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  摘 要:目的 探究人乳头瘤病毒L1(HPVL1)蛋白、输出蛋白4(XPO4)、同源盒A9(HOXA9)与宫颈癌

(CC)发生及病变程度的相关性。方法 选取2021年6月至2023年6月在该院门诊及住院部接受治疗的宫颈

病变患者150例为病例组,通过病理检查确诊分为低级别病变组(50例)、高级别病变组(50例)、CC组(50例),
同时选取50例宫颈炎患者作为对照组,比较各组HPVL1蛋白、XPO4、HOXA9阳性表达率以及 HPVL1

 

mR-
NA、XPO4

 

mRNA、HOXA9
 

mRNA表达水平。结果 病例组非避孕套避孕方式、性伴侣个数≥2个患者比例

较对照组更高,差异有统计学意义(P<0.05)。伴随对照组,低级别病变组、高级别病变组、CC组等病变级别的

增加,HPVL1
 

mRNA、XPO4
 

mRNA表达水平逐渐降低,HOXA9
 

mRNA表达水平逐渐升高(P<0.05)。与

对照组和低级别病变组相比,高级别病变组、CC组HPVL1、XPO4阳性率降低,HOXA9阳性率升高,差异有统

计学意义(P<0.05);与高级别病变组相比,CC组HPVL1、XPO4阳性率降低,HOXA9阳性率升高,差异有统

计学意义(P<0.05)。结论 HPVL1蛋白、XPO4在宫颈病变组织中下调表达、HOXA9上调表达,3者与CC
发生以及病变程度有密切关系。
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  宫颈癌(CC)是全球女性第三大常见癌症,是妇女

癌症死亡的主要原因[1]。尽管目前的治疗方法包括

手术、放化疗和免疫治疗已极大地改善了预后,但晚

期CC患者的临床结果仍然不容乐观,对女性的健康

和生命安全造成了巨大威胁[2-3]。随着生活方式的改

变,CC的发病率呈逐年上升趋势。CC的发生是一个

复杂的过程。有研究表明,人乳头瘤病毒(HPV)影响

CC的发生,是主要致病因素[4]。相关研究表明,随着

宫颈病变程度的增加,病变组织中人乳头瘤病毒L1
(HPVL1)蛋白表达下调[5]。据研究报道,输出蛋白4
(XPO4)作为抑癌基因参与癌症或病理过程[6]。同源

盒A9(HOXA9)是同源盒基因家族中的一员,负责参

与调控细胞分化和胚胎发育过程,并且与多种肿瘤的

形成有关[7]。目前,HPVL1蛋白、XPO4、HOXA9与

CC发生及病变程度的相关性尚不清楚,本研究通过

对宫颈病变及 CC患者病变组织中 HPVL1蛋白、
XPO4、HOXA9的表达进行研究,为CC的临床研究

提供参考。
1 资料与方法

1.1 一般资料 选取2021年6月至2023年6月在

本院门诊及住院部接受治疗的宫颈病变患者150例

纳入病例组,年龄23~41岁,平均(32.75±5.06)岁,

孕次:<3次有101例、≥3次有49例,产次:<2次有

103例、≥2次有47例,避孕方式:非避孕套72例、避
孕套78例,性伴侣个数:<2个有86例、≥2个有64
例。进行身体检查并通过病理确诊分为低级别病变

组(50例)、高级别病变组(50例)、CC组(50例),同时

选取50例宫颈炎(无宫颈病变)患者作为对照组,年
龄22~40岁,平均(32.83±5.27)岁,孕次:<3次有

36例、≥3次有14例,产次:<2次有37例、≥2次有

13例,避孕方式:非避孕套10例、避孕套40例,性伴

侣个数:<2个有45例、≥2个有5例。两组年龄、孕
次、产次方面比较,差异无统计学意义(P>0.05);与
对照组比较,病例组非避孕套避孕方式、性伴侣个数

≥2个患者比例较高,差异有统计学意义(P<0.05)。
病例组纳入标准:(1)患者确诊为宫颈病变[8];

(2)患者无血液疾病、免疫疾病或其他肿瘤;(3)资料

完整;(4)所有入试者知情同意、签署同意书并配合研

究。排除标准:(1)CC复发患者;(2)年龄小于20岁

的患者;(3)妊娠/哺乳期患者;(4)存在阴道炎、盆腔

炎患者;(5)阴道或子宫畸形患者;(6)存在严重感染

性疾病患者。本次研究通过本院伦理委员会审核、批
准后实施。
1.2 方法
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1.2.1 标本采集和保存 所有患者在手术过程中分

别取相应的宫颈组织、低级别病变组织、高级别病变

组织、CC组织标本,分为两份,一份标本用生理盐水

冲洗后,立即放置-80℃冷冻保存;另一份进行石蜡

包埋,用于免疫组织化学。
1.2.2 免疫组织化学检测蛋白表达水平 用免疫组

化法检测 HPVL1蛋白、XPO4、HOXA9表达。将石

蜡标本放置于4%多聚甲醛溶液固定24
 

h,完成后用

乙醇溶液脱水,用二甲苯溶液进行透明处理,随后常

规包埋、切片,用二甲苯溶液脱蜡,0.01
 

mol/L枸缘酸

钠进行冲洗,加5%的牛血清白蛋白封闭,常温静置

30
 

min后,每个切片滴加 HPVL1一抗(厂商:赛默飞

世尔,货号:MA1-34821,规格:1
 

mL),XPO4一抗(厂
商:赛默飞世尔,货号:PA1-41633,规格:100

 

μg),
HOXA9(厂商:赛默飞世尔,货号:PA5-102516,规格:
100

 

μL),孵育过夜后,滴加二抗(厂商:赛默飞世尔,
货号:C3146010、C3143010,规格:100

 

μL),DAB(厂
商:Abcam,货号:ab64238,规格:125

 

mL)染色,显色

后用缓冲液冲洗,显色后用苏木素复染。用显微镜进

行观察。根据染色强度以及阳性细胞数进行分级;染
色强度:无着色,淡黄色,黄色,棕黄色,分别记为0、1、
2、3分;阳性细胞数:<5%、5%~25%、>25%~
50%、>50%~75%、>75%,分别记为0、1、2、3、4
分。以两项评分的乘积为阳性表达强度:得分0~2
分为阴性(-),>2~5分为弱阳性(+),>5~9分为

强阳性(++),>9分为强阳性(+++)。
1.2.3 HPVL1

 

mRNA、XPO4
 

mRNA、HOXA9
 

mRNA表达水平检测 采用逆转录实时荧光定量

PCR(RT-qPCR)法检测各组织中的 HPVL1
 

mRNA、
XPO4

 

mRNA、HOXA9
 

mRNA表达水平。首先,使
用Trizol试剂(厂商:赛默飞世尔;货号:15596026)提
取RNA,逆转录试剂盒(厂商:赛默飞世尔;货号:
K1691)将RNA逆转录为cDNA,以cDNA为模板,
Prim5.0软件设计引物,然后,采用RT-qPCR试剂盒

(厂商:赛默飞世尔;货号:11736059)配制反应体系,

使用RT-qPCR仪(厂商:Bio-Rad;型号:CFX96)上机

检测,得出Ct值,最后根据2-ΔΔCt 公式计算 HPVL1
 

mRNA、XPO4
 

mRNA、HOXA9
 

mRNA表达水平,引
物由上海生工生物工程有限公司合成,GAPDH为内

参,引物见表1。
1.3 统计学处理 采用SPSS25.0统计软件进行数

据分析,计数资料采用例数或百分率表示,组间比较

采用χ2 检验,用Bonferroni法进行多重比较;符合正

态分布的计量资料采用x±s表示,对照组、低级别病

变组、高级别病变组和CC组比较采用单因素方差分

析,用LSD-t检验进行组间两两比较,两组间比较采

用独立样本t 检验。以 P<0.05为差异有统计学

意义。
表1  引物序列(5'-3')

基因 引物序列

HPVL1
 

mRNA F:CAGGAGCGACCCAGAAAGTTACCA

R:CTGCAACAAGACATACATGGACCG

XPO4
 

mRNA F:GGGGGTACCATGGTCAATAATGAACAA

R:GGGGATATCTTATTTTACACAAAGGAG

HOXA9
 

mRNA F:TGTCCCTGACTGACTATGCTT

R:TGCTCGGTCTTTGTTGATTTT

GAPDH F:GTTGTCTCCTGCGACTTCA

R:TGGTCCAGGGTTTCTTACTC

  注:F为正向引物,R为反向引物。

2 结  果

2.1 各组 HPVL1
 

mRNA、XPO4
 

mRNA、HOXA9
 

mRNA表达水平比较 对照组、低级别病变组、高级

别病变组和 CC组 HPVL1
 

mRNA、XPO4
 

mRNA、
HOXA9

 

mRNA表达水平比较,差异有统计学意义

(P<0.05);随着病变级别的升高,HPVL1
 

mRNA、
XPO4

 

mRNA 表达水平逐渐降低,HOXA9
 

mRNA
表达水平逐渐升高,差异有统计学意义(P<0.05),见
表2。

表2  各组 HPVL1
 

mRNA、XPO4
 

mRNA、HOXA9
 

mRNA表达水平比较(x±s)

组别 n HPVL1
 

mRNA/GAPDH XPO4
 

mRNA/GAPDH HOXA9
 

mRNA/GAPDH

对照组 50 1.00±0.21 1.00±0.22 1.00±0.20

低级别病变组 50 0.78±0.19* 0.75±0.17* 1.23±0.24*

高级别病变组 50 0.57±0.11*# 0.62±0.13*# 1.47±0.31*#

CC组 50 0.32±0.08*#& 0.44±0.10*#& 1.65±0.34*#&

F 171.209 106.510 51.875

P <0.001 <0.001 <0.001

  注:与对照组比较,*P<0.05;与低级别病变组比较,#P<0.05;与高级别病变组比较,&P<0.05。

2.2 HPVL1蛋白在不同病变组织中的表达水平 高级别病变组、CC组 HPVL1阳性率均低于对照组、
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低级别病变组,CC组 HPVL1阳性率低于高级别病

变组,差异有统计学意义(P<0.05),见表3。
表3  HPVL1蛋白在不同病变组织中的表达

   水平比较[n(%)]

组别 n HPVL1阳性率

对照组 50 34(68.00)

低级别病变组 50 30(60.00)

高级别病变组 50 18(36.00)

CC组 50 9(18.00)*

χ2 31.515

P <0.001

  注:与对照组比较,*P<0.05。

2.3 XPO4蛋白在不同病变组织中的表达 高级别

病变组、CC组XPO4阳性率均低于对照组、低级别病

变组,CC组XPO4阳性率低于高级别病变组,差异有

统计学意义(P<0.05),见表4。
表4  XPO4蛋白在不同病变组织中的表达比较[n(%)]

组别 n XPO4阳性率

对照组 50 36(72.00)

低级别病变组 50 28(56.00)

高级别病变组 50 18(36.00)

CC组 50 7(14.00)*

χ2 38.283

P <0.001

  注:与对照组比较,*P<0.05。

2.4 HOXA9蛋白在不同病变组织中的表达 高级

别病变组、CC组 HOXA9阳性率均高于对照组、低级

别病变组,CC组 HOXA9阳性率高于高级别病变组,
差异有统计学意义(P<0.05),见表5。
表5  HOXA9蛋白在不同病变组织中的表达比较[n(%)]

组别 n HOXA9阳性率

对照组 50 6(12.00)

低级别病变组 50 12(24.00)

高级别病变组 50 29(58.00)*

CC组 50 41(82.00)*

χ2 62.175

P <0.001

  注:与对照组比较,*P<0.05。

3 讨  论

  在世界范围内,CC是女性第四大常见肿瘤,仅次

于乳腺癌、结直肠癌和肺癌,通过接种HPV疫苗进行

预防,其慢性感染被认为是CC癌前病变和恶性病变

的致病因素[9-10]。据报道,CC局部晚期疾病患者的5
年无病生存率为68%,5年总生存率为74%;晚期和

淋巴结转移导致预后差,由于CC的最佳治疗在很大

程度上取决于疾病阶段,因此了解CC病变程度非常

重要[11]。本研究发现,病例组非避孕套避孕方式、性
伴侣个数≥2个患者比例高于对照组,说明避孕方式

以及性伴侣个数可能对CC发生有一定影响。
相关研究表明,HPVL1蛋白对CC癌前病变的

预测和CC的诊断有临床价值[12]。通过组织病理学

发现,HPVL1蛋白阳性率随宫颈病变严重程度的增

加而降低[13]。本研究发现,HPVL1
 

mRNA表达水平

随着病变程度的增加而降低,提示HPVL1可能与CC
的发生和发展有关。还有研究证明,HPVL1蛋白表

达水平的阳性率与宫颈病变程度呈负相关,HPVL1
蛋白阳性表达率随着宫颈病变程度的增加而降低,并
进一步发现HPVL1蛋白可用来预测CC癌前病变的

进展[14]。本研究发现,CC组 HPVL1蛋白阳性表达

率最低,高级别病变组 HPVL1蛋白阳性率低于低级

别病变组和对照组,提示随着宫颈病变级别的增加,

HPVL1蛋白表达水平下调,可能与患者病变程度

有关。

XPO4是 细 胞 核 转 运 蛋 白 的 一 种,通 过 介 导

Smad3/TGF-β信号通路发挥生物学作用,有研究发

现,子宫内膜癌(EC)组织中XPO4阳性表达率较低,
并且XPO4表达与肿瘤最大径、浸润程度有关,可能

参与了EC的发展[15]。相关研究表明,XPO4在EC
组织中表达下调,其表达水平与患者淋巴结转移、国
际妇产科学联盟(FIGO)分期、组织病理分级及生存

率显著相关,在评估EC患者疾病进展及预后有重要

意义[16]。还有研究发现,XPO4在EC患者的病变组

织中呈低表达,检测XPO4水平有助于预测患者病情

情况[17]。本研究中,CC患者癌组织中XPO4
 

mRNA
表达水平最低,并且随着病变程度增加,XPO4

 

mR-
NA表达水平逐渐降低,提示XPO4表达水平可能与

宫颈病变程度有关。本研究通过分析还发现,XPO4
蛋白阳性表达率随着病变级别的升高而降低,说明

XPO4蛋白阳性表达下调可能与宫颈病变级别有关。

HOXA9是HOX基因家族中的成员,在女性生

殖系统发育的过程中表达,作为转录因子参与调节多

个相关癌症肿瘤的生物学行为,并与预后有关,有研

究指出,HOXA9在人卵巢癌细胞中呈高表达[18-19]。
本研究分析发现,随着宫颈病变级别的增加,HOXA9

 

mRNA水平逐渐升高,并且CC组和高级别病变组

HOXA9蛋白表达阳性率显著高于低级别病变组和

对照组,提示患者的病变程度可能随着 HOXA9表达

上调,从而不断进展,猜测可能的原因是 HOXA9可

能作为促癌基因促进CC的发展。另有研究发现,卵
巢癌中HOXA9的表达水平与其分级和转归有关,可
作为临床治疗的特异性标志物[20]。HOXA9在乳腺

癌和卵巢癌中呈高表达,通过诱导间充质标志物胎盘
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钙黏素的表达水平促进肿瘤生长并刺激肿瘤细胞附

着于腹膜表面[21],而甲基化HOXA9(meth-HOXA9)
有高度的癌症特异性,可作为卵巢恶性肿瘤的诊断标

志物[22]。本研究结果通过与以往的研究对比,提示

HOXA9可能也具有成为CC诊断标志物的潜能。
综上所述,HPVL1蛋白、XPO4在宫颈病变组织

中呈低表达,HOXA9呈高表达,与CC发生及病变程

度有一定关系。但本研究存在样本量小的局限性,结
果可能存在偏倚,后续需要扩大样本量深入研究。
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