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!!宫颈癌是威胁女性生命健康最主要的恶性肿瘤#
其主要致癌因素是持续性人乳头瘤病毒%OaV&感
染**+)我国女性高危型 OaV%O%>OaV&感染率为
*1Z#与全球其他地区基本一致#感染率位于前,的
OaV型别分别为*=,,+,,0,,2,*0型*++)OaV检测
是宫颈癌筛查的重要手段#国内已有一百余种 OaV
核酸检测试剂盒#其均主要适用于宫颈脱落细胞标
本*2+)然而#当新鲜标本无法检测或用于回顾性流行
病学研究时#需使用活检组织标本替代)福尔马林固
定石蜡包埋%$$a"&组织是生物标本最常见的保存形
式#可常年存放于病理档案室)$$a"组织经过一定
的物理和化学处理#使细胞形态,组织结构保持稳定
的同时#核酸和蛋白质亦不会受到较大的破坏#为分
子病理检测,基因分析和流行病学研究等提供了更广
泛的标本来源)但甲醛及石蜡等化学试剂可造成组
织不同程度的 &W)片段化及 &W),蛋白质相互交
联#对&W)提取产量和a(%扩增效率均产生不良影
响*/+)目前#用于$$a"组织中的 OaV检测技术缺
乏共识和规范#本文围绕组织标本的获取,固定和保
存等方面#归纳了可能影响核酸质量的因素#并对
$$a"组织的核酸提取制备及 OaV 检测方法进行
综述)
$!影响核酸质量的因素
$-$!组织获取!固定前合理的组织获取方式可更好
地保证标本中核酸及蛋白质的质量)组织器官的冷
缺血时间,标本大小,脱钙方法等均影响后续$$a"
组织标本的核酸分析)有研究发现#冷缺血时间控制
在+/F内不影响a(%扩增成功率#但冷缺血时间超
过+/F#其荧光原位杂交信号强度会明显减弱*,+)另
外#组织标本体积不宜过大#2"*.II2 大小的组织

经固定后核酸质量保存较好#a(%扩增成功率最高)
有学者研究发现#脱钙方法的不同会直接影响核酸质
量#乙二胺四乙酸%"&?)&和超声脱钙法均优于酸性
脱钙液法#前者标本进行%?>a(%检测可扩增出更长
的片段#同时在荧光检测方面#经甲酸脱钙后荧光信号
强度欠佳*=+)因此#根据研究者检测需求选择相应的组
织获取手段#以保证组织内核酸质量少受或不受影响)
$-/!组织固定!固定液的7O 值,固定时间和温度
都是影响$$a"组织核酸质量的决定性因素#影响
a(%扩增能否成功)既往研究发现#中性福尔马林固

定效果较好#对核酸片段化破坏小#且固定时间在/0F
内获取的&W)完整性和产量更高#用于a(%,原位杂
交和单核苷酸多态性检测时的成功率最高$反之#延长
固定时间%'/0F&#则影响%W)相关的检测*;+)因此#
生物标本分析前组织固定程序标准化至关重要#在某些
类型的肿瘤标本中#&W)和%W)的质量可能受到延
迟固定或固定时间的影响)通常#福尔马林固定时间的
延长%超过*0"+/F&引起%W)片段化及核酸修饰会
干扰9&W)的合成#从而获得低质量的Ya(%数据)此
外#对于标本固定的温度仍有一定争议#有研究表明#福
尔马林在/^下固定可以保留$$a"组织标本中&W)
的完整性#与常温下固定的$$a"组织标本相比#前者
获得的&W)碎片化程度明显降低*0+)
$-'!组织的处理及保存!组织标本的脱水,透明和
浸蜡过程也影响着核酸质量#高纯度石蜡在a(%扩
增中具有明显优势)此外#$$a"组织标本的保存与
核酸质量密切相关)有研究将保存了数十年的浸润
性宫颈癌$$a"组织标本用于 OaV*=U*基因与人
类微管蛋白>)检测#结果发现#保存时间&*,年的标
本均成功扩增出病毒基因和管家基因#但保存时间%
*,年的标本扩增出更长靶基因的能力显著下降*1+)
有研究者将保存时间为,"+*年的$$a"组织标本
用于提取 %W)#结果发现保存时间对 I%W),I8>
9L@%W)和L%W)扩增水平并无太大影响#但其中保
存时间&*年的$$a"组织标本获得的%W)完整性
最佳**.+)所以#$$a"组织标本保存时间的延长会不
同程度影响病毒基因和管家基因的a(%扩增)影响
$$a"组织核酸质量的因素见表*)
/!核酸的提取
/-$!提取步骤!一般而言#$$a"组织核酸提取需/
个步骤!切片,脱蜡,蛋白酶消化和纯化)操作前#用
;.Z";,Z乙醇擦拭切片机以减少污染$切片常采用
/三明治0技术#厚度根据试剂及组织大小而定#通常
推荐*.(I切片$一个刀口对应一个蜡块$若操作中
发现疑似污染应及时更换手套#尽可能使用一次性镊
子或牙签转移切片***+)值得注意的是#由于组织表面
暴露于空气中发生的氧化反应#前+"2张切片建议
丢弃#并推荐切片后*F内进行核酸提取#或存放于
/^待测)脱蜡最常用的试剂为二甲苯#但其具有一
定毒性#且有机溶剂的反复处理等可增加组织丢失的
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风险)另外#由于有机溶剂脱蜡操作比较耗时#有学
者通过直接加入自配蛋白酶裂解液%蛋白酶 \,"&>
?),.-,Z吐温,,.II@6?L8!&后#*..^热处理*.
I8A#*,...hE/^离心#同样能获得足量核酸#并成
功扩增 OaVU*基因片段**++)现对于$$a"组织标
本核酸提取后是否需要纯化尚存有争议#而大多研究
集中应用iS)5I73&W)$$a"?8!!GC纯化试剂盒)
/-/!核酸质量的验证!人类管家基因是用于验证
&W)质量的关键指标#如)>#6@J8A或)>59D8A)由于
福尔马林固定等因素引起&W)碎片化会降低a(%
扩增效率#因此#在$$a"组织中容易扩增小片段靶
标#一般控制在=,"+;.J7为宜#每+,(U扩增反应
体系需标本量*"*.(U)有研究发现#粗提试剂所获
得的基因组&W)与$$a"组织纯化提取试剂相比#
OaVa(%扩增结果无明显差异**2+)因此#$$a"组
织标本核酸提取方法的异同对 OaVU*基因扩增的
影响甚微)也有学者通过对比iS)5I73 &W)$$a"
?8!!GC,"P>')P?4&W) 和 %C685aLC7?4$$a" E&>
W)2种提取试剂盒检测 OaV*=感染情况#发现+*
例头颈部癌患者感染率分别为 20-*Z,22-2Z,

22-2Z**/+)因此#iS)5I73&W)$$a"?8!!GC纯化
试剂盒可检测出更多 OaV感染病例)由于a(%扩
增检测 OaVU*的靶标长度为=,";..J7#$$a"组
织标本对于小片段病毒基因扩增更敏感#可能无法检
出大片段病毒基因亚型)$$a"组织核酸提取的主要
试剂盒,方法及 OaV检测平台见表+)

表*!!影响$$a"组织核酸质量的因素
因素 &W) %W)

冷缺血时间
荧光原位杂交!$*F$a(%!

&+/F
$*+F

标本体积 2"*.II2 '
脱钙方法 "&?) "&?)或超声
组织固定

!缓冲液 中性福尔马林 中性福尔马林

!时间 $;+F 0"/0F

!温度 /^或常温 /^或常温
包埋试剂 纯石蜡 '
切片厚度 &*.(I &*.(I
蜡块储存时间 &*,年 &*年

!!注!'表示无相关数据)

表+!!核酸提取的主要试剂盒"方法及 OaV检测平台

厂商 试剂盒 脱蜡方法

蛋白酶\
孵育温度

%̂ &

切片厚度

%(I&
纯化方法

洗脱液用量

%(U&
上样量

%(U&
OaV
检测平台

目的片段

扩增长度

%J7&

i85ECA &WC5!N_6@@K5AK?8!!GC 加热或二甲苯 ,= *."+. W# ,. ,"*. SWW3>U8a) =,

iS)5I73 &W) $$a"
?8!!GC

加热或二甲苯 ,= *."2. 离心柱,硅膜 ,. ,
4X.1"**5AK#a,b"

=ba(%
*,.

O8EF7GLC$$a"&W)S>
!@65D8@A

加热或二甲苯 ,= *. 离心柱,硅膜 +,",. , U8AC5L5LL5N /,.

%@9FC
O8EF7GLC$$a"&W)S>
!@65D8@A

加热或二甲苯 ,= *. 离心柱,硅膜 W# ,
à$>*.a(%5AKU8>

a)+,
=,

SAB8DL@ECA
45E4)P$$a"&W)S>
!@65D8@A

加热或二甲苯 =. *. 磁珠 ,. W# 3A965L8DN ;1"*2;

!!注!W#为未获取到信息)

'!OaV检测技术
'-$!OaV 特点!OaV 是一种小分子双链环状

&W)病毒#长度约0...J7#呈二十面体对称性#无包
膜#直径为/,",,AI)其核酸按功能主要分为早期
编码区,晚期编码区和非编码区#其中晚期编码区分
为U*,U+#早期编码区分为"*,"+,"/,",,"=和";#
具有病毒复制,转录调控和细胞转化等功能)"*,"+
均与病毒复制有关#也常作为病毒整合位点)"=,";
是大多数 OaV亚型的转录起始点#可分别与抑癌基
因7,2,7%J结合并导致其失活引起宫颈癌的发生)
OaV有多种亚型#根据其致癌能力#分为低危型
OaV%U%>OaV&和 O%>OaV#U%>OaV一般与皮肤
病变有关#O%>OaV与黏膜病变有关)OaV具有严
格的宿主和组织特异性#主要感染人的皮肤或黏膜上
皮细胞#初次感染 OaV大部分可治愈#与病毒的侵袭
能力和感染者免疫状态相关#持续反复的 O%>OaV
感染可能使病毒&W)整合至宿主基因组中#破坏自

身基因组和宿主染色体结构#进而导致癌基因激活#
引起癌症的发生**,+)
'-/!a(%检测技术!a(%检测技术是 OaV&W)
检测的传统方法)目前#大多数商品化 OaV &W)
a(%检测技术针对宫颈脱落细胞或分泌物#而组织标
本的 OaV &W) 检测缺乏合适的检测方法)OaV
U*基因区高度保守#并在不同亚型中的突变频率均
较低#其靶向扩增片段为=,"/,.J7)$$a"组织标
本制备过程复杂#可能导致广泛的&W)损伤#包括交
联和断裂#并可能降低检测的准确性)目前#针对U*
基因区常见的通用引物分为2类#包括 4X.1"**,
#a,b"#a=b和 à$*.%SWW3>U8a)&#其靶标片段
大小分别为/,.J7,=,J7和*,.J7**=>*0+)一项最新
的多中心回顾性研究评估了 OaV相关肿瘤的基因型
分布#OaV &W) 和分型检测使用 à$>*."U8a)+,
系统#对来自,.个国家或地区*0+/;份$$a"组织
标本进行检测#发现在有效实施 OaV疫苗接种计划

(01++( 检验医学与临床+.++年0月第*1卷第*=期!U5J4CK(68A!)GEG!D+.++!V@6-*1!W@-*=



的国家或地区约1.Z的宫颈癌和,.Z的 OaV相关
癌症的发生被有效预防**1+) à$>*.的扩增效率高于
其他通用引物#可能是由于扩增靶区较小#扩增效率
较高)同样#有研究通过对比宫颈脱落细胞与$$a"
组织标本的OaV感染情况#发现3A965L8DN荧光a(%
与 à$>*. 检 测 OaV 感 染 的 总 体 一 致 性 较 好

%\5775:.-0+&#但对某些基因型的检测结果存在一
定差异*+.+)此外#$$a"组织&W)提取过程中容易
造成标本交叉污染#应按组织核酸提取标准操作规程
进行操作#以减小污染的风险$同时#也可以设置内参
以减少 OaV&W)假阳性的发生)
'-'!原位杂交%S̀ O&!S̀ O 是一种将特定标记的已
知序列核酸作为探针与组织细胞中的核酸进行杂交#
并对其进行检测的方法#能显示病毒整合到染色体上
的分布情况及具体位置)荧光信号标记的核酸探针
特异性识别肿瘤病灶 OaV&W)"%W)#其优势在于
成本较低#但灵敏度与特异度取决于探针的类型)当
杂交信号在细胞核内为点状密集分布时为整合状态#
点状信号和弥散信号共存时为游离状态与整合状态

的混合)然而#有研究发现#S̀ O 产生的高强度背景
信号会干扰目标&W)信号#造成假阴性结果#并且
&W)S̀ O检测技术的灵敏度明显低于%W)S̀ O检
测技术*+*+)OaV"=和";癌蛋白检测是判断病毒活
化情况的/金标准0)近年来#采用%W)!9@7C方法检
测$$a" 组织标本中*0种 O%>OaV 和=种 U%>
OaV"="";被证实具有较高的特异度,灵敏度及稳
定性)%W)!9@7C使用特有探针和单分子水平检测技
术来检测靶I%W)分子#并区分基因亚型#其独特的
/双d0寡核苷酸探针设计可高度特异性地在$$a"组
织中检测到每个OaV亚型转录的"="";I%W)*+++)
有学者研究发现#O%>OaV"="";I%W)S̀ O检测
技术在宫颈病变组织中呈不同的染色模式#可能呈现
弥散染色核信号%(SW $&到整个上皮多点状细胞质
及核信号%(SW !&#此现象与 OaV感染机制基本相
符#可用于辅助宫颈病变的诊断*+2+)因此#%W)S̀ O
检测技术能检测出活化的 OaV#并将活性病毒在肿
瘤组织中的转录动态可视化#但缺点在于其成本较高
且无法确定具体型别)
'-1!其他方法!免疫组织化学7*=染色是最简单,
经济的 OaV感染检测替代标记物#应用广泛#易于操
作#高度敏感)另外#7*=染色的优势在于标本&W)
的降解对结果不会产生明显影响#对 OaV相关口咽
鳞状细胞癌的诊断特异度高达0.Z*+/+)随着现代分
子诊断学方法的不断发展#新技术逐渐被广泛应用于
$$a"组织的 OaV 检测#如多重实时荧光 a(%技
术,多重连接依赖式探针扩增技术,基质辅助激光解
吸电离飞行时间质谱法,杂交捕获法和测序技
术等*+,>+;+)
1!小!!结
!!随着对检测技术研究的不断深入#OaV疫苗已
成为当前研究热点#其主要分为两种!预防性疫苗和
治疗性疫苗#前者以晚期编码区U*"U+作为靶抗原#

在细胞表面完成自我组装形成病毒样颗粒#通过诱导
机体产生特异性中和抗体及免疫反应#防止机体受到
OaV感染)早期编码区"="";靶抗原是 OaV感染
相关疾病理想的治疗性疫苗#但其免疫机制复杂#仍
在探索中)持续性 O%>OaV感染是宫颈癌发生的先
决条件#及时,准确的 OaV检测是早期诊治与预防宫
颈癌的关键)$$a"组织的 OaV检测受到多种因素
的影响#包括组织的获取,核酸的提取及检测方法的
选择等方面)a(%技术是目前检测病毒的有效手段
之一#其限制因素较少#适合新鲜组织标本及$$a"
组织标本) à$>*.a(%体系扩增效率最佳#被广泛
应用于各类$$a"组织的检测)%W)S̀ O检测技术
不仅可以定位单个细胞病毒的整合位点#还能检测到
低病毒载量的细胞#是目前$$a"组织 OaV检测的
/金标准0)随着分子诊断技术的不断发展#OaV检
测方法逐渐呈现多元化#病理实验室可根据诊断需要
选择合适的检测方法#为临床诊疗工作提供最有效的
帮助)
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