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摘要  目的: 使用人乳头瘤病毒 ( HPV ) L1基因分型质控品对荧光 PCR法人乳头瘤病毒核酸检测试剂盒进行评价。方法:以

中国药品生物制品检定所体外诊断试剂与培养基室建立的含有 30种不同型别 HPV基因分型质控品盘为样本, 按照各个试剂

盒的要求进行检测。结果: 使用含有 30种不同型别 HPV基因分型质控品盘为模板进行试剂盒评价时, A试剂检测有 23种型

别检测结果符合, 7种型别不符合, HPV 59型漏检, H PV 53, 54, 61, 66, 72, 81型有交叉现象。B试剂检测有 29种型别检测结

果符合, 1种型别不符合, HPV 58型漏检。C试剂检测有 26种型别检测结果符合, 4种型别不符合, H PV 43, 66, 81, CP 8304型

有交叉现象。 D试剂有 29种型别检测结果符合, 1种型别不符合, H PV 68型漏检。对照检测 E试剂 30种型别的检测结果全

部符合。 4家公司的试剂基本能正确区分质控品中 HPV基因型,但有部分的 HPV基因型有漏检现象和交叉反应。对照试剂

无漏检交叉现象。结论:含有 30种不同型别的 HPV- L1基因分型质控品能准确地评价 4家公司的 H PV核酸检测试剂盒 (荧

光 PCR法 )和高危型人乳头瘤病毒 DNA检测试剂盒 (酶切信号放大法 )的性能; 在 HPV核酸检测试剂盒 (荧光 PCR法 )的研

发中应在通过质控盘的考核情况下加大临床样本的验证,从而对其产品进行进一步的验证和考核。
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Abstract Objec tive: To evaluate the PCR - fluorescent human papillomav irus( HPV ) kit by the HPV-L1 gene

genotyping contro lmaterials. M ethods: Department of In V itro D iagnostic Reagents& M ed ium, N ationa l Institute for

the Contro l o f Pharmaceut ical and B iolog ical Products set up w ith 30 d ifferent typeHPV genotyping quality contro l

materials, wh ich w ere detected as samp les, accord ing to the k it instructions. Results: 30 different types w ith HPV

genotyping plate as a temp late fo r con tro lmateria ls evaluation k i,t A k it test results are 23 spec ies o f the correct type

and 7 typesw erew rong wh ichHPV type 59 w asm issed andHPV types 53, 54, 61, 66, 72, 81 w ere cross- reaction.

B kit test resu lts are 29 spec ies o f the correct type, and 1 typew asw rong wh ichHPV type 58 w as m issed C k it test

resu lts are 26 spec ies o f the correct type and 4 typesw erew rong wh ichHPV types 43, 66, 81, CP8304 w ere cross-

reaction. D k it test resu lts are 29 spec ies of the correct type, and 1 typew asw rong wh ichHPV type 68 w asm issed.

E test k its w ere the correctmodel test resu lts are 30 spec ies. Four companies kits can co rrectly dist inguish betw een

qua lity contro l products in the HPV genotypes, but some o f the HPV genotypes have m issed the phenom enon, and

cross- reaction. Con tro l agent w ithout m iss crossover phenomenon. Conclusion: Conta in ing 30 kinds o fHPV - L1

genotyping quality contro lmateria ls can accurate ly eva luate the four compan iesHPV DNA test k it( fluorescent PCR

method) and the CervistaTM HPV HR test k it( enzyme signal amp lification) performance. The k it( fluo rescence PCR
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method) development shou ld be verified by large scale c linical samples afterHPV genotyping contro lmaterials eva-l

uation, to further va lidate and assessment the ir products.

K ey words: human pap illomav irus(HPV ); geno typ ing; contro lmateria;l fluorescence- PCR; enzyme signa l amp lif-i

ca tion

人乳头瘤病毒 ( human papillom av irus, HPV )是

一种不具备外膜的环状双链结构的 DNA病毒, ,病

毒颗粒直径约为 45~ 55 nm, 由 7800~ 7900碱基对

组成。目前已鉴定的 HPV达 100多种型别
[ 1 ]
。依

据 HPV与癌症的相关性, HPV可以分为低度危险

型 ( 6, 11, 42, 43, 44等型 )和高度危险型 ( 16, 18, 31,

33, 35等型 )
[ 2, 3]
。大量的研究发现宫颈癌的发生与

HPV的关系非常密切, 在 9917%的宫颈癌标本中可
检出不同型别的 HPV

[ 4]
。考虑到 HPV的型别多样

性以及分布的地域差异性
[ 5]

,临床 HPV基因的准确

分型, 对于发现宫颈癌高危病人及早期防治有着十

分重要意义。

大多数 HPV基因型的检测都是通过对其病毒

核酸进行检测来实现的,特别是 DNA。HPV基因型

检测的方法可大致分为以靶序列扩增为基础的检测

方法和以信号放大为基础的检测方法
[ 6]
。而 HPV

荧光 PCR分型检测方法正是基于靶序列扩增基础

上的一种 PCR技术, 与常规 PCR技术相比它具有

特异性更强, 有效解决 PCR污染问题, 自动化程度

高等特点。酶切信号放大法是一种新型的信号放大

技术, 与液相信号放大技术 -杂交捕获 2代 ( hybrid

capture 2, HC2)检测技术同为美国 FDA 认证的

HPV分型的检测技术
[ 7]
。目前市面上已有使用酶

切信号方法和荧光 PCR技术检测 HPV分型的产

品,但尚未有统一的国家评价标准对其性能进行评

估的研究。本研究拟采用中国药品生物制品检定所

体外诊断试剂与培养基室建立的 HPV-L1基因分型

质控品
[ 8]
对荧光 PCR法和酶切信号放大法的 HPV

基因检测试剂进行检测, 从而对其性能质量进行初

步的评估。

1 材料

HPV基因分型质控品盘, 含有 14种高危型

HPV ( 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 68,

73) , 3种中等危险型 ( 26, 53, 66)和 13种低危型

HPV ( 6, 11, 40, 42, 43, 44, 54, 61, 70, 72, 81

( CP8304) , 83, CP8304) ,由中国药品生物制品检定

所提供。人乳头瘤病毒 (HPV )核酸扩增 ( PCR )荧

光检测试剂盒, 检测 13种高危型 HPV ( 16, 18, 31,

33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 68) , 由 A公司提

供。人乳头瘤病毒核酸检测试剂盒 ( PCR -荧光探

针法 ) , 检测 10种高危型 HPV ( 16, 18, 31, 33, 35,

45, 52, 53, 56, 58) ,由 B公司提供。人乳头瘤病毒

( HPV ) DNA检测试剂盒 (荧光 - PCR法 ), 检测 13

种高危型 HPV ( 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56,

58, 59, 68), 由 C公司提供。Abbo tt实时高危 HPV

检测试剂盒, 检测 14种高危型 HPV ( 16, 18, 31, 33,

35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 66, 68) , 由 D公司提

供。高危型人乳头瘤病毒 DNA检测试剂盒 (酶切

信号放大法 ) , 检测 14种高危型 HPV ( 16, 18, 31,

33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 66, 68) ,由 E公司提

供。

2 方法

211 HPV基因分型质控品盘  由中国药品生物
制品检定所体外诊断试剂与培养基室通过对不同

型别 HPV样本收集、样本型别检测后, 根据 Gen-

B ank中参考序列设计各型别 L1基因扩增引物, 通

过 PCR扩增、连接转化构建包含不同型别 L1基因

重组质粒, 通过对 30个重组质粒序列测定,测定序

列进行 BLAST比对, 成功建立了 HPV-L1基因分型

质控品。该质控品盘共包括 30种 HPV基因型别,

其 DNA浓度均为为 10
8
~ 10

9
拷贝# mL

- 1
左右。

212 荧光 PCR法检验  将中国药品生物制品检定

所体外诊断试剂与培养基室提供的 30种 HPV质粒

(原始浓度为 10
8
~ 10

9
拷贝 # mL

- 1
) , 分别以 10倍

梯度稀释, 一直稀释到 10
5
拷贝 # mL

- 1
左右。稀释

液为人类全基因组溶液,浓度为 3 ng# mL
- 1
。根据

不同的试剂盒的说明书进行扩增, 使用 AB I 7500

Real- T ime PCR仪进行分析。

213 酶切放大信号法检测  使用样本同荧光 PCR

法试剂所用样本,根据试剂盒说明书进行操作,使用

配套仪器进行检验。

3 结果

试剂 A分型结果: HPV基因分型质控品盘

30种不同型别 HPV质粒中有 23种型别检测结

果符合, 7种型别不符合, H PV59型漏检, HPV

53, 54, 61, 66, 72, 81型有交叉反应见表 1、表 2

及图 1。
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表 1 HPV质粒的检测结果

Tab 1 The detec tion ofHPV p lam ids

HPV型

( HPV type)

试剂 A

( reagentA )

试剂 B

( reagent B)

试剂 C

( reagent C)

试剂 D

( reagentD )

对照试剂 E

( con tro l reagent E)

6 - ,符合 ( r ight) - ,符合 ( r ight) - ,符合 ( r ight) - ,符合 ( r ight) - ,符合 ( right)

11 - ,符合 ( r ight) - ,符合 ( r ight) - ,符合 ( r ight) - ,符合 ( r ight) - ,符合 ( right)

16 + ,符合 ( r ight) + ,符合 ( r ight) + ,符合 ( r ight) + ,符合 ( r ight) + ,符合 ( right)

18 + ,符合 ( r ight) + ,符合 ( r ight) + ,符合 ( r ight) + ,符合 ( r ight) + ,符合 ( right)

26 - ,符合 ( r ight) - ,符合 ( r ight) - ,符合 ( r ight) - ,符合 ( r ight) - ,符合 ( right)

31 + ,符合 ( r ight) + ,符合 ( r ight) + ,符合 ( r ight) + ,符合 ( r ight) + ,符合 ( right)

33 + ,符合 ( r ight) + ,符合 ( r ight) + ,符合 ( r ight) + ,符合 ( r ight) + ,符合 ( right)

35 + ,符合 ( r ight) + ,符合 ( r ight) + ,符合 ( r ight) + ,符合 ( r ight) + ,符合 ( right)

39 + ,符合 ( r ight) + ,符合 ( r ight) - ,符合 ( r ight) + ,符合 ( r ight) + ,符合 ( right)

40 - ,符合 ( r ight) - ,符合 ( r ight) - ,符合 ( r ight) - ,符合 ( r ight) - ,符合 ( right)

42 - ,符合 ( r ight) - ,符合 ( r ight) - ,符合 ( r ight) - ,符合 ( r ight) - ,符合 ( right)

43 - ,符合 ( r ight) - ,符合 ( r ight) + ,不符合 ( cross) - ,符合 ( r ight) - ,符合 ( right)

44 - ,符合 ( r ight) - ,符合 ( r ight) - ,符合 ( r ight) - ,符合 ( r ight) - ,符合 ( right)

45 + ,符合 ( r ight) + ,符合 ( r ight) + ,符合 ( r ight) + ,符合 ( r ight) + ,符合 ( right)

51 + ,符合 ( r ight) + ,符合 ( r ight) - ,符合 ( r ight) + ,符合 ( r ight) + ,符合 ( right)

52 + ,符合 ( r ight) + ,符合 ( r ight) + ,符合 ( r ight) + ,符合 ( r ight) + ,符合 ( right)

53 + ,不符合 ( cross) - ,符合 ( r ight) + ,符合 ( r ight) - ,符合 ( r ight) - ,符合 ( right)

54 + ,不符合 ( cross) - ,符合 ( r ight) - ,符合 ( r ight) - ,符合 ( r ight) - ,符合 ( right)

56 + ,符合 ( r ight) + ,符合 ( r ight) - ,符合 ( r ight) + ,符合 ( r ight) + ,符合 ( right)

58 + ,符合 ( r ight) - , 不符合 ( m issed) + ,符合 ( r ight) + ,符合 ( r ight) + ,符合 ( right)

59 - , 不符合 ( m issed) + ,符合 ( r ight) - ,符合 ( r ight) + ,符合 ( r ight) + ,符合 ( right)

61 + ,不符合 ( cross) - ,符合 ( r ight) - ,符合 ( r ight) - ,符合 ( r ight) - ,符合 ( right)

66 + ,不符合 ( cross) - ,符合 ( r ight) + ,不符合 ( cross) + ,符合 ( r ight) + ,符合 ( right)

68 + ,符合 ( r ight) + ,符合 ( r ight) - ,符合 ( r ight) - , 不符合 ( m issed) + ,符合 ( right)

70 - ,符合 ( r ight) - ,符合 ( r ight) - ,符合 ( r ight) - ,符合 ( r ight) - ,符合 ( right)

72 + ,不符合 ( cross) - ,符合 ( r ight) - ,符合 ( r ight) - ,符合 ( r ight) - ,符合 ( right)

73 - ,符合 ( r ight) - ,符合 ( r ight) - ,符合 ( r ight) - ,符合 ( r ight) - ,符合 ( right)

81 + ,不符合 ( cross) - ,符合 ( r ight) + ,不符合 ( cross) - ,符合 ( r ight) - ,符合 ( right)

83 - ,符合 ( r ight) - ,符合 ( r ight) - ,符合 ( r ight) - ,符合 ( r ight) - ,符合 ( right)

CP8304 - ,符合 ( r ight) - ,符合 ( r ight) + ,不符合 ( cross) - ,符合 ( r ight) - ,符合 ( right)

注 ( no tes) : / + 0表示检出 ( detected); / - 0表示未检出 ( no t de tected) ;符合 ( r ight)表示与预期结果相符, 不符合 ( m issed)表示与预期结果不符有漏检现象, 不符合

( cross)表示与预期结果不相符有交叉现象 [ "+ " Indica tes the detection( de tec ted); "- " tha t were no t de tected( no t detec ted); cons istent w ith( r ight) sa id that with the

expec ted results, do notmeet(m issed) tha t does notmatch w ith the expected results havem issed the phenom enon, do no tm eet( cross) that does no tma tch the expec ted resu lt

have a crossover phenomenon]

表 2 5种试剂检测结果统计表

Tab 2 F ive reagen ts for the test re su lts tab les

质控品

( control

ma ter ia l)

试剂 A

( reagen tA )

试剂 B

( reagent B)

试剂 C

( reagent C)

试剂 D

( reagentD)

对照试

剂 E( contro l

reagent E)

符合

( r ight)
23 29 26 29 30

不符合

( m issed /

cross)

7 1 4 1 0

注 ( no tes) :符合 ( r ight)表示与预期结果相符,不符合 ( m issed /c ro ss)表示与预

期结果不相符 [ Consistent w ith( right) said tha t w ith the expec ted resu lts, do no t

meet the(m issed/ cross) represents the expected resu lts do no tma tch]

试剂 B分型结果: 试剂 B检测 HPV基因分型

质控品盘 30种不同型别 HPV质粒结果中有 29种

型别检测结果符合, 1种型别不符合, HPV58型漏

检, 见表 1、表 2。

试剂 C分型结果: 试剂 C检测 HPV基因分型

质控品盘 30种不同型别 HPV质粒结果中有 26种

型别检测结果符合, 4种型别不符合, HPV 43, 66,

81, CP8304型有交叉反应,见表 1、表 2。

试剂 D分型结果: 试剂 D检测 HPV基因分型

质控品盘 30种不同型别 HPV质粒结果中有 29种

型别检测结果符合, 1种型别不符合, HPV 68型漏

检, 见表 1、表 2。
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图 1 试剂盒 A 30种 HPV基因型检测结果扩增曲线图

Fig 1 A k it for HPV genotype test resu lts of 30 k ind s of amp lif icat ion cu rve

1~ 19.分别为试剂盒阳性质控品 ( positive controlm aterials for the k it) , HPV 18, HPV 16, HPV 72, HPV 52, HPV 68, HPV 81, HPV 39, HPV 66, HPV

58, H PV 45, HPV 31, H PV 54, HPV 35, H PV 53, HPV 33, H PV 51, HPV 56, H PV 61

对照试剂 E分型结果: HPV基因分型质控品盘

30种不同型别 HPV质粒中有 30种型别检测结果

符合, 无漏检现象, 见表 1、表 2。其中 28种不同型

别的检测结果见图 2( HPV基因型 81, 83结果为阴

性, 并未在图 2中显示 )。

图 2 试剂盒 E 28种 HPV基因型检测结果图

Fig 2 E k it for HPV genotype test resu lts of 28 specie

结果比较: 4种试剂中 A试剂出现交叉反应及

漏检现象最为严重; C试剂交叉现象严重,无漏检现

象; B和 D试剂均有漏检现象; E试剂能够准确地区

分开 HPV基因分型质控品盘中的 30种不同型别

HPV质粒。

4 讨论
中国药品生物制品检定所体外诊断试剂与培养

基室建立的含有 30种不同型别的 HPV- L1基因分

型质控品几乎涵盖了临床所能常见的 HPV的型别,

能评价绝大多数 HPV基因分型试剂盒。对目前市

面上的 4家公司的 HPV检测试剂盒 (荧光 - PCR

法 )和高危型人乳头瘤病毒 DNA检测试剂盒 (酶切

信号放大法 )产品进行检测评价。结果表明这些试

剂盒基本能正确区分质控品中 HPV基因型, 但有荧

光 PCR检测试剂盒对于部分的 HPV基因型有漏检

和交叉现象。

HPV检测试剂盒 (荧光 PCR法 )的原理是根据

不同基因型 HPV已知核酸序列设计引物探针, 在

)82) 药物分析杂志 Ch in J Pharm Ana l 2011, 31( 1)



PCR反应体系中加入荧光元素 (荧光染料、荧光标

记探针、荧光标记引物等 ) ,荧光元素在光刺激下释

放的荧光能量的变化直接反映出 PCR扩增产物量

的变化,荧光信号变量与扩增产物变量成正比,并通

过足够灵敏的自动化仪器实现对荧光的采集和分析

以达到对模板 DNA进行分析的目的。而其中最关

键的部分在于根据不同基因型 HPV的核酸序列设

计与其相匹配的引物探针。但由于 HPV基因具有

多态性
[ 9]

,而引物探针是根据不同基因型中的一致

序列进行设计的, 所以当设计的引物探针与所检

HPV基因型中的序列不相匹配时引物探针将无法

识别该基因型从而导致漏检; 同时,各个 HPV基因

型本身具有一定的变异度
[ 10]
也可能会导致引物探

针无法识别出该基因型的不同突变体造成漏检。如

探针设计时所选用的序列与所检的多个 HPV基因

型的序列出现不同程度匹配时则可能出现交叉反

应。酶切放大法为最近通过美国 FDA认证的一种

新型的 HPV分型检测方法, 它的原理为使用一种

C leavase酶切割由 2种特定序列的寡核苷酸与目标

DNA结合形成重叠时, 在目标 DNA识别位点上形

成的特定结构。该结构可被 C leavase酶识别为底

物。C leavase酶使荧光团与抑制分子之间的 FRET

寡核苷酸断开,并产生荧光信号,作为断开的片段反

复断开、结合的标记
[ 7]
。通过本研究发现酶切放大

法较荧光 PCR法其检测结果更为准确。因此, 在

HPV核酸检测试剂盒 (荧光 PCR法 )的研发中应在

通过质控盘的考核情况下加大临床样本的验证,从

而对其产品进行进一步的验证和考核。
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