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!!摘!要#目的!比较两种不同核酸提取方法在人乳头瘤病毒#OaV$亚型检测中的应用!为实验室选择相应
的核酸提取方法来获得有效的 OaV结果提供依据&方法!收集+,例浸润性宫颈癌福尔马林固定石蜡包埋
#$$a"$组织标本!采用粗提法和纯化法两种核酸提取方法提取&W)标本!并通过检测&W)浓度%纯度及内参

)>#6@J8A来评估&W)质量&将提取的&W)经a(%扩增后!应用a(%>反向点杂交法检测 OaV亚型!分析两
种提取方法 OaV检测结果的有效性及一致性&结果!两种提取方法均能获得适量的&W)用于 OaV检测!
粗提法较纯化法可获得较高的&W)浓度#!$.-.,$!但存有一定有机物及蛋白质污染&纯化法较粗提法获得
的&W)纯度更高#!$.-.,$&将粗提法和纯化法提取的&W)用于检测 OaV感染!总 OaV阳性率分别为

1+Z和1=Z&采用粗提法提取的&W)标本高危型 OaV#O%>OaV$阳性率低于纯化法#1+ZHE-1=Z$!但单
一型 OaV*=阳性率高于纯化法#//ZHE-2=Z$"与纯化法相比!粗提法提取的&W)无法检测出更多型别的
混合感染!而$$a"组织标本经纯化法分离后可检测出 OaV22%OaV,2%OaV,0等多型别感染&结论!采用
粗提法和纯化法进行$$a"组织核酸提取!均可获得足量&W)用于 OaV亚型检测!且 O%>OaV阳性率达

1.Z以上&粗提法具有操作简便%耗时较短%成本较低等优势!能够获得有效的 OaV结果!但对于 OaV多型
别感染的检测表现欠佳&
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!!在全球范围内#宫颈癌是女性癌症死亡的第2大
原因#每年新发病例约,+-0万#死亡病例约+=-=
万**+)约1,Z的宫颈癌是由人乳头瘤病毒%OaV&持
续感染引起的#尤其是高危型 OaV%O%>OaV&*=和
*0两种亚型#是肿瘤转化发生的主要激活因素*+>2+)
目前#宫颈脱落细胞 OaV检测是宫颈癌筛查及后续
疫苗接种研究的主要手段*/+)然而#行宫颈脱落细胞

OaV检测的大部分感染人群是一过性感染*,+)采用
组织标本进行检测对明确 OaV感染亚型与肿瘤病变
的关系尤为重要)福尔马林固定石蜡包埋%$$a"&组
织是使用最广泛的可用于临床回顾性研究的标本资

料#近年来#$$a"组织用于 OaV检测引起研究者的
广泛关注*=+)福尔马林固定及石蜡处理会引起&W)
片段化,&W) 与蛋白质相互交联#从而影响标本
&W)的提取产量和扩增效率#因此对于$$a"组织
的&W)提取及 OaV检测方法尚存在争议)本研究
通过对比粗提法和纯化法两种核酸提取方法获得的

&W)质量#分析a(%>反向点杂交法%a(%>%&_&用于

OaV检测所得结果的有效性#根据经济效益及实验
室条件选择不同的核酸提取方法#为临床提供有效的

OaV检测结果)
$!资料与方法
$-$!一般资料!收集+.*1年1月至+.+.年*.月四
川大学华西第二医院病理科存档的宫颈癌标本%$$>
a"组织&+,例)所有标本病理诊断均为浸润性宫颈
癌#标本来源患者的中位年龄为/0-;岁)其中宫颈
鳞癌*+例#腺癌"黏液腺癌=例#腺鳞癌=例#小细胞
神经内分泌癌*例)宫颈癌国际妇产科联盟%$S#3&
分期!$_期*/例#%)期,例#!期,例##期*例)

$-/!仪器与试剂!$$a" 组织核酸提取试剂盒
%iS)5I73 &W)$$a"?8!!GCc8D#德国凯杰公司&,

W5A@&L@7+...分光光度计%赛默飞世尔科技公司&,
a(%>%&_检测试剂盒%深圳亚能生物技术有限公
司&,内参)>#6@J8A试剂%上海透景生命科技股份有限
公司&)
$-'!方法

$-'-$!$$a"组织切片的制备!切片均由有经验的
病理技师完成)从蜡块中切取=张,(I切片%面积
+"/9I+&#第*张及最后*张用于O"染色及癌灶面
积评估#第+,2张用于粗提法#第/,,张用于纯化法)
操作前,后均用;,Z乙醇擦拭切片机,蜡块和刀架表
面#每切一个蜡块更换一个刀口#用一次性塑料镊子

转移切片至"a管)

$-'-/!&W)提取!粗提法!加入+..(U裂解液#振
荡混匀*I8A#置入金属浴*..^加热*.I8A#放入离
心机中*+...L"I8A离心,I8A#离心后由上至下分
为2层#分别为石蜡层,&W)溶液层,组织碎片层#取
中间&W)溶液层进行检测)

纯化法!二甲苯加入"a管脱腊#无水乙醇洗涤去
除残留二甲苯#后续操作按照$$a"组织核酸提取试
剂盒说明书操作)最后#加入*..(U洗脱液获得
&W)溶液)
$-'-'!&W)质量评估!用 W5A@&L@7+...分光光
度计检测&W)纯度和浓度)通常认为 )+=.")+0. 为

*-0"+-.表明&W)纯度较好#低于*-=表明标本中
蛋白质含量超标或酚等污染#高于+-.表明标本中含
有%W))采用实时荧光定量 a(% 法检测标本中

)>#6@J8A%(N,通道&(D值#(D值&2+判定结果为有
效#(D值%2+判定结果为无效)
$-'-1!OaV>&W)亚型检测!OaV>&W)亚型检测
采用a(%>%&_)标本&W)提取后#按操作说明书进
行a(%扩增,杂交和显色)设置阴性和阳性对照品
作为质控#以尼龙膜条上S(点作为内参质控点#膜条
各检测点有蓝色信号表明 OaV有对应基因亚型阳
性$若 OaV阳性#S(点无信号#则可能为a(%扩增
竞争抑制#结果应判读为 OaV 阳性$若 OaV 为阴
性#且S(点无信号#则表明该标本检测操作失败)
a(%>%&_检测试剂盒可检出+2种亚型#包括*0种

O%>OaV亚型%*=,*0,2*,22,2,,21,/,,,*,,+,,2,
,=,,0,,1,==,=0,;2,0+,02&和,种低危型 OaV%U%>
OaV&亚型%=,**,/+,/2,0*&)

$-1!统计学处理!采用 à̀ +̀+-.软件进行数据处
理及统计分析)符合正态分布的计量资料以J[E表
示#组间比较采用独立样本<检验$计数资料采用例
数或百分率表示#组间比较采用!+ 检验)以!$
.-.,为差异有统计学意义)

/!结!!果
/-$!两种提取方法提取的&W)质量比较!粗提法
提取的&W)浓度为%=.-;.[+0-,.&AE"(U#纯化法
提取的&W)浓度为%+*-=,[*.-/=&AE"(U#粗提法
较纯化法可获得较高的&W)浓度%!$.-.,&$粗提
法和纯化法提取的 &W) )+=.")+0. 分别为*-//[
.-+.,*-1+[.-*=#纯化法获得的 &W) 纯度更高
%!$.-.,&)实时荧光定量a(%法检测两组标本)>
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#6@J8A的 (D值#发 现 粗 提 法 (D值 高 于 纯 化 法
%*0-11[*-00HE-*;-//[+-;1#!$.-.,&#但有*例
标本(D值%2+)粗提法提取的&W))+=.")+0. 虽明

显低于纯化法#但&W)提取成功率可达1=Z#除*例
标本未获得足量&W)外#其余标本均完成检测#且

(D值均$2+)见图*)

!!注!)为两种方法&W)浓度比较$_为两种方法)+=.")+0.比较$(为两种方法)>#6@J8A(D值比较$"表示!$.-.,)

图*!!两种提取方法提取的&W)质量比较

/-/!宫颈癌标本 OaV感染结果分析!采用粗提法
和纯化法提取&W)后检测 OaV感染情况#结果发
现总 OaV阳性率分别为1+Z和1=Z$在鳞癌标本
中#粗提法提取时有*例失败#且a(%>%&_检测未获
得有效结果#但通过纯化法检测出 OaV,0感染)在
腺癌"黏液腺癌和腺鳞癌中#两种提取方法均发现
OaV阳性病例#二者检测结果比较#差异无统计学意
义%!%.-.,&)见表*)
表*!!+,例不同病理类型宫颈癌标本 OaV感染情况

编号 病理类型
OaV亚型

粗提法 纯化法

* 鳞癌 *= *=,,0

+ 腺癌 *= **,*=

2 鳞癌 *= *=

/ 腺鳞癌 *=,*0 *=,*0

, 鳞癌 ,+ ,+

= 鳞癌 *= *=

; 鳞癌 *= *=

0 黏液腺癌 阴性 阴性

1 腺鳞癌 *= *=

*. 鳞癌 无效 ,0

** 鳞癌 *0 *0

*+ 腺鳞癌 *= *=

*2 黏液腺癌 *0 *0

*/ 腺癌 *=,*0 *=,*0

*, 腺癌 22 *=,22

*= 鳞癌 *= *=

*; 鳞癌 *= *=

*0 腺鳞癌 *= *=

*1 黏液腺癌 *0 *0

+. 腺鳞癌 *=,*0 *=

+* 鳞癌 *= *=,*0,,2

续表*!!+,例不同病理类型宫颈癌标本 OaV感染情况

编号 病理类型
OaV亚型

粗提法 纯化法

++ 腺鳞癌 *0 *0

+2 鳞癌 *=,*0 *=,*0,,0

+/ 小细胞神经内分泌癌 ,+ ,+

+, 鳞癌 *0 *0

/-'!两种提取方法提取的&W)标本 OaV亚型检
测结果对比!采用粗提法提取的 &W) 标本 O%>
OaV阳性率低于纯化法%1+ZHE-1=Z&#但单一型

OaV*=阳性率高于纯化法%//ZHE-2=Z&$与纯化法
相比#粗提法提取的&W)无法检测出更多型别的混
合感 染#但 经 纯 化 法 提 取 后 可 检 测 出 OaV22,

OaV,2,OaV,0等多型别感染)二者阴性率相当#均
为/Z)见表+)
表+!!两种提取方法提取的&W)标本 OaV亚型检测

!!!结果对比('$Z%)

OaV亚型 粗提法 纯化法

O%>OaV阳性 +2%1+& +/%1=&

单一型 OaV*=阳性 **%//& 1%2=&

单一型 OaV*0阳性 ,%+.& ,%+.&

单一型 OaV,+阳性 +%0& +%0&

其他单一亚型阳性 *%/& *%/&

OaV*=和 OaV*0阳性 /%*=& +%0&

OaV*=和*种非 OaV*0亚型阳性 .%.& 2%*+&

2种及以上亚型阳性 .%.& +%0&

阴性 *%/& *%/&

无效 *%/& .%.&

'!讨!!论

!!OaV是一种小型双链环状&W)病毒#其基因组
长度为0...J7)现已知超过上百种 OaV亚型#其
中*+种被世界卫生组织认定与癌症密切相关#尤其
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是 OaV*=和 OaV*0与癌症病变最相关*;+)OaV
感染主要发生在上皮组织#包括宫颈,肛门和口咽部
的上皮组织等#这可能与上述部位特殊的解剖结构有
关#其黏膜表面可提供微生物感染的最佳环境#更容
易造成 OaV 持续感染#导致肿瘤的发生*0+)目前#
OaV检测方法主要适用于宫颈脱落细胞)从$$a"
组织中获得高质量的&W)是一项难题#因为福尔马
林引起的核酸>蛋白质之间的交联会影响&W)下游
分析)通常#从福尔马林固定的组织标本中提取的核
酸处于高度降解状态#且平均片段大小在2..J7左
右)a(%>%&_主要用于宫颈脱落细胞 OaV检测#因
其操作简便及价格低廉#在国内较多医院被广泛使
用#但其针对 $$a" 组织的 OaV 检测研究甚少)
<̀W等*1+通过大样本单中心临床研究发现#a(%>

%&_是一种可靠,灵敏,准确的方法#其检测结果具有
良好的临床参考价值#可以准确检测宫颈 OaV
感染*1>*.+)

与宫颈脱落细胞相比#$$a"组织 OaV亚型的
准确鉴定对监测疾病进展和预防宫颈癌的发生具有

重要意义)另外#$$a"组织可长期存放于病理档案
室#为回顾性流行病学研究提供了丰富的生物样本)
目前#德国凯杰公司$$a"组织核酸提取试剂已被广
泛运用于分子病理基因下游检测#其主要通过二甲苯
和无水乙醇预处理来去除石蜡#但存在操作复杂和二
甲苯对人体危害大等缺点#尤其是反复洗涤的过程可
能造成组织碎片的丢失***+)同时#由于福尔马林的固
定及石蜡的存在会引起&W)的片段化及&W)与蛋
白质相互交联)一般情况下#&W)与蛋白质交联可
通过加热在某种程度上逆转#但对处理的时间和温度
却存有争议**+>*2+)本研究采用粗提法#即标本与裂解
液混合加热*..^*.I8A解除&W)与蛋白质交联#
由于粗提法加入裂解液后直接加热提取可能存在大

量有机物或蛋白质污染的风险#影响核酸的分离及病
毒基因扩增#而结果显示纯化法获得的&W)纯度确
实较粗提法更高#提示粗提法获得的&W)标本中残
存一定量有机溶剂和蛋白质污染#可能影响后续
OaV检测结果)但本研究结果发现#纯化法获得的
&W)浓度明显低于粗提法#粗提法获得的&W)标本
中除了*例未获得足量 &W) 外#其他标本均完成
OaV检测#且粗提法获得的&W)标本 OaV阳性率
为1+Z#与纯化法结果相当%1=Z&#粗提法单一型
OaV*=阳性率也明显高于纯化法%//ZHE-2=Z&)
粗提法中存在的有机物及蛋白质污染可能影响a(%
反应扩增效率#本研究结果显示#粗提法获得的&W)
标本 OaV多型别感染阳性率较低#而纯化法获得的
&W)标本 OaV多型别感染阳性率明显较高)然而#
快速,简单的粗提法获得的&W)标本O%>OaV阳性
率虽然低于纯化法#但两种提取方法获得的&W)标
本O%>OaV阳性率均超过1.Z)本研究发现粗提法
获得的&W)标本足以满足 OaV亚型检测#且能获

得有效结果#操作过程简便易行#耗时较短#可同时进
行多个$$a"组织标本的提取$虽然纯化法获得的
&W)质量较好#但操作复杂#耗时较长#组织经蛋白
酶\消化不佳常发生堵管现象#且成本较高)

综上所述#本研究证明了宫颈癌$$a"组织两张
,(I切片%面积+"/9I+&即可用于OaV亚型检测)
无论采用何种核酸提取方法都能获得足量&W)用于
OaV检测#且在浸润性宫颈癌组织中发现 O%>OaV
感染超过1.Z)此外#$$a"组织 OaV检测可以采
用简便易行的粗提法提取&W)#该提取方法可供基层
医院使用#操作中应避免交叉污染)若需要获得更多
OaV亚型或多型别 OaV感染情况#仍推荐采用纯化
法提取&W)#但粗提法足以满足常规临床病理检测工
作#并能够为临床提供有效的OaV检测结果)
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胞和入侵物的主要免疫细胞#其亚群水平可用于评估
机体细胞免疫功能)?淋巴细胞亚群主要包括反映
机体总体免疫水平的(&2b #辅助免疫应答的(&/b #
以及对免疫起到调节作用的(&0b #而(&/b"(&0b

是反映机体免疫功能平衡的重要指标#其水平降低常
提示机体免疫功能降低#预后较差**0+)本研究结果显
示#?*,?+,?2 时 间 点#对 照 组 O%,4)a,(@L,

)?(O,W","水平明显高于观察组#差异有统计学意
义%!$.-.,&#提示术前使用右美托咪定的患者术中
应激反应较轻)观察组?/,?,,?=时间点的血清SU>
=水平低于对照组#差异有统计学意义%!$.-.,&#提
示术前使用右美托咪定的患者术后体内炎症反应水

平较低#发生感染的风险低于对照组)观察组 ?/,

?,,?=时间点的(&0b水平明显低于对照组#(&2b ,

(&/b ,(&/b"(&0b水平明显高于对照组#差异有统
计学意义%!$.-.,&#提示术前使用右美托咪定的患
者免疫抑制情况更轻#术后免疫功能恢复得更好)

综上所述#在需单侧肺通气的肺癌患者进行肺癌
根治术前使用右美托咪定能高选择性激动0+受体#
有助于减轻术中应激反应#降低术后炎症反应水平#
调节患者免疫功能#从而改善患者预后)
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