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流式荧光杂交法检测人乳头瘤病毒的临床应用

陈昭华，赵　星，徐红星（南京医科大学附属苏州市立医院本部检验科，江苏苏州　２１５００２）

　　【摘要】　目的　探讨流式荧光杂交法检测人乳头瘤病毒（ＨＰＶ）的临床应用价值。方法　采集苏州地区１４０６

例妇科就诊患者宫颈脱落细胞，用流式荧光杂交技术检测 ＨＰＶ基因型，并对 ＨＰＶ感染率、基因亚型和年龄分布等

进行分析。结果　检出 ＨＰＶ感染５７６例（４０．９７％），其中单一亚型感染３９２例（２７．８８％），多重亚型感染１８４例

（１３．０９％）；采用流式荧光杂交法可同时检测２６种 ＨＰＶ基因亚型，最常见的亚型为 ＨＰＶ６、１１、１６、５２、５８等；单纯

ＨＰＶ低危亚型感染１１７例，占阳性病例的２０．３１％，高危亚型感染３６５例（６３．３７％）；５０～５９岁年龄组 ＨＰＶ感染

率最高（５２．２４％），３０～３９岁年龄组感染率最低（３４．０２％）；并且，随年龄增加低危亚型感染率逐步降低，高危亚型

感染率却呈明显上升趋势。结论　本地区妇科患者中 ＨＰＶ感染率较高，流式荧光杂交法是检测 ＨＰＶ感染的有效

方法，开展 ＨＰＶ分型检测对宫颈病变的防治意义重大。
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　　人乳头瘤病毒（ＨＰＶ）感染是宫颈癌发生的主要危险因

素［１］，９９．７％的宫颈癌组织中可检测到 ＨＰＶ。近年来经分子

生物学技术证实 ＨＰＶ已有１３０多种基因型
［２］，根据致病性不

同可分为低危和高危两大类型。本研究应用流式荧光杂交法

检测 ＨＰＶ基因型，对本地区妇科就诊者宫颈 ＨＰＶ感染进行

了检测和分析，以探讨其在宫颈病变早期筛查、诊治和预后判

断中的应用价值。

１　资料与方法

１．１　研究对象　选择本院２０１１年妇科就诊的患者１４０６例，

年龄２０～７０岁，其中２０～２９岁４６６例，３０～３９岁４８５例，４０～

４９岁３７５例，５０～５９岁６７例，≥６０岁１３例，均因患有不同程

度的宫颈疾病就诊。

１．２　取材方法　用无菌棉拭子拭去宫颈分泌物，再用 ＨＰＶ

检测专用采样刷伸入宫颈口并紧贴宫颈壁旋转３周，停留约

１０ｓ，取出采样刷放入专用标本保存液小管中送检。实验室接

收标本应充分混匀，取宫颈脱落细胞悬液－２０℃保存，一周内

检测。

１．３　试剂与仪器　流式荧光杂交 ＨＰＶ分型试剂盒由上海透

景生命科技有限公司生产。可供检测的 ＨＰＶ基因亚型共２６

种，包括７种低危亚型６、１１、４０、４２、４４、６１、７３及１９种高危亚

型１６、１８、２６、３１、３３、３５、３９、４５、５１、５２、５３、５５、５６、５８、５９、６６、６８、

８２、８３。使用仪器为ＢＩＯＥＲＬｉｆｅＰｒｏ９６基因扩增仪、Ｌｕｍｉｎｅｘ

２００流式荧光点阵分析仪。

１．４　检测方法

１．４．１　标本处理　取待测宫颈脱落细胞悬液２００μＬ置入１．５

ｍＬ管中，１３０００ｒ／ｍｉｎ５ｍｉｎ，吸弃上清液，沉淀加２００μＬ核

酸提取液振荡混匀，１００℃裂解１０ｍｉｎ，１３０００ｒ／ｍｉｎ５ｍｉｎ，取

上清液５μＬ作为ＰＣＲ反应模板加入ＰＣＲ反应管中置入ＰＣＲ

扩增仪。

１．４．２　ＰＣＲ反应体系　包括１０μＬ扩增反应液，５μＬ引物，

０．８μＬＴａｑ酶，５μＬ模板。

１．４．３　ＰＣＲ扩增参数　９５℃预变性５ｍｉｎ，９５℃３０ｓ、５８℃
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３０ｓ、６８℃３０ｓ扩增５个循环，再９５℃３０ｓ、５５℃３０ｓ、６８℃

３０ｓ扩增３０个循环。

１．４．４　核酸杂交　取扩增产物３μＬ，加入２２μＬ微球杂交

液，９５℃５ｍｉｎ，４８℃３０ｍｉｎ，再加入藻红蛋白标记的链霉亲

合素（ＳＡＰＥ）标记液４８℃保温１５ｍｉｎ后放入Ｌｕｍｉｎｅｘ２００分

析仪检测读数。

１．５　结果判读　Ｌｕｍｉｎｅｘ２００多功能流式点阵仪读取微球编

码及其对应的荧光强弱信号，经配套分析软件判读检测结果 。

当阳性内对照Ｇｌｏｂｉｎ的信号大于１５０，且大于或等于２．５背景

信号值时，任何 ＨＰＶ亚型探针信号大于１５０，且大于或等于

２．５背景信号值即判读为该探针对应的 ＨＰＶ亚型阳性。

２　结　　果

２．１　ＨＰＶ感染概况　１４０６例受检者中共检出ＨＰＶ阳性病例

５７６例，感染率为４０．９７％。其中，单一型别的感染率为２７．８８％

（３９２／１４０６），多重型别的感染率为１３．０９％（１８４／１４０６）。其中多

重型别感染包括双重（２１．１８％）、三重（９．０３％）、四重及以上

（１．７４％）型别感染。

２．２　ＨＰＶ基因亚型分布　可供检测的２６种基因亚型都有出

现，但出阳性率明显不同，各亚型检出情况见表１。感染率最

高的 ＨＰＶ病毒亚型依次为 ＨＰＶ１６、１１、６、５２、５８、３３、１８等，

其中低危型以 ＨＰＶ６（８９／１４０６）、ＨＰＶ１１（８１／１４０６）亚型感

染为主，高危型以 ＨＰＶ１６（１１８／１４０６）、ＨＰＶ５２（９８／１４０６）、

ＨＰＶ５８（６３／１４０６）亚型为主。

２．３　不同类型 ＨＰＶ阳性病例感染情况比较　单一亚型感染

者中单一高危亚型感染多见，占总阳性病例的４９．１３％；多重

亚型感染者中不同感染类型分布见表１。

表１　单一及多重感染不同类型阳性标本比例

项目 狀 占感染总例数比例（％）占受检总例数比例（％）

单一型感染 ３９２ ６８．０６ ２７．８８

　单一低危型 １０９ １８．９２ ７．７５

　单一高危型 ２８３ ４９．１３ ２０．１３

多重感染 １８４ ３１．９４ １３．０９

　多重低危型 ８ １．３９ ０．５７

　多重高危型 ８２ １４．２４ ５．８３

合计 ５７６ １００．０ ４０．９７

２．４　不同年龄段患者 ＨＰＶ感染情况　受检者中，５０～５９岁

的 ＨＰＶ感染率最高，３０～３９岁 ＨＰＶ感染率最低。除大于或

等于６０岁年龄组外，低危亚型感染率随年龄增加呈现下降趋

势，高危亚型感染率则随年龄增加明显上升，各年龄组 ＨＰＶ

感染情况见表２。

表２　各年龄段患者 ＨＰＶ感染情况

年龄（岁） 狀
ＨＰＶ阳性

狀 （％）

低危 ＨＰＶ亚型感染

狀 （％） （％）

高危型 ＨＰＶ亚型感染

狀 （％） （％）

高低危混合 ＨＰＶ亚型感染

狀 （％） （％）

２０～２９ ４６６ ２１２ ４５．４９ ６１ ２８．７７ １３．０９ １０３ ４８．５８ ２２．１０ ４８ ２２．６４ １０．３０

３０～３９ ４８５ １６５ ３４．０２ ３３ ２０．００ ６．８０ １１４ ６９．０９ ２３．５１ １８ １０．９１ ３．７１

４０～４９ ３７５ １５８ ４２．１３ １６ １０．１３ ４．２７ １２５ ７９．１１ ３３．３３ １７ １０．７６ ４．５３

５０～５９ ６７ ３５ ５２．２４ ４ １１．４３ ５．９７ ２２ ６２．８６ ３２．８４ ９ ２５．７１ １３．４３

≥６０ １３ ６ ４６．１５ ３ ５０．００ ２３．０８ １ １６．６７ ７．６９ ２ ３３．３３ １５．３８

合计 １４０６ ５７６ ４０．９７ １１７ ２０．３１ ８．３２ ３６５ ６３．３７ ２５．９６ ９４ １６．３２ ６．６９

　　注：表示该年龄段 ＨＰＶ感染阳性率；表示占该年龄段 ＨＰＶ感染例数的比率。

３　讨　　论

宫颈癌是世界范围内仅次于乳腺癌的女性第二大恶性肿

瘤，同时，也是目前已知为病毒起源的恶性肿瘤之一，持续的

ＨＰＶ感染是宫颈癌发生的必要条件
［２］。宫颈癌的发病及进展

要经历一个长期的过程，ＨＰＶ感染的筛查及恰当的治疗可以

有效阻断癌变。现阶段，检测 ＨＰＶ感染的手段的以核酸检测

为主。核酸检测的方法大致有第二代基因杂交捕获法（ＨＣⅡ

法），传统杂交法，导流杂交法，荧光ＰＣＲ，流式荧光杂交法及

荧光偏振法等［３］。本次调查采用的流式荧光杂交法可直接进

行 ＨＰＶ基因型分析，其分型技术是基于Ｌｕｍｉｎｅｘ平台开发的

ＨＰＶ分型检测技术，是一种真正临床应用型生物芯片技术，灵

敏度高，样本用量少，可同时检测多个基因亚型，且使用内标阴

性质控和Ｇｌｏｂｉｎ人类基因组的一个片段作阳性质控，可有效

监控采样、提取、扩增、杂交等所有环节，而所得的量化结果，使

结果判读更加客观。

本次调查中，受检者 ＨＰＶ感染率达４０．９７％，这与标本的

采集人群有关，这些受检者均为妇科或宫颈科的患者，均有不

同程度的宫颈疾病，致使本次试验得到的 ＨＰＶ感染率高于体

检普查人群。从 ＨＰＶ 单一、多重感染构成情况分析发现，

ＨＰＶ单一亚型感染率高于多重感染率，合并感染亚型最多达

５种。说明 ＨＰＶ感染以单一型为主，多重感染和宫颈病变程

度是否相关，尚待结合细胞学方法进一步研究论证。

本文检测的２６种基因亚型，包含了临床常见的高危和低

危亚型。低危型如 ＨＰＶ６、１１型，常引起外生殖器湿疣、子宫

颈上皮内低度病变；高危型如 ＨＰＶ１６、１８、３３、３５、５２等则与宫

颈癌密切相关［４］。统计发现，本地区最为常见的低危亚型为

ＨＰＶ６、１１型，高危亚型为 ＨＰＶ１６、５２、５８等，与文献［５］报道

稍有不同。这是因为 ＨＰＶ型别分布有种族和地域差异，本次

结果显示苏州地区 ＨＰＶ５２、５８高危亚型检出率较高，具有不

同于其他地区的地域特点。

作者将受检者按年龄分组统计，结果显示 ＨＰＶ感染状态

与患者年龄有一定关系，２０～２９岁年龄段 ＨＰＶ感染率较高

（４５．４９％），随着年龄增大感染率有所下降，５０～５９岁年龄段

感染率又出现高峰，达５２．２４％。并且，随年龄增长，低危亚型

感染率下降，高危亚型感染率持续升高，这可能与病毒不同型

别的侵袭力和患者免疫状态相关［６７］。≥６０（下转第６８８页）
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１．５　统计学方法　采用ＳＡＳ９．０软件进行统计。资料分类采

用χ
２ 检验，各单项症状体征采用秩和检验。定量指标采用配

对狋检验及χ
２ 检验，比较组内治疗前后差异，对组间采用成组

狋检验及χ
２ 检验，比较组间前后差值。以犘＜０．０５为差异有

统计学意义。

２　结　　果

２．１　临床疗效　经积极治疗后，试验组显效２０例（３７．７％），

有效３１例（５８．４％），总有效率达９６．１％。对照组显效１５例，

有效２３例，总有效率达７１．７％。经统计学分析发现试验组总

有效率明显高于对照组，且差异具有统计学意义（犘＜０．０５）。

表２　两组疗效比较

组别 狀 显效 有效 无效 总有效率（％）

试验组 ５３ ２０ ３１ ２ ９６．１

对照组 ５３ １５ ２３ １５ ７１．７

　　注：与对照组相比，犘＜０．０５。

２．２　不良反应　治疗前后两组患儿的血、尿、便常规、肝肾功

能、心电图均无异常变化，也未见对头孢地嗪和痰热清过敏

患儿。

３　讨　　论

小儿肺炎是常见的肺部急性炎症，其临床表现轻重不一，

主要表现为发热、咳嗽、气促、呼吸困难或伴有头痛、咽痛、胸骨

下疼痛等，可合并其他肺外症状［４８］。头孢地嗪为半合成、第三

代头孢霉素广谱抗药物，对革兰阳性菌、阴性菌均有抗菌活性，

对β内酰胺酶稳定，对头孢菌素酶和青霉素酶极稳定，是目前

唯一兼具广谱强力抗菌和免疫调节活性双重作用的头孢类抗

生素，且不良反应小，符合婴幼儿抗感染的需要。头孢地嗪容

易引起药物热、皮疹、胃肠道功能紊乱、血小板减少、白细胞减

少、嗜酸性细胞增多、血清丙氨酸氨基转移酶和尿素氮暂时升

高以及腹泻等不良反应。另外该药治疗小儿肺炎的疗程长，病

灶难以清除，使得头孢地嗪在临床上并不为患儿家长所认同。

痰热清注射液中的金银花、连翘、黄芩、山羊角、熊胆粉等能够

清热、解毒、化痰，能使痰液稀释有利于排出，改善通气功能，减

轻咳喘等症状。因而加速了控制感染的时间，明显地缩短了病

程，减少了西药不良反应的发生。因此，本文采用痰热清联合

头孢地嗪治疗小儿肺炎，并与单独用药组进行疗效对比，结果

显示试验组显效２０例，占３７．７％，有效３１例，占５８．４％，总有

效率达９６．１％。对照组显效１５例，有效２３例，总有效率达

７１．７％。经统计学分析发现试验组总有效率明显高于对照组，

且差异具有统计学意义（犘＜０．０５）。

综上所述，痰热清注射液联合头孢地嗪治疗小儿肺炎疗效

显著，缩短了疗程，不良反应轻微且发生率低，安全性高，值得

临床推广使用。
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岁组因病例数太少，结果并不能反映真实情况，仅作参考。

综上所述，用流式荧光杂交法检测 ＨＰＶ，可进行基因分

型，是目前先进、实用的 ＨＰＶ基因分型方法，应用于 ＨＰＶ感

染普查和宫颈疾病高危人群的监控，值得在临床推广应用。
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