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!!

摘
!

要"目的
!

探讨人端粒酶"

=',+

#基因的表达和人乳头瘤病毒"

a*\

#感染及
$

号染色体数目突变与宫颈病变的关系$

方法
!

<##%

年
8

月至
<##7

年
<

月昆明医学院第二附属医院妇科门诊接受诊治者共
%!

例!其中健康组"病检结果正常#

<#

例!子

宫颈上皮非典型增生"

+UR

#

!

组
<%

例!

+UR<

组
!<

例!

+UR$

组
7

例!宫颈癌组
!<

例$采用荧光原位杂交技术"

SUPa

#进行子宫颈

上皮脱落细胞
=',+

基因的检测!同时利用实时荧光定量聚合酶链反应"

Si*+,

#技术检测这
%!

例受试者的
a*\

感染情况$并

进行宫颈癌与
=',+

基因和
a*\

的相关性分析$同时记录
%!

例受试者
$

号染色体数目突变情况$结果
!

在宫颈病变检测中

=',+

基因检测和
a*\

检测阳性率差异无统计学意义"

E

$

#6#T

#!二者阳性率在
+UR!

组&

+UR<

组&

+UR$

组和宫颈癌组均明显

高于健康组"

E

%

#6#T

#!

+UR!

组与
+UR<

组差异无统计学意义"

E

$

#6#T

#!

+UR$

组与宫颈癌组差异有统计学意义"

E

%

#6#T

#!恶

性程度越高!二者阳性率越高$健康组和
+UR!

组
$

号染色体数目异常突变率为
#̂

%

+UR<

组为
!86"̂

%

+UR$

组为
886"̂

%宫颈

癌组为
!##6#̂

!

+UR$

组和宫颈癌组阳性率明显高于健康组&

+UR!

组
+UR<

组!差异有统计学意义"

E

%

#6#T

#$结论
!

在宫颈癌

的发生&发展过程中
=',+

基因异常表达&高危
a*\

感染&

$

号染色体数目的突变可能起着重要的协同作用$
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宫颈癌是严重威胁女性健康的疾病#目前研究认为与宫颈

癌关系较为密切的是人乳头瘤病毒$

a*\

%与人端粒酶

$

=',+

%基因#

=',+

的表达上调可阻止细胞凋亡#可导致肿

瘤产生#端粒酶的激活可能是宫颈癌发生的早期事件#因此端

粒酶可作为宫颈癌及癌前病变的有效标志物)高危型
a*\

感染在宫颈癌及癌前病变中的重要作用已得到公认)本研究

应用荧光原位杂交技术$

SUPa

%检测
=',+

和荧光定量聚合酶

链反应$

Si*+,

%技术检测
a*\

#探讨宫颈癌与
=',+

基因表

达及
a*\

感染的相关性#在进行二者与宫颈癌的关系研究

中#发现
$

号染色体数目也存在异常改变#现对三者与宫颈癌

的关系报道如下)
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资料与方法

B6B

!

一般资料
!

<##%

年
8

月至
<##7

年
<

月昆明医学院第二

附属医院妇科门诊接受诊治的女性共
%!

例#其中健康组$病检

+

8<$

+

国际检验医学杂志
<#!8

年
<

月第
$"

卷第
$

期
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结果正常%

<#

例#子宫颈上皮非典型增生$

+UR

%

!

组
<%

例#

+UR<

组
!<

例#

+UR$

组
7

例#宫颈癌组
!<

例#所有研究对象年

龄
<<

)

8%

岁)纳入标准!按照宫颈上皮内瘤样病变诊断处理

规范#分组及宫颈癌诊断按照,妇产科学$第
8

版%-相关诊断标

准进行'

!

(

)

B6C

!

标本采集
!

患者先行病理组织学检查#确定其组织学诊

断结果后行脱落细胞取材)$

!

%脱落细胞取材采用薄层液基细

胞学$

=+=

%检查#专用宫颈刷插入宫颈口#在宫颈外口鳞柱状

上皮交界处#以宫颈外口为中心#均匀旋转
$

)

T

周#取出宫颈

刷#放入
=+=

保存液瓶中#漂洗采样器#送检)$

<

%

a*\

标本

采集#用无菌生理盐水洗去宫颈外分泌物#用无菌棉拭子插入

宫颈内#停留
T/

后旋动棉拭子采集宫颈分泌物#放入无菌试

管内密闭送检)
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检测方法

B6D6B

!
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检测
!

将对应的病检正常*

+UR!

*

+UR<

*

+UR$

及宫颈癌患者的
=+=

保留液中的脱落细胞#采用
SUPa

检测

其
=',+

的表达)杂交使用的探针由北京金菩嘉医疗科技有

限公司提供)

WR&

探针包含
<

种#在中期染色体与间期核上

均能杂交产生明亮的信号)灵敏度与特异度均达
7%̂

以上#

与非目的染色体无交叉杂交反应)

=',+WR&

探针杂交到人

类
$

号染色体长臂$

$

M

<8

#

$

%#覆盖整个
=',+

基因#荧光为橘

红色#对照探针为
+P*$

#探针杂交信号位于人类
$

号染色体

$

I

!!6!

)M

!!6!

#覆盖整个着丝粒区域#荧光信号为绿色)

B6D6C

!

a*\

检测
!

采用中山大学达安基因股份有限公司提

供的试剂检测
a*\

#使用美国
L

9

5

I

0:A52<Si*+,

检测仪进

行扩增分析)
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诊断标准
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!

结果分析
!

正常细胞!细胞核中红色和绿色信号各
<

个&

=',+

基因表达异常细胞!红色信号大于
<

个#绿色信号不

少于
<

个$绿色信号探针覆盖于着丝粒上#染色体数为二倍体

时#绿色信号为
<

个#当染色体数目发生变异时#如三倍体
!

四

倍体时绿色信号就大于
<

个)%

B6E6C

!

阈值建立
!

采集
<#

例健康人宫颈细胞进行
SUPa

试

验#每份标本至少分析
<##

个细胞#统计出现
<

个以上
=',+

基因信号的细胞数目的百分比)阈值
f

平均数$

:

%

O$̀

标准

差$

?

%)
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!

结果判断
!

每份标本随机计数
!##

个细胞#如果检测

值大于阈值#判定为
=',+

基因表达的阳性患者&如果检测值

小于阈值#判定为无
=',+

基因表达的阴性患者)

B6L

!

统计学处理
!

采用
D

B

./

统计软件进行数据处理及统计

学分析)由于进行分析的数据资料是
=',+

基因和
a*\

的

阳性百分比#故分析时通过平方根反正弦变换#将原始数据开

平方根再取反正弦后使用)多组间比较采用方差分析)

E

%

#6#T

为差异有统计学意义)

C

!

结
!!

果

C6B

!

=',+

与
a*\

检测阳性率比较
!

在对
%!

例受试者的宫

颈病变检测中#

SUPa

检测
=',+

阳性率与
Si*+,

对
a*\

检测的阳性率比较#差异无统计学意义$

E

$

#6#T

%)

C6C

!

不同病变程度患者的
=',+

与
a*\

检测阳性率比较
!

=',+

基因与
a*\

的阳性率随病变级别升高而增加#

+UR!

组*

+UR<

组及
+UR$

组与健康组比较#差异有统计学意义$

E

%

#6#T

%&各病变组间相比#

+UR!

组与
+UR<

组差异无统计学意

义$

E

$

#6#T

%&

+UR$

组与
+UR!

组比较#差异有统计学意义

$

E

%

#6#T

%&

+UR$

组与宫颈癌组比较#差异有统计学意义$

E

%

#6#T

%)不同病变程度患者的
=',+

与
a*\

检测阳性率见表

!

)

<

)

表
!

!!

各组宫颈脱落上皮细胞
=',+

基因表达与

!!!

a*\

检测结果&

%

$

^

%'

组别
% =',+

表达
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健康组
<# #

$
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#
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组
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$
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%

"
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$
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%
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$
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$
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#与健康组比较&

0

!

E

%
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#与
+UR!

组比较&

#

!

E

%

#6#T

#与宫颈癌组比较)

表
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各组宫颈脱落上皮细胞
=',+

基因表达与
a*\

!!!

检测结果的比较&
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阳性

a*\

阳性
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号染色体数目异常突变率
!

在健康组和
+UR!

组
$

号

染色体数目异常突变率为
#̂

&

+UR<

组为
!86"̂

&

+UR$

组为

886"̂

&宫颈癌组为
!##6#̂

)

+UR$

组和宫颈癌组阳性率明

显高于健康组*

+UR!

组*

+UR<

组#差异有统计学意义$

E

%

#6#T

%)

$

号染色体数目变异阳性率随着宫颈病变恶性程度升

高而上升#在健康组*

+UR!

组及
+UR<

组中不易见到
$

号染色

体数目的变异#但在
+UR$

组和宫颈癌组中
$

号染色体数目变

异阳性率明显上升#该变异常伴随着
=',+

基因的异常扩增)

D

!

讨
!!

论

流行病学和生物学资料已证明
a*\

感染是引起宫颈癌

及癌前病变的重要危险因素#

a*\

的感染在宫颈癌前病变中

很普遍#但只有很少的一部分感染者最后发展为宫颈癌#这与

a*\

感染的过程有关#在感染的初期#

a*\

是以游离状态存

在的#在
+UR!

中
a*\

的整合比较少见#甚至是缺乏的#但在

大部分浸润性宫颈癌中#

a*\

都会整合到宿主细胞上#整合后

引起
'8

*

'"

基因的过度表达#导致
*T$

的降解#

*T$

丢失或失

活会减少有丝分裂的准确性#增加基因组重排的频率'

<

(

)导致

含有高危
a*\

宿主细胞的染色体不稳定#发生基因突变#突

变的细胞大量增生#反复合成
WR&

#最终出现多倍体和非整倍

体'

$

(

)

近年来国内外相关研究表明#端粒酶活性在宫颈癌的发

生*发展过程中起重要作用#端粒酶的激活可能发生在宫颈癌

的早期#随着病变的发展#端粒酶的活性表达增高'

;)%

(
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/.4?.

B

.1)a@DD@D

等'
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(采用
SUPa

三色探针对已染色的细胞学

涂片进行
=',+

基因检测#发现在所有
+UR!

*

+UR<

的患者中

为二倍体模式无
=',+

基因异常表达的#最终自行修复为正

常细胞#这种
+UR

情况一般是生理状态下自然形成的&有

=',+

基因异常表达的非二倍体模式在不经治疗的情况下是

不会自行消退到正常状态的#都向宫颈癌方向发展#提示
$

号

染色体数目的突变与
=',+

基因激活一起参与宫颈癌的病变

过程)国外的研究显示#在浸润性宫颈癌中
a*\

的整合与

=',+

基因的异常表达紧密联系在一起'
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年
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性宫颈癌的过程中#

a*\

基因的整合与
=',+

基因的表达有

紧密关系)在病变发展过程中#

a*\

从游离状态整合到宿主

细胞内是一个重要的危险因素#

=',+

基因的异常表达和

a*\

的基因整合能够推动形成非整倍体细胞)但并不是所有

a*\

阳性的细胞都会出现
=',+

基因异常表达#

!#

例存在

a*\

整合的二倍体病变中只有
%

例有
=',+

基因异常表达#

这就意味着
a*\

病毒整合到宿主细胞后存在两种不同的发

展方向#其中之一就是与染色体基因突变无关'

!$

(

#而染色体基

因的突变在宫颈癌的形成过程中起着关键作用#这也许可以说

明为什么在宫颈癌前病变中
a*\

的感染很普遍#但只有极少

的一部分最终发展为浸润性宫颈癌)

本研究中
<#

例健康人正常的宫颈脱落上皮细胞中无

=',+

基因的异常表达#而在
+UR

至宫颈癌中
=',+

基因的

异常表达呈递增趋势#且宫颈癌中阳性表达率是
!##6#̂

#明

显高于不同分期
+UR

$

E

%

#6#T

%#提示
=',+

基因的异常表达

存在于宫颈癌的发生*发展过程中#恶性程度越高#异常表达率

越高)

!<

例宫颈癌中
a*\

阳性率是
7!6"^

#

=',+

基因表

达阳性率是
!##6#̂

#提示
=',+

基因异常表达在宫颈癌的发

生*发展过程中起着关键作用)

$

组
+UR

患者中均有
a*\

阳性而
=',+

基因表达阴性

的病例#提示不是所有
a*\

阳性的患者都会出现
=',+

基因

的阳性表达#这说明只有
a*\

整合到宿主细胞后才可能在宫

颈癌的形成过程中#具有致癌性)在宫颈癌的发展过程中伴随

=',+

基因异常表达出现的
a*\

阳性率随着病变恶性程度

的增加而逐渐上升#在宫颈癌中阳性率最高达到
7!6"̂

#二者

的同时出现可能说明在宫颈癌的发展中
a*\

与
=',+

基因

有着某种协同作用)

研究中#通过
+P*$

对照探针的绿色信号客观地反映出

=',+

基因异常表达的细胞中存在非二倍体细胞)随着病变

恶性程度的增加#非二倍体细胞出现的频率也增加#在
+UR!

和
+UR<

中二倍体多见#几乎见不到非二倍体#在
+UR$

中非二

倍体比例升高#宫颈癌中最高#提示染色体数目的变异可能与

宫颈癌的发生有一定的联系)

综上所述#

=',+

基因异常表达和高危
a*\

感染与宫颈

癌的发生*发展密切相关)在宫颈癌的发生*发展过程中#

=',+

基因异常表达*高危
a*\

感染*

$

号染色体数目的突变

可能起着重要的协同作用)
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