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高危型人乳头状瘤病毒感染与阴道菌群的相关性研究

潘　颖１，盛华芳２，康　玲１，马　啸１，郑慧敏２，周宏伟２，刘木彪１　　（５１０２８２广州，南方医科大学珠江医院妇产
科１；５１０５１５广州，南方医科大学公共卫生学院环境卫生学系２）

　　［摘要］　目的　探索高危型人乳头瘤状病毒（ｈｉｇｈｒｉｓｋｈｕｍａｎｐａｐｉｌｌｏｍａｖｉｒｕｓ，ＨＲＨＰＶ）感染阴性
与阳性女性之间阴道菌群构成的差异。方法 　采集２０１４年９月至２０１５年９月间于我科就诊的３３例
未感染ＨＲＨＰＶ（ＨＰＶ－）女性及９８例感染 ＨＲＨＰＶ（ＨＰＶ＋）患者的阴道分泌物，分别对每个样本进行
细菌总基因组ＤＮＡ提取、１６ＳｒＲＮＡＶ４区基因扩增及采用Ｉｌｌｕｍｉｎａ高通量测序技术对扩增的ＰＣＲ产物
进行测序等步骤，然后通过ＢＩＰＥＳ、ＴＳＣ、ＧＡＳＴ等程序，分析阴道菌群物种丰度和结构，并对两组女性的
阴道菌群构成进行比较。结果　ＨＰＶ－组女性阴道菌群以乳酸杆菌为优势菌属，占８１．５４％，同时含有
少量的加德纳菌属、链球菌属、普氏菌属等。ＨＰＶ＋组患者阴道菌群中乳酸杆菌属则显著减少
（４０４８％），加德纳菌属显著增加（３２．３５％），同时普氏菌属、奇异菌属、厌氧球菌属等多种厌氧菌属相
对丰度也有所增加。在 ＨＰＶ＋组女性的阴道菌群中发现布鲁菌属的存在，而 ＨＰＶ－组中未见此菌属。
结论　阴道菌群失调与ＨＲＨＰＶ感染之间存在相关性，ＨＲＨＰＶ感染者阴道菌群中乳酸杆菌属显著减
少，加德纳菌属等多种厌氧菌属过度增殖，并发现有布鲁菌属存在。
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　　宫颈癌是女性生殖系统最常见的恶性肿瘤，目前
已公认，高危型人乳头状瘤病毒（ｈｉｇｈｒｉｓｋｈｕｍａｎｐａｐ
ｉｌｌｏｍａｖｉｒｕｓ，ＨＲＨＰＶ）持续感染是宫颈癌的致病因素。
当阴道感染ＨＲＨＰＶ后，大多数女性的阴道微环境可
以自行将病毒清除，只有少数女性的ＨＰＶ病毒可以长
时间存在于阴道微环境中。而阴道菌群作为维护阴道

微环境稳定的重要因素，其在 ＨＲＨＰＶ持续感染过程
中是否扮演一定作用一直被人们所关注。然而，阴道

微生物研究的主要障碍是阴道菌群的鉴定，早期研究

主要建立在传统培养技术的基础上。阴道菌群多为厌

氧菌，培养条件苛刻，故传统的细菌培养法准确率低，

菌谱窄。近年来，变性梯度凝胶电泳（ｄｅｎａｔｕｒｉｎｇｇｒａｄｉ
ｅｎｔｇｅｌｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ，ＤＧＧＥ）、荧光原位杂交等分子生
物学技术在微生物群落研究中的应用愈加广泛。然而

这些传统分子生物学技术同样具有其局限性，耗时长、

工作量大，且不能完整地反映整个群落的结构信息，甚

至存在重要信息缺失的可能。ＢａｒｃｏｄｅｄＰａｉｒｅｄＥｎｄ
ＩｌｌｕｍｉｎａＳｅｑｕｅｎｃｉｎｇ（ＢＩＰＥＳ）法［１］作为新一代测序方

法，具有成本低廉，操作简单、重现性好等优点，能快

速、简便的获得全面的、结构化的菌群结构信息。本研

究拟采用该方法对 ＨＲＨＰＶ感染阴性和阳性者阴道
菌群进行检测，以期获得相对全面的阴道菌群结构信

息，从而将其与ＨＲＨＰＶ感染之间的相关性做一分析
比较。

１　对象与方法

１．１　研究对象
　　选取２０１４年９月至２０１５年９月间于南方医科大
学珠江医院妇产科健康体检或诊治的女性１３１例，根
据宫颈液基细胞学、ＨＲＨＰＶ筛查（ＨＣⅡ法）和宫颈
活检病理结果分为２组：① ＨＰＶ阴性组（ＨＰＶ－组）
３３例：均为健康体检者，细胞学及 ＨＲＨＰＶ检查均阴
性；② ＨＰＶ阳性组（ＨＰＶ＋组）９８例：ＨＲＨＰＶ均阳
性，其中低级别宫颈上皮内瘤变２６例，高级别宫颈上
皮内瘤变４０例，宫颈癌３２例。
　　所有研究对象纳入标准：年龄２１～６５岁；有性生

活史３年及以上；非月经期、妊娠期及产褥期妇女；除
外合并免疫缺陷疾病史；除外低危型 ＨＰＶ感染者；同
时需满足以下条件：４８ｈ内无阴道冲洗；３ｄ内无性生
活史、阴道放药史；１个月内未系统使用抗生素或抗真
菌药。

１．２　材料及方法
１．２．１　主要试剂　　阴道拭子基因组ＤＮＡ提取试剂
盒（北京百泰克公司）；蛋白酶 Ｋ（Ｓｉｇｍａ公司）；Ｅｘｔａｑ
ＰＣＲ试剂盒（宝生物公司）。
１．２．２　标本采集　　以无菌棉拭子于阴道穹窿处旋
转１０～１５ｓ，待拭子充分吸收分泌物后小心放入干燥
无菌试管中，避免接触外阴及阴道口，用于１６ＳｒＲＮＡ
基因提取。

１．２．３　总ＤＮＡ提取　　采用阴道拭子基因组 ＤＮＡ
试剂盒提取样本总ＤＮＡ，具体步骤参考说明书。ＤＮＡ
提取后置于－２０℃冰箱保存。
１．２．４　１６ＳｒＲＮＡＶ４区的 ＰＣＲ扩增及 Ｉｌｌｕｍｉｎａ测序
　　以提取的ＤＮＡ为模板，扩增其１６ＳｒＲＮＡＶ４区的
基因片段。所用引物序列为：５′ＧＡＧＴＧＣＣＡＧＣＭＧＣ
ＣＧＣＧＧＴＡＡ３′和 ３′ＧＧＡＣＴＡＣＨＶＧＧＧＴＷＴＣＴＡＡＴ５′。
ＰＣＲ的扩增体系为：１０×Ｂｕｆｆｅｒ２．５μＬ，ｄＮＴＰ２μＬ，
Ｍｇ２＋１．５μＬ，上下游引物各０．５μＬ，ＥｘＴａｑ０２５μＬ，
模板 ０．５μＬ，灭菌去离子水 １７．２５μＬ。ＰＣＲ的扩增
条件为：９４℃预变性２ｍｉｎ，再以９４℃变性３０ｓ，５４℃
退火３０ｓ，７２℃延伸４５ｓ，连续３０个循环后７２℃延伸
５ｍｉｎ，４℃保存。将扩增产物经０．８％琼脂糖凝胶电
泳检测后，以相等的终浓度将样品混合均匀，送至深圳

华大基因进行双末端１００ｂｐ测序，测序平台为Ｉｌｌｕｍｉｎａ
ＨｉＳｅｑ２０００。
１．２．５　生物信息学分析　　对原始测序数据以
ＢＩＰＥＳ［１］程序进行预处理，反向互补组装 Ｖ４序列；采
用两阶段聚类（Ｔｗｏｓｔａｇｅｃｌｕｓｔｅｒｉｎｇ，ＴＳＣ）［２］方法，提取
出每个操作分类单元（ｏｐｅｒａｔｉｏｎａｌｔａｘｏｎｏｍｙｕｎｉｔｓ，ＯＴＵ）
的代表序列后利用ＧＡＳＴ对 ＯＴＵ进行分类，用于样品
间的相似性分析，再进行后续的 Ａｌｐｈａ、Ｂｅｔａ、聚类分
析。Ａｌｐｈａ多样性描述样品中微生物的种类和数量，
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其中ＰＤ＿ｗｈｏｌｅ＿ｔｒｅｅ指数代表样品物种的丰富度，而
Ｓｈａｎｎｏｎ指数同时受到物种丰富度和均度的影响。
Ｂｅｔａ多样性展示样品菌群之间的相似度，基于 Ｕｎｉｆｒａｃ
距离［３］，利用 ＱＩＩＭＥ［４］软件进行阴道菌群主成分分
析。每个点表示一个样品的整体菌群，而点与点之间

的距离通过比较两个菌群之间的序列相似度获得［３］。

两点间距离越小，表明这两个样品存在的物种多样性

差异越小。通过 ｌｉｎｅａｒｄｉｓｃｒｉｍｉｎａｎｔａｎａｌｙｓｉｓ（ＬＤＡ）
ｃｏｕｐｌｅｄｗｉｔｈｅｆｆｅｃｔｓｉｚｅｍｅａｓｕｒｅｍｅｎｔｓ（ＬＥｆＳｅ）［５］分析两
组间阴道菌群群落结构及菌属差异。ＬＥｆＳｅ是一种新
开发的统计方法，可以识别基因组特性，描述两个或两

个以上的生物条件（或类）之间的差异，适用于寻找微

生物群落标志物［５］。

２　结果

２．１　测序信息
　　本研究测序样品１３１个，共获得９７１００７条序列，
平均每个样品７４１２条。
２．２　Ａｌｐｈａ多样性

　　ＨＰＶ－组和ＨＰＶ＋组的ＰＤ＿ｗｈｏｌｅ＿ｔｒｅｅ指数分别为
６１．９４和６７．３７，两组间差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５）。
而两组的Ｓｈａｎｎｏｎ指数分别为４５．３０和７２．９７，ＨＰＶ＋

组的Ｓｈａｎｎｏｎ指数明显升高，且差异具有统计学意义
（Ｐ＜０．０１），表明 ＨＰＶ＋组内菌群构成与阴性组差异
有统计学意义。

２．３　菌群结构
　　对所有样品中微生物的１６ＳｒＲＮＡ基因 Ｖ４区序
列进行Ｉｌｌｕｍｉｎａ测序，共检测到２２个菌门。在门水平
（图１Ａ），ＨＰＶ－组中阴道菌群９０％以上都是由厚壁菌
门（Ｆｉｒｍｉｃｕｔｅｓ）组成，其余 ２１个菌门只占不到 １０％。
ＨＰＶ＋组中厚壁菌门减少至５５．１６％，放线菌门（Ａｃｔｉ
ｎｏｂａｃｔｅｒｉａ）、拟杆菌门（Ｂａｃｔｅｒｏｉｄｅｔｅｓ）、变性菌门（Ｐｒｏ
ｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ）、无壁菌门（Ｔｅｎｅｒｉｃｕｔｅｓ）增加，分别占阴道
菌群的２４．０３％、８．９４％、６．３１％、３．３８％。对两组阴道
菌群在属水平进一步分析（图１Ｂ），ＨＰＶ－组中以乳酸
杆菌（Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓ）为优势菌属，占 ８１．５４％，同时还
包括加德纳菌属（Ｇａｒｄｎｅｒｅｌｌａ）、链球菌属（Ｓｔｒｅｐｔｏｃｏｃ
ｃｕｓ）、普氏菌属（Ｐｒｅｖｏｔｅｌｌａ）等其他菌属，但含量较少。
在ＨＰＶ＋组中，乳酸杆菌属含量显著下降（４０．４８％），
同时加德纳菌属相对丰度显著上升，由３．０１％增加至
１９．８７％，这二者为构成阴道菌群的主要菌属。与
ＨＰＶ－组相比，普氏菌属、奇异菌属（Ａｔｏｐｏｂｉｕｍ）、脲原

体属（Ｕｒｅａｐｌａｓｍａ）、纤毛菌属（Ｓｎｅａｔｈｉａ）、消化链球菌
属（Ｐｅｐｔｏｓｔｒｅｐｔｏｃｏｃｃｕｓ）、厌氧球菌属（Ａｎａｅｒｏｃｏｃｃｕｓ）、
支原体属（Ｍｙｃｏｐｌａｓｍａ）含量均增加，并出现布鲁氏菌
属（Ｂｒｕｃｅｌｌａ）。
２．４　Ｂｅｔａ多样性
　　经 ＰＣｏＡ主成分分析显示（图２）：基于 Ｗｅｉｇｈｔｅｄ
Ｕｎｉｆｒａｃ距离，ＨＰＶ－组（红色）分布较为紧凑，菌群结构
相似度高，ＨＰＶ＋组（蓝色）分布广泛，个体差异大。且
两组间菌群能明显分开，表明两组间菌群结构差异有

统计学意义。
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图１　两组阴道菌群相对丰度及微生物群落整体结构比较
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图２　两组阴道菌群ＷｅｉｇｈｔｅｄＵｎｉｆｒａｃ聚类图

２．５　菌群统计学分析
　　对两组阴道菌群进行 ＬＥｆＳｅ分析（图３）显示：乳
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酸杆菌在ＨＰＶ－组中富集，而加德纳菌属、普氏菌属、
奇异菌属、厌氧球菌属、拟杆菌属（Ｂａｃｔｅｒｏｉｄｅｓ）、不动
杆菌属（Ａｃｉｎｅｔｏｂａｃｔｅｒ）等在阳性组中显著增加，且于
ＨＰＶ＋组中检测到布鲁菌属的存在。
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图３　两组间差异菌属的ＬＥｆＳｅ统计分析

３　讨论

　　研究已证实 ＨＲＨＰＶ感染是宫颈癌发生发展的
必要因素，但由ＨＲＨＰＶ感染发生发展至宫颈癌是一
个漫长的，中间阶段可逆转的过程，导致持续性感染的

原因目前尚不明确［６］。Ｉｌｌｕｍｉｎａ高通量测序技术是一
种采用专有的可逆终止子化学方法对数百万片段进行

大规模测序的新型测序技术［７］。本研究利用该技术

对阴道分泌物中的阴道菌群进行检测，突破传统方法

难以培养和分离鉴定菌群的缺陷，可以获得全面、系

统、结构化、准确的阴道微生物群落结构信息。

　　本研究发现感染 ＨＲＨＰＶ者阴道微生物的群落
结构与未感染者明显不同，前者的物种多样性显著增

加，主要表现为乳酸杆菌属的减少及加德纳菌属含量

的增加。正常情况下，阴道微生物中乳酸杆菌属处于

优势地位，对维持阴道微生态平衡，抑制病原微生物生

长，增强阴道局部抗感染、抗肿瘤能力起重要作用。一

方面，乳酸杆菌通过竞争性占位与阴道黏膜上皮细胞

受体结合，定植于阴道黏膜上皮细胞表面，形成空间性

占位保护作用。同时分泌大量细胞外多聚糖、细胞壁

肽聚糖，形成生物被膜，达到阻止病原体黏附和侵袭的

目的［８－９］。另一方面，乳酸杆菌通过多种代谢产物，如

乳酸、Ｈ２Ｏ２、细菌素、细菌素样物质、生物表面活性物
质等，起到抑制致病菌生长、增强抗感染能力的作

用［１０－１３］。更有研究表明，乳酸杆菌可以刺激机体免疫

细胞产生多种细胞因子，调节机体的免疫应答［１４］。因

此，乳酸杆菌减少，阴道微生态平衡破坏，病原微生物

异常增殖，可能使得 ＨＲＨＰＶ易感性增加，促进 ＨＲ
ＨＰＶ的持续性感染，导致宫颈病变的发生。
　　加德纳菌属虽是构成非 ＨＰＶ感染女性阴道菌群
之一，但在感染者中的构成比大大提高。加德纳菌属

可利用不替调节分子 ＣＤ５９激活 Ｐ３８撕裂元蛋白激
酶通路，释放细胞溶解素（ｖａｇｉｎｏｌｙｓｉｎ，ＶＬＹ），导致阴道
上皮细胞死亡，从而使乳酸杆菌定植减少［１５］。一项

Ｍｅｔａ分析［１６］已经证实，ＨＰＶ的感染与细菌性阴道病
（ＢＶ）相关，同时ＢＶ患者的阴道菌群变化也主要表现
为加德纳菌属的大量增殖。除了加德纳菌属含量增加

外，普氏菌属、奇异菌属、厌氧球菌属、拟杆菌属、不动

杆菌属等厌氧菌属也在感染组中富集。厌氧菌的过度

生长，抑制了产Ｈ２Ｏ２乳酸杆菌的生长，减少了 Ｈ２Ｏ２及
乳酸等代谢产物的产生，降低了阴道局部抗感染能力。

这与 ＭｃＮｉｃｏｌ等［１７］的研究结果是一致的。ＭｃＮｉｃｏｌ
等［１７］发现ＨＰＶ的感染与过度增殖的厌氧菌有关，且
认为阴道菌群失调可增强ＨＰＶ病毒的表达，并最终导
致宫颈细胞学的改变。同时纤毛菌属、脲原体属、支原

体均有不同程度的增加。Ｌｅｅ等［１８］认为纤毛菌属与

ＨＰＶ感染关系密切，甚至可考虑其视为 ＨＲＨＰＶ感染
的微生物标志物。脲原体属、支原体含量的增加，表明

支原体感染可能在 ＨＲＨＰＶ感染的过程中起到一定
的作用。

　　此外，本研究在感染高危型ＨＰＶ的女性阴道菌群
中发现了布鲁菌属的存在，而在阴性对照组中没有。

布鲁菌归属于变形菌门，它可以引起人的关节炎、心内

膜炎、脑膜炎等。研究表明，巨噬细胞、树突状细胞及

某些上皮细胞是布鲁菌感染的主要靶细胞［１９］。被感

染后，布鲁菌能产生大量毒力因子［２０－２２］，通过抑制溶

酶体与吞噬体结合，逃逸巨噬细胞的杀伤，在胞内寄生

并大量繁殖，最终形成慢性感染［２３－２４］。与此同时，它
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能在宿主组织细胞内产生分解具有氧化杀菌作用的分

解酶，如Ｈ２Ｏ２酶；还能抑制巨噬细胞的活化、细胞因子
的分泌和抗原的提呈［２５－２７］，适应性免疫应答机制受抑

制［２８－２９］，免疫功能遭受破坏。布鲁菌可以引起机体免

疫功能的破坏和毒素的释放，是否是增加 ＨＲＨＰＶ在
宿主宫颈细胞内定植、整合以及致瘤作用的关键尚不

得而知，需要进一步的研究加以证实。

　　综上所述，ＨＲＨＰＶ感染与阴道菌群失调密切相
关。当然，菌群失调究竟是 ＨＲＨＰＶ持续感染的原因
抑或结果，尚需探索。ＢＶ与支原体感染可能在 ＨＲ
ＨＰＶ感染的过程中发挥一定的作用，因此在临床中应
注重ＢＶ及支原体感染的治疗，预防ＨＲＨＰＶ的感染。
对于已经感染ＨＲＨＰＶ的患者，可考虑通过补充阴道
中的乳酸杆菌，抑制病原菌的生长，改善阴道内环境，

恢复阴道微生态平衡，加速 ＨＲＨＰＶ的清除。而本研
究中发现感染者阴道菌群中布鲁菌属的存在，是否意

味着该菌属的出现与ＨＰＶ持续性感染具有必然联系，
也为我们下一步研究提供了新方向。
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０１４０５６４ｘ

［２０］ＧｉｌＲａｍｉｒｅｚＹ，ＣｏｎｄｅＡｌｖａｒｅｚＲ，ＰａｌａｃｉｏｓＣｈａｖｅｓＬ，ｅｔａｌ．
ＴｈｅｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆｗａｄＢ，ａｎｅｗｇｌｙｃｏｓｙｌｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅｇｅｎｅ，
ｃｏｎｆｉｒｍｓｔｈｅｂｒａｎｃｈｅｄｓｔｒｕｃｔｕｒｅａｎｄｔｈｅｒｏｌｅｉｎｖｉｒｕｌｅｎｃｅｏｆ
ｔｈｅｌｉｐｏｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅｃｏｒｅｏｆＢｒｕｃｅｌｌａａｂｏｒｔｕｓ［Ｊ］．Ｍｉｃｒｏｂ
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ＤＯＩ：１０．１０１６／ｊ．ｖｅｔｍｉｃ．２０１４．０８．０３３

［２８］ＢａｒｒｉｏｎｕｅｖｏＰ，ＣａｓｓａｔａｒｏＪ，ＤｅｌｐｉｎｏＭＶ，ｅｔａｌ．Ｂｒｕｃｅｌｌａ
ａｂｏｒｔｕｓｉｎｈｉｂｉｔｓｍａｊｏｒｈｉｓｔｏｃｏｍｐａｔｉｂｉｌｉｔｙｃｏｍｐｌｅｘｃｌａｓｓＩＩｅｘ
ｐｒｅｓｓｉｏｎａｎｄａｎｔｉｇｅｎｐｒｏｃｅｓｓｉｎｇｔｈｒｏｕｇｈｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ６ｓｅｃｒｅ
ｔｉｏｎｖｉａＴｏｌｌｌｉｋｅｒｅｃｅｐｔｏｒ２［Ｊ］．ＩｎｆｅｃｔＩｍｍｕｎ，２００８，７６
（１）：２５０－２６２．ＤＯＩ：１０．１１２８／ＩＡＩ．００９４９０７

［２９］ＧｕｏＦ，ＺｈａｎｇＨ，ＣｈｅｎＣ，ｅｔａｌ．ＡｕｔｏｐｈａｇｙｆａｖｏｒｓＢｒｕｃｅｌｌａ
ｍｅｌｉｔｅｎｓｉｓｓｕｒｖｉｖａｌｉｎｉｎｆｅｃｔｅｄｍａｃｒｏｐｈａｇｅｓ［Ｊ］．ＣｅｌｌＭｏｌ
ＢｉｏｌＬｅｔｔ，２０１２，１７（２）：２４９－２５７．ＤＯＩ：１０．２４７８／
ｓ１１６５８０１２０００９４

（收稿：２０１５１２２９；修回：２０１６０３１５）

（编辑　邓强庭）
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