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周
!

丹!李
!

瑞!黄
!

涛!何进才"广州中医药大学深圳附属医院深圳市中医院检验科
!

'&(#))

#

!!

"摘要#
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目的
!

了解门诊患者人乳头瘤病毒"
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#感染及其型别"低危型'
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#分布情况!为
UXP

感染诊断和相关疾病防

治提供依据$方法
!

采用核酸扩增和反向点杂交技术检测
%&"

例临床怀疑
UXP

感染样本中
$)

种
UXP

型别!对

检测结果进行统计分析$结果
!

UXP

阳性检出率为
$"+'&,

!其中低危型别感染率为
(+"#,

!高危型别感染率为

$$+*%,

!单一型别感染率为
&*+#',

!两种型别混合感染率为
"+#!,

!

)

种或以上型别混合感染率为
&+"#,

$各种

UXP

型别检出率超过
',

者有
!

种'

UXP&!

型
&(+%',

%

UXP&&

型
&"+$*,

%

UXP))

型
&&+&!,

%

UXP'(

型

*+($,

%

UXP!

和
&(

型均为
(+"(,

$其余型别为
$*+#$,

$结论
!

本组病例中
UXP

感染率高达
$',

!本法设计的

$)

种常见
UXP

型别中除
UXP""

%

()

%

KK"

外其余型别均被检出!其中高危型别感染率高达
$$+*%,

$因此!

UXP

及其分型检测作为妇女常规筛查项目对
UXP

感染诊断和宫颈癌等疾病的防治是十分必要的$
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人乳头瘤病毒$

UXP

%是一种微小的环状双链
ZD-

病毒#

通过性接触)直接或间接接触污染物品等途径在人群中广为传

播#特异性地感染人体皮肤和黏膜的鳞状上皮细胞#引起多种

良性或恶性病变,根据
UXP

基因的序列变异可将其分为多

种类型#目前确定的
UXP

型别有
&##

余种#其中约
"#

种可以

感染人的生殖器官#约
$#

种与肿瘤相关,根据其感染后致癌

与否又分为高危型和低危型#低危型
UXP

如
UXP!

)
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等#常引起外生殖器湿疣等良性病变(高危型
UXP

如
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等#与宫颈癌及宫颈上皮内高度病变的发生高度相

关,随着对
UXP

研究的深入#分子生物学方法已成为目前临

床实验室检测
UXP

感染的主要手段,本文应用近年建立的

可以同时检测
$)

种
UXP

型别的核酸扩增和反向点杂交技

术*

&

+对
%&"

例门诊患者样本进行了检测和分析#现报道如下,

$

!

材料与方法

$+$

!

标本来源
!

%&"

例患者标本取自本院妇产科门诊疑似

UXP

感染的女性患者#年龄
&*

!

!)

岁#平均
)'

岁,用专用宫

颈脱落细胞采集器采集子宫颈脱落细胞)病变部位分泌物或脱

落细胞#

i$#j

以下保存#

&#A

内检测,

$+/

!

仪器与试剂
!

亚能生物技术$深圳%有限公司提供的

UXP

基因分型检测试剂盒及
UXP

基因芯片阅读仪#美国
KF

?1>13?97

公司
X/O.$##

型核酸扩增仪#韩国
YIDRXÒ

公司

O0CE:.U&$

分子杂交箱#上海跃进医疗器械厂
/UQ.*$-

台式

恒温振荡器,

$+'

!

检测方法

$+'+$

!

ZD-

提取
!

充分洗脱宫颈刷并将
&CN

洗脱液转移

到
&+'CNRX

管中#

&)###?

"

C:;

离心
&#C:;

#弃去上清液#保

留管底细胞沉淀#加入
'#

&

N

裂解液#振荡混匀#

&##j

干浴
&#

C:;

#

&)###?

"

C:;

离心
&#C:;

#保留上清液待检,

$+'+/

!

核酸扩增
!

将装有聚合酶链反应$

XÒ

%混合液
$#

&

N

的反应管低速离心数秒钟后#分别加入已提取的模板
ZD-

样

品)阴阳性对照各
'

&

N

#反应体系总体积
$'

&

N

#轻轻混匀#稍

做离心#上机扩增,扩增条件为
'#j&'C:;

#

*'j&#C:;

#

*"j)#>

#

"$j*#>

#

%$j)#>

$

"#

个循环%#

%$j'C:;

,

$+'+'

!

反向点杂交)显色及结果判读
!

在杂交管中加入
'

!

(

CN-

液$

$eLLO

#

#+&,LZL

#

<

U%+"

%#放入已固定
$)

种

UXP

分型探针的膜条#加入
$#

&

NXÒ

扩增产物#混匀后置

沸水浴
&#C:;

(于
'&j

杂交箱内杂交
&+'7

(将膜条转移至已

预热到
'&j

的
"#CN[

液$

#+'eLLO

#

#+&,LZL

#

<

U%+"

%离

心管中#

'&j

轻摇洗涤
&'C:;

(将膜条转移至
&f$###

过氧化

物酶溶液中室温孵育
)#C:;

(用
-

液轻摇洗涤
$

次#

'

分"次#

再用
O

液$

#+&C04

"

N

柠檬酸钠#

<

U'+#

%轻摇洗涤膜条
$C:;

(

显色液$

&*CN#+&C04

"

N

柠檬酸钠#

&CN/K[

#

$

&

N)#,

过

氧化氢%中避光显色
)#C:;

至
&7

(用
UXP

基因芯片阅读仪进

行结果判读,

/

!

结
!!

果

/+$

!

阳性病例基因芯片扫描图谱
!

图
&

为单一型别
UXP

感

染病例$

UXP'$

%的基因芯片检测图谱(图
$

为两种高危型

$

UXP))

)

!!

%混合感染病例,

/+/

!

UXP

感染率
!

%&"

例门诊患者中检出
UXP

感染者
&%'

例#感染率为
$"+'&,

#其中低危型
UXP

感染率为
(+"#,

#高

危型
UXP

感染率为
$$+*%,

,从感染的
UXP

型别看#单一型

别感染者
&)!

例$

&*+#',

%#两种型别混合感染者
$*

例

$

"+#!,

%#

)

种或以上型别混合感染者
&#

例$

&+"#,

%,

图
&

!

UXP'$

感染的基因芯片扫描图谱&

XO

为

阳性质控'

图
$

!

UXP))

)

!!

混合感染的基因芯片扫描图谱

/+'

!

UXP

型别分布
!

见表
&

,由表
&

可见#

UXP

感染的各种
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检验医学与临床
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型别分布中检出率超过
',

者有
!

种!

UXP&!

为
&(+%',

)

UXP&&

为
&"+$*,

)

UXP))

为
&&+&!,

)

UXP'(

为
*+($,

)

UXP!

和
&(

均为
(+"(,

,其余
UXP

型别为
$*+#$,

,本组

病例中低危型
UXP""

)高危型
UXP()

和
KK"

未被检出,

表
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型别检出情况及构成比*
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UXP() #
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#+##
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#+##

%
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#+"'
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$
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%
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注!构成比
&

表示所有阳性病例
UXP

型别检出总次数$

&V$$"

%中

不同型别所占比例(构成比
$

表示所有高危
UXP

阳性型别检出总次数

$

&V&!"

%中不同高危型别所占比例,

i

表示无数据,

'

!

讨
!!

论

UXP

高危型感染是宫颈癌发生的必要条件和首要因素#

UXP

导致宫颈癌是目前人类所有癌症病变中明确的致病因

子#宫颈癌也成为人类历史上少数几个找到明确病因的肿瘤之

一*

$

+

#几乎所有宫颈癌患者的病理标本中均能找到
UXP

高危

型病毒*

)

+

#而
UXP

感染的诊断完全依赖于临床标本中
UXP

ZD-

的检测,对
UXPZD-

进行检测和基因分型对于宫颈

癌的早期防治具有非常重要的意义,本文采用核酸扩增和反

向点杂交技术对本院妇产科门诊疑似
UXP

感染的女性患者

样本进行
UXPZD-

及分型检测#以了解
UXP

感染及其基因

型别分布情况#为
UXP

感染诊断及宫颈癌等相关疾病防治提

供依据,

本研究结果显示#本组病例中
UXP

的感染率为
$"+'&,

#

与宫颈癌密切相关的
&(

种高危型
UXP

阳性率为
$$+*%,

#占

UXP

检出型别总数的
%)+$&,

#而
'

种低危型
UXP

阳性率为

(+"#,

#占
UXP

检出型别总数的
$!+%*,

,其中阳性率与感

染率不一致是因为其中存在了两种型别混合感染或者是两种

型别以上的混合感染者,除此之外#本组病例中低危型

UXP""

)高危型
UXP()

和
UXPKK"

未被检出#是由于
UXP

型别分布具有地域性#与该方法学无关,

&**'

年一项来自世界范围的宫颈癌组织标本研究发

现*

"

+

#

UXP&!

和
UXP&(

感染率最高#在检出的所有型别中

UXP&!

占
'#,

#

UXP&(

占
&",

#

UXP"'

占
(,

#

UXP)&

占

',

#其他型别
UXP

占
$),

,

UXP&!

)

&(

感染没有明显地区

差异#但有些型别的感染有地区差异#如
UXP"'

在非洲西部

很常见#而
UXP)*

)

'*

仅在美洲的中部和南部出现#

UXP'$

)

'(

则在中国妇女中检出率最高,本组病例中高危型
UXP

感

染率分布中
UXP&!

检出率最高#占高危型
UXP

感染人数的

$'+!&,

#其次是
UXP))

#占高危型
UXP

感染人数的
&'+$",

#

再次为
UXP'(

#占高危型感染人数的
&)+"&,

,本研究中

UXP

各型别分布与其他相关研究结果存在一定差别#但

UXP&!

检出率仍为最高#且值得一提的是#

UXP'(

检出率高

达
*+($,

#而
UXP'$

仅检测出
!

例$

$+!(,

%,同时该研究结

果也低于文献*

'.!

+报道的深圳地区女性
UXP

感染率#产生这

种差异的原因可能与受检对象不同有关#

K5;0G

等*

%

+报道也

支持此观点,除此之外#本研究结果也支持
UXP

型别分布具

有一定地域性的观点,

本研究采用的反向点杂交方法#是以基因芯片作为基础技

术#敏感性高#特异性强#检测结果准确可靠#操作简单#通过一

次杂交检测不仅可以判断待测样品中是否存在
UXP

感染#而

且还可以鉴定出是哪种型别的
UXP

感染(且针对性强#对样

品中的
UXPZD-

直接进行检测#可以检测出
UXP

潜伏期感

染(同时可检测多种
UXP

型别#对多重
UXP

感染的判断一目

了然#克服了其他
UXP

检测方法难以判断混合感染或操作繁

琐的缺点#从而简化检测步骤#缩短检测时间和降低患者临床

费用等优势,

分子杂交技术证明在低危型
UXP

引起的尖锐湿疣中#病

毒多以游离形式存在#而在高危型
UXP&!

引起的宫颈癌中#

绝大部分病毒
ZD-

已整合入宿主细胞
ZD-

中#而在
UXP

ZD-

中常出现基因缺失和突变,采用膜杂交多重检测技术进

行
UXP

分型检测使流行病学的研究更深入化#定期)及时地

进行
UXP

基因分型诊断是预防宫颈癌的有效途径,

针对中国地域宽广#人口众多#而
UXP

型别分布复杂的

实际情况#明确一个地区
UXP

流行的主要型别#可以帮助设

计包括该地区常见感染型别的检测试剂盒#提高
UXP

检出

率,通过
UXP

分型检测浓缩高风险人群#根据感染型别预测

病变进展#评估预后#指导临床医生制定治疗方案,并且可研

制有针对性的基因疫苗#最终根除
UXP

感染#实现宫颈癌的

一级预防,目前这方面的研究多集中在经济发达地区和大城

市#而且资料不多#随着研究的广泛和深入#

UXP

基因型与宫

颈病变的关系以及对临床工作的指导作用将被进一步阐明,
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!临床研究!

临产孕妇血浆
Z.

二聚体 纤维蛋白原及抗凝血酶
-

检测的临床意义

杜建钢"南京医科大学附属苏州市立医院本部检验科!苏州
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"摘要#
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目的
!

探讨临产孕妇血浆
Z.

二聚体"

Z.Z

#%纤维蛋白原"

Y:E

#及抗凝血酶
-
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#的检测结果与产

后出血的关系$方法
!

采用
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全自动血凝分析仪检测
&*(

例产后出血的临产孕妇及
$("

例正常生

产的临产孕妇血浆
Z.Z
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Y:E

及
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的结果并进行比较$结果
!

&*(

例产后出血的临产孕妇与
$("

例正常生产的

临产孕妇比较发现!产后出血的临产孕妇血浆
Z.Z

的检测结果明显高于正常生产的临产孕妇!差异有统计学意义
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的检测结果明显低于正常生产的临产孕妇!差异也有统计学意义"
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临产

孕妇血浆
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及
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的检测对产后出血及其并发血栓栓塞性疾病的预测%预防和及时治疗具有重要的临床

意义$

"关键词#
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产后出血&
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二聚体&
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产后出血是分娩期严重的并发症#居我国目前孕产妇死亡

原因的首位#其发生率占分娩总数的
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,产后出血

极易导致血栓栓塞性疾病的发生#对产妇的生命安全构成严重

威胁,据文献报道#我国孕产妇死亡中有
"*+*,

孕妇死于产

后出血#其中产后出血占产科出血死亡构成比的
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本文对临产孕妇血浆
Z.

二聚体$

Z.Z

%)纤维蛋白原$

Y:E

%及抗

凝血酶
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%的检测结果进行分析#旨在为临床对临产孕

妇产后出血及其并发血栓栓塞性疾病的预测)预防和及时治疗

提供参考依据,
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资料与方法
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一般资料
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%产后出血组!本院
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年
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月至
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年
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月经临床诊断为产后出血的临产孕妇共
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例#年龄
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%正常生产组!随机选取本院
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年
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年
&

月经临床诊断无产后并发症的临产孕妇共
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例#年龄
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仪器与试剂
!

采用日本
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全自动血凝分

析仪#所用试剂均为仪器配套
Z-ZR[RÙ IDH

试剂,每天

室内质控均为在控,
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方法
!

使用一次性
[Z

血凝专用真空采血管#抽取临产

孕妇产前肘静脉血
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与
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血凝管内
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后检测血浆
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的结果#所有标本均在采血后
$7

内检测

完毕,
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统计学方法
!

采用配对
=

检验及
=h

检验#运用四川大学

华西公共卫生学院卫生统计学教研室设计的
XRKL)+&

统计

软件包进行统计学处理,
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产后出血组
Z.Z

检测结果明显高于正常生产组#差异有

统计学意义$
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%(血浆
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的检测结果明显低

于正常生产组#差异也有统计学意义$
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两组血浆
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检测结果

组别
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在正常生理状态下#凝血和抗凝血处于一种动态平衡状

态#促进和抑制血液凝固的物质相互作用和制约#构成了凝血

机制的自我控制和调节,妊娠是一种复杂的生理过程#其凝血

因子
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0
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等可升高到原水平的
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#致使抗凝功能相对减弱#凝血和抗凝血机制发生变

化#导致生理性高凝状态#这种过度高凝状态是一种生理性保

护机制#可防止产时过量出血#但同时也是容易形成血栓的原

因之一,在该高凝状态下#由于产妇生产过程中一些诱发因素

的作用#易导致组织损伤#组织凝血活酶类促凝物质进入血液#

消耗大量的凝血因子#引起凝血功能障碍#致使产妇在生产过

程中及产后出现异常出血,
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是血浆中的
Y:E

在凝血酶作用下形成纤维蛋白单体#

经因子
2-

3

交联后#由纤溶酶降解产生的特异性终末产物#

为继发性纤溶的特有代谢物#

Z.Z

能正确反映体内凝血酶和纤

溶酶活性*
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,其含量的升高可反映体内继发性纤溶活性增强,

Y:E

是一种糖蛋白#与凝血酶活性有关#是血栓开成的重要因

素之一*
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#在凝血酶作用下水解形成肽
-

和肽
[

#最后形成不

溶性的纤维蛋白以止血,

Y:E

在血小板聚集过程起重要作用#

与血小板膜表面糖蛋白
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结合介导血小板的聚集及黏

附反应#形成血小板聚集体#最终形成血栓,
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是由肝脏

和血管内皮细胞合成的依赖肝素的丝氨酸蛋白酶抑制物#是人

体内最重要的凝血酶抑制剂#占血浆凝血酶抑制活性的
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#可抑制凝血酶的生成#也能直接与凝血酶结合#致使凝
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