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!临床研究!

多通道荧光
X(V

技术检测
+X*

在宫颈癌筛查中的临床价值"

罗文沈!黄
!

华!叶远青!梁红梅!陈
!

群!鲍红霞

"深圳市龙岗区第二人民医院检验科!广东深圳
'"U###

%

!!

摘
!

要"目的
!

探讨多通道荧光聚合酶链反应"

X(V

%技术检测
+X*

在宫颈癌筛查中的临床应用价值&方法
!

应用多通道

荧光
X(V

技术对临床
"#%6

例宫颈细胞标本进行
"U

种高危
+X*ST-

分型及定量检测!并与
X(V.

反向斑点杂交法"

X(V.VS_

%

的检测结果进行比较!两种方法检测结果不一致的标本采用序列分析方法进行验证&结果
!

在
"#%6

例标本中!多通道实时荧光

X(V

法阳性检出率为
"5&$5g

"

"5U

(

"#%6

%!

X(V.VS_

法阳性检出率为
"U&65g

"

"61

(

"#%6

%!两种方法检测结果一致率为
66&5g

"

70

11

0

值为
#&601

%&结论
!

多通道荧光
X(V

技术检测
+X*

可作为宫颈癌的初筛方法!值得临床推广使用&

关键词"多通道荧光
X(V

$

!

人乳头瘤病毒$

!

高危型$

!

宫颈癌筛查

!"#

!

"#&%616

"

7

&899:&"10%.5"%#&$#"0&$"&#%#

文献标识码"

-

文章编号"

"10%.5"%#

"

$#"0

%

$".%#"6.#%

!!

人乳头瘤病毒$

+X*

&是一种可引起人类皮肤*黏膜组织

良性及恶性肿瘤的双链
ST-

病毒)有研究显示#

+X*

感染

是女性宫颈上皮内瘤和宫颈癌病变的主要病因'

".$

(

)目前报道

的
+X*

型别已经有
$##

多种#其中
5#

多种型别与人类生殖道

疾病有关'

%

(

#根据致病力或致癌危险性大小可将感染生殖道和

肛门的
+X*

分为低危型和高危型两大类)

+X*

基因分型检

测对于早期预防宫颈癌具有重要意义#聚合酶链反应
R

反向点

杂交技术$

X(V.VS_

&作为
+X*

基因分型常规检测方法具有

特异性强及高通量等特点'

5

(

)本研究应用多通道荧光聚合酶

链反应$

X(V

&分管分型技术对宫颈癌筛查标本进行高危型

+X*

分型检测#并采用
X(V.VS_

法进行验证#旨在为临床应

用提供参考)现报道如下)

A

!

资料与方法

A&A

!

一般资料
!

选取
$#"'

年
"#

月至
$#"1

年
"#

月本院宫颈

癌筛查患者
"#%6

例作为研究对象#年龄
"0

!

0U

岁)先用无

菌棉签将宫颈分泌物擦净#再用安必平专用宫颈刷在宫颈鳞柱

交界处旋转
'

周#收集宫颈口及颈管的脱落上皮细胞#将毛刷

放入盛有细胞保存液的小瓶内#于
5a

下保存)

A&B

!

方法

A&B&A

!

ST-

提取
!

将漂洗过宫颈刷拭子的生理盐水全部转

移到
"&'I,

离心管中#

"%###A

"

I8:

离心
"#I8:

#弃上清#沉

淀加入
'#

)

,

的
ST-

裂解液#混匀后
"## a

干浴
"#I8:

#

"%###A

"

I8:

离心
"#I8:

#上清液备用)

A&B&B

!

+X*

通用
X(V

引物设计
!

扩增各
+X*

亚型的通用

引物核苷酸由上海生工生物工程技术服务有限公司合成#

)]#6

引物序列为
'o.(!;(() -VV!!- ^-(;!-;(.

%o

#

)]""

引物序列为
'o.!() (-- !!! ^(- ;-- ]--

;!!.%o

#其中
)4-

"

(

#

^4-

"

;

#

]4(

"

;

#

V4-

"

!

)
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6"#%

+

国际检验医学杂志
$#"0

年
""

月第
%U

卷第
$"

期
!

/:BP,EJ)=K

!

T<F=AIJ=A$#"0

!

*<@&%U

!

T<&$"

"

基金项目"深圳市龙岗区科技创新局资助项目$

], 3̂b$#"'#'"$"5#1%$01%

&)



A&B&C

!

多通道荧光
X(V

检测方法
!

采用广州安必平自动化

检测设备有限公司的
+X*

分型检测试剂盒#检测
"U

种高危

型
+X*

#其中
"5

种
+X*

能被分出具体型别$包括
+X*"1

*

"U

*

%"

*

%%

*

%'

*

%6

*

5'

*

'"

*

'$

*

'1

*

'U

*

'6

*

11

*

1U

&#

5

种
+X*

不能

被分出具体型别$包括
+X*$1

*

'%

*

0%

*

U$

&)每例标本采用
5

个反应管进行检测#参照说明书配制具体试剂量)在
X(V

反

应管中加入已提取的待测
ST-

标本
'

)

,

#采用美国
-_/

XA89I0%##X(V

仪#按试剂盒的说明书设置反应条件*

5

个通道

及对应的荧光基团#然后进行
X(V

扩增)结果判读!通道存在

明显对数扩增曲线且
(B

'

$1

时#标记该型别为阳性%无对数扩

增曲线或
(B

%

$1

时#标记该型别为阴性%每个标本均通过检测

反应管
5.

通道
5

中的
%

球蛋白基因$内参基因&来确认试验是

否有效)

A&B&D

!

X(V.VS_

检测方法
!

采用广州安必平自动化检测设

备有限公司的
VS_

试剂盒进行
+X*

分型检测#包括
"U

种高

危型别$

+X*"1

*

"U

*

%"

*

%%

*

%'

*

%6

*

5'

*

'"

*

'$

*

'1

*

'U

*

'6

*

1U

*

0%

*

U$

*

$1

*

'%

*

11

&#

"#

种低危型别$

+X*1

*

""

*

5#

*

5$

*

5%

*

55

*

'5

*

1"

*

U"

*

U%

&)采用达安基因
S-01##X(V

仪*广州安必平

S-U###

全自动核酸杂交检测仪进行检测#操作方法按照试剂

盒说明书进行)结果判读!膜条在
X(

位点处有蓝色斑点出现

视为试验有效%根据膜条上蓝色斑点的有无和出现的位置判断

是否有
+X*

感染及其型别)

A&B&K

!

+X*

序列分析
!

多通道荧光
X(V

法及
X(V.VS_

法

分型检测筛选出的阳性标本经
ST-

测序确诊型别#由广州安

必平自动化检测设备有限公司完成)

A&C

!

统计学处理
!

采用
3X33"U&#

软件进行统计学处理%计

数资料以百分比或率表示#组间比较采用
!

$ 检验%多通道荧光

X(V

法与
X(V.VS_

法检测结果一致性评估采用
70

11

0

检

验%以
!

$

#&#'

为差异有统计学意义)

B

!

结
!!

果

B&A

!

两种方法检测结果比较
!

多通道荧光
X(V

法的阳性检

出率为
"5&$5g

$

"5U

"

"#%6

&#

X(V.VS_

法阳性检出率为

"U&65g

$

"61

"

"#%6

&#两种方法均未出现无效结果#其中
X(V.

VS_

法检测的
$U

种
+X*

基因分型包含了多通道荧光
X(V

法检测的
"U

种高危型
+X*

)

"#%6

例标本中#两种方法检测

结果全为阳性的有
"55

例#两种方法检测结果全为阴性的有

UU6

例#两种方法检测结果一致率为
66&5g

$

70

11

0

值为

#&601

&)见表
"

)

表
"

!!

多通道荧光
X(V

法和
X(V.VS_

法检测结果比较#

*

$

多通道荧光
X(V

法
X(V.VS_

法

阳性 阴性
合计

阳性
"55 5 "5U

阴性
$ UU6 U6"

合计
"51 U6% "#%6

B&B

!

不一致结果比较
!

两种方法检测结果不一致的
1

例标本

中#多通道荧光
X(V

法检出
"

例假阳性和
$

例假阴性#

X(V.

VS_

法检出假阴性
%

例#因此
"#%6

例标本中共有
"56

例高危

型阳性标本)在多通道荧光
X(V

法检测的
U6"

例阴性标本

中#除上述的
$

例假阴性标本#未发现
"U

种高危型别内的

+X*

阳性标本#但发现低危型
+X*

阳性标本
5%

例)

B&C

!

病毒载量检测结果比较
!

采用多通道荧光
X(V

法对

+X*

进行 定 量 检 测#

"5U

例 阳 性 标 本 的 病 毒 载 量 值 为

"&$'̀ "#

%

!

%&U5̀ "#

0

#近似于正态分布)见图
"

)

图
"

!!

病毒载量曲线图

C

!

讨
!!

论

!!

宫颈癌是世界范围内女性最常见的第二大肿瘤#发病率和

病死率仅次于乳腺癌)据流行病学调查#子宫颈癌发病率在发

展中国家发病率远远超过发达国家#发病率呈上升趋势并趋向

年轻化'

'

(

)

$#"#

年全国恶性肿瘤登记数据分析显示#女性宫

颈癌发病率为
6&U5r

#病死率为
$&1#r

'

1

(

)宫颈癌是唯一病

因明确的癌症#大量研究证实
+X*

感染是宫颈癌的主要危险

因素#高危型
+X*

持续感染是宫颈癌及其癌前病变发生的必

要条件'

0.6

(

#并且认为
+X*.ST-

是预测妇女宫颈病变的标志

物'

"#

(

)全球范围的研究结果显示#在
66&0g

的宫颈癌患者体

内检测到高危型
+X*ST-

的存在)因此#检测妇女生殖道

+X*

感染状况及基因型对于预防宫颈癌具有十分重要的意

义)基于大量的研究数据#

$#"5

年美国
bS-

批准
+X*

检测

作为子宫颈癌的一线筛查策略'

""

(

#中国也已启动相关的研究

和评估)

X(V.VS_

法采用固化了多种特异性探针的膜条与扩增靶

序列杂交#通过
"

次杂交即可同时筛查被检
ST-

中的多种突

变)该方法采用标准化试剂盒#通过显色肉眼直接判读结果#

具有敏感性强*特异性强的特点#是目前国内常用的
+X*

基

因分型检测方法%但此法耗时较长#手工操作较多#扩增后需对

产物进行开管操作#并容易造成实验室污染#而且试剂成本较

高)本研究采用多通道荧光
X(V

法弥补了以上的缺点#并使

用
%

球蛋白基因作为宫颈上皮细胞鉴别基因来排除假阴性)

本研究对多通道荧光
X(V

法和
X(V.VS_

法进行分型检

测比较#并以序列分析方法进行验证#其结果显示两种方法检

测
"U

种高危型
+X*

的一致率为
66&5g

#提示两种方法具有

高度的一致性#能满足女性生殖道
+X*

高危分型检测的常规

高通量筛查)有研究表明#病毒载量与宫颈上皮内瘤变及子宫

颈癌的严重程度呈正相关#病毒载量随着宫颈病变严重程度的

增加而逐渐升高'

"$

(

)本研究结果显示所有标本病毒载量分布

近似于正态分布#提示本检测试剂可适用于
+X*

各型别的定

量分析#临床可通过观察病毒载量变化来指导定期随访)

综上所述#采用广州安必平自动化检测设备有限公司的

+X*

分型检测试剂盒可一次性检测
"U

种高危型
+X*

#并且

能够分型及定量#适用于临床
+X*

感染的筛查及患者疗效观

察)目前市场尚未发现同类试剂#本产品技术新颖*临床适用

性强#如能进一步对试剂进行临床研究及注册批报#则可作为

宫颈癌的初筛方法在临床大规模推广使用)

+
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随着人们生活水平的提高#冠心病$
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&发病率越来越

高#严重威胁人类健康)
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的病理生理机制为长期血管壁
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