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　　摘　要：目的　探讨多重实时ＰＣＲ技术的应用对高危型人乳头瘤病毒感染检测的临床意义。方法　选择疑似 ＨＰＶ感染和

宫颈病变的病例１７８例，分别应用多重实时ＰＣＲ检测法与ＨＣ２检测法检测高危型ＨＰＶ及其亚型的感染情况。结果　多重实时

ＰＣＲ检测法与 ＨＣ２检测法用于高危型 ＨＰＶ的检测，差异无统计学意义（犘＞０．０５），表明两种检测方法在检测效能上相近；两种

检测方法中，低度鳞状上皮内病变（ＬＳＩＬ）、高度鳞状上皮内病变（ＨＳＩＬ）与鳞状细胞癌的阳性率均高于宫颈炎与湿疣，差异有统计

学意义（犘＜０．０５）。结论　多重实时ＰＣＲ法适用于大规模筛查和高危型 ＨＰＶ持续感染的监测。
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　　人乳头瘤病毒（ＨＰＶ）与人类宫颈上皮样瘤变（ＣＩＮ）与宫

颈癌的发生有密切关系［１２］。ＨＰＶ根据其致瘤性的不同分为

高危型 ＨＰＶ和低危型 ＨＰＶ。其中 ＨＰＶ１６、１８、３１、３３、３５、３９、

４５、５１、５２、５６、５８、５９、６６、６８型属于高危型 ＨＰＶ，有引起恶性

肿瘤的可能性。ＨＰＶ６、１１、４２、４３、４４型均属于低危型 ＨＰＶ，

能够引起良性肿瘤的发生［３］。本研究针对本院门诊及体检中

心就诊的疑似 ＨＰＶ感染和宫颈病变的患者资料数据进行研

究，具体研究结果如下。

１　资料与方法

１．１　一般资料　选择２００８年１月至２０１０年１月本院宫颈门

诊及体检中心就诊的疑似 ＨＰＶ感染和宫颈病变的病例１７８

例。年龄１８～６５岁，平均（３３．８±８．２１）岁。检查前３ｄ不进

行阴道冲洗，不使用阴道内药物。２４ｈ内禁止性行为，且均在

非经期检查。

１．２　方法

１．２．１　ＨＣ２法检测 ＨＰＶＤＮＡ　采用美国 Ｄｉｇｅｎｅ公司的

ＨＣ２法检测系统检测１３种高危型 ＨＰＶＤＮＡ（１６、１８、３１、３３、

３５、３９、４５、５１、５２、５６、５８、５９、６８型）。ＨＰＶ阳性判断标准：检

测样本的相对光单位（ＲＬＵ）与标准阳性对照的ＲＬＵ比值（样

本ＲＬＵ／阳标ＲＬＵ）大于１．０。

１．２．２　多重实时ＰＣＲ检测 ＨＰＶＤＮＡ　采用 ＡＢＩ７３００荧光

定量基因扩增仪（德国），１３种高危 ＨＰＶ荧光定量多重ＰＣＲ

检测试剂由上海蓝基生物有限公司提供。检测上述１３种高危

型 ＨＰＶＤＮＡ。取 ＨＣ２样本，调ｐＨ 值至７．４将２μＬ待测

ＨＣ２样本加入ＰＣＲ反应液中，混匀，置荧光定量ＰＣＲ仪扩增。

结果判断：循环阈值（Ｃｔ）＜３７的样本为高危型 ＨＰＶＤＮＡ阳

性。

１．２．３　观察指标　实时多重荧光ＰＣＲ检测高危型ＨＰＶ的结

果；实时多重荧光ＰＣＲ检测高危型 ＨＰＶ各型别感染率的结

果；ＨＣ２法检测高危型 ＨＰＶ的检测结果。

１．３　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１８．０进行统计处理，两组间计

数资料采用χ
２ 检验，犘＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　多重实时ＰＣＲ与 ＨＣ２法检测高危型 ＨＰＶ结果的比较

　１７８例患者中，ＰＣＲ组与 ＨＣ２组在不同病理分型中的检测

结果阳性率方面相比，差异无统计学意义（犘＞０．０５），其中

ＰＣＲ组中高危型 ＨＰＶ阳性率为８５．９６％（１５３／１７８）。低度鳞

状上皮内病变（ＬＳＩＬ）、高度鳞状上皮内病变（ＨＳＩＬ）、鳞状细胞

癌中高危型 ＨＰＶ检出率明显高于宫颈炎和湿疣，差异有统计

学意义（犘＜０．０５）。ＨＣ２组中高危型 ＨＰＶ阳性率为８７．０８％

（１５５／１７８），ＬＳＩＬ、ＨＳＩＬ、鳞状细胞癌中高危型 ＨＰＶ检出率明

显高于宫颈炎和湿疣，差异有统计学意义（犘＜０．０５），见表１。

２．２　实时多重荧光ＰＣＲ检测高危型 ＨＰＶ各亚型感染率结

果　１５３例ＨＰＶ检测阳性的患者中，１６型３９例（２１．９１％）、１８

型 ２４ 例 （１３．４８％）、３１ 型 １４ 例 （７．８７％）、３３ 型 １７ 例

（９．５５％）、４５型１８例（１０．１１％）、５２型７例（３．９３％）、５６型８
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例（４．４９％）、５８型２６例（１４．６１％）。在高危型 ＨＰＶ几个亚型

当中，１６型、１８型和５８型感染率分别为２１．９１％、１３．４８％、

１４．６１％，明显高于其他型别。

表１　　多重实时ＰＣＲ与 ＨＣ２法检测高危型人乳头瘤

　　　病毒结果的比较［狀（％）］

组别
宫颈炎

（狀＝７８）

湿疣

（狀＝２５）

ＬＳＩＬ

（狀＝２９）

ＨＳＩＬ

（狀＝３３）

鳞状细胞癌

（狀＝５）

ＰＣＲ组 ６７（８５．８９） ２２（８８．００） ２７（９３．１０） ３２（９６．９７） ５（１００．００）

ＨＣ２组 ６９（８８．４６） ２１（８４．００） ２８（９６．５５） ３２（９６．９７） ５（１００．００）

χ
２值 ６１．４６８ １９．９４ １６．０９５ １８．４９７ ０．０００

犘值 ０．７５０ ０．９７８ ０．７３８ ０．７９９ ＞０．０５

３　讨　　论

ＨＰＶ根据生物学特性、致癌潜能可分为高危型和低危型。

高危型 ＨＰＶ是指可引起恶性肿瘤（如宫颈癌）的 ＨＰＶ，其中

ＨＰＶ１６、１８、３１、３３、３５、３９、４５、５１、５２、５６、５８、５９、６６、６８型均属

于高危型［４］。高危型 ＨＰＶ的Ｅ６、Ｅ７基因是病毒癌基因。Ｅ６

可结合多种蛋白，其中最重要的应是结合基因卫士ｐ５３蛋白，

并通过与之结合的Ｅ６ＡＰ蛋白而活化泛素蛋白酶体途径降解

ｐ５３蛋白
［５］，使ＤＮＡ受损的细胞即不能修复ＤＮＡ损伤，又不

能发生凋亡，只能进行分裂繁殖。低危型 ＨＰＶ是指引起良性

肿瘤的ＨＰＶ，其中ＨＰＶ６、１１、４２、４３、４４型属于低危型，病毒基

因不整合于细胞基因组中，主要引起疣的发生（如宫颈湿疣

等）。ＨＰＶＤＮＡ的基因分型，对高危型 ＨＰＶ感染的流行病

学调查具有重要的作用，而且对确定不同型 ＨＰＶ感染的自然

历程以及其持续感染在子宫颈癌发展过程中的作用有十分重

要的意义［６９］。

ＨＣ２法是一种非放射性的分子杂交化学发光信号放大系

统，样品中的ＤＮＡ裂解为可杂交的单链与被标记的ＲＮＡ探

针杂交后，产生化学发光信号。ＨＣ２法适用于其基因分型和

ＨＰＶＤＮＡ分子质量分析，但灵敏度较低、操作复杂，需用新鲜

的组织标本，用甲醛等固定剂固定的组织中，ＤＮＡ可发生交联

或降解，从而影响杂交结果。有时探针之间存在交叉反应，并

且敏感度低于ＰＣＲ方法。ＨＣ２法可用于临床 ＨＰＶ的筛查，

可区分 ＨＰＶ的高危型和低危型，但不能确定具体型别。

多重实时ＰＣＲ技术是基因时代基于核酸杂交，一项用于

检测ｍＲＮＡ的常用技术
［１０］。该技术的特点是可以减少ＰＣＲ

后操作，在比较不同浓度的 ｍＲＮＡ 方面具有非常宽的动力学

范围。实时荧光定量ＰＣＲ技术是指在ＰＣＲ 反应体系中加入

荧光基团（如染料或探针），利用荧光信号积累实时监测整个

ＰＣＲ进程荧光染料能特异性掺入ＤＮＡ 双链，发出荧光信号，

从而保证荧光信号的增加与ＰＣＲ产物增加完全同步，荧光探

针是在探针的５′端标记一个荧光报告基团（Ｒ），３′端标记一个

淬灭基团（Ｑ），两者可构成能量传递结构，即５′端荧光基团所

发出的荧光可被淬灭基团吸收或抑制，当两者距离较远时，抑

制作用消失，报告基团荧光信号增强，荧光监测系统可收到荧

光信号。通过检测到的荧光信号的强弱，就可高效的检测出

ＨＰＶ扩增后的基因产物。

多重实时ＰＣＲ技术的优点：（１）对于核酸的定量有非常宽

的动力学范围；（２）极高的敏感度，可对小于５拷贝的靶基因序

列进行定量分析；（３）可以分析极微小的基因表达差异；（４）可

以相对快速高通量地自动分析；（５）在密闭的反应器中进行反

应，交叉污染的可能性小。

多重实时ＰＣＲ技术的缺点：（１）ＰＣＲ反应体系易被存在

于特定样本中的物质所抑制；（２）ＲＮＡ样本容易被降解；（３）结

果易受人为因素的干扰。因此引物必须进行严谨的设计及验

证，以确保结果的特异性和准确性。若用于检测病原，假阳性／

假阴性必须考虑，扩增和熔解曲线必须进行双检验以保证结果

的准确性。尽量提高操作者的技术水平和理论知识以及软件

操作和数据分析的准确性等，从而保证结果的真是可靠性。

尽管多重实时ＰＣＲ技术有以上缺点，但是这项技术也有

很多优越性，使得实时荧光定量ＰＣＲ技术，在相当长的时间内

仍然是基因表达分析的主要研究工具之一。

综上所述，多重实时ＰＣＲ 技术有特异、敏感、产率高、快

速、简便、重复性好、易自动化等突出优点，能够准确、高效地检

测出扩增后的ＤＮＡ产物，已经成为一种在临床检测和基础研

究中被广泛使用的技术，适用于大规模筛查和高危型 ＨＰＶ持

续感染的检测。
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２．中华检验医学杂志；３．临床检验杂志。
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