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应用液相基因芯片技术筛查山东地区

高危人群人乳头瘤病毒基因型

刘敏 王传新 邓小梅 王立水 张建 李伟 郑桂喜 王金凤
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·实验研究·

【摘要】 目的 评价Luminex xMAP系统的液相芯片技术在女性生殖道人乳头状瘤病毒

(HPV)感染检测中的临床价值，调查山东地区女性生殖道HPV感染情况及最常见的基因型。方法

取妇科门诊就诊者宫颈脱落细胞2925例，采用液相芯片技术进行HPV基因型检测，96孔板操作，26

种亚型1次呈现。639例患者同时做病理诊断，按组织病理学分为细胞学正常组、炎症组、宫颈上皮

内瘤变(CIN)I组、CIN I一Ⅱ组、CINⅡ组、CINⅢ组和宫颈癌组。通过HPV DNA亚型分布结合病

理诊断，分析山东地区HPV感染基因型与宫颈病变程度的关系。结果 HPV总感染率36．0％

(1054／2925)，26种基因型检出23种，按感染率从高到低依次为HPV一16(26．75％)，HPV一52

(25．75％)，HPV一58(10．47％)，HPV一18(8．87％)和HPV一1l(6．94％)。其中高危型感染占87．32％，低

危型13．68％；单一型感染698例(66．22％)，多重感染356例(33．78％)，低危亚型11、6多与高危型

多重感染。1054例HPV阳性患者中，261例(24．8％)为21～25岁女性，随年龄增大阳性例数减少，

52例(4．9％)为51～67岁女性。各病理组HPV阳性率及多重感染率依次为正常组23．37％、4．89％，

炎症组33．08％、7．14％，CIN I组54．54％、18．18％，CIN I一Ⅱ组57．14％、28．57％，CINⅡ组

82．61％、41．30％，CINⅢ组91．30％、43．37％，宫颈癌组100％、38．46％。以组织病理学为确诊标准，

液相芯片HPV DNA检测CINⅡ、Ⅲ和官颈癌的灵敏度、特异度、阳性预测值、阴性预测值依次为

88．57％、76．63％、68．89％和92．16％。结论 所选山东地区高危人群HPV感染的常见基因型是

16、52、58、18、11、6、56、31。随宫颈病变程度加重，HPV感染率及多重感染有增加趋势，HPV阳性以

年轻女性多见。液相芯片HPV DNA检测在宫颈病变临床诊断及大规模筛查中有重要价值。

【关键词】人乳头瘤病毒；宫颈癌；宫颈上皮内瘤变；基因型
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【Abstract】 objective To evaluate the diagnostic applicability of human papiuomavirus(HPV)liquid

chip assay which is based on Luminex XMAP System，and perfom a HPV印idemi0109ic study with the

liquid chip in women of Shandong province．Methods To detect HPV genotypes on a 96一weU plate with

the llquid chip which can simultaneOusly detect and identify 26 common HPV genotypes in a total of 2925

cervical scrapes obtained from gynecological outpatients as weU as to analyze the relationship between HPV

types and different cervical diseases by studying the distribution of HPVgenotypes and pathologic diagnoSis．

R鹤uIts Among 639 cases who performed pathologic／cyt0109ical and histological diagnoses，184 casesare in

gmup of nomal cytology，266 cases in grOup of，77 cases in group of cervicalintra—epithelial neoplasia(CIN)

I，7 cases in group of CIN I一Ⅱ，46 cases in group of CIN I一Ⅱ，46 cases in group of CIN I一Ⅱand 13

cases in gmup of cervical cancer．The overall incidence of HPV in our samples is 36．0％(1054／2925)and 23

types of aU 26 types on liquid chip are found．The most common genotypes found are HPV一16(26．75％)，

HPV一52(25．75％)，HPV一58(10．47％)，HPV—18(8．87％)and HPV一1l(6．94％)．Among aU the positive

types，87．32％are high—risk HPV and 13．68％are low—risk HPV genotypes．Both single and multiple types

are easiIy identified，showing 66．22％(咒=698)sin91e type and 33．78％(行=356)multiple types．0f all
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the 1054 HPV—positive cases，261(24．8％)is occupied by women 21 to 25 yearS of age and progressively

lower by older age groups，reaching 4．9％by w。men between 51 to 67 years old．The incidence of HPV in

our Samples is 23．37％，33．08％，54．54％，57．14％，82．61％，91．30％and 100％for normal cytology，

innammation，CIN工，CIN I一Ⅱ，CINⅡ，CINⅢ，and carcinomas specimens，respectivel)r．Infections with

more that one virus are common，accounted for 4．89％，7．14％，18．18％，28．57％，41．30％，43．37％and

38．46％for normal cytology，inflammation，CIN I，CIN 工一Ⅱ，CIN Ⅱ，CIN Ⅲ，and carcinomas

specimens，respectively．Based on the criteria of histology and path0109y，the sensitivity，specificity，positiVe—

predictive value and negative—predictive value of HPV liquid chip assay for detecting all cases of CINⅡ，Ⅲ

are 88．57％，76．63％，68．89％and 92．16％respectively．ConcIusion The common types of HPV

infection are 16，52，58，18，11，6，56 and 31．The HPV．positive rate increased along with the increase of

grading on cervical lesions．There are more younger women among aU the HPV—positive ones．Multiplex

HPV genotyping by liquid chip appears to be highly suitable for diagnostic screening as wen as the

conduction of large—scaIe epidemiological studies．

【Key words】 Human Papillomavirus； cervical carcinoma； Cervical intra—epithelial neoplasia；

Genotyping

人乳头瘤病毒(HPV)是宫颈癌及其癌前病变

发生发展的必要条件⋯，其亚型众多，已知40多种

感染于人下生殖道，依其致病能力不同分为高危型

和低危型‘21。HPV检测已成为宫颈癌筛查的重要

方法之一b o，基因芯片技术检测与分型同时进行，是

目前HPv基因型研究的主要技术。HPV DNA分

型液相芯片(亦称为悬浮微阵列)，是一种基于

Luminex XMAP系统的优于固相芯片的新技术，96

孑L板操作，1次呈现26种亚型(19种高危型和7种

低危型)，包含了除国际癌症研究中心(IARC)2005

年会议结论中明确指出的13种高危型外的几乎所

有亚洲型。本研究采用HPV液相芯片分型技术初

步调查山东地区宫颈癌患者及门诊高危人群生殖道

HPV感染状况及亚型分布，探讨液相芯片技术在

HPV感染检测中的临床价值。

资料与方法

1．研究对象：病例来源于2006年1—10月山东

大学齐鲁医院妇科门诊、自愿接受生殖道HPV感

染筛查的就诊者宫颈脱落细胞2925例，年龄17～67

岁，平均年龄(33．6±8．4)岁。从≤20岁开始，以5

岁为一年龄段，到≥51岁，分为8个年龄组。639例

患者同时做病理诊断，按组织病理学分为细胞学正

常组(184例)、炎症组(266例)、宫颈上皮内瘤变

(CIN)I组(77例)、CIN工一Ⅱ组(7例)、CINⅡ组

(46例)、CINⅢ组(46例)、宫颈癌组(13例)。

2．标本采集和处理：宫颈脱落细胞取样步骤和

要求按宫颈细胞学取材常规进行，采集标本置于盛

有细胞保存液的小瓶中，4℃保存待检。

3．仪器与试剂：宫颈脱落细胞DNA抽提试剂

盒(QIAamp UltraSens Virus Kit，QIAGEN)；生物素

标记MY09一MYll通用引物PCR、生物素标记

D—globin引物PCR、Luminex悬浮微球杂交探针和荧

光标记SA—PE均为上海透景生命科技有限公司产

品；Master Cycler Gradient PCR扩增仪(德国

Eppendorf公司)；Luminex 100多功能流式点阵分

析仪。

4．HPv分型检测：①宫颈脱落细胞HPV DNA

提取；②HPV PCR扩增；③液体杂交；④Luminex

100 HPV分型，读取结果。96孔板操作，一次性可

检测26种基因型，包括19种高危型(16、18、31、33、

35、39、45、52、58、26、51、55、56、59、61、66、68、73、

83)和7种低危型(6、11、40、42、44、53、54)。操作和

结果判读按试剂盒要求进行。

5．统计学分析：使用SPSS 13．0软件，列联表资

料分析，以百分率作为HPV感染评价指标，各病理

组间HPV检出率差异用R×C的Y2检验，各组问两

两比较，统计学显著性为P<0．05。以病理为参照

计算液相芯片HPV检测的敏感度、特异度、阳性预

测值、阴性预测值。

结 果

1．HPV感染的基因型分布、感染类型及年龄分

布：2925例标本中HPV总感染率为36．0％，不同基

因型感染率从高到低依次为：HPV一16(26．75％)，

HPV一52(25．75％)，HPV一58(10．47％)，HPV一18

(8．87％)，HPV一11(6．94％)，HPV一6(6．00％)，

HPV一31(4．00％)，HPV一56(3．07％)，HPV一45

(1．93％)，HPV一66(1．33％)，HPV一33(1．00％)，

HPV一39(0．80％)，HPV一70(0．60％)，HPV一51

(0．60％)，其他型：HPV一53、68、59、35、61、54、44

(1．87％)，HPV一35和HPV一61各3例阳性，HPV一44
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和HPV一54各2例阳性，HPV一42和HPV一26均只有1

例阳性，HPV一40、73、55(3／26)没有发现阳性感染

(表1)。其中高危型感染占87．32％，低危型

13．68％；单一型感染698例(66．22％)，多重感染

356例(33．78％)。1054例HPV阳性患者中，261

例(24．8％)为21～25岁女性，随年龄增大阳性例数

减少，52例(4．9％)为51～67岁女性(表2)。

表1 山东地区高危人群HPV基因型分布

注：698例单一型感染，356例混合型感染，HPV各基因型阳性

共计1499次
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表2 不同年龄组HPV阳性患者在所有HPV

阳性患者中的构成比

2．各病理组HPv阳性率及多重感染率：依次

为正常组23．37％、4．89％，炎症组33．08％、7．14％，

CIN I组54．54％、18．18％，CIN工一Ⅱ组57．14％、

28．57％。CINⅡ组82．61％、41．30％，CINⅢ组

91．30％、43．37％，宫颈癌组100％、38．46％(表3)。

HPV感染率随宫颈病变级别升高均呈上升趋势，正

常组、炎症组、CIN I、Ⅱ、Ⅲ、癌组6组(CIN I一Ⅱ

组样本量太小)两两比较结果：除外正常组与炎症

组、CINⅡ与CINⅢ、CINⅡ与癌组以及CINⅢ与

癌组4对的差异无统计学意义外，其余11对两两比

较差异均有统计学意义(P<0．05)。HPV多重感

染率随宫颈病变级别升高亦呈趋势性增加，但仅炎

症组与CINⅡ、CINⅢ有统计学意义(P<0．05)。

CINⅢ组和宫颈癌组55例阳性标本中最常见基因

型(多重感染统计在内)为：HPV一16(47．91％)、

HPV一52(24．63％)、HPV一18(12．9l％)、HPV一58

(10．91％)、HPV一31(3．63％)，HPV一16、HPV一18所

占比例较总样本中明显增大。以组织病理学为确诊

标准，液相芯片HPV DNA检测CINⅡ、Ⅲ的灵敏

度是88．57％，特异度是76．63％，阳性预测值

68．89％，阴性预测值92．16％。

表3 各病理组HPv单一型、多重感染阳性率及总感染率

注：括号外数据为例数，括号内数据为构成比(％)；HPv感染率随宫颈病变级别升高均呈趋势性增加，除外正常组与炎症组、cINⅡ与

cINⅢ、cINⅡ与癌组以及cINⅢ与宫颈癌组4对差异无统计学意义外，其余11对两两比较差异均有统计学意义(P<0．05)
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2005年2月IARC明确提出宫颈癌筛查检测

HPV DNA时必须考虑不同高危亚型间的致癌能力

差异。分型与检测并行的基因芯片是目前国内外研

究的热点，李瑞珍等¨]、Maaike等b]、Choia等哺1均

有报道。基于LumineX XMAP系统的液相芯片技

术是惟一得到美国FDA批准的芯片类技术。

流行病学资料显示HPV基因型分布存在明显

的地域差异。7。，在某个国家或地区进行HPV筛查

时首先需要了解该国家或地区的HPV基因型分布

特点。香港地区2080例中国籍妇女HPV感染常见

类型是HPV．16、58、11、33、18、6和53型旧1。Huang

等一1发现台湾地区阳性率最高的5个基因型为

HPV一52(15．1％)、HPV一58(9．5％)、HPV一16

(8．5％)、HPV一18(5．5％)和HPV．33(5．5％)。

Huang等¨叫报道，HPV一52、58在上海地区宫颈癌患

者中的阳性率(47．5％)高于HPV一16、18(37．5％)。

北京地区感染型别依次为HPV一16、58、52、53、33、6、

11、31和18型¨11。我们发现山东地区高危人群最

常见的基因型为HPV一16、52、58、18、11、6、31和56。

HPV一6、11多见于多重感染。结果与国内外报道不

尽相同，又一次证实HPV型特异性感染率因人群、

社会经济、文化、地域等不同而改变u2|。

年龄是宫颈癌和HPV感染的相关因素，法国、

加拿大均有报道年轻性活跃妇女HPV感染率最

高，其流行状态随年龄增加逐渐降低[1
3’14

J。北京地

区筛查的人群感染高峰年龄在30～34岁

(11．25％)¨2|，考虑到研究对象为门诊高危人群，本

研究未进行不同年龄组感染率比较，仅就构成比发

现，所有HPV阳性人群中21～25岁女性所占比例

最大，随年龄增大阳性例数减少，年轻女性感染多于

年老女性，与国内外报道一致。

通过两两比较不同病理组HPV感染率，我们

发现随宫颈病变级别升高HPV感染率呈上升趋

势，其中11对感染率比较差异均有统计学意义，与

国内外研究结果一致H’9]。HPV多重感染率随宫颈

病变级别升高亦呈趋势性增加，但仅炎症组与CIN

Ⅱ、CINⅢ差异有统计学意义，可能与样本量不足

有关。以组织病理学为确诊标准，液相芯片HPV

DNA检测方法的灵敏度、特异度、阳性预测值和阴

性预测值均符合临床要求。

HPV感染早于细胞学异常，对HPV感染的早

期检测和分型是处理宫颈病变的重要依据。我国地

域宽广，人口众多，HPV亚型分布复杂，明确一个地

区HPV流行的主要型别，对预测病变进展，评估预

后，治疗后的随访，HPV流行状况的分析以及基因

疫苗的研制都有重要意义。
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