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广西宫颈癌患者HPV感染情况的分子流行病学调查*

王 鹤① 于继云② 李 力①

摘要 目的：调查人乳头瘤状病毒（Human papillomavirus，HPV）各亚型在广西壮族自治区宫颈癌患者中的分布情况，为宫颈

癌疫苗的研制提供理论依据。方法：应用凯普HPV核酸扩增分型检测试剂盒对515例广西宫颈癌患者的宫颈组织DNA进行21
种HPV亚型的检测；并应用实时荧光定量PCR对HPV16、18和58型阳性样本各50、48和41例的病毒负载量进行了绝对定量检

测。结果：1）检测的 515例样本中 473例HPV阳性，HPV总阳性率为 91.84%。HPV16的阳性率最高，为 81.40%；其次为HPV18
（10.15%）；第三位是HPV58（8.67%）。排在前五位的HPV亚型依次为HPV 16、18、58、52及31。2）检测样本中HPV16、18和58型的

病毒负载量几何均数分别为2.398 5、0.017 3、0.038 1。HPV16分别与HPV18和58型的病毒负载量比较，有显著性差异（P<0.05）；

HPV18与58型的病毒负载量比较，无显著性差异（P>0.05）。结论：广西宫颈癌患者中有较高的HPV阳性率，其中HPV16型排在

首位，HPV18和58虽然分列第二、三位，但阳性率明显低于HPV16。HPV16的病毒负载量远远高于HPV18和58，说明HPV16的

高病毒负载量与其高阳性率可能存在一定关系。
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Abstract Objective: This study aims to investigate the distribution of human papillomavirus (HPV) subtypes in Guangxi cervical

cancer patients and to provide theoretical bases for research on Guangxi HPV vaccine. Methods: A total of 21 subtypes of HPV from 515

cervical cancer cases in the Guangxi Zhuang Autonomous region were detected using flow-through hybridization and gene chip technology.

The viral loads of HPV16, HPV18, and HPV58 from 50, 48, and 41 patients, respectively, were examined by quantitative fluorescence PCR.

Results: 1) Among the 515 cervical cancer cases, 473 (91.84%) were HPV positive. The positive rate of HPV16 was the highest (81.40%),

followed by HPV18 (10.15%) and then HPV58 (8.67%). The top five HPV subtypes in Guangxi cervical cancer patients were HPV16, HPV18,

HPV58, HPV52, and HPV31. 2) The viral load geometric means of HPV16, HPV18, and HPV58 were 2.3985, 0.0173, and 0.0381, re-

spectively. The viral load geometric mean of HPV16 was significantly higher than that of HPV18 and HPV58 (P<0.05). However, no

significant difference in the viral load geometric mean was found between HPV18 and HPV58 (P>0.05). Conclusion: The positive rate of

HPV is very high in the Guangxi region. The positive rate of HPV16 is the highest, followed by HPVl8 and then HPV58. The positive rate

and average viral load of HPV16 were both higher than those of HPV18 and HPV58. Thus, a relationship between the high viral load and

high positive rate of HPV may exist.

Keywords Human papilloma virus; Cervical cancer; Guangxi

子宫颈癌是常见的妇科恶性肿瘤之一，发病率在

女性恶性肿瘤中居第二位。近10余年来以大规模人

群为基础的流行病学资料显示：在99%以上的宫颈癌

中存在HPV DNA，HPV感染是宫颈癌发生的首要因

素且为始动因素。我国最近完成的两项中国与亚洲

妇女子宫颈组织中HPV型别分布的Meta研究结果显

示［1］：HPV58型在我国宫颈癌妇女中是继HPV16和

18之后的第三重要型别。由于各型HPV之间基因的

差异性导致抗原表位的不同，因此，各型HPV疫苗之

间并无交叉保护作用；并且HPV基因型的分布存在

地域差异，近期尚无关于广西地区宫颈癌HPV感染

分子流行病学的详细报道。基于上述原因，本研究
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拟对广西地区HPV感染情况、基因型分布以及感染

率高的 HPV基因型病毒负载量进行调查，为广西

HPV疫苗研制提供依据。

1 材料与方法

1.1 材料

1.1.1 临床资料 525例宫颈癌组织标本均来自广

西医科大学附属肿瘤医院妇瘤科2002年5月至2008
年 5月收治的宫颈癌患者，所有标本均经病理确诊。

宫颈癌临床分期、病理组织学分级及细胞分化程度

均参照 FIGO 2009年的宫颈癌诊治规范标准。患者

年龄 24～73岁，平均年龄（48.25±10.11）岁。所有宫

颈组织标本均在放疗或化疗之前宫颈活检时收集，

取自肿瘤原发病灶。标本提取后立即放入液氮中保

存，备提DNA用。

1.1.2 引物、菌株和测序 管家基因β-globin、GAP⁃
DH引物、HPV16、18、58型E6引物均由 Invitrogen公

司合成；宿主菌大肠杆菌DH-5α由本实验室保存；质

粒测序由 Invitrogen公司完成。

1.1.3 工具酶和试剂 HPV-DNA提取试剂盒、HPV
核酸扩增分型检测试剂盒均由广东潮州凯普生物化

学有限公司提供；2×Easy Taq PCR SuperMix购自北京

全式金生物技术有限公司；DNA电泳用琼脂糖购自

BIOWEST AGAROSE公司；氨苄青霉素为华北制药有

限公司产品；StarPrep 快速 DNA 凝胶回收试剂盒、

StarPrep质粒小量快速提取试剂盒和 EZ-T Ligation
Kit T 载体快速连接试剂盒购自GenStar Biosolutions
Co，Ltd公司；Ex Taq DNA聚合酶、Solution Ⅰ快速连

接酶为TaKaRa公司产品；SYBR GREE I 荧光染料购

自上海捷瑞生物技术有限公司。

1.1.4 仪器 多通道PCR仪（美国Therm公司）；凯普

医用核酸分子快速杂交仪（潮州凯普公司）；实时PCR
检测仪（美国Bio-Rad 公司）。

1.2 方法

1.2.1 宫颈癌组织 DNA 提取 525 例宫颈癌组织

DNA的提取根据凯普公司提供的HPV-DNA提取试

剂盒说明书完成。以提取到的DNA为模板，以管家

基因β-globin 为引物，通过 PCR 方法检测 DNA 质

量。在 56℃的退火温度下三步法进行 35个循环的

PCR反应，产物1.5%琼脂糖凝胶电泳，如可见268 bp
左右的条带，即可证实DNA提取成功。

1.2.2 HPV感染率及型别检测 人乳头状瘤病毒

（HPV）基因微阵列分型检测试剂盒是以凯普医用核

酸分子快速杂交仪为平台，利用导流杂交的原理，在

已经固定好核酸探针的低密度基因芯片膜上，可一

次性快速检测占中国人群HPV感染95%的21种HPV
亚型的基因分型。此21种亚型包括13种高危亚型：

16、18、31、33、35、39、45、51、52、56、58、59、68；5种低

危亚型：6、11、42、43、44；3种中国人群常见亚型：53、
66和CP8304型（中国人特有的低危亚型）。采用上

述试剂盒检测DNA提取成功的515例患者HPV感染

情况。

1.2.3 实时荧光定量 PCR检测 HPV16、HPV18和

HPV58病毒负载量，实时荧光定量 PCR标准品制备

HPV16 E6、HPV18 E6和HPV58E6基因片段扩增以

前期检测的单一HPV16、18和 58型阳性的宫颈癌组

织DNA为模板，采用PCR方法获得。PCR产物经切

胶回收后分别与EZ-T Ligation Kit T 载体经Solution I
快速连接酶连接后转化入E. coli.DH5α感受态大肠杆

菌，经氨苄青霉素培养皿筛选，挑取阳性克隆摇菌提

质粒，经PCR初步鉴定阳性者送公司测序，最终鉴定正

确者分别命名为HPV16 E6、HPV18 E6和 HPV58E6
EZ-T质粒。

GAPDH-EZ-T 质 粒 标 准 品 的 制 备 过 程 同

HPV16 E6、HPV18 E6 和 HPV58 E6 EZ-T 质粒的制

备。将 HPV16 E6、HPV18 E6、HPV58E6 和 GAPDH
EZ-T共 4种质粒溶液分别检测A260和A280值，根据公

式计算出质粒DNA的浓度和拷贝数，后将上述质粒

溶液分别倍比稀释成 1010、109、108、107、106、105、104

Copies/μL共7个浓度梯度的标准品。2）实时荧光定

量PCR检测HPV16、HPV18和HPV58病毒负载量 进

行 real-time Q-PCR检测前，先用紫外分光光度仪分

别检测各待测的宫颈癌组织DNA的OD值，并换算出

浓度，后用灭菌三蒸水将各待测DNA稀释成同一浓

度，冻于-20℃备用。通过 SYBR Green I染料法对待

测样品进行实时荧光定量 PCR检测：分别将病毒质

粒标准品与GAPDH EZ-T质粒标准品同时与待检测

的已确定单一感染HPV16、18或 58型的宫颈癌组织

DNA进行同步实时荧光定量PCR扩增，建立双标准

曲线，对各待测样品DNA的HPV病毒负载量进行绝

对定量检测，同时加入阴、阳性对照品进行扩增。在

避光条件下建立如下反应体系（总体系 20 μL）：10×
PCR Buffer（with MgCl2）2.0 μL、2.5 mM dNTPs 0.8μL、
上游引物 0.4 μL、下游引物 0.4 μL、SYBR Green I
0.5 μL、DNA模板1.0 μL、灭菌去离子水14.7 μL、Taq
0.2 μL。反应条件：94℃预变性3 min；94℃变性1 min，
退 火 1 min（HPV16：57℃ ；HPV18：58℃ ；HPV58：
54℃），72℃延伸 1 min，40个循环；并在退火时采集

荧光。

1.3 统计学处理

数据处理采用 SPSS 13.0 软件包进行统计分析。

正态分布的计量资料以 x±s表示，偏态分布以中位数

及四分位数表示。计量资料方差齐者以 t检验、单因
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中国肿瘤临床 2012年第39卷第24期

素方差分析（One-way ANOVA）进行统计学处理，方

差不齐者以秩和检验进行统计学分析。计数资料的

比较采用χ2检验。P值均为双侧检验，以P<0.05为差

异有统计学意义。病毒负载量以计算几何平均数来

表示，并在各组的几何平均数间进行比較。

2 结果

2.1 宫颈癌组织DNA质量鉴定结果

分别以 525例宫颈癌组织中提取的 DNA为模

板，用产物长度为268 bp的管家基因β-globin 引物进

行PCR检测，结果515例宫颈癌组织DNA均在268 bp
左右可见明显条带（图 1），证明 515例DNA质量佳，

可以进行下一步实验。

M：DNA marker（DL600）；1～9：DNA Sample1～9
图1 管家基因 β-globin PCR 扩增的1.5%琼脂糖凝胶电泳检测

Figure 1 Agarose gel electrophoresis of DNA amplified by β-globin

2.2 515例宫颈癌患者中HPV各亚型的分布

用凯普HPV分型试剂盒检测提取质量好的 515
例宫颈癌组织DNA，结果473例HPV阳性，HPV总阳

性率为91.84%。HPV16在HPV阳性的宫颈癌患者中

出现的频率最多，为385例（81.40%）；其次为HPV18，
为 48 例（10.15%）；第 三 位 是 HPV58，为 41 例

（8.67%）。排在前五位的HPV亚型按其出现的频率

多少排列依次为HPV16、HPV18、HPV58、HPV52及

HPV31，其 次 为 HPV53、HPV33、HPV59、HPV39、
HPV66；HPV35、HPV43、HPV51 最少，结果见表 1。
计算HPV出现的频率时若一例宫颈癌患者被多重感

染，则其中感染的各型HPV各算一次。

2.3 实时荧光定量 PCR检测HPV16、18、58病毒负

载量条件的建立

2.3.1 HPV16、18、58 E6 EZ-T质粒和GADPH-EZ-T
质粒测序验 将构建好的HPV16、18、58 E6 EZ-T质

粒和 GADPH-EZ-T 质粒分别送测序，测序结果在

NCBI上进行BLSAST比对，结果与HPV16、18、58 E6
基因和GADPH基因的同源性分别达到100%、100%、

99%和97%，证实该质粒构建成功。

2.3.2 HPV16、18、58 E6 EZ-T质粒和GADPH-EZ-T
质粒标准曲线的建立 1）GADPH-EZ-T质粒标准曲

线：以倍比稀释的GADPH-EZ-T质粒标准品为模板，

通过实时荧光定量扩增得到的标准曲线相关系数是

0.977，相关性佳，说明其作为检测GADPH的标准品

条件良好。2）HPV16、18、58 E6-EZ-T质粒扩增标

准曲线结果：分别以倍比稀释的 HPV16、18、58
E6-EZ-T质粒标准品为模板，通过实时荧光定量扩

增得到的三条标准曲线相关系数分别为0.991、0.976
和0.992（图2），相关性佳，说明三者作为检测HPV16、
18、58（+）的宫颈组织DNA的标准品条件良好。

表1 HPV各亚型在515例宫颈癌及473例HPV阳性宫颈癌患

者中的频率分布

Table 1 Frequency distributions of the different subtypes of HPV in 515
cases with cervical cancer and 473 with HPV-positive cervical cancer

图2 GADPH-EZ-T质粒标准品的标准曲线和溶解曲线

Figure 2 Standard and melting curves of GADPH-EZ-T plasmid

2.3.3 实时荧光定量检测HPV16、18、58阳性宫颈癌

组织 DNA 中的病毒负载量 分别对 HPV16 E6、
HPV18 E6、HPV58 E6 EZ-T质粒和GADPH-EZ-T质

粒倍比稀释成系列浓度梯度的标准品进行检测，建

立“检测结果（Ct值）-标本浓度”对应直线，通过仪器
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的软件自动计算出标本浓度，最低检出拷贝数为 50
拷贝/细胞。对于每个阳性标本，因为有HPV16 E6、
HPV18 E6、HPV58 E6 EZ-T质粒标准品定量，所以系

统软件都会自动生成一个定量值；同时对于每个样

本相对应的内标（GADPH）也有一个定量值，该内标

的定量值可以反映出对应标本的宫颈细胞浓度。

运用实时荧光定量分别检测了HPV16、HPV18
和HPV58阳性的宫颈癌组织DNA各 50、48和 41例，

每例样品以HPV E6拷贝数和GAPDH拷贝数的比值

来表示这一样本的病毒负载量，目的是消除不同样

本量（GAPDH拷贝数）不同所导致的HPV E6拷贝数

的差异，各型别的实时荧光定量 PCR扩增曲线见图

3。检测结果显示：检测样本中 HPV16、HPV18 和

HPV58型的病毒负载量的几何均数分别为 2.398 5、
0.017 3和 0.038 1。 HPV16分别与HPV18和HPV58
型的病毒负载量比较，有显著性差异（P<0.05）；

HPV18与HPV58型的病毒负载量比较，无显著性差

异（P>0.05）。

图3 HPV16、18、58 E6-EZ-T质粒标准品的标准曲线

Figure 3 Standard curves of HPV16, HPV18, and HPV58 E6-EZ-T
plasmids

3 讨论

广西作为经济欠发达的西部省份，近年来宫颈

癌发病率上升明显。从来自遍及广西的23个医学院

校附属医院、省级及各地市医院住院病例调查的结

果显示［2］：广西宫颈癌发病率上升速度快且年轻化趋

势明显。因此，研制能使广西妇女普遍受益的HPV
疫苗是迫切需要的。但各型HPV之间基因的差异性

导致各型HPV疫苗之间并无交叉保护作用。因此，

在进行广西HPV疫苗研制之前，了解本地HPV感染

的分布情况是非常必要的。

本研究中，我们采用凯普公司提供的HPV核酸

扩增分型检测试剂盒，先后检测了515例宫颈癌确诊

的宫颈组织DNA。结果显示，473例宫颈癌患者感染

了HPV，感染率 91.84%。HPV16的感染率最高，为

81.40%；其次为HPV18（10.15%）；第三位是HPV58
（8.67%）。排在前五位的HPV亚型依次为HPV16、
HPV18、HPV58、HPV52 及 HPV31，其次为 HPV53、

HPV33、HPV59、HPV39、HPV66；HPV35、HPV43、
HPV51最少。该数据通过与我国多省作者报道的数

据比较发现，尽管各省报道的高危HPV型别排序不

同，但 16、18和 58型却常常出现在前几位。南方地

区，刘继红等［3］报道广东妇女高危HPV型别感染率排

在前三位的是16、58和66型；张咏梅等［4］报道湖南湘

潭地区妇女高危型HPV感染率最高的是 16型，其次

是52、58、6、33、68型；徐虹等［5］报道浙江乐清地区妇

女高危型HPV感染率最高的是16型，其次是18、33、
58和 59型；江敬红等［6］报道武汉地区宫颈癌患者中

HPV感染率最高的是 16型，其次是 18、52、58和 33
型。北方地区，徐亚萍［7］报道山东潍坊地区宫颈病变

患者中高危型HPV感染率最高的是 16型，其次是

68、58和52型；刘金风［8］报道甘肃省兰州市的宫颈癌

及癌前病变的患者中HPV型别感染率排在前五位的

是16、58、31、33、52型；古扎丽努尔·阿不力孜等［9］在

新疆各地区维吾尔族宫颈癌患者中HPV型别感染率

排在前五位的是 16、18、68、45和 58型。另据全国的

最新报道证实［1］：HPV16、18、58、52和31型是我国子

宫颈癌病例中最常见的 5种HPV型别。综合以上报

道：尽管HPV58型感染率在我国各地区的排序不尽

相同，但却是我国北方和南方乃至亚洲地区子宫颈

癌标本中均为第3位常见的HPV型别。

在研究中我们还发现，HPV16的感染率远远高

于HPV18和HPV58。为探明原因，我们在进一步的

研究中，应用实时荧光定量PCR对HPV16、HPV18和
HPV58阳性样本各50、48和41例的病毒负载量进行

了绝对定量检测。结果发现：HPV16、HPV18 和

HPV58 的病毒负荷量的几何均数分别为 2.398 5、
0.017 3、0.038 1。HPV16型的病毒负载量明显高于

18和58型（P<0.05），而HPV18型的病毒负载量与58
型比较无显著性差异（P>0.05）。虽然目前对于高危

HPV病毒负载量与宫颈癌及癌前病变的损害严重程

度之间的关系还存在着争议，但高病毒负载可导致

病毒复制及支持病毒持续存在［10-11］，抑制机体的免疫

反应，减少病毒清除和细胞学转归的机会［12］，因此，

高病毒负载更易造成持续和反复感染。从本研究结

果看，HPV16型的病毒负载量比 18和 58型高得多，

这有可能是导致HPV16型感染率特别高的一个重要

因素。当HPV病毒表达旺盛时，大量的HPV癌蛋白

基因的表达，严重干扰了细胞周期的正常调控，使抑

癌基因失活，直接或间接刺激细胞增殖，导致细胞周

期失控发生永生化，进而导致细胞癌变的概率增加。

Bigras等［13］的研究显示对于同一样本行HPV检测和

细胞学检查，HPV负荷量与细胞学检查的异常程度直

接相关，似乎HPV的高负荷量与宫颈病变的严重程度

循环数（个）

荧
光

值
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有相关性。另一项超过 10年的回顾研究［14］也表明：

HPV 16持续高负荷量者，即使其最初的宫颈细胞学

结果是阴性，患宫颈原位癌的风险仍然比HPV 16阴
性者高至少30倍，在25岁之前感染HPV16高负荷量

的女性，有25%在15年后进展为原位癌，进一步说明

HPV16型的病毒负荷量与宫颈病变的进展程度相

关。另据李隆玉等［15］发现：CIN 患者手术治疗后

HPV DNA负荷量的明显下降以致转为阴性，这也从

另一个方面证明了HPV病毒负荷量与宫颈病变之间

的关系。在我们的研究中还发现，虽然HPV18型和

HPV58的病毒负荷量并不高，但是二者在宫颈癌患

者中的感染率及病变严重程度并不低，说明除了病

毒负荷量之外，还有其他因素如宿主的遗传易感性、

免疫状态、环境因素等影响宫颈病变的进展。

目前多数文献显示，20%～30%的HPV感染妇女

同时感染了多种类型的HPV。虽然多重HPV感染间

的相互影响还不太明了，但持续HPV感染与宫颈癌

发生的关系却是公认的［16］。当HPV16型持续感染导

致机体免疫力降低后，患者容易继发其他致病能力相

对较低的HPV（如HPV58型）感染。Liaw等［17］对最主

要型别HPV16与其它类型HPV感染（包括HPV58）进
行前瞻性研究，提示HPV16感染可使随后其它类型

HPV感染的危险性增加。说明要对相对低危的型别

如HPV58型等感染进行防治，必须首先提高机体的

免疫力、阻断HPV16型的持续感染，这样才能防治由

HPV16型感染继发的其他高危型别HPV感染。

总之，本研究利用PCR为基础的技术，对广西的

部分宫颈癌患者进行了HPV感染率、型别及病毒负

载量的检测，提供了一份比较完整的广西宫颈癌患

者HPV感染情况的分子流行病学资料，为广西HPV
疫苗研制提供了依据。
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