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·临床论著·

流式细胞术在高危16型和18型人乳头状瘤

病毒感染诊断中的价值
胡小云  方红辉  曹国磊  范志能

【摘要】目的  探讨流式细胞技术在高危16型、18型人乳头状瘤病毒（HPV）感染诊断中的临床价

值。方法  选取2013年1月至2017年1月于深圳市人民医院筛查的200例女性作为研究对象，征得所有受

试者知情同意后对其行流式细胞技术诊断和荧光定量聚合酶链式反应（FQ-PCR）诊断，比较两种方法

的诊断价值。结果  两种诊断方法下正常者、宫颈上皮内瘤变（CIN）Ⅰ期者16型和18型HPV E6蛋白阳

性率差异无统计学意义（P均＞ 0.05）；流式细胞技术诊断CIN Ⅱ期、Ⅲ期、宫颈癌者阳性率低于荧光

PCR诊断，差异有统计学意义（P均＜ 0.001）。流式细胞技术诊断≥ CIN Ⅱ宫颈病变的敏感度、特异度

和准确率分别为87.5%（35/40）、98.2%（157/160）和96.0%（192/200）；荧光定量PCR诊断≥ CIN Ⅱ
宫颈病变的敏感度、特异度和准确率分别为85.0%（34/40）、96.9%（155/160）和94.5%（189/200），

差异均无统计学意义（P均＞ 0.05）。结论  流式细胞技术操作简便，可有效避免样品交叉感染所致的假

阳性，提高HPV感染诊断的准确性。
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【Abstract】Objective  To investigate the diagnosis value of flow cytometry (FCM) in type 16 and type 
18 of human papillomavirus (HPV) infection. Methods  Total of 200 women screened in People’s Hospital 
of Shenzhen from January 2013 to January 2017 were selected as the research objects, all the subjects were 
informed with the consent, and were diagnosed by FCM and fluorescent quantitative polymerase chain 
reaction (FQ-PCR). The diagnosis results of the above two methods were compared. Results  There was no 
significant difference in the positive rates of E6 protein between type 16 and type 18 HPV among normal 
patients and patients in stage Ⅰ with cervical intraepithelial neoplasia (CIN) (all P > 0.05 ). The positive 
rates of HPV detected by FCM in patients with CIN Ⅱ, Ⅲ and cervical cancer were lower than that of the 
diagnosis of FCM, with significant differences (all P < 0.001). The sensitivity, specific and accurate rates 
in the diagnosis of patients ≥ CIN Ⅱ cervical lesion degree detected by FCM were 87.5% (35/40), 98.2% 
(157/160) and 96.0% (192/200), respectively. The sensitivity, specific and accurate rates in the diagnosis of 
patients ≥ CIN Ⅱ cervical lesion degree detected by FQ-PCR were 85.0% (34/40), 96.9% (155/160) and 
94.5% (189/200), respectively. There was no significant differences between the two diagnostic methods (all 
P > 0.05). Conclusions  FCM is easy to operate, which could effectively avoid the false positive caused by 
cross-infection of samples and improve the diagnosis accuracy of HPV infection.
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宫颈癌是目前全球范围内女性常见的恶性肿

瘤，每年新增病例超过47万且仍然处于上升态势，

现有流行性病学及生物学研究证实，人乳头状瘤病

毒（human papillomavirus，HPV）为该病症的重要

诱因之一[1]。高危性HPV感染下宫颈病变程度随之

提高，就目前而言，已知的高危性HPV共有15种，

其中尤以16型及18型风险最高，在所有宫颈癌患者

中因上述两种病毒感染所致者高达70%以上[2]。因
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此，进行早期HPV检测并在癌前病变阶段予以积极

的干预治疗将有助于阻断病情进一步恶化、降低病

死率。随着分子生物学技术的快速发展，聚合酶链

反应（polymerase chain reaction，PCR）检测成为

筛查HPV感染的重要手段，但目前尚少见流式细胞

技术诊断HPV感染的报道。本研究采用前瞻性研究

方法探讨流式细胞技术在16型、18型高危性HPV感

染诊断中的价值，报道如下。

资料与方法

一、入组患者的一般资料 
选取2013年1月至2017年1月于深圳市人民医

院筛查的200例女性作为研究对象，年龄24～40
岁，平均年龄为（32.20 ± 1.20）岁；婚姻史：已

婚122例、未婚78例；所有研究对象均在知情同意

情况下接受阴道镜检查并取得宫颈组织标本，经病

理组织学检查明确诊断，其中健康或者慢性宫颈炎

（正常）110例，宫颈上皮内瘤变（CIN）Ⅰ期患

者50例、CIN Ⅱ期患者24例、CIN Ⅲ期患者10例、

宫颈癌患者6例。

纳入标准：①无其他全身严重器质性疾病

者；②临床依从性好者。

排除标准：①终末期肿瘤者；②妊娠期、哺

乳期患者；③不同意此次研究方案或未签署知情同

意书者。

二、检测指标及方法

1. 荧光定量PCR（FQ-PCR）：采用棉拭子将

200例受试者分泌物置于离心管中并向其滴入0.9%
氯化钠溶液1.0 ml，经充分洗涤后彻底挤干并收集

溶液，以高速（1 5000 r/min）离心10 min（离心半

径r =10 cm）后去除上清液[3]。沉淀物中加入50 μl
脱氧核糖核酸（deoxyribonucleic acid，DNA）提取

液，均匀吹打后置于100 ℃沸水中水浴10 min，再

次高速（1 5000 r/min）离心10 min（离心半径r = 
10 cm）后收集样品上清液并与阳性校准品、临界

阳性校准品各5 μl充分混匀，分别置于不同反应管

中并利用美国Thermo fisher公司生产的TaqMan型实

时荧光定量PCR仪进行扩增[4]，所用的FQ-PCR试

剂盒也购置于美国Thermo fisher公司；PCR反应体

系见表1。
反应条件：首先50 ℃条件下反应1 min，将温

度升高至95 ℃后将DNA链变性30 s，然后将反应温

度设置为56 ℃至60 ℃持续50 s，第三步将DNA链

式聚合酶在72 ℃的反应温度条件下反应30 s合成互

补链，共进行了35个循环。PCR扩增反应结束后对

结果进行研判。具体判定标准如下：37 ＜ CT值＜ 
40为检测灰区，则重新进行检查，若复检两次及两

次以上时结果中≥ 1次的CT值＜ 40为阳性，反之

为阴性[5]。

2. 流式细胞术：利用棉拭子对所有受试者脱落

的宫颈上皮细胞进行采集和收集工作，利用Staining 
Buffer对宫颈上皮细胞进行清洗后涡旋重悬细胞[6]。

向其加入4%多聚甲醛100 μl行固定处理，室温条件

下孵育20 min，随后加入0.1%皂素0.5 ml，室温下    
3 000 r/min离心5 min，去除上清液[7]。吸取0.1%皂

素100 μl重悬细胞并向其加入E6蛋白单抗荧光素标

记物，继续孵育60 min后再次加入0.1%皂素0.5 ml，
室温条件下离心5 min，去除上清液后采用适量流式

染色Buffer重悬处理，利用美国BD公司生产的FACS 
Canto Ⅱ流式细胞仪进行测定[8]，相应配套检测试剂

均购自于美国BD公司。

三、观察指标

选取两种诊断方法在正常、CIN Ⅰ期、CIN Ⅱ
期、CIN Ⅲ期、宫颈癌中16型和18型HPV E6蛋白

阳性率。对比流式细胞技术与FQ-PCR诊断≥ CIN 
Ⅱ宫颈病变的敏感度、特异度及诊断准确率。

四、统计学处理

采用SPSS 17.0软件进行统计分析，HPV E6蛋
白阳性率、两种检查方法诊断的敏感度、特异度

以及准确率为计数资料，统计分析采用χ2检验、

Fisher确切概率检验，以P ＜ 0.05为差异有统计学

意义。

结    果

一、两种诊断方法检测16型和18型HPV E6蛋
白

两种诊断方法下正常者、CIN Ⅰ期者16型和

18型HPV E6蛋白阳性率差异无统计学意义（P ＞ 
0.05）；CIN Ⅱ期、Ⅲ期、宫颈癌者16型和18型
HPV E6蛋白阳性率均显著高于正常，差异有统计

学意义（P ＜ 0.05），见表2。
二、流式细胞技术与FQ-PCR诊断≥ CIN Ⅱ宫

颈病变诊断效能 
流式细胞技术诊断≥ CIN Ⅱ宫颈病变的敏感
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度、特异度以及准确率分别为87.5%（35/40）、

98.2%（157/160）和96.0%（192/200）；FQ-PCR诊
断≥ CIN Ⅱ宫颈病变的敏感度、特异度以及准确率

分别为85.0%（34/40）、96.9%（155/160）和94.5%
（189/200），差异均无统计学意义（χ2 = 0.105、
0.513、0.497，P = 0.745、0.474、0.481），见表3。

讨    论

宫颈癌发病率居女性生殖道肿瘤的首位，近

年来其发病率逐年上升，且呈年轻化趋势，严重威

胁女性的身心健康，而早期筛查、诊断及治疗是降

低宫颈癌患者病死率的重要途径[6-9]。相关资料显

示[10-11]，高危型HPV持续性感染是宫颈癌发生、发

展的主要因素，90%以上宫颈鳞癌活检样本中可检

测到HPV DNA。HPV感染分为病毒复制与病毒转

化两个阶段：病毒复制为HPV感染早期阶段，HPV 
L1壳蛋白为HPV的主要衣壳蛋白，HPV L1蛋白在

复制过程中的病毒颗粒上表达；病毒转化阶段是

HPV L1壳蛋白将HPV DNA整合到细胞基因不稳定

区及转录活跃区。美国妇产科医师学会（American 
College of Obstetricians and Gynecologists，ACOG）

发布的《宫颈癌筛查和预防实践指南》中指出，女

性在开始有性生活时应积极进行宫颈癌筛查，且

HPV感染的女性应终生接受宫颈癌筛查；年龄＜ 30
岁的HPV感染者初次诊断时应接受宫颈细胞学检

查，若结果阴性则1年后再行检查，若连续3年检查

结果正常则应每3年进行1次宫颈细胞学检查；30岁
以上HPV感染者可单独行细胞学检查或联合筛查，

根据筛查结果采取相应的随访检查措施[13]。整个亚

太地区HPV感染发病率呈现出显著升高态势，宫颈

病变筛查的重要性与日俱增。

高危16型和18型HPV E6癌蛋白可通过以下途

径促进宫颈组织病变进程[14-21]：①与E6-AP、p53相
结合并对后者形成降解以抑制癌细胞的凋亡。②增

强端粒酶的活性，促使宿主细胞处于永生化状态。

③与多种炎性细胞因子相互作用来改变细胞微环

境，导致癌细胞能够逃脱免疫系统应答。所以检测

高危16型和18型HPV E6癌蛋白含量有助于预测女

性是否发生宫颈病变以及罹患宫颈癌的风险[14]。本

研究提示高危16型和18型HPV E6蛋白含量测定有

助于宫颈疾病的诊断。有文献报道[22-25]，流式细胞

技术一方面能够提高诊断的敏感性，另一方面则能

表 1  PCR 反应体系

PCR反应体系 剂量

DNA模板 100 ng

10× PCR buffer 2.0 μl

MgCl2（25 mmol/L） 1.2 μl

dNTPs（10 mol/L） 0.2 μl

引物（25 μmol/L） 0.4 μl

Taq酶 1 U

蒸馏水 20 μl 

表 2  两种诊断方法检测 16 型和 18 型 HPV 病毒 E6 蛋白阳性率 [ 例（%）]

组别 例数
FQ-PCR 流式细胞技术

χ2值 P值
16型 18型 16型 18型

正常组 110 0（0.0） 0（0.0） 0（0.0） 0（0.0） 0.000 1.000

CIN Ⅰ期组 50 0（0.0） 0（0.0） 2（1/50） 2（1/50） 0.000 1.000

CIN Ⅱ期组 24 19（79.2） 20（83.3） 18（75.0） 20（83.3） 0.505 0.477

CIN Ⅲ期组 10 9（90.0） 8（80.0） 10（100.0） 8（80.0） 2.222 0.136

宫颈癌组 6 6（100.0） 6（100.0） 6（100.0） 6（100.0） 0.000 1.000

χ2值 165.6 165.0 156.9 159.0 

P值    ＜ 0.001    ＜ 0.001    ＜ 0.001    ＜ 0.001

表 3  流式细胞技术和 FQ-PCR 诊断≥ CIN Ⅱ宫颈病变诊断

结果（例）

诊断技术
病理诊断

合计
阳性 阴性

流式细胞技术

    阳性 35 3 38

    阴性 5 157 162

合计 40 160 200

FQ-PCR

    阳性 34 5 39

    阴性 6 155 161

合计 40 160 200
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够大幅降低因交叉感染所致的假阳性，促使诊断结

果更加科学、可靠，这对宫颈癌的筛查技术发展可

能是一个较大的突破。本研究提示两种方法均可用

于≥ CIN Ⅱ宫颈病变诊断，但流式细胞技术较FQ-
PCR具有操作简便、耗时短以及花费少等优点，更

适用于≥ CIN Ⅱ宫颈病变的筛查。

综上，流式细胞技术操作简便，能够有效避

免样品交叉感染所致的假阳性以及提高检测HPV感

染的准确性。
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