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"摘要#

!

目的
!

探讨血红蛋白和宫颈黏液对导流杂交基因芯片"

Q

D

LKFWCN

%技术检测人乳头状瘤病毒"

Q.Y

%

分型结果的影响&方法
!

应用碱裂解法分别提取不同类型的宫颈脱落细胞样本的
Q.YVZ)

!经扩增后采用
Q

D

,

LKFWCN

技术对
Q.YVZ)

进行分型检测&结果
!

"

"

%非溶血样本经不同浓度"

'%6&

"

$1%'

/

(

5

%血红蛋白处理后!

Q.Y

分型结果不受影响!符合率为
"''7

&"

$

%无宫颈黏液标本和宫颈黏液标本
Q.YVZ)

的阳性率分别为

$&%""7

和
$'%8$7

!差异有统计学意义"

'

$

a&%#:1

!

G

$

'%'&

%&"

#

%宫颈黏液标本和无宫颈黏液标本的复查率分别

为
:%8"7

和
$%187

!差异有统计学意义"

'

$

a$1%'18

!

G

$

'%'"

%&结论
!

溶血的宫颈脱落细胞标本!可采用碱裂解

法提取
Q.YVZ)

进行
Q

D

LKFWCN

技术分型检测&标本中的宫颈黏液可影响本法对
Q.YVZ)

分型的检测&

"关键词#

!

人乳头状瘤病毒$

!

血红蛋白$

!

宫颈黏液$

!

导流杂交基因芯片技术
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随着分子生物学和分子流行病学的迅速发展#病毒感染与

肿瘤的关系受到广泛重视+人类乳头状瘤病毒$

Q.Y

&感染已

被公认为是引起宫颈癌及癌前病变的主要原因)

"

*

+研究证明#

887

的女性子宫颈癌伴有
Q.Y

感染)

$

*

+根据
Q.Y

基因序列

不同#目前已分离出
"$'

多种亚型)

#

*

+

Q.YVZ)

分型检测作

为临床预测患病风险,选择治疗方案和
Q.Y

疫苗开发研究的

重要指标日益受到重视+目前#作为一种新的
Q.Y

分型检测

技术#导流杂交基因芯片技术具有灵敏高效,快速检测
$"

种

Q.Y

亚型的特点而广泛被实验室所采用+通常医生在采样时

必须注意以下
$

点!$

"

&采样时间避开妇女的月经期%$

$

&先用

干净棉签擦净宫颈口黏液再取样+然而#在某些病理状态下#

如宫颈癌,宫颈炎,宫颈糜烂等情况下#即使严格按照采样规范

进行收集样本#采集到的标本依然不可避免地出现混有血液或

者脓性宫颈黏液等现象+血液和宫颈黏液是否会干扰
Q.Y

分型的检测#本研究采用碱裂解法对含不同浓度血红蛋白或宫

颈黏液的宫颈脱落细胞标本进行
Q.YVZ)

抽提#经
VZ)

扩

增后采用核酸分子快速导流杂交技术对
Q.YVZ)

进行分型

检测#并分析溶血和黏液标本对
Q.Y

分型结果的影响+

$

!

资料与方法

$%$

!

一般资料
!

选取
$'"'

年
:

月至
$'""

年
:

月本院妇科和

妇科门诊女性患者
Q.Y

标本作为研究对象#年龄
"8

"

:$

岁#

平均$

#&f""

&岁+

$%/

!

仪器与试剂
!

W

D

!

D

GA?K

聚合酶链反应$

.!-

&扩增仪来

自美国
(F=KC>

公司%医用核酸分子快速杂交仪来自潮州凯普

生物化学有限公司%核酸的抽提,扩增和杂交分型检测试剂盒

均购自潮州凯普生物化学有限公司+

$%'

!

模拟溶血试验对
Q.Y

分型检测结果的影响

$%'%$

!

标本收集和分组
!

所有标本采集均经就诊者本人同

意+严格按照操作说明书执行#医生用阴道内窥器暴露宫颈#

用干棉签擦干净宫颈口分泌物#用凯普公司专用的毛刷紧贴宫

颈口黏膜并旋转
&

周#收集宫颈口及颈管脱落上皮细胞#并将

刷头放入装有保存液的小瓶内#

#'4F3

内送检#

1T

保存#

#>

内测定#测定前先离心取上清液测定血红蛋白的浓度+标本要

求不带血液和黏液#血红蛋白浓度为
'%''

/

"

5

+每份标本均

按照操作说明取
1&'

!

5

进行测定+收集
Q.Y

单一和混合感

染标本
"&'

例#随 机 分 入
:

种 不 同 浓 度 的 模 拟 溶 血 组

-

'9""

-

检验医学与临床
$'"$

年
&

月第
8

卷第
"'

期
!

5CLW?>!AF3

!

WC

D

$'"$

!

Y=A%8

!

Z=%"'



$

$&

份"组&+

$%'%/

!

模拟溶血组标本的制备
!

取一份妇科体检健康的女性

志愿者乙二胺四乙酸二钾抗凝全血样本#离心去血浆后#用无

菌生理盐水将红细胞洗涤数遍#加入灭菌蒸馏水溶解红细胞#

测定血红蛋白溶液浓度#然后用灭菌蒸馏水对倍稀释成一系列

梯度浓度的血红蛋白溶液+将模拟溶血组样本$

1&'

微升"份&

与其作
"0"

混合#得到
Q.YVZ)

含量相同而血红蛋白终浓

度不同的模拟溶血样本+

$%'%'Q.Y

基因分型检测步骤
!

主要检测步骤包括
Q.Y,

VZ)

提取,

.!-

扩增,导流杂交#每一步均严格按照试剂盒说

明书进行操作+

$%'%1

!

结果判断
!

肉眼观察按芯片上
Q.Y

亚型分布相应着

色点位判断结果#阳性点呈蓝紫色圆点#有
"

个圆点阳性属单

一感染%有
$

个及
$

个以上圆点阳性属混合感染#每张芯片设

有反应质控点和杂交显色质控点各一个+每次检测必须具备

反应质控$

P!

&点,杂交显色质控点,阳性对照点和阴性对照点

同时在控+如
P!

点及
Q.Y

分型阳性点不显色#按说明书要

求将
VZ)

模板稀释
"'

倍重复
.!-

过程#然后再杂交分析+

$%1

!

宫颈黏液对
Q.YVZ)

检测的影响

$%1%$

!

标本采集
!

所有标本采集均经就诊者本人同意+标本

采集同
"%#%"

#样本要求不带血液#血红蛋白浓度为
'%''

/

"

5

+

$%1%/

!

样本分组
!

按样本采集情况分为无黏液组和有黏

液组+

$%1%'

!

Q.Y

基因分型检测步骤和结果判断
!

检测步骤和结

果判断同
"%#%#

和
"%#%1

+

$%2

!

统计学方法
!

采用
O.OOOECEF+EFG+"6%'

软件包进行统计

学分析+采用符合率检测血红蛋白对
Q.Y

分型的影响%采用

卡方检验比较无黏液组和有黏液组标本
Q.Y

的检出率和复

查率+

G

$

'%'&

表示差异有统计学意义+

/

!

结
!!

果

/%$

!

不同浓度血红蛋白对
Q.Y

分型结果的影响
!

见表
"

+

由表
"

可见#各模拟溶血实验组
Q.Y

分型结果分别与相应原

始标本进行对比#当血红蛋白终浓度在
'%6&

"

$1%''

/

"

5

范围

内#

Q.Y

分型的结果完全一致#符合率为
"''7

+由此可见#

无论是血性样本中血红蛋白浓度低至
'%6&

/

"

5

的轻微溶血#

还是血红蛋白浓度高达
$1%''

/

"

5

的严重溶血#

Q.Y

分型结

果均未受到影响+

表
"

!

不同浓度血红蛋白对
Q.Y

分型结果的影响

组别 血红蛋白终浓度$

/

"

5

&

Q.Y

分型符合率$

7

&

实验组
" '%6& "''

实验组
$ "%&' "''

实验组
# #%'' "''

实验组
1 :%'' "''

实验组
& "$%'' "''

实验组
: $1%'' "''

/%/

!

宫颈黏液对
Q.YVZ)

检测的影响
!

见表
$

+经统计有

黏液样本和无黏液样本
Q.Y

检出率差异有统计学意义$

'

$

a

&%#:1

#

G

$

'%'&

&#由此认为标本中的宫颈黏液可能对
Q.Y

检

测的阳性率存在影响+同时#有黏液样本与无黏液样本由于杂

交过程中
P!

点及
Q.Y

分型阳性点均不显色而需要复查#由

此提示
VZ)

抽提过程中出现
.!-

抑制物+

表
$

!

宫颈黏液对
Q.Y,VZ)

分型结果的影响

标本类型 阳性例数 阴性例数 合计 阳性率$

7

&

无黏液组
$9$ 91" ""$# $&%""

有黏液组
$$" 9#& "'&: $'%8$

合计
&'# ":6: $"68 $#%'9

/%'

!

有黏液组与无黏液组标本复查率结果
!

见表
#

+由表
#

可见#有黏液样本的复查率高于无黏液样本#差异有统计学意

义$

'

$

a:%8$8

#

G

$

'%'"

&+

表
#

!

有黏液组与无黏液组标本复查率的比较

标本类型 复查例数 不复查例数 合计 复查率$

7

&

无黏液组
$9 "'8& ""$# $%18

有黏液组
6# 89# "'&: :%8"

合计
"'" $'69 $"68 1%:1

'

!

讨
!!

论

子宫颈癌是目前所有癌症当中惟一病因明确,能有效预

防,早期及时发现,并且能早期治疗的癌症+大量研究已证明#

女性患宫颈癌是子宫颈被
Q.Y

感染所致#

88%97

的宫颈癌患

者中可以检测到不同型别的
Q.YVZ)

#而
Q.Y

阴性者几乎

不会发生宫颈癌+

Q.YVZ)

检测结果的准确性往往影响临

床对疾病的早期诊断+而
Q.Y

分型检测结果的准确性与核

酸的提取技术及标本的性质密切相关+

本研究通过碱裂解法抽提
Q.YVZ)

#经过
.!-

扩增后#

采用
Q

D

LKFWCN

技术进行
Q.Y

分型研究+

Q

D

LKFWCN

技术是

Q.Y

基因分型检测的新方法#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#采用碱性磷酸酶系统定性检测#从而对
$"

种
Q.Y

基因型进行分型检测#具有覆盖面广,灵敏度和特异性高,检测

通量高等性能特点#有利于随访和流行病学调查)

1,&

*

+在标本

收集过程中#尽管医生已严格按照操作规程#如避开妇女的月

经期#但在某些情况下#如严重的宫颈炎,宫颈糜烂,宫颈癌等

因素的影响下可以导致采样位置充血,水肿#触之易出血+有

研究表明#标本血红蛋白中的血红素可通过其卟啉环与
<C

M

酶的不可逆结合而抑制
<C

M

酶的活性#导致
.!-

受到抑制而

出现假阴性结果)

:

*

+因此#病毒核酸的提取方法能否有效去除

血红蛋白显得尤为重要+本研究所采用的碱裂解法是先通过

高速离心沉淀宫颈上皮细胞后#吸弃上清液#再加入碱性裂解

液#经煮沸裂解使病毒核酸释放出来+虽然该方法并非对核酸

进行纯化萃取#但吸弃上清液和多次用蒸馏水清洗离心沉淀物

的步骤中已将绝大部分血红蛋白去除+同时#导流杂交技术设

置了
P!

点#有利于监控
.!-

过程是否出现抑制现象#从而杜

绝假阴性结果+本实验结果显示#随着样本中血红蛋白浓度的

改变$

'%6&

"

$1%''

/

"

5

&#杂交过程
P!

点均在控#

Q.Y

的分型

检测结果依然保持着高度的一致性+日常工作中因病理情况

而引起的标本溶血多为轻微或中度溶血#此类标本如采用碱裂

解法提取病毒核酸#对
Q.Y

分型结果无影响+

宫颈黏液是含有糖蛋白,血浆蛋白,氯化钠和水分的水凝

胶+宫颈黏液含量的多少与妇女生理性周期性的变化有关#也

与妇科病理变化有关#如内分泌不平衡,黏液脓性宫颈炎,生殖

器官病变等+因此#医生采样过程并不能完全杜绝样本带有黏

-
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液甚至脓性黏液等情况的出现+陈凤等)

6

*研究表明#第
$

代杂

交捕获法检测
Q.YVZ)

结果不受标本带有分泌物的影响+

但该法存在一定的交叉反应现象#无法进行
Q.Y

分型#进口

试剂盒成本高#目前还不能达到全面普及)

9

*

+在本研究中有黏

液组的
Q.Y

检出率$

$'%8$7

&与无黏液组的
Q.Y

检出率

$

$&%""7

&差异有统计学意义#因此表明样本中宫颈黏液的存

在影响了
Q.Y

的检出率+探讨其原因有!$

"

&采样误差+

Q.Y

主要宿主是宫颈上皮细胞#受到宫颈黏液特别是脓性黏

液的影响#采样过程收集到的不是病变位置的上皮细胞#而仅

仅是宫颈黏液+相比之下#无黏液标本中宫颈上皮细胞的含量

明显比有黏液标本的要高#易于获得足够含量的
Q.YVZ)

模板量#有利于提高
Q.Y

的检出率+$

$

&方法学误差+含有

Q.Y

的宫颈上皮细胞被包裹在宫颈黏液中#使用碱裂解法在

抽提
Q.YVZ)

过程中#可能未能充分溶解黏液释放出病毒

VZ)

#导致抽提效果不佳#无法获得足够的模板量进行
.!-

#

从而使黏液组一部分标本结果出现假阴性+同时#本研究数据

显示#有宫颈黏液标本的复查率$

:%8"7

&比无宫颈黏液的复查

率$

$%187

&高+这一现象国外有类似报道#

.??@=K

等)

8

*通过内

标$人
,

,

珠蛋白&监控发现#由于
VZ)

抽提失败而需要复查的

标本占
67

+本文探讨宫颈有黏液标本高复查率原因在于有

黏液标本可能含有较多的黏蛋白,免疫球蛋白,蛋白酶和多糖

等内源性
.!-

抑制物+抑制物可通过干扰核酸提取过程的细

胞裂解或者通过抑制
VZ)

聚合酶活性而干扰
.!-

)

"'

*

#导致

杂交
P!

点不显色+由此可见#宫颈黏液标本不仅影响了
Q.Y

的检出率#也在一定程度上干扰
.!-

和杂交过程+

综上所述#在严格遵循标本采集要求的前提下#如何有效

清除黏液对
Q.YVZ)

抽提的干扰#提高
Q

D

LKFWCN

技术对

Q.Y

分型的阳性率#尚有待进一步研究+
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