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采用 PCR-测序法对北京地区 325 例妇女宫颈脱落细胞

样品中人乳头瘤病毒进行检测和基因分型 
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1 中国科学院微生物研究所 中国科学院病原微生物与免疫学重点实验室，北京 100101 
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摘  要: 为了探讨 PCR-测序法在宫颈脱落细胞样品中人乳头瘤病毒 (Human papillomavirus, HPV) 临床检测中的应用

价值，采用 HPV 通用引物 PGMY09/11 针对 HPV L1 区基因序列进行 PCR 扩增，并通过 DNA 测序法对 HPV 进行基因

分型。对于混合感染样品，利用 HPV 型别特异性引物 PCR 的方法进行基因分型。325 例临床样品中，228 例为 HPV

阳性，其中 66 例为混合感染。共发现 27 种不同的 HPV 型别，其中 HPV 16 比例最多，其次是 HPV 58 和 52。高危型

HPV 检出率随病变程度加重显著性增加 (P＜0.05)，但混合感染的比例呈下降趋势 (P＜0.05)。在 21~30 岁年龄组中，

HPV 感染率最高。PCR-测序法与 HC2 对高危型 HPV 检测的符合度较好 (kappa=0.675)。PCR-测序法可有效地对宫颈

脱落细胞样品进行 HPV 检测和基因分型，对大规模的 HPV 筛查具有潜在的应用价值。 

关键词 : 人乳头瘤病毒，宫颈病变，聚合酶链式反应，DNA 测序，基因分型  

PCR-based sequencing for detection and genotyping of  
human papillomavirus in 325 cervical cell specimens 
from Beijing area 
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Abstract:  To evaluate PCR-sequencing for clinical detection of human papillomavirus (HPV) genotypes in cervical cell 
specimens, we applied PCR-sequencing to HPV detection and genotyping by general primer PGMY09/11, which targets the HPV 
most conserved L1 gene. Samples with multiple infections were subjected to HPV type-specific PCR. Among the 325 cervical 
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samples, 228 were HPV positive, of which 66 showed multiple infections. In all, 27 different HPV genotypes were identified, with 
HPV 16 being the most prevalent, followed by HPV 58 and 52. The prevalence of high-risk HPV infection increased with the 
severity of cervical lesions (P<0.05), whereas the proportion of multiple infections declined significantly from LSIL to SCC 
(P<0.05). Both rates of overall and high-risk HPV infection were the highest in 21-30 age groups. There was substantial agreement 
between the HC2 and PCR-sequencing assay for detection of high-risk HPV (kappa=0.675). PCR-sequencing was effective in HPV 
detection and genotyping, and it could be potentially applied to large scale HPV screening. 

Keywords:  human papillomavirus, cervical lesions, PCR, DNA sequencing, genotyping 

宫颈癌是女性当中第三大常见的恶性肿瘤，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[1]。在中国，宫颈癌的

发病率和死亡率分别是十万分之 9.6 和十万分之

4.3，但是在一些医疗卫生条件较差的农村，宫颈癌

的死亡率依然高居不下[1-2]。大量研究表明，人乳头

瘤病毒 (Human papillomavirus，HPV) 的持续感染

与宫颈癌的发生密切相关，99.7％以上的癌症患者

当中可检测到 HPV 感染[3-4]。目前已发现 100 多种

HPV型别，与宫颈癌发病密切相关的为高危型 HPV，

以 HPV 16 和 18 这两种高危型 HPV 感染最为普遍，

大约占到总感染者的 70％[5]。HPV 型别在人群及宫

颈癌病例中的分布也呈现明显的地域特征[6]。 

HPV 与宫颈癌的密切关系意味着对 HPV 早期

筛查可有效地减少宫颈癌的发病率，同时对 HPV 基

因分型在分析不同型别的分布情况，监控预后 HPV

再次感染和开发多价预防性疫苗等方面都起着至关

重要的作用。HPV DNA 检测最常用的两种方法分别

是经美国 FDA 认证的第二代杂交捕获法  (Hybrid 

capture 2，HC2) 和 HPV 通用引物 PCR 扩增。在

HPV 筛查方面，HC2 具有较高的灵敏度和特异性，

并且对宫颈中度不典型增生 (CIN2) 及 CIN2 以上

的检测能力优于传统的细胞学检测 [7-8]。基于 PCR

的方法是针对序列高度保守的 L1 基因设计通用引

物，通过 PCR 反应扩增样品中所有 HPV。目前使用

较多的 HPV 通用引物是 GP5+/6+、MY09/11 及其改

良的 PGMY09/11[9]。通用引物 PCR 的扩增产物可用

限制片段长度多态性分析、反向线性杂交和基因芯

片等方法实现基因分型。采用反向杂交技术开发的

商品化产品，如罗氏  (Roche) 公司开发的 Linear 

Array HPV 分 型 试 剂 盒 [10] 和 Innogenetics 的

INNO-LiPA HPV 分型试剂盒[11]，在临床检测方面均

显示出较好的灵敏度和检测混合感染的能力[12-13]。

但这些基于特异探针的分型方法存在与其他型别之

间交叉杂交的缺点[14-15]，并且检测 HPV 型别限于探

针种类，不能鉴别出较少见或者新的 HPV 型别。 

近年来，测序成本大幅度降低，使得利用测序

这种“金标准”方法有可能应用于 HPV 大规模的筛

查。测序法理论上可以检测出所有感染的 HPV 型

别，能够更准确、全面地分析不同 HPV 型别的感染

情况。本实验采用通用引物 PGMY09/11，通过 PCR-

测序法对宫颈脱落细胞中感染的 HPV 进行检测及

基因分型，分析各 HPV 型别在北京地区妇女中的感

染率。同时将 PCR-测序法与 HC2 进行比较，评估

其在临床中应用的可行性。 

1  材料与方法 

1.1  材料 
1.1.1  标本来源 

宫颈脱落细胞标本由北京协和医院提供。标本

的液基细胞学诊断 (Liquid-based cytology test) 由

该院妇产科细胞室完成，诊断标准采用 2001 年国际

癌症协会 TBS 诊断系统[8]，所有宫颈鳞癌的患者均

经组织病理学确诊。 

1.1.2  主要试剂和仪器 

DNA 提取试剂盒 (QIAamp DNA Mini Kit) 购

自 Qiagen 公司；质粒提取试剂盒购自 Omega 公司；

PCR 所用的 Ex HS Taq 酶和 dNTPs 购自 TaKaRa 公
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司；HC2 试剂盒购自 Digene 公司；HPV 16 基因组

质粒购自 ATCC (number：45 113)；所有引物均有上

海生工生物工程有限公司合成；Sensoquest PCR 扩

增仪；Nanodrop ND-1 000 微量紫外分光光度计；

ABI Prism 3 730xl DNA 测序仪；DML 2 000 荧光光

度计。 

1.2  DNA 提取 
液基细胞制片后，保存液中还剩余充足数量

的细胞用于总 DNA 的提取。取 1.5 mL 临床样品，

8 000 r/min 离心 1 min 后弃上清液，用 1 mL PBS

缓冲液冲洗一次。DNA 提取过程按照试剂盒操

作说明书进行，最后用 100 μL AE 缓冲液洗脱。

DNA 浓度通过 Nanodrop spectrometer DNA 浓度

测定仪进行测定。DNA 质量通过 PCR 扩增看家

基因 β 球蛋白基因 (β-globin) 来鉴定，引物序列

为：GH20 5′-GAAGAGCCAAGGACAGGTAC-3′；

PC04 5′-CAACTTCATCCACGTTCACC-3′。PCR 产

物电泳时在 268 bp 处出现明亮的条带则说明样品

DNA 提取合格。 

1.3  灵敏度分析 
HPV 16 质粒用 Omega 质粒提取试剂盒按照操作

要求进行提取并用 Nanodrop 测定质粒的浓度大小。

根据质粒长度和碱基对的平均相对分子量计算质粒

的拷贝数 (http://www.uri.edu/research/gsc/resources/ 

cndna.html)。将母液调整至 5×1010 copies/μL，并依

次进行 10 倍梯度稀释至 5 copies/μL。为了使梯度稀

释的标准品更接近样品中提取的 DNA，稀释缓冲液

中加入浓度为 12.5 ng/μL 的人基因组 DNA。选取

5×104、5×103、5×102、50 和 5 copies/μL 五个浓度梯

度分析通用引物 PGMY09/11 PCR 的灵敏度。 

1.4  HPV 检测和基因分型 
采用 HPV 通用引物 PGMY09/11 扩增 HPV L1

基因[17]。该引物在通用引物 MY09/11 的基础上进

行了完善，将含有简并碱基的两条序列改良为由 5

条上游引物和 13 条下游引物组成混合引物，从而

提高了检测的灵敏度和可重复性。PCR 反应总体

积为 50 μL，包括 1×PCR 缓冲液，200 μmol/L 

dNTPs，0.25 μmol/L 上游引物和下游引物，1.25 U 

Ex HS Taq 酶，2 μL DNA 模板。反应条件为：94  ℃

9 min；94  1 min℃ ，55  1 min℃ ，72  1 min℃ ，40

个循环；72  9 min℃ 。每次反应都分别以灭菌双蒸

水和 HPV 16 质粒作为阴性和阳性对照。PCR 产物

通过 1.5％琼脂糖凝胶电泳分析，如果在 450 bp 处

有一条明亮的条带则说明样品感染了 HPV。对含有

目的条带的 PCR 样品送北京诺赛基因组研究中心进

行测序。测序结果经 Sequence Scanner (Applied 

Biosystems) 软件分析，若每个碱基位点都只有单一

的峰则为单一感染；反之，多个碱基位点出现套峰

或叠峰则视为多种 HPV 型别混合感染。将 HPV 单

一感染样品的测序结果与 GenBank 核酸数据库进行

Blast 比对 (http://www. ncbi.nlm. nih. gov/blast)，以

确定其感染的 HPV 型别。本研究中高危型 HPV 包

括 HPV 16，18，31，33，35，39，45，51，52，56，

58，59 和 68。其他 HPV 型别归为低危型。 

1.5  HPV 型别特异引物 PCR (type-specific PCR，

TS-PCR) 
对于混合感染的样品，采用 12 对型别特异引物 

(HPV 16，18，31，33，35，39，51，52，56，58，

66 和 68) 进行基因分型。引物序列及 PCR 反应条

件如 Sotlar 所述 [18]，所有引物皆经过本实验严格

验证不存在型别之间的交叉反应。对含有目的条

带的 PCR 样品进一步通过测序和序列比对来确认

其型别。 

1.6  HC2 检测 
高危型 HPV DNA 的检测按照 HC2 试剂盒说明

书要求进行操作。诊断阳性指标定为样品中相对光

单位 (Relative light unit，RLU) 与阳性对照的比值

≥1.0，相当于 HPV DNA 浓度为 1.0 pg/mL。 

1.7  统计学分析 
用软件 SPSS 13.0 对各组结果进行统计分析。不

同宫颈病变中 HPV 和混合感染检出率差异的比较，

以及按照年龄分组 HPV 检出率的比较均采用 χ2 检
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验。PCR-测序法与 HC2 对高危型 HPV 检测的符合

度通过计算 kappa 值来评估。P＜0.05 说明差异具有

统计学意义。 

2  结果 

2.1  细胞学诊断 
自 2009 年 7 月份至 2010 年 3 月份从北京协和

医院妇产科门诊收集到 325 例临床标本，患者的年

龄范围从 21 岁到 66 岁，平均年龄为 40.4 岁。其细

胞学诊断结果为正常 (Normal) 102 例，宫颈低度鳞

状上皮内病变 (LSIL) 51 例，意义不明的非典型鳞

状细胞 (ASCUS) 97 例，宫颈高度鳞状上皮内病变 

(HSIL) 48 例，宫颈鳞癌 (SCC) 27 例 (图 1)。 

2.2  灵敏度分析 
为了证明 PGMY09/11 PCR 可有效地检测样品

中的 HPV，我们利用浓度梯度稀释的 HPV 16 质粒

来分析该方法的检测限。从图 2 可以看出质粒拷

贝数在 103~105 之间时，PCR 扩增之后可以看到在

450 bp 处明亮的条带；质粒拷贝数在 102 时，可以

看到条带但强度稍弱，但切胶纯化后依然可以测序

成功。HPV 16 质粒拷贝数低于 102 时，则看不到目

的条带，说明该方法对 HPV 16 的检测灵敏度为 102

个拷贝。 

2.3  HPV 检测和基因分型 
收集的所有临床样品都进行了总 DNA 的提

取，并通过 PCR 扩增 β-globin 验证了所提取 DNA

的质量也都是合格的。总的来说，经通用引物

PGMY09/11 PCR 扩增检测到 228 例 (70.2％) 患者

感染 HPV，其中单一感染 162 例 (70.1％)，混合感

染 66 例 (28.9％)。结合 TS-PCR 对所有混合感染

的样品分型后，共发现 27 种不同的 HPV 型别和 283

条 HPV L1 序列片段，其中 HPV 16 感染者最多，

共检测出 71 例 (25.1％)，其次是 HPV 58 (15.2％) 

和 52 (11.3％)。其他出现较多的型别依次是 HPV 

68，56，66，18，33，51 和 31 (图 3)。这 10 种 HPV

感染占总数的 83.0％。 

 

图 1  325 例患者的液基细胞学诊断结果 
Fig. 1  Liquid-based cytology result of 325 cercival samples. 
LSIL: low-grade squamous intraepithelial lesion; ASCUS: 
atypical squamous cells of undermined significance; HSIL: 
high-grade squamous intraepithelial lesion; SCC: squamous 
cells carcinoma. 

 

图 2  PGMY09/11 PCR 对 HPV 16 检测的灵敏度实验 
Fig. 2  The sensitivity of PGMY09/11 PCR assay on serial 
dilutions of HPV 16 plasmid DNA. M: DNA marker DL 2000; 
1: 105 copies; 2: 104 copies; 3: 103 copies; 4: 102 copies; 5: 10 
copies; 6: negative control. 
 

尽管本研究中 HPV 总的感染率在 LSIL 中表现

得最高，但高危型 HPV 检出率随着病变程度的加

重趋势性增加，从正常中的 12.7％上升至宫颈鳞

癌中的 85.2％  (P＜0.05)，而低危型 HPV 感染在

癌前病变较为普遍并且所占比例也随着病情发展

逐渐下降  (图 4)。混合感染所占的比例在不同的

宫颈病变中也不同，并且随着病变程度的加重呈  
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图 3  325 例宫颈脱落细胞样品中不同 HPV 型别的感染率 
Fig. 3  The prevalence of different HPV types in 325 cervical samples. 
 
 
 

 

图 4  HPV 感染在不同程度宫颈病变中的分布 
Fig. 4  The distribution of HPV infection in different cervical 
lesions. 
 

现下降的趋势，从 LSIL 中的 38.9％下降至 SCC 中

的 13％ (P＜0.05)。 

为了分析 HPV 感染与年龄之间的关系，我们将

所有的患者分为 4 个年龄组 (图 5)。HPV 感染率在

21~30 岁年龄组表现得最高 (88.4％)，其中高危型

HPV 感染率将近高达 80％。从 20~50 岁这个年龄段，

总的 HPV 感染率及高危型 HPV 感染率都随着年龄

的增加显著性降低 (P＜0.05)。在 50 岁之后，总的

HPV 感染率基本保持不变，但高危型 HPV 感染略有

增加。 

2.4  PCR-测序法与 HC2 的比较 
共有 111 个样品进行了 HC2 检测，包括 70 个

HC2 阳性和 41 个 HC2 阴性。PCR-测序法与 HC2 对

高危型 HPV 检测结果如表 1 所示。总的来说，两种

方法同时检测 HPV 阳性和阴性的样品数分别是 54

和 39，一致性为 83.8％ (kappa=0.675)。检测结果不

一致的 18 个样品中，有 16 个 (88.9％) 表现为 HC2

阳性，但 PCR-测序结果为阴性，其中的 9 个样品

PCR-测序法检测出低危型 HPV 感染，包括 HPV 11 

(1 个)，HPV 42 (1 个)，HPV 53 (2 个)，HPV 55 (2

个)，HPV 59 (1 个)，HPV 69 (1 个) 和 HPV 81 (1 个)。

2 例 HC2 阴性但 PCR-测序结果阳性的样品均感染

HPV 16。 
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图 5  HPV 在不同年龄组的感染情况 
Fig. 5  The distribution of HPV infection in each age group. 
 
 
表 1  比较 PCR-测序和 HC2 两种方法对高危型 HPV 的

检测 
Table 1 Comparison of PCR-sequencing and HC2 for the 
detection of high-risk HPV 

PCR-sequencing 
HC2 

Positive a Negative 

Positive 54 16 

Negative 2 39 
a Multiple infections with the presence of at least one high-risk type 
were considered as high-risk HPV positive. 
 

3  讨论 

我们采用 PCR-测序法检测 HPV DNA，通过一

次通用引物 PCR 扩增可以做大范围临床标本的

HPV 基因筛查。通过对 325 例临床样品的检测，发

现总的 HPV 感染率较高 (70.2％)，主要原因是所

收集的样品大部分细胞学诊断结果为宫颈癌或癌

前病变，而在 LSIL、HSIL 和宫颈癌患者中，HPV

感染情况与之前的报道类似[6]。但在细胞学诊断结

果为正常的这部分样品中，高危型 HPV 的感染率

略高一些[19]。可能的原因一方面是我们的方法灵敏

度更高，可以检测到低拷贝 HPV 的感染，另一方

面是为了得到更多的 HC2 阳性的样品而忽视其细

胞学诊断结果，导致一部分 HC2 阳性的样品细胞

学诊断却是正常。 

本研究共发现 27 种不同的 HPV 型别，多于

Zhao 等之前对北京妇女 HPV 筛查所报道的 21

种 [20]。这是因为我们采用了灵敏更高且鲁棒性 

(Robustness) 更强的 PGMY09/11，并且分型的方法

是 DNA 测序法，理论上可以检测到所有感染的

HPV 型别；而之前的研究所用的反向斑点杂交 

(Reverse dot blot hybridization) 法基因分型的范围

仅局限检测于高危型及几种常见的低危型 HPV。在

所有型别中，我们发现 HPV 16、58 和 52 检出率较

高，与 Bao 等对中国人群的 Meta 分析结果类似[21]。

HPV 58 和 52 感染率在中国多个地区感染率都较

高，南部地区 (广州和香港) 比其他地区 (上海，

四川和北京) 表现更高一些[22]。因此，在开发 HPV

多价疫苗的时候除了针对 HPV 6、11、16 和 18 之

外，也可以将 HPV 58 考虑在内，这将会有效地预

防中国人群中第 2 大常见的 HPV 型别。HPV 18 在

本研究中所占的比例较低，仅排在第 7 位，这是因

为 HPV 18 常见于宫颈癌患者中，而我们的样品中

宫颈癌患者数目较少[23]。 

本研究还发现在 21~30 岁这个年龄组，总的

HPV 感染及高危型 HPV 感染均为最高，随后呈现一

定的下降趋势。其他研究也发现 HPV 感染具有类似

的年龄分布特点[20]。这种变化趋势与 HPV 感染的特

点有关，因为 HPV 感染具有自限性，一部分感染会

在机体免疫作用下清除。 

为了分析 PCR-测序法的临床可行性，我们比较

了 PCR 和 HC2 这两种方法对高危型 HPV DNA 的检

测结果。研究表明，这两种方法有较好的符合度，

而有差异结果的部分主要是由于HC2与低危型 HPV

交叉反应所致，从而导致了假阳性的出现。最近有

文献报道，大约有 10％的 HC2 阳性是由交叉反应造

成[24]。这将会给部分患者带来不必要的经济负担和

心理压力。此外，2 例 HC2 阴性但 PCR 检测为阳性

的样品，分型结果都是 HPV 16，提示 HC2 在检测

灵敏度方面还存在一定的不足。HC2 是利用对抗体

捕获信号的放大和化学发光信号的检测，一次性检
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测 13 种高危型 HPV 型别。该方法对检测设备要求

高，检测试剂费用较贵，并且不能对检测到的 HPV

进行基因分型。近年来，虽然美国和欧洲一些国家

通过筛查 HPV 显著降低了宫颈癌的发病率，但是在

中国和其他一些发展中国家，HC2 并不能大规模的

应用于 HPV 筛查。建立一种快速、灵敏度高且成本

较低的 HPV检测方法将会对这些地区宫颈癌的预防

有着重要的意义。PCR 因具有快速、灵敏且特异性

强等优点，在临床检测方面已得到广泛应用，而

DNA 测序法理论上可以准确地对所有 HPV 进行基

因分型。总之，PCR-测序法可有效地对宫颈脱落细

胞样品进行 HPV 检测和基因分型，对大规模的 HPV

筛查具有潜在的应用价值。 
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