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评价实时荧光定量聚合酶链反应"
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#在研究人乳头瘤病毒"

TZQ

#

P-5

与宫颈癌相关

性中的临床应用价值!探讨
TZQ

与宫颈癌的相关性$方法
!

选取经组织活检确诊的宫颈癌&宫颈糜烂患者及

宫颈组织正常者共
.!8

例!采集其宫颈组织并进行
TZQP-5

实时荧光定量
ZO3

检测!观察
TZQP-5

的检

出率和病毒水平!分析其与宫颈癌临床分期的相关性$结果
!
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例宫颈癌组织中检出
TZQ."
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型
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检

出
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例!检出率为
7$4$$̂
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P-5

模板平均拷贝数为
#49%d.$
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!其中
TZQ."
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型
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均阳性者
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例!仅检出
TZQ.9

型
P-5

阳性者
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例!仅检出
TZQ."

型
P-5

阳性者
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例$
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例宫颈糜烂组织中检出
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例
TZQ."
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阳性!检出率为
.#4!7̂
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模板平均拷贝数为
8498d.$
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!未检出
TZQ.9

型

P-5

阳性者$
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例宫颈正常组织未检出
TZQ."

型及
TZQ.9

型
P-5

阳性$对不同组别"宫颈癌组&宫颈糜

烂组&宫颈正常组#的
TZQP-5

平均拷贝数比较!差异有统计学意义"
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$

$4$8

#!且随组织病变情况加重!具

有明显相关性"

<b$499

#$结论
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TZQP-5

水平与宫颈癌的发生有相关性!且
TZQP-5

拷贝数随病情加重

而增加!测定
TZQP-5

水平对宫颈癌的筛查有一定临床意义$
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宫颈癌一般可定义为发生在女性子宫的恶性肿

瘤#是常见的女性生殖系统恶性肿瘤之一#其中大多

数发生在发展中国家(近年来#我国宫颈癌的发病率

有所增长#现阶段在我国农村地区增长更明显(为了
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降低宫颈癌的发病率#目前对于发生原因及机制的研

究越来越多#

!$$9

年#德国科学家
TE>E=2IG>TEG(*D

因研究人乳头瘤病毒$

TZQ

%与宫颈癌的关系而获得

诺贝尔奖(随着研究深入#宫颈癌的病因越发趋于明

确#这些研究成果为早期发现+诊断宫颈癌及早日研

究宫颈癌的治疗策略提供了大量研究资料及理论依

据)
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*

(某些性传播因素#如性病病毒与宫颈癌发生

的关系越来越受到国内外专家学者的重视(这些病

毒中#研究最多的是
TZQ

(根据导致疾病的危险性

不同#可将
TZQ

分为高危型和低危型(低危型
TZQ

对于疾病的产生危险性较低#高危型
TZQ

对于疾病

的产生危险性较高(低危型
TZQ

往往引起性疾病#

癌变的可能性很小&高危型
TZQ

导致癌变的可能性

较大#其中某些类型可能和宫颈癌的发生有关(有研

究显示#高危型
TZQ

能编码癌蛋白#癌蛋白可能会导

致子宫颈上皮瘤样病变及子宫
(

+

)

级病变#甚至导

致宫颈癌的发生)

%6#

*

(流行病学调查及实验室研究结

果显示#

TZQ."

和
.9

型与生殖系统恶性肿瘤$如宫

颈癌%有明显相关性)
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(目前
TZQP-5

实验室检

测方法很多#常规聚合酶链反应$

ZO3

%具有简洁+迅

速+敏感度高等优点#但有无法定量+容易污染#从而导

致检测结果假阳性等缺点(因此#为了提高检测结果的

灵敏度+灵活性和准确性#需要较为准确+灵敏和简便的

监测方法)
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#因此#实时荧光定量
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应运而生(
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资料与方法
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选取
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年本院妇产科住

院的宫颈癌+宫颈糜烂患者及宫颈组织正常者共
.!8

例#所有标本均经组织活检确诊#并采集宫颈组织(

其中宫颈癌患者$宫颈癌组%

"$

例#年龄
.9

!

"#

岁#平

均
#%4#$

岁&宫颈糜烂患者$宫颈糜烂组%

%8

例#年龄

!.

!

87

岁#平均
#.4%$

岁&宫颈组织正常者$宫颈正常

组%

%$

例#年龄
.9

!

89

年#平均
%7418

岁(根据
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]\

$

.778

年%临床分期标准#将宫颈癌进行分期#本研

究宫颈癌标本中
&

期
!"

例#

(

期
.9

例#

)

期
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例&

本研究宫颈糜烂标本中
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(

级
.7

例#

OS-

)

级
."

例)
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(标本处理后保存在
/1$0

环境中备用(
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仪器与试剂
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主要仪器
!

$
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%美国
RS\635P

公司生产的

RS\635PCO

'

B=*

实时荧光定量
ZO3

检测仪&$

!

%中山

柏克电力有限公司生产的
[Z&

不间断电源&$

%

%广州

灵洁空气净化设备制造有限公司生产的超净工作台&

$

#

%湖南湘立科学仪器有限公司生产的
O:T.98$3

台式高速冷冻离心机&$

8

%北京时代北利离心机有限

公司生产的
]:.$6.

型高速台式离心机&$

"

%天津市顺

诺仪器科技有限公司生产的电热恒温水浴箱&$

1

%德

国普兰德公司生产的八通道可调移液器&$

9

%长沙市

天天齿科器材有限公司生产的精细组织剪&$

7

%安徽

普若迈德商用电器股份有限公司生产的
/.%$0

深低

温冰箱(
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主要试剂
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%上海之江生物科技股份有限

公司生产的
TZQ."

+

.9

型核酸测定试剂盒$荧光

ZO3

%&$

!

%美国贝克曼库尔特公司生产的
5

F

*DB;G>?

5NZG>*,Z6

核酸纯化试剂盒&$

%

%上海紫一试剂厂生

产的四甲基乙二胺&$

#

%国产分析纯常规试剂(

$4'

!

试验基本要求
!

为了防止试验过程中发生污

染#进而防止产生假阳性及假阴性结果#所有试剂的

放置+加入+监测等都要在专门试验区域&吸头+试管

塞+瓶塞等需要专用并定期严格消毒&试管应为一次

性使用#且不可混用&每次标本处理完成后均使用次

氯酸钠擦拭台面#每次操作结束后均进行无核酸化处

理#并进行紫外线消毒)
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方法

$414$

!

组织标本的采集制作
!

宫颈癌患者的组织标

本来自术中活检留取的可疑病变部位和癌旁组织&宫

颈糜烂及宫颈组织正常者的组织标本来自于活检中

留取的部分组织(所有标本放置在
.$̂

甲醛中固定#

迅速送病理科制作
TX

染色的常规石蜡切片(

$414/
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TZQ P-5

的获取
!

本研究使用
NCB@E*=

ZO3

改良法获取
TZQP-5

$

."

+

.9

型%(具体步骤!

$

.

%取约
!

F

新鲜组织活检标本#将标本用精细组织剪

进行处理后#加入
<

T94$

的三羟甲基氨基甲烷$

:>C(

%

和乙二胺四乙酸$

XP:5

%配制而成的
:X

缓冲液)成

分为盐酸$

.$));=

"

M

%

6XP:5

$

$4.);=

"

M

%#

$48̂

十

二烷基硫酸钠$

&P&

%#

!$

%

F

"

)M

核糖核酸酶*中#并

用仪器研磨直到肉眼下看不到块状组织为止($

!

%将

处理后的标本连同
.$$

%

M:X

缓冲液一起转移到容

量为
.48)M

的离心管内($

%

%在离心管中加入
!$̂

&P&

直至其浓度为
.̂

为止(将以上组织及溶液充分

混合均匀#然后在离心管内加入蛋白酶
V

直至其浓度

为
.$$

!

!$$

%

F

"

)M

为止(以上物质充分混合均匀

后#放在
%10

水浴
!$@

#中间振荡离心管几次($

#

%

以上混合物中加入
8$$

%

M

的
:>C(

一平衡酚
c

氯仿
c

异戊醇$混合比为
!8c!#c.

%#将其混合均匀后离心

.$)CD

#取上清液用氯仿
c

异戊醇$比例为
!#c.

%进

行抽提#离心
.$ )CD

#取上清 液加 入
.

"

.$

体 积

%);=

"

M

乙酸钠和
/!$0

预冷处理的
!

倍体积的乙

醇#离心
8)CD

后弃上清液#用
18̂

乙醇进行洗涤#自

然风干#用
8$

%

M:X

进行溶解#作为标本检测
ZO3

反应模板#置
/1$0

保存待用(

$414'

!

ZO3

扩增
!

从试剂盒中选取
TZQP-5

$

."

+

.9

型%反应液及相关反应酶#室温环境下融化并与获

取的
TZQP-5

混合物均匀混合#用离心机以
!$$$

>

"

)CD

离心
.$(

(将混合物移入每个
ZO3

反应管内#加

入
!

%

M

混合物#同时加入宫颈组织正常者混合物上清

液+宫颈糜烂者混合物上清液及不同水平的标准物各

!

%

M

#塞紧试管塞(将这些待测反应管转移到监测试验

'
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区#并按顺序放置#做好记录#放在荧光定量
ZO3

检测

仪上进行监测$循环%(循环程序设置为!

%108)CD

&

7#0.)CD

&

7808(

&

"$0%$(

(共
#!

个循环)

7

*

(

$42

!

统计学处理
!

采用
&Z&&.94$

软件进行统计学

处理(计数资料以例数或百分率表示#采用
!

! 检验

和秩和检验#以
2

$

$4$8

为差异有统计学意义(

/

!

结
!!

果

/4$

!

TZQ."

+

.9

型
P-5

在宫颈组织标本检测情

况
!

"$

例宫颈癌组织中检出
TZQ."

+

.9

型
P-58#

例#检出率为
7$4$$̂

#

P-5

模板平均拷贝数为

#49%d.$

8

B;

<'

"

)M

#其中
TZQ."

+

.9

型
P-5

均检

出者
9

例#仅检出
TZQ.9

型
P-5

阳性者
"

例#仅检

出
TZQ."

型者
%!

例(

%8

例宫颈糜烂组织中检测出

8

例
TZQ."

型
P-5

#检出率为
.#4!7̂

#

P-5

模板

平均拷贝数为
8498d.$

%

B;

<'

"

)M

#未检出
TZQ.9

型
P-5

(

%$

例宫颈正常组中
TZQ."

型
P-5

及

TZQ.9

型
P-5

均未检出#见表
.

(宫颈癌组+宫颈

糜烂组+宫颈正常组
TZQP-5

平均拷贝数比较差异

有统计学意义$

2

$

$4$8

%#且随着组织病变情况加重#

具有明显相关性$

<b$499

%#见表
!

(

表
.

!!

各类宫颈病变组织
TZQ."

#

.9

型

!!!

阳性分布(

&

&

^

')

组别
&

阳性

."

型
.9

型

阴性

."

型
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各类宫颈病变组织
TZQ."
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型
P-5

水平

组别
&
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型

阳性

$

&

%

平均水平

$
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"

)M

%

TZQ.9

型

阳性
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&

%

平均水平

$
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%

宫颈癌组
"$ #$

$

84"#_.4"%
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d.$
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%8 8
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%41!_$47.
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d.$
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宫颈正常组
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TZQ."

型
P-5

在标本中的年龄分布情况
!

TZQ."

型
P-5

在
.9

!

#$

岁标本中共检出
7

例#

%

#$

!

8$

岁标本中共检出
.%

例#年龄超过
8$

岁

标本中共检出
!%

例(通过两两比较#高危型
TZQ

检

出率在不同年龄组比较差异有统计学意义$

2

$

$4$8

%(

'

!

讨
!!

论

!!

目前#随着宫颈癌发病率逐渐增加及宫颈癌发病

年龄逐渐减小#其预防和治疗越来越重要(早发现和

早预防对于宫颈癌的治疗和预后有极为重要的作用(

因此#在很多综合医院的妇产科已设立了高危型

TZQ

检查(有研究表明#对妇女宫颈组织进行
TZQ

P-5

检测#可有效监控宫颈癌及癌前病变的发生和

发展)

1

*

(但是#对于是否将
TZQP-5

作为宫颈癌筛

查的手段#目前学术界支持和反对意见不一(反对的

专家学者认为#全球不同国家地区的研究表明#细胞

学检查手段可使宫颈癌发病率和病死率下降很多#因

此#仅运用细胞学筛查宫颈癌已足够#不需要再使用

另一种方法&支持的专家学者认为#细胞学检查虽然

可以使宫颈癌的发病率和病死率下降#但是这种筛查

方法成本太高(因为筛查方法的学习需要细胞学的

基础和经验#而这些学习和历练是一件成本较高+耗

时较长的事业#对于部分国家和地区#尤其是经济条

件较差的地区#细胞学筛查更加难以普及(而
TZQ

P-5

检测可以采用荧光定量
ZO3

检测手段进行#成

本较低#简单易学#医务人员稍微经过学习或培训就

可进行和普及(现在#有不少国家和地区同意将

TZQP-5

检测作为宫颈癌筛查的手段(如法国已

将
TZQ P-5

检测作为筛查宫颈癌的手段#因为

TZQP-5

采用
ZO3

检测#其敏感度较细胞学检查

高#原因可能和信号放大作用有关(

本研究中宫颈癌患者
TZQ.9

型
P-5

检出率为

!%4%%̂

#与文献)

..

*报道的广西壮族自治区宫颈癌

高发区人群
TZQ.9

型
P-5

总检出率为
.$4.8̂

差

别不大(宫颈癌患者
TZQ."

+

.9

型
P-5

的检出率

为
7$4$$̂

#与文献)

..

*报道的流行区的高危
TZQ

感染率相近(

本研究结果显示#在检出
TZQ."

+

.9

型
P-5

的

宫颈 癌 组 中#

P-5

平 均 拷 贝 数 为
#49%d.$

8

B;

<'

"

)M

#与其他组别比较差异有统计学意义$

2

$

$4$8

%(而且
TZQP-5

的拷贝数随病情加重而增

加#二者有明显相关性$

<b$499

%(

TZQP-5

$

."

+

.9

型%在宫颈正常组+宫颈糜烂组及宫颈癌组中的检出

率随宫颈病变严重程度而增加#提示
TZQ

感染可能

会引起宫颈癌#宫颈癌的重要预防措施之一可能就是

预防
TZQ

感染(建议对宫颈糜烂患者行宫颈组织

TZQP-5

$

."

+

.9

型%实时荧光定量
ZO3

检测#从而

尽早筛选出宫颈癌发生的高危人群#并定期随访#对

于其中发病者宜及时治疗#尽量预防宫颈癌发生#尽

量避免宫颈癌发展和扩散(

TZQP-5

可在宫颈糜烂的治疗+筛查及宫颈癌

的早期筛查+分型+治疗中发挥重要作用(有研究表

明#

TZQP-5

在宫颈癌的病情预测中有十分重要的

参考价值(

TZQP-5

有多种实验室检测手段#常见

的为
ZO3

#虽然常规
ZO3

具有简单+快捷+敏感度高等

优点#但是也有无法定量+容易污染而造成假阳性等不

足(实时荧光定量
ZO3

技术解决了常规
ZO3

的缺点#

因此成为近年来的研究热点( $下转第
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实时荧光定量
ZO3

检测技术实现定量检测功能

的机制是在常规
ZO3

检测的基础上增加了荧光标记

探针#在
:E

e

NED

酶
8̀6%̀

端外切酶的催化下来实现

的(是在
ZO3

检测过程中检测被检测物质的荧光信

号变化#在反应完成后#计算出起始
P-5

拷贝数(有

研究表明#这项技术有许多优点#不需要在扩增后再

进行分析#尤其在进行大范围检测时#避免了交叉污

染#定量准确)

7

*

(本研究结果提示#采用实时荧光定

量
ZO3

来检测宫颈组织中
TZQ."

+

.9

型
P-5

水

平#可以筛查宫颈癌#判断癌前病变的转归#观察治疗

进展和效果#监测病情进展(
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