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人乳头瘤病毒核酸检测试剂盒评价

曲守方，于　婷，孙　楠，高尚先，黄　杰△

（中国食品药品检定研究院体外诊断试剂一室，北京１０００５０）

　　摘　要：目的　评价人乳头瘤病毒（ＨＰＶ）核酸检测剂盒的性能。方法　用 ＨＰＶ基因分型参考品作为标准品，按照抽验方案

的要求对抽样的 ＨＰＶ核酸检测试剂盒［聚合酶链反应（ＰＣＲ）荧光探针法］的准确度、特异度和检测限进行评价。结果　准确度

和检测限的结果均符合企业产品注册标准的要求，而特异度结果中存在着 ＨＰＶ型别交叉反应现象。结论　医疗器械监督抽验

工作应将国产和进口医疗器械产品的抽验工作均纳入体系，持续监测产品的性能。

关键词：人乳头瘤病毒；　准确度；　特异度；　检测限；　交叉反应

犇犗犐：１０．３９６９／ｊ．ｉｓｓｎ．１６７３４１３０．２０１５．０２．０１５ 文献标识码：Ａ 文章编号：１６７３４１３０（２０１５）０２０１８１０２

犈狏犪犾狌犪狋犻狅狀狅犳犺狌犿犪狀狆犪狆犻犾犾狅犿犪狏犻狉狌狊狀狌犮犾犲犻犮犪犮犻犱犱犲狋犲犮狋犻狅狀犓犻狋

犙狌犛犺狅狌犳犪狀犵，犢狌犜犻狀犵，犛狌狀犖犪狀，犌犪狅犛犺犪狀犵狓犻犪狀，犎狌犪狀犵犑犻犲△

（１狊狋犇犻狏犻狊犻狅狀狅犳犻狀犞犻狋狉狅犇犻犪犵狀狅狊狋犻犮犚犲犪犵犲狀狋狊，犖犪狋犻狅狀犪犾犐狀狊狋犻狋狌狋犲狊犳狅狉犉狅狅犱犪狀犱犇狉狌犵犆狅狀狋狉狅犾，犅犲犻犼犻狀犵１０００５０，犆犺犻狀犪）

犃犫狊狋狉犪犮狋：犗犫犼犲犮狋犻狏犲　Ｔｏｅｖａｌｕａｔｅｔｈｅｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅｏｆｓａｍｐｌｉｎｇｄｉａｇｎｏｓｔｉｃｋｉｔｆｏｒｄｅｔｅｃｔｉｎｇｈｕｍａｎｐａｐｉｌｌｏｍａｖｉｒｕｓ（ＨＰＶ）ｎｕｃｌｅｉｃ

ａｃｉｄ．犕犲狋犺狅犱狊　ＨＰＶｇｅｎｏｔｙｐｉｎｇｒｅｆｅｒｅｎｃｅｍａｔｅｒｉａｌｓｗａｓｓｅｌｅｃｔｅｄａｓｔｈｅｓｔａｎｄａｒｄ．Ａｃｃｏｒｄｉｎｇｔｏｔｈｅｓａｍｐｌｉｎｇｐｌａｎ，ｅｖａｌｕａｔｅｄｔｈｅ

ａｃｃｕｒａｃｙ，ｓｐｅｃｉｆｉｃｉｔｙａｎｄｄｅｔｅｃｔｉｏｎｌｉｍｉｔｓｏｆＨＰＶｎｕｃｌｅｉｃａｃｉｄｄｅｔｅｃｔｉｏｎｋｉｔ（ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅｃｈａｉｎｒｅａｃｔｉｏｎｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔｐｒｏｂｉｎｇｍｅｔｈｏｄ）．

犚犲狊狌犾狋狊　Ｔｈｅｒｅｓｕｌｔｓｏｆａｃｃｕｒａｃｙａｎｄｄｅｔｅｃｔｉｏｎｌｉｍｉｔｗｅｒｅａｃｃｏｒｄｗｉｔｈｔｈｅｄｅｍａｎｄｓｏｆｅｎｔｅｒｐｒｉｓｅｐｒｏｄｕｃｔｒｅｇｉｓｔｒａｔｉｏｎｓｔａｎｄａｒｄ．Ｂｕｔ

ｔｈｅｒｅｗａｓｃｒｏｓｓｒｅａｃｔｉｖｉｔｙｐｈｅｎｏｍｅｎｏｎｆｏｒＨＰＶｇｅｎｏｔｙｐｅｉｎｔｈｅｓｐｅｃｉｆｉｃｉｔｙ．犆狅狀犮犾狌狊犻狅狀　Ｔｈｅｓａｍｐｌｅｔｅｓｔｉｎｇｗｏｒｋｏｆｍｅｄｉｃａｌｄｅｖｉｃｅｓ

ｓｈｏｕｌｄｆｕｌｌｙｉｎｃｏｒｐｏｒａｔｅｔｈｅｄｏｍｅｓｔｉｃａｎｄｉｍｐｏｒｔｅｄｍｅｄｉｃａｌｄｅｖｉｃｅｓｉｎｔｏｔｈｅｓｙｓｔｅｍａｎｄｃｏｎｔｉｎｕｅｔｏｍｏｎｉｔｏｒｔｈｅｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅｏｆｔｈｅｓｅ

ｐｒｏｄｕｃｔｓ．

犓犲狔狑狅狉犱狊：ｈｕｍａｎｐａｐｉｌｌｏｍａｖｉｒｕｓ；　ａｃｃｕｒａｃｙ；　ｓｐｅｃｉｆｉｃｉｔｙ；　ｄｅｔｅｃｔｉｏｎｌｉｍｉｔ；　ｃｒｏｓｓｒｅａｃｔｉｏｎ

　　宫颈癌是全球妇女中发病率仅次于乳腺癌的恶性肿瘤，在

女性生殖器肿瘤中占首位。大量的研究表明，９０％以上的宫颈

癌伴有人乳头状瘤病毒（ＨＰＶ）感染，其中高危型 ＨＰＶ感染与

宫颈癌及宫颈上皮内瘤样病变（ＣＩＮ）的发生、发展及预后密切

相关［１３］。高危型 ＨＰＶ核酸检测结合巴氏细胞涂片筛查，作

为有效的宫颈癌筛查手段可以检出宫颈癌及其癌前病变。目

前 ＨＰＶ分型检测主要采用分子生物学的方法检测 ＨＰＶ的核

酸，包括聚合酶链反应（ＰＣＲ）荧光法、ＰＣＲ反向点杂交法、杂

交捕获化学发光法以及基因芯片法等方法
［４６］。国内 ＨＰＶ核

酸检测试剂盒主要针对高度保守的编码晚期蛋白的Ｌ１基因

或全基因组进行检测。本课题组在前期工作中已经建立了

ＨＰＶ基因分型参考品（包括Ｌ１基因和全基因组）
［７８］，并制定

了相应的 ＨＰＶ核酸分型检测试剂（盒）的行业标准
［９］。为了

加强对 ＨＰＶ核酸检测试剂盒的质量监督，２０１３年国家食品药

品监督管理总局开展了 ＨＰＶ检测试剂盒抽验工作。按照抽

验方案的要求，依据企业的产品注册标准，本研究对抽样的

ＨＰＶ核酸检测试剂盒（ＰＣＲ荧光探针法）的准确度、特异度和

检测限等项目进行检测，从而对抽验的试剂盒质量进行评价，

了解国内 ＨＰＶ核酸检测试剂盒的质量现状。

１　材料与方法

１．１　仪器与试剂　荧光定量ＰＣＲ仪７５００，美国 ＡＢＩ公司。

ＨＰＶＬ１基因分型参考品（批号：３６０００２２０１００１），包括１４种

高危型 ＨＰＶ（１６、１８、３１、３３、３５、３９、４５、５１、５２、５６、５８、５９、６８、

７３），３种中等危险型（２６、５３、６６）和１３种低危型 ＨＰＶ（６、１１、

４０、４２、４３、４４、５４、６１、７０、７２、８１、８３、ＣＰ８３０４）；ＨＰＶ全基因组分

型参考品（批号：３６０００３２０１１０１），包括１１种高危型 ＨＰＶ（１６、

１８、３１、３３、３５、４５、５６、５８、５９、７３、８２），２种中等危险型 ＨＰＶ

（２６、６６），７种低危型 ＨＰＶ（６、１１、６１、６７、６９、７１、８１）和阴性参考

品；Ｎ１～Ｎ５：Ｎ１为沙眼衣原体核酸阳性、Ｎ２为单纯疱疹病毒

核酸阳性、Ｎ３为解脲脲原体核酸阳性、Ｎ４为巨细胞病毒核酸

阳性及Ｎ５为 ＨＰＶ 阴性的正常宫颈细胞提取核酸）；浓度为２

ｎｇ／ｍＬ的人类全基因组ＤＮＡ样品，中国食品药品检定研究院

提供。人乳头瘤病毒核酸检测试剂盒（批号：２０１３０９０３）由凯杰

生物工程（深圳）有限公司提供。试剂盒采用荧光探针检测技

术结合核酸扩增方法，合并检测 ＨＰＶ６型和 ＨＰＶ１１型的核酸

ＤＮＡ，并分型检测 ＨＰＶ１６型和 ＨＰＶ１８型的核酸ＤＮＡ。

１．２　方法　将约为１０
６ｃｏｐｙ／ｍＬ的人乳头瘤病毒Ｌ１基因分

型参考品中的ＨＰＶ６、１１、１６和１８，加入人类全基因组ＤＮＡ样

品后，稀释为１０５ｃｏｐｙ／ｍＬ１和１０
３ｃｏｐｙ／ｍＬ的溶液，分别用于

准确度和检测限检测；其余２６个 ＨＰＶ型别稀释为１０５ｃｏｐｙ／

ｍＬ用于特异度检测。人乳头瘤病毒全基因组分型参考品中

的阴性参考品（Ｎ１Ｎ５）以及 ＨＰＶ６７、６９、７１和８２型，用于特

异度检测。分别用 ＨＰＶ６／１１ 反应液、ＨＰＶ１６ 反应液和

ＨＰＶ１８反应液检测人乳头瘤病毒基因分型参考品。

２　结　　果

２．１　准确度　对试剂盒检测范围内 ＨＰＶ６、１１、１６和１８型国

家分型参考品进行检测，结果均为阳性，见图１（见《国际检验

医学杂志》网站主页“论文附件”）。符合企业产品注册标准中

准确度（阳性符合率）的要求，即对试剂盒检测范围内型别的

ＨＰＶ不同型别国家分型参考品或企业 ＨＰＶ阳性参比品进行

检测，要求全部为阳性结果。

２．２　特异度　试剂盒检测范围外的 ＨＰＶ８２型（全基因组）在

ＨＰＶ１６ＰＣＲ反应液中的检测结果为阳性，有交叉反应，见图２

（见《国际检验医学杂志》网站主页“论文附件”）。试剂盒检测

·１８１·国际检验医学杂志２０１５年１月第３６卷第２期　ＩｎｔＪＬａｂＭｅｄ，Ｊａｎｕａｒｙ２０１５，Ｖｏｌ．３６，Ｎｏ．２



范围外的其他 ＨＰＶ型别的国家分型参考品和阴性参考品的

检测结果均为阴性。在企业产品注册标准中，要求对试剂检测

范围外 ＨＰＶ不同型别国家分型参考品或企业 ＨＰＶ阴性参比

品进行检测，要求全部为阴性结果。

２．３　检测限　在企业产品注册标准中要求试剂盒检测范围内

的 ＨＰＶ６、１１、１６和１８型国家分型参考品的检测限均不高于

３００ｃｏｐｙ／ｍＬ。对稀释为１０
３ｃｏｐｙ／ｍＬ的ＨＰＶＬ１基因分型参

考品中的 ＨＰＶ６、１１、１６和１８溶液进行检测，结果均为阳性，

见图３（见《国际检验医学杂志》网站主页“论文附件”）。

３　讨　　论

　　随着分子生物学技术的发展，不仅可以从宫颈组织病变中

分离到 ＨＰＶ核酸ＤＮＡ，而且可以对 ＨＰＶ核酸ＤＮＡ进行分

型。根据与肿瘤的关系，ＨＰＶ可以分为低危型和高危型
［１０１１］。

低危型 ＨＰＶ包括 ＨＰＶ６、１１、４０、４２、４３、４４、５４、６１、７０、７２、８１

等型别，主要引起生殖道和肛周皮肤等湿疣类病变和ＣＩＮⅠ，

较少发生恶变；高危型 ＨＰＶ包括 ＨＰＶ１６、１８、３１、３３、３５、３９、

４５、５１、５２、５６、５８、５９、６８、７３、８２等，主要引起 ＣＩＮⅡ 、ＣＩＮⅢ和

宫颈癌的发生［１２１３］。ＨＰＶ１６型和 ＨＰＶ８２型均属于高危型

ＨＰＶ，但是分子流行病学研究表明特别是 ＨＰＶ１６感染与子宫

颈癌密切相关［１４１５］。研究报道几乎所有的ＣＩＮⅡ 、ＣＩＮⅢ都能

检测到 ＨＰＶ核酸ＤＮＡ，其中７５％～９３％是 ＨＰＶ１６型核酸

ＤＮＡ
［１６］。因此 ＨＰＶ核酸的检测在临床宫颈癌的筛查中具有

重要的检测意义。当临床标本检测到高危型 ＨＰＶ１６型阳性

时，再结合细胞学和阴道镜检查，综合检测结果进行相应处理。

由于 ＨＰＶ一些型别的基因位点相近，序列很相似，当根

据不同基因型的核酸序列设计特异度的引物和探针时，引物和

探针与不同 ＨＰＶ基因型的序列有一定程度匹配，引物探针能

够识别不同基因型从而导致交叉反应现象。在 ＨＰＶ核酸检

测试剂盒设计时，如果没有全面考虑 ＨＰＶ检测限与特异度之

间的平衡，也会造成 ＨＰＶ型别交叉反应，尤其是高危型别与

低危型别之间的交叉。研究报道 ＨＰＶ１６型特异引物与 ＨＰＶ

６６型的模板ＤＮＡ易发生错配
［１７］，ＨＰＶ６６、８２和５３型是造成

高危探针交叉反应的主要型别［１８１９］。肖克林等［２０］报道美国

Ｄｉｇｅｎｅ公司的第二代杂交捕获法（ＨＣ２）高危型探针与 ＨＰＶ

５３、６６、１１及ｃｐ８３０４（ＨＰＶ８１）等基因型发生交叉反应。在人

乳头瘤病毒核酸检测试剂盒（ＰＣＲ荧光探针法）的抽验检测

中，结果表明 ＨＰＶ８２型国家分型参考品在 ＨＰＶ１６ＰＣＲ反应

液中的检测结果为阳性，即 ＨＰＶ８２型和 ＨＰＶ１６型有交叉反

应现象。该试剂盒在临床检测中易把 ＨＰＶ８２型感染诊断为

ＨＰＶ１６型感染，引起误诊，造成过度治疗并给患者造成很大的

心理负担。

在２０１３年医疗器械监督抽验工作中发现有的 ＨＰＶ核酸

检测试剂盒存在着 ＨＰＶ型别交叉反应现象，在日常产品注册

检测和其他评价工作中发现个别试剂盒存在着漏检现象和试

剂盒中缺少内控的现象。许多国内 ＨＰＶ核酸检测试剂盒在

设计时只是参考了国外文献报道的 ＨＰＶ基因型，没有考虑国

内流行的 ＨＰＶ基因型，同时有些进口的 ＨＰＶ核酸检测试剂

盒对国内流行的个别 ＨＰＶ基因型的检出也存在着缺陷，从而

导致了漏检现象发生。尽管目前尚未进行正式要求，部分

ＨＰＶ核酸检测试剂盒在设计时缺少内标，在实验操作中未对

质控进行要求，从而影响检测结果的可靠性。这些问题影响了

临床检验中 ＨＰＶ核酸检测试剂盒的质量。

医疗器械监督抽验工作将督促企业对发现的问题进行分

析，促进企业调整试剂盒的探针设计和反应体系，避免漏检和

交叉反应，并重视试剂盒的质控设计，改进产品质量。医疗器

械监督抽验工作应将国产和进口医疗器械产品的抽验工作纳

入体系，并持续监测产品的性能。
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