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多重实时荧光ＰＣＲ技术检测高危型人乳头瘤病毒的临床应用分析

张海平１，穆会君２△，谢　平
２，张　滨

２

（１．南京医科大学附属无锡市第二人民医院皮肤科，江苏无锡２１４００１；

２．南京医科大学附属无锡市人民医院中心实验室，江苏无锡２１４０２３）

　　摘　要：目的　探讨多重实时荧光ＰＣＲ技术检测高危型人乳头瘤病毒（ＨＰＶ）的效能。方法　应用多重实时荧光ＰＣＲ试剂

检测２００例妇女宫颈脱落细胞高危型 ＨＰＶ，以凯普１３种高危型人乳头状瘤病毒核酸扩增荧光检测试剂盒为对照试剂，对两者检

测结果不一致和试验试剂ＶＩＣ荧光通道检测显示为 ＨＰＶ１６或 ＨＰＶ１８阳性的样本进行ＤＮＡ测序分析，评价多重实时荧光ＰＣＲ

技术检测高危型 ＨＰＶ的效能。结果　２００例妇女样本中，试验试剂和对照试剂 ＨＰＶ高危亚型检出阳性率分别为４０％和３３％，

两种试剂对 ＨＰＶ高危亚型检出阳性率比较差异有统计学意义（χ
２＝３３．０３，犘＜０．０１）。试验试剂与对照试剂检测结果一致者１６５

例，两种试剂检测结果总符合率为８２．５０％，一致性指数Ｋａｐｐａ值为０．６５１２。对照试剂检测为阴性，而试验试剂检测结果为阳性

的３５例标本，测序结果显示均为 ＨＰＶ６６型。在剔除 ＨＰＶ６６型样本后，试验试剂与对照试剂结果完全一致，总符合率为

１００．００％。对照试剂检测为阳性，且试验试剂 ＶＩＣ荧光通道阳性的标本，测序结果显示３２例为 ＨＰＶ１６型，４例为 ＨＰＶ１８型。

结论　多重实时荧光ＰＣＲ试剂检测高危型 ＨＰＶ具有较好的准确性和可靠性，是检测高危型 ＨＰＶ感染的又一有效手段。
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　　人乳头状瘤病毒（ＨＰＶ）感染，特别是高危型 ＨＰＶ的持续

感染是宫颈癌发生的主要原因，及早发现和监测 ＨＰＶ感染是

预防宫颈癌发生的重要手段。目前，ＨＰＶ检测技术主要依赖

于以聚合酶链反应（ＰＣＲ）技术为基础的分子生物学检测手段，

包括实时荧光ＰＣＲ技术、ＰＣＲ反向点杂交技术和直接测序

等。本研究以凯普１３种高危型人乳头状瘤病毒核酸扩增荧光

检测试剂盒［国食药监械（准）字２００７第３４０１１０４号］为对照试

剂，应用多重实时荧光ＰＣＲ方法检测２００例妇女宫颈脱落细

胞高危型 ＨＰＶ病毒ＤＮＡ，评价多重实时荧光ＰＣＲ方法检测

ＨＰＶ高危亚型的能力。

１　资料与方法

１．１　一般资料　所有病例来源于２０１１年８～１２月来本院妇

科就诊的疑是 ＨＰＶ感染患者，年龄１８～６９岁。以窥阴器暴

露宫颈，用棉拭子擦去宫颈分泌物，然后使用专用的 ＨＰＶ宫

颈刷置于宫颈口，轻轻转动宫颈刷４～５圈以获得足量的上皮

细胞样本；慢慢取出宫颈刷，然后沿刷柄折痕处将宫颈刷柄折

断，放入装有专用细胞保存液的洗脱管中浸泡，旋紧管盖，作好

标志送检。

１．２　仪器与试剂　１３种高危型人 ＨＰＶ核酸扩增荧光检测试

剂盒购自凯普生物化学有限公司，该试剂Ｆａｍ荧光通道能检

出的 ＨＰＶ高危亚型包括 ＨＰＶ１６、１８、３１、３３、３５、３９、４５、５１、５２、

５６、５８、５９、６８，多重实时荧光ＰＣＲ检测人 ＨＰＶ（高危型）核酸

试剂盒购自申瑞生物制品有限公司，该试剂Ｆａｍ荧光通道除

了检测上述１３种高危亚型外还能检测 ＨＰＶ６６型，此外该试

剂通过ＶＩＣ荧光通道检测高危亚型是否为 ＨＰＶ１６或１８型，

通过Ｃｙ５荧光通道检测人βＧｌｏｂｉｎ基因作为内参，用于检验

·６５２２· 国际检验医学杂志２０１３年９月第３４卷第１７期　ＩｎｔＪＬａｂＭｅｄ，Ｓｅｐｔｅｍｂｅｒ２０１３，Ｖｏｌ．３４，Ｎｏ．１７



样本采集、ＰＣＲ实验操作及试剂是否失效。Ｌｉｇｈｔｃｙｃｌｅｒ４８０荧

光ＰＣＲ仪购自Ｒｏｃｈｅ公司。

１．３　实时荧光ＰＣＲ实验　对２００例妇女宫颈脱落细胞标本

高危型 ＨＰＶＤＮＡ采用两种试剂平行检测。标本以１３０００ｒ／

ｍｉｎ离心１ｍｉｎ，沉淀物加入５０μＬ裂解液于１００℃干浴１０

ｍｉｎ，１３０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，取２μＬ上清作为ＰＣＲ模板。

对照试剂ＰＣＲ扩增条件为９５℃１０ｍｉｎ，９５℃１０ｓ，５８℃５０

ｓ，４５个循环，５８℃退火延伸结束后采集荧光。试验试剂ＰＣＲ

扩增条件为９５℃３ｍｉｎ，９５℃１０ｓ，６２℃４０ｓ，４５个循环，６２

℃退火延伸结束后采集荧光。结果判断为样本的Ｃｔ值显示为

Ｕｎｄｅｔ，判断为阴性；样本的Ｃｔ≤４０，判断为为阳性；若为４０＜

Ｃｔ＜４５的标本重做，重做结果Ｃｔ＜４０者为阳性，否则为阴性。

１．４　测序实验　试验和对照试剂检测结果不一致、以及

ＨＰＶ１６或１８阳性的标本用测序法验证。根据ｇｅｎｅｂａｎｋ上的

序列设计 ＨＰＶ６６、１６、１８ＰＣＲ和测序引物，引物由上海生工公

司合成，ＨＰＶ６６、１６、１８型扩增和测序引物序列见表１。对照

试剂检测为阴性，而试验试剂检测阳性的标本采用 ＨＰＶ６６型

特异引物进行扩增。对两种试剂检测均为阳性，且试验试剂

ＶＩＣ荧光通道阳性的标本，分别采用 ＨＰＶ１６和 ＨＰＶ１８特异

引物进行扩增。测序ＰＣＲ反应体系包括５×ＰＣＲ缓冲液１０

μＬ，２５ｍｍｏｌ／ＬＭｇＣｌ２４μＬ，１０ｍｍｏｌ／ＬｄＮＴＰ１μＬ，１０μｍｏｌ／

Ｌ上下游引物各１μＬ，５Ｕ／μＬＴａｑＤＮＡ聚合酶０．２μＬ，ＨＰＶ

ＤＮＡ２．０μＬ，加双蒸水至总体积为５０μＬ。ＰＣＲ反应条件：９５

℃２ｍｉｎ，９５℃１５ｓ，５８℃３０ｓ，７２℃３０ｓ，３５个循环。扩增产

物经２％琼脂糖凝胶电泳确认有目的条带后，扩增产物送上海

生工生物工程有限公司检测序。

表１　　ＨＰＶ６６、１６、１８型扩增和测序引物序列

引物名称 引物序列 扩增产物（ｂｐ）

ＨＰＶ６６ 上游引物 ５′ＡＡＴＧＧＣＡＴＡＴＧＣＴＧＧＧＧＴＡＡ３′ １４１

下游引物 ５′ＣＴＣＣＡＣＡＴＧＧＣＧＡＡＧＧＴＡＴＴ３′

ＨＰＶ１６ 上游引物 ５′ＴＡＣＣＴＡＣＧＡＣＡＴＧＧＧＧＡＧＧＡ３′ １９５

下游引物 ５′ＡＧＣＡＡＴＴＧＣＣＴＧＧＧＡＴＧＴＴＡ３′

ＨＰＶ１８ 上游引物 ５′ＧＧＧＣＡＡＴＡＴＧＡＴＧＣＴＡＣＣＡＡＡ３′ ２４２

下游引物 ５′ＧＣＡＧＣＡＴＣＣＴＴＴＴＧＡＣＡＧＧＴ３′

１．５　统计学处理　所有数据用ＳＰＳＳ１０．０统计软件进行分

析，两种方法检测结果的差异性用χ
２ 检验，并计算两者的符合

率和一致性指数（Ｋａｐｐａ指数），Ｋａｐｐａ指数大于或等于０．７５

两者一致性较好，０．７５＞Ｋａｐｐａ≥０．４两者一致性一般，

Ｋａｐｐａ＜０．４两者一致性较差。犘＜０．０５为差异有统计学意

义。

２　结　　果

２．１　试验试剂和对照试剂平行实验结果　在２００例样本中，

试验试剂和对照试剂 ＨＰＶ 高危型检出阳性率分别为４０％

（８０／２００）和３３．０％（６６／２００），两种试剂对 ＨＰＶ高危型检出阳

性率比较差异有统计学意义（χ
２＝３３．０３，犘＜０．０１）。两种试

剂检测结果一致者１６５例，不相符有３５例，阳性符合率为

１００％，阴性符合率为７３．８８％，总符合率为８２．５０％（见表２）。

一致性指数Ｋａｐｐａ值为０．６５１２，Ｋａｐｐａ值的９５％可信区间为

０．５５２８～０．７４９６，表明两种试剂在检测结果上一致性一般。

需对不一致的结果进一步验证及分析，以评价试验试剂在临床

上的检测结果准确度。此外，试验试剂检测的２００例标本Ｃｙ５

荧光通道均为阳性，显示了检验样本在采集、ＰＣＲ实验操作以

及试剂的有效性。

２．２　两种试剂结果不一致标本测序验证　对照试剂检测为阴

性，而试验试剂检测结果为阳性的３５例标本，经测序比对显示

均为 ＨＰＶ６６型。见图１、图２（见《国际检验医学杂志》网站主

页“论文附件”）。显示试验试剂临床检测结果的准确度高。剔

除因对照试剂不具有检出 ＨＰＶ６６型能力而导致的３５例假阴

性，对照试剂与试验试剂的检出总符合率达到１００％。

２．３　试验试剂检出 ＨＰＶ１６、ＨＰＶ１８阳性标本的测序验证　

对照和试验试剂检测结果均为阳性，且试验试剂 ＶＩＣ荧光通

道阳性的３６例标本，测序比对分析显示３２例为 ＨＰＶ１６型，４

例为ＨＰＶ１８型。见图１、图３～４（见《国际检验医学杂志》网站

主页“论文附件”）。显示试验试剂对 ＨＰＶ１６、ＨＰＶ１８型的临

床检测结果可靠。

表２　　多重实时荧光ＰＣＲ试剂同对照试剂比较结果

多重荧光ＰＣＲ试剂
对照试剂（凯普）

阳性（狀） 阴性（狀）
合计（狀） 符合率（％）

阳性 ６６ ３５ １０１ １００

阴性 ０ ９９ ９９ ７３．８８

总数 ６６ １３４ ２００ ８２．５０

图１　　ＨＰＶ６６、１６、１８型测序ＰＣＲ产物电泳图

３　讨　　论

宫颈癌是一种严重危害妇女健康的恶性肿瘤，发病率在女
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性恶性肿瘤中居第二位［１］。ＨＰＶ 是宫颈癌的主要致病因子，

研究发现９９．７％以上的宫颈癌有 ＨＰＶ感染
［２３］。依据与宫颈

癌的关系，将 ＨＰＶ分为高危型和低危型，其中 ＨＰＶ１６、５２、５８

三种高危型是中国特有的优势感染型别［４］。在以前的大样本

调查研究中显示，ＨＰＶ１６、５２、５８型占据宫颈感染病毒株的前

三位，而在尖锐湿疣标本中，ＨＰＶ１６、１８、６６型占据感染病毒株

的前三位［５］。

及早发现和监测 ＨＰＶ感染是预防宫颈癌发生的重要手

段。目前，临床 ＨＰＶ检测应用广泛的技术主要有ＰＣＲ反向

点杂交法、杂交捕获法和实时荧光ＰＣＲ技术
［６７］。ＰＣＲ反向

点杂交法具有通量高的优点，但也存在易污染、操作较繁琐的

缺点［８］。杂交捕获二代（ＨＣⅡ）检测被公认为是最好的宫颈

癌筛查方法，但其价格昂贵，操作也相对繁琐［９］。实时荧光

ＰＣＲ技术具有特异性强、自动化程度高和用时短等优点，能为

临床提供有效的诊断依据。

实验结果及统计分析表明，试验试剂与对照试剂相比结果

符合率为８２．５０％，一致性指数Ｋａｐｐａ值为０．６５１２，表明一致

性一般。对两种试剂检测结果不相符的标本进一步验证及分

析显示，对照试剂检测为阴性，而试验试剂检测结果为阳性的

３５例标本，经测序比对显示均为ＨＰＶ６６型，在剔除ＨＰＶ６６型

样本后，试验试剂与对照试剂结果完全一致，符合率为１００．

００％。通过对试验试剂检测为 ＨＰＶ１６或 ＨＰＶ１８亚型标本的

验证，显示其检测结果与ＤＮＡ测序结果完全一致。结果表明

试验试剂具有较高的临床检测准确性和可靠性。

此外，试验试剂能同时检测三个通道的荧光，通过Ｃｙ５荧

光通道检测人βＧｌｏｂｉｎ基因作为内参，实验结果显示检验样本

在采集、ＰＣＲ实验操作以及试剂的有效性。而其 ＶＩＣ荧光通

道能报告检测到的 ＨＰＶ是否为具有更高致癌性的 ＨＰＶ１６或

１８型。研究表明 ＨＰＶ不同亚型致癌能力不同，ＨＰＶ１６、１８致

病力最强，易导致宫颈的高级别病变，宫颈癌患者 ＨＰＶ感染

也以 ＨＰＶＩ６、１８最多
［１０１１］。因此 ＨＰＶ１６和１８型的检出有助

于对患者进行个体化评估、预测宫颈病变发生的风险。另外试

验试剂还能检测 ＨＰＶ６６亚型，Ｓｃｈｉｆｆｍａｎ通过 Ｍｅｔａ分析显示

ＨＰＶ６６型在宫颈癌感染中占到０．３％
［１２］，虽然致癌的概率不

高，但由于ＨＰＶ６６型占据所有ＨＰＶ感染病毒株的４．２５％
［５］，

所以 ＨＰＶ６６型的有效检出也有助于 ＨＰＶ感染的防治。

综上所述，多重实时荧光ＰＣＲ试剂检测高危型 ＨＰＶ具

有较高可靠性和准确性，是检测高危型 ＨＰＶ感染的又一有效

手段。
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