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　　摘　要：目的　通过对妇科门诊患者人乳头瘤病毒（ＨＰＶ）感染情况的研究，为该地区 ＨＰＶ流行病学的研究提供理论依据。

方法　对２０１１年１月至２０１３年１２月，来该院妇产科门诊就诊的１２１９６例患者进行登记，采集宫颈分泌物作为标本，利用ＰＣＲ

对 ＨＰＶ进行分型检测，对患者的年龄分布、感染型别及多重感染的情况进行统计。结果　本研究１２１９６例患者中检出 ＨＰＶ阳

性３７５４（３０．８％）例，其中高危型感染率为６１．６７％，排在前３位的为 ＨＰＶ５８、ＨＰＶ１６和 ＨＰＶ５２；低危型感染率为２１．２３％，低危

型感染以 ＨＰＶ６和 ＨＰＶ４３为主。多重感染患者中以二重感染为主。各年龄段 ＨＰＶ感染率之间差异有统计学意义（χ
２＝

１２９．７６，犘＜０．０５），不同年龄段 ＨＰＶ感染率呈现出“Ｕ”形曲线。结论　重庆地区妇科门诊患者 ＨＰＶ感染具有明显的地区特异

性和年龄差异性，临床诊断中应特别关注感染率较高的 ＨＰＶ５８、ＨＰＶ１６和 ＨＰＶ５２亚型，≤２５、≥４６年龄段是 ＨＰＶ感染的２个

高峰，应加强对这２个年龄段 ＨＰＶ的筛查。
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　　人乳头瘤病毒（ｈｕｍａｎｐａｐｉｌｌｏｍａｖｉｒｕｓ，ＨＰＶ）属于乳多空

病毒科的乳头瘤空泡ＤＮＡ病毒，定向感染人类皮肤及黏膜组

织，能引起人体皮肤黏膜的鳞状上皮增殖，表现为寻常疣、生殖

器疣（尖锐湿疣）等症状。目前已鉴定出１００多种亚型，其中

４０多种与生殖器皮肤黏膜的病变有关，根据其致癌性分为高

危型和低危型２类，前者常引起宫颈癌等恶性病变，后者常引

起尖锐湿疣等良性病变。流行病学研究表明，高危型 ＨＰＶ的

持续感染是引起宫颈癌的主要原因［１］。１９９９年，国际癌症研

究机构（ＩＡＲＣ）通过对２２个国家一项研究显示，在９９．７％的

宫颈癌组织中检测到 ＨＰＶＤＮＡ
［２］。

ＨＰＶ基因序列的多样性造成各地区 ＨＰＶ亚型的分布存

在着一定的差异［３］，这些差异导致病毒ＤＮＡ的结构域或功能

域发生变化，从而影响宿主对病毒的免疫应答。因此，了解

ＨＰＶ亚型在不同地区的分布及感染情况，对 ＨＰＶ感染的诊

断和防治具有重要意义。本文旨在通过对重庆地区１２１９６例

妇科门诊患者 ＨＰＶ亚型感染情况的研究，为重庆地区 ＨＰＶ

感染的流行病学研究提供理论依据。

１　资料与方法

１．１　一般资料　选择２０１１年１月至２０１３年１２月来本院妇

产科门诊就诊的１２１９６例女性患者为研究对象，２９１人年龄不

详，其余年龄１５～６８岁，其中，≤２５岁６２６６例，２６～３５岁

３１０７例，３６～４５岁１８４２例，≥４６岁６９０例。纳入标准：患有

１种或几种宫颈疾病，没有做过宫颈切除手术，标本采集时不

处于月经期，除去复查患者。全部标本采集均由医师征得患者

同意并承诺保护患者隐私。

１．２　方法

１．２．１　标本采集　标本采集前３ｄ不得冲洗阴道，２４ｈ内不

得有性行为，未处于经期。用棉拭子将宫颈口过多的分泌物擦

去，取出宫颈刷于宫颈口单向旋转４～５周，以获得足量的上皮

细胞，然后将其放入盛有生理盐水的采集管中，２～８℃保存，

７ｄ内检测，－２０℃保存不超过３个月。

１．２．２　主要仪器与试剂　 ＨＰＶ基因分型（２３型）检测试剂盒
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（深圳亚能生物技术有限公司），ＭＧ９６＋型ＰＣＲ扩增仪（杭州

朗基科学仪器有限公司），ＦＹＹ３型分子杂交仪（兴化市分析

仪器厂）。

１．２．３　检测方法　 （１）ＨＰＶＤＮＡ提取：取宫颈细胞采集液

１ｍＬ于１．５ｍＬ离心管中，１３０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，弃上清

液。加入５０μＬ细胞裂解液，混匀，１００℃煮沸１０ｍｉｎ，１３０００

ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，保留上清液备用。（２）ＰＣＲ扩增：ＰＣＲ反应

体系（深圳亚能生物技术有限公司提供），ＰＣＲ反应液２０μＬ，

加入模板ＤＮＡ５μＬ，反应前每管滴加１滴矿物油。ＰＣＲ温控

体系，５０℃１５ｍｉｎ，９５℃１０ｍｉｎ；９４℃３０ｓ，４２℃９０ｓ，７２℃

３０ｓ，４０个循环；７２℃５ｍｉｎ。（３）反向膜杂交：取１５ｍＬ离心

管，放入标有样本编号的膜条（应在膜条编号处用中性笔标

记），加入８ｍＬ杂交液［２×标准枸橼酸盐水（ＳＳＣ），０．１％十二

烷基硫酸钠（ＳＤＳ）］和２５μＬＰＣＲ产物，沸水浴１０ｍｉｎ，取出，

拧紧瓶盖，５０℃杂交９０ｍｉｎ。取出膜条，放入盛有５０ｍＬ洗涤

液（０．５×ＳＳＣ，０．１％ＳＤＳ）的离心管，５０℃洗膜１０ｍｉｎ，阴性质

控品和阳性质控品同步处理。（４）洗膜：按杂交液∶过氧化物

酶（ＰＯＤ）＝２０００∶１配制孵育液（２张膜条需４ｍＬＰＯＤ，配制

成８ｍＬ孵育液，４张膜可用６μＬＰＯＤ母液，配制成１２ｍＬ孵

育液），室温轻摇孵育３０ｍｉｎ，弃掉孵育液。用杂交液室温轻摇

２次，每次５ｍｉｎ。用０．１ｍｏｌ柠檬酸钠溶液室温轻洗１～２

ｍｉｎ，同时配制显色液，显色液需新鲜配制，０．１ｍｏｌ柠檬酸钠

溶液∶四甲基联苯胺（ＴＭＢ）∶３０％ Ｈ２Ｏ２＝１９ｍＬ∶１ｍＬ∶２

μＬ）。将膜条浸泡于显色液中，避光显色至少３０ｍｉｎ，转移至

去离子水中浸泡即可观察结果。

１．２．４　质量控制　所有检验人员均经过专业的培训，拥有

ＰＣＲ上岗证件；实验前对操作区进行３０ｍｉｎ紫外灯照射，检验

设备和检验试剂均通过国家临检中心认证；每次实验均设有阴

性对照和阳性对照。

１．２．５　结果判定　膜条上有２４个圆形斑点，其中ＰＣ点为显

色质控点，其他２３个斑点均有相应 ＨＰＶ亚型所对应的探针。

每张膜条ＰＣ位点处均应有蓝色斑点出现，此时结果的判读视

为成功，ＰＣ位点不显现蓝色斑点则提示实验失败。阴性质控

的杂交膜条除ＰＣ位点有蓝色斑点外，其他位点均不出现显色

信号；阳性质控品处ＰＣ位点出现显色信号外，必须在相应

ＨＰＶ基因型位点出现显色信号，否则说明实验失败，提示

ＰＣＲ扩增或杂交失败。

１．３　统计学处理　ＨＰＶ感染具有显著的年龄差异性，为了更

好地反应不同年龄段间 ＨＰＶ感染的情况，参照文献［４］发布

的世界人口统计标准，将年龄分成４组，≤２５、２６～３５、３６～４５、

≥４６岁。所有数据通过ＳＰＳＳ１９．０和Ｅｘｃｅｌ２００３进行统计分

析，计量资料以狓±狊表示，采用狋检验；计数资料以率或百分

比表示，采用χ
２ 检验。以犘＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　各年龄段 ＨＰＶ感染情况　在受检的１２１９６例标本中，

共检测出３７５４例 ＨＰＶ阳性患者，检出率为３０．８％。≤２５、

２６～３５、３６～４５、≥４６岁受检者 ＨＰＶ检出率分别为３１．６％、

２８．５％、２８．８％和３７．５％，不同年龄段 ＨＰＶ感染率呈现出

“Ｕ”形曲线（图１）。４个年龄段中，≥４６年龄段 ＨＰＶ感染率

最高，与其他３组比较差异有统计学意义（χ
２＝２９．６７，犘＜

０．０５），见表１。

２．２　各年龄段 ＨＰＶ感染构成比　３７５４例阳性标中，各年龄

段 ＨＰＶ单重感染率和多重感染率之间有差异有统计学意义

（χ
２＝１２９．７６，犘＜０．０５）。每个年龄组的主要感染构成均为单

重感染，其中３６～４５岁年龄段单重感染率（７８．１５％）显著高于

其他年龄段；各年龄段多重感染患者中，以二重感染为主，≤２５

岁年龄段的三重和四重感染率显著高于其他年龄段；在２６～

４５岁年龄段，多重感染率的分布呈下降趋势，４６岁以后多重感

染有所回升，见表２。

图１　　各年龄段 ＨＰＶ感染曲线

表１　　各年龄段 ＨＰＶ感染情况统计表［狀（％）］

项目 阳性 阴性 合计

年龄不详 １０１（３４．７）ａｂｃ １９０（６５．３） ２９１

≤２５ １９７８（３１．６）ｃ ４２８８（６８．４） ６２６６

２６～３５ ８８５（２８．５）ｂ ２２２２（７１．５） ３１０７

３６～４５ ５３１（２８．８）ｂｃ １３１１（７１．２） １８４２

≥４６ ２５９（３７．５）ａ ４３１（６２．５）ａ ６９０

合计 ３７５４（３０．８） ８４４２（６９．２） １２１９６

表２　　各年龄段 ＨＰＶ感染构成比（％）

年龄（岁） 单重感染 二重感染 三重感染 四重及以上感染

≤２５ ６９．０６ １７．６７ ６．３７ ４．９０

２６～３５ ７３．２２ １９．３２ ４．７５ ２．７１

３６～４５ ７８．１５ １５．４４ ４．７１ １．６９

≥４６ ７２．５９ １８．９２ ５．４１ ３．０９

２．３　ＨＰＶ阳性标本主要型别分布　本次研究检测出全部２３

种亚型，其中高危型１８种，低危型５种。３７５４例ＨＰＶ阳性标

本中，高危型感染数为２３１５（６１．６７％）例，排在前６位的分别

为 ＨＰＶ５８（１０．３４％）、ＨＰＶ１６（１０．２４％）、ＨＰＶ５２（１０．０９％）、

ＨＰＶ５６（６．４９％）、ＨＰＶ３３（５．６６％）、ＨＰＶ１８（４．５６％）；低危型

感染数为 ７９７（２１．２３％）例，前 ３ 位为 ＨＰＶ６（１０．７０％）、

ＨＰＶ４３（７．３１％）、ＨＰＶ１１（４．６０％）；高低危混合感染数为６４２

（１７．１０％），见表３。

表３　　阳性标本中各主要型别 ＨＰＶ的分布

ＨＰＶ型别 检出数（狀） 检出率（％）

高危型

　５８ ４８８ １０．３４

　１６ ４８３ １０．２４

　５２ ４７６ １０．０９
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续表３　　阳性标本中各主要型别 ＨＰＶ的分布

ＨＰＶ型别 检出数 检出率（％）

　５６ ３０６ ６．４９

　３３ ２６７ ５．６６

　１８ ２１５ ４．５６

　６６ １８７ ３．９６

　６８ １８２ ３．８６

　３１ １７２ ３．６５

　５９ １４８ ３．１４

　５３ １４６ ３．０９

　３５ １１５ ２．４４

　５１ １１４ ２．４２

　其他 １９４ ４．１１

低危型

　６ ５０５ １０．７０

　４３ ３４５ ７．３１

　１１ ２１７ ４．６０

　４２ １５５ ３．２９

　８１ ３ ０．０６

３　讨　　论

　　世界范围内，宫颈癌是一种较常见的妇女疾病，女性恶性

肿瘤中排第 ２ 位，发病率高达 １８７／１００００００，其中超过

８５．００％的感染者存在于发展中国家
［４５］。大量的流行病学研

究表明 ＨＰＶ的持续感染在宫颈癌变中扮演着重要的角色。

ＨＰＶＤＮＡ检测呈阳性的妇女患上宫颈癌症风险高于呈阴性

的妇女５０倍
［６］。ＨＰＶ感染已成为最常见的性传播疾病之一，

调查显示，至少有５０．００％的人一生中至少感染１次生殖器

ＨＰＶ，美国每年大约有２６万人在４５岁之前就感染过ＨＰＶ
［４］。

ＨＰＶ的分布具有地域差异性，各地区感染率相差很大，世界范

围内［７］非洲感染率为２２．１０％，中美洲和墨西哥为２０．４０％，欧

洲８．１９％，我国各地的报道显示
［８１１］，北京５７．１０％，湖南

４４．４５％，福建３６．１０％。本研究中，ＨＰＶ感染率为３０．８０％，

与其他地区研究有一定差异，这可能是 ＨＰＶ分布的地域差异

性，也可能不同研究者选择的目标人群和研究方法不同引起

的。从各年龄段 ＨＰＶ感染情况看，≤２５、≥４６岁年龄段显著

高于其他年龄段，不同年龄段 ＨＰＶ感染率呈现出“Ｕ”形曲线，

与聂芳妹等［９］报道相似。

ＨＰＶ亚型的分布具有地域差异性，不同亚型的致病能力

不同。因此，对 ＨＰＶ筛查的分型显得至关重要。本研究中，

高危型 ＨＰＶ的感染率为６１．６７％，低危型感染率为２１．２３％，

高低危亚型混合感染率为１７．１０％，显示重庆地区 ＨＰＶ的感

染以高危型感染为主。高危型 ＨＰＶ感染率排在前６位的为

ＨＰＶ５８（１０．３４％）、ＨＰＶ１６（１０．２４％）、ＨＰＶ５２（１０．０９％）、

ＨＰＶ５６（６．４９％）、ＨＰＶ３３（５．６６％）、ＨＰＶ１８（４．５６％），低危型

感染 率 前 ３ 位 的 为 ＨＰＶ６（１０．７０％）、ＨＰＶ４３（７．３１％）、

ＨＰＶ１１（４．６０％），这一结果与本地区的其他报道
［９，１２］有一定程

度程度的差异，究其原因，可能是 ＨＰＶ亚型分布在重庆地区

的一个真实表现，也有可能是研究者所选的研究对象、研究标

本数量以及研究方法之间存在一定程度的差异引起的。

重庆地区不同年龄 ＨＰＶ亚型单重感染和多重感染构成

比中，单重感染是 ＨＰＶ感染的主要形式，这可能是 ＨＰＶ感染

的一个特点，与国内报道一致［９１１］。各年龄段多重感染患者

中，以二重感染为主，≤２５岁年龄段的三重和四重感染率显著

高于其他年龄段。在４５岁之前，多重感染率的分布呈下降趋

势，４６岁以后多重感染有所回升，这可能与女性青春期和更年

期机体内环境变化有关，这２个时期机体免疫力和激素水平都

有所变化，可能会造成对 ＨＰＶ病毒的免疫力下降。提示，在

进行 ＨＰＶ筛查时，应重视这２个年龄段的人群。
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