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  摘 要:目的 观察宫颈癌(SCC)组织P16
 

INK4A、端粒酶及人宫颈癌基因(HCCR)蛋白表达水平及其与

临床病理的相关性。方法 选取2017年1月至2019年3月该院妇科门诊110例疑诊为宫颈病变患者的病理

组织,其中正常宫颈组织、宫颈上皮内瘤变(CIN)Ⅰ级组织、CIN
 

Ⅱ级组织、CIN
 

Ⅲ级组织各20例,SCC组织30
例。检测各组织P16

 

INK4A、HCCR蛋白表达及端粒酶活性,并进行统计学分析。结果 P16
 

INK4A蛋白阳

性表达率正常宫颈组织组<CIN
 

Ⅰ级组<CIN
 

Ⅱ级组<CIN
 

Ⅲ级组和SCC组,HCCR蛋白阳性表达率正常宫

颈组织组和CIN
 

Ⅰ级组<CIN
 

Ⅱ级组<CIN
 

Ⅲ级组<SCC组,端粒酶活性水平正常宫颈组织组<CINⅠ级

组<CIN
 

Ⅱ级组<CIN
 

Ⅲ级组<SCC组,差异均有统计学意义(P<0.05)。不同病理类型的SCC组织P16
 

INK4A蛋白阳性率差异无统计学意义(P>0.05),但低、中分化及有淋巴结转移的SCC组织P16
 

INK4A蛋白

阳性率均为100.00%;不同分化程度、有无淋巴结转移SCC组织中 HCCR蛋白阳性表达率及端粒酶活性水平

差异有统计学意义(P<0.05);且不同宫颈癌国际妇产科联盟分期SCC组织中端粒酶活性水平差异有统计学

意义(P<0.05)。结论 SCC组织P16
 

INK4A、HCCR蛋白表达及端粒酶活性明显异常,且与病理特征有一定

相关性,均可作为预测CIN晋级趋势及诊断SCC的参考指标。
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Abstract:Objective To

 

observe
 

the
 

expression
 

levels
 

of
 

squamous
 

cells
 

cancer
 

(SCC)
 

tissue
 

P16
 

INK4A,
telomerase

 

and
 

human
 

cervical
 

cancer
 

oncogene
 

(HCCR)
 

and
 

their
 

correlation
 

with
 

clinical
 

pathology.
Methods During

 

the
 

period
 

from
 

January
 

2017
 

to
 

March
 

2019,the
 

pathological
 

tissues
 

of
 

patients
 

diagnosed
 

with
 

suspected
 

cervical
 

lesions
 

in
 

gynecological
 

clinic
 

of
 

the
 

hospital
 

were
 

enrolled,and
 

there
 

were
 

110
 

cases,
including

 

20
 

normal
 

cervical
 

tissue,20
 

cervical
 

intraepithelial
 

neoplasia
 

(CIN)
 

Ⅰ
 

tissues,20
 

CIN
 

Ⅱ
 

tissues,20
 

CIN
 

Ⅲ
 

tissues
 

and
 

30
 

SCC
 

tissues.The
 

expression
 

of
 

P16
 

INK4A,HCCR
 

protein
 

and
 

telomerase
 

activity
 

in
 

all
 

tissues
 

were
 

detected.And
 

statistical
 

analysis
 

was
 

performed.Results The
 

positive
 

expression
 

rate
 

of
 

P16
 

INK4A
 

protein
 

was
 

the
 

highest
 

in
 

SCC
 

group,followed
 

by
 

CIN
 

Ⅲ
 

group,CIN
 

Ⅱgroup,CIN
 

Ⅰ
 

group
 

and
 

nor-
mal

 

group.The
 

positive
 

expression
 

rate
 

of
 

HCCR
 

protein
 

was
 

the
 

highest
 

in
 

SCC
 

group,followed
 

by
 

IN
 

Ⅲ
 

group,CIN
 

Ⅱ
 

group,CIN
 

Ⅰ
 

group
 

and
 

normal
 

group.The
 

active
 

level
 

of
 

telomerase
 

was
 

the
 

highest
 

in
 

SCC
 

group,followed
 

by
 

CIN
 

Ⅲ
 

group,CIN
 

Ⅱ
 

group,CIN
 

Ⅰ
 

group
 

and
 

normal
 

group
 

(P<0.05).There
 

was
 

no
 

significant
 

difference
 

in
 

positive
 

rates
 

of
 

P16
 

INK4A
 

protein
 

in
 

SCC
 

tissues
 

with
 

different
 

pathological
 

features
 

(P>0.05).Positive
 

expression
 

rates
 

of
 

P16
 

INK4A
 

protein
 

in
 

low
 

and
 

moderate
 

differentiation
  

and
 

Lymph
 

node
 

metastasis
 

SCC
 

tissue
 

were
 

100.00%.
 

The
 

positive
 

expression
 

rates
 

of
  

HCCR
 

protein
 

in
 

different
 

degree
 

of
 

differentiation
 

had
 

statistical
 

significance
 

(P<0.05),
 

as
 

well
 

as
 

in
 

SCC
 

tissue
 

with
 

lymph
 

node
 

metastasis
 

and
 

without
 

lymph
 

node
 

metastasis.There
 

were
 

significant
 

differences
 

in
 

levels
 

of
 

telomerase
 

activity
 

in
 

SCC
 

tissues
 

with
 

different
 

stages
 

of
 

International
 

Federation
 

of
 

Gynecology
 

and
 

Obstetrics
 

for
 

Cervical
 

Cancer
 

(FI-
GO,P<0.05).Conclusion The

 

expression
 

of
 

P16
 

INK4A,HCCR
 

protein,and
 

telomerase
 

activity
 

in
 

SCC
 

tis-
sues

 

are
 

obviously
 

abnormal.And
 

there
 

is
 

certain
 

correlation
 

with
 

pathological
 

features.They
 

could
 

be
 

applied
 

as
 

reference
 

indexes
 

for
 

predicting
 

CIN
 

promotion
 

trend
 

and
 

diagnosing
 

SCC.
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  高危型人乳头瘤病毒(HPV)持续性感染是宫颈

上皮内瘤变(CIN)、宫颈癌(SCC)的主要病因。近年

来,CIN、SCC诊断率不断增加,且呈年轻化趋势[1]。
宫颈癌前病变CIN的筛查直接关系到SCC的治疗及

预后,而CIN的早期诊断、治疗可阻断疾病进展,有效

降低SCC的发病率和病死率[2]。现阶段对于SCC的

诊断主要依赖于液基薄层细胞学(TCT)检查结果,但
其仍有一定误诊率。近年来,定位于9P-1染色体上

的P16
 

INK4A基因、位于真核细胞染色体末端的端

粒酶及定位于12q染色体上的人宫颈癌基因(HCCR)
与宫颈病变发生、进展的相关性逐渐引起临床学者的

关注[3-5]。本研究在各级宫颈病变组织中检测 P16
 

INK4A、端粒酶及 HCCR蛋白的表达,观察各阶段

CIN及SCC的基因改变,以期为今后的临床诊断及

相关分子生物学研究提供理论依据,现报道如下。
1 资料与方法

1.1 一般资料 选取2017年1月至2019年3月本

院妇产科门诊110例疑诊为宫颈病变的患者病理组

织作为研究对象,均行TCT检查,并行阴道镜下组织

活检明确病理诊断,其中正常宫颈组织、CIN
 

Ⅰ级组

织、CIN
 

Ⅱ级组织、CIN
 

Ⅲ级组织各20例,SCC(病理

检查均为浸润性宫颈鳞癌)组织30例,各组年龄、体
质量指数(BMI)、孕产次比较,差异均无统计学意义

(P>0.05),具有可比性,见表1。另SCC组中宫颈癌

国际妇产科联盟(FIGO)分期[6]:Ⅰ期18例,Ⅱ期12
例;低分化6例,中分化12例,高分化12例;肌层浸

润深度<1/2
 

17例,≥1/2
 

13例;有淋巴结转移15
例,无淋巴结转移15例。

表1  各组临床资料比较(x±s)

组别 n 年龄(岁) BMI(kg/m2) 孕次(次) 产次(次)

正常宫颈组织组 20 37.86±6.42 24.41±2.40 1.62±0.24 1.12±0.25

CIN
 

Ⅰ级组 20 38.16±6.50 24.12±2.13 1.55±0.29 1.20±0.26

CIN
 

Ⅱ级组 20 37.92±6.71 23.97±2.34 1.60±0.27 1.09±0.21

CIN
 

Ⅲ级组 20 38.43±7.11 24.02±2.17 1.59±0.27 1.11±0.23

SCC组 30 38.40±8.00 24.15±1.92 1.58±0.25 1.16±0.24

F 0.031 0.123 0.196 0.700

P 0.998 0.974 0.940 0.594

1.2 纳入和排除标准

1.2.1 纳入标准 年龄≥20岁;均经病理专家复核

确诊;获取组织标本前未接受相关药物治疗、放疗和

化疗干预;对本研究的目的基本了解,患者知情同意

并签署知情同意书;临床资料完整、配合度良好。
1.2.2 排除标准 预估存活时间少于3个月;有子

宫切除或宫颈手术史;初查时为妊娠状态;确诊的急

性生殖道炎症等相关疾病;有盆腔放疗和化疗史;有
肿瘤复发及新发癌症证据。
1.3 方法

1.3.1 TCT检查 子宫颈刷采集子宫颈脱落细胞标

本置入装有细胞保存液的小瓶进行漂洗,通过 TCT
试剂盒采用新柏氏ThinPrep2000全自动薄层细胞制

片机将标本分散并过滤,尽量控制血液等液体残留,
并遵照说明书要求进行TCT检查与诊断。
1.3.2 P16

 

INK4A、HCCR蛋白检测 将TCT保存

液瓶中剩余的液体(肉眼观察不少于1
 

mL)进行离

心、漂洗、4%中性甲醛溶液固定操作,加入3%琼脂。
将细胞块做厚4

 

μm的连续切片,P16
 

INK4A、HCCR
蛋白表达采用免疫组化SP法检测(试剂盒购自北京

中杉金桥生物技术有限公司),常规 HE染色并按试

剂盒说明检测P16
 

INK4A(工作浓度1∶25,抗体及

试剂盒购自Dako公司)、HCCR(工作浓度1∶50,抗
体及试剂盒购自Santa

 

Cruz公司)蛋白表达,微波抗

原修复后进行DAB显色(试剂盒购自北京中杉金桥

生物技术有限公司)与苏木精复染操作,以明确的阳

性切片作为阳性对照,以PBS代替一抗作为阴性对

照。结果判定参考文献[7-8],P16
 

INK4A蛋白定位

于细胞质和细胞核,以出现黄色颗粒染色即为阳性细

胞;HCCR蛋白定位于细胞质,有黄棕色颗粒出现即

为阳性。
1.3.3 端粒酶活性检测 采用端粒重复序列扩增法

结合酶联免疫吸附试验定量检测,取新鲜冰冻子宫颈

组织制备提取液,端粒DNA的合成与扩增同管进行;
PCR引物序列为:CX

 

5'-CCC
 

TTA
 

CCC
 

TTA
 

CCC
 

TTA
 

CCC
 

TTA-3',TS
 

5'-AAT
 

CCG
 

TCG
 

TCG
 

AGC
 

AGA
 

GTT-3';PCR产物与地高辛标记的端粒

特异性重复序列检测探针杂交,通过生物素标记探针

固定到微孔板上,与酶标抗地高辛抗体结合;最后以

美国Biotek公司ELX-800酶标仪测定波长450
 

nm
处的吸光度值,表示为每克蛋白的端粒酶活性水平。
1.4 统计学处理 采用SPSS20.0统计软件进行数
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据分析处理,计数资料以例数或百分率表示,各组间

P16
 

INK4A、HCCR蛋白阳性表达率比较采用χ2 检

验;计量资料以x±s表示,各组间端粒酶活性水平比

较采用方差分析,组间两两比较采用SNK-q 检验;
P16

 

INK4A、HCCR蛋白阳性表达、端粒酶活性水平

与SCC组织病理特征的关系采用χ2 检验或t检验或

方差分析。以P<0.05为差异有统计学意义。
2 结  果

2.1 不同宫颈组织中P16
 

INK4A、HCCR蛋白阳性

表达及端粒酶活性比较 P16
 

INK4A蛋白阳性表达

率正常宫颈组织组<CIN
 

Ⅰ级组<CIN
 

Ⅱ级组<
CIN

 

Ⅲ级组和SCC组,HCCR蛋白阳性表达率正常

宫颈组织组和CIN
 

Ⅰ级组<CIN
 

Ⅱ级组<CIN
 

Ⅲ级

组<SCC组,端粒酶活性水平正常宫颈组织组<CIN
 

Ⅰ级组<CIN
 

Ⅱ级组<CIN
 

Ⅲ级组<SCC组,差异均

有统计学意义(P<0.05)。见表2、图1。
2.2 P16

 

INK4A、HCCR蛋白阳性表达及端粒酶活

性水平与SCC组织病理特征的关系 不同病理特征

的SCC组织P16
 

INK4A蛋白阳性率差异无统计学意

义(P>0.05),但低、中分化及有淋巴结转移的SCC
组织P16

 

INK4A蛋白阳性率均为100.00%;低、中及

高分化SCC组织,有、无淋巴结转移SCC组织中HC-
CR蛋白阳性率及端粒酶活性水平比较,差异均有统

计学意义(P<0.05);且不同FIGO分期SCC组织中

端粒酶活性水平比较,差异有统计学意义(P<0.05);
HCCR蛋白阳性表达、端粒酶活性水平与年龄、BMI、肌
层浸润深度无明显关系(P>0.05)。见表3、图2。

表2  不同宫颈组织中P16
 

INK4A、HCCR蛋白阳性表达及端粒酶活性比较

组别 n
P16

 

INK4A[n(%)]

(+) (-)

HCCR[n(%)]

(+) (-)

端粒酶活性水平

(x±s,U/g)

正常宫颈组织组 20 1(5.00) 19(95.00) 0(0.00) 20(100.00) 3.66±0.71

CIN
 

Ⅰ级组 20 7(35.00)a 13(65.00) 0(0.00)a 20(100.00) 8.34±1.62a

CIN
 

Ⅱ级组 20 13(65.00)ab 7(35.00) 5(25.00)ab 15(75.00) 12.60±2.84ab

CIN
 

Ⅲ级组 20 16(80.00)abc 4(20.00) 10(50.00)abc 10(50.00) 15.35±4.03abc

SCC组 30 28(93.33)abcd 2(6.67) 22(73.33)abcd 8(26.67) 34.33±7.46abcd

χ2/F 47.466 44.520 178.206

P 0.000 0.000 0.000

  注:与正常宫颈组织组比较,aP<0.05;与CIN
 

Ⅰ级组比较,bP<0.05;与CIN
 

Ⅱ级组比较,cP<0.05;与CIN
 

Ⅲ级组比较,dP<0.05

  注:A、B、C分别为正常宫颈组织、CIN
 

Ⅱ级组织、SCC组织,对应P16
 

INK4A蛋白表达阴性(阳性细胞比率<5%)、弱阳性(阳性细胞比率为

5%~25%)、强阳性(阳性细胞比率>50%),且显示P16
 

INK4A蛋白位于细胞质和细胞核

图1  P16
 

INK4A蛋白表达示例(×400)

表3  P16
 

INK4A、HCCR蛋白阳性表达及端粒酶活性水平与SCC组织病理特征的关系

项目 n
P16

 

INK4A蛋白

阳性[n(%)]
χ2 P

HCCR蛋白阳性

[n(%)]
χ2 P

端粒酶活性水平

(x±s,U/g)
t/F P

年龄(岁) 0.164 0.685 3.135 0.077 0.350 0.729

 ≤40 11 10(90.91) 6(54.55) 33.46±8.04

 >40 19 18(94.74) 16(84.21) 34.49±7.60

BMI(kg/m2) 1.071 0.301 0.085 0.770 0.164 0.871

 ≤26 20 18(90.00) 15(75.00) 33.71±8.61

 >26 10 10(100.00) 7(70.00) 34.26±8.37
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续表3  P16
 

INK4A、HCCR蛋白阳性表达及端粒酶活性水平与SCC组织病理特征的关系

项目 n
P16

 

INK4A蛋白

阳性[n(%)]
χ2 P

HCCR蛋白阳性

[n(%)]
χ2 P

端粒酶活性水平

(x±s,U/g)
t/F P

FIGO分期 0.062 0.804 3.438 0.064 2.332 0.027

 
 

Ⅰ期 18 16(88.89) 11(61.11) 30.96±7.81

 
 

Ⅱ期 12 11(91.67) 11(91.67) 37.64±7.49

分化程度 3.214 0.200 6.136 0.047 4.034 0.029

 低分化 6 6(100.00) 6(100.00) 41.80±9.42

 中分化 12 12(100.00) 10(83.33) 35.53±8.22

 高分化 12 10(83.33) 6(50.00) 30.30±7.57

肌层浸润深度 0.039 0.844 1.493 0.222 0.133 0.900

 <1/2 17 16(94.12) 11(64.71) 34.46±8.87

 ≥1/2 13 12(92.31) 11(84.62) 34.87±7.72

淋巴结转移 2.143 0.143 10.909 0.001 2.207 0.036

 无 15 13(86.67) 7(46.67) 38.56±8.22

 有 15 15(100.00) 15(100.00) 32.43±6.94

  注:A、B、C分别为正常宫颈组织、CIN
 

Ⅱ级组织、SCC组织,对应 HCCR蛋白表达阴性、弱阳性、强阳性,显示 HCCR蛋白定位于细胞质

图2  HCCR蛋白表达示例(×400)

3 讨  论

  CIN是一组发生在宫颈鳞状上皮的不典型增生,
各级病变均有发展为SCC的可能,级别越高可能性越

大,级别越低,自然消退的可能性越大,故CIN是介于

宫颈良性病变和恶性病变的过渡阶段,此阶段不仅存

在宫颈细胞形态学方面的变化,而且细胞的分子生物

学水平也发生了不同于正常细胞的复杂变化[9]。改

革开放以来,国内SCC发病越来越年轻化,但现行的

筛查方法仍难以反映CIN病变的进展或消退。联合

检测SCC中有早期诊断价值的分子标志物,可为宫颈

各级病变提供更准确、更有临床指导意义的分子病理

学分级,为临床医生客观评估宫颈疾病的进展提供更

好的科学依据。
近年来,诸多分子标志物,如P16

 

INK4A、端粒

酶、HCCR等与宫颈病变进展或消退的关系逐渐引起

临床学者的重视[10-11]。本研究检测发现,P16
 

INK4A
蛋白阳性表达率正常宫颈组织组<CIN

 

Ⅰ级组<
CIN

 

Ⅱ级组<CIN
 

Ⅲ级组和SCC组,HCCR蛋白阳

性表达率正常宫颈组织组和CIN
 

Ⅰ级组<CIN
 

Ⅱ级

组<CIN
 

Ⅲ级组<SCC组,端粒酶活性水平正常宫颈

组织组<CIN
 

Ⅰ级组<CIN
 

Ⅱ级组<CIN
 

Ⅲ级组<
SCC组,提示SCC组织P16

 

INK4A、HCCR蛋白表达

及端粒酶活性明显异常,均可预测CIN晋级趋势及辅

助诊断SCC功能,与国内施浩帆等[12]的研究结果具

有一致性。P16
 

INK4A基因产物是细胞周期依赖性

激酶抑制物,负性调节细胞周期,由于 HPVE7蛋白

阻断了 P16
 

INK4A 的细胞周期调节级联,因此在

HPV感染的CIN、SCC组织中出现P16
 

INK4A一过

性表达。既往研究显示,抑癌基因P16
 

INK4A与高

危型 HPV 密切相关,在100%
 

HPV 阳性的 CIN、
SCC中过度表达[13]。国外报道显示,P16

 

INK4A在

正常宫颈上皮中无表达,但能准确预测所有CIN
 

Ⅱ、
CIN

 

Ⅲ级病变,说明P16
 

INK4A在宫颈病变进展过

程中是一项比较有价值的标志物[14]。端粒酶是由

RNA和蛋白质组成的核糖核蛋白酶,人类端粒酶于

20世纪80年代首次在SCC细胞中被发现,TRAP-
ELISA是目前测定端粒酶活性的金标准。事实上,大
多数恶性肿瘤细胞均能检测到端粒酶活性水平增加,
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通常正常体细胞不表达端粒酶活性。周丽红等[15]的

综述分析指出,人类端粒酶是宫颈发病的重要因素之

一,其中人类端粒酶RNA基因(hTERC)在介导端粒

酶组装、活性调节等方面起关键性作用,还可通过抑

制剂,如叠氮脱氧胸苷等抑制反转录过程,进而抑制

端粒酶活性,并且认为其可作为SCC治疗的重要靶

点,如细胞分化诱导剂,如维甲酸能下调hTERT表达

而达到治疗SCC的目的。此外,作为从SCC组织及

SCC细胞株中筛选出的一种新的癌基因,HCCR可分

为 HCCR1和 HCCR2
 

两种亚型,HCCR2缺乏 HC-
CR1中的外显子1。HCCR在正常组织中无表达,已
有研究证实,HCCR在SCC及多种人恶性肿瘤,如白

血病、淋巴瘤、乳腺癌、胃癌、卵巢癌等组织中均有过

度表达,并与肿瘤的早期发生密切相关[16]。
基于以上分析,本研究进一步观察上述指标与

SCC病理特征的相关性显示,不同病理特征的SCC
组织P16

 

INK4A蛋白阳性率差异无统计学意义(P>
0.05),可能与入选标本量少有关,但需要注意的是,
低、中分化及有淋巴结转移的SCC组织P16

 

INK4A
蛋白阳性率均为100.00%,由此提示P16

 

INK4A蛋

白阳性表达可预测SCC分化程度、淋巴结转移;HC-
CR蛋白阳性表达、端粒酶活性增加与低分化、淋巴结

转移有关,端粒酶活性还与FIGO分期有关。李云霞

等[17]的报道显示,P16
 

INK4A蛋白阳性表达与SCC
的分化程度及淋巴结转移情况有关(P<0.05),且阳

性表达者3年生存率明 显 低 于 阴 性 表 达 者(P<
0.05)。虎永兰等[18]的报道显示,HPV感染可能与

HCCR及
 

HPV16整合状态有关,HCCR作为细胞学

筛查的一种补充手段,可反映SCC的临床病理特征。
王登海等[19]的报道显示,端粒酶检测有助于提高SCC
的早期诊断效能。

综上所述,上述研究均从不同角度支撑了本研究

结论,但相关结论仍需扩大标本量,进行多中心研究

加以论证。
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