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摘要: 目的 通过对正常人群样本、宫颈癌样本的检测，评估市售实时荧光定量 PCＲ 方法学高危型 HPV 分型检测试剂

临床应用性能。 方法 分别采用两种荧光 PCＲ 检测试剂( A 试剂与 B 试剂) 对 1 000 例的体检样本、48 例宫颈鳞癌样

本和 18 例宫颈腺癌样本进行 HPV DNA 检测并对比其结果，评价其临床应用性能。 结果 A 试剂与 B 试剂检测体检样

本阳性率分别为 18. 5%和 16. 5%。14 种 HPV 型别阳性一致性百分比为 97. 57%，阴性一致性百分比为 98. 78%，总一致性

百分比为 98. 58%。A 试剂与 B 试剂检测 48 例宫颈鳞癌样本阳性率分别为 100%和 95. 83%，其中 HPV16 型( 66. 7%) 、58
型( 14. 6%) 、18 型( 10. 4%) 所占比例较高。18 例宫颈腺癌样本阳性率分别为 83. 33%和 77. 78%，HPV16 型( 50%) 、18 型

( 27. 7%) 和 51 型( 11. 1%) 所占比例较高。通过比较发现 A 试剂在宫颈鳞癌和腺癌样本中的阳性检出率较 B 试剂高。
结论 通过检测对比，两种试剂一致性较好，而 A 试剂检测下限更低，检测性能更好，更适用于人群宫颈病变的早期检测

与筛查，具有较高的临床应用价值。
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Abstract: Objective To evaluate the clinical application performance of marketed commercial high－risk human papillomavir-
us ( HPV) DNA ( genotype) diagnostic kits based on real－time fluorescent quantitative PCＲ method by testing normal population
samples and cervical cancer samples． Methods Two kinds of HPV diagnostic kits ( reagents A and B) based on fluorescent
quantitative PCＲ were separately used to detect HPV DNA in 1，000 physical examination samples，48 cervical squamous cell car-
cinoma samples and 18 cervical adenocarcinoma samples，the results were compared and the clinical application performances of
the two reagents were evaluated． Ｒesults The positive rates of the physical examination samples detected by reagents A and B
were 18．5% and 16． 5% respectively． The positive，negative and total coincidence rates of 14 kinds of HPV genotypes were
97. 57%，98．78% and 98．58% respectively． The positive rates of 48 cervical squamous cell carcinoma tissue samples detected by
reagents A and B were 100% and 95．83% respectively，of which HPV types 16 ( 66．7%) ，58 ( 14．6%) and 18( 10．4%) accoun-
ted for a higher proportion． The positive rates of 18 cervical adenocarcinoma tissue samples detected by reagents A and B were
83. 33% and 77．78% respectively，of which HPV types 16 ( 50%) ，18 ( 27．7%) and 51 ( 11．1%) accounted for a higher propor-
tion． The comparison results revealed that the positive rates of cervical squamous cell carcinoma and adenocarcinoma tissue samples
detected by reagent A were higher than those detected by reagent B． Conclusions A comparison of the detection results indi-
cates that the two reagents are in good consistency． Ｒeagent A shows a lower detection limit and better detection performance，it is
more suitable for the early detection and screening of cervical lesions in population，with high clinical application value．
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人乳头瘤病毒( human papillomavirus ，HPV) 是一

类分子量较小的无包膜的双链环状 DNA 病毒，专性侵

染和寄生人体生殖器官及其它组织器官的上皮细胞。
人乳 头 瘤 病 毒 型 别 约 有 100 多 种，在 临 床 上，根 据

HPV 不同基因型致病力大小或致癌危险性大小不同

可将 HPV 分为高危型和低危型两大类: 低危型 HPV
一般与尖锐湿疣或低级别鳞状上皮内病变相关，检测

的临床价值尚不明确; 高危型 HPV 除可引起外生殖器

疣外，更重要的是引起外生殖器癌，宫颈癌及高度子宫

颈上皮内瘤变。依据世界卫生组织的国际癌症研究机

构及其他国际组织的研究成果，将 HPV16、18、31、33、
35、39、45、51、52、56、58、59、68 等 13 种基因型列为高

危型别，26、53、66、73、82 等 5 种基因型列为中等风险

型别。宫颈癌是目前人类所有癌症中唯一病因明确的

癌症，也是第一个可防、可控、可治的癌症。由于高危

型人乳头状瘤病毒与宫颈癌的发病密切相关，99. 7%
的子宫颈癌 患 者 都 可 检 测 到 高 危 人 乳 头 状 瘤 病 毒

DNA［1］。国际公认人乳头状瘤病毒分型检测是宫颈

癌最重要的筛查方法之一，因此快速、准确的检测出

HPV 高危型感染，可以预测宫颈病变发生的风险度，

从而决定筛查的间隔、处理方案的制定及治疗后随访，

对于早期治疗和降低宫颈癌的发病率和死亡率等具有

重要的意义。
迄今，HPV 难于用传统的病毒培养及血清学技术

检测，主要实验诊断技术是基于核酸检测的分子生物

方法，主要有核酸杂交法［2］，基因芯片［3－4］以及 PCＲ
法［5］等。其中实时荧光定量 PCＲ( fluorescent quantita-
tive polymerase chain reaction，FQ－PCＲ) 是近几年兴起

来的一种融汇了 PCＲ 高敏感性、探针杂交高特异性和

光谱检测高精确性等技术优点的检测技术［6］，具有早

期、高特异、高敏感、可定量等优点，对于 HPV 感染的

辅助诊断及宫颈癌的早期筛查有着重要的意义。

1 材料与方法

1. 1 研究对象 本次研究的正常人群样本来自 2017
年 1 月－ 2018 年 12 月年沙井人民医院的体检样本

1 000例，均为常规体检的女性宫颈脱落细胞，－20 ℃
冰箱保存。研究中的 66 例宫颈癌样本中，包含了宫颈

鳞癌样本 48 例，宫颈腺癌样本 18 例，均为石蜡组织样

本，来自 2017－2018 年湖南圣维尔医学检验中心。
1. 2 研究试剂和仪器 HPV 核酸提取试剂: 核酸

( DNA) 提取试剂盒( 磁珠法) ( 湖南圣湘生物科技有限

公司，长沙) ，用于提取并纯化石蜡组织样本中核酸。
HPV 核酸检测试剂盒: 高危型人乳头瘤病毒核酸( 分

型) 检测试剂盒( 湖南圣湘生物科技有限公司，长沙)

( 以下简称“A 试剂”) ，检测型别 16、18、31、33、35、39、
45、51、52、53、56、58、59、66、68，最 低 检 测 限 为

400 copies /ml; 高危型人乳头瘤病毒( HPV) 核酸测定

试剂盒( 上海之江生物科技股份有限公司，上海 ) ( 以

下简称“B 试剂”) ，检测型别 16、18、31、33、35、39、45、
51、52、56、58、59、66、68、82，最 低 检 测 限 为 1 ×
104copies /ml。A、B 两种试剂共同检测 1、4 种型别，不

同的是 A 试剂可检测 53 型，B 试剂可检测 82 型。核

酸扩增仪采用宏石 SLAN－96P 扩增仪。
1. 3 方法 A 试剂体检样本处理: 从无菌样本管中

吸取 1 ml 样本至 1. 5 ml 灭菌离心管，瞬时离心后吸取

50 μl 至另一 1. 5 ml 灭菌离心管中，加入 50 μl 核酸释

放剂，充分混匀后作为待测样本备用，取 10 μl 作为

PCＲ 反应液模板。B 试剂体检样本处理: 取 1 ml( 如果

分泌物多，仅 取 200 μl ) 的 细 胞 保 存 液 样 本 至 新 的

1. 5 ml离心管，13 000 rpm 离心 5 min 弃去上清，沉淀

加无菌生理盐水 1 ml，13 000 rpm 离心 5 min 弃上清，

沉淀直接加入 100 μl 的核酸提取液，混匀，100 ℃煮沸

10 min，然后 13 000 rpm 离心 5 min，取上清 4 μl 作为

PCＲ 反应液模板。宫颈鳞癌和腺癌组织样本处理: 取

3～5 片切片样本至 1. 5 ml 离心管，加入 600 μl 溶液

1，95 ℃加热 10 min 冷却至 60 ℃，加入 60 μl 的蛋白

酶 K，57 ℃孵育 30 min。100 ℃加热 10 min 使蛋白酶

K 失活，13 000 rpm，15 min，冷却硬化上层石蜡，吸取

下层溶液 200 μl 至新的 1. 5 ml 离心管，加入 600 μl 溶

液 1，混匀，95 ℃加热 10 min 加入 100 μl 溶液 2，50 μl
的磁珠，混匀，静置 20 min，上磁力架，吸附 3 min，弃废

液。加入 600 μl 的溶液 3 和 200 μl 的溶液 4，混匀，上

磁力架，吸附 3 min，弃废液，静置 1 min，再次弃废液加

入 50 μl TE，混匀，静置 5 min，上磁力架，吸附 3 min，

回收所得溶液，为 PCＲ 反应液模板。PCＲ 扩增: A 试

剂和 B 试剂反应液分别按照说明书进行配制，添加模

板，设置程序，上机检测。
1. 4 复核检测方法 测序方案: A 试剂和 B 试剂仅

有一方检测出单独感染或多重感染，而另一方未检出

该型别时，则采用该型别的特异性引物对该阳性样本

进行单独扩增测序，将序列通过比对，确定型别。
1. 5 统计学分析 将 A 试剂与 B 试剂检测结果数据

采用 SPSS 15. 0 软件 kappa 检验一致性分析。Kappa
值的参考评价原则如下: 0. 75＜κ≤1 时，诊断一致性

好; 0. 4＜κ≤0. 75 时，诊断一致性一般; 0≤κ≤0. 4 时，

诊断一致性差。
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2 结 果

2. 1 两种方法检测阳性率和各型别比例 A 试剂和

B 试剂检测体检样本，检测阳性率以及各型别所占比

例见表 1。
表 1 A 试剂和 B 试剂检测 HPV 各型别结果分析( %)

试剂种类 阳性 16 型 18 型 31 型 33 型 35 型 39 型 45 型 51 型 52 型 53 型 56 型 58 型 59 型 66 型 68 型 82 型

A 试剂 18. 5 4. 6 1. 1 1. 4 1. 8 0. 6 1. 1 1 2. 8 4. 1 2. 0 3. 2 3. 9 1. 9 0. 8 2. 7 －

B 试剂 16. 5 4. 2 1 1. 2 1. 8 0. 5 1. 1 0. 9 2. 8 3. 9 － 3. 2 3. 8 1. 8 0. 9 2. 6 0. 2

通过两种试剂对 1 000 例样本进行检测，A 试剂阳

性率为 18. 5%，B 试剂阳性率为 16. 5%，其中 16 型、52
型、58 型、56 型、51 型、68 型和 53 型在各型别中所占

比例较高。A 试剂检测出 12 例 53 型单型感染，还有 8
例 53 型与其他高危型的混合感染，B 试剂检测出 2 例

82 型单型感染，通过测序复核，结果一致。
2. 2 两种方法检测试剂结果比较 排除 53 型和 82
型，根据检测结果将临床样本分为 HPV14 种高危型阳

性组和阴性组，统计结果见表 2。
表 2 A 试剂与 B 试剂对 14 种高危型 HPV 型别的检测结果

实验
B 试剂

高危 14 种型别阳性 高危 14 种型别阴性
合计

A 试剂 高危 14 种型别阳性 161 10 171

高危 14 种型别阴性 4 811 815

总数 165 821 986

对比 A 试剂与 B 试剂的检测结果，对符合试验方

案要求的受试者样本数据进行数据统计分析，计算二

者的 HPV14 种高危型阳性一致性百分比、阴性一致性

百分比、阴阳性检测总一致性百分比和 HPV14 种高危

型分型一致性百分比。HPV14 种高危型阳性一致性百

分比= 161 / ( 161+4) ×100% = 97. 57%; HPV14 种高危

型阴 性 一 致 性 百 分 比 = 811 / ( 10 + 811 ) × 100% =
98. 78%; HPV14 种高危型阴阳性检测总一致性百分

比= ( 161+811) / ( 161+4+10+811) ×100% = 98. 58%;

通过对上述 14 例样本测序，其中有 11 例与 A 试剂结

果相符，有 3 例样本测序结果与 B 公司结果一致。应用

Kappa 评价方法对 A 试剂和 B 试剂检测结果进行诊断

一致性分析，Kappa 值 = 0. 950，P = 0. 000。α = 0. 05 检

验水准下，B 试剂与 A 试剂检测结果的一致性有统计

学意义，阴阳性诊断一致性好。统计 HPV14 种高危型

分型一致性数据，两种试剂分型结果完全一致样本数

为 145 例，而两种试剂均检测为阳性的样本总数为 161
例，两种试剂的 HPV14 种高危型分型一致性百分比为

90. 06%。对该 16 例分型结果不相符的样本进行测序，

测序结果有 12 例与 A 公司检测一致，有 4 例与 B 公司

检测结果一致。
2. 3 两种试剂检测宫颈鳞癌和宫颈腺癌检测 A 试

剂和 B 试剂检测宫颈癌组织样本，检测阳性率以及各

型别所占比例见表 3。

表 3 A 试剂和 B 试剂检测宫颈癌病例中 HPV 结果及型别分析( %)

宫颈癌种类 阳性 16 型 18 型 31 型 33 型 35 型 39 型 45 型 51 型 52 型 53 型 56 型 58 型 59 型 66 型 68 型 82 型

鳞癌－A 试剂 100. 00 66. 7 10. 4 6. 3 4. 2 / / / / 8. 3 4. 2 / 14. 6 / 2. 1 4. 2 /

鳞癌－B 试剂 95. 83 64. 6 10. 4 6. 3 4. 2 / / / / 6. 3 / / 12. 5 / 2. 1 4. 2 /

腺癌－A 试剂 83. 33 50. 0 27. 7 / / / / 5. 5 11. 1 / / / / / / 5. 5 /

腺癌－B 试剂 77. 78 44. 4 22. 2 / / / / 5. 5 11. 1 / / / / / / 5. 5 /

通过两种试剂对 48 例宫颈鳞癌样本进行检测，A
试剂阳性率为 100%，B 试剂阳性率为 95. 83%，其中 16
型、58 型、18 型在各型别中所占比例较高，其中 58 型

与 16 型混合感染较多，存在 2 例 53 型与其他型混合感

染，而未检到 82 型。另外，对 18 例宫颈腺癌样本进行

检 测，A 试 剂 检 测 阳 性 率 为 83. 33%，B 试 剂 为

77. 78%，其中 16 型、18 型和 51 型在腺癌样本中所占

比例较高。
2. 4 两种方法检测试剂检测宫颈癌样本结果分析

采用两种试剂对宫颈鳞癌和腺癌检测，A 试剂的宫颈

鳞癌和宫颈腺癌阳性检出率比 B 试剂高。在宫颈鳞癌

样本中，A 试剂 HPV 核酸均检测为阳性，B 试剂存在少

量 HPV 阴性情况。而在宫颈腺癌中 HPV 检测阴性率

相对较高。在宫颈鳞癌中排名前三位的型别分别为 16
型、58 型、18 型。在宫颈腺癌中排名前三位的型别分

别为 16 型、18 型、51 型，说明各型别在不同病理诊断

结果样本中所占比例有所不同。

3 讨 论

目前国内临床上主要采用煮沸法、磁珠法等对
HPV 核酸进行提取［7］，上述方法需要高速离心，去废

液，多次开关盖管等操作，样本处理耗时长，其中煮沸

法还需经过煮沸裂解，DNA 存在损耗，同时还容易造成

气溶胶污染。在本研究中，A 试剂采用的免核酸提取

法( 一步法) 与 B 试剂煮沸法相比，每个病例只需取少

量宫颈细胞样本且处理时间短，无需加热、离心、去废
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液等操作，大大减少污染环节。因此，A 试剂具有快速、
简便、高灵敏、高通量、易开展、低成本、全程质控等特

点，更加适用于国宫颈癌筛查的普及，并且大幅提升筛

查质量。
A 试剂和 B 试剂 HPV 检测阳性率分别为 18. 5%

和 16. 5%。其中，HPV16 型、52 型、58 型、56 型、51 型、
68 型和 53 型在各型别中所占比例较高，有些型别 A 试

剂检出比例比 B 试剂高，可能是 A 试剂的最低检测限

为 400 copies /ml，灵敏度比 B 试剂高，在检测性能上稍

优于 B 试剂。
两种试剂检测 14 种高危型阳性一致性百分比为

97. 57%，阴性一致性百分比为 98. 78%，总一致性百分

比为 98. 58%，两种试剂的一致性较好。B 试剂检出 2
例 82 型，A 试剂检测出 12 例为 53 型单型感染，8 例 53
型混 合 感 染，与 测 序 结 果 一 致，说 明 HPV53 型 比

HPV82 型比例更高。凌王芳等［8］ 对 2 338 例进行检

测，HPV53 型占比例也较高，排列第 5。岑尧等［9］对中

国女性人乳头瘤病毒感染状况以及高危型别分布研究

分析，统 计 了 我 国 南 北 方 总 的 HPV53 型 769 例 占

5. 1%，而 HPV82 仅检出 5 例占 0. 032%，HPV53 型感

染率明显比 HPV82 型高，虽 HPV53 型和 HPV82 均被

列为 中 等 风 险 型，但 A 试 剂 HPV15 种 型 别 中 检 测

HPV53 型相对于 B 试剂检测 HPV82 型更加适合人群

宫颈病变的早期筛查，为提示宫颈病变的风险、防止筛

查中的漏检情况起到重要的意义。
通过两种试剂检测宫颈鳞癌比较，B 试剂在宫颈

鳞癌检测中存在漏检情况，可能是 B 试剂检测的灵敏

度稍低于 A 试剂，另外，也可能是两种试剂检出区域不

同，在 HPV 整合过程中，许多基因如 E2、L1 被破坏或

缺失［10］，这将使得待测 HPV DNA 的有效浓度降低，从

而导致假阴性。许多研究发现宫颈鳞癌存在 HPV 阴

性情况，虽然高危型人乳头瘤病毒是已被证实的引起

宫颈病变的主要原因，但并不是唯一因素，宫颈病变的

发生及发展是多因素共同作用的结果，如其他病原体

感染，单纯疱疹病毒Ⅱ型、EB 病毒以及支原体感染造

成［11］，也受多产次、吸烟、分娩年龄较早及免疫功能缺

陷等其他环境因素影响［12］，其次临床上虽已有多种方

法对 HPV DNA 进行分型检测，但也不排除仍存在我们

尚未发现高危型 HPV，任何一种 HPV 检测方法都存在

一定假阴性率，这与检测目的基因片段、检测方法及其

灵敏度有关［13］，还有就是部分患者的病毒感染形成病

变，在恢复过程中病毒可通过自身免疫机制得到清除，

但此时宫颈病灶已经形成，就会造成临床上 HPV 检测

结果呈阴性，而宫颈病变持续存在。

研究显示，在宫颈腺癌中 HPV 的阴性率高于宫颈

鳞癌，可能与腺细胞难于取材有关，也可能是由于腺癌

包括不常见的腺癌亚型［14］，例如透明细胞腺癌、中肾腺

癌、子宫内膜样腺癌和子宫颈微偏腺癌等，均可能与高

危型 HPV 感染无关，这类宫颈癌蜡块组织中 HPV 检

测阳性率仅为 0%～27. 3%［15］。
通过此次临床研究表明: 两种荧光定量 PCＲ HPV

分型检测试剂的检测结果具有很好的一致性，但 A 试

剂在宫颈癌样本的检测中 HPV 检出率更高，型别设置

更加合理，并且操作简单，更适用于人群宫颈病变的早

期检测与筛查具有较高的临床应用价值。
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