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人乳头瘤病毒核酸分型检测试剂盒（荧光 PCR 法）说明书 

【产品名称】 
通用名称：人乳头瘤病毒核酸分型检测试剂盒（荧光 PCR 法） 

【货号】JC80301 
【包装规格】24 人份/盒、48 人份/盒。 
【预期用途】 

本产品用于分型定性检测妇女宫颈脱落细胞样本中 21 种人乳头瘤病毒型别（具体包括 HPV 16，18，31，33，35，39，45，51，
52，53，56，58，59，66，68，26，82，73 及 HPV 6, 11 和 81 型）。 

HPV 是一种主要存在于人皮肤、黏膜及女性宫颈上皮细胞异形区的微小共价双链环状 DNA 病毒，至今发现的 HPV 约有 200 多种。

研究表明，HPV 某些型别持续性感染是导致宫颈癌的最主要因素。根据世界卫生组织统计，每年大约有 50 万左右的宫颈癌新发病例，

占所有癌症新发病例的 5％，在中国每年约有 8 万左右的女性死于宫颈癌。目前，实验室检测方法主要有核酸检测、细胞学检测、病

理组织学检测等。本产品可用于由于感染 HPV21 个型别而引起的宫颈癌相关疾病的辅助诊断，不用于病毒载量的判断。由于未进行相

应临床试验，不得用于宫颈癌筛查相关的临床用途。 
【检测原理】 

本试剂盒采用实时荧光 PCR 技术，主要以人乳头瘤病毒基因组 L1 区为靶区域，设计 21 个型别特异性引物和探针，分别以 FAM、

HEX、ROX 标记相应型别。探针为包括 5’端报告基团和 3’端淬灭基团的寡核苷酸，在 PCR 扩增过程中，当探针完整时，由于淬灭基

团靠近报告基团，报告基团发出的荧光被淬灭基团吸收，不发出荧光信号。引物延伸时，与模板结合的探针被 Taq 酶（5′→3′外切核酸

酶活性）切断，报告基团与淬灭基团分离，产生荧光信号，荧光定量 PCR 仪根据检测到的荧光信号自动绘制出实时扩增曲线，从而实

现对人乳头瘤病毒在核酸水平上的定性检测。同时参考基因可以用于监控并排除由于仪器故障、试剂因素、操作不当或样本中的抑制

物等因素造成的假阴性结果。 
【主要组成成分】 
 

试剂盒 规格及数量（24 人份） 规格及数量（48 人份） 主要成分 

核酸扩增反应液 960μL /管×2 管 1280μL /管×3 管 
三羟甲基氨基甲烷、氯化钾、氯化镁、核苷

酸混合液、Taq 酶、UNG 酶 

A 反应液 192μL /管×1 管 384μL /管×1 管 HPV 16、18、31 型的特异性引物和探针 

B 反应液 192μL /管×1 管 384μL /管×1 管 HPV 59、66、53 型的特异性引物和探针 

C 反应液 192μL /管×1 管 384μL /管×1 管 HPV 33、58、45 型的特异性引物和探针 

D 反应液 192μL /管×1 管 384μL /管×1 管 HPV 56、52、35 型的特异性引物和探针 

E 反应液 192μL /管×1 管 384μL /管×1 管 HPV 68、51、39 型的特异性引物和探针 

F 反应液 192μL /管×1 管 384μL /管×1 管 HPV 82、26、73 型的特异性引物和探针 

G 反应液 192μL /管×1 管 384μL /管×1 管 HPV 6、11、81 型的特异性引物和探针 

H 反应液 192μL /管×1 管 384μL /管×1 管 参考基因的特异性引物和探针 

阳性对照（A-H 组） 20μL/管×8 管 20μL/管×8 管 HPV21 个型别及参考基因质粒 

去 RNA 酶水 

（空白对照） 
250μL/管×1 管 250μL/管×1 管 经焦碳酸二乙酯处理的水 

备注：不同批号间的试剂不能互换。 

本试剂盒检测需要配套用品：江苏健友医疗科技有限公司生产一次性使用无菌宫颈采样器（产品注册号：苏械注准 20182660365） 

配套使用江苏硕世生物科技股份有限公司的核酸提取或纯化试剂（备案号：苏泰械备 20190089 号） 
【储存条件及有效期】 

试剂盒避光-20±5℃储存，有效期12个月。冰袋低温运输不能超过4天；反复冻融次数不能超过5次。 
生产日期、有效期至：见标签 

【适用仪器】 
Linegene 9600 荧光定量 PCR 仪（杭州博日科技有限公司）、SLAN-96P 荧光定量 PCR 仪（上海宏石医疗科技有限公司） 

【样本要求】 
1. 样本类型：宫颈脱落细胞  
2. 样本的采集：采样前，用棉拭子轻轻擦拭宫颈口过多的分泌物，将宫颈采样刷伸入宫颈口鳞柱上皮交界处，顺时针或逆时针旋转 3-5
圈采集宫颈脱落细胞，将其放入标有病人编号的取样管中，密闭送检。 
3. 样本保存和运输：样本采集后应及时检测，2℃-8℃保存 3 天内完成检测，-20±5℃保存不超过 12 个月。样本避免反复冻融，冻融

次数不能超过 5 次，采用冰袋低温运输不能超过 3 天。 
【检验方法】 
1. 试剂准备（试剂准备区） 

从-20±5℃取出试剂盒，将各试剂融化混匀并短暂离心后备用。计算需要进行的反应份数n（n=待测样本数+空白对照1份+阳性对

照1份），取出8个离心管分别标记1#、2#、3#、4#、5#、6#、7#和8#，分别加入n×10μL 核酸扩增反应液，然后对应每个编号离心管

分别加入n×8μL A反应液（1#）、n×8μL B反应液（2#）、n×8μL C反应液（3#）、n×8μL D反应液（4#）、n×8μL E反应液（5#）、
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n×8μL F反应液（6#）、n×8μL G反应液（7#）、n×8μL H反应液（8#），混匀并短暂离心后，依次分装至对应编号PCR八联管中，

每管18μL，总共分装n排PCR反应八联管，1排PCR八联管为1人份。  

2. 样本处理（样本处理区） 
2.1 样本DNA提取 取出样本，振荡混匀后，取待测样本按照提取试剂盒说明书操作。 

2.2 加样 
（1）小心打开PCR八联管盖，每份待测样本核酸溶液、空白对照按照2μL/管依次加入对应编号含有A-H反应体系的PCR八联管中，

1排PCR八联管为1人份，阳性对照（A-H组）同样按照2μL/管分别加入对应的A-H反应体系的PCR八联管中，总体积为20μL/管。 
（2）盖紧PCR八联管盖，低速短暂离心。 

3. PCR扩增检测（核酸扩增区） 
3.1 将反应管放入荧光 PCR 扩增仪进行扩增检测。 
3.2 循环参数设定（请参照仪器的操作说明进行设置） 

步骤 温度 时间 循环数 

1 UNG 酶处理 50 ℃ 5 min 1 cycle 

2 预变性 95 ℃ 10 min 1 cycle 

3 
变性 95 ℃ 10 s 

45 cycles 
退火、延伸及检测荧光 58 ℃ 40 s 

步骤 3 中 58℃时荧光检测 ，检测通道选择为：FAM、HEX、ROX 

3.3  结果分析 
3.3.1 杭州博日Linegene 9600荧光定量PCR仪：反应结束保存结果，根据分析后图像调节基线的起始循环、终止循环（可以根据实

际情况自行调整，起始循环可以在3~15、终止循环可设在5~20，调整空白对照的扩增曲线平直或低于阈值线；也可由仪器进行自动判

读，起始循环为3、终止循环为15），点击确定自动获得分析结果，在同一界面的显示区察看结果。 
3.3.2 上海宏石SLAN-96P荧光定量PCR仪：反应结束自动保存结果，根据分析后图像调节基线起点、终点、阈值；也可由仪器进行

自动判读，默认起始循环为6、终止循环为12、阈值为0.12），点击分析自动获得分析结果，在同一界面察看结果。 
【阳性判断值】 
1. 根据临床试验结果，利用 ROC 曲线法最终确定本试剂盒的 HPV 各型别的定性参考值，见下表。 

HPV 型别探针荧光标识表及参考值 

组别 探针标记 HPV 型 参考值 组别 探针标记 HPV 型 参考值 

A 组 
FAM 
HEX 
ROX 

HPV16 
HPV18 
HPV31 

36.9 
36.2 
35.5 

 

 

E 组 
 

FAM 
HEX 
ROX 

HPV68 
HPV51 
HPV39 

35.2 
34.6 
35.5 

B 组 
FAM 
HEX 
ROX 

HPV59 
HPV66 
HPV53 

34.8 
36.5 
35.3 

 

 
F 组 

FAM 
HEX 
ROX 

HPV82 
HPV26 
HPV73 

35.8 
35.5 
35.0 

C 组 
FAM 
HEX 
ROX 

HPV33 
HPV58 
HPV45 

35.7 
35.4 
35.0 

 

 
G 组 

FAM 
HEX 
ROX 

HPV 6 
HPV11 
HPV81 

34.6 
37.0 
35.6 

D 组 
FAM 
HEX 
ROX 

HPV56 
HPV52 
HPV35 

36.0 
35.1 
34.5 

 

 
H 组 FAM 参考基因 36.7 

【检验结果的解释】 
质量控制 
1． 空白对照：无典型S型扩增曲线显示。 
2． 阳性对照：HPV21个型别及参考基因检测呈典型S型扩增曲线且CT值≤30。 
3． 参考基因：H组FAM通道扩增曲线呈典型S型曲线且CT≤36.7，否则与样本采样、运输、保存条件及实验操作等导致的失误有关。 
4． 以上要求需在同一实验中同时满足，否则本次实验定性结果无效。 
结果判读  
在仪器正常，空白对照、阳性对照、H组的FAM通道均正常的情况下，根据HPV型别探针荧光标识表进行分析。 
HPV型别定性分析 

根据参考值（参考范围），在 A-H 组中的 HPV 型别扩增曲线呈典型 S 型曲线且 CT 值小于参考值，判断相应的 HPV 型别为阳

性；无典型 S 型扩增曲线或 CT 值大于参考值，判断相应的 HPV 型别为阴性。 
【检测方法的局限性】 
1. 本试剂盒适用于妇女宫颈脱落细胞样本中HPV病毒的定性检测，检测结果仅供临床参考，对患者临床诊治应结合其症状/体征、病史、

其它实验室检查（如病理学和细胞学结果）及治疗反应等情况综合考虑。 
2. 检测结果和样本的实验操作有关，操作失误可能导致假阴性结果，同时对H组参考基因FAM通道结果的判读可以排除样本采样、运

输、保存条件及样本处理中可能的假阴性。如果样本在处理过程中发生交叉污染，则可能出现假阳性结果。 
3. 本检测结果仅供临床参考，不作为HPV感染诊治的唯一依据，阴性结果仅说明低于本试剂盒的检测阈值，但不能排除HPV感染的可

能，阳性结果建议结合临床结果进一步确诊。 
【产品性能指标】 
1. HPV21 个型别检测灵敏度：104 copies/mL（20 copies/反应）； 
2. 特异性：与人乳头瘤病毒感染部位相同、症状相似的病原体及于试剂盒检测范围之外的其它病原体（HPV40、42、43、44 型、嗜酸

乳杆菌、表皮葡萄球菌、金黄色葡萄球菌、粪链球菌、化脓链球菌、无乳链球菌、棒状杆菌、沙眼衣原体、淋病奈瑟球菌、大肠杆菌、

肠道球菌、梭菌属、消化链球菌、克雷伯菌、肠杆菌属、变形杆菌、假单胞菌、拟杆菌、双岐杆菌属、梭菌、腺病毒、巨细胞病毒、
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EB 病毒、单纯疱疹病毒 1 型和 2 型、白色念珠菌、阴道毛滴虫等）无交叉反应； 
3. 干扰物质（血液、子宫粘液、人体润滑剂、洁尔阴洗液、硝酸咪康唑、硝呋太尔制霉素）对检测没有影响； 
4. 精密度：同一批次的产品变异系数 CV 值小于 5%； 
5. 准确性：对本试剂盒范围内的 21 个型别临床样本检测，准确性为 99.6%（其中 HPV16 和 18 型阳性样本各 50 例，其余各型别阳性

样本分别为 20 例），HPV 16、18、31、33、39、45、51、52、53、56、58、59、66、68、26、82、73 及 HPV 6、11 型准确性为 100%，

HPV35 和 81 型准确性为 95%；不同型别之间不存在交叉反应。 
6. 临床试验中，对比试剂为人乳头状瘤病毒(HPV)分型检测试剂盒(PCR+膜杂交法)。与对比试剂相比较，检测阳性符合率为 91.2％；

阴性符合率为 98.2％；总符合率为 97.7％；Kappa 值为 0.823（各型别符合率详见下表）。对比试剂盒检测范围外的型别准确率为 HPV26
（90.48%）、HPV73（85.0%）和 HPV82（92.86%）。 

型别 
阳性 

符合率% 

阴性 

符合率% 

总符合率 

% 

kappa 值 
型别 

阳性 

符合率% 

阴性 

符合率% 

总符合率 

% 

kappa 值 

HPV16 91.5 97.5 95.7 0.896 HPV56 94.9 95.8 95.7 0.433 

HPV18 88.6 99.3 98.1 0.900 HPV52 95.4 93.9 94.2 0.799 

HPV31 79.6 99.2 98.3 0.796 HPV35 85.0 98.6 98.5 0.501 

HPV59 100.0 98.5 98.5 0.697 HPV68 97.5 97.9 97.9 0.768 

HPV66 94.2 98.9 98.8 0.791 HPV51 97.1 96.6 96.6 0.469 

HPV53 92.6 98.7 98.3 0.866 HPV39 96.8 98.8 98.7 0.810 

HPV33 84.3 99.4 98.5 0.862 HPV6 94.5 98.5 98.3 0.785 

HPV58 90.4 98.8 97.6 0.898 HPV11 90.4 99.0 98.8 0.784 

HPV45 92.6 99.5 99.4 0.791 HPV81 82.9 97.8 97.1 0.722 

【注意事项】 
1．本试剂盒为体外检测试剂。操作人员应经过专业培训并具有一定经验。 
2．为保证实验结果的准确性和可靠性请使用已校准的移液器，选用合格的一次性使用的PCR反应管、离心管、枪头等进行样本处理及

配液等操作，所有用具应不含DNA酶和RNA酶。 
3．实验严格分区操作；各区物品、工作服均为专用，不得交叉使用，避免污染，实验后立即清洁工作台。 
4．本试剂盒使用前应在室温充分融化，混匀并瞬时低速离心。 
5．样本处理应在生物安全柜中进行，以保护操作人员安全和防止对环境的污染。 
6．待测样本尽可能新鲜，-70℃保存的核酸DNA，加样前应在室温充分融化、混匀并瞬时低速离心后使用。 
7．每次实验应设置空白对照和阳性对照。不同批号的试剂请勿混用，在有效期内使用试剂盒。 
8．分装有反应液的反应管应扣盖或装入密实袋内再转移至样本处理区。 
9．加样时应使样品完全加入反应液中，不应有样品粘附于管壁上，加样后应尽快盖紧管盖。 
10．反应液分装时尽量避免产生气泡，上机前注意检查各反应管是否盖紧，避免泄露污染。 
11．扩增完毕取出反应管，密封在专用塑料袋内，丢弃于指定地点。 
12．实验中用过的枪头请直接打入盛有10%次氯酸钠的废物缸内，并与其他废弃物品一同丢弃。 
13．工作台及各种实验用物品经常用10%次氯酸钠、75%酒精和紫外灯进行消毒。 
14．实时荧光 PCR 仪需定期校正和清洁载样板板孔。 
15．本试剂盒涉及的待测样本应视为具有传染性物质，操作和处理均需符合卫生部《微生物生物医学实验室生物安全通用准则》和《医

疗废物管理条例》相关要求。 
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