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兰州地区女性感染 HPV及其基因类型分析
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摘要 目的：了解兰州地区成年女性感染人乳头瘤病毒( human pap illoma virus, HPV)及其基因类型分布状况，为本地区 HPV分子
流行病学研究提供理论依据。方法：利用 PCR技术分别对 100例妇科门诊就诊者进行 HPV基因亚型检测。结果：100例样品中，
HPV DNA检出率为 19%（19/100），其中 HPV16 DNA感染率 15%（15/100），HPV58 DNA感染率 3%（3/100），HPV18 DNA感染率
2%（2/100），HPV 16与 HPV18双重感染 1例。结论：本地区成年女性 HPV感染主要以 HPV16多见，而 HPV16与恶性肿瘤密切
相关，因此对 HPV DNA阳性者定期随访，有利于宫颈癌的防治。
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ABSTRACT Objective: This is an epidemiological study on the distribution pattern of HPV genolypes in Lanzhou area. Methods:

One hundred samples were detected for HPV genotyping by using PCR technique. Results: In 100 samples, the positive rate of HPV
DNA was 19%. HPV16 DNA was 15 % (15/100). HPV58 DNA was 3%(3/100) and HPV18 DNA was 2 %(2/100). And one case infect-
ed both HPV16 and HPV18. Conclusion: The most prevalent HPV genotypes in Lanzhou area were HPV 16 which is closely related with
the malignancy. Therefore peoples who suffered HPV DNA positive should be regularly followed-up, which is useful for the prevention
and treatment of cervical cancer.
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前言

1937年由 Shopez在棉尾兔乳头瘤中发现并分离出病毒，
这种病毒可使家兔产生乳头瘤并导致癌症的发生 [1]。1949年
Straussza在电镜下第一次发现人乳头瘤病毒。人乳头瘤病毒
（human papillomavirus HPV）是一组形态和基因结构相似的特
异性嗜上皮细胞的 DNA病毒，主要感染皮肤以及粘膜[2]。HPV
基因组是双链环状 DNA，长 7 500～ 8 000 bp，含 8个开放阅读
框（Open reading frames,ORFs），按其功能不同分为 3个功能区
域，即早期区（Early region，E区）、晚期区（Lateregion，L区）和
非编码区（Uncoding region，UCR）。E区编码 E1、E2、E4、E5、
E6、E7等蛋白，与病毒 DNA复制、转录、翻译调控及转化有关，
E6、E7蛋白为细胞发生变异所必需的；L区编码主要包括衣壳
蛋白 L1和次要衣壳蛋白 L2，在病毒复制晚期表达，形成病毒
的外壳，产生完整的病毒颗粒；非编码区含有病毒基因复制起

点，其功能调控 HPV基因的表达。
目前已鉴定出的 100多种 HPV亚型中，约有 40多种与生

殖道感染有关，根据其致病力分为高危型和低危型，高危型
HPV包括 HPV16、18、31、33、35、39、45、51、58等型别，高危亚
型感染细胞后，以整合形式存在于人类基因组内，引起感染细
胞基因组的不稳定和 DNA损伤的积累，并通过 E6和 E7癌蛋
白的作用[3]，与宿主体内的抑癌基因 P53和 Rb相结合，逃逸免
疫监视，导致细胞周期控制失常发生癌变，多与鳞状上皮恶性
肿瘤相关。高危型 HPV感染可引起多种恶性肿瘤，如喉癌、消
化道肿瘤、膀胱癌、宫颈癌、皮肤癌、骨癌、肉瘤等[4]。低危型主要
包括 HPV6、11、42、43、44等型别，多以非整合形式存在于人类
基因组，常引起湿疣等良性病变[5]。德国病毒学家 Zur Hausen
通过大量的流行病学研究和分子生物学研究，证实 HPV感染
为宫颈癌癌前病变和宫颈癌发生、发展的必要条件之一[6,7]。
Walboomers等人报道 90%以上的宫颈癌及其癌前病变组织中
可以检测到 HPV DNA [8]。本文采用 PCR技术对本地区 100例
妇科门诊就诊者进行 HPV基因亚型检测。

1 资料与方法
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1.1 材料
1.1.1 研究对象及取材 2010年 4月～2010年 9月甘肃省人民
医院门诊就诊者 100例，年龄在 30-60岁，用无菌生理盐水棉
球擦去宫颈外分泌物，再用无菌棉拭子插入宫颈管内，停 5秒
后旋转棉拭子采集宫颈分泌物后将棉拭子置入无菌玻璃管，
-20℃保存待测。
1.1.2 主要材料 Taq DNA Polymerase, dNTP , DNA 提取试剂
盒购自 Takara，蛋白酶 K，无 DNase的 RNase，蛋白酶 K，乙醇，
醋酸钾，异丙醇均购自鹏程生物科技公司；DNA marker购自广
州东盛生物科技有限公司。
1.1.3 主要仪器设备 东盛龙 PCR仪（北京东盛创新生物科技
有限公司）；ZF-5258 凝胶成像仪 (上海嘉鹏科技有限公司)；

H1650-W台式离心机(长沙湘仪离心机仪器有限公司)；S648电
热水浴锅(上海医疗器械七厂)；CDZX高压蒸汽灭菌锅（上海申
安医疗器械厂）；Forma-86C超低温冰箱（Thermo公司）。
1.2 方法
1.2.1 模板 DNA的提取 在装有宫颈分泌物棉拭子的无菌管中
加入 1ml 的生理盐水，充分震荡后转入到离心管中，10000
rpm/min，离心 1 min后，吸弃上清，然后按照 DNA提取试剂盒
说明提取 DNA。
1.2.2 引物设计及合成 PCR 分型引物采用 HPV型特异性引
物，序列参照文献[9,10]设计，HPV16、18、33、58型别引物均由华
大基因合成。引物核苷酸序列及产物长度见表 1。

表 1 各高危型 HPV引物序列及扩增产物的长度
Table 1 High-risk HPV primers sequence and the length of amplification products

HPV型别(HPV type) 引物序列 (Primer sequence)
扩增产物长度（The length of amplification

products）

HPV16 上游引物（Sense primer）：GGTCGGTGGACCGGTCGATG 96碱基对(bp)

下游引物（Anti-sense primer）：GCAATGTAGGTGTATCTCCA

HPV18 上游引物（Sense primer）：CCTTGGACGTAAATTTTTGG 115碱基对（bp）

下游引物（Anti-sense primer）：CACGCACACGCTTGGCAGGT

HPV33 上游引物（Sense primer）：CCACCACTGCTTCTTACCTC 117碱基对（bp）

下游引物（Anti-sense primer）：ACCATTTTCATCAAATGGGA

HPV58 上游引物（Sense primer）：CTGTAACAACGCCATGAGAG 336碱基对（bp）

下游引物（Anti-sense primer）：TCAGGGTCATCCATTGCAGA

1.2.3 HPV DNA的扩增 选用 50 ul扩增体系，内含 ddH2O34.0
ul，10×buffer5.0 ul，dNTP 2.5 ul，Sense primer (10uM) 2.5 ul ，
Anti-sense primer (10uM) 2.5 ul，DNA 模板 2.5 ul，Taq DNA
Polymerase 1.0 ul；PCR反应条件：94℃预变性 5 min; 94℃变性
45 s，57℃复性 45 s, 72℃延伸 90 s;共 35个循环，最后 72℃延
伸 5 min。
1.2.4 PCR产物的琼脂糖凝胶电泳 用 1×TAE缓冲液配制 2.5
%低熔点琼脂糖凝胶（含浓度为 0.5 ug/ml 的溴化乙锭），取
PCR产物 5 ul，与 1 ul的 6×loading Buffer混匀后上样，120 V

电泳 25 min后，在凝胶成像系统中紫外灯下分析电泳结果。
1.2.5 扩增产物阳性结果判断 根据 marker，被溴化乙锭染色的
DNA在相应位置上出现荧光即为阳性，出现空带或是涂抹状
背景均认为无 DNA扩增，阴性对照无特异性的条带。

2 结果

2.1 分型核酸电泳
在紫外灯下，参照 marker可见 HPV16、18、58在相应位置

上有目的条带出现，可见目的片段扩增成功，具体详见图 1-3。

图 1. HPV16 PCR产物图
Fig.1: HPV16 PCR product diagram

1：marker 2、3：HPV16阳性标本 4：HPV16阴
性标本

1：marker 2、3：HPV16 positive sample 4：
HPV16 negative sample

图 2. HPV18 PCR产物图
Fig.2 : HPV18 PCR product diagram

1：marker 2、3：HPV18阴性标本 4：HPV18阳
性标本

1：marker 2、3：HPV18 negative sample 4：
HPV18 positive sample

图 3. HPV58 PCR产物图
Fig.3: HPV58 PCR product diagram
1：marker 2：HPV58阳性标本

1：marker 2：HPV58 positive sample

2.2 分型结果
在 100例患者中共检出 19例 HPV阳性，HPV DNA总阳

性检出率为 19 %，HPV感染率由高到低依次为：HPV16 DNA、

HPV58 DNA、HPV18 DNA。其中 HPV 16与 HPV18双重感染
1例。具体结果详见表 2。
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3 讨论

宫颈癌是常见的妇科恶性肿瘤，发病率居女性恶性肿瘤第
二位，据世界范围统计每年均有 46.6万宫颈癌新发病例[11]，其
中 80%的病例在发展中国家。我国宫颈癌患病率和病死率均约
占世界三分之一，是威胁妇女健康和生命的恶性肿瘤之一。高
危型人乳头瘤病毒（HPV）的持续感染与宫颈癌的发生密不可
分，国内外大量研究表明 HPV16是 HPV感染的主要型别，其
与恶性肿瘤关系尤为密切 [12]，Tommasino等人在 HPV16感染
的宫颈癌中，检测到抑癌蛋白 p53的含量比正常细胞低 2～3
倍[13]，这是因为在宫颈癌组织中，可持续检测到 HPV16 以及
HPV18的 E6、E7原癌蛋白，而 E6、E7原癌蛋白可分别与抑癌
蛋白 p53、Rb结合，从而使使其降解，使细胞完整性受损，细胞
周期调控点失常，致细胞永生化，导致癌变。

HPV在人群中的感染率很高，并存在明显优势型别和感
染地区的差异性，一般妇女的感染率可从 5%～44%不等[14]，且
大多数的 HPV感染是隐性、潜伏、短暂、无症状的感染，可能是
由于不同亚型 HPV其编码外壳蛋白的基因变异很大，基本上
没有交叉保护抗体，容易造成不同高危型 HPV多重感染或多
次感染。Lee等人研究了多重 HPV感染与宫颈癌的关系，结果
发现单一 HPV感染使宫颈癌的患病风险增加 19.9倍，而多重
HPV感染使该风险增加到 31.8倍 [15]。根据全世界 78个 HPV
流行病相关研究统计，HPV总感染率为 10.41%，70%的新发病
例在一年中通过机体免疫消除感染，大约 90%的感染会在两年
消除[16]，只有少部分为持续感染，有文献报道高危亚型 HPV的
持续或反复感染已被确定为宫颈癌发生的最主要原因。发现高
危型 HPV持续感染人群、早期诊断宫颈癌癌前病变及宫颈癌，
并加以有效的治疗是降低宫颈癌发病率及死亡率的有效途径，
因此，HPV检测就显得至关重要。

目前 HPV的检测主要依赖于形态学和分子生物技术的检
测，本研究采用 pcr技术对兰州地区 100例妇科门诊就诊者进
行 HPV基因亚型检测，其结果为，本地区成年女性 HPV DNA
阳性率为 19%（19/100），其中 HPV16 DNA 阳性率为 15%
（15/100）,HPV18 DNA 阳性率为 2%（2/100），HPV58 DNA 阳
性率 3%(3/100)，表明本地区女性 HPV感染主要以 HPV 16型
为主，这也与世界范围内的报道相一致。本研究中仅发现 1例
HPV16,18型双重感染，可能为标本数有限所致，尚需扩大标本
数以便进一步研究。

对成年女性进行 HPV DNA的基因分型检测，其结果对临
床诊断与判断预后均有重要意义 ，HPV的检测已成为筛查和
预防宫颈癌的关键问题，分型检测对宫颈细胞学异常的评估、
临床 CIN筛查，以及人群 HPV流行病学研究和 HPV疫苗的研

制都有重要价值。
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注：双重感染一例（HPV16、HPV18）
Note: there was 1case of dual infection (HPV16, HPV18)

表 2 HPV分型检测结果
Table 2 The results of HPV genotyping

组别（Group）
HPV感染(HPV

infection)

HPV16阳性(HPV16

infection)

HPV18阳性 (HPV18

infection)

HPV33阳性 (HPV 33

infection)

HPV58阳性 (HPV 58

infection)

人数(Number) 19 15 2 0 3

感染率（Infection rate） 19 % 15 % 2 % 0 % 3 %
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