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重庆永川地区人乳头瘤病毒感染亚型、年龄分布及多重感染影响的研究
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　　摘　要：目的　了解２３种常见人乳头瘤病毒（ＨＰＶ）在重庆永川地区的亚型分布、多重感染及不同年龄段感染的比例。方法

　运用反向膜杂交技术对２００７年１月至２０１０年１０月在该院就诊的患者进行ＨＰＶ亚型检测，然后运用ＳＰＳＳ软件分析。结果　

最为常见高危型感染是 ＨＰＶ１６、５８、５２，低危型感染是 ＨＰＶ４３、１１、６。多重感染占总感染的２６．０８％，其中 ＨＰＶ１６合并的二重

感染最常见。＞３０～４０岁年龄段具有较高的感染率，占总感染的３９．２７％。结论　多重感染占有较大比例，提示多重感染与宫颈

癌的进程有一定关系，＞３０～４０岁年龄段是 ＨＰＶ感染的高发阶段，需高度警惕。
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　　人乳头瘤病毒（ｈｕｍａｎｐａｐｉｌｌｏｍａｖｉｒｕｓ，ＨＰＶ）是一种嗜黏

膜和皮肤上皮的双链闭合环状的小ＤＮＡ病毒，相对分子质量

约为８×１０３。目前１００多种亚型已被鉴定，其中约４０余种与

人类生殖器皮肤黏膜病变相关［１］。ＨＰＶ亚型可分为高危型和

低危型两类，低危型以 ＨＰＶ６、１１最为常见，主要引起尖锐湿

疣等良性病变；高危型以 ＨＰＶ１６、１８、３１、５２、５８最为常见，常

引起宫颈癌等恶性病变［２］。ＨＰＶ亚型在不同地区不同人群分

布情况不一［３］。目前，ＨＰＶ在非洲和拉丁美洲的感染率较高，

绝大多数性活跃女性至少感染了一种 ＨＰＶ。本研究主要对重

庆永川地区的适龄妇女进行２３种常见亚型检测，以确定重庆

永川地区 ＨＰＶ感染的常见类型，为后续研究打下基础。

１　资料与方法

１．１　一般资料　本研究所有样本均来源于重庆医科大学附

属永川医院，采集对象为２００７年１月至２０１０年１０月随机前

来医院就诊的患者。样本采集后隔离保存于宫颈脱落细胞收

集管中，并尽可能于样本到达后的当天进行ＤＮＡ分离处理，

少数来不及处理的样品置于－２０℃冰箱中保存，１周内进行

处理。

１．２　仪器和试剂　ＦＹＹ３型分子杂交仪（兴化市分析仪器

厂）、ＰＣＲ扩增仪（杭州朗基有限公司）、ＨＰＶＤＮＡ 分型基因

芯片检测系统（亚能生物技术有限公司）、其他试剂（国产分

析纯）。

１．３　方法

１．３．１　样品 ＨＰＶＤＮＡ 获取和处理　用宫颈脱落细胞采集

器取得宫颈表皮脱落细胞，对于生殖器或肛周疣体增生（怀疑

为尖锐湿疣）患者，用湿棉拭子采集疣体表皮脱落细胞或疣体

组织。将取样后的棉拭子或采集器放入备有１ｍＬ无菌生理

盐水的试管中，充分漂洗后将棉拭子贴壁挤干，安全丢弃。将

漂洗过的生理盐水或洗脱液全部转移到１．５ｍＬ微量离心管

中，１３０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，弃去上清，保留管底的细胞块，

加入５０ｍＬ细胞裂解液悬浮沉淀，沸水浴１０ｍｉｎ，１３０００ｒ／

ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，－２０℃保留上清待用。疣体组织ＤＮＡ的提

取用组织ＤＮＡ提取试剂盒按使用说明书方法提取。

１．３．２　ＨＰＶＤＮＡ片段的ＰＣＲ扩增　取ＰＣＲ反应管于５０００

ｒ／ｍｉｎ离心２ｓ，根据 ＨＰＶＬ１基因设计２３种亚型的特异性探

针，针对这一片段设计通用引物，同时以人类基因组的看家基

因ｂｅｔａｇｌｏｂｉｎ作为ＰＣＲ对照。按以下条件进行扩增：５０℃１５

ｍｉｎ，９５℃１０ｍｉｎ，９４℃３０ｓ，４２℃９０ｓ，７２℃３０ｓ，４０个循
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环，７２℃５ｍｉｎ。ＰＣＲ反应体系为：ｄｄＨ２Ｏ１４．２μＬ，反应缓冲

液（含 ＭｇＣｌ２）２．５μＬ，三磷酸脱氧核糖核苷（ｄＮＴＰ）２μＬ，引物

０．５μＬ／条，样品ＤＮＡ５μＬ，Ｔａｑ酶０．３μＬ，反应总体系２５μＬ。

１．３．３　杂交和显色　取１５ｍＬ塑料离心管，标明编号，放入

标有同样编号的膜条，加入Ａ液５ｍＬ（２×ＳＳＣ，０．１％ＳＤＳ，ｐＨ

７．４）及所有ＰＣＲ产物。将塑料管放入沸水浴中加热１０ｍｉｎ，

放入杂交箱５１℃杂交１．５ｈ。同时取５０ｍＬ塑料管，加入４０

ｍＬＢ液（０．５×ＳＳＣ，０．１％ＳＤＳ，ｐＨ７．４）于杂交箱或水浴箱中

预热至５１℃。取出膜条，移至装有预热Ｂ液的５０ｍＬ管中，于

５１℃轻摇洗涤１５ｍｉｎ。Ａ液配制１∶２０００的过氧化物同工酶

（ＰＯＤ）溶液，室温轻摇浸泡膜条１５ｍｉｎ。弃去ＰＯＤ溶液，用 Ａ

液室温轻摇洗２次，每次５ｍｉｎ，然后再用Ｃ液室温洗膜１～２

ｍｉｎ。同时配制显色液，将膜条浸泡于显色液中避光显色１５ｍｉｎ

左右，即可见斑点显现，若显色较弱可适当延长显色时间，显色

完毕将膜条浸泡在水中清洗，最后取出膜条于４℃保存。

１．３．４　结果判定　膜条上有２４个方格，依次排列着２３种

ＨＰＶ型别，另一个方格为质控点。结果判定时，首先看膜条的

质控点是否有蓝色圆点出现，若有则判本次实验成功，然后看

哪些方格有蓝色圆点出现，哪个方格有蓝色圆点出现则判定与

其相对应的 ＨＰＶ型阳性，每次实验都设有阴性和阳性对照。

１．４　统计学处理　用 ＭｉｃｒｏＥＸＣＥＬ软件建立数据库，制作表

单进行数据的录入，最后得到成型的数据库，用ＳＰＳＳ１３．０软

件进行统计分析，对目前公认的１８种高危型，５种低危型在不

同人群中的分布进行统计描述和分析。

２　结　　果

２．１　ＨＰＶ感染的型别分布　在检测出的９５５例阳性标本中，

除 ＨＰＶ４４、ＭＭ４未检测出来外，其他各型均有检出。其中高

危型 感 染 ＨＰＶ１６ 最 多 为 （３４．４５％），其 次 为 ＨＰＶ５８

（１１．５２％）；低危型感染 ＨＰＶ４３为首（９．８４％），其次为 ＨＰＶ

１１（８．６９％）。高危型检出数是低危型检出数的３．５倍。

表１　　ＨＰＶ亚型感染情况

ＨＰＶ亚型 检出数（狀） 总检出率（％） 高危型／低危型检出率（％）

高危型 １００７ － １００．００

　１６ ３２９ ３４．４５ ３２．６７

　５８ １１０ １１．５２ １０．９２

　５２ １０５ １０．９９ １０．４３

　３３ ７０ ７．３３ ６．９５

　１８ ６９ ７．２３ ６．８５

　６６ ５３ ５．５５ ５．２６

　５６ ５０ ５．２４ ４．９７

　３１ ４９ ５．１３ ４．８７

　６８ ３６ ３．７７ ３．５７

　５９ ３０ ３．１４ ２．９８

　５３ ２６ ２．７２ ２．５８

　３５ １９ １．９９ １．８９

　４５ １７ １．７８ １．６９

　７３ １５ １．５７ １．４９

　５１ １２ １．２６ １．１９

　８３ ９ ０．９４ ０．８９

续表１　　ＨＰＶ亚型感染情况

ＨＰＶ亚型 检出数（狀） 总检出率（％） 高危型／低危型检出率（％）

　３９ ８ ０．８４ ０．７９

　ＭＭ４ ０ ０．００ ０．００

低危型 ２８６ － １００．００

　４３ ９４ ９．８４ ３２．８７

　１１ ８３ ８．６９ ２９．０２

　６ ６９ ７．２３ ２４．１３

　４２ ４０ ４．１９ １３．９９

　４４ ０ ０．００ ０．００

　　－：此项无数据。

２．２　ＨＰＶ各型感染情况　在混合感染的２４９例标本中，两种

亚型的混合最为常见，占感染检出率的１９．２７％；３种及以上亚

型感染检出率仅占总感染的６．８１％。高危型和低危型混合感

染１１０例，占总感染１１．５２％；高危型混合感染１１８例，占总感

染的１２．３６％；低危型混合感染１３例，占总感染的１．３６％。

表２　　ＨＰＶ感染情况

感染类型 阳性数 检出率（％）

单一感染 ７０６ ７３．９３

两种亚型感染 １８４ １９．２７

多种感染 ６５ ６．８１

高危型感染 ５８２ ６０．９４

低危型感染 １３２ １３．８２

高危型混合感染 １１８ １２．３６

高危型与低危型感染 １１０ １１．５２

低危型混合感染 １３ １．３６

２．３　ＨＰＶ感染的年龄分布　本研究将感染者分为≤２０岁、

＞２０～３０岁、＞３０～４０岁、＞４０岁４个年龄组，其 ＨＰＶ的感

染率依次为６．４９％、２２．９３％、３９．２７％、３１．３１％，＞３０～４０岁

年龄组是 ＨＰＶ感染的主要年龄阶段。

表３　　不同年龄 ＨＰＶ感染情况

年龄组 阳性数（狀） ＨＰＶ感染率（％）

≤２０ ６２ ６．４９

＞２０～３０ ２１９ ２２．９３

＞３０～４０ ３７５ ３９．２７

＞４０ ２９９ ３１．３１

合计 ９５５ １００．００

３　讨　　论

３．１　ＨＰＶ感染状况　ＨＰＶ是一种通过性生活传播的病毒，

通常感染没有明显症状。据统计，至少有５０％的妇女其一生

都会感染 ＨＰＶ，而５０岁之前感染 ＨＰＶ的几率高达８０％。非

洲 ＨＰＶ感染率约２２．１％，亚洲８．０％，北美洲１１．３％，中美洲

和墨西哥２０．４％，欧洲８．１％
［４］，不同地区有一定差异，这可能

是由于 ＨＰＶ本身的地域性差异及不同的研究者选择的目标

人群和采用的检测方法不同引起的。

０２６ 重庆医学２０１３年２月第４２卷第６期



３．２　ＨＰＶ亚型分布特点　研究表明，ＨＰＶ亚型分布也存在

地域性差异，不同亚型 ＨＰＶ 感染致癌性及其后果不同
［５］。

Ｂａｏ等
［６］研究的中国宫颈癌常见亚型为 ＨＰＶ１６、１８、５８、３３、

５２、４５、３１及３５型；宫颈癌前病变中常见亚型为 ＨＰＶ１６、５８、

５２、１８、３３、３１。

本研究显示 ＨＰＶ高危型感染中常见的亚型为 ＨＰＶ１６、

５８、５２、３３、１８、６６、５６，与前人的研究有所偏差，原因可能归结为

ＨＰＶ亚型分布的地域性差异；低危型感染中 ＨＰＶ４３、１１、６、

４２均占有较大比例，与前人结果比较６、１１没有占有主导地

位，但是４种亚型均是广范围报道的 ＨＰＶ低危型亚型。

３．３　单一感染与多重感染　本研究中 ＨＰＶ多重感染的比例

为２６．０８％，低于Ｂａｃｈｔｉａｒｙ等
［７］（４３．９％），与其他文献一致

［８］。

不少学者认为 ＨＰＶ的多重感染并不少见，检出率高低除与研

究人群有关外，还与检测方法有关。在本研究中，多重感染主

要是二重感染，最常见的为 ＨＰＶ１６合并的感染。Ｈｏ等
［９］学

者认为 ＨＰＶ多重感染者出现持续感染的危险性更大，支持本

研究结果。

３．４　ＨＰＶ与宫颈癌的关系　宫颈癌发病率高，在女性恶性肿

瘤的发病率中位居第２。研究表明，ＨＰＶ的持续感染是宫颈

癌及宫颈上皮内瘤变（ＣＩＮ）的主要病因。高危型 ＨＰＶ的持续

感染是宫颈癌及其癌前病变发生、发展的必要条件。宫颈癌患

者的高危型 ＨＰＶ 感染阳性率为１００％，ＣＩＮⅡ和 ＣＩＮⅢ为

９７％，ＣＩＮⅠ为６１．４％。

不同 ＨＰＶ亚型的致病力不同，据 Ｍｕｎｏｚ等
［１０］统计，虽然

各级别病变间感染型别存在差异，但高危型 ＨＰＶ１６、５８、１８、

５６、３３在各级别病变组均占有一定优势，本研究亦支持上述结

果。ＨＰＶ多重感染率随病变级别增加而增加，一定程度上说

明多重感染对宫颈病变的发生、发展起促进作用。结果与Ｆｉｆｅ

等［１１］的研究一致，但也有不少学者提出反对意见［１０］。

３．５　ＨＰＶ与年龄的关系　ＨＰＶ与年龄具有相关性，据ｄｅ

Ｓａｎｊｏｓｅ等
［４］的研究显示：ＨＰＶ感染高峰在３４岁之前，３５～４４

岁的 ＨＰＶ感染率随之降低，而对于大于４５岁组，除亚洲外其

他地区的感染率又有所增加。本研究结果有所不同，原因可能

在于，统计的标本量有限，不能客观反映 ＨＰＶ感染年龄本身，

也存在患者来源集中的问题，ＨＰＶ感染一般症状不明显，很多

年轻妇女忽略了 ＨＰＶ的常规检查也是一个很大的因素。
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