
相应的效价为
0j%"!##

#此效价比较理想#可用于一般实验的

使用#如凝集反应试验#沉淀反应试验及相关的免疫学

诊断*

"+!

+

'

@2@

!

本实验经济实用#适合于初学者学习制备抗血清'本法

还可用于检测血清中各种免疫球蛋白(甲胎蛋白(乙型肝炎表

面抗原'

@2A

!

在利用双向扩散试验检测抗体时#需要时间较长#而且灵

敏度不够高#可以用免疫电泳试验来替代抗体的检测#提高效

率与灵敏度*

8+:

+

'

@2B

!

WQR,;

法试验灵敏度高#特异性好#在临床上得到广泛

应用*

3

+

'但是在操作中各环节对试验检测效果影响较大#如不

注意#将会导致显色不全(花板等结果'
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!检验技术与方法!

膜杂交多重检测技术在
\[U

基因分型中的应用

王文强!龙
!

丹!胡庆宏!易诚予!骆长玲

"南昌大学附属第一医院
!

$$###!

#

!!

摘
!

要"目的
!

应用膜杂交多重检测技术进行人乳头瘤病毒"

\[U

#基因分型诊断!以了解
\[U

亚型的感染状态$方法
!

采

用膜杂交多重检测技术对
%$%%

例患者进行
%0

种
\[U

基因亚型检测$结果
!

共检出
\[U

感染者
3"%

例!阳性率为
9#2331

$

其中高危型感染
83"

例!占
:$2"1

&低危型感染
0"8

例!占
0!2"1

&混合感染
$#3

例!占总阳性的
$%29!1

&单个亚型感染数为
!9$

例!占
!82"91

!其中最常见的
$

种亚型是
"%

%

0!

和
":

型!分别为
0$0

例"

%#2$81

#%

00#

例"

082001

#和
8!

例"

002:%1

#$不同年

龄组的
\[U

感染检出率差异明显!小于
%#

岁%

%#

!

$"

岁%

$"

!

"#

岁和大于
"#

岁的
\[U

感染检出率分别为
$2:1

%

9:281

%

9%231

和
92!1

!各年龄组低危型和高危型感染阳性率分别为
02!1

和
%2%1

%

082"1

和
$02%1

%

0#2:1

和
$%201

%

#1

和
92!1

$

结论
!

膜杂交多重检测技术在
\[U

感染基因分型中的应用具有高度特异性和敏感性!可以为临床
\[U

感染诊断和宫颈癌的监

测及预防提供可靠的实验依据$

关键词"基因型&

!

人乳头瘤病毒&

!

宫颈肿瘤&

!

膜杂交&

!

多重检测

!"#

!

0#2$3!3

"

4

2566720!8$+90$#2%#0020:2#$#

文献标识码"

;

文章编号"

0!8$+90$#

"

%#00

#

0:+%00#+#%

!!

宫颈癌是仅次于乳腺癌的最常见的妇科恶性肿瘤之一#近

年来#我国宫颈癌发病率和死亡率逐渐上升#并趋于年轻化#因

此越来越受到人们的重视'目前宫颈癌是人类所有癌症中惟

一病因明确的癌症#即人乳头瘤病毒$

B?GK7

I

K

I

5HH=GKF5J?6

#

\[U

%的感染是宫颈癌发生的必要条件和主要病因*

0+%

+

'几乎

所有的宫颈癌患者体内都检测到
\[U

#从
\[U

感染到宫颈

癌的发生需要经过多年甚至数十年的时间#如能早期发现(早

诊断和治疗#就可将宫颈癌的发病率降到最低#甚至可能杜绝

宫颈癌的发生'目前已发现了
0##

多种
\[U

亚型#其中至少

有
9#

多种亚型与宫颈病变密切相关#且不同亚型致病能力(引

起宫颈病变的病理性质有所不同'其中高危型
\[U

的持续

感染是宫颈上皮内高度病变和宫颈癌发生的主要病因#这些高

危型
\[U

主要包括
\[U0!

(

0:

(

$0

(

$$

(

$"

等*

%

+

&而低危型

\[U

$如
\[U!

(

00

(

9%

等%则常引起外生殖器湿疣等良性病变

和宫颈上皮低度病变'因此#对
\[U

的分型检测是预防宫颈

癌和早诊早治的重要手段'现应用膜杂交多重检测技术对患

者进行了
\[U

分型检测#并对其各亚型感染情况(年龄组分

布进行了分析'

>

!

资料与方法

>2>

!

一般资料
!

%$%%

例临床标本均为
%##3

年
0

月
0

日至

%#0#

年
$

月
$0

日期间到该院门诊就诊的不同年龄段女性#年

龄为
08

!

:$

岁#均用棉拭子擦取宫颈处的表皮脱落细胞'

>2>2?

!

仪器与试剂
!

检测试剂盒由凯普生物化学$潮州%有限

公司提供#每张膜条可同时检测低危型
\[U!

(

00

(

9%

(

9$

(

99

和高危型
\[U0!

(

0:

(

$0

(

$$

(

$"

(

$3

(

9"

(

"0

(

"%

(

"$

(

"!

(

":

(

"3

(

!!

(

!:

(

([:$#9

亚型'基因扩增仪为美国
;'R

公司
[W+"8##

型$使用
3!##

模式%荧光定量扩增仪#杂交仪为香港基因科技

有限公司
\\T+%

型凯普医用核酸分子快速杂交仪'

>2?

!

方法
!

将含有保养液的棉拭子混匀#取
:##

"

Q

转移到

02"GQ

的微量
W[

管中#

0%###J

"

G57

离心
%G57

#弃上清液#

按试剂说明书进行
Ô;

提取#即得
Ô;

提取液备用'在

[(]

反应管中加入已提取的待测样品
02%

"

Q

#反应总体系
%"

"

Q

'按以下条件进行扩增!

%#f 0#G57

#

3"f 3G57

变性&

3"f%#6

#

""f$#6

#

8%f$#6

共
9#

个循环#最后延伸
8%f

"G57

'杂交条件为!取
[(]

产物
%#

"

Q

在
3"f

加热
"G57

#

立即冰浴
%G57

以上#于
9"f

进行杂交试验#每步均严格按试

剂说明书操作'每批次均取试剂盒内提供的阳性标本做对照'

?

!

结
!!

果

?2>

!

%$%%

例患者共筛查出
\[U

亚型阳性标本
3"%

例#阳性

率
9#2331

'在所有
\[U

感染者中#高危型感染
83"

例#其中

)

#00%

)

国际检验医学杂志
%#00

年
00

月第
$%

卷第
0:

期
!

R7>SQKMTC@

!

O=FCGMCJ%#00

!

U=H2$%

!

O=20:



检出率最高的
$

种亚型分别为
"%

(

0!

和
":

型&低危型感染
0"8

例#其中检测率最高的
$

种亚型分别是
00

(

!

和
99

型'见表
0

'

表
0

!!

3"%

例感染者
\[U

亚型分布情况

型别 例数$

$

% 检出率$

1

% 型别 例数$

$

% 检出率$

1

%

低危型
!

! !% !2"0 $3 $$ $298

!!!!

00 8% 82"" 9" 00 029"

!!!!

9% 0# 02#% "0 08 #290

!!!!

9$ % #2%0 "% %$0 %92%!

!!!!

99 00 020" "$ 3$ 3280

高危型
!

0! %#: %02:" "! %0 %2%#

!!!!

0: 8: :203 ": 09: 0"209

!!!!

$0 "$ "2"! "3 %0 %2%#

!!!!

$$ 0#: 002$9 !! $8 $2::

!!!!

$" ! #2!$ !: "3 !2%#

([:$#9 :9 :2:%

?2?

!

对所有
\[U

感染者按不同年龄进行分组#

\[U

感染者

主要是
%0

!

"#

岁年龄段#占所有感染者的
302!1

'

%#

岁以下

的青少年及
"#

岁以上的老年人感染率较低#但值得注意的是#

"#

岁以上的老年人感染的
\[U

均为高危型#需引起重视'见

表
%

'

表
%

!!

3"%

例
\[U

亚型感染阳性率年龄分布情况

年龄 低危型例数$

1

% 高危型例数$

1

% 总阳性例数$

1

%

$

%#

岁
0"

$

02!

%

%0

$

%2%

%

$!

$

$2:

%

%0

!

$"

岁
!8

$

082"

%

%38

$

$02%

%

9!9

$

9:28

%

$!

!

"#

岁
0#$

$

0#2:

%

$#"

$

$%20

%

9#:

$

9%23

%

'

"#

岁
#

$

#

%

99

$

92!

%

99

$

92!

%

?2@

!

对每例感染者的
\[U

感染情况进行分析#

\[U

的感染

以单亚型感染为主#但同时存在
$%29!1

的混合感染病例'在

混合感染的患者中#以
%

种亚型混合感染最常见#为
%#%

例

$

%02%%1

%#其次为
$

种亚型感染
3#

例$

329"1

%#

$

种以上亚

型感染者少见#为
08

例$

02831

%#检出率最高的
$

种亚型与

单亚型感染患者中的情况一致#均为
"%

(

0!

和
":

型'但通过

对
%

个感染群体检出率的对比分析发现#检出率最高的这
$

种

亚型在混合感染者中的检出率$

:82$:1

%较在单亚型感染者中

$

932$#1

%明显较高'在混合感染者中#单纯高危型混合感染

患者为
"8"

例#占
!#29# 1

#单纯低危型感染为
!:

例#占

82091

#高(低危型混合感染
$#3

例#占
$%29!1

'见表
$

'

表
$

!!

\[U

单亚型感染分布情况

型别 例数$

$

% 检出率$

1

%

高危型
"8" !#29#

低危型
!: 8209

混合型
$#3 $%29!

%

种亚型
%#% %02%%

$

种亚型
3# 329"

$

种以上
08 0283

@

!

讨
!!

论

目前广泛应用于检测
\[U Ô;

的方法有两种!一种是

传统直接检测核酸
Ô;

$

[(]

%法#另一种是放大核酸信号法'

膜杂交多重检测技术集中了
Ô;

阵列(

Ô;

探针(核酸杂

交(酶联显色四方面技术#是近几年发展创新的基因诊断技术#

它分型更广#克服传统杂交时间长#杂交率低的不足#能快速(

敏感(高特异性(多通道对
[(]

产物进行鉴定*

$

+

'本实验结果

显示#

\[U

感染率
9#2331

#与国外报道的
":2"1

有一定差

异#可能与种族(地域差异有关*

9

+

'

\[U

亚型感染多集中在

%0

!

"#

岁年龄段#其阳性率占
302!1

'在大于
"#

岁年龄段#

未出现低危型感染#仅有
92!1

的高危型感染'不同年龄段

\[U

的感染情况同
'?JY

等*

9

+观点一致#

\[U

感染阳性率在

中青年性生活时达到一个高峰值后#随年龄的增长而明显下

降'患者中存在
\[U

亚型多重感染现象#最多者达到
3

种感

染#大多数多重感染中含有一种或两种以上高危型#从宫颈上

皮细胞瘤样病变$

(RO

%发展到宫颈癌需
0#

!

0%

年#而
\[U

多

重感染可能导致此癌变的时间缩短'

\[U

亚型感染的高阳性

率及年轻化趋势应引起临床的关注'高危型
\[U

与宫颈癌(

外阴癌(肛门癌等恶性肿瘤相关#其中
\[U0!

和
\[U0:

是宫

颈癌中最常见的型别#其次是
\[U"%

(

"!

(

":

*

"

+

'本研究显示#

\[U0!

亚 型 阳 性 率 为
%02:"1

#

\[U0:

亚 型 阳 性 率 为

:2031

#

\[U"%

高达
%92%!1

#

\[U":

为
0"2091

#而
\[U"!

仅有
%2%#1

#这与种族人群有一定关系'低危型中
\[U!

(

00

型极少出现在宫颈恶性组织中#主要引起外生殖器尖锐湿疣和

宫颈良性病变#

\[U0!

是感染极高的型别#主要与宫颈鳞癌的

发生有关#其次是
\[U0:

与宫颈腺癌的发生有关*

!

+

'

\[U

基因分型诊断使流行病学的研究更深入化#定期(及

时地进行
\[U

基因分型诊断是预防宫颈癌的有效途径'分

子杂交技术证明在低危型
\[U

引起的尖锐湿疣中#病毒多以

游离形式存在#而在高危型
\[U0!

引起的宫颈癌中#绝大部

分病毒
Ô;

已整合入宿主细胞
Ô;

中#而在
\[U Ô;

中

出现基因缺失或突变*

8+:

+

'膜杂交多重检测技术的应用实现了

可同时进行
\[U

多种亚型检测#为临床诊断及科研提供更充

分的数据#因此膜杂交多重检测技术在
\[U

基因分型诊断应

用中具有重要意义'
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