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HPV16长控制区甲基化与宫颈上皮内瘤变
2级及以上病变关系的Meta分析
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【摘要】 目的 系统评价和分析人乳头瘤病毒16型（HPV16）长控制区（LCR）甲基化与宫颈上皮

内瘤变 2级及以上病变（CIN2+）之间的相关性。方法 计算机系统检索 PubMed、Embase、Cochrane
Library、Web of Science、中国知网、万方数据知识服务平台、维普数据库等，检索国内外公开发表的中

英文文献，按纳入排除标准筛选文献，检索年限为建库至 2022年 2月 27日。采用RevMan 5.3和 Stata
15.1软件进行统计学分析。结果 最终纳入 17篇文献，研究对象共 1 421例。Meta分析结果显示，

HPV16 LCR甲基化与CIN2+关系的合并效应OR值为 1.56（95%CI：0.70~3.47）。亚组分析结果显示，

5'端、增强子区和启动子区甲基化与 CIN2+均未显示相关性；4个 E2结合位点（E2BS）中，E2BS1、
E2BS3和E2BS4甲基化增加CIN2+的发生风险，OR值分别为 3.92（95%CI：1.92~7.99）、10.50（95%CI：
3.67~30.04）和 3.65（95%CI：1.58~8.41），由于文献篇数限制，未对E2BS2进行亚组分析；在不同地区人

群来源中，中国人群CIN2+的发生风险与HPV16 LCR甲基化具有相关性，OR值为 2.14（95%CI：1.31~
3.50）；对HPV16 LCR进行焦磷酸测序的人群CIN2+的发生风险与HPV16 LCR甲基化具有相关性，OR
值为1.75（95%CI：1.03~2.98）。结论 CIN2+的发生风险与HPV16 LCR E2BS的甲基化存在相关性。

【关键词】 人乳头瘤病毒； DNA甲基化； 宫颈上皮内瘤变； Meta分析

基金项目：国 家 自 然 科 学 基 金（81703313，81872705）；山 西 省 自 然 科 学 研 究 面 上 项 目

（202103021224354）

The correlation between methylation in HPV16 long control region and cervical intraepithelial
neoplasia grade 2 or more: a Meta-analysis
Guo Chongyu, Wang Jintao, Ran Zhaoxia, Gong Lu, Zhu Jingjing, Li Decheng, Ding Ling
Department of Epidemiology, School of Public Health, Shanxi Medical University, Taiyuan 030001, China
Corresponding author: Ding Ling, Email: dingling79@163.com

【Abstract】 Objective To investigate the correlation between methylation in human
papillomavirus 16 (HPV16) long control region (LCR) and cervical intraepithelial neoplasia grade ≥2
(CIN2+ ). Methods The literature retrieval was conducted by using the databases of PubMed,
Embase, Cochrane Library, Web of Science, CNKI, Wanfang data and Weipu according to the inclusion
and exclusion criteria, and the retrieval period was from the establishment of the databases to
February 27th, 2022. Software RevMan 5.3 and Stata 15.1 were used for Meta-analysis. Results A
total of 17 literatures were included involving 1 421 subjects. Results of Meta-analysis showed that
OR of the correlation between methylation of HPV16 LCR and CIN2+ was 1.56 (95%CI: 0.70-3.47).
Subgroup analysis showed that methylation of the 5' terminal, enhancer and promoter regions were
not associated with CIN2+, while in four E2 binding sites (E2BS), the methylation of E2BS1, E2BS3
and E2BS4 increased the risk of CIN2+ , with the ORs of 3.92 (95%CI: 1.92-7.99), 10.50 (95%CI:
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3.67-30.04) and 3.65 (95%CI: 1.58-8.41), respectively. However, subgroup analysis on E2BS2 was
not performed due to the limitation of the number of literatures. According to the different sources
of population, the risk of CIN2+ in Chinese population was associated with methylation of HPV16
LCR (OR=2.14, 95%CI: 1.31-3.50). There was a correlation between the risk of CIN2+ and HPV16
LCR methylation in the population with pyrosequencing of HPV16 LCR, and OR was 1.75 (95%CI:
1.03-2.98). Conclusion The risk of CIN2+ is correlated with the methylation of E2BS in HPV16
LCR, which can be used as potential biomarkers.

【Key words】 Human papillomavirus; DNA methylation; Cervical intraepithelial
neoplasia; Meta-analysis

Fund programs: National Natural Science Foundation of China (81703313, 81872705);
Natural Science Research Project of Shanxi Province (202103021224354)

2020年全球癌症统计数据显示，宫颈癌是世

界上第四大女性癌症，发病率在中国女性癌症中排

第六位，死亡率位列第七位［1］，严重威胁着女性的

身心健康。高危型HPV的持续感染是宫颈癌及癌

前病变的主要致病因素［2］，其中，16型是主要致癌

型 别 ，在 宫 颈 癌 患 者 中 检 出 率 超 过 60%［3］。

HPV16是一种感染上皮细胞的DNA病毒，包含早

期编码区（E区，包含 E1、E2、E4、E5、E6和 E7基
因）、晚期编码区（L区，包含 L1和 L2基因）和长控

制区（LCR）［4］。早期基因E2、E6和E7在HPV致癌

过程中起着至关重要的作用，其中，E2调控关键致

癌基因E6和E7的转录，从而影响宫颈癌的发生发

展［5］。晚期基因编码主要衣壳蛋白 L1和次要衣壳

蛋白 L2，参与病毒颗粒的组装，在病毒感染过程中

发挥重要作用［4］。LCR是非编码区，对HPV基因复

制和表达发挥调控作用，包含 5'端、增强子区和启

动子区 3个功能独立的片段，其中所含 4个E2结合

位点（E2BS）可与 E2进行结合并保证 E2正常发挥

功能［6］。DNA甲基化作为表观遗传学的主要分子

机制，对癌症的发生发展起重要作用［7］。目前，关

于HPV16 LCR甲基化与宫颈癌及癌前病变的相关

研究较多，但由于宫颈病变病理分期、生物样本类

型、人群来源、甲基化检测方法等的不同，研究结果

存在差异［8-9］。宫颈上皮内瘤变 1级（CIN1）反转率

约为 60%，大多数患者无需治疗即可自愈，而宫颈

上皮内瘤变 2级（CIN2）属于高度宫颈癌前病变，发

生癌变的风险较高［10］，因此，CIN2及以上病变

（CIN2+）的发生机制值得深入和系统地探讨。本

研究旨在分析HPV16 LCR甲基化与 CIN2+发病风

险的关系，以期为宫颈癌的发生机制提供进一步的

科学依据。

资料与方法

1. 文献检索：检索英文数据库（PubMed、Web

of Science、Cochrane Library、Medline及Embase），以

及中文数据库（中国知网、万方数据知识服务平台、

中国生物医学文献数据库和维普数据库），检索期

限均为自建库至 2022年 2月 27日。英文检索词包

括“HPV 16”“HPV-16”“Human papillomavirus 16”
“LCR”“Long Control Region”“URR”“upstream
regulatory region”“methylation”“DNA methylation”

“Uterine Cervical Neoplasm”“Uterine Cervical
Cancer”“Cervical Cancer”“Cervical Neoplasm”

“Cancer of the Cervix”“Cervix Cancer”“Cervix
Neoplasm”“Cervical Intraepithelial Neoplasia”，中文

检索词包括“人乳头瘤病毒”“HPV16”“人乳头瘤病

毒 16”“LCR”“长控制区”“长调控区”“上游控制区”

“上游调控区”“甲基化”“DNA甲基化”“宫颈癌”

“宫颈肿瘤”“子宫颈癌”“宫颈上皮内瘤变”。此外，

手动检索纳入文献的参考文献，尽可能查找全面。

2.纳入与排除标准：纳入标准：①公开发表的

HPV16 LCR甲基化与宫颈癌变发生发展关系的相

关中英文文献；②研究对象为组织或细胞学确诊的

正常及 HPV16阳性（含单一和多重感染）人群；

③研究类型为病例对照研究；④所纳入文献的病例

组为CIN2+病变的患者，对照组为宫颈上皮内瘤变

1级及以下病变（<CIN2），包括无症状HPV16感染

者和（或）CIN1的患者；⑤能从原始文献中直接或

间接获得发生甲基化的人数；对同一研究重复报道

的文献选择数据最完整的文献。排除标准：①重复

报道、资料不完整、数据不全的文献；②仅包含细胞

系的研究；③可信度低的研究、个案报告、会议、综

述和学位论文等。

3.文献筛选与文献质量评价：由 2名研究人员

根据文献纳入排除标准对检索到的所有文献进行

独立筛选，对于存在疑问不能确定的文献，经由

2人讨论并向第三人咨询决定是否纳入。对于初

筛纳入的文献通过纽卡斯尔-渥太华量表（NOS量
表）文献质量评价量表进行质量评估［11］，评估标准

·· 1822



中华流行病学杂志 2022年11月第 43卷第 11期 Chin J Epidemiol, November 2022, Vol. 43, No. 11

包括研究人群的选择、组间可比性和暴露因素的测

量。文献质量评分满分为 9分，0~3分为低质量研

究，4~6分为中等质量研究，≥7分为高质量研究，本

研究只纳入中高质量研究。

4.资料提取：提取文献资料中的相关数据，数

据提取内容包括文献的一般资料（如题目、第一作

者、国家、杂志名称、发表时间）、标本类型、甲基化

检测方法、病例组和对照组人数以及发生HPV16
LCR甲基化的人数。

5. 统计学分析：采用RevMan 5.3、Stata 15.1软
件对数据进行分析。对各研究进行Q检验估计异

质性，以OR值及其 95%CI作为统计量分析HPV16
LCR的甲基化水平和 CIN2+患者之间的关系。若

P>0.10且 I2≤50%，提示各研究结果同质性较好，需

采用固定效应模型，否则采用随机效应模型。进行

亚组分析寻找异质性来源；进行漏斗图制作及

Egger's检验来评估发表偏倚；使用敏感性分析测

量合并后结果的稳定程度，观察单个研究对总体效

应是否存在影响。检验水准α=0.05。

结 果

1.文献筛选：根据检索策略和纳入排除标准，

对中英文数据库进行全面检索，并追溯研究中包含

的参考文献，共检索到 180篇文献，经过筛选后，最

终纳入17篇。筛选流程见图1。

2. 文献的基本特征及质量评价：纳入研究共

1 421例研究对象，发表年份为 2003-2019年，8项
研究人群来自中国［6，12-18］，9项研究人群来自其他国

家［5，7，19-25］。7项研究采用了亚硫酸氢盐测序的方

法［5-6，13，22-25］，8 项 研 究 采 用 了 焦 磷 酸 测 序 的 方

法［7，12，14-18，20］，1项研究采用了甲基化特异性 PCR

法［19］，1项研究采用了甲基化敏感限制性分析的方

法［21］。6项研究样本类型为脱落细胞［6-7，12，14，16，18］，

11项研究样本类型为宫颈组织［5，13，15，17，19-25］。6项研

究探讨了HPV16 LCR E2BS的甲基化和宫颈癌变

的关系［5，12，14，17，19-20］。9项研究探讨了 HPV16 LCR
5'端、增强子区和启动子区的甲基化和宫颈癌变的

关系［5-7，15-16，18，20，22，24］。对符合纳入排除标准的文献采

用NOS量表对每篇文献的研究质量进行评估。经

文献质量评价，共纳入中等质量文献 12篇、高质量

文献5篇，基本特征及文献质量评价见表1。
3. Meta分析结果：

（1）HPV16 LCR甲基化与宫颈癌变的关系：将

HPV16 LCR甲基化作为有效结局指标，共有 17篇
文献纳入研究，研究对象共 1 421例，其中CIN2+组
862例，<CIN2组 559例。对所纳入文献进行异质

性分析。见图 2。I2=80%，提示纳入的文献存在异

质性，采用随机效应模型进行分析，HPV16 LCR甲

基化在 CIN2+组和<CIN2组间（OR=1.56，95%CI：
0.70~3.47，P=0.280）差异无统计学意义。

（2）亚组分析：为寻找异质性来源，对 LCR
5'端、增强子区和启动子区 3个分区进行了亚组分

析。由于 5'端和启动子区 I2>50%，故 3个分区均采

用 随 机 效 应 模 型 ，结 果 显 示 ，5'端（OR=2.07，
95%CI：0.76~5.65，P=0.160）、增强子区（OR=1.88，
95%CI：0.85~4.15，P=0.120）和启动子区（OR=1.18，
95%CI：0.41~3.37，P=0.760）在 CIN2+组和<CIN2组
间的差异均无统计学意义。见图3。进一步对LCR
内分布的E2BS进行亚组分析，各亚组 I2<50%，故采

用固定效应模型，结果显示，E2BS1（OR=3.92，
95%CI：1.92~7.99，P<0.001）、E2BS3（OR=10.50，
95%CI：3.67~30.04，P<0.001）和 E2BS4（OR=3.65，
95%CI：1.58~8.41，P=0.002）在 CIN2+组和<CIN2组
间的差异均有统计学意义。见图 4。对人群来源

进行亚组分析，中国人群CIN2+组的HPV16 LCR甲

基化大于<CIN2组，差异有统计学意义（P=0.002）；

其他国家人群CIN2+组和<CIN2组间甲基化差异无

统计学意义（P=0.730）。按甲基化检测方法进行亚

组分析，采用亚硫酸氢盐测序方法的人群CIN2+组
和 <CIN2 组 间 甲 基 化 差 异 无 统 计 学 意 义（P=
0.640）；采用焦磷酸测序方法的人群 CIN2+组的

HPV16 LCR甲基化大于<CIN2组，差异有统计学意

义（P=0.040）。按样本类型进行亚组分析，样本类

型为脱落细胞的人群CIN2+组和<CIN2组间甲基化

差异无统计学意义（P=0.160）；样本类型为宫颈组

图1 文献筛选流程
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织的人群CIN2+组和<CIN2组间甲基化差异无统计

学意义（P=0.400）。见表2。
（3）发表偏倚评估：对所纳入研究进行发表偏

倚的评估，Egger's检验结果 P=0.143，且漏斗图中

代表纳入研究发表情况的散点基本对称，表明各研

究间无明显的发表偏倚。见图5。
（4）敏感性分析：对所纳入研究进行敏感性分

析，未发现存在导致总体效应值明显波动的单个研

究。见图 6。鉴于样本量对研究结果的影响，分别

去掉小样本原始研究（样本量<30人［18，23］或样本量<

50人［12，14，18，23］）后再次进行敏感性分析，仍未发现存

在导致总体效应值明显波动的单个研究，提示本次

Meta分析稳健性较好。

讨 论

本研究纳入 17篇文献，探讨了HPV16 LCR甲

基化与CIN2+发生风险的相关性。LCR的 3个功能

分区包含基因表达和HPV复制所需的序列基序，

其中启动子区可调节病毒癌基因的表达［4］。Meta

图2 HPV16长控制区甲基化与宫颈癌变关系的异质性分析

表1 文献的基本特征及质量评价

第一作者及参考文献

Badal［25］
Bhattacharjee［5］
Hong［15］
Hublarova［21］
Ding［13］
Xi［24］
Snellenberg［19］
Lorincz［7］
Jacquin［20］
胡元晶［16］

Leung［17］
Simanaviciene［22］
Gašperov［23］
王微［18］

Wang［6］
李肖甫［14］

Zhang［12］

发表年份

2003
2006
2008
2009
2009
2011
2012
2013
2013
2013
2014
2015
2015
2016
2017
2018
2019

人群来源

新加坡

印度

中国

新加坡

中国

美国

荷兰

英国

法国

中国

中国

立陶宛

克罗地亚

中国

中国

中国

中国

样本例数（<CIN2/CIN2+）
38/43
15/57
31/39
29/112
17/36
117/94
17/48
48/25
44/42
30/30
43/94
39/118
6/6
10/10
32/67
18/23
25/18

样本类型

脱落细胞/组织

脱落细胞/组织

脱落细胞/组织

脱落细胞/组织

组织

脱落细胞/组织

组织

脱落细胞

组织

脱落细胞

脱落细胞/组织

组织

组织

脱落细胞

脱落细胞

脱落细胞

脱落细胞

检测方法

亚硫酸氢盐测序

亚硫酸氢盐测序

焦磷酸测序

甲基化敏感限制性分析

亚硫酸氢盐测序

亚硫酸氢盐测序

甲基化特异性PCR法

焦磷酸测序

焦磷酸测序

焦磷酸测序

焦磷酸测序

亚硫酸氢盐测序

亚硫酸氢盐测序

焦磷酸测序

亚硫酸氢盐测序

焦磷酸测序

焦磷酸测序

文献质量评价

6
7
6
6
6
7
6
8
7
6
6
5
7
5
6
5
6
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分析结果显示，HPV16 LCR甲基化与CIN2+的发生

风险未显示相关性。Bowden等［26］的Meta分析研究

结果与本研究一致，本研究较之进一步纳入了中文

文献和年份更近的英文文献，再次证实尚不能认为

HPV16 LCR的甲基化程度与 CIN2+的发生风险有

关。DNA甲基化可能是HPV逃避宿主对外来细胞

内因子免疫识别的一种方法，而病毒抵抗基因组的

任何表观遗传变化可能是一种自然保护，所以只有

少数胞嘧啶-磷酸-鸟嘌呤（CpG）位点具有显著预测

疾病的能力［27］。进一步对位于LCR的E2BS进行了

亚组分析，结果显示 E2BS甲基化可增加 CIN2+的
发生风险。E2BS含有可能发生甲基化的 CpG位

点，其发生甲基化会影响E2与E2BS的结合，E2不
能正常发挥对关键病毒癌基因 E6和 E7的转录抑

制功能，使得 E6和 E7转录增强，促进病毒的复制

和转录［28-29］，最终导致癌变的发生［30］。Cheung等［31］

的研究发现，E2BS在宫颈癌中的甲基化率高于低

级别宫颈病变，与本研究结果一致。针对E2BS2甲
基化的相关研究仅 2篇，故未对其进行亚组分析。

对人群来源进行的亚组分析结果显示，仅中国人群

CIN2+的发生风险与HPV16 LCR甲基化相关，可能

是种族、生存环境和生活习惯等原因引起的［32］。对

甲基化检测方法进行的亚组分析结果显示，采用焦

磷酸测序法进行检测的人群 CIN2+的发生风险可

能与HPV16 LCR甲基化相关。焦磷酸测序可直接

得到目的核酸片段的序列，对多个CpG位点的甲基

化状态进行定量评估，更为准确地对具体位点进行

定量检测，并且特异性高，是分子诊断的“金标

准”［9］，而亚硫酸氢盐测序能直接检测分析基因组

DNA的甲基化模式，可以检测到甲基化的程度并

且明确甲基化的确切位置，但只能定性分析位点的

甲基化情况，敏感性较低［33］。

本研究采用NOS量表从研究人群的选择、组间

可比性和暴露因素的测量 3个方面入手进行文献

质量评价，其中 5项研究为高质量，其余 12项为中

等质量，多数研究的组间可比性评分较低，根据评

分标准：①研究控制了最重要的混杂因素；②研究

控制了任何其他混杂因素，判定所纳入研究是否在

设计和统计分析阶段体现病例和对照的可比性。

虽然总体评分受到组间可比性这一指标的影响，

图3 HPV16长控制区甲基化与宫颈癌变相关性的异质性分析
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12项研究评分属于中等质量，但是评分接近中等

质量的高线，而且其他指标分数很高，所以研究结

果仍具有较高的可信度。

本研究存在局限性。本次纳入的研究限定为

病例对照研究，可能存在一定的选择偏倚；且本研

究纳入的研究均为中英文，未将其他语言的研究纳

入分析，具有一定的片面性；再者，由于检索到的文

献大多数呈现的是位点的甲基化率，数据多是间接

计算得到，可能是本次Meta分析异质性较大的原

因之一，本研究分析异质性来源仅限于 LCR各分

区、人群来源、检测方法和样本类型，可能还有其他

因素对HPV16 LCR甲基化与 CIN2+发生风险的关

系有影响，尚有待进一步的研究和拓展。

图5 17篇文献的发表偏倚

图4 HPV16长控制区E2结合位点甲基化与宫颈癌变相关性的异质性分析

表2 亚组分析结果

亚组

人群来源

中国

其他国家

检测方法

亚硫酸氢盐测序

焦磷酸测序

样本类型

脱落细胞

宫颈组织

研究
个数

8
9

7
8

6
11

样本
例数

523
898

685
530

336
1 085

OR值（95%CI）

2.14（1.31~3.50）
1.25（0.35~4.47）

1.38（0.36~5.27）
1.75（1.03~2.98）

1.57（0.83~2.97）
1.59（0.54~4.69）

P值

0.002
0.730

0.640
0.040

0.160
0.400

图6 纳入研究的敏感性分析
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综上所述，本研究结果表明，CIN2+的发生风

险与HPV16 LCR整体的甲基化未显示相关性，但

可能与E2BS的甲基化有关，中国人群和经焦磷酸

测序方法检测的人群 CIN2+的发生风险与HPV16
LCR的甲基化具有相关性。本研究探讨了 CIN2+
的发生风险与HPV16 LCR甲基化的相关性，尚有

待纳入更多高质量、大样本的相关研究以得到更准

确的结论。
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