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高危型人乳头状瘤病毒 E6/E7 区 mRNA 检测试剂盒(PCR-荧光探针法)说明书 

 

【产品名称】 

通用名称：高危型人乳头状瘤病毒 E6/E7 区 mRNA 检测试剂盒(PCR-荧光探针

法) 

 

【包装规格】  

24 人份/盒，48 人份/盒 

 

【预期用途】 

本产品用于对人宫颈脱落细胞样本中 14 种高危型 HPV（16, 18, 31, 33, 35, 

39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 66, 68）E6/E7 区 mRNA 定性检测。 

用于筛查宫颈细胞学检查为ASC-US（意义未确定的非典型鳞状上皮细胞）

结果的患者，以确定是否需要进行阴道镜检查（ASC-US 人群分流用途）。由

于未做相关验证，本产品不能用于宫颈癌筛查相关临床预期用途。 

人乳头状瘤病毒（human papillomavirus，HPV）是一类特异感染人类上皮、

黏膜的微小共价双链环状 DNA 病毒，在电镜下观察该病毒为球形、无包膜、

表面有 72 个壳微粒，直径 45～55nm[1]。其基因组长度约为 8000bp，主要由早

期基因区（E 区）、晚期基因区（L 区）和长控制区（long control region, LCR）

组成。E 区有 6 个开放式阅读框（ORF），即 E1、E2、E4、E5、E6、E7。L 区

编码主要衣壳蛋白 L1 和次要衣壳蛋白 L2。LCR 含 DNA 复制、表达调控元件。 

大量的研究结果表明：HPV 在宫颈细胞异常以及宫颈癌的病理学上具有

最为重要的作用。超过 99%的宫颈鳞状细胞癌和部分宫颈腺癌中均可检出 HPV 

DNA[2,3]。至今发现的 HPV 约有 200 多种[1]，但并非所有的型别都会引起宫颈

癌，根据 HPV 感染人体后可致宫颈癌的相关性，有 14 种基因型（HPV16, 18, 

31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 66, 68）被称为高危型[4]。进行 HPV DNA 检

测可提高高级别宫颈上皮内瘤变及宫颈鳞状细胞癌的检出率，对细胞学检查结

果可疑患者的分类及癌前病变的治疗后随访具有重要意义[5]。 

HPV 的致癌作用与 HPV DNA 基因组的整合有关。HPV DNA 在宫颈良性

病变中主要以游离状态存在，在恶性病变中以整合状态为主。低危型 HPV DNA

总是保持游离状态，很少整合到宿主细胞基因组中，而大部分高危型 HPV DNA

可整合到宿主细胞 DNA 中，具有转录活性的 HPV 基因组整合到宿主染色体是

宫颈病变快速转化为宫颈癌的标志之一 [6]。 其致癌机制被认为是持续感染

HPV 以及机体免疫功能下降和宫颈局部微环境改变因素使 HPV DNA 整合于

宿主染色体脆弱区， 使编码特异性 DNA 束缚蛋白的 E2 区破坏， 而 E6、E7

转化作用受 E2 的调控， 从而引起 E6 和 E7 两种癌基因的过表达[7,8]。 

由于 HPV 无法在体外细胞培养，且不能诱导易于检测的免疫反应，所以

不能采用血清学的方法进行 HPV 的检测，HPV 的准确确定依赖于分子生物学

技术。形态学以及临床观察仅仅对于 HPV 的存在提供一些推断性支持。目前
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国内外对 HPV 进行检测的方法主要集中在以靶序列扩增为基础的检测和以信

号放大为基础的检测技术两方面。 

 

【检验原理】 

本试剂盒基于多重荧光 PCR 技术，通过实时荧光 PCR 仪，进行一步法

RT-PCR 核酸扩增与检测。可在同一反应管中通过仪器两种荧光检测通道分别

检测 14 种高危型 HPV 的 E6/E7 区 mRNA 及细胞内对照 β2 微球蛋白基因

mRNA。细胞内对照 β2 微球蛋白基因 mRNA 用于评估样本质量及 PCR 抑制因

素。 

 

【主要组成成分】 

主要组成成分见表 1。 

表 1 试剂盒主要组成成分 

试剂盒组成 
24 人份规

格(管) 

48 人份规

格(管) 
主要成分 

RT-PCR混合液 468μL 936μL 
特异性引物探针、脱氧核糖核苷三磷

酸（dNTP）、硫酸镁（MgSO4） 

酶混合液 12μL 24μL 热启动 Taq 酶、逆转录酶 

阳性对照 40μL 80μL 
含 HPV16、内对照目的片段的假病 

毒 RNA 

试剂盒组成 
24 人份规

格(管) 

48 人份规

格(管) 
主要成分 

空白对照 40μL 80μL 无 RNA 酶的水 

DNase I 36μL 72μL DNase I 

DNase I 反应液 24μL 48μL Tris 盐酸缓冲液 

DNase I 终止液 24μL 48μL 乙二胺四乙酸（EDTA） 

注：不同批号试剂盒中各组分不可以互换； 

试剂盒不包含但检测需配套的试剂及器械： 

1. 提取试剂： 

1) 潮州凯普生物化学有限公司生产的核酸提取试剂盒（离心柱法）【粤潮

械备 20150013】 

2) 潮州凯普生物化学有限公司生产的核酸提取或纯化试剂（磁珠法

DR-4801-KZ 型）【粤潮械备 20210003】 

2. 采样器及保存液： 

1) 潮州凯普生物化学有限公司生产的一次性使用宫颈细胞采集器【粤械

注准 20162220713】和样本保存液【粤潮械备 20160007】 

2) 宁波华莱斯医疗器械有限公司生产的一次性使用宫颈采样拭子【浙械

注准 20172181163】和豪洛捷公司生产的细胞保存液  PreservCyt 

Solution【国械备 20140197】。 

【储存条件及有效期】 
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-15℃以下避光储存，有效期 12 个月。避免反复冻融，冻融次数应不超

过 5 次。试剂盒采用蓄冷剂包装运输。 

试剂盒开盖后于 25℃暴露于空气的时间建议不超过 24 小时；或开盖使用

后拧紧瓶盖放置于-15℃以下避光储存，建议不超过 12 个月。 

生产日期：见标签。 

有效期至：见标签。 

 

【适用仪器】 

荧光 PCR 仪：ABI7500（具有 FAM, HEX/JOE 荧光检测通道）；宏石实时

荧光定量 pcr 仪 SLAN-96S。 

 

【样本要求】 

1. 样本采集   

检查前准备：3 天内不使用阴道内药物或对阴道进行冲洗；24 小时内不应

有性行为；检查应在非月经期内进行；检查前阴道不进行醋酸或碘液涂抹。 

使用推荐搭配的样本采集器采集样本，方法如下：由医生以窥阴器暴露宫

颈，用棉拭子将宫颈过多的分泌物擦去。将宫颈刷置于宫颈口，轻轻搓动宫颈

刷使其顺时针旋转 3 至 5 圈。慢慢取出宫颈刷，将其放入装有保存液的样本管

中。在管口处将多余的刷柄折断，将刷头留在样本管中，旋紧管盖，做好样品

标识并保持样本管直立放置，送检验室检测。 

推荐搭配的样本采集器及保存液 

【采样系统 1】 

采样刷：潮州凯普生物化学有限公司生产的一次性使用宫颈细胞采集器【粤械

注准 20162220713】； 

保存液：潮州凯普生物化学有限公司生产的样本保存液【粤潮械备 20160007】。 

【采样系统 2】 

采样拭子：宁波华莱斯医疗器械有限公司生产的一次性使用宫颈采样拭子【浙

械注准 20172181163】； 

保存液：豪洛捷公司生产的细胞保存液 PreservCyt Solution【国械备20140197】。 

 

2. 样本保存和运送 

样本采集后立即送检。采样系统 1 采集的样本保存条件为：2~8℃保存不

超过 7 天，-15℃以下保存不超过 12 个月进行检测，-70℃以下保存不超过 24

个月；采样系统2采集的样本保存条件为：2～30℃保存不超过30天，-15～-70℃

保存不超过 24 个月。样本冻融次数应不超过 7 次。标本运送时建议采用低温

保存运送。 

【检验方法】 
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1. 样本RNA提取 (在样本处理区进行，本操作为建议方法) 

1.1 手动提取 

采样系统 1 采集的样本：样本混匀后，取 200μL 于离心管中。 

采样系统 2 采集的样本：样本混匀后取 1mL 置于离心管中（如果细胞

数量少可以加大体积到 2mL），12000 转离心 3min， 吸弃 800μL 上清

液，剩余 200μL 与沉淀混匀。 

采用潮州凯普生物化学有限公司生产的核酸提取试剂盒（离心柱法）【备

案号：粤潮械备 20150013】提取 RNA，具体操作步骤详见试剂盒说明

书。 

1.2 自动提取 

采样系统 1 采集的样本：样本混匀后，取 300μL 于离心管中。 

采样系统 2 采集的样本：样本混匀后取 1mL 置于离心管中（如果细胞

数量少可以加大体积到 2mL）， 12000 转离心 3min， 吸弃 700μL 上清

液，剩余 300μL 与沉淀混匀。 

采用潮州凯普生物化学有限公司生产的核酸提取或纯化试剂（磁珠法

DR-4801-KZ 型）【备案号：粤潮械备 20210003】配套广东凯普科技智

造有限公司生产的 HBNP-4801A 全自动核酸提取仪【备案号：粤潮械备

20140035】提取 RNA，具体操作步骤详见试剂盒说明书。 

1.3 提取的 RNA 应立即检测或于-15℃以下保存不超过 1 个月，-70℃以下

保存不超过 6 个月。避免反复冻融，冻融次数不超过 5 次。 

1.4 取 7.5μL 提取的 RNA 用于后续 DNase I 处理。 

 

2. 提取 RNA 的 DNase I 处理 

2.1 从试剂盒中取出 DNase I、DNase I 反应液、DNase I 终止液，解冻后放

置于 2~8℃保存，使用前混匀，8000 转/分钟离心 10s，避免反复冻融。 

2.2 按照表 2 配制 DNase I 处理体系： 

表 2 每人份 DNase I 处理体系 

DNase I 1.5μL 

DNase I 反应液 1.0μL 

RNA  7.5μL 

合计 10.0μL 

2.3 盖紧 PCR 反应管管盖，稍做离心，置于 PCR 仪器中，无需热盖，37℃，

30min 后置于冰上冷却； 

2.4 加入 1μL DNase I 终止液混匀后，待 PCR 仪器热盖升温后，将样品放

入，65℃ 10min 终止反应，立即置于冰上冷却至少两分钟后，即得到处

理好的样本 RNA（无 DNA）。处理好的样本 RNA 立即用于 RT-PCR 扩

增检测。 

 

3. 扩增试剂准备（在PCR前准备区进行） 

3.1 从试剂盒中取出 RT-PCR 混合液，室温下避光解冻，上下颠倒混匀后，
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8000 转/分钟 10s。从试剂盒中取出酶混合液，8000 转/分钟 10s。 

3.2 按照表 3 配制扩增试剂： 

表 3 扩增试剂的制备 

组份 RT-PCR混合液 酶混合液 

1 人份用量 19.5μL 0.5μL 

10人份用量 195μL 5μL 

3.3 将配制好的扩增试剂充分混匀，8,000 转/分钟 10s，向设定的 n 个 PCR

反应管中分别加入 20μL 配制好的扩增试剂，转移到样本处理区。 

 

4. 加样 (在样本处理区进行) 

4.1 在对应的PCR反应管中分别加入5μL处理好的样本RNA、空白对照、阳

性对照RNA，盖紧管盖，稍做离心。（反应总体积为25μL/人份，每次反

应需要设置一个阳性对照以及一个空白对照。） 

4.2 转移到检测区，放入相应的荧光PCR检测仪内，记录样本摆放顺序。 

 

5. RT-PCR扩增 (在检测区进行) 

按照表4设置两种荧光检测通道的报告荧光、淬灭荧光；Passive 

Reference选择none。 

 

表4 荧光检测通道的设定 

Detector Name Target Reporter Dye Quencher 

FAM 

14 种高危型 HPV E6/E7 区 

mRNA(16, 18, 31, 33, 35, 39, 

45, 51, 52, 56, 58, 59, 66, 68) 

FAM none 

HEX 
细胞内对照β2 微球蛋白基

因 mRNA 
HEX/JOE none 

 

荧光PCR仪上按照表5设定程序： 

表5 RT-PCR扩增程序的设定 

程序 循环数 温度 恒温时间 采样模式 

1 1 50℃ 15min 无 

2 1 95℃ 2min 无 

3 45 

95℃ 15 sec 无 

60℃ 60 sec 单次采集荧光 

4 1 38℃ 30 sec 无 

 

6. 基线，阈值的设定 

具体设置方法请参照各仪器使用说明书。 

基线的起点和终点确定原则：基线是指PCR开始时信号很低、接近背景

且比较平稳的那个阶段。起点要避开开始的几个循环，由于高温导致的信号

增高，设在信号已经降到背景高度且能维持平稳的地方，一般在3到6个循环
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之间；终点要避免覆盖信号已经开始有明显增长的地方，一般在本组数据中

最小的Ct值前再3个循环处。另外，起点与终点之间最好能间隔8个循环以上，

以满足统计基线标准偏差的数学要求。 

阈值设定：荧光阈值的缺省设置是3～15个循环的荧光信号的标准偏差

的10倍（机器自动设置）。但我们通常采用手动设置，手动设置的原则是该

阈值要大于样本的荧光背景值和空白对照的荧光最高值，同时要尽量选择进

入指数期的最初阶段，真正的信号出现在荧光信号超过阈值后。 

 

【阳性判断值】 

根据127例临床样本所测的Ct值结果，利用ROC曲线法确定本试剂盒目的

基因的Ct阳性判断值为37，内参基因的Ct阳性判断值为37。 

 

【检验结果的解释】 

1. 质控对照 

1.1 空白对照在各荧光检测通道 Ct 值均应显示为 Undet（或 NoCt）。 

1.2 阳性对照在各荧光检测通道 Ct 值≤32。 

符合以上两个条件，此次实验视为有效。 

空白对照结果扩增曲线图见图1： 

  

图1  空白对照 

阳性对照结果扩增曲线图见图2： 

 

图2  阳性对照 
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2. 结果判断 

2.1 样本在 FAM 荧光检测通道 Ct 值显示为 Undet（或 NoCt），其内对照 B2M

在 HEX 荧光检测通道 Ct 值≤37，判断为阴性。 

2.2 样本在 FAM 荧光检测通道有明显扩增曲线，Ct 值≤37，判断为阳性。 

2.3 样本在 FAM 荧光检测通道有明显扩增曲线，37＜Ct 值＜45，建议重做，

重做结果有明显扩增曲线且 Ct 值＜37 者为阳性，否则为阴性。 

2.4 样本在各荧光检测通道 Ct 值显示为 Undet（或 NoCt），判断为无效，需

重新采样。 

阴性、阳性结果扩增曲线图分别见图3、图4： 

 

图 3  阴性 

 

图 4  阳性 

 

【检验方法的局限性】 

1. 本试剂盒仅用于检测以下 14种高危型HPV E6/E7区mRNA：HPV16, 18, 

31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 66, 68。 

2. 阴性结果不能完全排除 HPV 感染，样本中靶基因浓度低于检测限可造

成阴性结果，待测靶序列的变异或其它原因导致的序列改变也可能会导

致假阴性结果。不合理的样本采集、转运及处理、以及不当的试验操作

和实验环境均有可能导致假阴性或假阳性结果。 

3. 本试剂检测结果应结合宫颈细胞学检查及其他相关医学检查结果进行

综合分析，不得单独作为患者管理的依据。 
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【产品性能指标】 

1. 最低检出量 

检测 3 个浓度梯度的测试品，确定最低检出量是 500 拷贝/反应。 

2. 准确性 

检测试剂盒检测范围人乳头瘤病毒不同型别的企业参考品，结果均为

阳性。 

3. 特异性 

3.1 对试剂盒检测范围内的 14 种高危型 HPV 的质粒 DNA 的检测结果全

部为阴性。 

3.2 对感染部位相同的其他病原体（沙眼衣原体、淋球菌、解脲脲原体、

人型支原体、梅毒螺旋体、白色念珠菌、阴道毛滴虫、单纯疱疹病毒 2

型）以及试剂盒检测范围外的 HPV 6、11、26、40、42、43、44、53、

54、61、67、69、70、71、72、73、81、82、83 无交叉反应。 

4. 批内精密度和批间精密度 

检测阴性样品和 2 个浓度梯度的测试品：临界阳性样品、（中或强）阳

性样品，批内精密度和批间精密度 Ct 值的变异系数（CV,%）均不大于 5.0％。 

5. 干扰物质 

5.1 宫颈脱落细胞样本含有 1% 血红蛋白、5% 宫颈粘液、5%白细胞对本试

剂盒的检测无明显影响。 

  5.2 宫颈脱落细胞样本含有 0.5%、1%咪康唑（Miconazole）、1-2%的壬苯醇

醚栓（爱侣栓）（国药准字 H10930186）、人体润滑剂（桂食药监械(准)字 2014

第 2660006 号）和洁尔阴洗液（国药准字 Z10930008）的样本对本试剂盒的检

测无明显影响；含有 0.5%和 1%噻康唑（Tioconazole）的样本对本试剂盒的检

测有干扰。 

6. 临床试验研究结果 

准确性研究，与 Sanger 测序系统对比，七家临床单位共检测 1260 例 HPV

临床样本，总符合率为 99.68%，阳性符合率为 99.53%，阴性符合率为 99.76%，

Kappa 值＝0.993。与同类已上市试剂对比，三家临床单位共检测 422 例 HPV

临床样本，总符合率为 99.05%，阳性符合率为 98.65%，阴性符合率为 99.50%，

Kappa 值＝0.981。 

针对不同的采集方法，两家临床单位同步对用两种采集方法采集的宫颈脱

落细胞进行检测，总符合率为 100%；阳性符合率为 100%；阴性符合率为

100%,Kappa 值=1.000。 

ASC-US 人群分流研究，三家临床单位共检测 856 例 HPV 临床样本，与

阴道镜检查和组织病理学检查结果对比，针对≥CIN2 水平的临床性能，临床

灵敏度为 95.61%、临床特异性为 84.77%、Youden 指数为 0.8038、阳性似然比

为 6.28，阴性似然比为 0.0518，诊断比数积为 121.24。 

 

【注意事项】 

1. 本试剂盒仅适用于体外诊断检测。 
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2. 操作过程中应特别注意防止RNase对RNA降解作用，应使用无核酸酶的

耗材，包括枪头、离心管、PCR管等。 

3. 有关实验室管理规范请严格按照有关主管部门颁布的基因扩增实验室

管理规范执行。 

4. 实验请严格分区操作，各区物品不得交叉使用，每个区使用专用的仪器

和设备。 

5. 试剂盒内各组分使用前，充分混匀后稍做离心。 

6. 加样时应使样本加入反应液中，不应有样本黏附在管壁上，加样后应尽

快盖紧管盖。 

7. 扩增完毕后取出反应管，放置于指定的袋子中丢弃，不可以打开样本盖。 

8. 实验中使用滤芯吸头，使用后直接打入装有1%次氯酸钠的废液缸中。 

9. 实验区定期进行紫外消毒。 

10. 所有临床样品都应视为传染性物质，操作和处理需符合相关法规要求，

比如卫生部《微生物生物医学实验室生物安全通用准则》。 

11. 在处理样品和试剂时，佩戴一次性防护手套和实验服等，避免皮肤、眼

睛或黏膜组织与之直接接触。在处理样品和试剂后彻底清洗双手。 

 

【标识的解释】 

 

 
体外诊断医疗器械 

 

 
其他详见说明书 
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【基本信息】 

注册人/生产企业名称： 潮州凯普生物化学有限公司  

住所： 广东省潮州市经济开发试验区北片高新区D5-3-3-4   

联系方式：              传真： 

售后服务单位名称： 

联系方式：              传真： 

生产地址：广东省潮州市经济开发试验区北片高新区D5-3-3-4      

         潮州市经济开发试验区北片高新区D5-5小区（B幢）4层 

生产许可证编号： 

 

【医疗器械注册证编号/产品技术要求编号】 

【说明书核准及修改日期】 
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