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　　摘　要：目的　探讨狆１６基因的表达和高危 ＨＰＶ感染（ＨＲＨＰＶ）在宫颈癌发生、发展中的意义。方法　运用实时荧光定量

ＰＣＲ（ＦＱＰＣＲ）检测狆１６基因在宫颈癌组织、上皮肉瘤组织（ＣＩＮ）、正常宫颈组织中的表达，原位杂交检测上述标本中 ＨＲＨＰＶ

感染。结果　狆１６基因在宫颈癌组织、ＣＩＮ、正常宫颈组织中的表达水平分别为０．７９±０．３４、０．７０±０．３６、０．２６±０．２１，差异具有

统计学意义（犘＜０．０５）。狆１６基因的表达水平在不同临床分期之间的差异具有统计学意义（犘＜０．０５），但肿瘤分化程度、淋巴结

转移、肿瘤大小等其他临床病理特征对其无显著影响（犘＞０．０５）；ＨＲＨＰＶ阳性患者的狆１６基因的表达水平明显高于 ＨＲＨＰＶ

阴性患者，差异有统计学意义（犘＜０．０５）。结论　狆１６基因在宫颈癌中呈高表达状态，并且与 ＨＲＨＰＶ感染密切相关，基因的高

表达可能在宫颈癌的发生和发展中发挥重要作用。
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　　宫颈癌是常见的女性生殖系统恶性肿瘤之一，在所有女性

恶性肿瘤中发病率仅次于乳腺癌，列第二位。现已证实高危人

乳头瘤病毒（ＨＲＨＰＶ）感染是宫颈癌主要的致癌因素
［１］。但

宫颈癌的发生是一个长期复杂的过程，单纯的 ＨＲＨＰＶ感染

不足以引起宫颈癌，并且在宫颈癌得到临床确诊前，患者的宫

颈组织已经发生了癌变，这就给宫颈癌的早期诊断带来了一定

的困难。所以除 ＨＲＨＰＶ感染外，宫颈癌的发生还应该有其

他因素的存在。分子生物学的快速发展可以让人们更好地从

基因水平了解肿瘤的发生与发展。本文就采用实时荧光定量

（ＦＱＰＣＲ）法检测宫颈癌、上皮内瘤样病变以及正常宫颈组织

中狆１６基因的表达，以及原位杂交检测组织中 ＨＲＨＰＶ１６／１８

感染，从分子水平揭示狆１６基因的异常表达在宫颈癌发生、发

展过程中的作用，进而提高宫颈癌的早期诊断率。

１　资料与方法

１．１　一般资料　收集本院２０１２年４月至２０１３年８月新鲜宫

颈癌组织标本４７例、宫颈上皮内瘤样组织３０例以及正常宫颈

组织１２例，所有收集的标本均经病理证实，且临床资料完整。

标本收集后立即存放于液氮中保存，以备 ｍＲＮＡ的提取。上

述标本的采集均获得患者的知情同意，符合伦理学要求。患者

的一般临床病理特征见表１。上述患者的一般临床资料之间

的差异无统计学意义（犘＞０．０５），具有可比性。上述患者手术

前没有进行过放疗和化疗。

１．２　仪器与试剂　主要试剂：ＰＥ７５００（ＡＢＩ公司）、ＰＣＲ试剂

（北京赛百盛）、ＴｒｉｚｏｌＲｅａｇｅｎｔ、ＲｅｖｅｒｓｅＴｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎＳｙｓｔｅｍ

Ａ３５００（Ｐｒｏｍｅｇａ）、ＨＰＶ１６／１８原位杂交试剂盒（福建泰普生物

科学有限公司）、ＳＹＢＲＧｒｅｅｎⅠ染料（Ｇｅｎｅ公司）、ＤＮＡ标记

物（上海生工）；主要仪器：ＣＦ１６ＲＸ台式高速冷冻离心机（日

立公司）、ＮＤ２０００微量核酸定量仪（Ｔｈｅｒｍｏ公司）、ＧＢＯＸ紫

外凝胶成像系统（Ｇｅｎｅ公司）。

１．３　方法

１．３．１　引物合成　狆１６ｍＲＮＡ上游引物：５′ＣＣＣＡＡＣＧＣＡ

ＣＣＧＡＡＴＡＧＴＴＡＣ３′；下游引物：５′ＡＴＴＣＣＡＡＴＴＣＣＣ

ＣＴＧＣＡＡＡＣＴ３′，扩增产物１１５ｂｐ。犌犃犘犇犎：上游引物５′

ＧＡＡＧＧＴ ＧＡＡ ＧＧＴＣＧＧ ＡＧＴＣ３′，下游引物５′ＧＡＡ

ＧＡＴＧＧＴＧＡＴＧＧＧＡＴＴＴＣ３′，扩增产物２２６ｂｐ引物的合

成由北京赛百盛公司完成。

１．３．２　基因组总ＲＮＡ的提取以及ｃＤＮＡ的逆转录　正常组

织和癌组织中总ＲＮＡ提取按照试剂盒说明书的操作步骤进

行，提取的总ＲＮＡ经微量核酸定量仪测定其浓度和纯度后溶

于无ＲＮＡ酶的双蒸水中，逆转录按照Ａ３５００逆转录试剂盒操
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作步骤进行，扩增体系为：总 ＲＮＡ２μＬ，ＡＭＶ逆转录酶０．６

μＬ，１０×ｂｕｆｆｅｒ２μＬ，２５ｍｍｏｌ／Ｌ ＭｇＣｌ２ ４μＬ，１０ ｍｍｏｌ／Ｌ

ｄＮＴＰ混合液２μＬ，ＲｅｃｏｍｂｉｎａｎｔＲＮａｓｉｎ
? ＲｉｂｏｎｕｃｌｅａｓｅＩｎ

ｈｉｂｉｔｏｒ０．５μＬ，Ｏｌｉｇｏ（ｄＴ）引物１μＬ，补齐体积至２０μＬ。逆转

录条件为４２℃１５ｍｉｎ，９５℃５ｍｉｎ。逆转后的ｃＤＮＡ用无

ＲＮＡ酶的双蒸水５倍稀释后－２０℃保存备ＰＣＲ扩增使用。

１．３．３　ｍＲＮＡ扩增　根据各反应体系终浓度调整反应物的

反应浓度，反应体系为：Ｔａｑ０．３μＬ、１０×ｂｕｆｆｅｒ３μＬ、１０×

ＳＹＢＲＧｒｅｅｎⅠ１．５μＬ、Ｍｇ
２＋ ２．５μＬ、ｄＮＴＰ１．５μＬ、上下游

引物各２μＬ、扩增样本５μＬ，用无菌水补齐体积共３０μＬ。扩

增条件：９３℃５ｍｉｎ；９４℃３０ｓ，５４℃３５ｓ，７０℃１ｍｉｎ，共２５

个循环；７２℃５ｍｉｎ。

１．３．４　ＨＰＶ１６／１８感染的检测　组织标本取出后进行切片，

然后按照试剂盒操作说明书的步骤进行检测。

１．３．５　结果判断　狆１６基因表达产物采用２％琼脂糖凝胶电

泳，紫外线下观察１１５ｂｐ、２２６ｂｐ处出现特异性目的条带为阳

性，并在紫外凝胶成像系统中照相分析结果。利用ＰＣＲ扩增

仪检测得到Ｃｔ值和扩增效率Ｅ，以犌犃犘犇犎 ｍＲＮＡ内参的量

为参照，计算狆１６ｍＲＮＡ相对表达量。狆１６ｍＲＮＡ／犌犃犘犇犎

ｍＲＮＡ用下述公式计算：（１＋ＥＧＡＰＤＨ）Ｃｔ（ＧＡＰＤＨ）／（１＋

ＥＬＲＰ１）Ｃｔ（狆１６）。ＨＰＶ１６／１８感染以原位杂交后细胞核出现棕

黄色颗粒为阳性细胞。

１．４　统计学处理　应用ＳＰＳＳ１０．０分析，计数资料用率表示，

采用χ
２ 检验；计量资料用狓±狊表示，采用两独立样本狋检验，

以犘＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　ＨＰＶ１６／１８感染与狆１６基因在不同宫颈组织中的表达　

本文采用ＦＱＰＣＲ检测狆１６在不同宫颈组织中的表达时发

现，其在宫颈癌组织、上皮内瘤样（ＣＩＮ）组织以及正常宫颈组

织中的表达水平分别为０．７９±０．３４、０．７０±０．３６、０．２６±

０．２１，表达越来越低，宫颈癌组织与正常宫颈组织、ＣＩＮ组织与

正常宫颈组织中狆１６表达水平之间的差异具有统计学意义（狋

分别为５．１８、３．９７，犘＜０．０１）。ＨＰＶ１６／１８在宫颈癌中的阳性

表达率为８５．１％（４０／４７），明显高于ＣＩＮ组织的６０．０％（１８／

３０）和正常宫颈组织的８．３％（１／１２）。并且在 ＨＰＶ１６／１８阳性

的宫颈癌组织标本中，狆１６的表达（０．８４±０．３２）明显高于

ＨＰＶ１６／１８阴性的标本（０．４９±０．３４），差异有统计学意义（狋＝

－２．７４，犘＝０．００９）。

表１　　狆１６ｍＲＮＡ的表达与宫颈癌病理参数之间的关系

病理特征 狀 狆１６表达水平 犘

大小

　≥４ｃｍ １９ ０．７４±０．３５ ０．３９

　＜４ｃｍ ２８ ０．８２±０．３３

ＦＩＧＯ分期

　Ⅰ＋Ⅱ ３０ ０．７１±０．３０

　Ⅲ １７ ０．９２±０．３６ ０．０４

分化程度

　高、中分化 ２６ ０．７４±０．３２

　低分化 ２１ ０．８５±０．３６ ０．２４

淋巴转移

　有 ２０ ０．７３±０．３５

　无 ２７ ０．８３±０．３３ ０．３３

２．２　狆１６基因的表达与宫颈癌临床病理特征之间的关系　经

统计学分析后发现，狆１６ｍＲＮＡ的表达水平在不同临床病理

分期之间的差异具有统计学意义（犘＜０．０５），而宫颈癌其他临

床病理特征如肿瘤大小、分化程度以及淋巴转移等对狆１６

ｍＲＮＡ的表达水平无显著影响（犘＞０．０５）。见表１。

２．３　琼脂糖凝胶电泳　ＰＣＲ扩增后经１．８％琼脂糖凝胶电泳

后，基因表达产物在１１５、２２６ｂｐ处出现特异性的目的条带，见

图１。

　　１：ＤＮＡ标记物；２：ＧＡＰＤＨ；３：空白对照；４～６：宫颈癌组织；７：正

常组织；８：ＣＩＮ组织。

图１　　狆１６表达电泳图

３　讨　　论

目前 ＨＲＨＰＶ感染与宫颈癌之间的密切关系已经得到

了证实，ＨＰＶ１６／１８是最常见的 ＨＲＨＰＶ 型别。但单纯的

ＨＰＶ１６／１８感染并不足以导致宫颈癌的发生。宫颈癌的早期

癌前病变诊断主要还是依靠三阶梯筛查的方法，这种方法简单

易行，但容易受到主观和客观因素的影响而导致漏检病例产

生，并且由ＣＩＮ发展为宫颈癌往往需要十几年的时间，所以除

ＨＲＨＰＶ感染外，宫颈癌的发生还应该有其他因素的存在。

狆１６基因是一种重要的抑癌基因，是细胞周期依赖性激酶抑制

因子基因家族重要成员之一，作为一种细胞周期中的基本基

因，狆１６基因可以直接参与细胞周期的调控，负调节细胞增殖

及分裂。在许多的肿瘤（如胃癌［２］、食管癌［３］、乳腺癌［４］）中均

发现有狆１６基因的异常表达。本文从基因水平检测狆１６基因

在宫颈癌、ＣＩＮ以及正常宫颈组织中的表达情况，探讨了狆１６

基因异常表达在宫颈癌发生和发展中的作用，并分析了狆１６

基因的表达与 ＨＰＶ１６／１８感染之间的关系，为狆１６基因能否

作为检测宫颈癌的肿瘤标志物提供了一定的实验依据。

狆１６基因作为一种抑癌基因与许多种恶性肿瘤的发生和

发展均有关系，所以也被称为多重肿瘤抑制基因。但在宫颈癌

中狆１６基因不存在低表达或者基因失活现象。相反的是，在

宫颈癌组织以及ＣＩＮ组织中出现的是狆１６基因的过度表达。

存在这种现象的主要原因是由于 ＨＲＨＰＶ的Ｅ７蛋白可以结

合Ｒｂ通路中的磷酸化Ｒｂ（ｐＲｂ），并使得其磷酸化失活，从而

导致ｐＲｂＥ２Ｆ复合物分离，而Ｅ２Ｆ能促进肿瘤细胞的过度增

殖，同时ｐＲｂＥ２Ｆ复合物的浓度持续性降低，解除了对狆１６基

因表达的负反馈抑制，从而导致了狆１６基因的过表达
［５］。还

有可能就是 ＨＲＨＰＶ感染过的宫颈组织，其癌基因犈６和犈７

可以整合到宿主细胞内，进而使得Ｒｂ通路失控，导致狆１６反

馈性高表达。田琦等［６］在研究狆１６在宫颈鳞癌及ＣＩＮ组织中

的表达时发现狆１６在宫颈鳞癌组织和ＣＩＮ组织中有丰富的表

达，而在正常宫颈组织中不表达；Ｓａｌｉｔ等
［７］在 ＨＲＨＰＶ感染

的宫颈鳞癌中也发现了狆１６的过度表达现象。本研究发现，

从正常宫颈组织到ＣＩＮ组织再到宫颈癌组织，狆１６基因的表达

水平越来越高，从另一方面也表明了狆１６基因在宫颈癌的发

展过程中起到了一定的作用。这与国内外目前的研究结果一

致。并且狆１６基因的过度表达与宫颈癌的临床分期有关，也

表明了狆１６基因的过度表达是宫颈癌发生过（下转第１３８１页）
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润只见于周边部和导管区。见图３。

图３　　各组小鼠胰岛的病理变化（ＨＥ染色，１０×１０）

３　讨　　论

１型糖尿病是一种自身免疫性疾病，导致１型糖尿病的自

身免疫反应是由ＣＤ４＋Ｔ细胞介导的。ＣＤ４＋Ｔ细胞分为２种

亚型，即Ｔｈ１和Ｔｈ２。Ｔｈ１亚型可以促进ＩＬ２及ＩＦＮγ等细

胞因子分泌，增强免疫应答，而这种免疫反应是针对自身组织

就导致致病性免疫作用或炎性损伤作用；相反，Ｔｈ２亚型可以

促进ＩＬ４、ＩＬ１０等细胞因子分泌，而抑制Ｔｈ１型细胞的作用。

在正常情况下，这２种亚型细胞互相制约，从而达到免疫平衡。

但是当平衡被打破，Ｔｈ１亚型的作用超过 Ｔｈ２亚型，ＣＤ４＋Ｔ

细胞调节功能的失衡，就会引起一系列的炎性反应，导致自身

免疫性疾病的发生，例如可以进一步引起胰岛β细胞破坏而导

致１型糖尿病的发生
［５］。

研究表明日本血吸虫ＳＥＡ具有较强的抗原性，诱导机体

发生明显的Ｔｈ２免疫反应
［６］，实验结果也显示ＩＬ４水平明显

升高，说明ＳＥＡ具有使免疫反应向Ｔｈ２转化的作用。已有研

究报道：曼氏血吸虫的虫卵抗原因为其内在特点，可以活化

Ｔｈ２免疫反应的细胞转导信号，同时又可以抑制 Ｔｈ１免疫反

应的细胞信号转导，导致树突状细胞诱导免疫反应向Ｔｈ２转

化，抑制Ｔｈ１应答引起的免疫病理损伤，从而减轻炎性反应的

发生［７８］，使糖尿病症状缓解。本次研究也证明了日本血吸虫

ＳＥＡ可以使ＩＬ４水平显著升高，使ＩＦＮγ水平下降，导致机体

免疫反应向Ｔｈ２型偏移。日本血吸虫的ＳＷＡ免疫糖尿病模

型小鼠后，ＩＬ４水平无明显变化，与糖尿病模型组相似，不能

对Ｔ细胞免疫应答类型进行调节，对糖尿病无拮抗作用。

以往人们普遍认为，日本血吸虫对人体是有害无益的，但

从目前的流行病学调查和一些研究机构显示，日本血吸虫除了

对机体造成一定的损伤，也能降低一些自身免疫性疾病的发病

率。但是日本血吸虫对１型糖尿病等自身免疫性疾病的拮抗

作用仍处于研究的初级阶段，Ｔｈ１向Ｔｈ２反应偏移或Ｔｈ１反

应下调只是其中的可能机制，还有许多其他未知机制的参与，

有待今后进一步研究。
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程中的早期事件，可以作为宫颈癌早期诊断的一个指标。

本研究发现狆１６基因的过表达与 ＨＲＨＰＶ 感染有关。

有研究表明狆１６基因几乎全部在 ＨＲＨＰＶ感染过的宫颈癌

和癌前病变中过表达［８］，表明 ＨＲＨＰＶ感染可能是通过其病

毒癌基因的作用参与了狆１６基因的高表达，从而导致了宫颈

癌变的发生。从宫颈上皮不典型增生到原位癌再到宫颈癌，宫

颈癌的发生和发展是一个非常复杂的病变过程，并且根据宫颈

上皮不典型增生的程度和范围的不同，ＣＩＮ又可分为ＣＩＮⅠ、

Ⅱ、Ⅲ级。所以对于宫颈癌的早期诊断依靠三阶梯筛查还是远

远不够，需要找出三阶梯筛查以外的肿瘤标志物对其进行早期

诊断。根据本课题组目前的研究表明，狆１６基因在宫颈癌的发

生和发展中起到非常重要的作用，可以作为宫颈癌前病变和宫

颈癌早期诊断的分子标记物。
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Ｌａｒｙｎｇｏｓｃｏｐｅ，２００１，１１１（７）：１２８５１２８９．

（收稿日期：２０１４０１０８）

·１８３１·国际检验医学杂志２０１４年６月第３５卷第１１期　ＩｎｔＪＬａｂＭｅｄ，Ｊｕｎｅ２０１４，Ｖｏｌ．３５，Ｎｏ．１１




