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要"目的
!

研究不同保存时间对人乳头瘤病毒"

+X*

%

ST-

检测结果的影响&方法
!

收集
+X*

高危型标本!按病毒水

平分为高水平组'中水平组和低水平组!每组各
'

例!每例分装成
%

份!其中
"

份立即提取
ST-

并进行检测"原始水平%!检测后将

其置于
5a

冰箱保存"已提取
ST-

标本%!其余
$

份标本直接置于
5a

冰箱保存"未处理标本%&分别于第
$

'

5

周对已提取
ST-

标本和未处理标本进行
+X*ST-

检测分析&结果
!

未处理标本和已提取
ST-

标本的
%

个水平组
+X*ST-

检测结果一致&

高'中'低水平组第
$

周
+X*ST-

水平与对应的原始水平比较!差异无统计学意义"

!

%

#&#'

%&高'中水平组第
5

周
+X*ST-

水平与对应的原始水平比较!差异无统计学意义"

!

%

#&#'

%$而低浓度组第
5

周
+X*ST-

水平降低甚至消失!无法进行检测&

结论
!

适宜的保存温度和保存时间可保证
+X*ST-

水平的稳定!有利于指导标本的保存和复查工作&
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人乳头瘤病毒$

+X*

&是一类环状双链
ST-

病毒#以感染

人体皮肤及黏膜复层鳞状上皮细胞为主)研究表明#高危型

+X*

持续感染是导致宫颈癌和癌前病变的主要病因#尤其是

+X*"1

型的持续感染'

"

(

#而且
66&0g

的宫颈癌患者可以检测

到
+X*ST-

'

$

(

)

+X*

亚型可分为高危型和低危型#高危型

与宫颈癌的发生密切相关'

%

(

)聚合酶链反应$

X(V

&可对高危

型
+X*

基因分型进行定量检测#已被广泛用于宫颈癌的筛查

及治疗监测'

5

(

)本文主要探讨不同保存时间对提取前后
+X*

ST-

水平检测结果的影响)

A

!

资料与方法

A&A

!

标本采集
!

选取解放军第
"#"

医院
+X*ST-

阳性标

本作为研究对象#其中高水平组
'

例$

"#

0 病毒拷贝数"
"#

5 细

胞数&#中水平组
'

例$

"#

' 病毒拷贝数"
"#

5 细胞数&#低水平组

'

例$

"#

% 病毒拷贝数"
"#

5 细胞数&)各组每例标本分装成
%

份#其中
"

份立即提取
ST-

并检测
+X*ST-

水平$原始水

平&#检测后将其置于
5a

冰箱保存#为已提取
ST-

标本#其余

$

份标本直接置于
5a

冰箱保存#为未处理标本)

A&B

!

仪器与试剂
!

高危型
+X*

分型荧光
X(V

检测试剂盒和

细胞保存液均购自上海三江生物科技股份有限公司#荧光定量

X(V

仪购自美国
_8<.VEK

公司#高速低温离心机购自德国
38

M

.

IE

公司#干式恒温器购自杭州蓝焰科技有限公司#低温冰箱购

自日本
3-T]Z

公司)

A&C

!

方法

A&C&A

!

+X*ST-

的提取
!

取
"I,

细胞保存液标本移至离

心管#

"%###A

"

I8:

离心
'I8:

后弃上清#加入
"I,

生理盐水

混匀#

"%###A

"

I8:

离心
'I8:

后弃上清#再加入
"##

)

,

裂解

液#

"##a

孵育
"#I8:

#

"%###A

"

I8:

离心
'I8:

#取上清液

备用)

A&C&B

!

试剂制备
!

从试剂盒中取出
X(V

反应液和
ST-

聚合

酶#室温下避光解冻#上下颠倒混匀后#

U###A

"

I8:

离心
"#9

)

每一人份扩增试剂含
%1

)

,

的反应液和
#&5

)

,

的
ST-

聚合

酶)将配制好的扩增试剂充分混匀#

U###A

"

I8:

离心
"#9

#

待用)

A&C&C

!

+X*ST-

的检测
!

每孔反应管加
%1

)

,

的扩增试剂

和
5

)

,

的
ST-

提取液#盖上反应管盖上机检测)循环参数为

65a$I8:

#按
6%a"#9

*

1$a%"9

循环
5#

次)单点荧光检

测温度为
1$a

#荧光通道检测选择
b-)

*

*/(

通道)

A&C&D

!

+X*ST-

检测时间
!

已提取
ST-

标本和未处理标

本分别在第
$

*

5

周进行
+X*ST-

荧光定量
X(V

检测)

A&D

!

质量控制
!

b-)

和
*/(

通道的
(B

'

%U

#且扩增曲线呈

典型的
3

型)每批次试验同时设置一个阳性质控品和一个阴

性质控品#进行质量控制'

'

(

)

+X*ST-

检测均在室内质控范

围内)

A&K

!

统计学处理
!

将
+X*ST-

水平转换成常用对数#利用

3X33"1&#

软件进行统计分析)计量资料以
KY@

表示#组间比

较采用单因素方差分析#以
!

$

#&#'

为差异有统计学意义)

B

!

结
!!

果

不同保存时间
+X*ST-

水平比较结果见表
"

*

$

)未处

理标本和已提取
ST-

标本的
%

个水平组
+X*ST-

检测结

果基本一致)高*中*低水平组第
$

周
+X*ST-

水平与对应

的原始水平比较#差异无统计学意义$

!

%

#&#'

&)高*中水平

组第
5

周
+X*ST-

水平与对应的原始水平比较#差异无统

计学意义$

!

%

#&#'

&%而低浓度组第
5

周
+X*ST-

水平降低

甚至消失#无法进行检测)

表
"

!!

不同保存时间下未处理标本
+X*ST-

水平比较

!!!

&

KY@

)

@

M

#病毒拷贝数(细胞数$'

组别 原始水平
$

周
5

周

高水平组
0&'1Y#&%U 0&'"Y#&%% 0&'#Y#&%'

中水平组
'&$"Y#&"0 '&"0Y#&$" '&"1Y#&$0

低水平组
%&$1Y#&$$ %&"0Y#&"6 R
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注!.

R

/表示无法检测)
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表
$

!!

不同保存时间下已提取
ST-

标本
+X*ST-

水平

!!!

比较&

KY@

)

@

M

#病毒拷贝数(细胞数$'

组别 原始水平
$

周
5

周

高水平组
0&'1Y#&%U 0&'5Y#&%# 0&'#Y#&$5

中水平组
'&$"Y#&"0 '&"UY#&$$ '&"'Y#&$%

低水平组
%&$1Y#&$$ %&"'Y#&"U R

!!

注!.

R

/表示无法检测)

C

!

讨
!!

论

!!

大量流行病学调查显示#宫颈癌的发生逐年增加且呈低龄

化)高危型
+X*ST-

链易丢失转录调节蛋白#使促进和维

持整合状态功能的
21

*

20

蛋白表达活跃)

21

蛋白可使
X'%

基因失活#从而阻碍细胞对
ST-

损伤的反应#进而产生恶变

的基因型)

20

蛋白则会导致
?

VJ

功能失活#增长细胞的周

期#加重细胞的恶变'

1

(

)因此
+X*

感染是宫颈癌病变的主要

因素之一)

从
+X*

感染发展到宫颈癌需要
'

!

"#

年'

0

(

#早期宫颈癌

的治愈率可达
6#g

以上#晚期宫劲癌的疗效则明显下降%因此

早期检测发现
+X*

感染是宫颈癌预防和治疗的重要途径)

以往多采用细胞学来检测
+X*ST-

#但其灵敏度低*主观人

为干扰因素多*重复性差)近年来#研究发现
+X*ST-

病毒

载量的检测可作为一种动态监测手段来监测宫颈癌的病情#有

效预防宫颈上皮内瘤样病变和宫劲癌的发生'

U

(

)而病毒载量

检测主要采用荧光定量
X(V

技术'

6

(

#其在遗传病*肿瘤的基因

诊断等方面具有重要的应用价值#可以检测不同病变程度#有

利于疾病的诊断和治疗$灵敏度高达
6Ug

以上&#可防止酸性

磷酸酶检测中假阴性的漏诊#具有阴性预测值高*准确度高*客

观性强*重复性高和操作简便的特点)目前#荧光定量
X(V

法

已成为
+X*ST-

基因分型的主要检测手段'

"#

(

)

+X*ST-

基因分型检测操作环境要求较高*试剂成本和检测价格较昂

贵#许多医院尚未开展
+X*ST-

检测#或因标本数量有限未

能及时进行
+X*ST-

检测%因此如何保存宫颈细胞标本成

为影响
+X*ST-

检测结果准确性的重要因素)近年来研究

发现#抗凝血分离血浆中的病毒滴度在
$'a

中的下降速度快

于
5a

#全血中病毒含量在
5a

保存环境下较为稳定'

""

(

)且

有研究报道#短时间内标本的病毒检测结果无显著性差异#但

保存时间的延长会使标本中病毒含量降低'

"$."%

(

)但上述研究

主要针对外周血标本中病毒的保存#针对宫颈细胞中病毒标本

的保存研究甚少)

本研究结果显示!未处理标本和已提取
ST-

标本在
5a

下保存
$

周#其
+X*ST-

水平是相对稳定的#与文献报道结

果相似'

"5

(

%但在第
5

周#高*中*低水平组
+X*ST-

水平出现

差异#高*中水平组
+X*ST-

水平仍保持稳定#而低水平组

+X*ST-

水平降低甚至消失)这表明保存时间延长会导致

宫颈细胞中
+X*ST-

水平降低#其原因可能是长时间低温

保存使
ST-

受到核酸氧化影响#以及自我修复功能减退启动

凋亡程序#从而导致病毒含量降低'

"'

(

)本研究结果与有些报

道结果存在差异#其原因可能是细胞保存液的成分不同)因

此#本研究使用同一厂家*同一批次的细胞保存液在同一环境

下保存标本#同时采用同一批次首次冻融试剂进行试验#避免

反复冻融的试剂对结果产生影响'

"1

(

)

综上所述#提取
ST-

标本和未处理标本在
5a

下保存
5

周时#其
+X*ST-

检测结果一致#而标本最佳保存时间为
$

周)在对
+X*ST-

标本进行复查时#可选用已提取
ST-

标

本#从而节省操作时间和试剂成本)
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