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实时ＰＣＲ和ＰＣＲＲＤＢ法检测人乳头瘤病毒的比对研究


肖克林，严泽浩，罗茗月，麦光兴，陈　熙，熊礼宽
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　　摘　要：目的　比较实时ＰＣＲ法和ＰＣＲ反向点杂交法（ＰＣＲＲＤＢ）检测 ＨＰＶ的一致性。方法　收集１０９份女性生殖道样

本，利用实时ＰＣＲ法和ＰＣＲＲＤＢ法分别检测 ＨＰＶ感染和基因型分布情况，不一致样本采用ＰＣＲ悬浮芯片杂交法复检。结果

　８３．５％（９１／１０９）的样本两种方法结果一致（犽犪狆狆犪＝０．６７１），１８例不一致样本ＰＣＲ悬浮芯片杂交法复检显示７例与实时ＰＣＲ

相符，１１例与ＰＣＲＲＤＢ相符；高、低病毒载量组间ＰＣＲＲＤＢ法的检测结果差异无统计学意义（χ
２＝１．４７６，犘＝０．２２４）。结论　

实时ＰＣＲ和ＰＣＲＲＤＢ两法用于 ＨＰＶ检测一致性一般；ＨＰＶ病毒载量在１０３～１０８ 范围内时ＰＣＲＲＤＢ法的阳性率较稳定。
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　　高危型人乳头状瘤病毒（ＨＲＨＰＶ）持续感染是导致宫颈

癌变的主要病因之一，监测女性生殖道 ＨＰＶ感染情况对于预

防宫颈癌发生有重大意义［１］。ＨＰＶ监测主要依靠病毒核酸检

查，检测方法包括两大类，一类是混合不分型检测方法，如第二

代杂交捕获法（ｈｙｂｒｉｄｃａｐｔｕｒｅ２，ＨＣ２）、酶切信号放大法（Ｃｅｒ

ｖｉｓｔａ? ＨＰＶＨＲ）、实时ＰＣＲ法（ｒｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ）等
［２５］，这类方

法将多种 ＨＰＶ基因型探针混合在一个反应体系，检测结果只

报告有无其包含的 ＨＰＶ基因型感染，而无法具体分型；另一

类是分型检测方法，如ＰＣＲ反向点杂交法（ＰＣＲＲＤＢ）、ＰＣＲ

悬浮芯片杂交法（ＰＣＲｘＭＡＰ）等
［６８］，这类方法能够检测出具

体的 ＨＰＶ基因型，并可区分 ＨＰＶ单一感染和混合感染。本

研究中，作者利用临床中常用的实时ＰＣＲ和ＰＣＲＲＤＢ法检

测了１０９份女性生殖道标本的 ＨＰＶ感染情况，对两种检测方

法进行比较，并且利用ＰＣＲ悬浮芯片杂交法对结果不一致的

样本进行复检，以评价实时ＰＣＲ和ＰＣＲＲＤＢ法的准确性。

１　资料与方法

１．１　一般资料　本研究共收集了１０９份女性生殖道样本，均

采集自本院妇科宫颈专科门诊宫颈炎或疑似 ＨＰＶ感染的病

人，其中７９例进行了宫颈细胞学检查，５８例为细胞学异常。

研究对象纳入标准：（１）年龄为１８～６０岁的女性；（２）有性生活

史；（３）自愿接受 ＨＰＶ病毒学检查。１０９位研究对象年龄从

１８～６０岁不等，平均（３５±８．７）岁，中位年龄为３４岁。标本采

集利用专用宫颈细胞采样器，从研究对象宫颈口鳞、柱状细胞

交界处采样，然后放入装有保存液的样本管内送至实验室

检测。

１．２　主要仪器与试剂　实时 ＰＣＲ法 ＨＰＶ检测试剂由港龙

生物技术（深圳）有限公司生产，能检测１３种高危型 ＨＰＶ

（ＨＰＶ１６／１８／３１／３３／３５／３９／４５／５１／５２／５６／５８／５９／６８），但无法具

体分型，该法利用外标准曲线法对样本中 ＨＰＶ进行定量，阳

性阈值定为大于或等于１．０×１０３
［４］；ＰＣＲＲＤＢ法 ＨＰＶ基因

分型试剂由亚能生物技术（深圳）有限公司生产，可同时分型检

测２３种 ＨＰＶ基因型，包括１８种高危型（ＨＰＶ１６／１８／３１／３３／

３５／３９／４５／５１／５２／５３／５６／５８／５９／６６／６８／７３／８３／ＭＭ４）和５种低

危型（ＨＰＶ６／１１／４２／４３／４４），并可鉴别是单一基因型感染还是

多种基因型混合感染。ＰＣＲ悬浮芯片杂交法 ＨＰＶ基因分型

试剂由上海透景生命科技有限公司生产，可同时分型检测２６

种 ＨＰＶ基因型，包括１９种高危型（ＨＰＶ１６／１８／３１／３３／３５／３９／

４５／５２／５８／２６／５１／５５／５６／５９／５３／６６／６８／８２／８３）和 ７ 种低危型

（ＨＰＶ６／１１／４０／４２／４４／６１／７３），该方法主要用于实时定量ＰＣＲ

和ＰＣＲＲＤＢ法检测结果不一致样本的复检。任意两种方法

检测结果一致则认为检测结果可信。３种方法的操作步骤均

参照说明书执行。所用的仪器：ＭＪＯｐｔｉｃｏｎ
ＴＭ２实时荧光定量
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１．３　统计学处理　运用ＳＰＳＳ１７．０软件进行统计学分析。采

用 ＭｃＮｅｍａｒ＇ｓ检验比较两种检测方法的阳性率，利用犓犪狆狆犪

检验分析两种检测方法间的一致性。采用χ
２ 检验比较病毒载

量高低与ＰＣＲＲＤＢ法检测阳性率的关系。犘＜０．０５表示差

异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　实时ＰＣＲ法和ＰＣＲＲＤＢ法 ＨＰＶ检测结果比较　１０９

份样本，实时ＰＣＲ法检测有５０例阳性，阳性率为４５．９％（５０／

１０９）；ＰＣＲＲＤＢ法有６４例阳性，阳性率为５８．７％ （６４／１０９），

其中５８例包含实时定量ＰＣＲ法能够检测出的１３种高危型。

６４例ＰＣＲＲＤＢ法阳性样本中，６２．５％（４０例）为 ＨＰＶ单一基

因型感染，３７．５％（２４例）为混合感染，见表１（见《国际检验医

学杂志》网站主页“论文附件”）。只针对实时ＰＣＲ法和ＰＣＲ

ＲＤＢ法均能检测的１３种高危型 ＨＰＶ，对两种方法进行比较，

发现有８３．５％（９１／１０９）的样本结果一致，两种方法检测结果

差异无统计学意义（χ
２＝２．７２２，犘＝０．０９９＞０．０５），两者间的

一致性一般［犽犪狆狆犪＝０．６７１，９５％犆犐 （０．５３４，０．８０９）］。见

表２。

表２　　实时ＰＣＲ法和ＰＣＲＲＤＢ法１３种高危型

　　　ＨＰＶ检测结果比较

实时ＰＣＲ
ＰＣＲＲＤＢ

阳性 阴性
合计

阳性 ４５ ５ ５０

阴性 １３ ４６ ５９

合计 ５８ ５１ １０９

　　：χ
２＝２．７２２，犘＝０．０９９＞０．０５；犽犪狆狆犪＝０．６７１，９５％犆犐（０．５３４，

０．８０９）。注：ＰＣＲＲＤＢ：ＰＣＲ反向点杂交。

表４　　实时ＰＣＲ法阳性标本的病毒载量与

　　　ＰＣＲＲＤＢ法检测结果的关系

实时ＰＣＲ

病毒载量 狀

ＰＣＲＲＤＢ

阳性 阴性
１３种高危

型阳性

阳性率

（％）

高病毒载量组▲ ３２ ３１ １ ３０ ９３．８

（１．０～９．９）×１０８ １ １ ０ １ １００．０

（１．０～９．９）×１０７ ２ ２ ０ ２ １００．０

（１．０～９．９）×１０６ １３ １２ １ １２ ９２．３

（１．０～９．９）×１０５ １６ １６ ０ １６ １００．０

低病毒载量组▲ １８ １６ ２ １４ ７７．８

（１．０～９．９）×１０４ １３ １１ ２ １０ ７６．９

（１．０～９．９）×１０３ ５ ５ ０ ４ ８０．０

　　ＰＣＲＲＤＢ：ＰＣＲ反向点杂交。：ＰＣＲＲＤＢ法检测实时ＰＣＲ所包

含的１３种高危型ＨＰＶ间的阳性率。▲：χ
２＝１．４７６，犘＝０．２２４（高、低病

毒载量两组间ＰＣＲＲＤＢ法１３种高危型 ＨＰＶ检测结果比较）。

２．２　实时ＰＣＲ法和ＰＣＲＲＤＢ法结果不一致样本复检　共

有２２份样本实时ＰＣＲ法和ＰＣＲＲＤＢ法检测结果不一致，包

括２０例阴、阳性结果不一致和２例基因型不一致。除４例１３

种高危型以外的基因型样本无需复检外，其余１８例不一致样

本均利用ＰＣＲ悬浮芯片杂交法复检。２２份样本及检测结果

见表３（见《国际检验医学杂志》网站主页“论文附件”）。

２．３　实时ＰＣＲ法阳性标本的病毒载量与ＰＣＲＲＤＢ法检测

结果的关系　５０份实时ＰＣＲ法阳性标本的病毒载量分布从

２．４０×１０３ 至２．９６×１０８ 不等。ＰＣＲＲＤＢ法检测显示４７份为

阳性，其中４５份为１３种高危型 ＨＰＶ阳性，另外３例为阴性，

病毒载量分别为１．２７×１０４，１．３７×１０４ 和４．６２×１０６。以一个

数量级为分组单位，依据病毒载量高低，将５０例实时ＰＣＲ法

阳性标本分为６组。不同载量组间ＰＣＲＲＤＢ法检测１３种高

危型 ＨＰＶ的阳性率从７６．９％～１００．０％不等，以１０５ 为分界

线进行组间合并，将１．０×１０５～９．９×１０８ 合并成高病毒载量

组，１．０×１０３～９．９×１０４ 合并为低病毒载量组，然后比较病毒

载量与ＰＣＲＲＤＢ法检测结果的关系。结果发现，高、低病毒

载量组间ＰＣＲＲＤＢ法检测１３种高危型 ＨＰＶ的阳性率分别

为９３．８％和７７．８％，两组间比较差异无统计学意义（χ
２＝

１．４７６，犘＝０．２２４），见表４。

３　讨　　论

近年来，在临床检测中越来越多的实验室利用实时ＰＣＲ

法检测ＨＰＶ，该法能够检测出１３种高危型ＨＰＶ基因型，与目

前 ＨＰＶ检测常用的参考方法 ＨＣ２法高危型检测试剂相同，

但价格相对低廉，操作也更简便、快捷。喻晶等［９］利用 ＨＣ２法

作为参照方法研究该方法的检验效能，发现其与 ＨＣ２法具有

良好的一致性（犓犪狆狆犪＝０．７６）。

ＰＣＲＲＤＢ法是目前国内常用的 ＨＰＶ基因分型检测方

法，该法能明确感染的 ＨＰＶ基因型，对于治疗前后监测和新

发感染的鉴别很有价值。李瑞珍等［７］比较了ＰＣＲＲＤＢ法与

ＨＣ２法，发现用于预测高度宫颈上皮内瘤样病变，其灵敏度虽

较 ＨＣ２法低，但特异性、阳性预测值和阴性预测值均很高。

本研究对实时 ＰＣＲ 法和 ＰＣＲＲＤＢ法进行比较，发现

８３．５％（９１／１０９）的样本两种方法１３种高危型 ＨＰＶ检测结果

一致，两种方法间的一致性一般（犽犪狆狆犪＝０．６７１），有１６．５％的

样本两种方法检测结果存在差异。在不一致的样本中，有２例

ＰＣＲＲＤＢ法显示为 ＨＰＶ６和 ＨＰＶ６６的样本，实时ＰＣＲ法检

测也为阳性，经ＰＣＲ悬浮芯片杂交法复检，结果与ＰＣＲＲＤＢ

法一致；有３例实时ＰＣＲ阳性而ＰＣＲＲＤＢ阴性，经ＰＣＲ液相

芯片法复检显示２例为 ＨＰＶ阳性，其中１例为 ＨＰＶ５６，另１

例为 ＨＰＶ６１（不属于１３种高危型）。这些结果提示实时ＰＣＲ

法所能检测出的 ＨＰＶ基因型超过生产商所说明的１３种高危

型，与ＨＰＶ６、６１、６６存在交叉反应。另有１３例ＰＣＲＲＤＢ阳性

而实时ＰＣＲ阴性样本，经ＰＣＲ悬浮芯片杂交法检测显示８例

为阳性，均包含实时ＰＣＲ法能够检测出的１３种高危型。

本研究中，依据病毒载量将５０例实时ＰＣＲ阳性标本分为

高、低病毒载量组，用于评价标本中的病毒载量对ＰＣＲＲＤＢ

法检测结果的影响，结果发现两组间ＰＣＲＲＤＢ法的阳性率差

异无统计学意义（犘＝０．２２４）。这一结果提示当实时ＰＣＲ阳

性标本中的 ＨＰＶ病毒载量在１０３～１０
８ 范围内时，ＰＣＲＲＤＢ

法检测结果的阳性率较稳定。本研究中出现的３例实时ＰＣＲ

阳性而ＰＣＲＲＤＢ法检测为１３种高危型 ＨＰＶ阴性的标本，可

能由方法学间的差异造成。

总之，实时ＰＣＲ法和ＰＣＲＲＤＢ法用于检测女性生殖道

ＨＰＶ感染情况，对于宫颈癌的预防、流行病学监测和预防措施

的制定有着积极的意义，但两种方法均存在一定程度的错检或

漏检，临床中对于结果可疑的样本应结合多个方法进行检测。

（下转第３３７６页）
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门子全自动生化分析仪。（３）ＡＦＰ检测采用化学发光法，试剂

购自贝克曼公司。上述三种方法学检测均严格按照试剂盒内

说明书进行操作。

１．３　统计学处理　计量数据以狓±狊表示。组间均数比较应

用狋检验的方法，采用ＳＰＳＳ１９．０软件进行统计处理。犘＜

０．０５为差异具有统计学意义。

２　结　　果

２．１ＨＣＣ、对照组血浆 ＶＥＧＦ浓度与ＣＲＰ浓度检测结果见表

１。ＨＣＣ组患者血浆ＶＥＧＦ与ＣＲＰ浓度水平均明显高于肝硬

化及对照组（犘＜０．０１），ＡＦＰ以大于２５ｎｇ／ｍＬ为阳性，ＨＣＣ

组ＡＦＰ阳性率为７２．８％。

表１　　ＨＣＣ、ＮＣ组血浆ＶＥＧＦ与ＣＲＰ结果比较

组别 狀 ＶＥＧＦ（ｎｇ／Ｌ） ＣＲＰ（ｍｇ／Ｌ）

ＨＣＣ组 ３５ ５５０．６７±１７２．３３ ４０．６４±１５．５８

肝硬化组 ３３ １７８．４２±９４．６１ ２２．３３±１３．０４

对照组 ３２ １２３．１１±６２．３７ ２．７３±１．４１

　　：犘＜０．０１，与对照组比较。

２．２　ＶＥＧＦ与ＡＦＰ联合检测对 ＨＣＣ诊断价值，见下表２。

表２　　ＶＥＧＦ与ＡＦＰ联合检测对 ＨＣＣ诊断价值（％）

诊断效能指标 ＶＥＧＦ ＡＦＰ ＶＥＧＦ＋ＡＦＰ

敏感度 ７０．４ ７２．８ ９１．６

特异度 ８１．９ ８０．１ ８２．５

准确度 ７１．８ ７６．６ ９０．３

３　讨　　论

ＶＥＧＦ作为一类糖蛋白，其相对分子质量为３４～４６×

１０３，是目前作用最强的一种促血管生长因子
［４］。本文肝癌组

ＶＥＧＦ表达水平明显高于正常对照组（犘＜０．０５）
［５］，ＨＣＣ多

发生在肝硬化的基础上，存在细菌感染、出血、脑病或明显的肝

炎活动期等。两者的鉴别常有困难。从ＴＮＭ分期来看，随着

病情的发展，血浆 ＶＥＧＦ有逐渐升高的趋势，ＨＣＣⅠ期为

（４３０．３２±１６２．５４）ｎｇ／Ｌ，Ⅱ期为（４６０．２５±１６７．４２）ｎｇ／Ｌ，Ⅲ

期为（５１０．５８±１７５．２２）ｎｇ／Ｌ，三者之间无相关性，当肿瘤发展

到晚期，即第Ⅳ期，血清ＶＥＧＦ水平可高达（５５０．６７±１７２．３３）

ｎｇ／Ｌ，与疾病的前三期之间差异有统计学意义。肝硬化患者

从代偿期向失代偿期发展，血浆ＶＥＧＦ水平也由低向高发展，

差异也具有统计学意义（犘＜０．０５），说明血浆ＶＥＧＦ水平的变

化和肝癌、肝硬化患者病情的变化密切相关。

ＣＲＰ属急性时相蛋白，ＣＲＰ在各种肝病中均增高，究其

原因可能与ＣＲＰ本身的功能有关
［６］。本文结果 ＨＣＣ组、肝硬

化组、对照组水平依次降低，且差异（犘＜０．０５）。笔者在检测

时也发现 ＨＣＣ组与肝硬化组存在 ＣＲＰ浓度的交叉，说明

ＣＲＰ用于肝癌与肝硬化的鉴别不具优势，ＡＦＰ是一种糖原蛋

白，成年人的肝脏存在多能肝干细胞，当肝细胞发生癌变时，可

合成ＡＦＰ的肝癌细胞，在特定的细胞周期时，由于低甲基化作

用使ＡＦＰ的基因表达开放，则表现为 ＡＦＰ阳性的肝癌
［７］，

ＡＦＰ虽为诊断肝癌的肿瘤标志物但敏感度、准确度不太高。

联合测定ＶＥＧＦ和ＡＦＰ对 ＨＣＣ的诊断起互补作用，其阳性

率可提高到９１．６％（犘＜０．０５），特异度达８０％，准确度达９０％

以上。因此临床工作中建议联合测定 ＶＥＧＦ和ＣＲＰ、ＡＦＰ并

监测数值的变化以便对 ＨＣＣ的诊断与治疗提供更大的帮助。
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