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摘
!

要"目的
!

比较荧光定量聚合酶链式反应"简称荧光定量法#与基因芯片分型法"简称基因芯片法#在检测人乳头瘤病毒

"

,&Y

#中的灵敏度!分析两者的差异及临床意义$方法
!

以
!91

例女性为研究对象!其中
"""

例行液基细胞学诊断%

"$#

例行组

织学诊断!采用荧光定量法和基因芯片法检测所有受试者
"#

种高危
,&Y

基因型!并进行比较分析$结果
!

荧光定量法检测

,&Y

的灵敏度为
##0!/2

!基因芯片法灵敏度为
##01.2

!二者比较!差异无统计学意义"

M

&

%0%#

#&两种方法检测结果有较高的

一致性"

&

V%079#

#&

,&Y

阳性率随宫颈病变程度增加而上升$结论
!

荧光定量法和基因芯片法检测
,&Y

具有较高的一致性!两

者检测灵敏度都较高!宫颈病变的严重程度与
,&Y

感染呈正相关$

关键词"人乳头瘤病毒&

!

荧光定量聚合酶链式反应&

!

基因芯片分型法
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宫颈癌是一种严重威胁女性健康的恶性肿瘤#据全世界范

围内统计#其发病率仅次于乳腺癌#位居女性恶性肿瘤的第
!

位)目前#全球每年约有
#!0.

万女性患宫颈癌#每年约有
!70#

万女性死于该病)

/$2

的宫颈癌患者分布于发展中国家#宫颈

癌现已成为发展中国家女性癌症病死率最高的恶性肿瘤)中

国是世界上宫颈癌患病人数最多的国家#每年约有
"$

万的新

发病例#以及
!

#

$

万死亡病例)几乎所有的宫颈癌病例$约

..2

%都与生殖器官人乳头瘤病毒$

,&Y

%感染有关#如能尽早

准确地行宫颈病变的
,&Y

分型检测#对宫颈癌的防治具有十

分重要的意义'

"89

(

)荧光定量聚合酶链式反应$以下简称荧光

定量法%以其省时+简单+易操作等优点已成为目前临床筛查宫

颈病变
,&Y

感染最常用的方法)而基因芯片分型法$以下简

称基因芯片法%具有高通量#能够对多种
,&Y

进行准确的分

型#现已被广泛接受)本文旨在比较荧光定量法与基因芯片法

检测
"#

种高危型
,&Y

的敏感性及其差异)现将结果报道

如下)

@

!

资料与方法

@0@

!

一般资料
!

收集
!%"9

年
"

#

/

月在南京市中医院+南京

市六合区人民医院+江苏省扬中市人民医院+安徽省当涂县人

民医院妇科门诊就诊的
"""

例女性的细胞标本#其中体检者

9%

例+低度病变者
#%

例+盆腔炎患者
""

例+宫颈尖锐湿疣患

者
!

例+宫颈肥大患者
"

例+宫颈细胞病理学意义未明的不典

型鳞状细胞$

+R'*R

%患者
1

例及肛门上皮内瘤变$

+)Z

%

*

级

患者
"

例)收集
!%%/

年
"

月至
!%"9

年
/

月在上述各医院病

理科病理组织学诊断为宫颈病变的
"$#

例女性患者的石蜡组

织标本#其中宫颈上皮内瘤变$

')Z

%

!

级
#$

例+

')Z

"

级
!7

*

#/$$

*

国际检验医学杂志
!%"#

年
"!

月第
$1

卷第
!$

期
!

)6>WQ@IS=J

!

X=E=FI=B!%"#

!

Y;G0$1

!

Z;0!$

"

基金项目!南京市卫生局中医专项支助项目$

!%%.8.!

%)

!

作者简介!龙秀荣#女#副主任医师#主要从事宫颈癌及癌前病变
,&Y

感染基

因分型研究)

!

#

!

通讯作者#

-8F@4G

!

J

M

E7!%

$

"1$0E;F

)



例+

')Z

*

级
!/

例+宫颈癌
!7

例)纳入的所有受试者年龄

!%

#

71

岁#平均$

9$07#e#0"%

%岁)病理诊断均由
!

位高年资

主治以上医师按照世界卫生组织妇科肿瘤的组织学分类标准

进行复阅)

@0A

!

仪器与试剂
!

+P)7#%%

型实时荧光定量聚合酶链式反

应$

&'(

%仪$美国
+P)

公司%&

!9%%

型基因扩增仪$美国
&-

公

司%&

[ii8$

型分子杂交仪$兴化市分析仪器厂%&

-

HH

=6J;BD

#/"%(

型高速冷冻离心机$德国艾本德公司%&

P,'8"$%%

"

+!

型生物安全柜$苏州市安泰空气技术有限公司%)

"#

种高危型

,&Y

核酸扩增荧光定量分型检测试剂盒#由湖南圣湘生物科

技有限公司提供&

!$

种高低危型
,&Y

基因分型检测试剂盒#

由亚能生物技术$深圳%有限公司提供)显色液须新鲜配制#使

用时所需浓度加蒸馏水配制)

@0B

!

方法

@0B0@

!

标本采集及保存
!

$

"

%细胞标本!采用窥阴器或阴道扩

张器充分暴露宫颈#用棉拭子擦去宫颈口过多的分泌物#将采

样宫颈刷置于宫颈口#顺时针旋转宫颈刷
9

#

#

圈#慢慢抽出#

以获得足够的宫颈上皮细胞标本#然后沿刷柄折痕处折断刷

头#将宫颈刷头部放入洗脱管中#旋紧洗脱管盖#做好标本标

识#保持采集管直立#放入
f!%b

冰箱保存待测)$

!

%石蜡组

织标本!先去除每份石蜡组织标本周边多余的石蜡#将其石蜡

组织切成
9

'

F

厚的切片#

$

#

#

片即可)用专用镊子轻轻夹

取#放入小离心管中#切第
!

份石蜡组织标本前#用次氯酸钠溶

液擦刀片及镊子各
$

次)

@0B0A

!

XZ+

的提取与检测
!

$

"

%细胞标本!将宫颈刷头充分

漂洗后#把洗脱液全部转移至
"0#FQ

离心管中#

"$%%%B

"

F46

离心
"%F46

#弃上清液#保留管底的细胞#随后加入裂解液
#%

'

Q

#充分振荡混匀&$

!

%石蜡组织标本!将石蜡组织切片放入

"0#FQ

离心管中#加入裂解液
"#%

'

Q

#充分振荡混匀#两者均

在金属浴中
"%% b

加热
"%F46

#立即
"$%%%B

"

F46

离心
"%

F46

#取中间层
XZ+

溶液待用)

&'(

扩增+杂交+孵育和显色

按说明书进行规范操作)每份标本显色后根据有无杂交信号

判断结果)

@0C

!

统计学处理
!

两种检测方法都以
"#

种相同的高危型

,&Y

$

,&Y8"1

+

"/

+

$"

+

$$

+

$#

+

$.

+

9#

+

#"

+

#!

+

#$

+

#1

+

#/

+

#.

+

11

+

1/

%阳性作为评判标准#

"

种及
"

种以上型别阳性均计为
"

例#

每份细胞和组织标本中
,&Y

感染率及各
,&Y

型别的百分比

采用
,&Y

分型统计软件$由南京倍宁医疗器械有限公司提

供%进行分析#所得数据采用
R&RR"70%

统计软件进行统计学

分析#计数资料以例数或百分率表示#比较采用
)

! 检验或

[45A=B

确切概率法#一致性评价采用
O@

HH

@

值$

&

%#以
(

V%0%#

为检验水准#

M

'

%0%#

为差异有统计学意义)

A

!

结
!!

果

A0@

!

两种方法检测结果的一致性
!

基因芯片法检出阳性
"$7

例#总阳性率为
##01.2

$

"$7

"

!91

%#其中一型感染
"%#

例+二

型感染
!#

例+三型感染
9

例+四型感染
$

例&荧光定量法检出

阳性
"$1

例#总阳性率为
##0!/2

$

"$1

"

!91

%#其中一型感染

"%9

例+二型感染
!9

例+三型感染
1

例+四型感染
!

例)两种

方法检测总阳性率比较#差异无统计学意义$

)

!

V%0%%/

#

M

&

%0%#

%)两种方法检测阳性符合率为
//0$!2

$

"!"

"

"$7

%#阴性

符合率为
/10!92

$

.9

"

"%.

%#总符合率为
/709%2

$

!"#

"

!91

%#

有较高的一致性$

&

V%079#

%)两种方法检测结果比较#见

表
"

)

表
"

!!

两种方法检测结果比较

基因芯片法
荧光定量法

g f

合计

g "!" "1 "$7

f "# .9 "%.

合计
"$1 ""% !91

A0A

!

两种方法检测
,&Y

基因型别的一致性
!

采用两种

,&Y

分型法分别检测
"#

种高危型
,&Y

#

"

种及
!

种
,&Y

型

别完全一致者共
/#

例#分型符合率为
7%0!#2

$

/#

"

"!"

%&其中

"

种型别完全相同者
79

例#占
/70%12

$

79

"

/#

%#

"1

+

#/

+

#!

+

"/

+

$$

+

#"

+

$"

+

$#

+

#$

+

#1

+

$.

+

11

+

1/

型分别为
!1

+

""

+

.

+

/

+

1

+

$

+

!

+

!

+

!

+

!

+

"

+

"

+

"

例&

!

种型别完全相同者
""

例#占
"!0.92

$

""

"

/#

%#

其中
"1g$"

+

"1g$#

+

"1g#"

+

"1g#/

+

$"g$$

+

$"g#!

+

$"g#$

+

$"g#/

+

#"g#/

+

#$g#/

+

#.g1/

型各
"

例)基因芯片法检出

"$7

份阳性标本中
"#

种高危型
,&Y

出现频数为
"7.

次#荧光

定量法检出
"$1

例阳性标本中出现频数为
"7/

次)

A0B

!

不同受试者两种方法检测阳性率
!

见表
!

)

表
!

!!

不同受试者两种方法检测阳性率

临床诊断
)

荧光定量法

阳性例数

$

)

%

阳性率

$

2

%

基因芯片法

阳性例数

$

)

%

阳性率

$

2

%

体检
9% 7 "70#% 7 "70#%

+R'*R 1 ! $$0$$ ! $$0$$

低度病变
#% !% 9%0%% !$ 910%%

其他病变
"# 1 9%0%% 9 !1017

')Z

!

级
#$ !% $7079 !! 9"0#"

')Z

"

级
!7 !7 "%%0%% !1 .10$%

')Z

*

级
!/ !/ "%%0%% !7 .109$

宫颈癌
!7 !1 .10$% !1 .109$

B

!

讨
!!

论

,&Y

属乳头瘤病毒科#是一类特异感染人类上皮和黏膜

的微小共价双链环状
XZ+

病毒)

,&Y

感染主要通过性传播

方式#感染者通常没有症状#由于其某些型别可导致宫颈肿瘤

的发生#因此已受到广泛的关注)大量流行病学研究已明确显

示#

,&Y

持续性感染是宫颈癌发病的首要条件)

,&Y

阴性者

几乎不会发生宫颈鳞癌#大部分
,&Y

感染者仅为一过性感

染#只有小部分
,&Y

持续性感染者才可能发展为宫颈癌前病

变和宫颈癌)宫颈癌早期症状并不明显#其发展过程中又存在

着较长的+可逆转的癌前病变期'

"

#

#87

(

)此外#

,&Y

型别众多#

各型别致病力也存在较大的差异#依据
,&Y

致癌风险性的高

低#将其分为两大类!$

"

%低危型#包括
,&Y81
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)因此#对宫颈细胞和组织进行
,&Y

分型检测#将有

助于有效识别宫颈癌的高危人群#对宫颈癌的防控和疫苗的研

发意义也很大)本文就荧光定量法与基因芯片法对
"#

种高危

型
,&Y

分型检测的结果进行对比研究)

本研究结果显示#基因芯片法检测总阳性率为
##01.2
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荧光定量法为
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#差异无统计学意义$
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%#提示两

种
,&Y

检测方法的敏感性无明显差异)比较两种
,&Y

分型

法检测结果#

"

种及
!

种
,&Y

分型结果完全一致者
/#

例#其

中
"

种型别完全相同者
79

例$

/70%12

%#以
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型为主&
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种型别完全相同者
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次&暂未发现
$

种型别完全相同的感染者)提示宫颈细胞

的
,&Y

感染#是以
"

种型别感染为主#多种型别感染为辅的

感染模式)同时也进一步说明
,&Y

感染宫颈细胞时#一般以

"

种型别感染
"

个细胞#当患者只感染了
"

种型别的
,&Y

时#

若取到被感染细胞即可检出
,&Y

#若所取细胞为未感染细胞

则无法检出
,&Y

#这也可以从某种程度上理解两种检测方法

分型完全一致者所占百分比最高)而对于
!

种型别及以上的

,&Y

感染#取到同时感染
!

种及以上
,&Y

型别的细胞的概

率却大大降低#其中包括了宫颈细胞取样及试验操作细胞取样

两个环节)这使得
!

种
,&Y

型别完全相同的感染者百分率

较低#而未检出
$

种
,&Y

型别完全相同的感染者#进一步说

明多型别完全相同的感染者非常罕见#即使用同一种分型检测

法对同一患者进行多次多种型别
,&Y

检测#也往往会出现不

同的结果)

根据
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的分类#
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研究显示#

"#

种高危型
,&Y

感染频率在宫颈鳞癌中为

./0."2

#在宫颈腺癌中为
"%%0%%2

#

"#

种高危型
,&Y

感染

频率都很高)因此#检测
"#

种高危型
,&Y

基本满足了宫颈

癌筛查及妇科宫颈疾病防治的需要)本研究结果显示#两种方

法检测结果有较高的一致性$

&

V%079#

%#其中阳性符合率为

//0$!2

#阴性符合率为
/10!92

#总符合率为
/709%2

)持续

性
,&Y

感染是女性宫颈肿瘤的患病信号#携带整合的
,&Y

基因组的女性发展成高级别
')Z

和宫颈癌的概率明显高于已

清除
,&Y

感染的女性)因此#

,&Y

分型检测对于预测
')Z

病变的转归有着重要的作用)现
,&Y

被认为是所有级别

')Z

病变的主要高危因素#而
')Z

"

+

')Z

*

级病变与
,&Y

的

关联度明显高于
')Z

!

级病变)高危型
,&Y8"1

+

"/

阳性者较

低危型
,&Y81
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阳性者
')Z

病变进展的概率大大增加'
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#
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(

)

本研究从体检女性到
+R'*R

及低度病变女性#从
')Z

!

+

')Z

"

+

')Z

*

级到宫颈癌患者#

,&Y

感染率随宫颈病变程度的增

加而上升)尤其
,&Y8"1

+

"/

型#是所有宫颈肿瘤中最为强势

的型别#出现频率也最高)因此#临床妇科医生应该对宫颈病

变的患者进行
,&Y

分型检测#尤其对
$#

岁以上伴有
,&Y8

"1

+

"/

型持续性感染者应给予更多的关注#建议行宫颈细胞的

XZ+

倍体和液基细胞学检查#以便早期及时预警#把宫颈癌阻

止在癌前病变阶段'

"$8"9

(

)

从临床角度来看#基因芯片法通量大#灵敏度高#采用的是

高低危型
,&Y

组合搭配检测模式#不但能够对人体各个部位

的各种疣类病变进行
,&Y

分型检测#也可以对人体宫颈及其

他部位因
,&Y

感染致癌或致瘤病变组织和细胞进行分型检

测#既可以明确
,&Y

感染相关疾病的病因#也可以了解其分

子流行病学情况#对此类疾病的防控及
,&Y

疫苗的研发具有

重大的指导意义)荧光定量法灵敏度高#由于其均为高危型

,&Y

设计模式#只能检测
"#

种高危型
,&Y

#并可对
"#

种高

危型
,&Y

准确分型#一般主要用于宫颈肿瘤的筛查)此外#

荧光定量法还可以对高危型
,&YXZ+

进行定量分析#可作

为宫颈肿瘤的疗效评估指标)并且#荧光定量法无需洗脱等繁

琐步骤#比基因芯片法快捷)

综上所述#荧光定量法与基因芯片法均是目前临床
,&Y

检测的主要方法#两种方法各有其优缺点)应根据
,&Y

感染

的不同疾病#正确合理地选用这两种检测方法#发挥各自优点#

服务于临床)
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