
明，Ｈｃｙ水平升高是心脑血管病重要的、独立危险因素
［４］。高

Ｈｃｙ血症可加剧葡萄糖的直接毒性作用及氧化修饰后的葡萄

糖对内皮细胞作用，可导致暴露于过多糖基化终末产物的血管

内皮细胞损伤［５］。血清 Ｈｃｙ升高可通过影响血管内皮细胞的

结构和功能，导致血管平滑肌细胞增殖，激活凝血系统，促进脂

质过氧化反应，引起或加速动脉粥样硬化和血栓形成［６］。近年

研究表明，血浆 Ｈｃｙ水平与Ｔ２ＤＭ 的慢性并发症有关。本研

究显示，糖尿病组以及观察组在 Ｈｃｙ检测水平上均高于对照

组，差异有统计学意义（犘＜０．０５），糖尿病组和观察组 Ｈｃｙ检

测结果比较，观察组显著高于糖尿病组，差异有统计学意义

（犘＜０．０５）。提示 Ｈｃｙ与Ｔ２ＤＭ伴动脉粥样硬化的发病密切

相关。Ｈｃｙ是糖尿病并发动脉粥样硬化的重要危险因素，对糖

尿病患者的血清 Ｈｃｙ水平监测有助于判断血管病变。

综上所述，在Ｔ２ＤＭ 患者中，控制血糖水平的同时，可把

血清 Ｈｃｙ和ｈｓＣＲＰ作为糖尿病患者是否发生动脉粥样硬化

的临床常规测定筛选指标，以早期预防或延缓动脉粥样硬化的

出现。对 Ｈｃｙ、ｈｓＣＲＰ升高的Ｔ２ＤＭ患者应积极进行诊断治

疗，降低Ｔ２ＤＭ及伴动脉粥样硬化的患病率和病死率。
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·临床研究·

全自动核酸分子杂交平台在ＨＰＶ基因分型中的临床应用

马秋林

（广东省东莞市妇幼保健院　５２３００２）

　　摘　要：目的　探索使用全自动核酸分子杂交平台进行人乳头瘤病毒（ＨＰＶ）基因分型检测。方法　与传统反向斑点杂交

（ＲＤＢ）方法进行试验对比分析。结果　全自动核酸分子杂交平台与传统ＲＤＢ方法检测 ＨＰＶ分型结果一致，试验结果的各项指

标达到要求。结论　全自动核酸分子杂交平台自动化程度高、准确、无交叉污染，可以推广应用于 ＨＰＶ基因分型检测。

关键词：反向斑点杂交；　人乳头瘤病毒；　全自动

犇犗犐：１０．３９６９／ｊ．ｉｓｓｎ．１６７３４１３０．２０１６．２１．０４８ 文献标识码：Ａ 文章编号：１６７３４１３０（２０１６）２１３０６５０３

　　人乳头瘤病毒（ＨＰＶ）检测有助于宫颈癌早期筛查及诊

断、治疗，目前已发现有１００余种亚型，其中近一半可以感染生

殖器。根据 ＨＰＶ感染与宫颈癌的密切程度，可将其分为高危

型和低危型，低危型 ＨＰＶ（６、１１、４２、４３和４４型）等感染常引

起寻常疣或肛门生殖器尖锐湿疣，以及低度宫颈上皮内病变

（ＣＩＮⅠ），一般不诱发癌变；而高危型 ＨＰＶ（１６、１８、３１、３３、３５、

３９、４５、５１、５２、５６和５８型）等感染常可导致细胞周期调控失

常，发生高度宫颈上皮内病变（ＣＩＮⅡ、ＣＩＮⅢ）及癌变，所以有

必要进行 ＨＰＶ基因分型。对于 ＨＰＶ分型的检测方法，现采

用最多的实验室方法为反向斑点杂交（ＲＤＢ），基于聚合酶链反

应（ＰＣＲ）等位特异性寡核苷酸杂交（ＡＳＯ）技术发展而来
［１］，

具有灵敏性高（可达１０３Ｕ／ｍＬ）
［２］、准确性高、经济、通量大、易

于推广等优点，被广泛用于基因分型、病原体检测、肿瘤研究

等。基于ＲＤＢ本身需要杂交、洗膜、显色等过程，且上述过程

都需要手工完成，存在操作步骤繁琐、时间长、效率低等缺点。

本文旨探讨通过对传统ＲＤＢ方法进行改进，减少人工操作，使

用全自动核酸分子杂交平台对 ＨＰＶ基因分型检测，简化流

程、提高通量、提高工作效率，对 ＨＰＶ分型检测的推广意义重

大。现报道如下。

１　资料与方法

１．１　一般资料　本院２０１５年５～９月门诊妇产科 ＨＰＶ分型

检测样本５２６例。

１．２　仪器与试剂　试剂采用深圳亚能 ＨＰＶ基因分型（２３型）

检测试剂盒及配套ＤＮＡ提取试剂、辅助试剂（ＳＤＳ、ＳＳＣ、柠檬

酸钠、ＰＯＤ、Ｈ２Ｏ２、ＴＭＢ）等。采用广州洁特１５ｍＬ杂交管和

５０ｍＬ杂交管，江苏康健吸嘴和１．５ｍＬ离心管等。仪器采用

深圳亚能生物全自动核酸分子杂交平台、美国 ＵＶＰＨＢ１０００

杂交炉、美国 ＡＢＩ９７００扩增仪、德国ＥＰＰＥＮＤＯＲＦ５８１０Ｒ离

心机、美国ＴＨＥＲＭＯ１３８９生物安全柜等设备。

１．３　方法

１．３．１　标本采集　以专用宫颈脱落细胞采集器进行采样，标

本采集后尽快送检或放入２～８℃保存备检。对普通５２６例样

本进行盲测，不作筛选，有利于阴性结果和阳性结果的对比

分析。
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１．３．２　样本处理　充分洗脱宫颈刷后，取１ｍＬ液体转移到

１．５ｍＬ离心管中，１３０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，弃上清液，保管

留管底的细胞沉淀。再加入１００μＬ裂解液悬浮沉淀，放到干

式恒温加热器上加热１０ｍｉｎ，随后１３０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，

保留上清液待用。

１．３．３　ＰＣＲ扩增　每个样本对应取出２个反应液管，低速离

心，在管盖上做好标记，然后分别加入已提取的待测样本ＤＮＡ

５μＬ，阴性质控品和阳性质控品随样本相同处理，加样量均为

５μＬ，反应总体系为２５μＬ，低速离心。扩增条件如下：９５℃变

性１０ｍｉｎ，９４℃１０ｓ、４２℃９０ｓ、７２℃３０ｓ，１０个循环，９４℃

１０ｓ、４６℃６０ｓ、７２℃２０ｓ，３０个循环，７２℃５ｍｉｎ。

１．３．４　试剂配制　Ａ液：１００ｍＬ２０×ＳＳＣ，１０ｍＬ１０％ＳＤＳ

加纯水定容至１０００ｍＬ，常温保存。Ｂ液：２５ｍＬ２０×ＳＳＣ，１０

ｍＬ１０％ＳＤＳ加纯水定容至１０００ｍＬ，常温保存。Ｃ液：１００

ｍＬ１ｍｏｌ／Ｌ柠檬酸钠加纯水定容至１０００ｍＬ，常温保存。孵

育液，Ａ液：ＰＯＤ＝２０００∶１。显色液，１９ｍＬＣ液加入１ｍＬ

ＴＭＢ和２μＬ３０％Ｈ２Ｏ２。

１．３．５　杂交、洗膜、显色操作　传统ＲＤＢ方法。取１５ｍＬ塑

料离心管，放入标有样本编号的膜条（应在膜条编号处用中性

笔标记），加入Ａ液５ｍＬ及所有对应的ＰＣＲ产物，将离心管

盖拧紧，再稍微拧松，以避免加热时管盖爆开。将离心管放入

沸水浴中加热１０ｍｉｎ（确保杂交液液面完全位于沸水浴液面

下），取出拧紧离心管盖，放入杂交仪５１℃杂交２ｈ。取５０ｍＬ

杂交管，加入４５ｍＬＢ液于杂交炉中预热至５１℃，阴性质控和

阳性质控相同处理。准备装有Ｂ液的盒子。取出膜条，放入

此盒中涮洗一下（每２００ｍＬＢ液涮洗３０张膜条），然后转移至

装有预热Ｂ液的５０ｍＬ离心管中，于５１℃轻摇洗涤５ｍｉｎ。

膜条放入孵育盒中室温轻摇浸泡３０ｍｉｎ，弃去孵育液。用 Ａ

液室温轻摇洗涤２次，每次５ｍｉｎ。用Ｃ液室温洗涤１～２次，

同时配制显色液。将膜条浸泡于显色液中避光显色３０ｍｉｎ，然

后将膜条转移至去离子水中浸泡即可观察结果。

全自动核酸分子杂交平台。产物变性：将ＰＣＲ产物置于

９５℃预变性１０ｍｉｎ后，立即转入冰水混合物中放置５ｍｉｎ，置

于２～８℃冰箱备用。（１）试剂准备：按照Ａ液１０００ｍＬ／次、Ｃ

液３００ｍＬ／次、纯水３００ｍＬ／次、Ｂ液（５狀＋１００）ｍＬ／次配置试

剂。（２）试剂准备：准确加入ＰＯＤ（２．５狀＋１０）μＬ于孵育液盒

中。（３）杂交盒准备：将杂交盒置于加热槽中，为保证硅胶膜平

衡，每个加热槽均应放置杂交盒。（４）膜条准备：在膜条上写好

样本编号，严格按照仪器加液顺序将膜条加入杂交盒中。（５）

运行程序：打开仪器，点击“样本数”右侧数字，输入样本数，然

后点击“开始杂交”，程序开始运行。（６）加入ＰＣＲ产物：报警

提示后，根据膜条顺序依次加入ＰＣＲ产物，然后盖上硅胶膜和

盖板，点击“ＰＣＲ确认”，仪器自动完成杂交过程。（７）添加显

色液：报警提示后，配置显色液，点击“显色液确认”，仪器自动

完成显色并注入纯水终止显色。（８）结果判读：报警提示后，点

击“排水确认”完成排水后，点击“试验完成”，揭开盖板及硅胶

膜，取出膜条保存并判读试验结果。

１．４　统计学处理　采用ＳＰＳＳ２２．０，采用χ
２ 检验对２种方法

检测 ＨＰＶ分型结果进行比较，以犘＜０．０５表示差异有统计学

意义。

２　结　　果

　　根据出现蓝色的斑点进行结果判读，５２６例样本，传统

ＲＤＢ方法检测阳性８２例（阳性率为１５．５％），阴性４４４例；全

自动杂交平台检测阳性８２例（阳性率为１５．５％），阴性４４４例，

两者差异无统计学意义（犘＞０．０５）。两者一致性较好，符合率

１００％，检测结果一致，背景好，未发现有非特异性扩增点，多重

感染斑点一致。见图１、表１。

表１　　２种方法结果统计

组别 阳性［狀（％）］ 阴性［狀（％）］ 合计（狀）

传统斑点杂交 ８２（１５．５） ４４４（８４．５） ５２６

全自动杂交平台 ８２（１５．５） ４４４（８４．５） ５２６

合计 １６４（１００．０） ８８８（１００．０） １０５２

　　注：Ａ为单一 ＨＰＶ感染结果；Ｂ为多重 ＨＰＶ感染结果。

图１　　２种方法检测结果

３　讨　　论

　　ＲＤＢ法利用生物素等标记的探针和特异性扩增ＰＣＲ产

物（靶ＤＮＡ序列）杂交，先将待用探针分别点到硝酸纤维素膜

或尼龙膜上，再将待测ＤＮＡ样本（一般为经ＰＣＲ特异性扩增

的产物，在ＰＣＲ引物５′端预先进行生物素标记，使扩增产物相

应标记有生物素）与之杂交，使待检样本与具有同源序列的探

针结合，经洗涤去除未结合的ＤＮＡ样本。由于待测ＤＮＡ样

本具有生物素类标志物，结合了待测ＤＮＡ的探针点上同样带

有生物素类标志物，再经相应显色反应后即可显出杂交信号。

该技术较正向斑点杂交和凝胶电泳印迹转移杂交有快速、简

便、高敏感性、特异性强等特点，尤其在基因分型、基因突变检

测和病原体检测方面有独特优势（比如珠蛋白生成障碍性贫血

基因诊断和结核菌耐药基因检测）［３４］。目前大部分医疗机构

ＨＰＶ分型检测基于ＲＤＢ方法，已有研究表明ＰＣＲＲＤＢ法对

ＨＰＶ基因分型能提升宫颈癌的早期诊断价值
［５］。此方法准

确、操作简便，但也存在通量小，人为因素干扰多等缺点。使用

全自动核酸分子杂交系统代替传统手工操作，可避免人为干

扰，保证同一批次检测样本的试验均一性、试验结果的准确性

和稳定性，也减轻了操作人员的负担，符合检验项目自动化发

展方向，值得推广应用。
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·临床研究·

尿路感染主要病原菌耐药性分析

柯永坚，朱红军，陈乐川

（广东省汕头市中心医院检验科　５１５０３１）

　　摘　要：目的　了解医院２０１４～２０１５年尿路感染主要病原菌的分布及对常用抗菌药物的耐药情况，为临床合理应用抗菌药

物提供参考。方法　采用法国生物梅里埃公司全自动微生物分析系统ＶＩＴＥＫ２ｃｏｍｐａｃｔ及配套试剂对该院２０１４～２０１５年住院

及门诊尿路感染患者中段尿进行细菌培养鉴定及药敏分析。结果　共分离出细菌６１３株，其中革兰阴性杆菌３８１株（占６２．２％），

革兰阳性球菌１３０株（占２１．２％），真菌１０２株（占１６．６％）。产超广谱β内酰胺酶（ＥＳＢＬｓ）大肠埃希菌和肺炎克雷伯菌检出率分

别达６８．９％和５７．１％。屎、粪肠球菌对高水平庆大霉素耐药率分别达８０．６％和６２．５％，对高水平链霉素耐药率分别达７７．３％和

４３．３％；耐甲氧西林凝固酶阴性葡萄球菌（ＭＲＳＣＮ）达６６．７％，呈对抗菌药物的多重耐药。结论　该院尿路感染菌种以革兰阴性

杆菌居多，细菌耐药率高，真菌感染的数量显著增加；临床应积极开展尿路感染病原学检查，合理、安全使用抗菌药物，以有效控制

尿路感染和减少耐药菌株的产生。
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　　尿路感染是临床常见的感染性疾病。随着抗菌药物、免疫

抑制剂、激素和侵入性操作等治疗措施的广泛应用，尿路感染

的发生率和细菌耐药率显著升高。为解本院尿路感染患者的

病原菌分布及其耐药特点，并为临床合理使用抗菌药物提供参

考，本文对实验室尿液培养分离的菌株进行分析。报道如下。

１　资料与方法

１．１　一般资料　标本来自本院２０１４～２０１５年住院尿路感染

患者。细菌性尿路感染的诊断标准按照叶任高等［１］的细菌性

尿路感染诊断标准执行。

１．２　菌株鉴定与药敏试验　病原菌严格按《全国临床检验操

作规程》第３版要求进行培养
［２］，采用法国生物梅里埃公司全

自动微生物分析系统ＶＩＴＥＫ２ｃｏｍｐａｃｔ及配套试剂进行鉴定

和药敏试验，严格按美国临床和实验室标准协会（ＣＬＳＩ）的试

验要求和标准来判定药敏结果。真菌药敏采用 ＡＴＢＦＵＮ

ＧＵＳ方法。

１．３　质量控制　质控菌株：金黄色葡萄球菌 ＡＴＣＣ２９２１３，大

肠埃希菌ＡＴＣＣ２５９２２，铜绿假单胞菌ＡＴＣＣ２７８５３。均购自卫

生部临床检验中心。标准菌株的鉴定率均为９９％以上，药敏

试验均符合ＣＬＳＩ试验要求和标准且在其标准范围内。

２　结　　果

２．１　尿路感染的病原菌分布　６１３株病原菌中，革兰阴性杆

菌３８１株（占６２．２％），其中大肠埃希菌２３１株、铜绿假单胞菌

５９株、肺炎克雷伯菌２８株、阴沟肠杆菌１０株、鲍曼不动杆菌６

株，其他革兰阴性杆菌共４７株；革兰阳性球菌１３０株（占

２１．２％），其中屎肠球菌６９株、粪肠球菌３３株、凝固酶阴性葡

萄球菌１０株、金黄色葡萄球菌６株，其他革兰阳性球菌共１２

株；念珠菌属真菌１０２株（占１６．６％）、白色假丝酵母菌４７株、

热带假丝酵母菌３０株、近平滑假丝酵母菌１２株、光滑假丝酵

母菌８株，其他念珠菌属真菌共５株。

２．２　主要革兰阴性杆菌耐药性　５种主要革兰阴性杆菌对美

罗培南敏感性最高，对 氨 苄 西 林 耐 药 率 高 达 ９０．９％ ～

１００．０％。铜绿假单胞菌及阴沟肠杆菌多重耐药现象严重。见

表１。

２．３　主要革兰阳性球菌耐药性　在革兰阳性球菌中，所有葡

萄球菌均对万古霉素、利奈唑烷、替加环素敏感。１株粪肠球

菌耐万古霉素（占３．３％），粪肠球菌和屎肠球菌多重耐药严

重。见表１。

２．４　真菌耐药率　白色假丝酵母菌、热带假丝酵母菌、近平滑

假丝酵母菌对５种抗真菌药物敏感性高，未分离出耐药株。光

滑假丝酵母菌对５氟胞嘧啶、两性霉素Ｂ最敏感，敏感性为

１００％，但对氟康唑、伏立康唑、伊曲康唑敏感性较低，甚至

为０。

２．５　产超广谱β内酰胺酶（ＥＳＢＬｓ）菌及耐甲氧西林凝固酶阴

性葡萄球菌（ＭＲＳＣＮ）检出率　ＥＳＢＬｓ大肠埃希菌和肺炎克

雷伯菌检出率分别为６８．９％、５７．１％。ＭＲＳＣＮ 检出率为

６６．７％。
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