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  摘 要:目的 探讨血红蛋白对人乳头瘤病毒(HPV)DNA检测结果的影响程度及有效的干预措施,为临

床工作提供参考依据。方法 收集2019年1月就诊于北京友谊医院妇科门诊的女性患者宫颈脱落细胞标本,
其中20例未溶血,且HPV-DNA检测为阳性的标本作为 HPV阳性组,20例未溶血,且 HPV-DNA检测为阴

性的标本作为HPV阴性组,再根据试验需要,制备成含不同水平(0.0、2.5、5.0、10.0、20.0
 

g/L)的血红蛋白标

本。采用荧光定量PCR对 HPV-DNA进行定性和定量检测,并进行组间比较。结果 定性检测结果显示,
HPV阳性组中,血红蛋白水平为2.5和5.0

 

g/L时,HPV-DNA结果均为阳性,符合率为100%,血红蛋白水平

为10.0和20.0
 

g/L时,HPV-DNA分别有13个和0个阳性结果,符合率分别为65%和0%。定量检测结果显

示,HPV阳性组中,血红蛋白水平为2.5和5.0
 

g/L时,所有标本HPV-DNA扩增循环阈值(Ct值)的偏倚均小

于7.5%,血红蛋白水平为10.0和20.0
 

g/L时,分别有40%和95%标本 HPV-DNA扩增Ct值的偏倚超过

7.5%。HPV阴性组中,HPV-DNA定性和定量检测结果在不同水平血红蛋白标本中均一致。结论 血性宫

颈脱落细胞标本在一定程度上会影响HPV-DNA检测结果,严重血性标本应预先处理后再进行检测。
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Abstract:Objective To

 

explore
 

the
 

influence
 

of
 

hemoglobin
 

on
 

the
 

detection
 

of
 

human
 

papillomavirus
(HPV)DNA

 

and
 

the
 

effective
 

intervention
 

measures,so
 

as
 

to
 

provide
 

reference
 

for
 

clinical
 

work.Methods 
The

 

cervical
 

exfoliated
 

cell
 

samples
 

of
 

female
 

patients
 

in
 

the
 

gynecological
 

clinic
 

of
 

Beijing
 

Friendship
 

Hospital
 

in
 

January
 

2019
 

were
 

collected.Among
 

them,20
 

were
 

not
 

hemolytic,and
 

the
 

samples
 

with
 

positive
 

HPV-DNA
 

test
 

were
 

HPV
 

positive
 

group,20
 

were
 

not
 

hemolytic,and
 

the
 

samples
 

with
 

negative
 

HPV-DNA
 

test
 

were
 

HPV
 

negative
 

group.According
 

to
 

the
 

needs
 

of
 

the
 

test,different
 

concentrations
 

of
 

hemoglobin
 

samples
 

(0.0,
2.5,5.0,10.0,20.0

 

g/L)were
 

prepared.Quantitative
 

and
 

qualitative
 

detection
 

of
 

HPV-DNA
 

were
 

carried
 

out
 

by
 

fluorescence
 

quantitative
 

PCR,and
 

the
 

results
 

were
 

compared
 

among
 

groups.Results The
 

results
 

of
 

quali-
tative

 

test
 

showed
 

that
 

HPV-DNA
 

was
 

positive
 

when
 

the
 

hemoglobin
 

concentration
 

was
 

2.5
 

and
 

5.0
 

g/L,and
 

the
 

coincidence
 

rate
 

was
 

100%.When
 

the
 

hemoglobin
 

concentration
 

was
 

10.0
 

and
 

20.0
 

g/L,HPV-DNA
 

had
 

13
 

and
 

0
 

positive
 

results,respectively,and
 

the
 

coincidence
 

rate
 

was
 

65%
 

and
 

0%.The
 

results
 

of
 

quantitative
 

a-
nalysis

 

showed
 

that
 

when
 

the
 

hemoglobin
 

concentration
 

was
 

2.5
 

and
 

5.0
 

g/L,the
 

bias
 

of
 

HPV-DNA
 

amplifi-
cation

 

cycle
 

thre-shold(Ct)of
 

all
 

samples
 

was
 

less
 

than
 

7.5%.When
 

the
 

hemoglobin
 

concentration
 

was
 

10.0
 

and
 

20.0
 

g/L,the
 

bias
 

of
 

HPV-DNA
 

amplification
 

CT
 

of
 

40%
 

and
 

95%
 

of
 

samples
 

was
 

more
 

than
 

7.5%.In
 

the
 

HPV
 

negative
 

group,the
 

results
 

of
 

qualitative
 

and
 

quantitative
 

detection
 

of
 

HPV-DNA
 

were
 

consistent
 

in
 

different
 

concentrations
 

of
 

hemoglobin
 

samples.Conclusion The
 

results
 

of
 

HPV-DNA
 

detection
 

can
 

be
 

af-
fected

 

by
 

the
 

blood
 

cervical
 

exfoliated
 

cells
 

to
 

a
 

certain
 

extent.The
 

serious
 

blood
 

samples
 

should
 

be
 

pretreated
 

before
 

detection.
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  人乳头瘤病毒(HPV)属于乳头瘤病毒科的乳头

瘤病毒属,为球形无包膜的双链DNA病毒,能引起人

体皮肤黏膜鳞状上皮细胞增殖。99%宫颈癌病例都

与生殖系统的 HPV感染有关[1-2]。目前,HPV基因

检测已成为筛查宫颈癌的有效手段之一。荧光定量

PCR技术具有特异度和灵敏度高等优势,是目前

HPV-DNA检测最常用的方法。血性宫颈脱落细胞

标本中含有一定量的血红蛋白,而血红蛋白会抑制

PCR反应,造成假阴性结果。但是,血性标本中血红

蛋白的水平对PCR检测结果的影响尚不明确,本文

拟通过比较不同血红蛋白水平的宫颈脱落细胞标本

中 HPV-DNA 定性和定量结果,探 讨 血 红 蛋 白 对

HPV-DNA检测结果的影响程度及有效的预处理

措施。
1 资料与方法

1.1 一般资料 收集2019年1月就诊于北京友谊

医院妇科门诊的女性患者宫颈脱落细胞标本。其中

20例未溶血,且 HPV-DNA检测为阳性的标本作为

HPV阳性组,20例未溶血,且 HPV-DNA检测为阴

性的标本作为 HPV 阴性组,年龄25~55岁,平均

(38.5±5.2)岁。
1.2 仪器与试剂 HPV-DNA提取分别采用全自动

核酸提取仪(购自瑞士罗氏公司,型号Cobas
 

x480)和
之江全自动核酸提取仪(购自中国上海之江生物科技

股份有限公司);HPV-DNA荧光定量检测分别采用

罗氏全自动荧光定量PCR分析仪(购自瑞士罗氏公

司,型号Cobas
 

z480)和宏石全自动荧光定量PCR仪

(购自中国上海宏石医疗科技有限公司,型号SLAN-
96P);所用试剂分别购自瑞士罗氏产品诊断有限公司

和中国上海之江生物科技股份有限公司。
1.3 方法

1.3.1 标本采集 所有标本均经本人知情同意,严
格按照宫颈脱落细胞标本采集规范采集,采集后标本

尽快送检。采集的标本置于4℃冰箱保存,24
 

h内

检测。
1.3.2 含血红蛋白的宫颈脱落细胞标本制备 收集

10个重度溶血的宫颈脱落细胞标本,检测血红蛋白水

平以确定所制备溶血标本的血红蛋白水平范围。根

据试验需要,将血红蛋白分为5个水平梯度0.0、2.5、
5.0、10.0、20.0

 

g/L。收集1个体检健康者EDTA-
K2 抗凝的O型全血标本4

 

mL,加入10
 

mL离心管,
2

 

000
 

r/min离心5
 

min后弃去血浆,加入10
 

mL
 

0.9%
 

NaCl缓冲液并震荡混匀。2
 

000
 

r/min离心

5
 

min后去上清,重复洗涤2次。加入0.9%
 

NaCl缓

冲液悬浮红细胞,使红细胞悬液的血红蛋白水平达到

120
 

g/L,-30
 

℃与常温10
 

min分别冻融1次,制成

含部分未裂解红细胞的血红蛋白悬液。取原始标本

1
 

000
 

μL,分别加入500.00、468.75、437.50、375.00、
250.00

 

μL
 

0.9%
 

NaCl缓冲液,再分别加入0.00、

31.25、62.50、125.00、250.00
 

μL血红蛋白悬液并混

匀,得到血红蛋白终水平分别为0.0、2.5、5.0、10.0、
20.0

 

g/L而HPV水平相同的模拟溶血标本。
1.3.3 含血红蛋白的宫颈脱落细胞标本预处理 采

用红细胞裂解液对不同水平血红蛋白的宫颈脱落细

胞标本进行预处理,操作流程如下:向含血红蛋白的

宫颈脱落细胞标本中加入500
 

μL红细胞裂解液,充
分混匀,静置5

 

min,2
 

000
 

r/min离心5
 

min后去上

清。向沉淀中加入10
 

mL
 

0.9%
 

NaCl缓冲液并充分

混匀,2
 

000
 

r/min离心5
 

min后去上清,重复洗涤2
次,去除残余的血红蛋白。向沉淀中加入1

 

500
 

μL
 

0.9%
 

NaCl缓冲液,充分混匀备用。
1.3.4 HPV-DNA检测步骤 主要检测步骤包括

HPV-DNA提取和荧光定量PCR检测,每一步均严

格按照试剂说明书进行操作。
1.3.5 结果判断 HPV-DNA检测结果根据PCR
扩增曲线的循环阈值(Ct值)进行判断,判断标准参照

HPV核酸检测试剂盒操作。Cobas
 

z480系统检测结

果为定性结果,报告格式为 HPV-DNA
 

阳性/阴性,
SLAN-96P系统软件检测结果为相对定量结果,报告

格式以HPV-DNA的拷贝数(copies/104 细胞)表示。
1.4 统计学处理 采用SPSS20.0软件进行数据处

理分析,参照《医学实验室质量和能力认可准则在分

子诊断领域的应用说明》[3],定量结果用偏倚来表示,
偏倚=(Ct实验组-Ct靶值)/Ct靶值×100%,至少80%样

品测量结果偏倚<7.5%,即为可接受判断标准。定

性结果用符合率表示,符合率>80%,即为可接受判

断标准。
2 结  果

2.1 不同水平血红蛋白对HPV-DNA定性检测结果

的影响 HPV阳性组中,当宫颈脱落细胞标本中血

红蛋白水平为2.5和5.0
 

g/L时,HPV-DNA阳性标

本数为20个,符合率为100%,在可接受范围内;当血

红蛋白水平达到10.0和20.0
 

g/L时,HPV-DNA阳

性标本数分别为13个和0个,符合率分别为65%和

0%,不在可接受范围内。HPV阴性组中,HPV-DNA
在不同水平血红蛋白间均为阴性,符合率为100%,在
可接受范围内。见表1。
2.2 不同水平血红蛋白对HPV-DNA定量检测结果

的影响 HPV阳性组中,当宫颈脱落细胞标本中血

红蛋白水平为2.5和5.0
 

g/L时,所有标本 HPV-
DNA扩增Ct值的偏倚均小于7.5%,在可接受范围

内。当宫颈脱落细胞标本中血红蛋白水平达到10.0
和20.0

 

g/L时,分别有40%和95%标本 HPV-DNA
扩增Ct值的偏倚超过7.5%,不在可接受范围内。
HPV阴性组中,HPV-DNA均无扩增曲线,定量检测

结果为0,偏倚也为0,在可接受范围内。见表2。
2.3 预处理后的含血红蛋白标本中HPV-DNA检测

结果 向血红蛋白水平为2.5、5.0、10.0、20.0
 

g/L
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标本中加入红细胞裂解液进行预处理,再进行 HPV-
DNA载量检测。不同水平血红蛋白组的标本经过预

处理后,HPV-DNA定性检测结果与血红蛋白水平为

0.0
 

g/L一致,符合率100%,定量检测结果Ct值偏

倚均小于7.5%,在可接受范围内。见表3、4。

表1  不同水平血红蛋白对 HPV-DNA定性检测结果的影响

血红蛋白水平(g/L)
HPV-DNA

 

阳性

阳性标本数(n) 阴性标本数(n) 符合率(%)

HPV-DNA
 

阴性

阳性标本数(n) 阴性标本数(n) 符合率(%)

0.0 20 0 — 0 20 —

2.5 20 0 100 0 20 100

5.0 20 0 100 0 20 100

10.0 13 7 65 0 20 100

20.0 0 20 0 0 20 100

表2  不同水平血红蛋白对 HPV-DNA定量检测Ct值的影响

序号
A
Ct

B

Ct 偏倚(%)

C

Ct 偏倚(%)

D

Ct 偏倚(%)

E

Ct 偏倚(%)

1 20.80 21.20 1.92 21.30 2.40 21.79 4.76 23.23 11.68*

2 30.80 31.30 1.62 31.80 3.25 31.94 3.70 34.70 12.66*

3 22.21 22.35 0.63 22.44 1.04 22.72 2.30 25.12 13.10*

4 17.90 17.85 -0.28 18.04 0.78 20.18 12.74* 22.11 23.52*

5 16.50 16.65 0.91 16.58 0.48 16.80 1.82 18.60 12.73*

6 26.20 26.50 1.15 27.00 3.05 28.64 9.31* 28.94 10.46*

7 19.26 19.80 2.80 20.40 5.92 21.65 12.41* 22.61 17.39*

8 28.22 28.23 0.04 28.33 0.39 29.46 4.39 30.58 8.36*

9 27.80 28.40 2.16 28.90 3.96 31.34 12.73* 32.07 15.36*

10 23.90 24.10 0.84 24.04 0.59 24.32 1.76 24.70 3.35

11 21.80 22.05 1.14 22.29 2.25 22.61 3.73 24.40 11.91*

12 25.10 25.38 1.12 25.76 2.61 26.63 6.09 27.21 8.41*

13 23.65 24.15 2.13 24.23 2.46 25.06 5.96 25.61 8.29*

14 17.95 18.34 2.17 18.25 1.66 18.71 4.25 20.26 12.87*

15 28.20 28.51 1.11 29.01 2.87 30.56 8.37* 31.22 10.72*

16 26.54 27.37 3.11 27.63 4.12 29.41 10.83* 30.05 13.23*

17 20.11 20.34 1.15 20.82 3.51 21.33 6.08 21.81 8.45*

18 29.40 29.72 1.10 30.66 4.30 32.91 11.94* 33.62 14.35*

19 17.72 18.28 3.17 18.28 3.18 18.75 5.81 19.17 8.20*

20 29.91 30.24 1.10 31.20 4.33 32.86 9.88* 33.57 12.24*

  注:A表示血红蛋白水平为0.0
 

g/L;B表示血红蛋白水平为2.5
 

g/L;C表示血红蛋白水平为5.0
 

g/L;D表示血红蛋白水平为10.0
 

g/L;E表

示血红蛋白水平为20.0
 

g/L;*表示偏倚大于7.5%。

表3  预处理后的含血红蛋白标本中 HPV-DNA定性检测结果

血红蛋白水平/
预处理(g/L)

HPV-DNA
 

阳性

阳性标本数(n) 阴性标本数(n) 符合率(%)

HPV-DNA
 

阴性

阳性标本数(n) 阴性标本数(n) 符合率(%)

0.0 20 0 — 0 20 —

2.5 20 0 100 0 20 100

5.0 20 0 100 0 20 100

10.0 20 0 100 0 20 100

20.0 20 0 100 0 20 100
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表4  预处理后的含血红蛋白标本中 HPV-DNA定量检测结果

序号
A
Ct

B

Ct 偏倚(%)

C

Ct 偏倚(%)

D

Ct 偏倚(%)

E

Ct 偏倚(%)

1 20.80 21.60 3.85 20.50 -1.44 21.75 4.57 21.33 2.55

2 30.80 30.20 -1.95 31.30 1.62 31.66 2.79 31.42 2.01

3 22.21 21.35 -3.87 21.06 -5.18 23.11 4.05 23.12 4.10

4 17.90 17.50 -2.23 17.44 -2.57 18.36 2.57 18.45 3.07

5 16.50 16.80 1.82 16.07 -2.61 16.85 2.12 17.22 4.36

6 26.20 26.40 0.76 26.50 1.15 26.90 2.67 26.94 2.82

7 19.26 19.66 2.08 19.90 3.32 20.04 4.05 19.66 2.08

8 28.22 27.90 -1.13 27.83 -1.38 29.13 3.22 29.58 4.82

9 27.80 26.90 -3.24 28.50 2.52 28.63 2.99 28.67 3.13

10 23.90 23.50 -1.67 23.54 -1.51 24.35 1.88 24.67 3.22

11 21.80 21.51 -1.33 22.13 1.49 22.59 3.63 22.63 3.79

12 25.10 24.65 -1.81 25.11 0.03 25.85 2.99 25.52 1.67

13 23.65 23.27 -1.62 24.17 2.19 24.42 3.25 24.07 1.79

14 17.95 17.85 -0.54 18.18 1.28 18.43 2.67 18.39 2.46

15 28.20 27.59 -2.16 28.11 -0.31 28.91 2.53 29.19 3.51

16 26.54 26.01 -1.99 27.16 2.35 27.27 2.76 26.96 1.57

17 20.11 19.90 -1.02 20.27 0.81 20.32 1.06 19.94 -0.86

18 29.40 28.73 -2.28 29.27 -0.43 30.39 3.36 30.10 2.38

19 17.72 17.63 -0.49 17.96 1.34 18.03 1.75 17.62 -0.56

20 29.91 29.21 -2.33 30.35 1.48 30.60 2.32 30.93 3.41

  注:A表示血红蛋白水平为0.0
 

g/L;B表示血红蛋白水平为2.5
 

g/L;C表示血红蛋白水平为5.0
 

g/L;D表示血红蛋白水平为10.0
 

g/L;E表

示血红蛋白水平为20.0
 

g/L;*表示偏倚大于7.5%。

3 讨  论

  目前,已发现的HPV型别多达118种,其中与人

类生殖道黏膜感染相关的约40种,与宫颈癌及其癌

前病变密切相关的仅有13~18种[4-7]。一项来自国

际癌症研究机构的多中心病例对照研究显示,高危型

HPV感染 患 者 罹 患 宫 颈 癌 的 风 险 是 非 感 染 者 的

158.2倍[8]。因此,HPV基因型的检测对于宫颈癌的

预防、早期识别、治疗和预后都有非常重要的意义。
HPV在体外很难进行培养,而且并不是所有的

HPV感染患者都有明显的体液免疫反应,因此,通过

病原学和免疫学方法很难诊断HPV感染。核酸检测

是一种灵敏度和特异度高的检测手段,适用于 HPV
感染检测。目前,应用于 HPV分型检测的方法主要

包括多重荧光定量 PCR法、核酸杂交捕获法以及

PCR结合核酸杂交法,本研究中的两种 HPV-DNA
检测方法都是应用多重荧光定量PCR法检测多种高

危型HPV。PCR技术具有特异度高、灵敏度高、快
速、方便等优势,是目前 HPV-DNA定量检测最常用

的 方 法,普 遍 应 用 于 HPV 感 染 的 诊 断 和 动 态

监测[9-11]。
荧光定量PCR是监测原始待测核酸模板的扩增

过程,任何干扰PCR扩增的因素,都会影响扩增效率

和定量的准确性。血红蛋白是 DNA聚合酶的抑制

剂,当标本中存在红细胞时,红细胞破坏释放出血红

蛋白,血红蛋白则会不同程度地影响PCR过程,造成

假阴性结果[12-14]。在临床工作中,很多妇科疾病,如
宫颈炎性反应、宫颈癌等,常伴有阴道不规则出血,宫
颈脱落细胞标本中就会含有不同量的红细胞,可能会

造成实验结果的假阴性。但是,能够影响 HPV-DNA
检测结果的血红蛋白水平下限以及不同水平的血红

蛋白对HPV-DNA检测结果影响是否一致的报道较

少。葛燕梅等[15]报道,血性宫颈脱落细胞标本有可能

导致流式荧光杂交法 HPV分型检测假阴性结果,未
见关于血红蛋白对荧光定量PCR法检测 HPV-DNA
的影响。

本文通过制备不同水平血红蛋白的宫颈脱落细

胞标本,检测各组 HPV-DNA的载量,比较不同水平

血红蛋白对HPV-DNA检测结果的影响,发现血红蛋

白水平低于5.0
 

g/L时,HPV-DNA定性结果与原始

标本完全一致,符合率为100%,定量结果中所有标本

的Ct值偏倚均小于7.5%,均在可接受范围内。当血

红蛋白水平达到10.0
 

g/L时,HPV-DNA定性结果

有35%与原始标本结果不一致,符合率仅为65%,定
量结果中有40%标本Ct值偏倚超过7.5%,不在可
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接受范围内。当血红蛋白水平达到20.0
 

g/L时,
HPV-DNA定性结果全部为阴性,与原始标本的符合

率为0%,定量结果中有95%标本 Ct值偏倚超过

7.5%,二者均不在可接受范围内。全自动核酸提取

仪一般采用磁珠法进行核酸提取,首先将游离的核酸

分子特异地吸附到磁性颗粒表面,与蛋白质等杂质分

离,在磁场作用下经过2次洗涤,血红素中的卟啉环

和黏蛋白等干扰物均能被有效去除,从而保证核酸提

取的高纯度。由此可见,当标本中血红蛋白水平较低

于5.0
 

g/L时,HPV-DNA定性和定量检测结果均不

受影响;当标本中血红蛋白水平高于10.0
 

g/L,HPV-
DNA定性和定量检测结果均受到明显干扰,定性结

果出现假阴性,定量结果Ct值明显增大,检测结果不

可靠。
对于血性的宫颈脱落细胞标本,本研究进行了预

处理实验,即通过加入红细胞裂解液破坏红细胞,生
理盐水洗涤去除残留血红蛋白,并对预处理后的标本

进行检测,发现所有预处理后的标本中HPV-DNA定

性和定量检测结果均与原始标本一致,符合率和偏倚

均在可接受范围内,因此,该方法适合于严重溶血的

宫颈脱落细胞标本的预处理。此外,本研究还纳入了

20例 HPV-DNA阴性组,发现无论血红蛋白水平多

少,均不会对其结果产生影响。
本研究从临床送检标本中选取了10个溶血程度

较严重的标本进行血红蛋白水平检测,得到血红蛋白

水平均小于10.0
 

g/L,提示临床送检的宫颈脱落细胞

标本中所含的血红蛋白水平对 HPV-DNA检测结果

影响不大,但是如果肉眼观察到溶血程度较严重的标

本应给予重视,有必要进行标本预处理,降低待测标

本中血红蛋白的水平,保证检测结果的准确性。
4 结  论

  血红蛋白在一定程度上会影响荧光定量PCR法

检测宫颈脱落细胞标本中HPV-DNA的载量,轻度溶

血标本,即血红蛋白水平低于5.0
 

g/L时,标本无需

进行预处理,当标本中血红蛋白水平超过10.0
 

g/L
时,需要采用红细胞裂解液预处理标本后再进行检

测,以排除血红蛋白对HPV-DNA检测结果的影响。
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