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临床观察发现中国宫颈癌的发生有明显上升和

年轻化趋势#发病率呈增长趋势#宫颈病变是育龄女

性常见的疾病#广泛存在于有育龄期妇女当中#广义

的宫颈病变有炎症)损伤)畸形)癌前病变及肿瘤等#

其中宫颈癌危害最大#已成为仅次于乳腺癌的恶性肿

瘤&宫颈癌的发生是经历了一个漫长的过程#经过慢

性炎症)不典型细胞增生)细胞内瘤变等多个阶段发

展而成&临床病因学研究证实人乳头瘤病毒'

X̀̂

(

在侵犯人体皮肤与黏膜后引起增殖性乳头状瘤状病

变&大量研究已经证实高危型
X̀̂

感染是引起宫颈

上皮内瘤变'

KS1

(及宫颈癌的必要条件$

(

%

#选择合理

高效的筛查方法对早期诊断#有效降低宫颈癌的发病

率具有重要的价值&目前临床进行
X̀̂

检测的方法

包括质谱)基因分型)

XK'

定量等$

(

%

#由于方法学的差

异和检出效率存在差别#目前临床多采用基因分型和

XK'

定量检测&不同人群感染情况差异较大#为了给

临床提供更多的数据支持#本研究探讨针对不同人群

的筛查手段&本研究选择导流杂交法和
X̀̂ .1<

XK'

定量检测对
)++,

例延安地区女性
X̀̂

进行检

测#现报道如下&

D
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资料与方法
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一般资料
"

选取
)+("

年
,

月至
)+(6

年
,

月在

延安大学附属医院体检科)妇科门诊及住院部就诊的

健康体检者及患者共
)++,

例#年龄
(4

$

,7

岁#平均

年龄
#6

岁&

D*E

"

仪器与试剂
"

试剂盒!

X̀̂

基因分型试剂盒由

潮州凯普生物公司提供&高危人乳头瘤病毒
.1<

'

X̀̂ ;̀ '.1<

(检测试剂盒)标准品)质控由中山大

学达安基因有限责任公司提供&主要仪器!荧光定量

XK'

扩增仪
<ZS;6"++

由
<ZS

提供#普通
XK'

扩增

仪由博日提供#生物安全柜由鑫贝西提供#高速离心

机由湘仪离心机有限公司提供#干式恒温器由杭州奥

森仪器厂提供#振荡器由其林贝尔仪器厂提供&

D*F

"

方法

D*F*D

"

采样
"

采用专用宫颈脱落细胞采集器进行采

样&用生理盐水冲洗宫颈口#用专用宫颈刷置于宫颈

口#单方向旋转
3

$

"

周以获取足量的上皮细胞样本#

然后将宫颈刷头部放入洗脱管中#沿刷柄折痕处折

断#管盖后进行标识&

D*F*E

"

X̀̂

分型检测
"

'

(

(样本
.1<

提取!将溶

液
*

预先在
3"_

金属浴溶解沉淀&然后将金属浴调

至
(++_

&震荡混匀临床样本'宫颈脱落细胞(#取

4++

"

V

混匀的临床样本#加入
(*">V

离心管#

(#+++

I

"

>9:

离心
)>9:

#去上清&加入
3++

"

V

溶液
*

#重悬

细胞#

(++_

放置
(">9:

#瞬间离心&加入
3++

"

V

溶

液
#

#混匀#放置
)>9:

#

(#+++I

"

>9:

离心
">9:

#去

上清&

(#+++I

"

>9:

离心
(>9:

#去上清#务必去干

净&室温放置晾干#或至于金属浴
,+ _

加热晾干&

加入
,+

"

V

溶液
&

重新悬浮沉淀#充分溶解&加样前

(#+++I

"

>9:

离心
(>9:

#上清即
.1<
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XK'

扩

增!配置
XK'

反应体系#

XK'>9L

提前解冻*

0B

T

酶使

用时拿出冰箱&在洁净的离心管中按比例混合
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XK'>9L

)

0B

T

酶#混匀#短暂离心&分装
XK'

反应体

系#每管
)3

"

V

'

XK'>9L)#*)"

"

Vb0B

T

酶
+*6"

"

V

(

分装到
XK'

管&将临床样本
.1<

'

(

"

V

(按相应顺

序加入到各
XK'

管#标记各管#混匀#短暂离心#各管

放入
XK'

仪#按程序扩增
*

'

XK'

程序!

7"_7>9:

#

7"_)+/

#

""_#+/

#

6)_#+/

#

3+

个循环#

6)_"

>9:

#

3_">9:

&'

#

(杂交!水浴锅
3"_

#杂交液)溶

液
Z

预热*制备冰水&开杂交仪#蒸馏水充满反应室#

安放金属多孔板#设置
3"_

&

XK'

仪
7"_

变性
'

"

>9:

#迅速放入冰水中
'

)>9:

&杂交仪开泵#排出多

孔板上的水#关泵#安放分隔膜
;

杂交膜
;

分隔室
;

压扣

盖#加入
(+++

"

V

杂交液
'

)>9:

&开泵
;

排干杂交液
;

关泵#加杂交液
+*">V

&将
XK'

产物'

'

)+

"

V

(加入

各反应槽杂交液中#枪头吸吹
)

$

#

次混匀#枪头勿戳

破杂交膜#盖盖板#

3" _

杂交
(+>9:

&导流杂交#

3"_

杂交液
+*4>V

清洗
#

次#液体排尽后#再清洗

下
(

次#第
)

次清洗设温度
)"_

#加封阻液
+*">V

#

排液尽#关泵&加封阻液
+*">V

#封阻
">9:

&加酶

标液
+*">V

#酶标
#*"

$

"*+>9:

&溶液
<+*4>V

清

洗
3

次#第
)

次清洗设温度
#,_

#排液尽关泵&加显

色液
+*">V

#盖好杂交仪盖板*显色
#

$

">9:

&开

泵
;

加溶液
Z+*4>V

清洗
#

次
;

加蒸馏水清洗
(

次关

泵&打开压扣盖#拿走分割室#用镊子取出杂交膜并

放在吸水纸上#对照标准进行结果判读&
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X̀̂ ;̀ '.1<

检测 采用荧光定量法进行检

测#步骤包括
X̀̂ .1<

的提取和
XK'

扩增&

XK'

扩增按以下条件进行!

7# _ ) >9:

预变性#

7# _

3"/

#

""_ ,+/

#设置
(+

个循环#再按
7# _ #+/

#

""_3"/

#设置
#+

个循环&

D*G
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统计学处理
"

采用
=X==(4*+

统计软件&计数

资料采用率表示'

5

(#采用
!

) 检验#以
!

$
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为差

异有统计学意义&

E
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结
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果

E*D

"

X̀̂

基因分型结果与
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检测结

果的比较
"
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基因分型中的高危型阳性检出率为
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"
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'
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"
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"
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基因分型检测
"

共检出阳性标本
##)

例#阳性

率为
(,*""5

*单纯高危型感染
)(7

例#单纯低危型感

染
63

例#混合感染
#7

例#构成比分别为
,"*7,5

)

))*)75

)

((*6"5

&具体结果见表
)

&

表
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X̀̂

不同感染类型构成比

类型
1

阳性'

1

( 构成比'

5

(

单纯高危型
##) )(7 ,"*7,

单纯低危型
##) 63 ))*)7

混合感染型
##) #7 ((*6"
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讨
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论
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宫颈癌是目前少有的明确病因的肿瘤$

)

%

&在宫

颈癌患者中
X̀̂ .1<

的检出率很高#目前临床进行

X̀̂

检测的方法多样#包括质谱)基因分型)

XK'

定

量等#由于方法学的差异和检出效率存在差别#给临

床带来一些困惑#如何选择筛选方式对于不同人群及

不同医院都有差异&在健康妇女中#

X̀̂

的感染率

较低#而在存在宫颈病变的患者当中感染率较高#不

同地区报道的结果存在差异&高危型
X̀̂

的持续性

感染是宫颈癌患病的关键病因#如能早期对
X̀̂

进

行检测对宫颈癌的早期防治有非常重要的意义&

本研究显示#延安地区妇女
X̀̂

总感染率为

(,*""5

#高危亚型感染率为
()*4,5

#

X̀̂ ;̀ '

.1<

检测阳性率为
7*"65

#感染率存在差异&

X̀̂ ;

`'.1<

所涵盖的基因型检出率同基因分型相同#

X̀̂

基因分型涵盖高危型
("

个#

X̀̂ ;̀ '.1<

涵

盖
4

个型#因此检出率存在差异&对于健康人员体检

X̀̂ ;̀ '.1<

检测可以满足要求#而对于临床存在

宫颈病变的人群基因分型检出率更高#更能反映实际

的情况&基因分型检测结果显示!

X̀̂

高危型中

X̀̂ ;(,

)

")

)

"#

居于前三位#这与文献报道存在差

异$

#

%

#由于不同地区存在经济)文化等多因素导致不

同地区感染情况存在差异#感染率及基因型别也就存

在差异&在
X̀̂

低危型中以
X̀̂ ;4(

)

,

)

33

为主&

所有样本总检出阳性
##)

例#其中单纯高危型感染

)(7

例#单纯低危型感染
63

例#混合感染
#7

例#构成

比分别为
,"*7,5

)

))*)75

)

((*6"5

&其中危害最大

的
X̀̂ ;(,

型构成比为
(3*((5

#数量也是所有检出

的高危型中最多的&与临床研究数据类似#研究显示
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多重主要为二重感染#以高危型和混合型多见$

#

%

&随

着年龄的增长高危
X̀̂

的感染持续增加#到达一定

年龄后又开始下降$

3

%

&对健康体检的人群及存在宫

颈病变的人群进行
X̀̂

感染的筛查可以选择不同的

方式#在发达国家
X̀̂ .1<

检测已经被列入宫颈癌

筛查必做项目$

";,

%

#结合国内实际对于健康人群可以

进行
X̀̂ ;̀ '.1<

的检测#筛查出阳性者再做分型

检测#明确基因型#采取不同的治疗措施#进而获得满

意的治疗效果&对于存在临床症状的人群直接进行

X̀̂

基因分型更有现实的意义&

宫颈癌患者从感染
X̀̂

到宫颈癌的潜伏期时间

很长&所以实现
X̀̂

早期筛查对筛查宫颈癌有重要

意义#对早期进行诊断)规范治疗以及预测病变进展

等具有重要价值&充分掌握
X̀̂

感染的情况及亚型

分布#对发现
X̀̂

感染的高危人群#进行
X̀̂

感染

的控制和有效治疗有重要意义#进而对降低宫颈癌的

发生率产生积极的影响$
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