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应用海藻糖脂核酸免提取技术对宫颈分泌物前处理进行
HPV 核酸检测的实验评价

张 咪，杨春利，成 军，戴玉柱（中国人民解放军联勤保障部队第九〇三医院检验科，杭州 310013）

摘  要：目的  采用海藻糖脂核酸免提取技术在宫颈分泌物人乳头瘤病毒（HPV）基因分型检测前处理，评价该技术在

HPV 检测中的应用价值。方法  收集 2023 年 7 月 1 日～ 9 月 30 日联勤保障部队第九〇三医院 50 例 HPV 检测样本，并

选取 12 份 HPV 核酸检测质控品（不同亚型），采用海藻糖脂免提取技术前处理作为实验组，临床常规前处理作为对照组，

对该免提取技术用于检测 HPV 的准确度、灵敏度和精密度进行评价，并分析两组方法的相关性。结果  实验组中临床样

本（27 例阳性样本和 23 例阴性样本）和质控品 HPV 的分型结果与对照组一致，两组符合率 100%，准确度良好；实验

组检出限达到了 100 copies/ml，灵敏度较高；精密度评价结果显示，高中低三个水平的临床样本和质控品的检测 CV 均

＜ 5%，精密度良好；两组检测结果（Ct 值）的相关性评价显示，回归方程为 Y=2.524+0.901X，r=0.963，实验组与对

照组间 HPV 核酸检测 Ct 值具有良好的相关性。结论  海藻糖脂核酸免提取技术可用于临床宫颈分泌物 HPV 核酸检测前

处理，适合临床应用推广。
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Application Evaluation of Nucleic Acid Detection of HPV in Cervical Secretions
Based on Algal Glycolipid Nucleic Acid-free Extraction Technology
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People’s Liberation Army, Hangzhou 310013, China）

Abstract: Objective  To evaluate the application value of algal glycolipid nucleic acid-free extraction technology in human 
papillomaviruses (HPV) nucleic acid of cervical secretions. Methods  From July 1 to September 30, 2023, 50 HPV samples 
were collected from the 903rd Hospital of PLA, and 12 quality control products of HPV nucleic acid were selected. Samples 
treated with algal glycolipid nucleic acid-free extraction technology were tested as the experimental group, samples treated with 
clinical routine detection kit were tested as the control group. The nucleic acid-free extraction technology for HPV detection 
was assessed for accuracy, sensitivity, precision and the correlation between the two methods. Results  The HPV typing results 
of clinical samples (27 positive samples and 23 negative samples) and quality control products in the experimental group 
were consistent with those in the control group, with a 100% coincidence rate and high accuracy. The experimental group’s 
detection limit reached 100 copies/ml, demonstrating great sensitivity. The intra-assay coefficient of variations were less than 
5%, indicating good precision. The detection results (Ct values) of the two groups showed a strong correlation (P<0.05), and the 
linear regression equation was Y=2.524+0.901X, r=0.963. There was a good correlation between the Ct values of HPV nucleic 
acid testing between the experimental group and the control group. Conclusion  Algal glycolipid nucleic acid-free extraction 
technology can be used in clinical cervical secretion HPV nucleic acid detection before treatment, which is suitable for clinical 
application and promotion.
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人乳头瘤病毒（HPV）属于乳头瘤病毒科，女

性 5% 的癌症与其感染有关，包括子宫颈癌、阴道

癌 等 [1]。 人 乳 头 瘤 病 毒 高 危 基 因 型（high-risk 
human papillomavirus, HR-HPV）的持续感染，是全

球第四大常见恶性肿瘤（宫颈癌）的主要病因 [2-6]。
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文献 [7-9] 显示 HPV 的持续感染，是诱发宫颈癌前

病变的高发因素。目前，HPV 感染的筛查主要通过

分子生物学手段，无创性和高敏感性使其成为早期

检测、监测治疗反应和评估癌症复发的高效工具 [10]。

但大多数 HPV DNA 检测过程需要进行核酸提取，
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该过程存在易发生交叉感染、操作复杂等缺点。所

以项目组自主研发了海藻糖脂核酸免提取技术 [11]，

该技术采用专用采样管收集标本，混匀后静置数分

钟即可上机扩增，大大缩短了检测时间。该技术具

有通用性、方便性、核酸释放率高、保存时间长等

优点，已应用于新型冠状病毒、腺病毒、肺炎克雷

伯菌等病原的检测。本研究拟采用海藻糖脂核酸免

提取技术对宫颈分泌物 HPV 检测进行核酸前处理，

替换临床常用磁珠核酸提取技术并与之对比，从检

测结果的准确度、灵敏度、精密度以及相关性分析

等方面，综合评价该技术在 HPV 检测中的应用价值。

1 材料与方法

1.1 研究对象 选 取 2023 年 7 月 1 日 ～ 9 月 30
日，联勤保障部队第九〇三医院妇产科和体检中心

的 50 例 HPV 检测样本，每例样本同时采集 2 份为

研究对象。样本收集与实验研究均通过联勤保障部

队第九〇三医院医学伦理委员会审核 （批准文号：

20240111/01/01/001）。其中以每批次检测中 HPV
质控品（高、中、低）为参考，来确定样本中 HPV
浓度水平（Ct ≤ 25 为高值，25 ＜ Ct ≤ 30 为中值，

30 ＜ Ct ≤ 35 为低值）。

1.2 试剂与仪器 海藻糖脂免提取技术试剂 [11] 为

所在实验室自主研发；磁珠法核酸提取试剂盒（圣

湘生物科技股份有限公司）；高危型人乳头瘤病毒

核酸（分型）检测试剂盒（荧光 PCR 法，圣湘生

物科技股份有限公司产品）；人乳头瘤病毒（HPV）

DNA 定 值 质 控 品（10 种：16，18，31，33，35，

39，52，53，58，66 型）[ 菁良基因科技（深圳）

有限公司产品 ]；Natch 96 核酸提取仪（圣湘生物

科技股份有限公司）；ABI 7500 荧光 PCR 仪（Applied 
Biosystems 公司产品）。

1.3 方法

1.3.1 样本前处理方法分组：根据是否需要核酸处

理方法分为两组：①实验组（免提取组）：将样本

直接采集于装配有海藻糖脂免提取液（2ml）的实

验专用采样管，震荡 30s 混匀后，在常温下静置 5 
min；②对照组（提取组）：使用高危型人乳头瘤

病毒核酸（分型）检测试剂盒配套的磁珠法核酸提

取液，按照试剂说明书步骤提取核酸。

1.3.2 HPV 基因分型检测：依照高危型人乳头瘤病

毒核酸（分型）检测试剂盒说明书，将两组不同

前处理方法处理后的标本分别加入已构建的反应体

系，置于 ABI 7500 型实时荧光定量 PCR 仪中进行

扩增和荧光检测，具体操作和结果判读严格按照操

作说明书进行。

1.3.3 准确度分析：选取 10 例 HPV 阳性质控品（16，

18，31，33，35，39，52，53，58，66 型 ）、2 例

阴性质控品以及临床样本 50 例。实验组分别吸取

100μl 液体质控品和标本直接加入装配有海藻糖脂

免提取试剂（2ml）的实验管中混匀，静置 5 min
后上机扩增，对照组按照核酸提取说明书操作，每

个样本重复检测 3 次。两组扩增所得的定性（阴阳性、

型别）结果比较其符合率，进而评价其准确度。

1.3.4 灵敏度分析：选择 HPV-16 型阳性质控品（107 
copies/ml） 进 行 倍 比 稀 释， 稀 释 至 1×102copies/
ml，各浓度均采用海藻糖脂免提取技术进行前处理

并重复 3 次检测，以评估该技术的灵敏度。

1.3.5 精 密 度 分 析： 基 于 基 质 不 同 的 考 虑， 选

取 HPV-16 型 质 控 品 依 次 稀 释 至 105copies/ml，
104copies/ml，103copies/ml 以及相对应 Ct 值的临床

标本 3 例，共计 6 例。作为高、中、低三个浓度水

平的两组待测样本，各重复检测 10 次，计算变异

系数 (CV)，以 YY/T1182-2010《核酸扩增检测用试

剂（盒）》精密度要求（CV ≤ 5%）为评价标准。

1.3.6 相关性分析：选取 10 例 HPV 阳性质控品（16，

18，31，33，35，39，52，53，58，66 型 ）、2 例

阴性质控品以及临床样本 50 例，分别完成海藻糖

脂免提取技术和临床常规方法前处理，处理后核酸

加入扩增体系进行扩增，两组扩增所得的定量结果

（Ct 值）完成数据相关性评价。

1.4 统计学分析 采用 SPSS 27.0 软件进行统计学

分析，HPV 型别与阴阳性结果为计数资料，采用 %
表示，两组间比较采用 χ2 检验；Ct 值为计量资料，

采用均数 ± 标准差（x±s）表示，两组数据间 Ct
值比较进行 Spearman 相关性分析。P<0.05 为差别

具有统计学意义。

2 结果

2.1 准确度和灵敏度分析 50 例临床样本及 12 例

质控品，经两组前处理方法后扩增所得结果：50 例

临床样本中包含 27 例阳性标本，23 例阴性标本，

其中阳性标本型别包括 HPV16，18，31，33，35，

39，51，52，53，56，58，66，68 型；10 例 HPV
阳性质控品结果为 16，18，31，33，35，39，52，

53，58，66 型，2 例阴性质控品均为阴性；说明临

床样本和质控品不同型别阳性符合率均为 100%，

见表 1，即实验组采用的前处理技术具有良好的准

确性。对 16 型质控品原液进行倍比稀释，两组前

处理方法的检出限均为 102 copies/ml，即实际两组

的检出限均可达到 HPV 检测试剂盒说明书要求（400 
copies/ml）见表 2。

2.2 精密度分析 见 表 3。 经 计 算 统 计， 高、

中、低三个浓度水平的临床样本和质控品 CV 值均

＜ 5%，符合行业标准，说明使用海藻糖脂免提取

试剂检测方法精密度良好。
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表 1 海藻糖脂核酸免提取技术应用于HPV的准确度分析

分型 实验组
对照组 总一致性

（%）阳性 阴性

HPV68 阳性 6 0
100

阴性 0 66

HPV52 阳性 6 0
100

阴性 0 66

HPV53 阳性 5 0
100

阴性 0 67

HPV33 阳性 5 0
100

阴性 0 67

HPV16 阳性 4 0
100

阴性 0 68

其他亚型 阳性 21 0
100

阴性 0 25

注： 其 他 8 种 hr-HPV 型 别 包 括 HPV18，31，35，39，51，56，

58，66。阳性样本存在多重感染，因此基因型例数大于阳性样本总数。

表 2 海藻糖脂核酸免提取技术应用于HPV的灵敏度分析

质控品浓度
（copies/ml）

三次重复检测 Ct 值
x±s

1 2 3

107 20.80 20.28 20.05 20.38±0.38

106 23.76 23.35 23.21 23.44±0.29

105 27.23 26.03 27.05 26.77±0.65

104 29.76 29.36 30.88 30.00±0.79

103 33.65 34.11 35.07 34.28±0.72

102 37.68 37.82 36.99 37.50±0.44

表 3 海藻糖脂核酸免提取技术应用于 HPV 的精密度

分析

标本类型 组别 Ct 值（x±s） CV（%）

临床样本 高值 23.51±1.03 4.40

中值 29.96±0.74 2.48

低值 34.33±0.95 2.75

质控品 高值 27.98±0.76 2.72

中值 30.47±0.95 3.11

低值 33.42±0.83 2.49

2.3 相 关 性 分 析 见 图 1。 实 验 组 与 对 照

组 所 得 HPV 检 测 Ct 值 定 量 结 果 回 归 方 程 为

Y=2.524+0.901X，相关系数 r=0.963，两种前处理方

法具有良好的相关性 (P<0.05) 。
3 讨论

HPV 是世界范围内常见的性传播感染性病原，

其扰乱正常的社会生活并产生致命的后果（诱发肿

瘤），且其感染率近年来呈上升和年轻化趋势 [12]。

疫苗接种和筛查分别是宫颈癌的一级和二级预防

策略 [13-16]。因此，二级预防策略 HPV 筛查显得尤

为重要。鉴于检测技术的敏感度和特异度，HPV 
DNA 检测为首选筛查宫颈癌的方法。

图 1 对照组和实验组阳性 Ct 值相关性分析图

目前，临床有大量的商业化 HPV 核酸检测试

剂和实验室自建检测方法，这些检测都必须进行核

酸提取，传统核酸提取法虽然能够提取到纯度较高

的核酸，但该步骤操作繁琐耗时长，容易发生交叉

感染 [17]。免提取技术可以解决这一问题，所在实验

室自主研发的海藻糖脂核酸免提取试剂大大优化了

核酸提取过程，无需高温裂解，仅需将样本采集于

装配有试剂的实验专用采样管，混匀后 5min 即可

上机检测，相比常规方法减少了操作步骤，缩短了

反应时间，提升了前处理效率。尽管免提取技术在

在病原检测领域应用广泛 [17-19]，但尚未有相关临床

数据验证免提取技术可应用于 HPV 检测。本研究

将海藻糖脂核酸免提取技术融合入临床常规的 HPV 
DNA 检测方法中，发现该方法有准确度好、精密

度好、灵敏度高、不影响试剂盒原有检测性能等特

点。此外，使用两种方法定量检测所得 Ct 值经相

关性分析，两组数据有较好的相关关系，且型别结

果符合率为 100%，说明海藻糖脂免提取方法同样

适用于 HPV 检测前处理。海藻糖脂免提取试剂凭

借其自有的通用性、方便性、核酸释放率高、保存

时间长等优点，弥补了现有常规检测操作繁多、易

发生交叉感染的不足，适合在临床推广应用。

然而，本研究所建立的方法也存在一定的局限

性：①本研究方法虽同目前临床常规检测方法具有

相当的检测性能，但可能存在样本选择的地域时间
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范围和数量带来的实验结果影响，且验证样本量少

且缺乏客观的多中心的临床性能评价；②本研究方

法中所使用的实验室自主研发免提取试剂仍需临时

装配，缺乏成品商品化试剂，该过程可能会给实验

结果带来一定误差。因此，本实验室将在进一步探

索免提取试剂的更多适用性的同时对该方法进行全

面客观的评估和实现免提取试剂商品化，使其取代

现有常规检测方法并更适用于临床。

综上所述，海藻糖脂核酸免提取技术用于 HPV
检测前处理相较于临床常规检测方法有较好的准确

度、灵敏度和精密度，且操作简便、不易发生交叉

感染和 DNA 丢失，适合在临床应用推广。
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