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人乳头瘤病毒"

Y*Q

%引起的黏膜感染是宫颈癌的主要致病因素!鉴于病毒流行广泛!感染反复

和潜伏时间较长等特点!亟待发展新的'低成本的技术和方法!进行有效的人口水平筛查和监测&近些年!随着

检测宫颈癌和
Y*Q7XR)

的方法与技术的发展!出现了集成核酸提取'扩增和检测一体化的微流控芯片技术!

该技术由于具有微型化'成本低廉'信号稳定'灵敏度高和特异度强等优势而被视为宫颈癌和
Y*Q7XR)

的理

想的筛查平台&微流控芯片技术的出现为低资源配置下的癌症筛选'诊断'疫苗接种和术后反应的监测提供了

理论依据和技术支持&

关键词"微流控芯片技术$
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宫颈癌发病率位居全球女性恶性肿瘤第二位(每

年因宫颈癌死亡人数达
"&

万人(占女性肿瘤病死率

的首位$其中
'%V

发生在发展中国家%(并以每年
9%

万新增病例的速度增长)

!

*

'研究发现(

11#&V

的宫颈

癌患者存在人乳头瘤病毒$

Y*Q

%感染)

"

*

(且
Y*Q

的

持续感染是导致宫颈癌前病变和浸润癌的必要

因素)

/

*

'

Y*Q

是一种长度为
9%

"

996C

(无包膜的小分子

双链
XR)

病毒(

Y*Q

仅编码八个基因(包含支持病

毒
XR)

复制的
2

个早期基因$

T!

+

T"

+

T$

+

T9

+

T2

+

T&

%和编码病毒组装与释放所必需衣壳蛋白的
"

个晚

期基因$

O!

+

O"

%'病毒编码的癌基因不会导致宿主细

胞的直接转化(但会诱导免疫逃逸和异常细胞增殖使

基因组结构畸变和突变)

$

*

'按照潜在致癌性(通常将

Y*Q

病毒分为低危型和高危型(高危型
Y*Q

的持续

感染可引起宫颈上皮内瘤变$

M-R

%和宫颈癌)

9

*

'事实

上(

1%V

的宫颈癌可以通过早期检查得以治愈(美国

因及时筛查出早期癌前病变并治疗(使得宫颈癌发病

率和病死率下降了
2%V

)

2

*

(而发展中国家缺乏定期的

健康检查和正规的医疗保健体系(往往错过了宫颈癌

的早期诊断(病死率是美国的
9%

倍)

9

*

'因此(亟待推

行一个快速+低成本的人口水平筛查和监测的方法(

来降低宫颈癌的发病率(提高人民健康水平'

巴氏染色宫颈细胞学涂片检查是已知最早的宫

颈癌筛查标准(自
"%

世纪
9%

年代引入临床(使
99

岁

以下宫颈癌病死率下降
2%V

)

&

*

'到了
1%

年代(薄层
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液基细胞学检查$

+M+

%取代了巴氏涂片检查(使高分

化鳞癌检测灵敏度提高
!#"1

倍(但对于细胞学结果

的解释不仅与相关人员的经验和水平相关(而且对于

血液模糊+炎症干扰+固定不良+细胞溶解或细胞不足

$

$

9%%%

个可见的液基细胞%的样本(或是有争议的

细胞涂片(如非典型的意义不明确的非典型鳞状细

胞+不能排除高度鳞状上皮内病变的非典型鳞状细胞

和非典型腺体细胞(则需要进行分子学检测以得到更

明确的诊断)

'

*

'

Y*Q

检测被
,X)

$美国食品药品监

督管理局%批准用于对宫颈细胞学检查结果异常的患

者进行后续检测(以避免不必要的阴道镜检查'

A

#

人乳头瘤病毒主要检测方法

A#A

#

第二代杂交捕获法$

YM"

%检测
Y*Q7XR)

#

YM"

检测法由
X4

F

?6?

公司开发(并于
!111

年被

,X)

批准(其实质是分子杂交信号放大技术'该检测

方法采用能检测出
!/

种高危型
Y*Q

的多基因
8R)

探针(捕获结合后的杂合体至包被有单克隆抗体的板

孔上(最后借助信号放大和化学发光技术完成基因水

平检测'

临床研究表明(

YM"

检测法可指示高危型
Y*Q7

XR)

的存在(且对高度组织病变具有高灵敏度(比宫

颈细胞学检查更易发现高度病变人群)

1

*

'但是(该方

法无法区分特定的
Y*Q

基因型(不包含内部对照(且

探针使用时(存在碱基对错配+探针混合物与非靶向

的高危和低危的
Y*Q2

+

!!

+

"2

+

/%

+

$%

+

$"

+

9/

+

9$

+

2!

+

2&

+

&%

+

&/

+

'!

+

'/

+

'$

+

'&

和
1!

交叉反应等问题)

!%

*

'

A#B

#

酶切信号扩大法$

M?BK45;DY*Q7Y8

%检测
Y*Q7

XR)

#

M?BK45;DY*Q7Y8

检测法由
+>4B(]DK?+?A>7

6:G:

F

4?5

公司开发(并于
"%%1

年被
,X)

批准'基于

专利
-6KD(?B

信号放大化学发光技术(该方法在等温

反应环境下(借助
MG?DKD5?

酶特异识别+切割目标

XR)

分子结构(并利用能检测出
O!

(

T2

和
T&

基因

序列的特异探针完成对
!$

种高危型
Y*Q7XR)

的识

别+检测'与
YM"

检测相比(该方法具有样本量少(

包含内+外部对照(交叉反应较低等优点(但仍不能进

行单个基因分型)

!%

*

'

A#C

#

实时荧光定量
*M8

技术$

M:ID5$'%%

%检测

Y*Q7XR)

#

M:ID5$'%%Y*Q

检测法由
8:A>?P:7

G?A<GDBX4D

F

6:5;4A5

公司开发(并于
"%!!

年被
,X)

批

准'该检测采用多重实时
*M8

和与
$

种荧光报告探

针进行的核酸杂交技术(完成对
!$

种高危型
Y*Q

的

O!

基因的核苷酸序列的同时检测'实验使用
&

7

珠蛋

白作为提取和扩增的内部对照(外部设有阴+阳性对

照来保证运行质量'该系统由两个独立的仪器组成(

包括用于自动化核酸提取的
M:ID5L$'%

仪器和用于

在单个管中进行
*M8

扩增和检测反应的
M:ID5E$'%

分析仪'可以检测
!$

种高危型
Y*Q

并对
Y*Q!2

和

Y*Q!'

进行单独的基因分型'与
YM"

法相比(

M:7

ID5$'%%

试验具有与
YM"

相当的临床敏感性(并且

由于与低风险
Y*Q

基因型的交叉反应水平较低)

!!

*

(

特异度提高'但也可能出现假阴性结果(因为
O!

基

因在大量癌症中整合到人类基因组中时会丢失(在这

种情况下(仅检测
O!

基因的
Y*Q

测试系统就可能出

现假阴性结果)

!"

*

'

A#D

#

逆转录扩增法$

)

J

;4CDY*Q

%检测
T2

"

T&C87

R)

#

)

J

;4CDY*Q

检测法由
Y:G:

F

4A\?67*B:I?

公

司开发(并于
"%!"

年被
,X)

批准'该方法通过检测

高危型
Y*QT2

"

T&

癌基因
C8R)

间接测定
Y*Q7

XR)

含量'研究表明(病毒癌基因
T2

和
T&

能促进

被感染细胞中的肿瘤抑制基因
J

9/

降解(并改变调节

细胞周期的蛋白质的活性(导致细胞转化'此外(尽

管
T2

和
T&

基因表达量少(但其过表达可能与疾病进

展直接相关'

)

J

;4CDY*Q

检测法可检测
!$

种高危

Y*Q

类型的
T2

"

T&C8R)

转录物(而且不与低危型

Y*Q

$

Y*Q2

+

!!

+

$"

+

$/

+

$$

+

9/

+

2!

+

&!

和
'!

%产生交

叉反应(具有相当高的分析灵敏度(但仍不区分
Y*Q

类型)

!/

*

'

此外(上述方法需要高度专业化和体积庞大的仪

器用于样品预处理和后续检测(例如
M:ID5Y*Q

系

统重量超过
!9%W

F

(宽度为
!22AC

(而
M?BK45;DY*Q

Y8

检测系统重量约
/2/W

F

(高度超过
!&9AC

(并且

*M8

扩增过程中对实验设备要求也特别严格(通常要

求检测设备必须符合标准
*M8

荧光实验室的设置要

求并通过国家临床检验中心的验收和认证(同时检测

人员须通过临检中心培训并取得合格证书(操作环境

保证无菌无尘'这些对于基础设施比较差的发展中

国家(尤其是一些偏远的基层医院是难以实现的(因

此(能够分离和检测核酸生物标志物的简单且有效的

整合平台仍然是医学诊断中的重要需求'

A#J

#

核酸筛选的最新发展000微流控芯片技术
#

近

年来(随着
*M8

扩增技术及微流控技术的发展(学者

们开发了一个能集成样品装载+细胞溶解+扩增及检

测于一体的微流控芯片(并将该芯片成功地应用于

Y*Q7XR)

的检测)

!$

*

'与上述几种传统的方法相比(

该芯片具有灵活(体积小巧(便于移动(可自动操作等

特点(可为不同的样本提供标准化预处理单元(从而

消除了因离心+混合和冻融步骤所导致的场地问题(

甚至是
*M8

扩增的标准化问题'此外(该芯片还可

以避免样品多步处理过程中出现内源性核糖核酸酶

激活+不适
J

Y

值和温度(从而导致的样品降解)

!9

*

'

大量研究表明(这种能快速分离出病毒
XR)

(并在最

小化人为干预的情况下(将其传送到检测装置传感器

的封闭集成单元内的微流控系统是目前
Y*Q

检测的

最佳选择'

一般来说(用于制作微流控芯片的材料主要包

括!晶体硅+玻璃+石英+塑料和高分子聚合物等'其

中(高分子聚合物$如聚甲基丙酸甲酯
*PP)

(聚苯

乙烯
*U

等%由于具有加工方便+成本低+易批量生产

#

9!!!

#

国际检验医学杂志
"%!1

年
9

月第
$%

卷第
1

期
#

-6;NODIP?(

!

PD

=

"%!1

!

Q:G#$%

!

R:#1



等优点(被广泛用于微流控芯片制造'微流控芯片制

作的方法包括机械加工法+刻蚀法和模具法'其中(

模具法由于具有低成本+快速成型+良好的光学性能

和绝热绝缘性能+易于封装等特点(被广泛使用于微

流控芯片加工)

!2

*

'图
!)

为
8>?:64E

公司制作的用

于
Y*QXR)

检测的微流控芯片(每个芯片由
$

个微

流控通道阵列而成(可同时对
$

个样本进行全自动化

检测'该芯片由
!#%CC

厚的含有不连续通道的聚苯

乙烯层和
/'

$

C

柔性聚苯乙烯层通过弱溶剂层压法

压制而成'不连续通道间包含一组隔膜袋(并与安装

在其上的聚苯乙烯层结合(构成图
!.

所示的泵"阀装

置'实验中(对隔膜袋中的孔施加正压(聚苯乙烯柔

性层被向上推动(不连续通道断开(完成阀门关闭(流

体流动阻断&对隔膜袋中的孔施加负压(聚苯乙烯柔

性层被拉入隔膜袋中(不连续通道连通(完成阀门开

启(流体在毛细作用下流动'依此规律(串联的多个

隔膜袋中的孔内压力可依据设计的控制程序完成规

律性变化(最终实现流体单"双向流动控制(这为液体

混合提供附加的通用性和有效性)

!&

*

'

##

)

!微流控阵列&

.

!泵"阀装置

图
!

##

8>?:64Ef<D(M)8X

芯片外形

##

目前(基于微流控平台(发展了许多用于生物分

析的相关技术(如细胞分析)

!'

*

(核酸分析)

!1

*

(蛋白质

工程)

"%

*

(突变检测)

"!

*

(床旁检测)

""

*等'

S)U)P)

等
)

"/

*开发了基于聚苯乙烯微珠的微流体免疫吸附测定

系统(用于分析人类免疫球蛋白
)

(使样品体积缩小

至微升范围(抗原
7

抗体反应时间从
!9>

缩短至
!%

C46

'

Ŷ)R\

等)

"$

*集成了微流控和微珠阵列技术(

开发了检测血清提取物中
Y.Q

基因型的敏感片上病

毒
XR)

分析方法'作者指出若使用
+)P8)

作为

标记(试管法只能在
%#!6C:G

"

O

的靶
XR)

浓度下产

生明显的荧光信号(而芯片病毒基因分型可区分
%#%/

6C:G

"

O

的靶
XR)

&若使用量子点作为标记(芯片法

甚至可检测到
$

J

P

的靶
XR)

'与传统的平面
XR)

芯片$通常
%

!>

%相比(微流控芯片提供了更高的分

析灵敏度和更短的反应时间$

$

/%C46

%'

B

#

微流控芯片技术方法

##

微流控芯片法基本过程包括核酸提取+

*M8

扩增

和反向斑点杂交'

B#A

#

核酸提取
#

将待测样本加入芯片加样孔(在微

泵驱动下(利用磁珠分离技术(即在通道内磁性+界面

和黏性阻力的作用下(样本与靶物质结合(从而快速

高效地提取细胞
XR)

(同时很好地避免了人工提取

过程中产生的污染和误差'

Ŷ)R\

等)

"9

*开发了一

种
/X

打印微流控芯片(并用实时
i

7*M8

结果证明(

其可以利用磁性运动(通过水油界面屏障来过滤样本

污染物并提纯目的核酸(称该芯片能在
!9C46

内高效

提取
Y*Q!'

质粒(且提取效率达到
2!V

$

Y*Q

质粒

浓度为
9d!%

至
9d!%

2

A:

J=

"

!%%

$

O

%(可以在大范围

Y*Q

质粒浓度下实现较高萃取率'该过程保证了高

纯度的目的
XR)

检测的准确度(是微流控芯片技术

向着自动化和微型化发展的前提保障)

"2

*

'

B#B

#

*M8

扩增
#

针对
Y*Q

基因组设计特异度引

物(对目的
XR)

进行
*M8

扩增(扩增出
"$

种
Y*Q

基因型的目的片段(即可同时检测出
!'

种高危型

Y*Q

$

Y*Q!2

+

!'

+

/!

+

//

+

/9

+

/1

+

$9

+

9!

+

9"

+

9/

+

92

+

9'

+

91

+

22

+

2'

+

&/

+

'"

+

'/

%和
2

种低危型
Y*Q

$

Y*Q2

+

!!

+

$"

+

$/

+

$$

+

'!

%'

B#C

#

反向斑点杂交$

8X.

%

#

将针对
Y*Q

基因组设

计的
"$

种亚型的探针包被在芯片检测区杂交膜上(

若扩增产物中含有目的基因(则可被芯片上的探针捕

获(经酶和显色液作用后可判断出感染人乳头瘤病毒

核酸及感染的亚型'不同于传统固定靶
XR)

一次只

能检测一种核酸型的杂交方式(包被探针再与目的

XR)

杂交的反向斑点杂交技术实现了同时检测多种

基因型的需要(使得检测更加快速高效'与
YM"

相

比(虽然两种方法在
Y*Q

阳性检出率上趋于一致(但

8X.

在反映检测方法准确性的
_:6(:6

指数时更敏

感)

"&

*

(而且检测成本更加低廉'

C

#

微流控芯片技术在
Y*Q7XR)

检测中的应用

##

微流控芯片系统实现了自动取样+核酸纯化+扩

增和检测于一体(且具有灵敏度高+检测速度快+易于

微型化+成本低廉等优点(已被开发用于
Y*Q7XR)

的检测并得到了很好的结果'

+)UZ\Oa

等)

!

*设计

的微流控芯片(与传统的核酸序列扩增相比(扩增至

相同的荧光水平下(芯片法只需要
!

"

"%%%

的样本量'

_aT

等)

!'

*构建了一种基于微流控和微珠阵列集成的

多路复用生物分析敏感平台(并采用该平台平行检测

和区分了
$

种
Y*Q

基因型(同时鉴定了
2

种蛋白质

标记物'研究结果表明该芯片可以检测出
"9

J

C:G

"

O

带有特异度序列的目的
XR)

(在芯片外检测中(需要

靶
XR)

浓 度 达 到
/2%

J

C:G

"

O

以 至 于 信 噪 比

$

UR8

%

%

/

'此外(该平台与传统的流式细胞术相比(

具有试剂消耗少+样品注射简单+标本污染少和灵敏

度高等优点'

Ŷ)R\

等)

"'

*开发了一种基于微流体

装置和微珠阵列的检测
Y*Q

基因型的方法'研究结

果表明(该方法能分辨低至
!@C:G

"

O

$

!%LC:G

"

A>4

J

(

UR8

%

/

%的
Y*Q

寡核苷酸
XR)

(且信号放大后使

#

2!!!

#
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#
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得芯片检测灵敏度是芯片外的
!%%%

倍'作者还指出

该方法还可以对
!%A:

J=

"

$

O

的
Y*Q

基因组
XR)

的

*M8

产物进行分辨和基因分型(检测范围从
!A:

J=

"

$

O

至
!d!%

9

A:

J=

"

$

O

'

微流控系统的出现还为
Y*Q

细胞的收集和即时

检测提供了条件(

.ZRS

等)

"1

*研究出了适用于微流

控癌症筛选装置的模型(通过将与
Y*Q

感染相关的

跨膜蛋白
%

2

整合素的抗蛋白抗体涂覆于微通道表

面(在微通道
!2

"

"%

$

O

"

C46

流速范围内(正常细胞

被洗脱而
Y*Q

感染细胞被保留(可收集这些病理细

胞用于后续检测'

Y])R\

)

/%

*在研究中指出(使用

基于微流控技术发展起来的即时检测$

*ZM+

%技术(

检测
Y*Q!27XR)

在样本中的表达(结果与常规
8f7

*M8

方法一致$

H5

??

50!

%(因为省略了分离和显色

步骤(使临床样本实现即时检测成为可能'

D

#

小
##

结

##

微流控芯片技术在
Y*Q

检测中主要有两种用

途!$

!

%用于宫颈细胞学检查结果异常的患者'如存

在非典型的意义不明确的非典型鳞状细胞+不能排除

高度鳞状上皮内病变的非典型鳞状细胞和非典型腺

体细胞的患者筛查(需要进行分子学检测以得到更明

确的诊断(以确定是否需要进行阴道镜检查'$

"

%对

易感女性进行病毒检测及风险评估(为临床医生制定

合理的治疗方案提供依据'

微流控芯片技术的发展(为癌症筛查+早期诊断+

自我保健+疫苗接种和手术后监测提供了依据'因其

在基因诊断方面的巨大潜力(此项技术也一定会更多

应用到其他疾病相关分子水平的检测中(如传染病+

肿瘤+对过敏原的免疫应答+免疫疗法和化疗等(成为

更多疾病探寻致病机理和核酸分析的手段'
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淀粉酶在临床疾病中的研究进展
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##

摘
#

要"

#

淀粉酶是生物体内一种重要的酶类物质!参与了机体多种新陈代谢活动!其中
%

7

淀粉酶在人体

内最为常见&血清淀粉酶主要来源于胰腺和唾液腺的分泌!该酶活性的检测对于急性胰腺炎等疾病的诊断具

有重要意义!其水平的异常也与肥胖'糖尿病'长期饮酒'应激压力'运动等多种疾病及正常或异常生理状态有

着密切的关系&本文通过对淀粉酶的特点及其与临床疾病和多种病理状态关系的探讨!为疾病的病理学机制

研究和早期快速'准确诊断提供一定的线索和基础&

关键词"淀粉酶$

#

急性胰腺炎$

#

肥胖$

#

糖尿病
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