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高危型HPV感染对阴道微生态失衡及miR-146a、
miR-155表达的影响*

李晓丽**,邢秀月,温林燕

(琼海市人民医院妇产科,广东琼海
 

571400)

【摘要】 目的 分析高危型人乳头瘤病毒(HPV)感染与宫颈脱落细胞微小 RNA-146a(miR-146a)、微小 RNA-155
(miR-155)表达水平及阴道微生态失衡的关系。 方法 选取因宫颈炎于本院就诊的186例患者为研究对象,均进行

HPV检测,根据是否感染高危型 HPV分为对照组(高危型 HPV阴性)112例,观察组(高危型 HPV阳性)74例。检测

观察组患者 HPV感染亚型,比较两组患者阴道微生态改变及阴道微生态平衡状态;采用荧光定量PCR法(qRT-PCR)

法检测两组患者宫颈脱落细胞 miR-146a、miR-155水平,Spearman法分析高危型 HPV感染与宫颈脱落细胞 miR-146a、

miR-155表达水平及阴道微生态失衡的相关性,以及宫颈细胞 miR-146a、miR-155水平与阴道微生态改变的相关性。 
结果 观察组患者高危型 HPV感染以 HPV16亚型检出率最高,占56.76%,HPV18占18.92%;患者宫颈病变严重程

度、阴道微生态失衡率、衣原体、解脲脲原体阳性率、细菌性阴道炎、乳酸杆菌异常率及宫颈脱落细胞中 miR-146a、miR-
155水平均高于对照组(P<0.05)。两组支原体、滴虫及霉菌阳性率差异均无统计学意义(均P>0.05)。高危型 HPV
感染与宫颈脱落细胞 miR-146a和 miR-155水平,以及衣原体、解脲脲原体阳性率、细菌性阴道炎和乳酸杆菌异常率均呈

正相关(均P<0.05)。宫颈脱落细胞 miR-146a、miR-155水平与衣原体、解脲脲原体阳性率、细菌性阴道炎及乳酸杆菌

异常率均呈正相关(均P<0.05)。 结论 高危型 HPV感染可加重阴道微生态环境紊乱,并使宫颈脱落细胞 miR-
146a、miR-155高表达,增加宫颈病变严重程度。
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【Abstract】 Objective To
 

analyze
 

the
 

relationship
 

between
 

high-risk
 

human
 

papilloma
 

virus
 

(HPV)
 

infection
 

and
 

the
 

expression
 

levels
 

of
 

microRNA-146a
 

(miR-146a)
 

and
 

microRNA-155
 

(miR-155)
 

in
 

cervical
 

exfoliated
 

cells
 

and
 

the
 

vaginal
 

microecological
 

imbalance. Methods A
 

total
 

of
 

186
 

patients
 

who
 

were
 

treated
 

in
 

our
 

hospital
 

due
 

to
 

cervicitis
 

were
 

se-
lected

 

as
 

the
 

research
 

objects.
 

All
 

of
 

them
 

were
 

tested
 

for
 

HPV.
 

According
 

to
 

whether
 

they
 

were
 

infected
 

with
 

high-risk
 

HPV,they
 

were
 

divided
 

into
 

112
 

cases
 

of
 

control
 

group
 

(negative
 

high-risk
 

HPV)
 

and
 

74
 

cases
 

of
 

observation
 

group
 

(pos-
itive

 

high-risk
 

HPV).
 

The
 

subtypes
 

of
 

HPV
 

infection
 

in
 

patients
 

were
 

detected,the
 

vaginal
 

microecological
 

changes
 

and
 

the
 

vaginal
 

microecological
 

balance
 

were
 

compared
 

between
 

the
 

two
 

groups,fluorescence
 

quantitative
 

PCR
 

(qRT-PCR)
 

method
 

was
 

used
 

to
 

detect
 

the
 

levels
 

of
 

miR-146a
 

and
 

miR-155
 

of
 

cervical
 

exfoliated
 

cells
 

in
 

the
 

two
 

groups.
 

Spearman
 

method
 

was
 

used
 

to
 

analyze
 

the
 

correlation
 

between
 

high-risk
 

HPV
 

infection
 

and
 

the
 

expression
 

levels
 

of
 

miR-146a,miR-
155

 

in
 

cervical
 

exfoliated
 

cells
 

and
 

vaginal
 

microecological
 

imbalance,and
 

the
 

correlation
 

between
 

cervical
 

cell
 

miR-146a,

miR-155
 

levels
 

and
 

vaginal
 

microecological
 

changes. Results Among
 

the
 

included
 

research
 

subjects,HPV16
 

subtype
 

had
 

the
 

highest
 

detection
 

rate
 

of
 

HPV
 

infection,accounting
 

for
 

56.76%,followed
 

by
 

HPV18,accounting
 

for
 

18.92%.
 

The
 

severity
 

of
 

cervical
 

lesions,the
 

rate
 

of
 

vaginal
 

microecological
 

imbalance(63.51%),the
 

positive
 

rates
 

of
 

chlamydia
(21.62%)

 

and
 

Ureaplasmaurealyticum(79.73%),bacterial
 

vaginitis(33.78%),the
 

abnormal
 

rate
 

of
 

lactobacillus
(31.08%),and

 

the
 

levels
 

of
 

miR-146a(1.58±0.33)and
 

miR-155(1.47±0.31)
 

in
 

cervical
 

exfoliated
 

cells
 

in
 

the
 

observa-
tion

 

group
 

were
 

higher
 

than
 

those
 

in
 

the
 

control
 

group
 

(16.07%,6.25%,44.64%,11.61%,5.36%,1.01±0.05,1.02±
0.07)(P<0.05),there

 

was
 

no
 

significant
 

difference
 

in
 

the
 

positive
 

rates
 

of
 

mycoplasma,trichomoniasis
 

and
 

mold
 

between
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the
 

two
 

groups(P>0.05).
 

High-risk
 

HPV
 

infection
 

was
 

positively
 

correlated
 

with
 

the
 

levels
 

of
 

cervical
 

exfoliated
 

cells
 

miR-146a,miR-155,the
 

positive
 

rates
 

of
 

chlamydia
 

and
 

Ureaplasmaurealyticum,bacterial
 

vaginitis,and
 

the
 

abnormal
 

rate
 

of
 

lactobacilli
 

(r=0.415,0.376,0.307,0.324,0.312,0.341,P<0.05).
 

The
 

levels
 

of
 

miR-146a
 

and
 

miR-155
 

in
 

cervical
 

exfoliated
 

cells
 

were
 

positively
 

correlated
 

with
 

the
 

positive
 

rates
 

of
 

chlamydia(r=0.304,0.312)
 

and
 

Ureaplasmaurealytic-
um(r=0.315,0.328),bacterial

 

vaginitis(r=0.319,0.320),and
 

abnormal
 

rate
 

of
 

lactobacilli(r=0.346,0.357)
 

(P<
0.05). Conclusion High-risk

 

HPV
 

infection
 

can
 

aggravate
 

the
 

vaginal
 

microecological
 

environment
 

disorder,increase
 

the
 

expression
 

levels
 

of
 

miR-146a
 

and
 

miR-155
 

in
 

cervical
 

exfoliated
 

cells,and
 

increase
 

the
 

severity
 

of
 

cervical
 

lesions.
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imbalance

  人乳头瘤病毒(human
 

papilloma
 

virus,HPV)常
存在于女性下生殖道,可通过公共洗浴、性接触等传

染,感染率极高。女性感染 HPV后可能发生下体疼

痛、瘙痒、异物感等症状,影响患者的生活[1]。HPV感

染包括低危型和高危型,其中高危型 HPV是诱发宫

颈癌前病变宫颈上皮内瘤变(cervical
 

intraepithelial
 

neoplasia,CIN)及宫颈癌的主要因素[2]。宫颈位于阴

道微生态环境中,正常状态下阴道定植菌与宿主环境

相互制约,当出现高危型 HPV感染时,患者免疫功能

下降、阴道菌群失调,上述平衡体系被打破,宫颈疾病

发生风险增加[3],而早期治疗有助于预防宫颈癌的发

生。微小核糖核酸(microRNA,miRNA)为内源性非

编码小RNA,在肿瘤发生、侵袭、转移中扮演重要角

色。近年研究显示,高危型 HPV持续感染可引起具

有抑癌或促癌作用的 miRNA表达失调,从而引发细

胞恶性增殖,且多项研究表明,微小核糖核酸(mi-
croRNA,miRNA)可用于早期诊断CIN病变,有助于

疾病的早期治疗[4-5]。微小 RNA-146a(microRNA-
146a,miR-146a)、微 小 RNA-155(microRNA-155,

miR-155)均在炎症反应、免疫调节中发挥重要作用,
同时参与多种恶性肿瘤的发生发展[6]。根据以上研究

推测,miR-146a、miR-155可能与高危型 HPV感染有

关,并影响阴道微生态环境。本研究通过分析高危型

HPV感染患者阴道微生态的变化及宫颈脱落细胞

miR-146a、miR-155的表达情况,探讨高危型 HPV感

染对阴道微生态失衡及 miR-146a、miR-155表达的影

响。

对象与方法

1 研究对象

选取2019年3月-2020年3月因宫颈炎于本院就

诊的186例患者为研究对象,患者均行 HPV检测,并
根据是否感染高危型HPV分为对照组(高危型 HPV
阴性)和观察组(高危型 HPV阳性)。本研究经医院

伦理委员会批准。
纳入标准:(1)均符合2010年美国疾病预防与控

制中心推荐的宫颈炎诊断标准[7];(2)有性生活史,月
经规律;(3)对本研究知情同意。排除标准:(1)有子宫

切除史或宫颈手术史者;(2)入组前1个月内接受过宫

颈相关疾病治疗;(3)入组前2周内使用过抗病毒、抗
菌药物者;(4)处于妊娠期或哺乳期者;(5)处于月经期

者。

2 方法

2.1 HPV检测 采用扩阴器暴露受试者宫颈,使用

无菌棉拭子插入宫颈管,顺时针旋转3周,取出后置于

专用细胞保存液中备用。采用聚合酶链反应试剂盒

(上海信裕生物科技有限公司生产)检测 HPV并分

型,可鉴别 HPV16、18、31、33、35、39、45、51、52、56、

58、59、66和68亚型。

2.2 阴道微生态检测 用3支无菌长棉签采集患者

阴道侧壁上1/3段分泌物,其中1支棉签滴加10%
 

KOH溶液,观察是否有氨气味;1支棉签置于无菌管

中,加入生理盐水,用于检测支原体、衣原体、滴虫及解

脲脲原体感染;1支棉签制作涂片,观察霉菌、线索细

胞、乳酸杆菌等。

2.3 阴道微生态平衡检测 采用无菌窥阴器暴露受

试者阴道和宫颈,采集分泌物,采用阴道微生态联合测

定试剂盒(北京中生金域诊断技术有限公司生产)检测

阴道微生态平衡,包括过氧化氢(H2O2)、白细胞酯酶

(LE)及唾液酸苷酶活性(SNA)。H2O2<2
 

mmol呈

蓝色,为阳性;LE蓝色或绿色为阳性;SNA紫色或红

色为阳性。上述三项中有一项阳性即诊断为阴道微生

态失调,三项均为阴性即诊断为阴道微生态环境正常。

2.4 宫颈脱落细胞中 miR-146a、miR-155检测 采

用荧 光 定 量 PCR 法 (real-time
 

quantitative
 

PCR,

qRT-PCR)检测宫颈脱落细胞中 miR-146a、miR-155
相对表达量。采用RNA提取试剂盒(购于北京索莱

宝科技有限公司)提取总RNA,用逆转录试剂盒(德国

QIAGEN公司产品)逆转录为cDNA。配置20
 

μl反

应体系:cDNA(50
 

ng/μl)1
 

μl,SYBR
 

Green
 

Master
 

Mix
 

10
 

μl,上、下游引物各0.5
 

μl,ddH2O
 

8
 

μl。在

ABI
 

Stepone
 

Plus实时荧光定量PCR仪(美国ABI公

司)上进行扩增反应。反应条件:95
 

℃
 

60
 

s;95
 

℃
 

30
 

s,62
 

℃
 

30
 

s,72
 

℃
 

15
 

s,共40个循环。采用2-△△Ct法

计算 miR-146a、miR-155 相 对 表 达 量。miR-146a、
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miR-155及内参U6引物序列见表1,引物均由上海华

大基因科技有限公司设计合成。

表
 

1 miR-146a、miR-155及内参U6引物
Table

 

1 Primer
 

sequences
 

of
 

miR-146a,miR-155
 

and
 

internal
 

reference
 

U6
基因
Gene

上游引物(5'-3')
Upstream

 

primer(5'-3')
下游引物(5'-3')

Downstream
 

primer
 

(5'-3')

miR-146a CACGGACCTGAAGAACACTGG AGAAATGAAATTAGAACACACATCAATCC
miR-155 TTAATGCTAATCGTGAAG ACCTGAGAGTAGACCAGA
U6 CTCGCTTCGGCAGCACATATACT CGCTTCACGAATTTGCGTGT

2.5 统计学分析 采用SPSS
 

24.0软件处理数据。
计量资料,如 miR-146a、miR-155水平等以(x±s)描
述,采用独立样本t检验;计数资料以[例(%)]描述,
进行行χ2 检验;Spearman法分析高危型 HPV感染

与宫颈细胞miR-146a、miR-155表达水平及阴道微生

态改变的相关性以及宫颈细胞 miR-146a、miR-155表

达水平与阴道微生态改变的相关性。P<0.05为差

异有统计学意义。

结 果

1 受试者高危型HPV感染情况

186例受试者中,检出高危型HPV感染74例,其
中HPV16亚型检出率最高,占56.76%,HPV18占

18.92%(表2)。高危型HPV阳性者(观察组)中慢性

宫颈炎29例,CINⅠ
 

17例,CINⅡ
 

13例,CINⅢ
 

15
例;高危型HPV阴性(对照组)中慢性宫颈炎64例,

CINⅠ
 

28例,CINⅡ
 

11例,CINⅢ
 

9例,对照组宫颈病

变严重程度低于观察组(χ2=10.189,P=0.017)。

2 两组受试者一般资料比较

两组受试者相关临床资料见表3。年龄、体质指

数、孕次及产次差异均无统计学意义(均P>0.05)。

3 两组受试者阴道微生态情况比较

表4显示,观察组阴道微生态失衡率、衣原体、解
脲脲原体阳性率、细菌性阴道炎、乳酸杆菌异常率均高

于对照组(均P<0.05);支原体、滴虫及霉菌阳性率差

异均无统计学意义(均P>0.05)。

表
 

2 观察组患者高危型HPV感染情况
Table

 

2 High
 

risk
 

HPV
 

infection
 

in
 

subjects

HPV亚型
HPV

 

subtype
例数

No.
 

of
 

cases
构成比(%)

Composition
 

ratio

HPV16 42 56.76

HPV18 14 18.92
HPV31 4 5.41
HPV33 3 4.05
HPV51 3 4.05
HPV52 6 8.11
HPV53 2 2.70

合计
 

Total 74 100.00

表
 

3 两组患者一般资料比较(x±s)
Table

 

3 Comparison
 

of
 

general
 

data
 

between
 

the
 

two
 

groups

组别
Group

例数
No.

 

of
 

cases

年龄
(岁)
Age

 

(years)

体质指数
Body

 

mass
 

index
(kg/m2)

孕次(次)
Pregnancy

 

times
(times)

产次(次)
Production

 

times
(times)

对照组 112 45.20±10.30 23.85±3.16 1.96±0.41 1.27±0.29
观察组 74 46.50±10.60 24.07±3.42 2.04±0.38 1.34±0.31
t值 - 0.740 0.450 1.341 1.568
P 值 - 0.460 0.653 0.182 0.119

表
 

4 两组受试者阴道微生态情况比较
 

[n(%)]
Table

 

4 Comparison
 

of
 

vaginal
 

microecology
 

between
 

the
 

two
 

groups

组别
Group

例数
No.

 

of
 

cases

阴道微生态失衡
Vaginal

 

microecological
 

imbalance

支原体
Mycoplasma

衣原体
Chlamydia

滴虫
Trichomonad

解脲
脲原体

Ureaplasma
urealyticum

霉菌
Mould

细菌性
阴道炎
Bacterial

 

vaginitis

乳酸杆菌
异常

Lactobacill
us

 

abnormality

对照组 112 18(16.07) 23(20.54) 7(6.25) 11(9.82) 50(44.64) 14(12.50) 13(11.61) 6(5.36)
观察组 74 47(63.51) 18(24.32) 16(21.62) 6(8.11) 59(79.73) 13(17.57) 25(33.78) 23(31.08)

t值 - 44.116 0.372 9.716 0.158 22.612 0.922 13.481 22.405
P 值 - 0.000 0.542 0.002 0.691 0.000 0.337 0.000 0.000

4 两组受试者宫颈脱落细胞 miR-146a、miR-155相

对表达量比较

表5显示,观察组宫颈脱落细胞中 miR-146a、

miR-155相对表达量均高于对照组(均P<0.05。

5 高危型HPV感染与宫颈脱落细胞 miR-146a、miR-
155相对表达量及阴道微生态改变的相关性

表6显示,高危型 HPV 感染与宫颈脱落细胞

miR-146a、miR-155相 对 表 达 量 呈 正 相 关(均 P<
0.05),与衣原体、解脲脲原体阳性率、细菌性阴道炎及

乳酸杆菌异常率呈正相关(均P<0.05)。

表
 

5 两组受试者宫颈脱落细胞miR-146a、miR-155相对表达量比较
Table

 

5 Comparison
 

of
 

miR-146a
 

and
 

miR-155
 

levels
 

in
 

cervical
exfoliated

 

cells
 

between
 

the
 

two
 

groups
组别
Group

例数
No.

 

of
 

cases
miR-146a
(x±s)

miR-155
(x±s)

对照组 112 1.01±0.05 1.02±0.07
观察组 74 1.58±0.33 1.47±0.31
t值 - 17.994 14.820
P 值 - 0.000 0.000
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6 宫颈脱落细胞 miR-146a、miR-155相对表达量与

阴道微生态改变的相关性

表7显示,宫颈脱落细胞 miR-146a、miR-155相

对表达量与衣原体、解脲脲原体阳性率、细菌性阴道炎

及乳酸杆菌异常率均呈正相关(均P<0.05)。

表
 

6 高危型HPV感染与宫颈脱落细胞 miR-146a、miR-155
相对表达量及阴道微生态改变的相关性分析

Table
 

6 Correlation
 

between
 

high-risk
 

HPV
 

infection
 

and
 

the
 

levels
of

 

miR-146a,miR-155
 

in
 

cervical
 

exfoliated
 

cells
 

and
 

vaginal
microecological

 

changes
指标
Index r P

miR-146a 0.415 0.000
miR-155 0.376 0.000
衣原体 0.307 0.002

解脲脲原体 0.324 0.001
细菌性阴道炎 0.312 0.002
乳酸杆菌异常 0.341 0.000

表
 

7 宫颈脱落细胞 miR-146a、miR-155水平与阴道微生态
改变的相关性分析

Table
 

7 Correlation
 

between
 

the
 

levels
 

of
 

miR-146a
 

and
miR-155

 

in
 

cervical
 

exfoliated
 

cells
 

and
 

vaginal
 

microecological
 

changes
指标
Index

miR-146a
r P

miR-155
r P

衣原体 0.304 0.001 0.312 0.002
解脲脲原体 0.315 0.000 0.328 0.000

细菌性阴道炎 0.319 0.000 0.320 0.000
乳酸杆菌异常 0.346 0.000 0.357 0.000

讨 论

约80%的女性50岁前曾被HPV感染,其中大部

分患者的机体免疫系统可将其自动清除,少部分患者

表现为持续感染,且高危型 HPV持续感染者可能会

发生宫颈癌前病变甚至发展成宫颈癌[8]。本研究中的

宫颈疾病患者高危型 HPV感染率为39.78%,其中

HPV16、HPV18亚型占比较高。早期宫颈癌常因较

难通过筛查确诊而延误治疗时机,导致患者预后不良。
了解宫颈癌发病的危险因素,有目的地筛查高危人群,
有助于早发现、早确诊及早治疗[9]。

多项研究表明,阴道微生态平衡被打破可引起多

种妇科疾病[10]。阴道微生态作为一种复杂的生态系

统,是机体免疫的一部分,阴道内寄居着专性厌氧菌、
革兰阴性/阳性需氧菌等多种微生物,上述微生物之间

相互制约,使微生物与宿主、微生物与微生物共生共存

并相互制约,构成阴道微生态系统[11]。阴道微生物菌

群失调与HPV感染密切相关,微生物引起的阴道感

染可导致生殖道黏膜受损,从而增加 HPV侵袭的风

险,此外HPV感染会对黏膜代谢和免疫系统产生负

面影响,进一步破坏阴道微生态,从而形成恶性循

环[12]。据报道,阴道微生物菌群失调是影响 HPV清

除率的主要因素之一[13]。本研究中观察组衣原体、解

脲脲原体阳性率、细菌性阴道炎、乳酸杆菌异常率均高

于对照组。乳酸杆菌是维持正常阴道微生态的主要菌

种,为阴道优势菌群,缺乏乳酸菌会削弱机体对病原微

生物的抑制能力,从而增加 HPV感染和生殖道炎症

发生的风险,甚至会引起宫颈病变[14]。乳酸杆菌减少

会导致机体对条件致病菌的屏障作用丧失,厌氧菌、衣
原体、解脲脲原体等致病微生物过度繁殖,引发阴道内

炎性反应、损伤生殖道黏膜,从而导致 HPV 持续感

染。此外,厌氧菌代谢所产生的亚硝基胺具有致癌作

用,使得患宫颈癌的风险进一步增加[15]。本研究结果

亦显示,高危型HPV感染与衣原体、解脲脲原体阳性

率、细菌性阴道炎及乳酸杆菌异常率均呈正相关,与上

述报道结果一致。

T细胞是细胞免疫的主要参与者,在抗肿瘤免疫

反应中发挥调节作用。研究发现,宫颈癌前病变或宫

颈癌患者宫颈组织T细胞亚群紊乱,T细胞免疫与高

危型 HPV 感染有关[16]。miRNA 具有调控基因表

达、固有免疫及炎症反应等作用,还可参与多种癌症的

发生发展。miR-146a在单核细胞、T淋巴细胞、巨噬

细胞等多种免疫相关细胞中高表达,可负反馈调节

TLRs/NF-κB通路,从而参与免疫和炎症反应的调

节。miR-155被认为是促炎因子,可通过调控TLRs/

NF-κB通路的下游靶基因参与炎症反应[17]。此外,研
究发现宫颈癌组织中 miR-146a的表达高于正常宫颈

组织,其可促进宫颈癌的发生发展,且 miR-146a高表

达患者预后较差[18]。miR-155在宫颈癌患者血清中

的水平高于CIN患者及单纯 HPV阳性患者,可用于

宫颈癌的诊断及预后判断[19]。本研究中观察组宫颈

脱落细胞中 miR-146a、miR-155水平均高于对照组,
提示高危型 HPV感染与 miR-146a、miR-155水平有

关,二者可能参与宫颈病变。研究发现,肺炎支原体肺

炎患儿 miR-146a、miR-155水平与 T淋巴细胞亚群

CD3+、CD4+、CD8+ 百分率及CD4+/CD8+ 比例均呈

负相关,与重要炎症因子呈正相关,二者可能通过调控

T淋巴细胞亚群及炎症因子水平从而影响肺炎支原体

肺炎的进展[20]。本研究中宫颈脱落细胞 miR-146a、

miR-155水平与高危型 HPV感染及阴道微生态变化

均呈正相关,推测 miR-146a、miR-155可能通过影响

T细胞免疫参与 HPV感染,进而加重阴道微生态环

境紊乱,且二者的表达水平与高危型 HPV感染程度

有关,随着二者表达水平的升高,阴道微生态变化越明

显。
综上所述,高危型 HPV感染可加重阴道微生态

环境紊乱,使宫颈脱落细胞 miR-146a、miR-155高表

达,增加宫颈病变严重程度。
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