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荧光定量ＰＣＲ法和基因芯片分型法检测人乳头瘤病毒的敏感度比较研究
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　　摘　要：目的　比较荧光定量聚合酶链反应法（简称荧光定量法）与基因芯片分型法（简称基因芯片法）在检测人乳头瘤病毒

（ＨＰＶ）中的敏感度。方法　选取２０１０年２月至２０１３年２月来该院妇科门诊就诊的患者３０５例，收集其宫颈脱落细胞，分别用荧

光定量法和基因芯片法检测 ＨＰＶ，对结果不一致的病例采用测序法进行确证。３０５例病例均进行液基细胞学检测。结果　荧光

定量法检测 ＨＰＶ敏感度为３３．８％，基因芯片法检测 ＨＰＶ敏感度为３７．６％，两种方法具有较高的一致性，ＨＰＶ感染率随宫颈脱

落细胞异型性增加而增加。结论　荧光定量法和基因芯片法检测 ＨＰＶ具有较高的一致性，其中基因芯片法敏感度较高。宫颈

细胞学改变的严重程度与 ＨＰＶ感染情况呈正相关。
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　　人类乳头瘤病毒（ＨＰＶ）感染在宫颈癌等妇科疾病中扮演

着重要的角色，据报道９０％以上的宫颈癌患者合并有 ＨＰＶ持

续感染［１］，因此早期准确地检测 ＨＰＶ对防治各种宫颈病变具

有重要的意义。荧光定量聚合酶链反应法（简称实时荧光法）

以其简单，易操作等优点称为目前临床筛查 ＨＰＶ感染最常用

的手法［２］。近些年来，随着分子生物学技术的发展，基因芯片

筛查 ＨＰＶ的方法逐渐被人们接受，本文旨在比较实时荧光法

与基因芯片分型法（简称基因芯片法）的敏感度，现将结果报道

如下。

１　资料与方法

１．１　一般资料　收集２０１０年２月至２０１３年２月本院妇科门

诊就诊的女性患者３０５例，年龄平均（３５．７６±９．２１）岁，其中

２２～＜４０岁１６４例，４０～＜５０岁１０２例，５０岁以上３９例。患

者的临床诊断中宫颈癌１１０例，宫颈糜烂１１８例，尖锐湿疣

７７例。

１．２　标本采集　采集每位患者的宫颈脱落细胞，采集前要求：

（１）２４ｈ内无性行为；（２）阴道不得进行醋酸或碘液涂抹；（３）患

者不在经期；（４）３ｄ内未使用阴道内药物或阴道洗液。采集时

先用棉签擦净宫颈口分泌物，再将宫颈刷放置于宫颈口，顺时

针旋转３～５圈，取出宫颈刷，置于样品管中并于管口处折断刷

柄，旋紧管盖。样品置于４℃保存，于２周内进行检测。

１．３　仪器与试剂　１３种高危 ＨＰＶ核酸扩增荧光定量检测试

剂盒（中西远大科技有限公司），ＨＰＶ基因分型检测试剂盒（亚

能生物技术有限公司），医用核酸分子快速杂交仪（凯普生物科

技有限公司），聚合酶链反应扩增仪（德国 Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ公司），

ＤＮＡ提取试剂盒（天根生化科技有限公司）。

１．４　分子生物学技术　宫颈脱落细胞ＤＮＡ提取及实时荧光

法、基因芯片法检测 ＨＰＶ均按试剂盒说明书进行。液基细胞

学检测由本院检验科进行。基因测序工作由生工生物工程股

份有限公司进行。

１．５　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１７．０软件进行统计学分析，两

种方法敏感度比较采用χ
２ 检验，两种方法一致性评价采用

ｋａｐｐａ值评价，不同液基细胞学所对应感染率的比较采用行列

表卡方检验，犘＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　两种方法检测结果比较　见表１。实时荧光法敏感度为

３３．８％，基因芯片法敏感度为３７．６％。两者比较差异有统计

学意义（犘＜０．０５）。根据表１得出κ＝０．８３９＞０．８００，实时荧
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光法与基因芯片法具有较好的一致性。对不一致的病例确证

结果为其不一致者共２３例。实时荧光法阳性、基因芯片法阴

性者３例，采用测序法表明其中２例 ＨＰＶ阳性，１例 ＨＰＶ阴

性；实时荧光法阴性、基因芯片法阳性者２０例，采用测序法表

明其中１４例 ＨＰＶ阳性，６例 ＨＰＶ阴性。

表１　　两种方法检测结果比较（狀）

基因芯片法
实时荧光法

＋ －

合计

＋ １０２ ２０ １２２

－ ３ １８３ １８６

合计 １０５ ２０３ ３０８

２．２　液基细胞学分析　见表２。

表２　　液基细胞学检测结果［狀（％）］

液基细胞学分级 狀 荧光定量法阳性率 基因芯片法阳性率

正常细胞 １４１ １７（１２．１） ２２（１５．６）

非典型鳞状上皮细胞 ７８ ２２（２８．２） ２７（３４．６）

鳞状上皮内低度病变 ４０ ２４（６０．０） ２９（７２．５）

鳞状上皮内高度病变 ３５ ２９（８２．９） ３０（８５．７）

鳞状细胞癌细胞 １４ １３（９２．９） １４（１００．０）

合计 ３０８ １０５（３４．１） １２２（３９．６）

３　讨　　论

ＨＰＶ属乳多空病毒科的乳头瘤空泡病毒 Ａ属，为球形

ＤＮＡ病毒，其主要侵犯人体皮肤黏膜的鳞状上皮，引起寻常

疣，生殖器疣等症状。１９７７年Ｌａｖｅｒｔｙ等
［３］通过电镜观察到宫

颈癌组织中存在 ＨＰＶ颗粒，随后Ｂｏｕｖａｒｄ等
［４］提出宫颈癌的

发病与 ＨＰＶ感染有关的假说。随着研究的深入人们把 ＨＰＶ

分为两型：高危型包括１１、１６、１８、３１、３５、３９、４５、５１、５２、５５、５６、

６８、６９、６８、７０、７３、８２、８３型，此类 ＨＰＶ有致宫颈癌的危险，其

中又以１６、１８型在宫颈癌患者病变组织中最多见
［５７］；低危型

包括６、１１、１６、１８、３１、３５、４２、４３、４４型，常引起尖锐湿疣等良性

病变，影响生活质量。早期明确 ＨＰＶ的感染对防止宫颈疾病

有着极为重要的意义。荧光定量法采用荧光探针技术，探针特

异性的参入ＤＮＡ双螺旋间形成三螺旋结构，当犜犪狇酶接近时

期核酸外切酶的作用会切断探针，使荧光集团游离从而产生荧

光，该方法具有敏感度高，可进行定量分析的优点。基因芯片

法先将不同亚型 ＨＰＶ的探针有序的固定于支持物上，再用样

品ＤＮＡ与芯片探针进行ｓｏｕｔｈｅｒｎ杂交，从而达到检测 ＨＰＶ

明确分型的目的［８９］。两种技术均为检测 ＨＰＶ敏感而快捷的

方法。

本研究表明两种方法检测 ＨＰＶ结果具有高度的一致性

且基因芯片法的敏感度略高于实时荧光法，这与席雅娟等［１０］

所得结果一致，产生这种差异可能的原因为基因芯片的通量

大，可同时检测数十种 ＨＰＶ亚型，而荧光定量法由于操作上

的繁琐，有些亚型检验不出，最终导致敏感度不如基因芯片法。

液基细胞学的分析表明宫颈细胞学改变越严重，ＨＰＶ 感染率

越高，这与张志珊等［１１］所得结果一致，也从侧面反映出 ＨＰＶ

为高危致癌因素。

基因芯片通量大，敏感度高且能对 ＨＰＶ分型，临床上对

预测宫颈良恶性疾病更有意义［１２］，另外与荧光定量法相比基

因芯片法可节约成本和患者费用，为宫颈疾病筛查的好方法。

荧光定量法能对 ＨＰＶ的ＤＮＡ水平进行定量分析，可作为疗

效评估的指标，另外该方法无需洗脱等繁琐步骤，比基因芯片

法省时。以上两种方法均为检测 ＨＰＶ的一线方法，但各有优

缺点。有学者建议基因芯片法可用于宫颈疾病筛查，荧光定量

法可用于宫颈疾病疗效判断和预后判断［１３１７］。
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ｃｅｒｖｉｘ［Ｊ］．ＡｃｔａＣｙｔｏｌ，１９７７，２１（１）：１１４１１７．

［４］ ＢｏｕｖａｒｄＶ，ＢａａｎＲ，ＳｔｒａｉｆＫ，ｅｔａｌ．Ａｒｅｖｉｅｗｏｆｈｕｍａｎｃａｒｃｉｎｏ

ｇｅｎｓＰａｒｔＢ：ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌａｇｅｎｔｓ［Ｊ］．ＬａｎｃｅｔＯｎｃｏｌ，２００９，１０（４）：

３２１３２２．

［５］ 朱小霞，程浩，张行，等．荧光定量ＰＣＲ检测尖锐湿疣皮损Ｔｏｌｌ样

受体的表达水平［Ｊ］．中华微生物学和免疫学杂志，２０１１，３１（６）：

５６０５６３．

［６］ＳｃｈｕｄｅｌＢＲ，ＴａｎｙｅｒｉＭ，ＭｕｋｈｅｒｊｅｅＡ，ｅｔａｌ．Ｍｕｌｔｉｐｌｅｘｅｄｄｅｔｅｃｔｉｏｎ

ｏｆｎｕｃｌｅｉｃａｃｉｄｓｉｎａｃｏｍｂｉｎａｔｏｒｉａｌｓｃｒｅｅｎｉｎｇｃｈｉｐ［Ｊ］．ＬａｂＣｈｉｐ，

２０１１，１１（１１）：１９１６１９２３．

［７］ 童永清，刘蓓，李艳，等．荧光定量ＰＣＲ检测在宫颈癌筛查中的应

用［Ｊ］．国际检验医学杂志，２０１０，３１（２）：１２５１２６．

［８］ 陈斌，周小棉，刘大渔，等．多重聚合酶链反应联合芯片电泳在人

乳头瘤病毒基因分型检测中的应用［Ｊ］．中华检验医学杂志，

２０１０，３３（４）：３５２３５５．

［９］ 向华国，曾锦婷，何婉意，等．ＰＣＲ反向点杂交基因分型与实时荧

光定量ＰＣＲ检测人乳头瘤病毒的研究［Ｊ］．中国病原生物学杂志，

２０１２，７（５）：３６７３６８．

［１０］席雅娟，肖海燕，李靖．荧光定量ＰＣＲ法和基因芯片分型法检测

人乳头瘤病毒应用对照研究［Ｊ］．海南医学院学报，２０１３，１９（５）：

６９６６９８．

［１１］张志珊，庄建良，李爱禄，等．实时荧光ＰＣＲ与基因芯片分型法筛

查宫颈标本 ＨＰＶＤＮＡ的比较［Ｊ］．临床检验杂志，２０１１，２９（２）：

８９９０．

［１２］陈忠领，魏新燕，范美珍，等．女性感染人乳头瘤病毒基因分型结

果分析［Ｊ］．国际检验医学杂志，２０１０，３１（９）：９４４９４５．

［１３］曾华，刘晓强，庄豪，等．实时荧光定量ＰＣＲ法与基因芯片法检测

ＨＰＶ的比较［Ｊ］．分子诊断与治疗杂志，２０１３，５（３）：１６５１６９．

［１４］张友忠．ＨＰＶ的检测方法及利弊［Ｊ］．现代妇产科进展，２０１１，２０

（５）：３３９３４１．

［１５］王勋松，邹学森，袁水斌．ＨＰＶ与宫颈癌的关系及检测方法的研

究进展［Ｊ］．实验与检验医学，２００８，２６（２）：１６６１６８．

［１６］井明霞，陈继明，郭晓青，等．人类乳头瘤病毒（ＨＰＶ）的检测方法

［Ｊ］．现代预防医学，２００７，３４（２２）：４２７０４２７１．

［１７］彭敏，宋春林，王夷黎，等．基因芯片技术检测宫颈病变中 ＨＰＶ

感染的临床研究［Ｊ］．国际检验医学杂志，２０１１，３２（５）：５８３５８４．

（收稿日期：２０１３１２０８）
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