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［摘　要］目的：设计人乳头状瘤病毒（ＨＰＶ）基因芯片的质量控制点，优化质量控制探针和人β珠蛋白基因引
物浓度以及ＨＰＶ引物浓度比例，以提高基因芯片的检测质量。方法：收集临床ＨＰＶ患者宫颈刮片样本，提取样
本ＨＰＶ５８的ＤＮＡ，用ＨＰＶ通用引物扩增病毒ＤＮＡ；利用人β珠蛋白引物扩增样本中的β珠蛋白ＤＮＡ，将扩增的
ＰＣＲ产物与线性化的ｐＭＤ１８Ｔ载体连接，构建人β珠蛋白和 ＨＰＶ５８Ｌ１区 ＤＮＡ质粒，转化大肠杆菌后，进行单
克隆培养，获得ＨＰＶ５８样本和人β珠蛋白的ＤＮＡ模板；以ＨＰＶ５８和人β珠蛋白ＤＮＡ基因信息设计并制备扩增
ＨＰＶ和人β珠蛋白探针及ＰＣＲ引物，将人 β珠蛋白基因探针固定于基因芯片作为质量控制点（ＱＣ），按１∶２０、
１∶１０、１∶５和１∶４比例混合单克隆ＨＰＶ扩增引物与人β珠蛋白扩增引物，采用ＰＣＲ反向点杂交技术，对模板进行
扩增后，琼脂糖凝胶电泳检测扩增产物的产量，进行基因芯片孵育杂交和显色；用扫描仪扫描芯片，采用ＩｍａｇｅＪ
软件对各阳性杂交信号点进行信号强度采集，计算最佳的人 β珠蛋白扩增引物和 ＨＰＶ扩增引物浓度比值；将
ＱＣ的探针点样浓度设为０１ｐｍｏｌ／Ｌ、１ｐｍｏｌ／Ｌ、１０ｐｍｏｌ／Ｌ、５０ｐｍｏｌ／Ｌ和１００ｐｍｏｌ／Ｌ，检测信号强度，优化质量控
制探针点样浓度。结果：扩增了ＨＰＶ５８病毒ＤＮＡ和人β珠蛋白的ＤＮＡ模板，设计了ＨＰＶ５８和人β珠蛋白探针
及ＰＣＲ引物；琼脂糖凝胶电泳检测分析发现，当人β珠蛋白扩增引物与ＨＰＶ扩增引物的浓度比例为１∶１０时，二
者同时ＰＣＲ扩增时，扩增的强度较为一致，得到的产物量相当，用此引物浓度比例进行 ＰＣＲ获得的产物与测试
芯片进行杂交，显色的平衡性较好；对ＱＣ的点样浓度进行测试发现，当 ＱＣ点样探针浓度为５０ｐｍｏｌ／Ｌ时，可以
获得最佳的检测效果。结论：通过对β珠蛋白扩增引物与ＨＰＶ扩增引物的最佳浓度比例和质量控制探针最佳
点样浓度的优化，提高了ＨＰＶ检测点的检测质量。
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ｓｐｏｔｔｉｎｇｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｗａｓｔｅｓｔｅｄａｎｄｆｏｕｎｄｔｏｂｅｔｈｅｂｅｓｔｗｈｅｎｔｈｅＱＣｓｐｏｔｔｉｎｇｐｒｏｂｅｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ
ｗａｓ５０ｐｍｏｌ／Ｌ．Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ：Ｔｈｅｏｐｔｉｍｉｚａｔｉｏｎｏｆｔｈｅｑｕａｌｉｔｙｃｏｎｔｒｏｌｐｏｉｎｔｓａｎｄｔｈｅｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｒａｔｉｏ
ｏｆｐｒｏｂｅｓｏｆｈｕｍａｎβｇｌｏｂｉｎａｎｄＨＰＶａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎｐｒｉｍｅｒｓｉｍｐｒｏｖｅｓｔｈｅｄｅｔｅｃｔｉｏｎｑｕａｌｉｔｙｏｆＨＰＶｄｅ
ｔｅｃｔｉｏｎｐｏｉｎｔｓ．
［Ｋｅｙｗｏｒｄｓ］ｈｕｍａｎｐａｐｉｌｌｏｍａｖｉｒｕｓ；ｇｅｎｅｃｈｉｐ；ｐｒｉｍｅｒ；ｐｒｏｂｅ；βｇｌｏｂｉｎ；ｑｕａｌｉｔｙｃｏｎｔｒｏｌ

　　基因芯片（ｇｅｎｅｃｈｉｐ）技术是２０世纪９０年代
末迅速发展起来的一项应用性技术［１］，其作为一

项低消耗、高灵敏度、高通量检测方法，近年来已经

被广泛应用于疾病的诊断和分型［２］。人类乳头状

瘤病毒（ｈｕｍａｎｐａｐｉｌｌｏｍａｖｉｒｕｓ，ＨＰＶ）是一种嗜上皮
性病毒，目前已鉴定出８０多种 ＨＰＶ型别，可特异
性地感染人和动物，以其感染的上皮所在部位分为

皮肤型 ＨＰＶ和生殖道上皮 ＨＰＶ，大约３５种 ＨＰＶ
亚型可感染妇女生殖道，引起宫颈癌［３］。不同型

别ＨＰＶ引起宫颈癌的能力不同，根据危险性高低
分为低危险型和高危险型 ＨＰＶ［４－６］，因此 ＨＰＶ的
基因诊断和分型鉴定对于预防宫颈癌，决定临床治

疗方案具有关键的指导意义［７－８］。基因芯片技术

是目前ＨＰＶ基因诊断和分子分型检测最好的解决
方案［９－１３］，目前已经有研究开发基因芯片对 ＨＰＶ

基因型进行检测［１４－１５］，但是能够检测的ＨＰＶ亚型
种类还有限，质控还有待进一步的提高，而芯片点

样探针的浓度和引物的比例是其中重要的影响因

素。本研究通过对检测引物浓度以及探针浓度进

行优化，筛选出最佳的检测引物浓度和点样探针浓

度，以提高ＨＰＶ基因芯片检测质量和效率。

１　材料与方法

１．１　标本来源
感染ＨＰＶ女性患者门诊宫颈刮片脱落细胞标

本（４０例）取材于清镇市第一人民医院，患者年龄
为２１～６７岁，平均３７９岁。４０例标本已经由临
床检验科室用人乳头瘤病毒基因分型检测试剂盒、

ＰＣＲ和测序等其它检测方法明确了 ＨＰＶ亚型，并
２２２１
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在其中获得了ＨＰＶ５８的样本，人β珠蛋白ＤＮＡ标
本由本实验室提供。

１２　主要试剂与仪器
ＨＰＶ分型基因芯片由本课题组研发制备。Ｅｘ

ＴａｑＭａｒｓｔｅｒＤＮＡＭｉｘ、ｐＭＤ１８Ｔｓｉｍｐｌｅｖｅｃｔｏｒ和
ＤＮＡＭａｒｋｅｒ购自宝生物（大连）有限公司，ＨＰＶ
ＤＮＡ提取试剂盒购自天根生化科技有限公司，生
物素标记引物和氨基标记探针由天一辉远生物科

技有限公司合成，ＴＢＭ显色液、ＧｅｌＥｘｔｒａｃｔｉｏｎＫｉｔ
和ＤＮＡＣｌｅａｎｕｐＫｉｔ购自康为世纪生物科技有限
公司，ＢｉｏｄｙｎｅＣ膜购自 ＰａｌｌＬｉｆｅＳｃｉｅｎｃｅ，Ｓｔｒｅｐｔａ
ｖｉｄｉｎＨＲＰ购自碧云天生物科技有限公司。ＡＢＩ
９７００型ＰＣＲ仪购自 ＬｉｆｅＴｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ，恒温孵育摇
床购自杭州米欧仪器有限公司，凝胶成像仪购自英

国Ｓｙｎｇｅｎｅ。
１３　临床样本ＨＰＶ的ＤＮＡ抽提

向ＨＰＶ感染的宫颈脱落细胞标本管中加入

ＤＮＡ提取液５０μＬ，充分混匀，１００℃保温１０ｍｉｎ，
以１００００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ，保留上清液，ＤＮＡ样品
立即使用或放置于－２０℃保存。
１４　ＨＰＶ５８基因组Ｌ１区重组质粒的构建

扩增临床样品中的 ＨＰＶ５８基因，９４℃预变性
５ｍｉｎ，９４℃变性４０ｓ，５５℃退火４５ｓ，７２℃延伸４０
ｓ，共３５个循环，７２℃延伸７ｍｉｎ，扩增结束后进行
琼脂糖凝胶电泳检测。采用ＤＮＡ回收试剂盒纯化
ＨＰＶ５８ＰＣＲ产物，连接ｐＭＤ１８Ｔ载体，按比例加入
大肠杆菌感受态细胞热击转化，涂布含氨苄的 ＬＢ
平板，挑选单菌落进行菌落ＰＣＲ检测。
１５　ＨＰＶ引物与探针的设计

参考Ｇｒａｖｉｔｔ等改进的引物［１３］，在ＨＰＶ基因组
的Ｌ１区域保守区内设计４条正向引物和４条反向
引物（见表１），４条反向引物的５′末端均用生物素
标记，根据人β珠蛋白基因设计引物和阳性质量控
制探针，在探针的５′端标记氨基（见表１）。

表１　ＨＰＶ扩增正向引物、反向引物及质控探针序列
Ｔａｂ．１　ＳｅｑｕｅｎｃｅｓｏｆｔｈｅｆｏｒｗａｒｄａｎｄｒｅｖｅｒｓｅＨＰＶｐｒｉｍｅｒｓａｎｄｑｕａｌｉｔｙｃｏｎｔｒｏｌｐｒｏｂｅｓ

ＳｅｑＮｏ Ｎａｍｅ Ｓｅｑｕｅｎｃｅ（５′→ ３′）

１ ｄｅｔ１Ａ ＧＣ（Ｉ）ＣＡＴＧＧ（Ｉ）ＣＡＡＡＡＣＡＡＴＧＧ

２ ｄｅｔ１Ｂ ＧＣ（Ｉ）ＣＡＡＧＧ（Ｉ）ＣＡＧＡＡＡＡＡＴＧＧ

３ ｄｅｔ１Ｃ ＧＣ（Ｉ）ＣＡＴＧＧ（Ｉ）ＣＡＧＡＡＣＡＡＴＧＧ

４ ｄｅｔ１Ｄ ＧＣ（Ｉ）ＣＡＣＧＧ（Ｉ）ＣＡＡＡＡＧＡＡＴＧＧ

５ ｄｅｔ２Ａ （Ｂｉｏｔｉｎ）ＧＡＡＡＡＡＴＡＡＡＣＴＧＴＡＡＧＴＣＡＣＡＴＴＣＣＴＣ

６ ｄｅｔ２Ｂ （Ｂｉｏｔｉｎ）ＧＡＡＡＡＡＴＡＡＡＣＴＧＴＡＡＣＴＣＡＴＡＴＴＣＧＴＣ

７ ｄｅｔ２Ｃ （Ｂｉｏｔｉｎ）ＧＡＡＡＡＡＴＡＡＡＣＴＧＴＡＡＧＴＣＡＣＡＴＴＣＡＴＣ

８ ｄｅｔ２Ｄ （Ｂｉｏｔｉｎ）ＧＡＡＡＡＡＴＡＡＡＣＴＧＴＡＡＧＴＣＡＧＡＴＴＣＧＴＣ

９ ＰＣ０４ ＣＡＡＣＴＴＣＡＴＣＣＡＣＧＴＴＣＡＣＣ

１０ ＧＨ２０ ＧＡＡＧＡＧＣＣＡＡＧＧＡＣＡＧＧＴＡＣ

１１ ＰＣ （ＮＨ２Ｃ６）ＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＣＡＣＡＡＣＴＧＴＧＴＴＣＡＣＴＡＧＣＡＡＣＣＴＣＡＡＡＣＡＧ

１２ ＱＣ （ＮＨ２Ｃ６）ＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＧＡＧＧＡＡＴＡＴＧＡＴＴＴＡＣＡＧＴＴＴＡＴＴＴＴＴＣ

１３ ＨＰＶ５８ （ＮＨ２Ｃ６）ＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＡＴＡＴＧＴＡＣＣＴＴＣＣＴＴＡＧＴＴＡＣＴＴＣＡＧＴＧＣＡ

注：１～８为ＨＰＶ基因组Ｌ１区域保守区引物，９、１０为人β珠蛋白基因引物，１１、１２为阳性质量控制探针，１３为ＨＰＶ探针

１６　测试基因芯片的制备
测试质量控制探针点样浓度和引物浓度的ＨＰＶ

基因芯片设计为３×１的阵列，探针点阵列共３个点，
包括２个质控点和１个ＨＰＶ检测点（ＨＰＶ５８），如图１
所示。阵列中的 ＰＣ（ｐｏｓｉｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌ）为阳性质控
点，为人 β珠蛋白基因，用于监控 ＨＰＶＤＮＡ的提
取和ＰＣＲ扩增过程；ＱＣ（ｑｕａｌｉｔｙｃｏｎｔｒｏｌ）为质量控
制点，用于监控 ＨＰＶ扩增引物；５８是 ＨＰＶ５８探针
检测点。点样前将ＢｉｏｄｙｎｅＣ膜剪成大小为３ｃｍ×

图１　测试用ＨＰＶ基因芯片的探针点样矩阵
Ｆｉｇ．１　ＬａｙｏｕｔｏｆｔｅｓｔｉｎｇＨＰＶｇｅｎｏｔｙｐｉｎｇａｒｒａｙｓ
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１５ｃｍ膜条，用０１ｍｏｌ／ＬＨＣｌ溶液处理１ｍｉｎ后于
２０％ＥＤＣ溶液中激活１５ｍｉｎ，用０１ｍｏｌ／ＬＮａ２ＣＯ３／
ＮａＨＣＯ３缓冲液（ｐＨ８４）稀释探针浓度至２ｐｍｏｌ／
Ｌ，有序地固定于 ＢｉｏｄｙｎｅＣ膜上，最后用０１ｍｏｌ／
ＬＮａＯＨ中和１０ｍｉｎ。
１７　ＨＰＶＬ１片段和人 β珠蛋白基因的扩增与杂
交检测

以ＨＰＶ５８重组质粒和人 β珠蛋白基因为模
板，扩增ＨＰＶ重组质粒和人β珠蛋白基因混合物，
９４℃预变性５ｍｉｎ，９４℃变性３０ｓ，５４℃退火４０ｓ，
７２℃延伸３０ｓ，４０次循环，７２℃延伸７ｍｉｎ，扩增
结束后 ＰＣＲ产物进行琼脂糖凝胶电泳检测，阳性
产物变性后直接用于芯片杂交。转移基因芯片至

１５ｍＬ离心管中，加入４５℃预热的５ｍＬ杂交液Ⅰ
和４０μＬ变性 ＰＣＲ产物，４５℃温育 ３０ｍｉｎ，用
１０ｍＬ预热杂交液Ⅱ于４５℃恒温摇床重复洗膜２
次，每次洗膜１５ｍｉｎ，弃杂交液Ⅱ，加入５ｍＬ辣根
过氧化物酶标记亲和霉素溶液，室温避光反应

１０ｍｉｎ，１０ｍＬ室温杂交液Ⅰ重复洗膜２次，每次
洗膜２ｍｉｎ，加入５ｍＬＴＭＢ显色液避光反应５ｍｉｎ；
１０ｍＬ无菌蒸馏水洗膜３ｍｉｎ，室温晾干。待基因
芯片干后于扫描仪上扫描，采用 ＩｍａｇｅＪ软件进行
灰度分析。杂交显色的蓝色点显色强度用靶点信

号ＩｎｔｅｎｓｉｔｙＶａｌｕｅ值（ＩＮＳ值）表示。

２　结果
２１　人β珠蛋白与ＨＰＶＬ１片段的扩增引物的浓
度比例影响基因的扩增效率

将人β珠蛋白扩增引物与ＨＰＶ扩增引物分别
按１∶２０、１∶１０、１∶５和１∶４的浓度比例混合，观察扩
增样品中的ＨＰＶ５８和人β珠蛋白基因。检测结果
如图２所示，人β珠蛋白扩增产物大小为２４０ｂｐ，
ＨＰＶ５８扩增产物大小为１８０ｂｐ。从电泳图均可见
约为１８０ｂｐ大小的扩增条带和２４０ｂｐ大小的扩增
条带，其大小与预计相符。１８０ｂｐ处的条带亮度
由弱到强趋势为１∶４＜１∶５＜１∶１０＜１∶２０，２５０ｂｐ
处条带也有相应减弱，β珠蛋白扩增引物与 ＨＰＶ
检测引物浓度比例为１∶１０时，两者的扩增强度一
致，提示该ＰＣＲ产物可用于进一步验证。
２２　人β珠蛋白与ＨＰＶＬ１片段的扩增引物浓度
比例影响基因芯片杂交的显色

将人β珠蛋白扩增引物与ＨＰＶ扩增引物分别
按１∶２０、１∶１０、１∶５和１∶４的浓度比例混合配制引物
混合物，然后进行扩增反应，扩增产物与制备好的

图２　ＰＣＲ扩增引物浓度比例对ＨＰＶ５８的Ｌ１
片段和人β珠蛋白基因扩增效率的影响

Ｆｉｇ．２　ＥｆｆｅｃｔｏｆＰＣＲａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎｐｒｉｍｅｒｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ
ｒａｔｉｏｏｎｔｈｅａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎｅｆｆｉｃｉｅｎｃｙｏｆＨＰＶ５８Ｌ１

ｆｒａｇｍｅｎｔａｎｄｈｕｍａｎβｇｌｏｂｉｎｇｅｎｅ
ＨＰＶ基因芯片（见图１）杂交。结果显示，ＰＣ阳性
质控点与ＨＰＶ５８检测点均有阳性显色（见图３Ａ），
ＰＣＲ产物杂交结果与电泳结果一致，提示杂交信
号来源于临床样本 ＤＮＡ。将图３Ａ杂交图进行灰
度分析，使杂交图像转化为 ＩＮＳ数据进行分析（见
图３Ｂ），结果 ＨＰＶ５８检测点阳性杂交信号强度趋
势为１∶４＜１∶５＜１∶１０＜１∶２０，当人 β珠蛋白扩增
引物与ＨＰＶ扩增引物浓度比例为１∶１０时，ＨＰＶ５８
检测点与ＰＣ检测点的显色强度较为均衡，杂交信
号强度达到一致，提示人 β珠蛋白扩增引物与
ＨＰＶ扩增引物的最佳浓度比例为１∶１０。
２３　基因芯片质控点（ＱＣ）探针点样浓度优化

将ＱＣ探针浓度稀释成 ０１、１、１０、５０及 １００
ｐｍｏｌ／Ｌ，ＰＣ探针和 ＨＰＶ５８探针浓度分别稀释成
２μｍｏｌ／Ｌ。将不同浓度探针按图１阵列进行点样，
制备测试芯片用于ＰＣＲ产物杂交显色，得到图４Ａ
杂交结果，通过灰度值分析将杂交图像转化为 ＩＮＳ
数据，得到图４Ｂ所示结果。结果显示，ＱＣ检测点
的阳性杂交信号强度随着 ＱＣ探针点样浓度的增
高而增强，当 ＱＣ点样探针浓度为 ５０ｐｍｏｌ／Ｌ时，
ＱＣ检测点、ＨＰＶ５８检测点以及 ＰＣ检测点的显色
强度达到一致，提示 ＱＣ探针的最佳点样浓度为
５０ｐｍｏｌ／Ｌ。

３　讨论

基因芯片技术是目前运用广泛的技术之一，已

成为当今研究的热点［１６］。基因芯片技术具有微型

化、集成化和自动化等特征，能实现对生物样品高
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注：Ａ为以不同浓度比例混合引物（人β珠蛋白／ＨＰＶ５８）
的ＰＣＲ产物与测试芯片杂交显色情况；Ｂ为转换Ａ

中的显色强度的ＩＮＳ数据

图３　不同人β珠蛋白与ＨＰＶＬ１片段（ＨＰＶ５８）
的ＰＣＲ扩增引物浓度比例的基因芯片

杂交显色平衡的影响

Ｆｉｇ．３　ＣｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｒａｔｉｏｏｆＰＣＲａｍｐｌｉｆｉｅｄｐｒｉｍｅｒｓ
ｂｅｔｗｅｅｎｈｕｍａｎβｇｌｏｂｉｎａｎｄＨＰＶＬ１ｆｒａｇｍｅｎｔ
ａｆｆｅｃｔｓｔｈｅｂａｌａｎｃｅｏｆｇｅｎｅｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｉｃ

ｈｙｂｒｉｄｉｚａｔｉｏｎ
通量和高灵敏度检测，是鉴定 ＨＰＶ及进行分型的
有效检测手段［１７］。通过 ＨＰＶ基因分型检测可以
及早发现和控制感染潜伏期和中间环节，筛查出高

危患者，并给予感染者防治性指导，使得宫颈癌能

够早发现、早治疗，将其遏制在癌前病变阶段，有利

于降低宫颈癌的发生率［１８－２０］，提高患者的生活质

量。基因芯片技术工作原理是利用碱基互补原则，

将大量寡核苷酸分子（探针）固定在支持物上，与

标记的待测样品的核苷酸进行杂交，通过检测杂交

信号的强弱对待测样品中的核酸进行定性或定量

分析［２１］。其主要操作步骤包括样本提取、基因扩

增、杂交、洗膜、显色、结果判读。

在制备ＨＰＶ基因芯片检测试剂盒的过程中，
ＰＣ点和 ＱＣ点的设置是保障检测质量的重要措
施，质控点包括反映ＰＣＲ质量的ＰＣ质控点和反映
杂交显色的 ＱＣ质控点，ＰＣ质控点主要选用检测
人样品中固有的基因（本研究选用的人 β珠蛋
白）。ＰＣ点显色，说明基因芯片检测试剂盒的
ＰＣＲ系统没有问题，而且说明临床样本中含有需

注：Ａ为不同ＱＣ探针点样浓度的测试芯片与
ＨＰＶ５８临床样品杂交显色情况；Ｂ为转换

图Ａ中的显色强度的ＩＮＳ数据

图４　基因芯片质控点（ＱＣ）探针点样浓度影响
基因芯片杂交显色的平衡

Ｆｉｇ．４　Ｐｒｏｂｅｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｏｆｇｅｎｅｃｈｉｐｑｕａｌｉｔｙ
ｃｏｎｔｒｏｌ（ＱＣ）ｐｏｉｎｔａｆｆｅｃｔｓｔｈｅｂａｌａｎｃｅ

ｏｆｇｅｎｅｃｈｉｐｈｙｂｒｉｄｉｚａｔｉｏｎ
要检测的目标组织；ＱＣ质控点是氨基和生物素标
记的质控，该点显色，说明引物的生物素标记和探

针的氨基标记正常，杂交和显色系统没有问题。然

而，试剂盒混合引物中人 β珠蛋白和 ＨＰＶ引物浓
度的配比，以及不同探针的点样浓度对基因芯片的

杂交质量和显色效率至关重要。尤其是 ＱＣ的探
针点样浓度，因为该点的杂交较其它 ＨＰＶ检测点
的杂交更容易实现，因此显色浓度往往更高，容易

掩盖其它弱杂交点的显色，降低检测灵敏度，带来

假阴性结果，本研究对如何优化混合引物中人β珠
蛋白和ＨＰＶ引物浓度的配比、探针的点样浓度进
行探索，成功地实现临床样本 ＨＰＶ５８和人 β珠蛋
白的ＤＮＡ的扩增和探针制备，通过测试小芯片的
摸索，确认ＱＣ探针最佳点样浓度为５０ｐｍｏｌ／Ｌ，ＰＣ
扩增引物与 ＨＰＶ扩增引物浓度比为１∶１０。结果
中可以看出ＱＣ探针最佳点样浓度远远小于ＰＣ和
ＨＰＶ探针点样浓度，其原因是 ＱＣ质控点和 ＨＰＶ
检测点之间存在竞争关系，ＨＰＶ检测产物会优先
与ＱＣ探针结合。这种竞争关系的存在是因为 ＱＣ
质控点是监控基因芯片检测的整个过程中ＨＰＶ扩
增引物是否存在污染。由于 ＱＣ探针序列相比其
他探针序列更短，更容易与ＨＰＶ检测产物结合，因
此ＱＣ阳性质控点的阳性杂交信号远远强于 ＨＰＶ
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检测点的阳性杂交信号。因此，通过阳性质控点的

全程监控可以排除检测中的假阳性和假阴性，使检

测结果更可靠。

综上所述，本研究优化了人β珠蛋白扩增引物
与ＨＰＶ扩增引物的浓度比例和质量控制探针的浓
度，确认 ＱＣ探针最佳点样浓度为 ５０ｐｍｏｌ／Ｌ，ＰＣ
扩增引物与 ＨＰＶ扩增引物浓度比为 １∶１０，此时
ＨＰＶ检测点能获得较好的检测质量。
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Ｖｉｒｏｌｏｇｙ，２０１１，８３（１１）：１９８８－１９９６．

（２０１８－０７－０９收稿，２０１８－０９－０５修回）
中文编辑：周　凌；英文编辑：张文龙
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