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　　【摘要】　目的　 研究不同保存时间和反复冻融对宫颈脱落细胞中人乳头瘤病毒（ＨＰＶ）ＤＮＡ检测结果的影

响。方法　收集 ＨＰＶ载量在１０３ＩＵ／ｍＬ、１０５ＩＵ／ｍＬ、１０７ＩＵ／ｍＬ３个不同水平的标本各５个，混匀后分装，分别在

室温下保存１～４周和－２０℃保存并反复冻融１、５、１０次后，通过实时荧光定量聚合酶链反应（ＰＣＲ）检测宫颈脱落

细胞中 ＨＰＶＤＮＡ载量，与起始 ＨＰＶＤＮＡ载量进行比较分析。结果　标本在室温保存４周，高、中、低３个载量

水平 ＨＰＶＤＮＡ都无明显变化，差异无统计学意义（犘＞０．０５）。－２０℃保存并反复冻融１０次，高、中、低３个载量

水平 ＨＰＶＤＮＡ也都无明显变化，差异无统计学意义（犘＞０．０５）。结论　适宜的细胞保存液能保持宫颈脱落细胞

中 ＨＰＶＤＮＡ的稳定性，能满足临床检测、复查和标本保存的需要。
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　　人乳头瘤病毒（ＨＰＶ）是一类能够感染人体皮肤及黏膜复

层鳞状上皮细胞的环状双链ＤＮＡ病毒。多项研究表明，ＨＰＶ

持续感染是导致宫颈上皮内瘤变和宫颈癌发生的主要致病因

素［１３］。目前，随着分子生物学的发展，高危型 ＨＰＶＤＮＡ的

检测由于灵敏性高，检测快速，可定量和分型等优点，在临床上

广泛应用于宫颈疾病的筛查及治疗监测。因此，ＨＰＶＤＮＡ结

果的准确性对疾病的分级和治疗就显得尤为重要［４６］。由于本

单位４个分院的 ＨＰＶＤＮＡ标本皆运送至本实验室集中检

测，在保证了仪器、试剂、人员等因素稳定的前提下，探讨不同

的保存时间和保存条件对 ＨＰＶＤＮＡ载量检测结果是否影

响。现将结果报道如下。

１　材料与方法

１．１　材料来源　标本来源于２０１３年５月至２０１３年８月本院

检测的 ＨＰＶＤＮＡ阳性标本，选取在高（１０７ＩＵ／ｍＬ）、中（１０５

ＩＵ／ｍＬ）、低（１０３ＩＵ／ｍＬ）３个不同载量的标本（高、中、低载量

组）各５个进行以下处理，将在专用保存液的宫颈脱落细胞标

本于生物安全柜中进行分装，每管０．３ｍＬ，共分装８管，其中５

管用于室温（２５℃）下不同保存时间的研究，于１～４周后检

测；３管用于－２０℃下进行１、５、１０次冻溶的研究。

１．２　ＨＰＶＤＮＡ荧光定量聚合酶链反应（ＰＣＲ）检测　使用凯

普生物科技有限公司的“１３种高危型人乳头状瘤病毒核酸检

测试剂盒（ＰＣＲ荧光探针法）”进行提取及检测，试剂批号

２０１３０６０１。步骤按其操作说明书进行。ＰＣＲ反应体系：ＰＣＲ

Ｍｉｘ１７．５μＬ，ＤＮＡ聚合酶０．５μＬ，ＤＮＡ模板２μＬ。ＰＣＲ反

应条件：９５℃１０ｍｉｎ，１个循环；９５℃１０ｓ，５８℃５０ｓ，４５个循

环；４０℃５ｓ，１个循环。采用Ｒｏｃｈｅ公司的Ｌｉｇｈｔｃｙｃｌｅｒ４８０Ⅱ

荧光定量ＰＣＲ仪检测，检测结果以ｌｏｇＩＵ／ｍＬ表示。以大于

或等于１×１０３ＩＵ／ｍＬ为阳性判断标准。

１．３　试验数据可靠性　本实验室于２０１０年１２月被卫生部临

床检验中心批准为基因扩增检测实验室。本室所用凯普公司

的“１３种高危型人乳头状瘤病毒核酸检测试剂盒”已获ＳＦＤＡ

认证、ＣＥ认证。试验期间本室 ＨＰＶＤＮＡ检测项目室内质控

（批号２０１３０３）未出现失控。

１．４　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１７．０统计软件进行数据分析。

计量资料用狓±狊表示，组间比较采用单因素方差分析。以

犘＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　室温不同保存时间对 ＨＰＶＤＮＡ载量变化的影响，高、

中、低载量３组中，各个检测时间点 ＨＰＶＤＮＡ载量与初始结

果比较，差异均无统计学意义（犘＞０．０５）。见表１。

表１　室温不同保存时间 ＨＰＶＤＮＡ检测

　　结果（狓±狊，ｌｏｇＩＵ／ｍＬ）

组别 初始结果 １周 ２周 ３周 ４周

低载量组 ３．４９±０．２３３．６０±０．５６３．２７±０．４９３．５０±０．３９３．７６±０．３０

中载量组 ５．５１±０．１８５．３０±０．２４５．４０±０．２７５．１６±０．１６５．０９±０．４８

高载量组 ７．３１±０．２８６．９４±０．２３７．１９±０．２４７．２６±０．３８７．２３±０．３９

　　注：与本组内初始结果比较，犘＞０．０５。

２．２　－２０℃反复冻融次数对 ＨＰＶＤＮＡ载量变化的影响　

ＨＰＶＤＮＡ在不同冻融次数的高、中、低载量组中载量与原初

始结果比较，差异均无统计学意义（犘＞０．０５）。见表２。

表２　－２０℃反复冻融不同次数的 ＨＰＶＤＮＡ检测

　　　　结果（狓±狊，ｌｏｇＩＵ／ｍＬ）

组别 初始结果 冻融１次 反复冻融５次 反复冻溶１０次

低载量组 ３．４９±０．２３ ３．４１±０．１６ ３．６９±０．３８ ３．４１±０．１１

中载量组 ５．５１±０．１８ ６．０４±０．２９ ５．９７±０．１７ ５．６６±０．２４

高载量组 ７．３１±０．２８ ７．３５±０．３３ ７．４３±０．２６ ７．１２±０．２４

　　注：与本组内初始结果比较，犘＞０．０５。

３　讨　　论

荧光ＰＣＲ技术因其具有高灵敏、高特异和快速的特点，已

被广泛应用于病原体核酸的临床检测。但病毒核酸离体后易

受外界环境的影响，ＰＣＲ反应过程中也容易受到标本因素的

干扰。因此，为保证检测结果的可靠性，正确的标本采集方法、

标本运送、保存等环节，值得重视［７８］。

由于核酸基因扩增检测实验室对环境和技术水平的要求

较高，很多医院和实验室无法开展ＰＣＲ检测，只能将标本外送
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专业检测实验室。或者有些实验室由于标本量小或恰逢节假

日，几天才集中检测一批样本。但目前国内外尚无关于无病原

体核酸类标本保存及处理的统一标准，因此很多临床工作者进

行了研究探索。刘长利等［９］对不同温度、不同保存时间下的

ＨＣＶＲＮＡ病毒稳定性进行研究，结果表明：（１）ＡＣＤ抗凝的

全血在４、２５、３７℃保存４８ｈ，病毒含量分别下降到原滴度的

５３．８％、７２．５％、２９．８％。但３７℃保存１４ｈ内，ＨＣＶＲＮＡ仍

较为稳定；（２）ＡＣＤ抗凝全血分离后的血浆在４℃保存７ｄ，

２５℃保存３ｄ，ＨＣＶＲＮＡ仍较为稳定，然而若２５℃保存７ｄ，

病毒含量则下降到原滴度的２５．１％；（３）血浆标本应避免多次

冻融，反复冻融３次的血浆 ＨＣＶＲＮＡ病毒含量仍然较为稳

定，但反复冻融４次，病毒含量下降到原滴度的３８．９％。李有

琼等［１０］搜集１５例ＥＢ病毒（ＥＢＶ）ＤＮＡ阳性的标本，高、中、低

载量各５例，分成两管，分别在室温和４℃保存３、５、７、９ｄ，然

后进行检测。结果显示：在不同的保存温度下，高、中、低３组

ＥＢＶＤＮＡ载量结果比较，差异均有统计学意义（犘＜０．０５）；但

在相同的保存温度而不同保存时间里，随着时间的延长，ＥＢＶ

ＤＮＡ载量有所减少，但是差异无统计学意义（犘＞０．０５）。李

欣华等［１１］则研究证实，血清标本在室温贮存２ｄ，４℃保存１

周，－２２℃保存４个月对 ＨＢＶＤＮＡ测定结果差异无统计学

意义（犘＞０．０５）。

本研究结果显示，无论病毒载量高低，宫颈脱落细胞中

ＨＰＶＤＮＡ在室温下可保持稳定１个月；－２０℃保存，即使反

复冻融１０次，各个载量水平的 ＨＰＶＤＮＡ检测结果与初始结

果差异无统计学意义（犘＞０．０５）。可见，ＨＰＶＤＮＡ在合适的

标本保存液中保存，稳定性比常规认为的要稳定得多。常规观

点普遍认为，宫颈脱落细胞中 ＨＰＶＤＮＡ在室温仅可保持稳

定１周，４℃保持稳定１个月，－２０℃可长期保持稳定，但反复

冻溶不能超过３次。然而，以上观点缺乏试验数据支持。

不同的观点和结论可能缘于细胞保存 液 的 成 分 差

异［１２１３］。本实验室所使用的凯普公司研制的专用细胞保存液

成分包括ｐＨ缓冲剂、渗透压维持剂、防腐保鲜剂、固定剂、表

面活化剂等。合适的缓冲液和渗透压能最大限度地保持细胞

的形态完整，使之充分悬浮及分散。固定剂能固定细胞结构，

保存细胞形态并避免细胞内部蛋白酶对细胞的裂解作用及核

酸消化酶对核酸的消化作用，保存蛋白及核酸的完整性。同时

溶液中添加的非离子表面活性剂和防腐保鲜剂，一方面可防止

细胞凝聚，同时可对保存液中的细菌生理活动起到抑制作用。

以上成分，对本实验室 ＨＰＶＤＮＡ标本的合理保存和准确检

测提供了前提和保证。各实验室可根据自身仪器设备、试剂和

标本量情况制订符合自身的标本保存、处理及检测流程。
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紧张的状况。在保证献血者健康安全的前提下，为临床提供充

足、安全的血液是采供血机构的责任。本研究回顾了一年多来

献血者外周血的指标变化，关注的７个指标在首次及末次采集

前都在正常值范围内，对献血者健康无明显影响。有国外研究

报道，长期反复的ＰＬＴ采集会导致献血者外周ＰＬＴ降低和

ＰＬＴ生成能力下降
［５６］，这就需要采血工作者长期、持续地对

献血者进行关注，以确保献血者健康。
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