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对ＨＰＶ感染的影响
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【摘要】　目的　基于ＡＤＰｈｅｐｔｏｓｅ／ＡＬＰＫ１探讨阴道微生态对 ＨＰＶ感染的作用机制。　方法　收集２０２０年１月至

２０２３年１０月８４例 ＨＰＶ阳性宫颈癌患者（观察组），１０７例无宫颈癌的 ＨＰＶ阳性患者（阳性组），１９１名健康女性（对照

组）。收集患者阴道分泌物，赖特吉姆萨染色检测乳酸菌水平和微生物群多样性和密度；将另一支拭子置于０．９％氯化

钠溶液中，用于测量分泌物的清洁度和念珠菌，滴虫和乳酸杆菌的水平；第三拭子用于检测阴道分泌物的ｐＨ值。生物

信息学分析阴道菌群情况，ｑＲＴＰＣＲ检测ＡＤＰｈｅｐｔｏｓｅ／ＡＬＰＫ１ｍＲＮＡ水平。　结果　３组间菌群Ａｌｐｈａ多样性指标：

Ｃｈａｏ１指数（犉＝３２．７８０，犘＜０．０５）、Ａｃｅ指数（犉＝６．２７０，犘＜０．０５）、Ｓｈａｎｎｏｎ指数（犉＝１７．２４０，犘＜０．０１）、Ｓｉｍｐｓｏｎ指

数（犉＝９．７１０，犘＜０．０５）差异均有统计学意义。３组间伯克霍尔德菌及乳杆菌属相对丰度差异有统计学意义（犘＜

０．０５），观察组与阳性组伯克霍尔德菌属相对丰度高于对照组（χ
２
＝２．１８，犘＝０．０３），而乳杆菌属相对丰度低于对照组

（χ２＝３．１３，犘＜０．０１）。ＬｅｆＳｅ分析显示，观察组、阳性组和对照组之间４个特征菌属的丰度有差异（ＬＤＡ值＞２．０）。观

察组与阳性组菌群中伯克霍尔德菌和节杆菌属杆菌目富集，对照组菌群中乳酸杆科及乳酸杆属富集。在原分组情况下，

与对照组比较，观察组和阳性组 ＡＤＰｈｅｐｔｏｓｅ／ＡＬＰＫ１ｍＲＮＡ 表达增加（犘＜０．０５）；与阳性组比较，观察组 ＡＤＰ

ｈｅｐｔｏｓｅ／ＡＬＰＫ１ｍＲＮＡ表达增加（犘＜０．０５）。根据乳酸杆菌缺乏阳性分组，与对照组比较，观察组和阳性组 ＡＤＰ

ｈｅｐｔｏｓｅ／ＡＬＰＫ１ｍＲＮＡ表达增加（犘＜０．０５）；与阳性组比较，观察组 ＡＤＰｈｅｐｔｏｓｅ／ＡＬＰＫ１ｍＲＮＡ 表达增加（犘＜

０．０５）。根据乳酸杆菌缺乏和微生物群密度阳性分组，与对照组比较，观察组和阳性组 ＡＤＰｈｅｐｔｏｓｅ／ＡＬＰＫ１ｍＲＮＡ表

达增加（犘＜０．０５）；与阳性组比较，观察组ＡＤＰｈｅｐｔｏｓｅ／ＡＬＰＫ１ｍＲＮＡ表达增加（犘＜０．０５）。根据乳酸杆菌缺乏阳性

分组，观察组和阳性组 ＡＤＰｈｅｐｔｏｓｅｍＲＮＡ在 ＨＰＶ阳性宫颈癌诊断中的曲线下面积（ＡＵＣ）值为０．９２０（０．８２０～

１．０００），ＡＬＰＫ１ｍＲＮＡ为０．８３３（０．７０１～０．９６５），均有统计学意义（犘＜０．０５）。　结论　ＨＰＶ阳性或 ＨＰＶ阳性宫颈

癌的患者缺乏乳酸杆菌，并且微生物群密度和多样性要更高，ＡＤＰｈｅｐｔｏｓｅ／ＡＬＰＫ１在乳酸杆菌缺乏的 ＨＰＶ感染宫颈

癌诊断中一定的临床意义。
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ｉｎｃｒｅａｓｅｉｎＡＤＰｈｅｐｔｏｓｅ／ＡＬＰＫ１ｍＲＮＡｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ（犘＜０．０５）．Ａｃｃｏｒｄｉｎｇｔｏｔｈｅｌａｃｋｏｆｐｏｓｉｔｉｖｅｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｉ，ｔｈｅａｒｅａ

ｕｎｄｅｒｔｈｅｃｕｒｖｅ（ＡＵＣ）ｖａｌｕｅｓｏｆＡＤＰｈｅｐｔｏｓｅｍＲＮＡｉｎｔｈｅｄｉａｇｎｏｓｉｓｏｆＨＰＶｐｏｓｉｔｉｖｅｃｅｒｖｉｃａｌｃａｎｃｅｒｉｎｔｈｅｏｂｓｅｒｖａｔｉｏｎ

ｇｒｏｕｐａｎｄｐｏｓｉｔｉｖｅｇｒｏｕｐｗｅｒｅ０．９２０（０．８２０１．００），ａｎｄＡＬＰＫ１ｍＲＮＡｗａｓ０．８３３（０．７０１０．９６５），ｂｏｔｈｏｆｗｈｉｃｈｗｅｒｅ

ｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌｌｙｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ（犘＜０．０５）．　犆狅狀犮犾狌狊犻狅狀　ＰａｔｉｅｎｔｓｗｉｔｈＨＰＶｐｏｓｉｔｉｖｅｏｒＨＰＶｐｏｓｉｔｉｖｅｃｅｒｖｉｃａｌｃａｎｃｅｒｌａｃｋ

ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｉ，ａｎｄｔｈｅｉｒｍｉｃｒｏｂｉａｌｃｏｍｍｕｎｉｔｙｄｅｎｓｉｔｙａｎｄｄｉｖｅｒｓｉｔｙａｒｅｈｉｇｈｅｒ．ＡＤＰｈｅｐｔｏｓｅ／ＡＬＰＫ１ｈａｓｃｅｒｔａｉｎｃｌｉｎｉｃａｌ

ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｃｅｉｎｔｈｅｄｉａｇｎｏｓｉｓｏｆＨＰＶｉｎｆｅｃｔｉｏｎｃｅｒｖｉｃａｌｃａｎｃｅｒｗｉｔｈｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｉｄｅｆｉｃｉｅｎｃｙ．

【犓犲狔狑狅狉犱狊】　ＡＤＰｈｅｐｔｏｓｅ／ＡＬＰＫ１；Ｖａｇｉｎａｌｍｉｃｒｏｂｉｏｔａ；ＨＰＶ；ｃｅｒｖｉｃａｌｃａｒｃｉｎｏｍａ

　　宫颈癌是妇科恶性肿瘤死亡的主要原因之一，全

世界每年估计有５３万例新发病例，其中２７万例死亡，

在中国，每年诊断出约１０万例宫颈癌新发病例，其中

４．７万例死亡
［１，２］。宫颈癌是我国女性癌症的第六大

病因和女性癌症死亡的第八大原因，大多数宫颈上皮

内瘤变和宫颈癌病例由致癌性 ＨＰＶ 感染引起，约

９５％的浸润性宫颈癌发现 ＨＰＶ感染
［３］。对于大多数

女性来说，ＨＰＶ感染是短暂的，并且被宿主自发清除，

没有干预或临床后果，但５％～１０％的ＨＰＶ感染无法

清除，会持续感染，可导致宫颈癌和其他类型的癌

症［４］，很难预测 ＨＰＶ感染是否会自发消失或导致恶

性转化，各种因素被认为会增加持续感染和随后肿瘤

形成的可能性，包括年龄、高产次、口服避孕药、吸烟、

病变分级、ＨＰＶ基因型、病毒载量以及与人类免疫缺

陷病毒合并感染［５６］。研究表明，阴道感染可能会破坏

平衡阴道生态系统的先天防御，并影响清除 ＨＰＶ感

染的免疫能力，细菌性阴道病（ＢＶ）、阴道滴虫病（ＴＶ）

和外阴阴道念珠菌病（ＶＶＣ）是最常见的阴道感染，与

高水平的厌氧菌有关，厌氧菌及其代谢物可能降解宫

颈粘液，破坏阴道上皮细胞，并破坏阴道环境的先天防

御［７］。尽管阴道感染的影响类似，但它们作为 ＨＰＶ

感染风险标志物的作用仍然存在争议。此外，研究显

示 ＡＤＰβｄ甘露糖庚糖（ＡＤＰｈｅｐｔｏｓｅ）／ＡＬＰＫ１在

微生物免疫反应中起重要作用［８］。本研究基于ＡＤＰ

ｈｅｐｔｏｓｅ／ＡＬＰＫ１通路，评估阴道感染与妇科门诊患者

中ＨＰＶ的类型和病毒载量之间的关联，探讨阴道微

生态对 ＨＰＶ感染的作用机制。

对象与方法

１　研究对象

收集２０２０年１月至２０２３年１０月杭州市萧山区

第二人民医院治疗的患者，８４例 ＨＰＶ阳性宫颈癌患

者设为观察组，１０７例无宫颈癌的ＨＰＶ阳性患者设为

阳性组，１９１名健康体检女性设为对照组。

本研究获得参与者及其家属的知情同意。

２　纳入标准

（１）对照组：①月经周期正常的女性；②有性伴侣

或性史的女性；③在过去３个月内未接受任何抗菌药

物的女性。（２）阳性组：①月 ＨＰＶＤＮＡ检测结果呈

阳性的女性，ＨＰＶ类型为 ＨＰＶ１６或１８；②在过去３

个月内未接受任何抗菌药物的女性；③月经周期正常

的女性；④有性伴侣或性史的女性。（３）观察组：①经

病理检查确诊为宫颈癌，ＨＰＶ 类型为 ＨＰＶ１６或

ＨＰＶ１８的女性；②未接受任何放疗、化疗或免疫治疗

的女性；③没有其他恶性肿瘤或其他传染病的女性；④

有性伴侣或性史的女性。

３　排除标准

对照组：①患有免疫或内分泌系统疾病等其他严

重疾病的妇女；②经期或阴道不规则出血的妇女；③怀

孕或哺乳期妇女；④依从性差的女性；⑤过去接受过子

宫或宫颈手术的女性；⑥患有阴道炎或其他可能影响

研究结果的炎症性疾病的女性。阳性组：①宫颈癌女
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性；②患有免疫或内分泌系统疾病等其他严重疾病的

妇女；③经期或阴道不规则出血的妇女；④怀孕或哺乳

期妇女；⑤依从性差的女性；⑥过去接受过子宫或宫颈

手术的女性；⑦患有阴道炎或其他可能影响研究结果

的炎症性疾病的女性。观察组：①接受放疗、化疗或免

疫治疗的女性；②患有免疫或内分泌系统疾病等其他

严重疾病的妇女；③经期或阴道不规则出血的妇女；④

怀孕或哺乳期妇女；⑤依从性差的女性；⑥过去接受过

子宫或宫颈手术的女性；⑦患有阴道炎或其他可能影

响研究结果的炎症性疾病的女性。

４　阴道微生态检查

患者入院后的第２ｄ，使用３支一次性拭子收集每

个参与者的阴道分泌物，使用一种拭子制作赖特吉姆

萨染色的干涂片，用于检测油浸透镜下的乳酸菌水平

和微生物群多样性和密度；将另一支拭子置于０．９％

氯化钠溶液中，用于测量分泌物的清洁度和念珠菌，滴

虫和乳酸杆菌的水平；第三拭子用于检测阴道分泌物

的ｐＨ值，微生物群的等级为ＩＩ或更高，则认为其多样

性或密度为正，见表１。

表１　阴道微生态检查

犜犪犫犾犲１　犞犪犵犻狀犪犾犿犻犮狉狅犲犮狅犾狅犵犻犮犪犾犲狓犪犿犻狀犪狋犻狅狀

项目

Ｐｒｏｊｅｃｔ

分级

Ｇｒａｄｅ

标准

Ｓｔａｎｄａｒｄ

清洁标准

Ⅰ
大多数细菌是阴道芽孢杆菌，并且有大量

的上皮细胞

Ⅱ
部分细菌是阴道芽孢杆菌，还有一些上皮

细胞、化脓细胞和其他细菌

Ⅲ
少量阴道芽孢杆菌和上皮细胞以及大量脓

皮细胞等细菌

Ⅳ 无阴道芽孢杆菌，有大量化脓细胞等细菌

假丝酵母属
阳性 孢子和菌丝可以在显微镜下观察到

阴性 孢子和菌丝在显微镜下无法观察到

滴虫
阳性 阴道滴虫可以在显微镜下观察到

阴性 阴道滴虫在显微镜下无法观察到

乳酸杆菌缺少
阳性 ≤３０／ＨＰＦ

阴性 ＞３０／ＨＰＦ

微生物群多样性

Ⅰ 鉴定出１～３种细菌

Ⅱ 鉴定出４～６种细菌

Ⅲ 鉴定出７～１０种细菌

Ⅳ 鉴定出不少于１１种细菌

微生物群密度

Ⅰ 一个领域平均有１～９个细菌

Ⅱ 一个领域平均有１０～９９个细菌

Ⅲ 一个领域不少于１００个细菌

Ⅳ 细菌聚集

５　生物信息学分析与狇犚犜犘犆犚分析

使用 Ｑｕｉｃｋ ＤＮＡ Ｆｅｃａｌ Ｍｉｃｒｏｂｅ Ｋｉｔ试 剂 盒

（ＺｙｍｏＲｅｓｅａｒｃｈ）提取菌群 ＤＮＡ，１６ＳｒＤＮＡＶ３Ｖ４

区通过ＰＣＲ扩增，加接头，ＭｉＳｅｑ测序不少于６万

ｔａｇ，高通量测序使用 ＱＩＩＭＥ１．９１标准化流程，采用

ｕｓｅａｒｃｈ６１去除嵌合体，选用ｕｃｌｕｓｔｒｅｆ算法，与Ｇｒｅｅｎ

Ｇｅｎｅ数据库进行比对，按照９７％相似度进行操作分

类单元（ＯＴＵ）聚类，最终生成ｂｉｏｍ数据。获得分类

学信息和群落组成。使用 ＱＩＩＭＥ 软件计算物种

Ａｌｐｈａ多样性指数，包括 Ｃｈａｏ１ 指数、Ａｃｅ指数、

Ｓｈａｎｎｏｎ指数、Ｓｉｍｐｓｏｎ指数。应用ＬＥｆＳｅ软件中线

性判别分析方法（ｌｉｎｅａｒｄｉｓｃｒｉｍｉｎａｎｔａｎａｌｙｓｉｓ，ＬＤＡ）

分析组间相对丰度差异具有统计学意义的菌群，ＬＤＡ

判别界值取２．０。

根据 试 剂 盒 说 明 书，使 用 Ｄｉｒｅｃｔｚｏｌ ＲＮＡ

ＭｉｎｉＰｒｅｐＰｌｕｓ试剂盒（ＺｙｍｏＲｅｓｅａｒｃｈ）从血清中提取

总ＲＮＡ，并通过ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔ逆转反应试剂盒从１μｇ

总ＲＮＡ合成ｃＤＮＡ，在ＳｔｅｐＯｎｅＰｌｕｓＰＣＲ系统中检

测检测 ＡＤＰｈｅｐｔｏｓｅ／ＡＬＰＫ１ｍＲＮＡ 水平。以β肌

动蛋白为内参，使用２
ΔΔＣｔ方法。

６　统计学方法

采用ＳＰＳＳ２１．０统计软件进行分析，计量资料用

（狓±狊）进行表示，两两比较采用狋检验，多组间的比较

采用单因素方差分析（ＡＮＯＶＡ）；计数资料用例（％）

进行表示，采用χ２ 检验，犘＜０．０５为差异有统计学意

义。

结　果

１　一般资料比较

对照组、观察组和阳性组受试者间年龄、体重指

数、婚姻状态及更年期比较，差异无统计学意义（犘＞

０．０５），见表２。

表２　３组一般资料比较（狓±狊，例）

犜犪犫犾犲２　犆狅犿狆犪狉犻狊狅狀狅犳犵犲狀犲狉犪犾犻狀犳狅狉犿犪狋犻狅狀狅犳狋犺犲３犵狉狅狌狆狊

项目

ｐｒｏｊｅｃｔ

观察组

（狀＝８４）

Ｏｂｓｅｒｖａｔｉｏｎ

ｇｒｏｕｐ

阳性组

Ｐｏｓｉｔｉｖｅ

ｇｒｏｕｐ
（狀＝１０７）

对照组

ｃｏｎｔｒｏｌ

ｇｒｏｕｐ
（狀＝１９１）

犉／χ
２ 犘

年龄（年） ４１．２０±３．８４ ４０．８７±３．９５ ４０．９２±３．６９ ０．１９９ ０．８１９

体重指数（ｋｇ／ｍ
２）２３．５８±４．０６ ２４．２３±３．８１ ２３．８６±３．５９ ０．７２３ ０．４８２

婚姻状况

已婚 ６９（８２．１４） ８５（７９．４４） １５５（８１．１５）

离婚 １２（１４．２９） １７（１５．８９） ２７（１４．１４）

丧偶 ３（３．５７） ５（４．６７） ７（３．６６）

未婚 ０（０．００） ０（０．００） ２（１．０５）

１．０４０ ０．９９９

更年期
是 ３（３．５７） ３（２．８０） ５（２．６２）

否 ８１（９６．４３） １０４（９７．２０） １８６（９７．３８）
０．１９２ ０．９９５

２　阴道微生态情况比较

与对照组比较，假丝酵母属和滴虫差异无统计学

意义（犘＞０．０５）。对照组患者阴道微生态清洁度、酸

碱度、乳酸菌水平、微生物菌群多样性和密度均优于观

察组和阳性组，差异有统计学意义（犘＜０．０５）。同时，

观察组与阳性组在微生态学方面差异均无统计学意义

（犘＞０．０５）。见表３。

３　菌群犃犾狆犺犪多样性

３组间菌群Ａｌｐｈａ多样性指标：Ｃｈａｏ１指数（犉＝
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３２．７８０，犘＜０．０５）、Ａｃｅ指数（犉＝６．２７０，犘＜０．０５）、

Ｓｈａｎｎｏｎ指数（犉＝１７．２４０，犘＜０．０１）、Ｓｉｍｐｓｏｎ指数

（犉＝９．７１０，犘＜０．０５）差异均有统计学意义，观察组

与阳性组的菌群 Ａｌｐｈａ多样性指标数均高于对照组

（犘＜０．０５），并且观察组的Ａｃｅ指数高于阳性组（犘＜

０．０５），但两组间其他指数差异无统计学意义（犘＞

０．０５）（表４）。

表３　阴道微生态情况比较（例）

犜犪犫犾犲３　犆狅犿狆犪狉犻狊狅狀狅犳狏犪犵犻狀犪犾犿犻犮狉狅犲犮狅犾狅犵犻犮犪犾犮狅狀犱犻狋犻狅狀狊

项目

ｐｒｏｊｅｃｔ

观察组

（狀＝８４）

Ｏｂｓｅｒｖａｔｉｏｎ

ｇｒｏｕｐ

阳性组

Ｐｏｓｉｔｉｖｅ

ｇｒｏｕｐ
（狀＝１０７）

对照组

ｃｏｎｔｒｏｌ

ｇｒｏｕｐ
（狀＝１９１）

χ２ 犘

清洁标准
Ⅰ、Ⅱ ４１ ５６ １６１

Ⅲ、Ⅳ ４３


５１
 ３０

４９．１７５ ０．０００

酸碱度
ｐＨ≤４．５ ４６ ６１ １５９

ｐＨ＞４．５ ３８


４６
 ３２

３３．５８８ ０．０００

假丝酵母属
阴性 ７５ ９５ １７７

阳性 ９ １２ １４
１．５５５ ０．６６９

滴虫
阴性 ８１ １０４ １８６

阳性 ３ ３ ５
０．１９２ ０．９０８

乳酸杆菌缺乏
阴性 １２ ２３ １６８

阳性 ７２


８４
 ２３

１８６．９４１ ０．０００

微生物群多样性
阴性 ６１ ７３ ２３

阳性 ２３


３４
 １６８

１３３．６１３ ０．０００

微生物群密度
阴性 ６９ ８５ ２７

阳性 １５


２２
 １６４

１６９．４８２ ０．０００

　　注：与对照组比较，
犘＜０．０５。

表４　３组间阴道微生态犃犾狆犺犪多样性比较

犜犪犫犾犲４　犆狅犿狆犪狉犻狊狅狀狅犳狏犪犵犻狀犪犾犿犻犮狉狅犲犮狅犾狅犵犻犮犪犾犃犾狆犺犪

犱犻狏犲狉狊犻狋狔犪犿狅狀犵狋犺犲３犵狉狅狌狆狊

组别

Ｇｒｏｕｐ

Ｃｈａｏ１指数

Ｃｈａｏ１ｉｎｄｅｘ

Ａｃｅ指数

Ａｃｅｉｎｄｅｘ

Ｓｈａｎｎｏｎ指数

Ｓｈａｎｎｏｎｉｎｄｅｘ

Ｓｉｍｐｓｏｎ指数

Ｓｉｍｐｓｏｎｉｎｄｅｘ

观察组 ２４１．１１±５９１．１１

２５．１２±３．６７

＃
５．０２±０．８３


０．９５±０．１７



阳性组 ２４６．０４±５４．４１


２１．４２±５．１３


４．７１±０．６２

０．９３±０．０４



对照组 ２０１．５５±６９．５４ １９．０２±５４．７３ ３．７２±０．９１ ０．８２±０．１８

　　注：与对照组比较，
犘＜０．０５；与阳性组比较，

＃犘＜０．０５。

４　菌群相对丰度

在门水平上，３组间厚壁菌门、变形菌门、放线菌

门和拟杆菌门相对丰度差异均有统计学意义（犘＜

０．０５）。较之对照组，观察组与阳性组厚壁菌门（χ
２
＝

２．４５０，犘＝０．０１０）及变形菌门（χ
２
＝２．１７０，犘＝

０．０３０）相对丰度上调，而放线菌门（χ
２
＝１．９８０，犘＝

０．０４０）和拟杆菌门（χ
２
＝２．５３０，犘＝０．０１０）相对丰度

下调；但观察组与阳性组间菌群的相对丰度差异无统

计学意义（均犘＞０．０５）（图１）。

在属水平上，观察组、阳性组与对照组三组间拟杆

菌属相对丰度（χ２＝１．０３，犘＝０．０８）、节杆菌属相对丰

度（χ２＝０．９８，犘＝０．２４），埃希志贺菌属属相对丰度

（χ２＝０．８７，犘＝０．３３）差异无统计学意义；但３组间伯

克霍尔德菌及乳杆菌属相对丰度差异有统计学意义

（犘＜０．０５），观察组与阳性组伯克霍尔德菌属相对丰

度高于对照组（χ２＝２．１８，犘＜０．０５），而乳杆菌属相对

丰度低于对照组（χ２＝３．１３，犘＜０．０１），而观察组与阳

性组组间上述两个菌属的差异无统计学意义（犘＞

０．０５）（表５）。

图１　３组阴道微生态在门水平上的相对分布情况

犉犻犵．１　犚犲犾犪狋犻狏犲犱犻狊狋狉犻犫狌狋犻狅狀狅犳狏犪犵犻狀犪犾犿犻犮狉狅犲犮狅犾狅犵狔犪狋狋犺犲犵犪狋犲犾犲狏犲犾

犻狀狋犺犲３犵狉狅狌狆狊

ＬｅｆＳｅ分析显示，观察组、阳性组和对照组之间４

个特征菌属的丰度有差异（ＬＤＡ值＞２．０）。观察组与

阳性组菌群中伯克霍尔德菌和节杆菌属杆菌目富集，

对照组菌群中乳酸杆科及乳酸杆属富集（图２）。

图２　犔犈犳犛犲分析犔犇犃条形图

犉犻犵．２　犔犇犃犫犪狉犵狉犪狆犺犳狅狉犔犈犳犛犲犪狀犪犾狔狊犻狊

５　犃犇犘犺犲狆狋狅狊犲／犃犔犘犓１犿犚犖犃表达比较

在原分组情况下，与对照组比较，观察组和阳性组

ＡＤＰｈｅｐｔｏｓｅ／ＡＬＰＫ１ｍＲＮＡ表达增加（犘＜０．０５）；

与阳性组比较，观察组 ＡＤＰｈｅｐｔｏｓｅ／ＡＬＰＫ１ｍＲＮＡ

表达增加（犘＜０．０５）。根据乳酸杆菌缺乏阳性分组，

与对 照 组 比 较，观 察 组 和 阳 性 组 ＡＤＰｈｅｐｔｏｓｅ／

ＡＬＰＫ１ｍＲＮＡ表达增加（犘＜０．０５）；与阳性组比较，

观察组ＡＤＰｈｅｐｔｏｓｅ／ＡＬＰＫ１ｍＲＮＡ表达增加（犘＜

０．０５）。根据乳酸杆菌缺乏和微生物群密度阳性分组，
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与对 照 组 比 较，观 察 组 和 阳 性 组 ＡＤＰｈｅｐｔｏｓｅ／

ＡＬＰＫ１ｍＲＮＡ表达增加（犘＜０．０５）；与阳性组比较，

观察组ＡＤＰｈｅｐｔｏｓｅ／ＡＬＰＫ１ｍＲＮＡ表达增加（犘＜

０．０５），见表６。

表５　３组肠道菌群在属水平上相对丰度［犕（犙犔，犙犝）］

犜犪犫犾犲５　犚犲犾犪狋犻狏犲犪犫狌狀犱犪狀犮犲狅犳３犵狉狅狌狆狊狅犳犻狀狋犲狊狋犻狀犪犾犳犾狅狉犪犪狋狋犺犲犵犲狀狌狊犾犲狏犲犾

组别

Ｇｒｏｕｐ

链球菌

犛狋狉犲狆狋狅犮狅犮犮狌狊

节杆菌属

犃狉狋犺狉狅犫犪犮狋犲狉

埃希志贺菌属

犈狊犮犺犲狉犻犮犺犻犪犛犺犻犵犲犾犾犪

伯克霍尔德菌

犅狌狉犽犺狅犾犱犲狉犻犪

乳杆菌属

犔犪犮狋狅犫犪犮犻犾犾狌狊犵犲狀狌狊

观察组 ２３．８７％（１１．４７％，３７．３４％） １６．４１％（８．２３％，１９．３７％） ２．２４％（１．４６％，４．２９％） １．０５％（０．４５％，１．５６％） ０．０３％（０．０２％，０．０５％）

阳性组 ２２．５６％（１０．３２％，３５．４８％） １５．９８％（８．７８％，１９．２１％） ２．２１％（１．５０％，３．９４％） １．０３％（０．５２％，１．４７％） ０．０４％（０．０２％，０．０６％）

对照组 ２２．９６％（１３．５９％，３４．７１％） １６．０７％（９．２５％；１８．９９％） ２．３３％（１．６１％，４．０２％） ０．７３％（０．３２％，０．９４％） ０．０７％（０．０４％，０．０８％）

　　注：与对照组比较，
犘＜０．０５。

表６　犃犇犘犺犲狆狋狅狊犲／犃犔犘犓１犿犚犖犃表达比较（狓±狊）

犜犪犫犾犲６　犆狅犿狆犪狉犻狊狅狀狅犳犃犇犘犺犲狆狋狅狊犲／犃犔犘犓１犿犚犖犃犲狓狆狉犲狊狊犻狅狀

项目

Ｐｒｏｊｅｃｔ

组别

Ｇｒｏｕｐ
ＡＤＰｈｅｐｔｏｓｅ 犉 犘 ＡＬＰＫ１ 犉 犘

原分组

观察组

（狀＝８４）
１．８９±０．３５

＃

阳性组

（狀＝１０７）
１．６０±０．３５



对照组

（狀＝１９１）
０．６７±０．３１

４８２．５３０ ０．０００

２．３９±０．２８
＃

２．０１±０．３７


０．７８±０．２４

１１１０．８００ ０．０００

乳酸杆菌

缺乏（阳性）

观察组

（狀＝７２）
１．７４±０．３０

＃

阳性组

（狀＝８４）
１．４０±０．２７



对照组

（狀＝２３）
０．８０±０．１９

１０６．１６０ ０．０００

２．２１±０．２７
＃

１．６４±０．３９


０．８７±０．２５

１５５．９８０ ０．０００

微生物群

密度（阳性）

观察组

（狀＝１５）
１．６８±０．３３

＃

阳性组

（狀＝２２）
１．３９±０．２３



对照组

（狀＝１６４）
０．７２±０．１７

２６２．４６０ ０．０００

１．８１±０．２５
＃

１．６３±０．３３


０．７１±０．２４

２３７．０８０ ０．０００

　　注：与对照组比较，
犘＜０．０５；与阳性组比较，

＃犘＜０．０５。

６　犚犗犆曲线结果

根据乳酸杆菌缺乏阳性分组，观察组和阳性组

ＡＤＰｈｅｐｔｏｓｅｍＲＮＡ在ＨＰＶ阳性宫颈癌诊断中的曲

线下面积（ＡＵＣ）值为０．９２０（０．８２０～１．０００），ＡＬＰＫ１

ｍＲＮＡ为０．８３３（０．７０１～０．９６５），差异均有统计学意

义（犘＜０．０５）。见表７、图３。

表７　患者犚犗犆曲线结果

犜犪犫犾犲７　犚犲狊狌犾狋狊狅犳犘犪狋犻犲狀狋犚犗犆犆狌狉狏犲

项目

Ｐｒｏｊｅｃｔ
ＡＵＣ

标准误

ｓｔａｎｄａｒｄ

ｅｒｒｏｒ

犘

９５％犆犐（下限）

９５％犆犐
（ｌｏｗｅｒｌｉｍｉｔ）

９５％犆犐（上限）

９５％犆犐
（ｕｐｐｅｒｌｉｍｉｔ）

ＡＬＰＫ１ ０．９２０ ０．０５１ ＜０．０１ ０．８２０ １．０００

ＡＤＰｈｅｐｔｏｓｅ ０．８３３ ０．０６７ ＜０．０５ ０．７０１ ０．９６５

讨　论

研究表明，阴道微生物生态失调与 ＨＰＶ感染密

切相关，微生物引起的阴道感染可导致生殖道粘膜损

伤，从而增加 ＨＰＶ侵袭的风险
［９］。ＨＰＶ感染会对粘

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，据报道阴道微生物生态失调

是影响 ＨＰＶ清除率的主要因素之一
［１０１１］。乳酸杆菌

是有助于维持正常阴道微生态的主要细菌，研究表明

阴道微生态失调与细菌性阴道病密切相关［１２］。缺乏

乳酸杆菌会削弱机体抑制病原微生物的能力，从而增

加ＨＰＶ感染和生殖道炎症的风险，在一些严重的情

况下甚至引起宫颈病变［１３］。有研究诊断了上千例细

菌性阴道病患者后，发现细菌性阴道病与高危 ＨＰＶ

感染密切相关［１４１６］。本研究发现与健康女性相比，单

独ＨＰＶ阳性或 ＨＰＶ阳性宫颈癌的患者缺乏乳酸杆

菌，并且微生物群密度和多样性要高。阴道毛滴虫和

念珠菌与 ＨＰＶ感染的相关性尚未阐明。

图３　犚犗犆曲线结果

犉犻犵．３　犚犗犆犮狌狉狏犲狉犲狊狌犾狋狊

本研究还发现，观察组与阳性组的菌群 Ａｌｐｈａ多

样性指标均高于对照组，同时伴有观察组的Ａｃｅ指数

高于阳性组，提示 ＨＰＶ患者无论伴有或不伴有宫颈

癌均出现阴道菌群Ａｌｐｈａ多样性增加，尤以伴有宫颈

癌者紊乱更为明显。较之对照组，观察组与阳性组的

阴道菌群厚壁菌门、变形菌门相对丰度上调，而放线菌

门、拟杆菌门相对丰度下调，但两组间菌群相对丰度没

有统计学差异。提示伴有与不伴有宫颈癌的 ＨＰＶ患
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者阴道菌群在不同分类水平上均发生改变。在进一步

通过ＬＥｆＳｅ分析中发现观察组与阳性组的伯克霍尔

德菌和节杆菌属富集，而对照组则为乳酸杆科及乳酸

杆菌富集。伯克霍尔德菌和节杆菌属多为有害性细

菌，而乳酸杆科及乳酸杆菌多为有益菌，因此，可推测

ＨＰＶ及宫颈癌患者阴道菌群的紊乱可能与有害菌群

的增多有关。

在富含微生物的环境中［１９２０］，宿主通过协调的免

疫反应感知并做出反应，免疫反应对入侵的病原体具

有防御能力，先天免疫系统通过识别致病相关分子模

式（ＰＡＭＰｓ），如脂多糖（ＬＰＳ）等，感知致病性和非致

病性外来分子，激活启动信号级联反应，最终导致转录

因子核因子（ＮＦ）κＢ的激活，这是消除入侵病原体所

必需的［２１２２］。而 ＡＬＰＫ１可介导 ＡＤＰＬＤＨｅｐ诱导

ＮＦκＢ激活，ＡＬＰＫ１的缺失消除了 ＡＤＰＬＤＨｅｐ诱

导的 ＮＦκＢ活化和细胞因子表达
［２３２４］。研究表明

ＡＬＰＫ１参与早期信号级联反应，控制革兰阴性细菌

病原体侵袭细胞后的炎症，此外，ＡＬＰＫ１也与Ｎ刺激

后的炎症控制有关［２５］。有研究显示，在脑膜炎裂解

中，该激酶作为对侵袭性和细胞外革兰阴性细菌的先

天免疫的主要调节剂［２６２７］。此外，研究显示 ＡＬＰＫ１

是革兰阴性细菌触发ＮＦｋＢ活化的模式识别受体，并

确定细菌糖ＡＤＰＨｅｐ作为其配体
［２８３０］。本研究结果

发现，与对照组比较，观察组和阳性组 ＡＤＰｈｅｐｔｏｓｅ／

ＡＬＰＫ１增加。根据乳酸杆菌缺乏分组，表明 ＡＤＰ

ｈｅｐｔｏｓｅ／ＡＬＰＫ１在乳酸杆菌缺乏的ＨＰＶ感染宫颈癌

诊断中具有临床意义。该研究有以下局限性。此外，

本研究为单中心、小样本研究，其结论需要在多中心、

大样本研究中得到证实。

综上所述，本结果表明示独 ＨＰＶ阳性或ＨＰＶ阳

性宫颈癌的患者缺乏乳酸杆菌，并且微生物群密度和

多样性较高，ＡＤＰｈｅｐｔｏｓｅ／ＡＬＰＫ１在乳酸杆菌缺乏

的 ＨＰＶ感染宫颈癌诊断中具有临床意义。
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易感性，导致更严重的临床症状［１１］。根据流行病学调

查结果显示，我国大部分地区的牛及其他易感动物均

可感染ＢＰＩＶ３
［１２］，表明ＢＰＩＶ３在我国流行形势较为

严峻。尽管当前国内不乏ＢＰＩＶ３感染的相关报道，但

是ＢＰＩＶ３流行毒株的基因序列信息还相对较少。分

离鉴定国内的ＢＰＩＶ３流行毒株并对其进行全基因序

列分析对相关疫苗研发和制定有针对性的免疫防控策

略具有重要意义。

本研究通过ＰＣＲ从一头患呼吸道疾病牛的鼻拭

子核酸样本中扩增获得ＢＰＩＶ３特异性条带，经测序分

析证实该病牛感染了ＢＰＩＶ３。将该鼻拭子样品接种

ＭＤＢＫ细胞，盲传５代后出现明显细胞病变。通过

ＰＣＲ证实 成 功 分 离 一 株 病 毒 株，并 命 为 ＢＰＩＶ３

ＮＭＴＬ２１。经测定，该毒株基因组全长为１５４５４ｂｐ。

目前ＢＰＩＶ３流行毒株在世界范围内主要存在３

种基因型，即Ａ型、Ｂ型和Ｃ型
［１３］。我国国内有基因

Ａ型和Ｃ型的报道，但鲜有Ｂ型毒株报道。基于全长

核苷酸序列同源性分析结果显示，ＮＭＴＬ２１株与

ＮＣＢＩ登录的ＢＰＩＶ３毒株同源性为８１．０％～９９．６％，

其中与２０１５年分离自黑龙江大庆的ＮＸ４９株同源性

最高，达９９．６％，与２０１３年分离自北京的ＸＪＡ１３株同

源性为９９．５％。遗传进化分析显示该毒株为基因Ｃ

型。

牛感染ＢＰＩＶ３后，在如饲养密度大等情况下会导

致牛继发细菌感染或支原体感染并引起严重的肺炎，

还会引起组织病理损伤和免疫抑制［１４］。病牛会出现

体温升高，食欲不振，精神沉郁，咳嗽，鼻眼分泌物增

多，流泪，呼吸困难等多种症状，死亡率高达３５％，严

重危害全世界养牛业的经济发展［１５］。

本研究成功分离到一株ＢＰＩＶ３Ｃ型毒株，并对其

进行了基因组全长序列分析，该研究有助于揭示内蒙

古通辽地区ＢＰＩＶ３毒株流行特点，并可为抗ＢＰＩＶ３

药物和疫苗的研发提供理论基础和实验材料。
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