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摘要  目前发现已鉴定出的 100 多种 HPV 亚型在不同国家与地区的流行病学分布不同, 而

HPV 负荷量的高低与宫颈病变的严重程度存在相关性. 为了探讨上海地区 HPV 亚型的分布

特征及高危型 HPV 负荷量与宫颈病变的关系, 收集了就诊于上海市浦东新区公利医院宫颈

疾病门诊患者 515 例, 采用导流杂交基因芯片技术(HybriMax)对 HPV 进行基因诊断和分型; 

并使用实时荧光定量 PCR 方法检测 HPV 负荷量, 统计分析负荷量与宫颈病变程度的相关性. 

结果表明, 上海地区共检测出 18 种 HPV 亚型, 检出率大于 5%的 HPV 亚型(HPV-16, 58, 33, 

52, 31, 18)均属于高危型; 4 种高危型 HPV(16, 58, 33, 52)与宫颈病变严重程度呈显著相关; 

Spearman 等级相关分析显示, HPV 负荷量与宫颈病变级别呈正相关(r=0.318, P=0.000); 两种

高危亚型 HPV-16 和 HPV-33 的负荷量为这种正相关性的主导因素. 本研究确定了上海地区

HPV流行的主要亚型及HPV负荷量与宫颈病变程度的关系, 这为开发预防中国人群(特别是

上海地区)常见HPV亚型的多价疫苗提供了有效证据, 为高HPV负荷量作为高级别宫颈上皮

内瘤样病变及宫颈癌筛查的有意义指标提供了佐证.  
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宫颈癌是危害妇女健康的主要恶性肿瘤之一 , 

全球每年约有 53 万的新发病例和 27 万的死亡病例, 

其中 85%发生在发展中国家, 尤其是近年来年轻妇

女宫颈癌发病率有升高趋势, 据估计到 2020 年其发

病速率将增至每年 66 万 [1,2]. 宫颈上皮内瘤样病变

(cervical intraepithelial neoplasia, CIN)是宫颈癌的癌

前病变 , 而人乳头状瘤病毒 (human papillomavirus, 

HPV)感染现已被认为是 CIN 和宫颈癌发生发展的关

键因素[3,4]. 依据 HPV 亚型与宫颈癌发生的危险性分

为低危型 HPV 和高危型 HPV. WHO 于 1996 年将

HPV-16, 18, 31 和 33 认定为致瘤的高危亚型, 现在已

经发现至少有 13 种 HPV 亚型可以导致宫颈癌, 其中
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HPV16 为最常见的高危亚型, 它和 HPV18 的感染占

所有宫颈癌患者的 71%[1,5]. 目前已鉴定出的 100 多

种 HPV 亚型 , 其分布地域性存在明显差异 , 如

HPV45 型常见于非洲, HPV52 和 HPV58 则在亚洲妇

女中检出率较高 [6,7]. 在我国也存在地区性差异 , 而

上海地区人口众多, 增长迅速, 其 HPV 感染的特异

性尚未研究; 另一方面, 近年来 HPV-DNA 负荷量被

作为高级别宫颈病变检测的标志物, 它与 CIN 及宫

颈癌的关系引起了大量研究人员关注 , 但仍未达成

一致意见[8~10]. 本文通过测定和分析不同级别宫颈病

变中 HPV 亚型和 HPV-DNA 负荷量, 探讨上海地区

CIN 及宫颈癌患者感染的主要 HPV 亚型 , 以及与

HPV 负荷量的关系, 为宫颈癌的防治提供理论依据. 

1  材料与方法 

(ⅰ) 病例资料.  选取 2007 年 1 月至 2008 年 12

月上海市浦东新区公利医院宫颈疾病门诊患者 252

例, 及 2011 年 1 月至 2011 年 12 月病例 263 例. 入选

者年龄 19~64 岁, 平均 40.15 岁, 在上海居住 2 年以

上, 无宫颈手术史, 无肿瘤病史及全身免疫性疾病病

史. 所有病例均经我院病理科确诊, 同时在治疗前进

行 HPV 检测. 其中慢性宫颈炎患者 134 例(HPV 阳性

91 例, 阴性 43 例); CIN I 患者 133 例(HPV 阳性 98

例, 阴性 35 例); CIN II 患者 132 例(HPV 阳性 117 例, 

阴性 15 例); CIN III 患者 50 例(HPV 阳性 43 例, 阴性

7 例); 宫颈癌患者 66 例(HPV 阳性 62 例, 阴性 4 例). 

(ⅱ) 试剂及仪器.  基因组 DNA 提取试剂盒与

HPV 基因分型检测试剂盒购于凯普生物科技公司 , 

后者可检测 21 种 HPV 亚型, 包括 13 种高危亚型

(HPV-16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59 和 68

型), 5 种低危亚型(HPV-6, 11, 42, 43 和 44 型)以及 3

种中国人群常见亚型(HPV-53, 66和 CP8304型). HPV

实时荧光定量 PCR 试剂盒和 HHM-01A 型凯普

HybriMax 杂交仪来自凯普生物科技公司. 荧光定量

PCR 仪 LightCycler 2.0 购自 Roche 公司.  

(ⅲ) 研究方法.  (1) 标本采集.  采用凯普生物

科技公司提供的宫颈脱落细胞取样器 , 将专用宫颈

刷紧贴宫颈口黏膜, 顺时针或逆时针旋转 5 周, 取出

后放入标有病人编号的取样管中(预先加入凯普专用

细胞保存液), 拧紧瓶盖, 放入 4℃冰箱保存, 24 h 内

进行检测, 剩余 DNA 样品存储于20℃备用, 样本避

免反复冻融. 

(2) 标本 DNA 提取.  取保存有宫颈细胞的细胞

保存液 0.5 mL, 以 14000 r/min 离心 5 min, 弃上清液

后, 利用基因组抽提试剂盒提取 DNA, 具体操作步

骤依据凯普生物公司的试剂盒.  

(3) 标本 DNA 扩增.  将 PCR-Mix, Taq DNA 聚

合酶和 DNA 模板按比例配成 25 L 扩增反应体系. 

PCR 反应条件为 20℃ 10 min, 95℃预变性 9 min; 

95℃ 20 s→55℃ 30 s→72℃ 30 s 共 40 个循环, 72℃

延伸 5 min, 扩增结束后 4℃保存. 扩增的设定条件

依据凯普 HPV 基因分型检测试剂盒. 

(4) 导流杂交.  取 20 uL 的 PCR 产物, 于 95℃

加热 5 min 变性, 然后立即冰水浴 2 min. 在已变性

DNA 样品溶液中加入 0.5 mL 预热至 45℃的杂交液, 

混匀后加在导流 HybriMax 杂交仪的薄膜上, 合上盖

板温育 10 min 后开泵进行导流杂交, 清洗除去未结

合的 DNA, 整个杂交过程保持在 45℃进行.  

(5) 酶标显色 .  导流杂交仪温度调节至 25℃ , 

用 0.5 mL 封阻液封闭 5 min. 排出封阻液后关泵, 加

入 0.5 mL 酶标液, 温育 3.5 min, 泵出所有溶液. 用

冲洗缓冲液彻底冲洗膜, 除去未结合的酶标液, 后加

入 0.5 mL NBT/BCIP 溶液, 于 36℃保持至显色完成.  

(6) 结果分析.  在显色后 1 h 内肉眼观察检测结

果 . 阳性点呈现清晰可见的紫蓝色圆点 , 根据膜条

HPV 分型分布图, 判断 HPV 亚型.  

(7) HPV-DNA 负荷量定量检测.  取 500 L 临床

样本, 13000 ×g 离心 15 min, 弃上清液后加入 200 L 

PBS 缓冲液悬浮沉淀, 然后加入等体积裂解液煮沸

10 min, 将处理好的样本取 2 L 作为 PCR 扩增模板. 

按照凯普 HPV 实时荧光定量 PCR 试剂盒说明书检测

每份标本的 HPV-DNA 负荷量. 根据 Ct 值计算样本

的起始拷贝数(对照标准品).  

(8) 统计分析.  应用2 检验和 Kruskal-Wallis H

检验方法对五组宫颈病变患者的 HPV 感染率及

HPV-DNA 负荷量进行统计分析. 使用 Spearman 等

级相关分析, 检验 HPV 负荷量与宫颈病变严重程度

的相关性. 统计分析结果中 P<0.05 说明差异具有统

计学意义. 所有统计由 SPSS 13.0 统计分析软件完成.   

2  结果 

2.1  HPV 感染的基因型构成和分布 

HPV 分型检测结果显示, 515 例患者标本中共检
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出 399 例 HPV 阳性感染者, 包括 295 例单一感染和

104例多重感染者, 总感染率为 77.48% (399/515). 阳

性感染者的 HPV 亚型构成表明, 共检出 541 株 HPV

亚型, 分别属于 18 种不同的 HPV 亚型, 包括 13 种高

危型 HPV(16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59

和 68), 2 种低危型 HPV(6 型和 11 型), 以及 3 种中国

人常见 HPV 亚型(53, 66 和 CP8304 型), 见表 1. 同时

表 1显示患者感染的HPV亚型集中分布于高危型HPV, 

主要以 HPV-16, 58, 33 为主, 检出率分别为 39.74%, 

17.19%, 11.65%. 其他检出率大于 5%的 HPV 亚型依

次为 HPV-52, 31, 18. 这 6种 HPV亚型均属于高危型, 

检出率总和高达 90%(图 1), 提示高危型 HPV 感染在

宫颈疾病发生发展中具有重要作用.  

2.2  高危型 HPV 与宫颈病变级别的相关性 

对表 1 中 399 例 HPV 阳性感染者的 HPV 亚型与

宫颈病变级别的相关性进行统计分析. 首先, 应用单

向方差分析 Kruskal-Wallis H 方法, 比较不同级别宫

颈病变患者中 HPV 亚型检出率的中位数差异, 2 值

为 44.055, P=0.000, 提示总体有差异, 即 HPV 亚型

的总体分布与宫颈病变程度相关. 其次, 卡方统计分

析 HPV 亚型在五组宫颈病变中的分布频数, 其中 4

种高危型 HPV(16, 58, 33, 52)的检验 P 值小于 0.001, 

差异有统计学意义. 统计分析结果表明高危型 HPV

在宫颈疾病病变中具有重要作用 , 并提示在上海地

区 4 种高危型 HPV(16, 58, 33, 52)与宫颈病变严重程

度呈显著相关. 

2.3  HPV-DNA 负荷量与不同程度宫颈病变的相

关性 

实时荧光定量 PCR 方法检测出 399 例 HPV 阳性

感染者的 HPV-DNA 负荷量, 以 10 的倍数为分隔区

间由低至高分为 6 组, 分组后的 HPV 负荷量在不同

程度宫颈病变中的分布见表 2. 应用 Kruskal-Wallis 

H 检验宫颈病变不同级别分类中 HPV 负荷量分布的

差异. 检验结果显示2 值为 41.914, P=0.000, 可认为

HPV 负荷量在 5 组宫颈病变患者中的总体分布有差

异. 慢性宫颈炎至宫颈癌的 5 组宫颈病变的平均秩次

(Mean Rank)分别为 149.78, 177.08, 212.47, 217.97, 

265.06. 各组秩的均值存在显著差异, 表明 HPV 负荷

量在不同级别分类中的总体分布有显著差异 . 平均

秩次依据宫颈病变程度的增加呈上升趋势 , 宫颈癌 

表 1  不同级别宫颈病变中感染的 HPV 亚型分布 a) 

HPV 亚型 
慢性宫颈炎 

(n=134) 
CIN I 

(n=133) 
CIN II 

(n=132) 
CIN III 
(n=50) 

宫颈癌 

(n=66) 

CIN 及宫颈癌 

(n=381) 

合计 

(n=515) 

6 4 1 2 0 1 4 8 

11 2 3 0 2 1 6 8 

16 17 37 75 31 55 198 215 

18 8 10 3 3 4 20 28 

31 6 11 8 4 2 25 31 

33 13 21 22 4 3 50 63 

35 0 1 0 0 0 1 1 

39 0 2 0 0 1 3 3 

45 2 2 0 0 1 3 5 

51 2 2 2 0 1 5 7 

52 22 15 13 4 4 36 58 

53 0 2 1 1 0 4 4 

56 1 1 3 0 0 4 5 

58 22 28 24 15 4 71 93 

59 0 0 1 0 0 1 1 

66 2 0 0 0 1 1 3 

68 2 1 3 0 0 4 6 

CP8304 0 1 1 0 0 2 2 

合计 103 138 158 64 78 438 541 

a) n 代表患者例数, 最后一行的数值表示检测到的 HPV 株数  
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图 1  515 例宫颈脱落细胞样品中不同 HPV 亚型的感染率 

组的 HPV 负荷量显著高于其他 4 组患者, 提示 HPV

负荷量的增高可能增加宫颈病变的危险度.  

为了检验 HPV 负荷量是否与宫颈病变严重程度

呈现正相关, 使用 Spearman 等级相关分析. 相关系

数为 r=0.318, 表明两者之间呈正相关; P=0.000 说明

两者的正相关具有统计学意义 . 随着宫颈病变级别

升高, 高病毒负荷量检出率增加; 同时 HPV-DNA 负

荷量值越高, 患宫颈病变高级别的可能性越大. 提示

HPV 负荷量可以作为宫颈病变危险程度的辅助监测

指标. 

2.4  高危型 HPV-DNA 负荷量与宫颈病变严重程

度的关系 

统计检验 HPV 负荷量总体分布与宫颈病变级别

的相关系数偏低 , 因此有必要对上海地区与宫颈病

变严重程度呈显著相关的 4 种高危型 HPV(16, 58, 33, 

52), 分别进行 HPV 负荷量与宫颈病变级别关系的统

计分析. Kruskal-Wallis H 检验的结果显示, 具有统计

学意义的高危亚型为 HPV-16 和 HPV-33(P 值分别为

0.000 和 0.012), 另外两种高危亚型 HPV-58 和 HPV- 

52 的 P 值为 0.207 和 0.183, 则不具备统计学意义. 另

一方面, 4 种高危型 HPV-DNA 负荷量在 5 组宫颈病

变不同级别范围内的中位数如表 3 所示. 我们发现

HPV-16 和 HPV-33 的病毒负荷量中位数具有相似的

变化特征, 即随着宫颈病变程度的增加, HPV 负荷量

的中位数相应升高, 与统计分析所得结果一致. 但是, 

HPV-58 和 HPV-52 的病毒负荷量中位数则没有随宫

颈病变程度的增加而呈现增高的趋势 . 说明上海地

区 HPV 负荷量与宫颈病变严重程度呈现正相关性的

主导因素为两种高危亚型 HPV-16 和 HPV-33.  

3  讨论 

研究现已证实高危型 HPV 持续感染是 CIN 及宫

颈癌发生发展的主要致病因素, HPV 感染亚型在世

界范围内的分布存在明显的地区差异 [11,12]. 全球范

围内, HPV-16, 18, 33, 45 和 31 是宫颈癌最常见的亚

型, 亚洲女性中 HPV-16 和 HPV-18 对浸润性宫颈癌

的影响为 69.7%[13], 中国香港地区宫颈癌常见的前 5

位分别是 HPV-16, 18, 52, 58 和 33[14]. 而本研究中上

海地区的 HPV 分型结果表明, 宫颈病变中前 6 位依

次为 HPV-16, 58, 33, 52, 31, 18, 检出率总和高达

90%(图 1). 上海地区高危型 HPV 亚型的分布具有地

区性特征, 与 Bao 等人[13]对中国人群的 Meta 分析结

果类似. 研究报道的 HPV-18 亚型在本研究中所占比

例较低, 仅排在第 6 位, 可能的原因是 HPV-18 常见

于宫颈癌患者中 , 而我们的样本中宫颈癌患者数目

较少 [15 ] .  另外 ,  本研究发现上海地区 4 种高危型

HPV(16, 58, 33, 52)与宫颈病变严重程度呈显著相关. 

而现在问世的 2 种 HPV 预防性疫苗仅涵盖 HPV-16

和 18 型, 对其他高危型 HPV 的感染是否有交叉预防

作用仍不明确 , 这对现有疫苗在中国以及上海地区

人群中的保护效果提出了挑战[16]. 上海地区 HPV-58

和 52 有别于全球常见感染亚型, 但在中国香港及多

个地区感染率都较高 , 尤其南部地区比其他地区更 

表 2  不同程度宫颈病变患者的 HPV-DNA 负荷量分布 

HPV 负荷量 

(IU/mL) 

慢性宫颈炎 

例(%) 

CIN I 
例(%) 

CIN II 
例(%) 

CIN III 
例(%) 

宫颈癌 

例(%) 

合计 

例 

0~102 4(4.71) 1(1.06) 0(0.00) 3(6.82) 0(0.00) 8 

102~103 6(7.06) 6(6.38) 3(2.61) 4(9.09) 0(0.00) 19 

103~104 27(31.74) 14(14.89) 19(16.52) 6(13.64) 4(6.56) 70 

104~105 24(28.24) 46(48.94) 42(37.52) 12(27.27) 17(27.87) 141 

105~106 22(25.88) 21(22.34) 33(28.70) 8(18.18) 24(39.34) 108 

>106 2(2.35) 6(6.38) 18(15.65) 11(25.00) 16(26.23) 53 

合计 85 94 115 44 61 399 
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表 3  上海地区 4 种高危型 HPV 负荷量在不同程度宫颈病变中的中位数分布 

负荷量中位数 HPV-16 (IU/mL) HPV-58 (IU/mL) HPV-33 (IU/mL) HPV-52 (IU/mL) 

慢性宫颈炎 9.12×103 9.62×104 2.02×104 2.31×104 

CIN I 6.32×104 1.69×104 1.87×105 3.71×104 

CIN II 1.28×105 1.81×106 3.20×105 8.75×104 

CIN III 4.60×106 4.67×106 2.34×106 2.65×104 

宫颈癌 7.05×106 7.14×104 4.80×106 4.72×104 

 

高[5,17]. 因此, 上海地区高危型 HPV 亚型的分布特征

的特殊性不可忽视, 将为我国研发新一代 HPV 预防

疫苗的涵盖范围提供依据.  

近年来关于 HPV 负荷量的研究表明, 随着病毒

负荷量的增高, 病毒复制数量相应地增多, 使病毒得

以持续存在 , 可能促进宫颈病变的发生发展 [18]. 另

一方面, 宫颈病变程度越严重, 感染 HPV 的亚型越

多, 病毒负荷量就越高[8,19]. 我们应用统计分析 HPV- 

DNA 负荷量在不同程度宫颈病变中的分布, 结果表

明 HPV 负荷量在不同级别宫颈疾病分类中的总体分

布有显著差异 , 平均秩次随宫颈病变程度的增加呈

上升趋势, 说明 HPV 负荷量的增高可能增加宫颈病

变的危险度, 与已有研究报道结果一致. 而 Sun 等

人[20]证实了 HPV-DNA 低负荷量与 CIN II 以下病变

并没有明显的相关性. 本研究结果同样显示, CIN 及

宫颈癌者的 HPV 负荷量较炎症者明显增高, 且随着

HPV 负荷量的增加, 宫颈癌及其前期病变的发生危

险性增加(表 2). 通过 Spearman 等级相关分析, 检验

证实 HPV 负荷量与宫颈病变严重程度呈现正相关. 

本研究中上海地区的宫颈疾病患者 HPV 负荷量统计

分析结果, 进一步为 HPV 负荷量与宫颈病变严重程

度呈正相关提供佐证, 同时表明 HPV 负荷量在宫颈

病变发生发展中发挥重要作用.  

据报道 , 持续感染高危型 HPV 是引起并维持

CIN 的必要条件, 如持续感染高危型 HPV 的妇女发

生 CIN 的风险增加 250 倍[21]. Zhao 等人[22]的研究也

展示出高危型 HPV 负荷量与宫颈病变程度的显著相

关性, 高 HPV 负荷量与 CIN II+病变相关. 但 Lorincz

等人[23]的研究指出, 高危型 HPV 感染显著增加了发

生 CIN III 及宫颈癌的风险, 而高的病毒负荷量却不

能在此基础上进一步预测 CIN III 及宫颈癌的风险. 

两项研究的结论产生冲突的原因 , 可能为高危型

HPV 持续感染或病毒清除会导致宫颈病变的进展或

消退. 多数研究显示, HPV-16病毒负荷量增加与 CIN 

III 或者宫颈癌的发生进展相关 , 但是其他高危型

HPV 没有这种现象[24]. 我们比较上海地区与宫颈病

变严重程度呈显著相关的高危型 HPV-DNA 负荷量

(HPV-16, 58, 33, 52)在 5 组宫颈病变不同级别患者的

中位数(表  3), 与统计分析结果共同提示 , 两种高危

亚型 HPV-16 和 HPV-33 的负荷量是上海地区 HPV

负荷量与宫颈病变严重程度呈现正相关性的主导因

素. 目前 HPV 负荷量与宫颈病变程度的相关性尚存

争议 , 但本研究提示高危型 HPV 负荷量 , 尤其是

HPV-16 和 HPV-33, 可以作为上海地区宫颈病变危

险程度的辅助监测指标. 

由此可见 , 发生高级别宫颈病变的危险性随着

高危型 HPV 感染和病毒负荷量的增大亦增加, 进一

步证实了高危 HPV 持续感染是诱发 CIN 进而发展为

宫颈癌的重要因素. 高负荷量 HPV-DNA 更提示了

CIN 甚至宫颈癌发生的可能, 应作为宫颈癌筛查的

有意义指标而引起重视. 但对于高 HPV 负荷量是否

可以作为预测宫颈病变程度风险的指标 , 还有待于

对病毒负荷量在宫颈病变发病机制中的作用进行进

一步的研究.  

致谢 感谢上海卓衡生物技术有限公司为统计分析方法的选择提供了建议.  
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Human papillomavirus genotyping and correlation of high-risk human 
papillomavirus viral load and cervical lesions in Shanghai 
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The epidemiological distribution of human papillomavirus (HPV) subtypes varies among different countries and also in different areas 
within the same country. HPV viral load is correlated with the grade of cervical intraepithelial lesion. Therefore, HPV subtype and 
HPV viral load testing have drawn increasing research attention. We investigated 515 cervical disease specimens collected from 
patients at the Shanghai Pudong New Area Gongli Hospital. We used guide hybrid gene chip technology (HybriMax) to conduct HPV 
genotyping and measured HPV viral load by RT-PCR. We then analyzed the correlations between HPV genotypes and grade of 
cervical disease, as well as HPV viral load and cervical disease. We detected 18 HPV subtypes in Shanghai. Six high-risk subtypes 
(HPV 16, 58, 33, 52, 31, 18) had a detection rate of over 5%, of which four subtypes (HPV 16, 58, 33, 52) were significantly correlated 
with the severity of cervical lesions. Spearman rank correlation analysis showed that HPV viral load and cervical lesion grade were 
positively correlated (r=0.318, P=0.000); this correlation was primarily as a result of HPV-16 and HPV-33. This study presents the 
prevalent HPV subtypes in Shanghai and analyzes HPV viral load and the relationship to cervical lesions. These results provide 
evidence for the clinical significance of HPV viral load in rapid screening for cervical lesions, and serves to inform for the 
development of a polyvalent vaccine for China. 

human apillomavirus (HPV), viral load, cervical intraepithelial neoplasia (CIN), cervical cancer 
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