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·经验交流·

导流杂交基因芯片技术检测人乳头状瘤病毒基因分型的结果分析

黄德秋，廖燕飞，陈　燕，钟雪兵

（肇庆市中医院检验科，广东肇庆５２６０２０）

　　摘　要：目的　了解本地区女性人乳头状瘤病毒（ＨＰＶ）感染年龄及基因亚型的分布特点。方法　采用快速导流杂交基因芯

片技术（Ｈｙｂｒｉｍａｘ），对５３０例门诊及住院患者宫颈口及宫颈脱落上皮细胞进行２１种 ＨＰＶ感染基因亚型的检测。结果　ＨＰＶ

总感染率为３０．９％，其中高危型感染率为７２．５％，低危型感染率为２７．５％；在年龄分布中，＜３０岁组感染率较高，占检测数的

４８％，高危型占３６％；在１６４例阳性者中，一重感染率为７１．９％，二重及以上感染率为２８．１％（犘＜０．０５）；在２１种分型中高危型以

５２（１４．１％）、５８（１１．２％）、１６（１０．６％）、１８（８．２％）和３９（８．２％）为主，低危型以６（１４．１％）为主。结论　快速导流杂交法 ＨＰＶ基

因分型检测，为女性宫颈疾病流行病学及防治提供重要的线索，了解 ＨＰＶ感染及本地区 ＨＰＶ亚型的分布情况，对本地区常见、

多见的亚型提供疫苗防治的理论基础，为有效防治宫颈上皮内瘤样病变，降低宫颈癌的发病率，具有积极的意义。

关键词：人乳头状瘤病毒；　导流杂交基因芯片技术；　基因分型

犇犗犐：１０．３９６９／ｊ．ｉｓｓｎ．１６７３４１３０．２０１４．１３．０５９ 文献标识码：Ｂ 文章编号：１６７３４１３０（２０１４）１３１７９５０３

　　自从上世纪７０年代首次发现人乳头状瘤病毒（ＨＰＶ）感

染是宫颈癌发生的一个重要的原因以来，宫颈癌与 ＨＰＶ感染

的相关研究不断深入；现已明确 ＨＰＶ的持续感染是宫颈癌发

生的必要条件，从宫颈上皮不典型增生到浸润癌是一个持续发

生、发展的过程，大约需要１０年时间。并且 ＨＰＶ属于乳多空

病毒科的乳头状瘤空泡病毒 Ａ属，它是一个无包膜小型双链

环状ＤＮＡ病毒，呈二十面体对称球形，直径４５～５５ｎｍ，具有

强烈嗜上皮性、高度组织和宿主特异性，ＤＮＡ序列分析发现

ＨＰＶ至少有２００多个基因型，迄今已确定基因组全序列的

ＨＰＶ基因型有８５种，其中４２种与人类疾病有关
［１］，根据不同

型号，依次分为低危型和高危型，低危型主要引起尖锐湿疣等

疣症，高危型是诱发宫颈癌的重要致病因素。因此，对 ＨＰＶ

进行准确的基因分型，明确患者感染 ＨＰＶ的高低危型别，对

ＨＰＶ感染的治疗、宫颈癌的预防、流行状况的调查及基因疫苗

的研制均有重要的临床意义［２］。

作者采用快速导流杂交基因芯片法，对门诊及住院患者

ＨＰＶ２１种基因分型进行检测及分析，现将结果报道如下。

１　资料与方法

１．１　一般资料　２０１３年３月至２０１３年１２月期间在本院妇科

住院及门诊就诊，怀疑 ＨＰＶ感染的女性共计５３０例，年龄１６

～６０岁，平均（３６．５±５．２）岁。

１．２　仪器与试剂　ＤＡ７６００型核酸扩增检测仪，ＨｙｂｒｉＭａｘ

ＭＨＨ２型核酸分子快速杂交仪，阿尔泰ＢＨＣ１１００ⅡＡ２超净

工作台，干热器、离心管、扩增管、离心机、移液器、旋涡振荡器

等。ＨＰＶ基因分型检测杂交试剂盒（由广东潮州凯普生物化

学有限公司提供）。

１．３　样本处理　 在妇科医师指导下采用扩阴器暴露宫颈口，

将宫颈口的分泌物擦去，然后用凯普公司配套专用宫颈刷伸入

宫颈口处，轻轻搓动宫颈刷使其顺时针转３至５圈，慢慢抽出

宫颈刷，将其放入装有细胞保存液的样本管中；在管口处将多

余的刷柄折断，将刷头留在样本管中，立即送检或置冰箱（４

℃）中保存，并在２周内检测。

１．４　方法

１．４．１　原理　快速导流低密度基因芯片杂交技术是将其基因

扩增（ＰＣＲ）技术、导流杂交技术与基因芯片技术集合在一起，

结合了ＰＣＲ技术的高灵敏、导流杂交技术的高特异性以及基

因芯片的高通量性；该技术可将未标记的特异性寡核苷酸探针

分别固定在尼龙膜上形成斑点，再与经ＰＣＲ扩增的标记样品

ＤＮＡ序列杂交，可一次性检测２１种 ＨＰＶ病毒感染并精确分

型［３］，这些型别包含１５种高危型（１６、１８、３１、３３、３５、３９、４５、５１、

５２、５３、５６、５８、５９、６６和６８）及６种低危型（６、１１、４２、４３、４４和

８１）。

１．４．２　ＤＮＡ的提取　取５００μＬ临床样本，１４０００ｒ／ｍｉｎ离心

１ｍｉｎ，去上清液。加入４００μＬ溶液Ⅰ，混匀后沸水中煮１５
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ｍｉｎ，稍微冷却后，加入４００μＬ溶液Ⅱ，混匀，室温下放置２

ｍｉｎ，１４０００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ，去上清液，室温放置２ｍｉｎ，加入

６０μＬ溶液Ⅲ充分溶解，备做ＰＣＲ检测。

１．４．３　ＰＣＲ扩增　将ＰＣＲ反应试剂 Ｍｉｘ、ＤＮＡＴａｑ酶按比

例混合后在扩增管中加入２４μＬ，再加入１μＬＤＮＡ模板混匀，

按照设定的温度和时间进行扩增４０个循环；同时扩增设阴、阳

性对照各一份。

１．４．４　导流杂交　打开核酸分子快速杂交仪，放入与实验样

品数相同的、标记有２１种 ＨＰＶ基因型寡核苷酸探针的基因

芯片杂交膜，严格按试剂盒说明书进行导流杂交，加酶标显色。

１．４．５　结果判断　检测结果阳性点为肉眼可见的清晰蓝紫色

圆点，根据膜条 ＨＰＶ分型分布图（如图１）判断阳性点为何种

ＨＰＶ病毒感染类型，同时每张芯片上有反应质控点和杂交显

色质控点各一个。

图１　　ＨＰＶ分型分布图

１．５　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１１．５统计软件进行统计学分

析，感染率用χ
２ 检验，犘＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　ＨＰＶ感染率及型别分布　ＨＰＶ感染的型别主要以高危

型５２（１４．１％）、５８（１１．２％）、１６（１０．６％）、１８（８．２％）和３９

（８．２％）为主，低危型以６（１４．１％）型为主，见图２。

图２　　感染型别分布图

２．２　ＨＰＶ感染与年龄分布　ＨＰＶ感染主要以小于３０岁年

轻女性为主（占４８％），其中高危型占３６％，见表１。

表１　　ＨＰＶ感染与年龄分布表［狀（％）］

年龄（岁）检测人次 ＨＰＶ阳性 高危型 低危型

＜３０ １７５ ８４（４８．０） ５９（３６．０） ２５（１５．３）

３０～４０ １３９ ４０（２８．７） ３１（１８．９） ９（５．５）

＞４０～５０ １２１ ２１（１７．３） １５（９．１） ６（３．７）

＞５０ ９５ １９（２０．０） １４（８．５） ５（３．０）

合计 ５３０ １６４（３０．９） １１９（７２．５） ４５（２７．５）

２．３　ＨＰＶ多重感染阳性率分布　ＨＰＶ感染以一重感染为主

（占７１．９％），二重感染为１６．５％，见表２。

表３　　ＨＰＶ多重感染分布表

类型 狀 分布率（％）

一重感染 １１８ ７１．９

二重感染 ２７ １６．５

三重感染 ９ ５．５

四重感染 ４ ２．４

五重及以上感染 ６ ３．７

３　讨　　论

ＨＰＶ是一类具有严格宿主范围和组织特异性的病毒，性

接触是其传播的主要途经，ＨＰＶ感染多为短暂性感染，大多数

在２年内消失，自然清除时间约为７～１２个月；高危型持续感

染是诱发宫颈癌的主要病因，若不及时治疗或干预，约３０％患

者可发展为宫颈上皮内瘤样病变（ＣＩＮ），ＣＩＮ作为癌前病变，

有２０％可发展为宫颈癌
［４］。因此，ＨＰＶ感染是宫颈上皮内瘤

变和宫颈癌的主要致病因素。宫颈癌也成为人类历史上少有

几个找到明确病因的肿瘤之一［５］，而且几乎所有宫颈癌患者样

本中均能找到高危型 ＨＰＶ病毒
［６］。因此，作者采用快速导流

基因芯片杂交技术对１５种高危型和６种低危型 ＨＰＶ进行检

测并具体分型，在检测中发现，ＨＰＶ的感染率为３１．１％，其中

高危型以５２（１４．１％）、５８（１１．２％）、１６（１０．６％）、１８（８．２％）和

３９（８．２％）型为主，该５种亚型检出例数占总亚型检出例数的

５２．３％；低危型以６（１４．１％）型为主。此结果与国内相关报道

相接近，但亦有差异，如赵健等［７］对北京地区报道的亚型有１６

（１５．９％）、５８（１１．２％）、５２（８．５％）、３３（６．３％）和５３（６．２％）；彭

永排等［８］对广州地区的报道以５２（２１．９％）、３１（１４．０％）、１６

（１１．０％）、５８（１１．０％）和５３（９．７％）为主。说明 ＨＰＶ感染亚

型在不同地区人群的感染率不同，所携带的型别也不同，亚型

分布存在一定的地域差异性。因此，应加强各地区妇女 ＨＰＶ

的检测，以了解型别分布。在高危型感染中，宫颈癌的感染率

国外以 ＨＰＶ１６、１８型为主
［９］。而在本院住院已确诊的５例宫

颈癌病例中都是１６型，与报道相一致。

在年龄分布方面，ＨＰＶ感染以性活跃的年轻女性为最常

见，在小于３０岁的年龄段 ＨＰＶ感染率最高，达到４８％，在高、

低危型分组感染率中高危型占３６％；而在大于５０岁的年龄段

感染率有２０％，在高、低危型分组感染率中高危型占８．５％。

由此可见，ＨＰＶ感染率有随着年龄增加而递减的趋势，说明越

年轻感染率越高［１］。

ＨＰＶ具有混合各种亚型感染的特点，在分析感染率中得

出，ＨＰＶ感染以单一为主，其中一重感染率为７１．９％，二重及

以上感染率为２８．１％，与一重感染率相比差异有统计学意义

（犘＜０．０５），在混合感染中以二重多见，但在作者检测中发现１

例八重感染的患者；有学者认为 ＨＰＶ多重感染不增加宫颈癌

的发生［１０］，但也有学者认为 ＨＰＶ多重感染出现持续感染危险

性更大，是宫颈病变发生的重要原因，多重感染易至宫颈发生

ＣＩＮ甚至ＳＣＣ
［１１］。

综上所述，ＨＰＶ基因分型检测可为妇女宫颈疾病流行病
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学及防治提供重要的线索。所以加强妇女 ＨＰＶ的检查，了解

ＨＰＶ感染及本地区 ＨＰＶ亚型的分布情况，对于发现 ＨＰＶ感

染的高危人群，要积极随访、有效控制、及早治疗。对本地区常

见、多见的亚型提供疫苗防治的理论基础，为有效防治宫颈上

皮内瘤样病变和降低宫颈癌的发病率，具有积极的意义。
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·经验交流·

检测胃食管反流病患者治疗期维生素Ｂ１２和血清铁的水平及意义

杨　燕
１，徐金莲１，蒋　锐

２

（湖北省荆门市第一人民医院：１．检验科；２．血液科，湖北荆门４４８１００）

　　摘　要：目的　检测胃食管反流病（ＧＥＲＤ）患者治疗期间维生素Ｂ１２和血清铁水平，探讨其在抗胃酸治疗中的意义。方法　

对本院２０１１～２０１３年收治的４５例ＧＥＲＤ患者和５７例健康体检者进行研究，分别在治疗前，治疗６个月、１２个月、１８个月及２４

个月后采血用全自动生化分析仪检测两组中维生素Ｂ１２和血清铁水平，然后进行统计学分析。结果　ＧＥＲＤ患者治疗２４个月后

维生素Ｂ１２为（３００．９１±７４．１７）ｐｇ／ｍＬ，比对照组［（３９７．１３±２８．３８）ｐｇ／ｍＬ］低（犘＜０．０５）；血清铁水平与对照组比较差异无统计学

意义（犘＞０．０５）。结论　ＧＥＲＤ患者在长期抗胃酸治疗时应注意维生素Ｂ１２水平和血清铁检测，以避免在病程中增加贫血的

风险。

关键词：胃食管反流病；　质子泵抑制剂；　维生素Ｂ１２；　血清铁；　贫血

犇犗犐：１０．３９６９／ｊ．ｉｓｓｎ．１６７３４１３０．２０１４．１３．０６０ 文献标识码：Ｂ 文章编号：１６７３４１３０（２０１４）１３１７９７０３

　　胃食管反流病（ｇａｓｔｒｏｅｓｏｐｈａｇｅａｌｒｅｆｌｕｘｄｉｓｅａｓｅ，ＧＥＲＤ）发

病率高，常见症状群是指胃内容物反流入食管引起的烧心、反

酸为典型症状，还可出现其他相关症状，如：慢性咳嗽、咽喉炎、

哮喘、气管炎、胸疼等［１］。在ＧＥＲＤ患者治疗上会使用抗胃酸

药物来改善症状，最常见的就是质子泵抑制剂或组胺２受体

拮抗剂。近期有研究发现，长期使用抗胃酸药物会引起成人贫

血的发生，其中以血红蛋白的减少和血细胞比容的下降为

主［２］，其贫血原因尚未形成定论，国内更是缺少长期相关报道。

本研究检测长期使用抗胃酸药物的ＧＥＲＤ患者中维生素Ｂ１２

和血清铁的水平，并探讨他们之间的相关性。

１　资料与方法

１．１　一般资料　选取２０１１～２０１３年收治的４５例ＧＥＲＤ患者

作为研究对象，为ＧＥＲＤ患者组，入选条件的病例均符合临床

症状、内镜和病理组织标准，同时排除相关慢性疾病如贫血、糖

尿病、病毒性肝炎、甲状腺功能异常、癌症和服用维生素Ｂ１２和

铁剂或其他复合维生素的患者。４５例ＧＥＲＤ患者组中，男２９

例，女１６例，平均年龄４８．２岁（２４～６８岁）。同期选取５７例健

康体检者为对照组，均为湖北省荆门市第一人民医院体检健康

者，其中男３３例，女２４例，平均年龄４５．８岁（２７～６５岁）。

１．２　ＧＥＲＤ患者一般情况分级　根据１９９９年洛杉矶反流性

食管炎内镜下诊断分类标准，ＧＥＲＤ患者组 Ａ级４例，Ｂ级９

例，Ｃ级２０例，Ｄ级１２例。排除严重心肺功能不全的患者，并

在实验前及实验过程中未接受过胃及回肠切除术，且胰腺功能

正常的患者。

１．３　仪器与试剂　维生素Ｂ１２和血清铁的检测均使用北京海

科瑞生物技术公司生产的试剂盒，并在贝克曼奥林巴斯

ＡＵ２７００全自动生化分析仪上检测。

１．４　方法　所有入选两组患者均进行空腹采血，离心分离血

清，采用贝克曼奥林巴斯 ＡＵ２７００全自动生化分析仪进行测

定。ＧＥＲＤ患者组入选病例分别在治疗前、治疗后６个月、１２

个月、１８个月和２４个月５次采血进行检查并进行内镜检查，

内镜检查结果仅限于筛选入组病例。健康对照组予以同期采

血。项目包括：全血细胞分析、血糖血脂检查、甲状腺功能测

定、病毒性肝炎检测和维生素Ｂ１２和血清铁的水平测定，以便筛
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