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病毒宏基因组学在 HPV 感染相关性疾病中的研究进展

胡慧敏，马红  综述   李遇梅，顾文涛，许辉  审校

(江苏大学附属医院皮肤科，江苏 镇江 212001)

[摘　要] 人乳头瘤病毒(human papillomavirus，HPV)是乳多空病毒科的一种具有圆形二十面体结构的双链

DNA病毒。近年来，基于第二代测序技术的病毒宏基因组学逐渐兴起，它可以直接获得特定环境

中的全部病毒核酸信息，并对其进行序列进化分析。可用于研究环境中病毒的多样性、未知病毒

的鉴定、实时监测病毒的变异情况以及发现可能存在的新病毒。本文主要就近年来病毒宏基因组

学及其相关检测方法在HPV感染相关性疾病的研究进行综述，以期为HPV相关疾病的检测提供新

的思路。
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Abstract Human papillomavirus (HPV) is a circular icosahedral double-stranded DNA virus, belonging to Papovaviridae. 

In recent years, viral metagenomics based on the second generation sequencing technology is gradually emerging, 

which can obtain all the viral nucleic acid information directly in a specific environment and carry out sequential 

evolution analysis. It can be used to study the diversity of virus in the environment, identify unknown virus, 

monitor the variation of virus in real time and find new virus that may exist. In this paper, we review the recent 

studies of viral metagenomics and related detection methods in HPV infection related diseases, in order to provide 

new ideas for the detection of HPV related diseases.
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人乳头瘤病毒(human papillomavirus，HPV)是

乳多空病毒科(Papovaviridae)乳头瘤病毒属中的一

种具有圆形二十面体结构的无包膜dsDNA病毒[1]。

迄 今 ， 已 鉴 定 出 的 2 2 0 多 种 不 同 H P V 类 型 [ 2 ]， 可

分为α、β、γ、m u和n u  5个属。目前对于H P V类

型的检测主要集中于病毒核酸序列，常用的H P V
检测方法有聚合酶链反应类检测方法、核酸杂交

法及杂交捕获法等，但这类方法均只针对于已知

的H P V序列 [ 3 ]。基于第二代测序(n e x t  gen erat i o n 
s e q u e n c i n g ， N G S) 技术的病毒宏基因组学 (v i r a l 
m e tagen o m i c s，V M)方法以特定环境中全部病毒

的核酸信息为研究对象，利用边合成边测序或连

接法测序原理 [ 4 ]，主要用于病毒生态学的研究以

及对未知病毒的鉴定，弥补了传统检测方法的不

足，该方法有望成为人类病毒研究的一种强有力

武器。

1  病毒宏基因组学技术

宏 基 因 组 学 ( m e t a g e n o m i c s ) 早 在 1 9 9 8 年 由

H a n d e l s m a n [ 5 ]首次提出， V M 则是宏基因组学在

病 毒 学 领 域 的 应 用 。 V M 技 术 是 通 过 离 心 、 过 滤

和 核 酸 酶 消 化 处 理 ， 降 低 样 品 中 宿 主 源 性 和 细

菌、真核生物核酸的浓度，同时保护衣壳内的病

毒核酸，再对病毒粒子进行纯化和富集，提取病

毒核酸并扩增后选取随机引物进行反转录，利用

Klenow酶反应将cDNA合成双链DNA，随后对测序

生成的宏基因组序列信息进行生物信息学数据处

理和分析[6]，生信分析流程基本相似，包括原始测

序数据预处理、数据拼接组装、功能分类注释及

基因预测等[7]。

V M 结 合 测 序 技 术 和 P C R 法 极 大 提 高 了 所 获

取的病毒信息的丰度和研究效率，其中测序技术

的更替起到了决定性作用。相较于以Sa n ge r测序

为基础的第一代测序技术，N G S成本更低，通量

更高，因此 N G S 也被称为高通量测序技术 ( h i g h -
throughput sequencing )，可同时对数百万DNA分

子的测序，一次即可输出大量数据 [ 8 ]。主要包括

S o l e x a 测 序 技 术 、 4 5 4 测 序 技 术 、 S O L i D 测 序 技

术、 C o m p l e t e  G e n o m i c s 测序方法和半导体 ( Io n 
Torrent)测序技术[4]。

V M 应 用 范 围 广 ， 包 括 海 洋 环 境 、 土 壤 、 植

物和农业生物技术、人类遗传学和人类疾病诊断

等方面均可涉及 [9]。由于VM可以从环境中直接获

得病毒核酸信息，而不需要进行病毒分离培养，

可 以 对 病 毒 的 起 源 及 遗 传 进 化 情 况 进 行 快 速 分

析，其应用范围从环境微生物研究逐渐扩大到公

共卫生及常规临床诊断等方面，尤其对于一些病

因不明的感染性疾病 [10]和突发的病毒性传染病导

致的严重公共卫生事件 [11]中致病性病原体的鉴定

和监测。

但 V M 的 临 床 应 用 仍 存 在 相 当 大 的 困 难 ， 包

括：缺乏可供横向比较的参考序列数据库、海量

数据处理所需的时间和成本高以及对于检测出的

病原体治疗方案少等问题都使得VM不会很快成为

“统领一切的检测方法” [12]，但随着高通量测序

技术的飞速发展，VM的广泛应用将指日可待。

2   常见病毒检测方法在HPV感染相关性疾
病中的应用

常 见 的 H P V 检 测 方 法 包 括 ： 实 时 荧 光 定 量

P CR法、第二代杂交捕获法、酶切信号放大法、

转录介导扩增技术、DNA微阵列、恒温扩增法、

熔解曲线法、表面等离子谐振法、毛细血管电泳

法 和 P C R - 荧 光 偏 振 法 等 [ 1 3 ]。 在 临 床 应 用 中 又 衍

生出许多类似检测方法。如 H a r l é 等 [ 1 4 ]采用基于

Taq Man探针技术和Co ba s  z 4 8 0的Co ba sH P V检测

法 ， 能 准 确 、 快 速 地 检 测 福 尔 马 林 固 定 石 蜡 包

埋(formalin f i xed paraf f in embedded，FFPE)和口

腔 细 胞 刷 所 得 标 本 中 高 危 型 H P V  D N A ， 证 实了

Co b a s H P V 检测法适用于临床常规 H P V 亚型分析

和 检 测 。 M a 等 [ 1 5 ]提 出 了 等 温 重 组 酶 聚 合 酶 扩 增

(recomb inase  poly merase  ampl i f icat ion，R PA)结

合侧流试纸( lateral  f low dipst ick，LFD)和反向斑

点杂交(r e v e r s e  d o t  b l o t，R D B)的H P V快速检测

方法，认为该方法是一种灵敏、可靠、经济有效

的病毒基因型诊断方法，对发展中国家乃至世界

范围内的癌症防治具有重要意义。而各种方法的

优化组合、优势互补推动了H P V病毒学研究的快

速发展。

2.1  p16免疫组织化学联合HPVRNA原位杂交

Wo n g 等 [ 1 6 ]对 2 0 1 3 年至 2 0 1 9 年间布莱根妇女

医 院 确 诊 的 9 7 例 转 移 性 H P V 相 关 的 头 颈 部 鳞 状

细胞癌(head and neck squamous cel l  carcinoma，

H N S C C ) 患 者 淋 巴 结 的 细 针 穿 刺 标 本 进 行 p 1 6 免

疫 组 织 化 学 染 色 ( p 1 6  i m m u n o h i s t o c h e m i s t r y ，

p 1 6  I H C ) 及 H P V  R N A 原 位 杂 交 ( R N A  i n  s i t u 
hy b r i d i z a t i o n， R N A I S H )。结果表明，p 1 6  I H C
检 测 H P V - H N S C C 阳 性 标 本 的 敏 感 性 为 9 3 % ，

R N A I S H 与 p 1 6 I H C 的 一 致 率 达 9 2 % 。 H P V I S H
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优 势 在 于 可 以 直 接 显 示 肿 瘤 细 胞 内 整 合 的 病 毒

D N A 或 者 具 有 转 录 活 性 的 信 使 R N A [ 1 7 ]。 过 去 ，

因 H P V D N A - I S H 对 H P V 具 有 高 度 的 特 异 性 且 较

为经济，它的应用范围比 P C R 或 R N A I S H 更为广

泛。但最近，一项基于北爱尔兰口咽鳞状细胞癌

(orophar yngeal squamous cel l  carcinoma，OPSCC)
患者H P V检测方法的比较研究 [18]表明：在确定回

顾性样本中的HPV状态时，与HPV DNA-ISH的90%
检测率相比，HPV RNA-ISH能够在95%的p16阳性

病例中检测HPV RNA，说明HPV RNA-ISH是确定

H P V状态的最有效方法。美国病理学家协会 [19]在

评估HPV ISH对HR-HPV检测能力时也发现：对于

HR-HP V拷贝数不高(≤100)的样品，RNA ISH比

DNA ISH具有更好的总体敏感性，可作为p16 IHC
检 测 的 补 充 方 法 。 其 较 高 敏 感 性 的 原 因 可 能 在

于：RNA ISH靶向的是E6和E7 RNA转录本，这些

核酸通常比较丰富，因而可以产生更强的信号，

也更容易被识别。

2.2  实时定量PCR联合Sanger测序

Trzcinska等[20]采用实时PCR技术对西奈山医院

2012年至2018年期间所有接受HPV检测的129例头

颈部鳞状上皮乳头状瘤(squamous papillomas，SPs)
患者病理组织石蜡块进行H P V二次筛查。研究人

员通过p16免疫组织化学再次确定石蜡块中是否存

在活跃的H P V，利用试剂盒提取福尔马林固定石

蜡包埋组织切片中的DNA，针对低危型和高危型

HP V的L1区域设计引物进行扩增，并对H P V阳性

者用HPV16和18特异性PCR进行HPV16/18基因分

型。采用LightCycler 480实时PCR技术，对HPV16
和18的E6区进行检测。在HPV16/18特异性PCR为

阴性的情况下，用 G P 5 1 和 G P 6 1 引物对扩增后进

行Sanger测序以检测其他HPV基因型。HPV16/18
以外的H P V亚型由G e n Ba n k中的序列比对确定。

Omland等[21]通过PCR发现221例复发性呼吸道乳头

状瘤病患者中有207例HPVDNA阳性，基因型均为

HPV6或HPV11。Orita等[22]利用非定量PCR研究发

现，喉鳞状细胞乳头状瘤中高危型H P V阳性率为

41.2%，低危型HPV阳性率可达52.9%，认为喉鳞状

细胞乳头状瘤的发生与HPV感染相关。但Trzcinska
对过去被诊断为高危型HPV阳性的3个病例进行严

格的重新评估甚至重复检测发现，这些结果实际

上是假阳性，很可能是由于病毒污染所致，且129
个SP样品中均未发现高危型H P V。认为以往非定

量PCR检测高估了头颈部SPs患者HPV感染的发生

率，同时也高估了高危型HPV在头颈部SPs中的重

要性，应阻止常规筛查SPs中的高危型HPV的临床

实践。

3   病毒宏基因组学技术在HPV感染相关性
疾病中的应用

临 床 上 α 属 H P V 感 染 最 为 常 见 ， 其 中 低 危 型

HPV常导致良性疣，如与HPV6、11相关的尖锐湿

疣 [23]和呼吸道乳头状瘤病 [24]等。而高危型HP V，

如HPV16/18在宫颈癌[25]、肛周癌、阴道癌、阴茎

癌、口咽癌及外阴癌 [26]等恶性肿瘤的发生和发展

过程中起重要作用。基于第二代测序技术的VM弥

补了传统检测方法的不足，在对感染性疾病中病

毒的鉴定及分布情况、毒株的变异情况和新型病

毒的发现等方面发挥着独特的优势。

3.1  生殖器肛周HPV感染

X u等 [ 2 7 ]将1 1 0例(包括7 6例男性和3 4例女性)
确诊为肛周生殖器疣(anogenital wart，AGW)患者

的疣组织标本通过VM分析样品中所有可能存在的

病毒序列，发现H P V是最主要病毒类型。检测到

的HPV分别属于11个不同种，其中10个属于α属，

一个属于γ属，还有一种未分类的HPV株。11个种

包括29种不同的HPV类型。不仅HPV6和11这两种

常见亚型仍占有很高比例，而且HPV7序列在其中  
2个文库中也处于优势地位。对H P V7完整基因组

序列进行系统发育分析，获得4个H P V7全基因组

序列，而GenBank中唯一一条HPV7全基因组序列

是在1994年由Delius等 [28]提交。Xu等 [27]对进一步

收集的190份AGW标本进行流行病学调查，筛选出 
25份HPV7阳性样品，其阳性率为13.16%(25/190)，

说明HPV7在AGW中普遍存在，并具有较高的感染

率。Poljak等[29]发现临床上低危型HPV检测试剂盒

几乎只针对α属，其中包括HP V6和HP V11。2017
年世界卫生组织关于H P V疫苗的立场文件 [30]中也

提到了9价HPV疫苗的全球范围使用问题，其中也

包含HPV6和11，但无论是HPV检测试剂盒，还是

HPV疫苗，均未涉及HPV7这一亚型。因此，该研

究者认为需进一步扩大研究范围，对来自中国其

他地区的更大AGW样本量进行调查，利用VM深入

研究HPV7在中国AGW中的流行状况，以便更好地

评估将其纳入未来HPV疫苗的必要性。

3.2  阴道HPV感染

Liu等 [31]收集了88份孕期妇女的阴道分泌物拭

子标本，通过文库构建和深度测序，并对原始高
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通量测序数据进行生物信息学分析后发现：孕妇

阴道微环境内病毒群落呈多样性分布，但以H P V
为主。研究者对所获得的HPV序列进行BL A STx搜

索比对后按种和型对其分类，发现一个H P V的新

基因型，进化分析显示新HPV株与HPV162在L1基

因水平上有71.1%的核苷酸同源性，与HP V161，

HP V162和HP V166聚类在一起，同属于近年来新

H P V 病 毒 发 现 率 最 高 的 γ - 乳 头 瘤 病 毒 ( g a m m a p a 
pi l lomav ir us，γ-P V)属。同样运用VM方法，Ling
等 [32]也在健康孕妇阴道拭子中分离出一株属于γ-6 
HPV214的新变异体。研究人员证实该HPV株没有

与 p 5 3 相结合的 E 6 基因，在对其全基因组序列进

行了进一步测定和分析后推测，其E7蛋白可能通

过包含一个锌指结构域和一段L XCX E序列来弥补

E6功能的缺失。关于γ-PV，Mühr等 [33]学者均认为

它是最具分化和生长特性的一个属，也是乳头瘤

病毒家族中最大的一个分支，可分为27个种和98
个基因型。Ure等 [34]对γ-P V中的HP V154研究时发

现，γ属具有广泛的上皮组织嗜性。但也有学者[35]

研究发现，一些γ-PV，尤其是属于γ-6的乳头瘤病

毒，还具有黏膜组织嗜性，在α-PV阴性的AGW和

宫颈癌前病变中均有检出。而Ling等[32]研究人员仅

在100例健康孕妇阴道拭子标本中进行后续的流行

病学调查，该H P V株的致病性仍需更大的样本量

及更多的样本类型来进一步阐明。

3.3  皮肤HPV感染

P a s t r a n a 等 [ 3 6 ] 致 力 于 对 免 疫 缺 陷 患 者 皮

肤 乳 头 状 瘤 病 毒 和 多 瘤 病 毒 多 样 性 的 探 索 性

研 究 。 采 集 4 8 例 W H I M 综 合 征 ( p a t i e n t s  w i t h 
w a r t s ， h y p o g a m m a g l o b u l i n e m i a ， I n f e c t i o n s ，

Myelokathex is  Sy ndrome，WHIM Sy ndrome)及疣

状表皮发育不良(epidermodysplasia verruciformis，

E V ) 等 罕 见 遗 传 性 免 疫 缺 陷 患 者 皮 肤 样 本 ( 活 检

组织及皮肤拭子)，利用V M分析样本中的病毒序

列，发现H P V序列占主导地位，可达9 0 %以上。

而且单个免疫缺陷患者常感染多种H P V，甚至从

一名患者皮肤样本中分离出多达26种不同H P V类

型。Pastrana对这些reads进行比对分析，鉴定出83
个新型H P V完整基因组和35个可疑的新型H P V不

完整基因组。发现在W H I M综合征患者中γ -P V属

感染最为常见。以往认为，健康人皮肤及黏膜表

面可脱落少量γ-PV，γ属中某些HPV类型可暂时导

致皮肤疣的发生，而其他H P V类型仅与亚临床感

染有关。但Bzhalava等[37]研究表明：一些高度分化

的新γ-HPV类型，似乎与鳞状细胞癌(squamous cell 

carcinoma，SCC)相关。Sias等[38]也提出γ-HPV与口

咽癌的关系仍需进一步验证。Pastrana的研究还发

现EV患者所感染的HPV主要来自于β属的HPV5和

HPV8，临床仅表现为扁平疣，而发育不良的疣状

病变亦可发展为SCC，但健康人感染这两种亚型却

不会导致疣的发生。因此，γ和β属的感染机制还

有待深入探寻。

3  结语

基 于 第 二 代 测 序 技 术 的 病 毒 宏 基 因 组 学 ，

突破传统病毒检测方法的局限性，可以直接获取

特定环境中的全部病毒核酸信息，从而研究各病

毒的分布情况、对已知病毒的鉴定、实时监测病

毒的变异及动态变化，以及发现可能存在的新病

毒。也为临床的疑难危重感染性病例提供了一种

更为高效的检测方法，拓宽了临床医生对于疾病

诊断的思路，并对公共卫生事业的发展起到了积

极的推动作用。近年，新兴的第三代测序技术，

如：单分子实时测序技术和纳米孔单分子测序技

术相较于N G S技术，具有超长的读长，且测序周

期更短，无需模板进行扩增，还可以直接检测表

观修饰位点等独特优势，有望在未来为研究者及

临床医生提供一种弥补NGS技术不足的新选择。
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