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高危型人乳头状瘤病毒在子宫颈癌组织和外周血表达的意义

郑宏波
1, 2
,汪学龙

1

[摘要 ]目的:分别检测子宫颈癌组织和外周血标本中人乳头状瘤病毒 (HPV) ( 16型, 18型 ) ,探讨 HPV感染与子宫颈癌的关

联性以及在肿瘤微转移中的表达。方法:采用荧光定量 PCR(FQ-PCR)和逆转录 PCR(RT-PCR)技术检测 24份子宫颈癌组织

及其治疗前后 48份外周血标本,慢性子宫颈炎组织及其外周血标本各 20份。结果:24份子宫颈癌组织 (Ⅰ ～ Ⅱb期 )中 HPV

DNA16型阳性率为 66.7%, HPVDNA18型阳性率为 29.2%,两型均阳性的阳性率为 8.3%;48份外周血标本 HPVmRNA16

型阳性率为 2.1%;20份慢性子宫颈炎组织 HPVDNA16型阳性率为 15.0%, HPV18型为阴性,其外周血均为阴性。子宫颈

癌 HPVDNA16型组与慢性子宫颈炎 HPVDNA16型组比较差异有统计学意义 (P<0.005 ～ P<0.05)。结论:高危型 HPV感

染与子宫颈癌发生高度相关。外周血 HPV检出率低, 临床价值有待进一步研究。
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Expressionofhighrisktypehumanpapillomavirusinthetissuesand
peripheralbloodofcervicalcarcinomas

ZHENGHong-bo1, 2, WANGXue-long1

( 1.DepartmentofMedicalMicrobiologyandParasitology, AnhuiMedicalUniversity, Hefei230032;

2.DepartmentofCentralLaboratory, TheFirstAffiliatedHospitalofBengbuMedicalCollege, Bengbu233004, China)

[ Abstract] Objective:Todetectexpressionofhumanpapillomavirus(HPV) type16and18incarcinomatissuesandperipheralblood

ofpatientswithcervicalcarcinomas, andtoexploretherelationshipbetweenHPVinfectionandcervicalcarcinomas, aswellasits

expressionintumourmicrometastase.Methods:Real-timefluorescencequantitativePCR ( FQ-PCR) andreversetranscription

polymerasechainreaction(RT-PCR) wereusedtodetectHPVin24 casesoftissuesand48 samplesofperipheralbloodofcervical

carcinomas, and20 casesoftissuesand20 smplesofperipheralbloodofchroniccervicitis.Results:Inthe24 tissuesofcervical

carcinomas( Ⅰ -Ⅱb) , thepositiverateofHPVDNAtype16 was66.7%;thepositiverateofHPVDNAtype18 was29.2% ;the

positiverateofbothpositiveHPVDNA16 andHPVDNA18was8.0%.Inthe48samplesofperipheralbloodcervicalcarcinomas, the

positiverateofHPVmRNAtype16 was2.1%.Inthe20 chroniccervicitistissues, thepositiverateofHPVDNAtype16was15.0%

andHPVDNAtype18 wasnegative.BothHPVtype16 and18 ofperipheralbloodwerenegative.Thedifferencewasmarkedly

significantbetweencervicalcarcinomasandchroniccervicitis(P<0.005-P<0.05).Conclusions:ThequantitationofHPVishighly
associatedwithcervicalcarcinomas.DetectionofHPVmRNAintheperipheralbloodofcervicalcarcinomasislow, anditsclinical

significanceneedsfurtherevaluation.

[ Keywords] cervixneoplasms;humanpapillomaviruses;fluorescencequantitativepolymerasechainreaction;micrometastasis.

　　子宫颈癌是最为常见的女性生殖道恶性肿瘤,

发生于子宫颈鳞状上皮或腺上皮。 1974年 zur
Hauses

[ 1]
首次 提出 人乳 头 状瘤 病毒 ( human

papillomaviruses, HPV)感染与子宫颈癌有因果关系 。
大量流行病学调查表明, 几乎 100%子宫颈鳞状细

胞癌和 70%子宫颈腺癌中检出 HPV
[ 2, 3]
。目前对于

子宫颈癌发生和转移的诊断仍采用常规组织病理

学,而体液循环中微转移 (micrometastasis)的理论提

示,肿瘤不仅局限于原发灶,还有发展为远处转移的

可能 。本研究采用荧光定量 PCR(FQ-PCR)和逆转
录 PCR(RT-PCR)技术检测子宫颈癌和慢性子宫颈

炎组织和外周血中的高危型 HPV( 16型, 18型 ), 现

将结果作一报道,并探讨其表达意义。

1　材料与方法

1.1　标本来源　收集本院妇瘤科和妇科收治的子
宫颈癌患者组织 24份 (FIGO分期为 Ⅰ ～ Ⅱ b期 ),

其中 Ⅰ期 10份, Ⅱa期 9份, Ⅱb期 5份。治疗前后
外周血 48份。同时采集 20份慢性子宫颈炎患者的

活检组织及其 20份外周血,对宫颈糜烂的活检组织

进行 CIN分级,其中 CINⅡ 11份, CINⅢ 9份 。
1.2　方法　

1.2.1　组织标本的 FQ-PCR检测　采用 “酚-氯仿
提取法”

[ 4]
提取 HPV( 16型, 18型 )DNA。从试剂盒

(深圳匹基公司 )取 PCR反应液 、Taq酶及 UNG, 按
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37.8∶0.2∶0.06的比份取各试剂混匀, 2 000 r/min

离心 10 s, 取 38 μl加入 PCR管, 加 2 μl已抽取
DNA标本放入荧光定量 PCR仪 (美国 MJOPTICON

公司 )进行热循环, 程序设置为:37 ℃ 5 min;94 ℃
1 min;95 ℃ 5 s;60 ℃ 30 s, 共 40个循环 。基线取

2 ～ 10个循环的荧光信号,阈值以刚好超过正常阴性

对照扩增曲线的最高点, Ct=0.0为准。
1.2.2　外周血的 RT-PCR测定　抽取患者静脉血,

EDTA抗凝,采用 “异硫氰酸胍 (GuSCN)结合氯仿 -
酚法”

[ 4]
提取 HPV( 16型, 18型 )RNA, 采用随机引

物,逆转录 RT合成 cDNA。
HPVPCR反应体系:超纯水 14.7 μl,反应缓冲

液 2.5μl, dNTP0.5μl, 上 、下游引物各 2μl, Taq酶
0.3μl, cDNA模板 3 μl。循环温度:94 ℃ 5 min;

( 94℃ 1 min, 55 ℃ 1min, 72 ℃ 1 min) ×35;72℃

7 min。上游引物:5′-CTCTGAATTCGCCACCATGC
ACCAAAAGAG AACTG-3′;下游引物:5′-CCCTC

GAGGTATCTCCATGCATGATTACAC-3′。 PCR扩
增产物在 2%琼脂糖凝胶 (含溴乙锭 )电泳, 150 V

30 min。以超纯水代替模板为阴性对照, 以子宫颈

癌患者组织为阳性对照。

1.3　统计学方法　采用 χ
2
检验 。

2　结果

2.1　HPVDNA阳性检出率　 ( 1) 24份子宫颈癌

( Ⅰ ～ Ⅱ b期 )组织中, HPVDNA16型阳性 16份

( 66.7%), DNA平均拷贝数为 3.27 ×10
5
;HPV

DNA18型阳性 7份 ( 29.2%) , DNA平均拷贝数为

2.61 ×10
4
;HPVDNA16型 、 18型均阳性 2份

( 8.3%) 。 ( 2) 20份慢性子宫颈炎患者的活检组织

HPVDNA16型阳性 3份 ( 15.0%), DNA平均拷贝
数为 7.20×10

3
;HPVDNA18型均为阴性。子宫颈

癌患者和慢性子宫颈炎组织 HPVDNA16、18型阳

性结果差异均有统计学意义 (χ
2
=11.87, P<0.005

和 χ
2
=4.93, P<0.05)。

2.2　外周血 HPVmRNA16型检测结果　 ( 1) 48份

子宫颈癌手术前后外周血标本, 仅 1份 (术后 )HPV

mRNA16型阳性 (见图 1), 其它均为阴性 。 ( 2) 20

份慢性子宫颈炎患者外周血标本未检出 HPV

mRNA。

3　讨论

　　HPV为乳头状瘤属的双链闭合环状 DNA病
毒,迄今为止已发现 100多型 。以其致病性不同,将

其分为低危和高危两大类, 低危型包括 HPV6、11、
34、40、42等引起尖锐湿疣等良性病变的 HPV型

别,高危型包括 HPV16、 18、31、33、 35、39、45等型

别, 能编码具有生长 、刺激和转化功能的癌蛋白, 主

要导致子宫颈上皮内瘤变 (CIN)和子宫颈癌的发

生
[ 2, 5]
。本研究的结果是在子宫颈癌组织中 HPV16

型和 18型的阳性率为 87.5%, 与文献
[ 6 ～ 8]
报道的

子宫颈癌阳性率 83.05%相一致;而本组慢性子宫
颈炎组织阳性率仅为 15.0%, 子宫颈癌组织和子宫

颈炎组织阳性率差异有统计学意义, 显示子宫颈癌

与高危型 HPV16、18型有一定的关系 。

FQ-PCR使用荧光标记的特异性探针, 较常规

PCR、巢式 PCR敏感性和特异性更高;使用 CT值来

定量 PCR扩增指数增长期的起始拷贝数, 避免了常

规 PCR平台效应的影响;全封闭反应, 无需电泳等

PCR后处理,避免 PCR产物造成的实验室污染。因

此, 可以将 FQ-PCR技术作为子宫颈癌的临床实验

室检测方法。
微转移是指非血液系统恶性肿瘤在发展过程

中, 播散并存活于血循环 、淋巴道 、骨髓及各种组织
器官中,尚未形成转移结节, 且无任何与之有关的临

床表现,常规检查方法如影像学 、临床病理学等难以

检测到的微量转移 。目前的检测技术中, RT-PCR
是近年来肿瘤微转移研究中应用较多的技术, 其敏

感性可达 1 /10
6
～ 1 /10

7
。由于 mRNA仅能存活于

活的肿瘤细胞, 细胞死亡后 mRNA极易被降解, 而

HPVDNA在死亡细胞中仍能稳定存在, 因此在微转

移的检测中, HPVmRNA较 DNA的检出具有更高
的特异性和临床价值。

国外报道子宫颈癌外周血 HPV的检出率为
20% ～ 92.3%, Liu等

[ 9]
检测 60份子宫颈癌患者治

疗前后的外周血 HPVDNA, 阳性率为 20%, 程玺

等
[ 10]
应用巢式 RT-PCR技术检测 30份子宫颈癌患

者的外周血,检出率为 10.0%。本研究共检测子宫

颈癌患者手术前后外周血 48份,仅有 1份手术前标

本 HPV16型为阳性, 检出率为 2.1%, 这与国外报
道尚有一定差距。因此采用 HPVmRNA作为肿瘤

特异性标志物来检测子宫颈癌的微转移,存在一定

的局限性,子宫颈癌外周血检测的临床价值,有待大

样本量的长期研究证实 。
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[摘要 ]目的:探讨 survivin基因检测在胃癌辅助诊断中的应用价值。方法:收集 49例胃癌组织及相应的癌旁非瘤胃组织标

本, 分别采用 RT-PCR和 IHC两种方法检测胃癌和癌旁组织中 survivinmRNA和 survivin蛋白的表达。结果:65.3% ( 32例 )的

胃癌组织 survivinmRNA和 63.3% ( 31例 )的胃癌组织 survivin蛋白表达阳性,而癌旁非瘤胃组织内 survivinmRNA和 survivin

蛋白均无阳性表达;运用 RT-PCR法较 IHC法检测 survivin表达的阳性率略高, 但其差异无统计学意义 (P>0.05)。结论:

survivin在胃癌组织中表达上调,免疫组化和 RT-PCR检测胃癌组织 survivin基因的表达有望成为一种新的胃癌辅助诊断指标。

[关键词 ] 胃肿瘤;survivin;免疫组织化学
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Survivingeneinauxiliarydiagnosisofgastriccarcinoma
ZHANGCheng-bin1, YANShan-jun1, WANGQi-zhi1, CHENGZe-nong2, TAOYi-sheng2

( 1.DepartmentofGastroenterology, TheFirstAffiliatedHospitalofBengbuMedicalCollege, Bengbu233004;

2.DepartmentofPathology, BengbuMedicalCollege, Bengbu233030, China)

[ Abstract] Objective:Toexplorethevalueoftheexpressionofsurvivingeneinauxiliarydiagnosisofgastriccancer.Methods:The

gastriccarcinomatissuesandtheneighboringnoncanceroustissuesof49 caseswithhistologicallyverifiedgastriccarcinomawere

obtained.Thesurvivin mRNA levelwasmeasued byRT-PCR and theproteinexpression ofsurvivin wasdetected by

immunohistochemicalassay.Results:SurvivinmRNAprovedpositivein65.3% ( 32cases)ofthegastriccanceroustissuesand63.3%

( 31cases)oftheproteinrespectively.Incontrast, noexpressionofsurvivinwasdetectedinthecorrespondingnoncanceroustissues.The

expressionofsurvivingenedetectedbyRT-PCRwasabithigherthanIHC, withnostatisticalsignificance(P>0.05 ).Conclusions:

Theexpressionofsurviviningastriccanceroustissuesisup-regulated.DetectionofsurvivingenebyimmunohistochemistryorRT-PCR

wouldbeanewmethodindiagnosisofgastriccancer.

[ Keywords] stomachneoplasms;survivin;immunohistochemistry

　　胃癌因早期缺乏明显的症状和体征而致诊断困 难。凋亡抑制因子 IAP(inhibitorofapoptosis)是一

族凋亡抑制蛋白。 survivin是新近发现的 IAP家族

成员之一,具有不同于 IAP家族其他成员的独特结

构和性质 。在正常成人组织中不表达 (除胸腺 、生

殖器官 ) ,而选择性的表达于恶性肿瘤组织
[ 1]
。由

于 survivin的肿瘤特异性, 有可能使其成为恶性肿

瘤诊断的新靶基因蛋白。本研究运用免疫组化 、

RT-PCR方法,对胃癌组织 、癌旁非瘤组织 survivin
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