

3X5

的敏感度*特异度和准确度均在
.,Z

以上#完全能够满

足临床实验室检测
3X5P!%

及其基因分型的技术要求)以

A6A

检测结果$

%

WV2W

为阳性#

$

WV2W

为阴性&为金标准#

X60?

反向点杂交法检测高危型
3X5

对子宫颈病变的阴性预

测值高达
..*/Z

#充分说明此法非常适合用于
6V!

和子宫颈

癌等子宫颈病变的筛查)
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