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用价值%方法
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!以细胞组织学诊断为标准分为未见上

皮内病变或恶性病变"

QMLK

#组"

#"%
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例#%比较各组患者
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阳性率!通过

统计学方法比较
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种方法的差异性%结果
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例标本中
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种方法检测
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阳性率与
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组比较差异均
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核酸扩增检测
&NP4[Q5

具有很高的特异性与灵敏度%在临床筛查诊疗中
N(W4

荧光法

具有更高的应用价值!而在非高危性
&NP

检测领域和科研领域
N(W4

膜杂交法更具优势%

&NP4[Q5

检测结合细胞组织病理学

检查可提高
&NP

感染诊断的准确性与临床指导意义%

关键词"乳头状瘤病毒科&

!

聚合酶链反应&

!

荧光&

!

膜杂交法

!"#

!

#$,!+)+

"

0

,1223,#).!4*#!$,%$#),$%,$%"

文献标识码"

5

文章编号"

#).!4*#!$

"

%$#)

#

$%4$%$"4$!

J/02%&

'

()(.*90(,(4

6

+*+%,./010.02.*%,%-3GTI!U75

6

G$;I-4<%)0+20,20(,1G$;I&0&5)(,0/

6

5)*1*S(.*%,

*+$-#'7'%

#

1,'#'%

(

+-%

(

#

!,$%

(

/+$-<+'

$

1+$%

(

@+,A">'8$7K"@6'%

(

1"%6"5

#

1+$%

(

@+,

#

B'$%

(

@,%#""$$

#

1+'%$

%

75+.)(2.

!

"5

8

02.*90

!

67<]

'

C7;<A1@@<;<3=:

''

C18:=1737@N(W4@CF7;<28<38<9<=E7A:3AN(W4E

?

D;1A1S:=1739<=E7A13=E<A1:

B

4

372127@EF9:3

'

:

'

1CC79:>1;F2

$

&NP

%

13@<8=173,:0./%1+

!

(C1318:C2:9

'

C<2G<;<87CC<8=<A:3AA<=<8=<AD

?

N(W4@CF7;<28<38<

9<=E7A:3AN(W4E

?

D;1A1S:=1739<=E7A;<2

'

<8=1><C

?

,6E<8<CCE12=7C7

B

18:CA1:

B

37212G:2F2<A=7879

'

:;<=E<

'

721=1><;:=<7@&NP4

[Q5A<=<8=173D<=G<<3=E<=G79<=E7A2

#

:3A=E<A1@@<;<38<G:2:3:C

?

S<AD

?

2=:=12=18:C9<=E7A,6E<2

'

<819<32G<;<A1>1A<A13=737

13=;:<

'

1=E<C1:CC<21737;9:C1

B

3:38

?

$

QMLK

%

B

;7F

'

$

#"%8:2<2

%#

:=

?'

18:C2

J

F:97F28<CCE

?'

<;

'

C:21:7@F3̂37G321

B

31@18:38<

$

5\(4&

%

B

;7F

'

$

%.8:2<2

%#

C7Gc

B

;:A<2

J

F:97F213=;:<

'

1=E<C1:CC<2173

$

L\ML

%

B

;7F

'

$

%#8:2<2

%#

E1

B

Ec

B

;:A<2

J

F:97F213=;:<

'

1=E<C1:CC<2173

$

&\ML

%

B

;7F

'

$

%8:2<2

%

:3A2

J

F:97F28<CC8<;>18:C8:;81379:

$

\((

%

B

;7F

'

$

%8:2<2

%

,;0+<4.+

!

5973

B

%$*8:2<27@2

'

<819<32

#

=E<

;<2FC=27@N(W4@CF7;<28<38<2E7G<A).8:2<2G<;<

'

721=1><

#

#!.8:2<2G<;<3<

B

:=1><

#

=E<

'

721=1><;:=<G:2!%,/-,6E<A<=<8=173;<4

2FC=27@N(W49<9D;:3<E

?

D;1A1S:=1732E7G<A+*8:2<2G<;<

'

721=1><

#

##$8:2<2G<;<3<

B

:=1><

#

=E<

'

721=1><;:=<G:2*),#-,"%8:4

2<2G1=E:D37;9:C8<CC2G<;<@7F3AD

?

F213

B

8

?

=7C7

B

18:C<]:913:=173

#

=E<

'

;7

'

7;=17312%","-,d1=E13QMLK

B

;7F

'

N(W4@CF7;<24

8<38<9<=E7A:3AN(W49<9D;:3<E

?

D;1A1S:=173&NP

'

721=1><;:=<2G<;<#%,"-:3A%/,!-;<2

'

<8=1><C

?

#

=E<A1@@<;<38<G:22=:=124

=18:CC

?

21

B

31@18:3=

$

H

&

$,$"

%

,K<:3GE1C<=E<

'

721=1><;:=<13=E<

B

;7F

'

7@:D37;9:C8<CC2G<;<+%,!-:3A+/,#-

#

=E<A1@@<;<38<G:2

37=2=:=12=18:CC

?

21

B

31@18:3=

$

H

(

$,$"

%

,5==E<2:9<=19<

#

=E<A1@@<;<38<G:22=:=12=18:CC

?

21

B

31@18:3=D<=G<<3=E<

'

721=1><;:=<7@:D4

37;9:C&NP8<CC

B

;7F

'

:3A=E<QMLK

B

;7F

'

$

H

&

$,$"

%

,$%,24<+*%,

!

&NP4[Q5A<=<8=<AD

?

N(W:;<2

'

<81@18:3A2<321=1><,[F;13

B

8C1318:CA1:

B

37212:3A=;<:=9<3=

#

N(W4@CF7;<28<38<9<=E7AE:2E1

B

E<;:

''

C18:=173>:CF<

#

GE1C<13=E<A<=<8=173:3A;<2<:;8E7@C7Gc

;12̂ &NP

#

N(W9<9D;:3<E

?

D;1A1S:=173E:297;<:A>:3=:

B

<2,6E<A<=<8=1737@&NP4[Q5879D13<AG1=E8<CCE12=7C7

B

18:CA1:

B

37212

8:319

'

;7><=E<A1:

B

372=18:88F;:8

?

7@&NP>1;:C13@<8=173,

=0

6

>%)1+

!

'

:

'

1CC79:>1;1A:<

&

!'

7C

?

9<;:2<8E:13;<:8=173

&

!

@CF7;<28<38<

&

!

9<9D;:3<E

?

D;1A1S:=173

!!

人乳头瘤病毒$

&NP

%是妇女生殖道感染的常见病原体#

是宫颈上皮内瘤变$

(MQ

%和宫颈癌的主要病因*有研究表明#

++-

宫颈癌患者存在
&NP

感染#在美国至少有
/$-

妇女到
"$

岁时有过一次以上
&NP

感染史(

#
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*由于
&NP

感染与宫颈癌

的高度相关性#而
&NP

阴性者几乎很少发生宫颈癌&且
&NP

感染与宫颈癌的发生具有时序关系#不同亚型
&NP

在致病性

方面均存在差异(

%

)

#所以在临床对宫颈癌的筛查中进行
&NP

及其分型检测是一项极其重要的检查手段*

&NP

分型检测对

临床
(MQ

和宫颈癌筛查和评估'治疗后的随访'病程进展监测

及人群流行病学状态和病毒疫苗的研制均具有重要意义*目

前国内临床进行
&NP[Q5

检测的主要方法为实时荧光
N(W

与杂交捕获法(
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*本研究采用
N(W4

荧光法与
N(W4

膜杂交法
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国际检验医学杂志
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同时检测临床标本中的
&NP

并以细胞学诊断作为依据对检

测结果进行分析和评估#现报道如下*
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资料与方法
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一般资料
!

选择
%$#*

年
#

月至
%$#*

年
#%

月江苏省常

熟市第二人民医院妇科门诊患者
%$*

例作为研究对象#年龄

%$
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)$

岁#平均$

!),"h.,$

%岁#均存在性生活史并自愿接受

细胞学和
&NP

病毒学检测*所有检测标本均为从受检者宫

颈口鳞'柱状上皮交界处采集#使用一次性棉拭子*采样前拭

去宫颈口过多分泌物#将宫颈刷伸入宫颈外口#轻压旋转取得

脱落细胞*迅速将宫颈刷浸入盛有
#9L

无菌生理盐水的样

本管中#充分漂洗#贴壁挤干后即刻送检*细胞学检查标本采

用专用脱落细胞采集器采集#即时送检*
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#取沉淀#采用

港龙生物技术有限公司提供的试剂盒提取标本
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#取
%
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L

待测
[Q5

加入试剂盒提供的反应管*管内含有根据
#!

种高

危型
&NP

的
L#

基因靶序列设计一组高度特异的引物和探

针#在同一
N(W

反应中检测宫颈脱落细胞中的
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种高危型
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*反应参数为
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#
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个循环$
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#
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N(W4

荧光法是在
N(W

过程

中使用荧光
N(W

检测仪同时记录荧光标记探针在分子杂交时

每次
N(W

循环释放出的荧光能量变化#直接反映出
N(W

扩增

产物量的变化*采用美国
5VM."$$

自动记录荧光值变化并转

换成
[Q5

模板量#用以判断检测结果*设立
&NP

阴性对照'

临界阳性对照和强阳性对照#以保证质量受到控制*
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N(W4

膜杂交法
!

该法采用基因扩增技术及导流杂交

原理#通过反向点杂交检测扩增产物与包被有型特异性探针膜

杂交结果#再用碱性磷酸酶系统定性检测#从而对
%#

种
&NP

基因型$
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和
(N/!$*

%进行分型检测分析*标本采集与

[Q5

提取与
N(W4

荧光法相同#采用凯普生物化学有限公司提

供的分型检测试剂盒#将
N(W K1]

'
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酶和
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模板按比

例混匀*扩增参数!
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#
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个循环$
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*所有产物用于杂交过程#详细

步骤参照说明书操作*在显色过后检测结果阳性为清晰可见

的蓝紫色圆点*根据膜条
&NP

分型分布图#判断阳性点为何

种
&NP

类型*全程设立阴'阳性对照*
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细胞组织学检查
!

根据
%$$#

年贝塞斯达分类系统

$
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%将宫颈鳞状上皮细胞学检查结果分为未见上皮内病变

或恶性病变$

QMLK

%'意义不明的非典型鳞状上皮细胞增生

$

5\(4&

%'鳞状上皮细胞低度病变$

L\ML

%'鳞状上皮细胞高度

病变$

&\ML

%和宫颈鳞癌$
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统计学处理
!

应用
\N\\#+,$

统计软件进行数据分析#

计数资料以率或构成比表示#采用
%

% 检验和相关性分析比较

两种方法的相关性*
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为差异有统计学意义*
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结
!!

果
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!

细胞组织学检查结果
!

%$*

例受检者中
QMLK#"%

例

$

.*,"-

%#提示存在细胞异常
"%

例$

%","-

%#其中
5\(4&%.

例#

L\ML%#

例#

&\ML%

例#

\((%

例*
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&NP4[Q5

检测结果
!

细胞异常组
%

种方法的
&NP4

[Q5

检出率均很高#

N(W

法检测
&NP4[Q5

具有很高的灵敏

度与特异性*

N(W4

荧光法检测阴性
#!.

例#阳性
).

例#阳性

率为
!%,/-

&

QMLK

组检测阳性
#+

例#阳性率为
#%,"-

#细胞

异常组检测阳性
*/

例#阳性率为
+%,!-

*

N(W4

膜杂交法检测

阴性
##$

例#阳性
+*

例#阳性率为
*),#-

&

QMLK

组检测阳性

*!

例#阳性率为
%/,!-

&细胞异常组检测阳性
"#

例#阳性率为

+/,#-

*细胞异常组患者
%

种方法检测
&NP

阳性率与
QMLK

组比较差异均有统计学意义$
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%*见表
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表
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种方法在细胞组织学分组中检测阳性
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情况比较&
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荧光法
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膜杂交法
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!与
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组比较#
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%

种方法检测结果比较
!

N(W4

荧光法和
N(W4

膜杂交法

在
QMLK

组检测阳性率分别为
#%,"-

'

%/,!-

#差异有统计学

意义$

H

&

$,$"

%&在细胞异常组检测阳性率分别为
+%,!-

'

+/,#-

#差异无统计学意义$
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%*见表
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表
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种方法检测结果比较&

%

#

-

$'

组别 阴性 阳性
%

%
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QMLK

组$
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N(W4

荧光法
#!!
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#+
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%

##,).$$,$$#
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N(W4

膜杂交法
#$+

$
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%
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%/,!
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细胞异常组$
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!

N(W4

荧光法
*
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%
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膜杂交法
#

$
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%
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论
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从方法学来看#

N(W4

膜杂交法也是建立在常规
N(W

基础

上的#增加膜杂交显色过程#其检测结果只能进行定性分析#以

检测位点出现信号与否进行判断#信号点的强弱不能提供定量

方面的参考*除
N(

位点外膜条上各检测位点有信号#说明感

染了相应的基因型#即使是混合型感染也能分辨(

*

)

*但该法比

N(W4

荧光法多一步杂交显色#操作步骤稍显繁琐#同时杂交显

色过程中增加了实验室
N(W

产物污染的风险*

N(W4

荧光法

是在常规
N(W

基础上加入荧光标记探针#从扩增到检测完均

在封闭反应管内进行#从而避免了实验室产物交叉污染的可

能*

N(W4

荧光法可以实时荧光监测扩增过程并且能提供准确

的半定量分析#结果可靠#非常适用于针对高危
&NP

亚型流

行病学的筛查(

"

)

*由于该法检测宫颈
&NP

感染具有快速'简

便'准确的优点#且适用于多种样本类型#成本相对较低#在严

格进行实验室质量控制的情况下#该法不失为临床
&NP

检测

的一种理想方法(

)4/

)

*

+
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本研究结果显示#

&NP

感染在细胞组织学分类检测中呈

现不同的阳性比例#

QMLK

组明显低于细胞异常组*从表
#

可

见#

N(W4

荧光法与
N(W4

膜杂交法检测结果均证明这一点#建

立在
N(W

基础上的
&NP4[Q5

检测技术具备很高的灵敏度

与特异性*

%

种方法在细胞异常组检测阳性率比较差异无统

计学意义$

H

(

$,$"

%#说明
&NP

感染与宫颈病变具有直接相

关性*但在
QMLK

组中
%

种方法检测阳性率比较差异有统计

学意义$

H

&

$,$"

%#主要原因在于
N(W4

荧光法检测目标群只

局限于
#!

种类型的高危
&NP

#而
N(W4

膜杂交法可以检测
%#

种类型的
&NP

亚型#不仅包括
N(W4

荧光法所含的
#!

种高危

型#还能检测
"

种低危型$

&NP)

'

##

'

*%

'

*!

'

**

%及
%

种高危型

$

&NP))

'

(N/!$*

%

(

.

)

*

N(W4

膜杂交法可以对患者所感染的
&NP

进行高危和低

危分型#能通过一次实验检测获得相对较多的检验信息*

N(W4

膜杂交法可明确患者具体所感染的
&NP

类型#对判断多

重感染和疗效监测有着较大的应用价值*但也有研究表明#只

有高危型
&NP

基因组能整合进宿主细胞染色体内#精确的分

型检测具有的临床诊疗意义不大#其在学术研究'病毒感染与

组织病变的机制关系及疫苗研发方面等具有更大的应用价

值(

+

)

*

N(W4

荧光法与
N(W4

膜杂交法比较具有时间短'操作简

单'交叉污染少'可以允许同一反应垫板更多具备临床意义的

高危
&NP

类型#可适用于大批量样本的筛查(

#$

)

*同时
N(W4

荧光法还提供了半定量分析#检测临床标本中的病毒
[Q5

承

载量#这对于预测宫颈病变的危险程度具有一定应用价值(

##

)

*

总之#

&NP

的检测方法学选择应根据患者自身病情的实

际需求#选择更适合于临床诊疗需求的
&NP

检测方法*一方

面能更快速'准确地进行检测分析&另一方面能为临床医生提

供更有价值的检验信息*
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