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ＨＰＶ 核酸检测标准物质研究进展

杨佳怡１ § ∗ꎬ　 陈桂芳２ § ꎬ　 高运华１ꎬ　 王志栋１ꎬ　 吴枭１

１.中国计量科学研究院ꎬ 北京 １０００２９
２.沈阳化工大学化学工程学院ꎬ 沈阳 １１０１４２

摘　 要: ２０１８ 年全球癌症统计数据显示ꎬ我国宫颈癌发病率已高居世界第二位ꎬ且有发病年轻化的趋势ꎬ严重威胁着女

性的身体健康ꎮ 已有研究表明:高危型人类乳头瘤病毒(ｈｕｍａｎ ｐａｐｉｌｌｏｍａｖｉｒｕｓꎬＨＰＶ)的感染与宫颈癌的发生密切相关ꎮ
针对 ＨＰＶ 的检测对于宫颈癌的预防和诊断具有重要的意义ꎬ目前常见的检测方法是基于 ＰＣＲ 技术ꎬ对 ＨＰＶ 的核酸进行

定性和定量分析ꎮ 然而在缺乏统一标准的情况下ꎬ难以保证测量结果准确可比ꎮ 标准物质作为计量校准的有力工具ꎬ可
以应用于测量过程的质量控制ꎮ 讨论了针对 ＨＰＶ 的常见检测方法与检测过程中的影响因素ꎬ分析了不同形式核酸标准

物质和参考品的特点ꎬ以期为 ＨＰＶ 核酸检测标准物质的研制和使用提供参考ꎬ以用于宫颈癌的科学诊断ꎮ
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　 　 ２００８ 年ꎬ德国癌症研究中心的科学家 Ｈａｒａｌｄ
ｚｕｒ Ｈａｕｓｅｎ 因发现人乳头状瘤病毒(ＨＰＶ)导致宫

颈癌而获得诺贝尔生理学或医学奖ꎮ 基于他的研

究工作ꎬＨＰＶ 获得性预防疫苗快速发展ꎬ显著降

低了女性罹患宫颈癌的风险[１]ꎮ 与此同时ꎬＨＰＶ
的检测在宫颈癌的筛查和诊断过程中发挥着重要

的作用ꎮ 在了解 ＨＰＶ 基因功能与作用机制的基

础上ꎬ研究者研发了多种针对 ＨＰＶ 核酸的检测方

法ꎬ进而形成了商品化的检测试剂盒ꎮ 在基于

ＰＣＲ 扩增的 ＨＰＶ ＤＮＡ 检测试剂盒中ꎬ多数将编

码衣壳蛋白 Ｌ１ 的基因作为检测的目标区域ꎬ少数

针对 Ｅ１、Ｅ２ 基因或多种不同基因同时进行检

测[２￣３]ꎮ 随着对癌变发生机制的深入研究ꎬＥ６ / Ｅ７
ｍＲＮＡ 水平受到广泛的关注ꎬ也是 ＨＰＶ ＲＮＡ 检



测的主要内容[４]ꎮ 值得注意的是ꎬＨＰＶ 核酸检测

过程存在一些影响因素ꎬ例如病毒裂解与 ＤＮＡ 提

取和纯化效率、引物探针的通用性等ꎻ对于荧光定

量 ＰＣＲ 过程ꎬ标准曲线的准确性将直接影响测量

结果ꎮ 上述多种影响因素可能导致检测结果缺乏

可比性ꎬ从而误导对病情的判断ꎬ不利于及时干预

治疗ꎮ 具有确定量值的标准物质可以对不同的检

测试剂盒进行计量校准ꎬ提升检测的准确性ꎮ 本

文讨论了用于 ＨＰＶ 核酸检测过程的标准物质研

究进展ꎬ分析了不同形式的标准物质候选物的特

性ꎬ为进一步提升 ＨＰＶ 检测结果的准确性提供了

参考ꎮ

１　 高危型 ＨＰＶ 常见检测方法

人乳头状瘤病毒(ＨＰＶ)是一种无包膜的双

链闭环 ＤＮＡ 病毒ꎬ其基因组包括 ３ 个功能区:非
编码上游调控区(ＵＲＲ)、早期转录基因(Ｅ１、Ｅ２、
Ｅ４、Ｅ５、Ｅ６ 和 Ｅ７)、晚期转录基因(Ｌ１ 和 Ｌ２) [５]ꎮ
早期蛋白与病毒的细胞转化功能及致癌作用关系

密切[６]ꎻＬ１ 和 Ｌ２ 是 ＨＰＶ 的主要和次要衣壳蛋

白ꎬ共同形成病毒的衣壳ꎬ参与 ＨＰＶ 感染细胞的

过程ꎮ Ｌ１ 具有自组装的功能ꎬＬ２ 不能单独自组

装但可以与 Ｌ１ 共同组装成病毒颗粒[７]ꎮ 按照感

染引起疾病的严重程度ꎬＨＰＶ 可以分为低危型

(ＨＰＶ６、１１、４０、４２ 等)和高危型(ＨＰＶ１６、１８、５２、
５８ 等)ꎬ高危型 ＨＰＶ 感染与宫颈癌的发生具有密

切关联[８]ꎮ 已有研究证明ꎬ高危型 ＨＰＶ１６、１８ 中

的 Ｅ６ 蛋白能与细胞中的 ｐ５３ 蛋白结合并导致

ｐ５３ 蛋白的降解ꎬ从而破坏 ｐ５３ 抑制肿瘤发生的

作用[９]ꎻＥ７ 蛋白则导致另一种抑制肿瘤发生的

Ｒｂ 蛋白降解[１０]ꎬＥ６、Ｅ７ 可以导致两种重要的肿

瘤抑制蛋白发生降解ꎬ解释了宫颈癌形成的重要

机制ꎮ 大部分的 ＨＰＶ 感染可以被人体清除ꎬ只有

高危型 ＨＰＶ 的持续感染才会导致癌症的发

生[１１]ꎮ 宫颈癌早期没有明显的临床症状ꎬ因此针

对 ＨＰＶ 的检测对于相关疾病的及时筛查与治疗

具有重要意义ꎮ
基于 ＰＣＲ 扩增技术对 ＨＰＶ 核酸进行分析是

ＨＰＶ 检测最常见的方法ꎮ 对 ＨＰＶ ＤＮＡ 进行检测

可以诊断 ＨＰＶ 的感染ꎬ并分析发生感染的 ＨＰＶ
分型ꎮ 现有的 ＨＰＶ ＤＮＡ 检测方法ꎬ主要针对 Ｌ１
基因的保守性区域设计 ＰＣＲ 引物[１２￣１３]ꎬＰＣＲ 扩

增完成后ꎬ可以利用反向杂交法对 ＨＰＶ 进行分型

分析[１４]ꎮ 一些检测试剂盒基于荧光定量 ＰＣＲ 技

术ꎬ通过特异性的荧光探针ꎬ可以实现对特定亚型

ＨＰＶ 的半定量检测[１５￣１６]ꎮ 在荧光定量 ＰＣＲ 反应

中ꎬ对多重荧光信号分别检测ꎬ可以同时实现

ＨＰＶ 的分型与定量检测ꎬ提高了检测的效率[１７]ꎮ
ＨＰＶ 致病机制的研究揭示 Ｅ６ / Ｅ７ ｍＲＮＡ 含量与

病变过程密切相关[１８]ꎬ因此 Ｅ６ / Ｅ７ ｍＲＮＡ 的检测

也受到了越来越多的关注ꎬ已有研究者开发了针

对 Ｅ６ / Ｅ７ ｍＲＮＡ 的检测试剂盒:利用逆转录酶和

ＲＮＡ 聚合酶对 ＲＮＡ 扩增ꎬ结合荧光标记的 ＤＮＡ
探针进行检测[３]ꎮ 在分析比较 ＨＰＶ ＤＮＡ 和 ＲＮＡ
检测结果参考意义的探讨中ꎬ有研究者提出ꎬ在
ＨＰＶ ＤＮＡ 检测结果为阴性的情况下ꎬ判断健康的

参考性更好ꎬ而在 ＨＰＶ ＲＮＡ 阳性的情况下ꎬ判断

患病的参考性更好[１９]ꎮ 对于发生癌前病变的细

胞(ＣＩＮ３＋)ꎬ两种检测方法均表现出较好的灵敏

性ꎬ且具有较高的符合率[２０]ꎮ

２　 ＨＰＶ 核酸检测过程的影响因素

对于基于 ＰＣＲ 扩增的检测方法ꎬ需要在反应

前对样品中的核酸进行提取ꎬ在针对人类巨细胞

病毒 ＤＮＡ 的定量检测中ꎬ研究者证明了 ＤＮＡ 提

取过程的效率直接影响后续的测量结果[２１]ꎻ在本

团队前期工作中ꎬ观察到不同逆转录试剂盒导致

猪繁殖与呼吸综合征病毒 ＲＮＡ 检测结果表现出

显著差异[２２]ꎬ提示为了全面理解核酸检测结果ꎬ
应充分考虑 ＤＮＡ 提取或 ＲＮＡ 逆转录过程的影

响ꎮ 在检测 ＨＰＶ 核酸的过程中ꎬ不同试剂盒提取

ＤＮＡ 或逆转录 ＲＮＡ 采用的试剂和方法不同ꎬ可
能会对检测结果造成影响ꎮ 与此同时ꎬ对于使用

通用型引物进行检测的试剂盒ꎬ引物与不同亚型

的 ＨＰＶ 基因扩增区域的结合能力有所区别ꎬ在检

测 ＨＰＶ 混合性感染的样品时ꎬ可能会导致部分漏

检[２３]ꎮ 不同试剂盒引物和探针设计方法存在差

异ꎬ其差异可能造成检出限不同ꎬ从而导致检测

样品的有效范围不同[１３ꎬ２４] ꎮ 在以上影响因素之

外ꎬ不同检测实验室中定量 ＰＣＲ 仪等相关仪器

的运行状态、实验人员操作的规范程度都可能

影响检测结果ꎮ 在缺乏计量标准的情况下ꎬ不
同检测试剂盒测量的结果难以做到完全一致可

比ꎬ可能影响判断的准确性并导致重复检测造
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成的浪费ꎮ
荧光定量 ＰＣＲ 的基本原理是测量 ＰＣＲ 扩增

过程中积累的荧光信号ꎬ在进行定量检测的过程

中依赖于标准曲线[２５]ꎮ 一般采用已知量值的工

作标准物质绘制标准曲线ꎬ工作标准物质的量值

准确性和溯源性是保证检测结果可信度的关键ꎬ
根据 ＧＢ / Ｔ ２１４１５—２００８«体外诊断医疗器械生物

样品中量的测量校准品和控制物质赋值的计量学

溯源性»规定:为某一校准品或正确度控制品的

一个指定值所赋的值的测量正确度取决于该值通

过不同测量程序和测量标准(校准品)的不间断

比较链而具有计量学溯源性ꎬ比较链逐级向上ꎬ测
量不确定度不断减小ꎮ 然而我国目前尚无针对核

酸检测试剂盒溯源性的明确技术要求[２６]ꎬ这样的

情况也将导致不同的检测试剂盒定量检测的结果

存在差异ꎮ

３　 ＨＰＶ 标准物质与参考品的研究

为了提高 ＨＰＶ 检测结果的准确性和一致性ꎬ
世界卫生组织(Ｗｏｒｌｄ Ｈｅａｌｔｈ ＯｒｇａｎｉｚａｔｉｏｎꎬＷＨＯ)
在 ２００８ 年针对两种高危型 ＨＰＶ１６ 和 ＨＰＶ１８ꎬ构
建了包含全基因组序列的重组质粒ꎬ作为核酸标

准物质对来自 １３ 个国家不同实验室的定性和定

量检测结果进行了比对[２７]ꎮ 随后ꎬ利用类似的方

法ꎬＷＨＯ 还研制了包含 ２ 种低危型(ＨＰＶ６、１１)
和 ５ 种高危型(ＨＰＶ３１、３３、４５、５２、５８)的核酸标准

物质[２８]ꎮ 然而国际标准物质不易购买ꎬ很难满足

国内计量校准的巨大需求ꎮ 国内的研究者相继研

制了包含 ＨＰＶ Ｌ１ 基因序列和全基因组基因序列

的重组质粒 ＤＮＡ 标准物质和质控品ꎬ涵盖了常见

的低危和高危 ＨＰＶ 亚型ꎬ为 ＨＰＶ ＤＮＡ 分型与检

测过程提供了参考[２９￣３１]ꎮ 常见的检测参考品形

式还包括灭活的临床样品、细胞系以及假病毒等ꎬ
下文将进行详细的介绍ꎮ

３.１　 重组质粒 ＤＮＡ 标准物质和参考品

在世界卫生组织的组织和管理下ꎬ英国国家

生物标准品和参考品研究所(Ｎａｔｉｏｎａｌ Ｉｎｓｔｉｔｕｔｅ ｆｏｒ
Ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ Ｓｔａｎｄａｒｄｓ ａｎｄ Ｃｏｎｔｒｏｌꎬ ＮＩＢＳＣ) 于 ２００８
年建立了第一个包含全基因组序列的 ＨＰＶ１６
(１×１０７ ＩＵ􀅰ｍＬ－１ꎻＩｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌ Ｕｎｉｔꎬ ＩＵ)和 ＨＰＶ１８
(１×１０７ ＩＵ􀅰ｍＬ－１)国际标准物质ꎮ 其定值方法是

通过分光光度法测定量值后ꎬ对标准物质直接赋

值:在 ２６０ ｎｍ 处测定标准物质原液的吸光度值并

根据质粒分子量计算其浓度(ｇｅｎｏｍｅ ｅｑｕｉｖａｌｅｎｔｓ􀅰
ｍＬ－１ꎬ ＧＥ􀅰ｍＬ－１ )ꎬ按一定比例稀释到 １ × １０７

ＧＥ􀅰ｍＬ－１ꎬ分装 ０.５ ｍＬ􀅰瓶－１ꎬ冻干后赋值为 ５×１０６

ＩＵ􀅰瓶－１ [２７]ꎮ 在此基础上ꎬＮＩＢＳＣ 补充建立了 ７ 种

ＨＰＶ 基因型的标准物质ꎮ 定值时以已有标准物

质为参照ꎬ使用实时荧光定量 ＰＣＲ 建立标准曲

线ꎬ并在不同实验室对多种检测试剂方法进行了

评估比较[２８]ꎮ
我国卫生部临床检验中心参考国际标准物质

研制方法ꎬ建立了以人基因组 ＤＮＡ 为基质的

ＨＰＶ１６、１８ 全基因组重组质粒 ＤＮＡ 标准物质ꎮ
使用 ４ 种实时荧光 ＰＣＲ 试剂联合测试ꎬ通过国际

标准物质建立标准曲线完成定值ꎬ并计算不确定

度ꎬＨＰＶ１６ 标准物质量值为 ( ７. １ ± １. ０) × １０６

ＩＵ􀅰ｍＬ－１ꎬＨＰＶ１８ 标准物质量值为(３.５±０.７) ×１０６

ＩＵ􀅰ｍＬ－１ꎻ上海市临床检验中心、广州邦德盛生物

科技有限公司等单位也分别研制了 ＨＰＶ１６ 和

ＨＰＶ１８ 全基因组重组质粒 ＤＮＡ 的国家有证标准

物质ꎮ 这些标准物质具有确定量值和不确定度ꎬ
量值 均 可 溯 源 至 国 际 标 准 物 质 ＨＰＶ１６ 或

ＨＰＶ１８ꎬ表 １ 中列举了我国现有的可查询的 ＨＰＶ
核酸检测的有证标准物质ꎮ

卫生部临床检验中心制备了 ７ 种常见 ＨＰＶ
基因型(ＨＰＶ６、１１、３１、３３、３９、５１、５２)的全基因组

重组质粒 ＤＮＡ 参考品并进行了定值:采用分光光

度法测定重组质粒在 ２６０ ｎｍ 处的吸光度值ꎬ根据

质粒分子量计算得到 ＧＥ􀅰ｍＬ－１浓度值ꎬ用含人基

因组 ＤＮＡ 的 ＢＳＡ 溶液梯度稀释至 １０６ ＧＥ􀅰ｍＬ－１

和 １０５ ＧＥ􀅰ｍＬ－１[２９]ꎻ中国药品生物制品检定所建

立的包含 Ｌ１ 基因的重组质粒 ＤＮＡ 参考品ꎬ涵盖

常见的 ３０ 种 ＨＰＶ 基因型[３０]ꎻ中国食品药品检定

研究院建立了包含 ２０ 种 ＨＰＶ 基因型的全基因组

重组质粒 ＤＮＡ 参考品ꎬ经 １ ｍｇ􀅰ｍＬ－１人基因组溶

液稀释至 １０６ ｃｏｐｉｅｓ􀅰ｍＬ－１[３１]ꎻ长春理工大学也建

立了涵盖 １４ 种中高危型和 ６ 种低危型的 ＨＰＶ 全

基因组重组质粒 ＤＮＡ 参考品ꎻ将不同基因型参考

品测定浓度值后统一调为 ５０ ｐｇ􀅰ｍＬ－１(１０８ ~ １０９

ｃｏｐｉｅｓ􀅰ｍＬ－１) [３２]ꎻ利用 ＨＰＶ ＤＮＡ 分型参考品ꎬ可
以对相关试剂盒和实验室的 ＨＰＶ 分型检测过程

进行质量评估ꎮ

３.２　 阳性临床样品参考品

临床检测实验室的研究人员曾报道采用临床
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表 １　 ＨＰＶ 核酸检测有证标准物质

Ｔａｂｌｅ １　 Ｌｉｓｔ ｏｆ ｃｅｒｔｉｆｉｅｄ ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ｍａｔｅｒｉａｌｓ ｆｏｒ ＨＰＶ ｎｕｃｌｅｉｃ ａｃｉｄ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ

基因型 形式 量值 / ( ＩＵ􀅰ｍＬ－１) 定值方法 研发单位

ＨＰＶ１６

ＨＰＶ
全基因组重组质粒

(７.１±１.０)×１０６ 采用荧光定量 ＰＣＲ 试剂ꎬ 通过国际标准物质
ＨＰＶ１６ 建立标准曲线ꎬ计算平均定值和不确定度

卫生部临床
检验中心

ＨＰＶ
全基因组重组质粒

(６.９±１.０)×１０６ 采用 ６ 种实时荧光 ＰＣＲ 试剂ꎬ通过国际标准物质
ＨＰＶ１６ 建立标准曲线ꎬ计算平均定值和不确定度

上海市临床
检验中心

ＨＰＶ
全基因组重组质粒

(１.１±０.３１)×１０３

(１.２±０.２５)×１０４

(１.１±０.２０)×１０５

(１.１±０.１９)×１０６

将国际标准物质 ＨＰＶ１６ 梯度稀释ꎬ建立标准曲线ꎬ
计算量值和不确定度

广州邦德盛
生物科技有
限公司

ＨＰＶ１８

ＨＰＶ
全基因组重组质粒

(３.５±０.７)×１０６ 采用荧光定量 ＰＣＲ 试剂ꎬ 通过国际标准物质
ＨＰＶ１８ 建立标准曲线ꎬ计算平均定值和不确定度

卫生部临床
检验中心

ＨＰＶ
全基因组重组质粒

(２.３±０.７)×１０６ 采用 ６ 种实时荧光 ＰＣＲ 试剂ꎬ通过国际标准物质
ＨＰＶ１８ 建立标准曲线ꎬ计算平均定值和不确定度

上海市临床
检验中心

ＨＰＶ
全基因组重组质粒

(１.１±０.３２)×１０３

(１.１±０.２８)×１０４

(１.０±０.２３)×１０５

(１.１±０.２２)×１０６

将国际标准物质 ＨＰＶ１８ 梯度稀释ꎬ建立标准曲线ꎬ
计算量值和不确定度

广州邦德盛
生物科技有
限公司

　 注:以上标注物质均为液态保存ꎬ在(－２０±５)℃环境中储存ꎮ

样品制备参考品进行室内质量控制:获取低危型

(ＨＰＶ６ / ＨＰＶ１１)和高危型(ＨＰＶ１６ / ＨＰＶ１８)的临

床样品ꎬ经灭活、稀释后配制室内参考品ꎬ用于

ＨＰＶ 检测的室内质量控制[３３]ꎮ 宫颈癌细胞系也

被用作质控参考品ꎬ上海市临床检验中心采用整

合有 Ｌ１ 基因的人宫颈癌细胞系(ＳｉＨａ 和 ＨｅＬａ)
作为 ＨＰＶ１６ 和 ＨＰＶ１８ 检测参考品ꎬ用实时荧光

ＰＣＲ 试剂盒检测ꎬ通过国际标准物质建立标准曲

线计算定值为 １０６ ＩＵ􀅰ｍＬ－１ꎬ梯度稀释为不同浓度

的参考品[３４]ꎮ 卫生部临床检验中心建立了

ＨＰＶ１６ / ＨＰＶ１８ 双阳性的参考品:将载有 ＨＰＶ１６
基因的重组质粒转染已包含 ＨＰＶ１８ 的人宫颈癌

细胞系 ( ＨｅＬａ)ꎬ 灭活后获得同时含 ＨＰＶ１６ /
ＨＰＶ１８ 基因组 ＤＮＡ 的参考品ꎬ通过荧光定量

ＰＣＲ 进行检测[３５]ꎮ 与质粒 ＤＮＡ 相比ꎬ灭活后的

临床样品更加接近临床样品的状态ꎬ可以为临床

实验室间的质量评估提供参考ꎮ

３.３　 假病毒形式的参考品

近年来ꎬ假病毒技术的不断发展为 ＨＰＶ 标准

物质和参考品的研制提供了新的工具ꎬ假病毒可

以携带外源病毒的特定基因片段ꎬ因为不包含外

源病毒的完整基因ꎬ假病毒只能对细胞进行“一
次性”感染ꎬ在研究致病性病毒的过程中具有较

好的安全性[３６]ꎻ假病毒颗粒具有衣壳蛋白包裹核

酸的完整结构ꎬ更接近真实病毒样品的状态ꎬ可以

对病毒颗粒裂解、核酸提取纯化以及 ＰＣＲ 扩增与

检测的全过程进行质量控制ꎮ 在衣壳蛋白的保护

下ꎬ假病毒可以更好的抵抗核酸酶降解ꎬ利于在运

输和储存过程中保持其稳定性ꎮ 针对高危型

ＨＰＶ 的衣壳蛋白编码基因(Ｌ１、Ｌ２)ꎬ研究者制备

了同时包含荧光蛋白报告基因的假病毒颗粒ꎬ并
将其应用于血清中的免疫原性检测[３７￣３８]ꎮ 在癌

症发病进程的诊断中ꎬＨＰＶ Ｅ６ / Ｅ７ ｍＲＮＡ 水平逐

渐受到更多的关注ꎬ利用大肠杆菌表达体系ꎬ研究

者制备了包含 Ｅ６ / Ｅ７ ＲＮＡ 的假病毒质控品ꎬ并通

过反转录－荧光定量 ＰＣＲ 的方法进行了定值ꎬ为
ＨＰＶ Ｅ６ / Ｅ７ ｍＲＮＡ 检测试剂的应用提供了参

考[３９]ꎮ 表 ２ 总结了 ＷＨＯ 研制的和国内常见的用

于 ＨＰＶ 核酸检测的标准物质和参考品ꎮ

３.４　 分析比较

ＨＰＶ 质粒 ＤＮＡ 标准物质和参考品的应用过

程中ꎬ虽然通过加入人类基因组 ＤＮＡꎬ可以一定

程度上模拟检测过程中的基质效应ꎬ但质粒 ＤＮＡ
作为质控时ꎬ其应用范围仅限于 ＤＮＡ 扩增和检测

环节ꎬ很难对病毒颗粒裂解、ＤＮＡ 提取与纯化等

步骤的效率进行考察[２７]ꎮ 虽然现阶段 ＨＰＶ 核酸

标准物质还是以质粒 ＤＮＡ 的形式为主ꎬ但其明显

的局限性也提示了研制不同形式标准物质的重要
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表 ２　 常见用于 ＨＰＶ 核酸检测的标准物质和参考品

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｌｉｓｔ ｏｆ ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ｍａｔｅｒｉａｌｓ ｆｏｒ ＨＰＶ ｎｕｃｌｅｉｃ ａｃｉｄ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ

检测对象 检测形式 ＨＰＶ 类型 量值 定值方法 研发单位

ＨＰＶ
ＤＮＡ[２７]

ＨＰＶ
全基因组
重组质粒

ＨＰＶ１６、１８ ５×１０６ ＩＵ􀅰瓶－１或
１×１０７ ＩＵ􀅰ｍＬ－１

分光光度法测定标准物质在 ２６０ ｎｍ 的吸光度值ꎬ
根据质粒分子量计算其浓度(ＧＥ􀅰ｍＬ－１ )ꎬ稀释至
１×１０７ ＧＥ􀅰ｍｌ－１ꎬ每支分装 ０.５ ｍＬꎬ则标准物质定值
为 ５×１０６ ＩＵ􀅰瓶－１(冻干后)

ＮＩＢＳＣ

ＨＰＶ
ＤＮＡ[２８]

ＨＰＶ
全基因组
重组质粒

ＨＰＶ６、１１、
３１、３３、
４５、５２、

５８

ＨＰＶ６ １×１０７ ＩＵ􀅰瓶－１

ＨＰＶ１１ １×１０７ ＩＵ􀅰瓶－１

ＨＰＶ３１ １.６×１０７ ＩＵ􀅰瓶－１

ＨＰＶ３３ １.６×１０７ ＩＵ􀅰瓶－１

ＨＰＶ４５ １×１０７ ＩＵ􀅰瓶－１

ＨＰＶ５２ ７.９×１０７ ＩＵ􀅰瓶－１

ＨＰＶ５８ ７.９×１０７ ＩＵ􀅰瓶－１

量值溯源至 ＷＨＯ ＨＰＶ 国际标准物质:
将标准物质梯度稀释并建立定值标准曲线ꎬ所得 Ｃｔ

值换算为 ＩＵ􀅰ｍＬ－１ꎻ冷冻干燥后量值标准为ＩＵ􀅰瓶－１
ＮＩＢＳＣ

ＨＰＶ
ＤＮＡ[２９]

ＨＰＶ
全基因组
重组质粒

ＨＰＶ１６、１８

ＨＰＶ１６ (７.１± １.６) ×１０６

ＩＵ􀅰ｍＬ－１

ＨＰＶ１８ (３.５± ０.９) ×１０６

ＩＵ􀅰ｍＬ－１

量值溯源至 ＷＨＯ ＨＰＶ 国际标准物质:
采用荧光定量 ＰＣＲ 试剂ꎬ通过与 ＨＰＶ１６ / １８ 国际标
准物质建立定值标准曲线ꎬ计算平均定值和不确定
度(包括测定不确定度和标准曲线不确定度)

ＨＰＶ６、１１、
３１、３３ 等

１０６ ＧＥ􀅰ｍＬ－１

１０５ＧＥ􀅰ｍＬ－１

分光光度法测定参考品在 ２６０ ｎｍ 处吸光度值ꎬ根
据质粒分子量计算其浓度( ｃｏｐｉｅｓ􀅰ｍＬ－１ )ꎬ换算为
(ＧＥ􀅰ｍＬ－１)

卫生部临
床 检 验
中心

ＨＰＶ Ｅ６ / Ｅ７
ＲＮＡ[３９]

假病毒
溶液

ＨＰＶ１６、１８
ＨＰＶ１６ Ｃｔ ＝ ２７.５
ＨＰＶ１８ Ｃｔ ＝ ２８.８

采用逆转录－荧光定量 ＰＣＲ 法分别检测 ＨＰＶ１６ 和
ＨＰＶ１８ 的 Ｅ６ / Ｅ７ 假病毒溶液

中国食品
药品检定
研究院

ＨＰＶ
ＤＮＡ[３４]

含 Ｌ１ 基因
的宫颈癌
细胞系

(Ｓｉｈａ 和Ｈｅｌａ)

ＨＰＶ１６、１８ １０６、１０５、１０４

ＩＵ􀅰ｍＬ－１

量值溯源至 ＷＨＯ ＨＰＶ 国际标准物质:
将国际标准物质 ＨＰＶ１６、１８ 梯度稀释ꎬ建立定值标
准曲线

临床检验
中心分子
生物学室

ＨＰＶ
ＤＮＡ[３５]

含 ＨＰＶ１６ / １８
宫颈癌细

胞系(ＨｅＬａ)
ＨＰＶ１６、１８ 　 　 — 将细胞系原液适当稀释ꎬ通过荧光定量 ＰＣＲ 法

检测

卫生部临
床 检 验
中心

ＨＰＶ
ＤＮＡ[３０]

含 ＨＰＶ Ｌｌ
基因重组

质粒

ＨＰＶ６、
１１、１６、
１８ 等

ＨＰＶ Ｌ１ 基因
分型参考品

对重组质粒进行 ＰＣＲ 鉴定和序列测定ꎬ测定结果
用 ＢＬＡＳＴ 进行比对分析

中国药品
生物制品
检定所

ＨＰＶ
ＤＮＡ[３１]

ＨＰＶ
全基因组
重组质粒

ＨＰＶ６、
１１、１６、
１８ 等

１０６ｃｏｐｉｅｓ􀅰ｍＬ－１
对 ＨＰＶ 全基因组重组质粒参考品进行浓度测定和
序列测定ꎬ经稀释( １０６ ｃｏｐｉｅｓ􀅰ｍＬ－１ ) 后分装( １. ５
ｍＬ􀅰支－１)并通过荧光 ＰＣＲ 法等方法进行检验

中国食品
药品检定
研究院

ＨＰＶ
ＤＮＡ[３２]

ＨＰＶ
全基因组
重组质粒

ＨＰＶ６、
１１、１６、
１８ 等

５０ ｐｇ􀅰ｍＬ－１

(１０８ ~１０９ｃｏｐｉｅｓ􀅰ｍＬ－１)

浓度统一为 ５０ ｐｇ􀅰ｍＬ－１、分装并用表面等离子谐振
法(ＳＰＲ)、基质辅助激光解析 / 电离飞行时间质谱
法(ＭＡＬＤＩ￣ＴＯＦ￣ＭＳ)和 ＰＣＲ￣杂交法对参考品检验

长春理工
大学

ＨＰＶ
ＤＮＡ[４０]

ＨＰＶ１６
重组质粒

ＨＰＶ１６

５.２７×ｌ０３、５.２７×ｌ０４、５.２７
× ｌ０５、 ５. ２７ × ｌ０６、 ５. ２７ ×
ｌ０７、５. ２７ × ｌ０８、５. ２７ × ｌ０９

ｃｏｐｉｅｓ􀅰μＬ－１

分光光度法测定 ＨＰＶ１６ 重组质粒在 ２６０ ｎｍ 处吸
光度值ꎬ根据质粒分子量计算其浓度(ｃｏｐｉｅｓ􀅰μＬ－１)

四川大学
华西第二
医院

　 注:表格中 ＩＵ 指国际单位ꎻＧＥ 指基因组当量ꎻｃｏｐｉｅｓ 指拷贝数ꎻＣｔ指扩增曲线的循环阈ꎮ

性ꎮ 临床样品作为参考品存在的问题是来源不够

稳定ꎬ细胞系建立与培养的过程较为复杂ꎮ 而假

病毒不仅包含检测目标基因同时具有衣壳蛋白结

构、操作安全、存储稳定ꎬ可以作为未来 ＨＰＶ 核酸

标准物质重点关注和研究的方向ꎮ

４９５ 生物技术进展 Ｃｕｒｒｅｎｔ Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ



４　 展望

标准物质是指足够均匀且具有确定的特征ꎬ
用以校准测量装置、评价测量方法或给材料赋值

的一种材料或物质ꎮ 标准物质具有复现、保存和

传递量值的作用ꎬ是保证测量结果准确性与可溯

源性的重要计量“器具”ꎬ为了进一步提升 ＨＰＶ
核酸检测的有效性ꎬ标准物质的研制工作必不可

少ꎮ 质粒 ＤＮＡ 形式的标准物质无法对 ＤＮＡ 提取

纯化等过程进行质控ꎬ应用范围有所限制ꎮ 假病

毒具有安全稳定、包含完整病毒结构的优势ꎬ适用

于相关试剂盒的整体检测过程ꎬ可以作为核酸标

准物质的候选物质ꎮ ＨＰＶ 致病机制的前期研究ꎬ
揭示了不同基因的调控作用和编码蛋白的生物学

功能ꎬ为检测目标的选择提供了基础ꎮ 结合假病

毒技术开展 ＨＰＶ 标准物质的研究工作ꎬ有助于提

升 ＨＰＶ 检测的有效性ꎬ从而促进女性宫颈癌的准

确诊断和及时治疗ꎬ改善患者的生存质量ꎮ 与此

同时ꎬ标准物质也将帮助解决众多检测试剂盒量

值溯源混乱的问题ꎬ为实现量值准确可比提供计

量支撑ꎮ
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