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  摘 要:目的 探讨P16/Ki-67双染诊断宫颈上皮内病变(CIN)的价值,并分析其与宫颈活检的一致性。
方法 选择2021年11月至2023年4月上海市松江区中心医院的92例疑似CIN患者为研究对象。所有患者

均采用高危人乳头瘤病毒(HR-HPV)、P16/Ki-67双染两种方法进行检测,以宫颈活检为金标准,探讨两种检测

方式对CIN的诊断价值,并分析两种检测方式诊断CIN分级与宫颈活检的一致性。结果 宫颈活检结果显

示,92例疑似CIN 患者中阳性74例(80.43%),其中CIN
 

Ⅰ级26例,Ⅱ级32例,Ⅲ级16例;阴性18例

(19.57%);以宫颈活检结果为金标准,P16/Ki-67双染诊断CIN的准确度高于HR-HPV检查(P<0.05);受试

者工作特征曲线分析结果显示,HR-HPV、P16/Ki-67双染诊断CIN的曲线下面积分别为0.760、0.890,均具有

一定诊断价值;HR-HPV评估CIN分级与宫颈活检的一致性较为理想(Kappa=0.707,P<0.05);P16/Ki-67
双染检查评估CIN分级与宫颈活检的一致性极好(Kappa=0.832,P<0.05)。结论 P16/Ki-67双染在CIN
中具有较高诊断价值,在判定CIN分级中与宫颈活检一致性极好,能够为临床诊断提供参考。

关键词:宫颈上皮内病变; P16/Ki-67双染; 高危人乳头瘤病毒; 宫颈活检

DOI:10.3969/j.issn.1673-4130.2023.24.005 中图法分类号:R446.8
文章编号:1673-4130(2023)24-2970-05 文献标志码:A

P16/Ki-67
 

double
 

dye
 

the
 

value
 

of
 

diagnosis
 

of
 

cervical
 

intraepithelial
 

lesions
 

and
 

cervical
 

biopsy
 

consistency
 

analysis*

QIAN
 

Xiuhong,QIU
 

Chengmin
Department

 

of
 

Pathology,Shanghai
 

Songjiang
 

District
 

Central
 

Hospital,Shanghai
 

201600,China
Abstract:Objective To

 

evaluate
 

the
 

role
 

of
 

P16/Ki-67
 

double
 

dye
 

in
 

the
 

diagnosis
 

of
 

cervical
 

intraepithe-
lial

 

lesion
 

(CIN)
 

value,and
 

to
 

analyze
 

its
 

consistency
 

with
 

cervical
 

biopsy.Methods A
 

total
 

of
 

92
 

patients
 

with
 

suspected
 

CIN
 

in
 

Shanghai
 

Songjiang
 

District
 

Central
 

Hospital
 

from
 

November
 

2021
 

to
 

April
 

2023
 

were
 

selected
 

as
 

the
 

research
 

objects.All
 

patients
 

underwent
 

high-risk
 

human
 

papillomavirus
 

(HR-HPV)
 

and
 

P16/
Ki-67

 

double
 

dye.Taking
 

cervical
 

biopsy
 

as
 

the
 

gold
 

standard,the
 

diagnostic
 

value
 

of
 

the
 

two
 

detection
 

meth-
ods

 

for
 

CIN
 

was
 

analyzed,as
 

well
 

as
 

the
 

consistency
 

of
 

the
 

two
 

detection
 

methods
 

in
 

the
 

diagnosis
 

of
 

CIN
 

clas-
sification

 

and
 

cervical
 

biopsy.Results The
 

results
 

of
 

cervical
 

biopsy
 

showed
 

that
 

74
 

cases
 

(80.43%)
 

of
 

92
 

suspected
 

CIN
 

patients
 

were
 

positive,including
 

26
 

cases
 

of
 

CIN
 

Ⅰ,32
 

cases
 

of
 

CIN
 

Ⅱ
 

and
 

16
 

cases
 

of
 

CIN
 

Ⅲ,
and

 

18
 

cases
 

(19.57%)
 

were
 

negative.Taking
 

cervical
 

biopsy
 

results
 

as
 

the
 

gold
 

standard,P16/Ki-67
 

double
 

dye
 

was
 

more
 

accurate
 

than
 

HR-HPV
 

test
 

in
 

the
 

diagnosis
 

of
 

CIN
 

(P<0.05).The
 

receiver
 

operating
 

charac-
teristic

 

(ROC)
 

curve
 

showed
 

that
 

the
 

area
 

under
 

the
 

curve
 

of
 

HR-HPV
 

and
 

P16/Ki-67
 

double
 

dye
 

for
 

CIN
 

di-
agnosis

 

was
 

0.760
 

and
 

0.890,respectively,all
 

of
 

them
 

had
 

certain
 

diagnostic
 

value.The
 

consistency
 

between
 

HR-HPV
 

evaluation
 

of
 

CIN
 

classification
 

and
 

cervical
 

biopsy
 

was
 

consistent
 

(Kappa=0.707,P<0.05).The
 

consistency
 

between
 

P16/Ki-67
 

double
 

dye
 

and
 

cervical
 

biopsy
 

was
 

excellent
 

(Kappa=0.832,P<0.05).Con-
clusion P16/Ki-67

 

double
 

dye
 

with
 

a
 

high
 

diagnostic
 

value
 

in
 

CIN,consistency
 

in
 

determining
 

CIN
 

grade
 

and
 

cervical
 

biopsy
 

is
 

wonderful,which
 

can
 

provide
 

reference
 

for
 

clinical
 

diagnosis.
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  宫颈癌是一种常见的妇科恶性肿瘤,可使患者出

现阴道不规则流血、白带异常、腰腹酸痛等症状,若治

疗不及时,还可能引起多器官功能衰竭,甚至危及患

者生命[1]。宫颈癌的发生、发展是由宫颈不典型增生
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连续发展至宫颈癌的过程。宫颈不典型增生是一种

癌前状态,包括宫颈上皮内病变(CIN)Ⅰ级、CINⅡ
级、CINⅢ级3个等级,若未能及时采取有效的干预措

施,则其恶变率分别可达15%、30%、60%[2]。因此,
寻找有效的诊断方法早期发现高危患者,并给予规

范、科学的干预措施对防治宫颈癌具有重要意义。自

1950年初宫颈巴氏涂片用于宫颈癌筛查以来,宫颈癌

的早期病变检出率已明显提升了,宫颈癌病死率大大

降低,但传统巴氏涂片的假阳性率约为30%,假阴性

率为15%~50%,诊断准确度仍不理想[3]。随着医疗

技术发展,宫颈薄层细胞学检查被逐渐应用于宫颈癌

筛查,通过将宫颈内、外细胞刷洗在细胞保存液中,并
采用计算机控制程序化处理碎片,分离上皮细胞与血

液、黏液,再均匀平铺于玻片上观察。与传统巴氏涂片

相比,该检查方式具有细胞结构清晰、背景清晰易辨等

优点,便于更好地发现CIN[4]。然而,宫颈薄层细胞学

检查不典型鳞状细胞时,易出现模棱两可的诊断结果,
如何筛查不典型鳞状细胞的CIN患者仍值得探讨。

近年研究表明,人乳头瘤病毒(HPV)与CIN及

宫颈癌存在关系,尤其是 HPV-16、18型等高危人乳

头瘤病毒(HR-HPV),其中约90%的宫颈鳞状上皮

癌患 者 可 检 出 HR-HPV,HPV-16 检 出 率 超 过

70%[5-6]。而P16已被证实在 HR-HPV感染中高表

达,被认为是CIN的替代标志物[7]。但P16高表达不

仅存在于异常增生的细胞中,也存在于子宫内膜细

胞、输卵管化生细胞及正常子宫颈柱状细胞中,特异

性较低。Ki-67是一种核抗原和细胞增殖标志物,正
常生理状态下,Ki-67与P16相互排斥。因此,有研究

认为,细胞内同时出现Ki-67和P16高度表达则预示

着细胞周期失调,可能发展为 HR-HPV感染[8]。基

于此,本研究以疑似CIN患者为研究对象,探讨P16/
Ki-67双染诊断CIN的价值及分析其与宫颈活检的

一致性,以期为CIN患者的诊疗提供参考依据。现报

道如下。
1 资料与方法

1.1 一般资料 选择2021年11月至2023年4月上

海市松江区中心医院的92例疑似CIN患者为研究对

象,年龄31~69岁,平均(46.38±7.63)岁;体重指数

19~29
 

kg/m2,平均体重指数(25.61±2.18)kg/m2;
临床症状:白带增多46例,同房出血10例,白带夹血

28例,绝经后出血4例,其他4例。
1.2 入组标准 纳入标准:(1)均完成 HR-HPV、
P16/Ki-67双染检查;(2)接受宫颈活检;(3)检测报告

完整;(4)患者或家属签署知情同意书。排除标准:
(1)检测前接受放射治疗、化学治疗或生物免疫治疗;
(2)合并宫颈息肉、宫颈尖锐湿疣等其他宫颈疾病;
(3)合并自身免疫性疾病;(4)合并严重肝肾功能异

常;(5)既往有子宫切除治疗史或存在其他子宫破坏

性治疗;(6)合并认知功能障碍或精神异常;(7)妊娠

或哺乳期女性。

1.3 方法 嘱咐受检者检查前2~3
 

d禁止性生活,
以及阴道用药、妇科检查等。受检者取膀胱截石位,
使用阴窥器充分暴露宫颈,采用细胞刷收集宫颈细

胞,置入保存液中于4
 

℃环境下保存待测。
1.3.1 HR-HPV

 

DNA分析 取1
 

mL细胞学标本,
采用cobas

 

HPV检测法(美国Roche
 

Molecular
 

Sys-
tems公司)进行 HR-HPV检测和基因分型。采用实

时荧光定量PCR技术和自动制样技术检测14种 HR-
HPV基因型,分别为HPV-16、18、31、33、35、39、45、51、
52、56、58、59、66、68型,DNA提取采用 KG203快速

DNA提取检测试剂盒[天根生化科技(北京)有限公

司],DNA扩增采用T100PCR扩增仪(美国伯乐公司)。
1.3.2 P16/Ki-67双染 取保存液中剩余细胞学标

本置于离心管中,以2
 

500
 

r/min离心10
 

min,去除上

层液体,保留底部沉渣,加入“细胞快速固定剂组合

物”(本院专利)使沉渣快速凝聚成团,取出后用滤纸

纱布包好置于包埋盒中,中性福尔马林固定不少于

1
 

h,置于脱水机常规脱水,石蜡包埋,以4
 

μm的厚度

连续切片石蜡标本2张,一张切片行常规 HE染色,
另一张切片采用P16/Ki-67检测试剂盒(河南赛诺特

生物),遵循说明书行手工免疫组织化学双重染色,最
后用水性封片剂封片,自然风干后读取检测结果。判

读标准:1个细胞内同时出现P16信号、Ki-67信号胞

核红染和胞质棕染视为阳性;P16信号、Ki-67信号均

不显色或单独显色则视为阴性。所有载玻片均由2
名资深病理医师进行盲检。见图1、2。

图1  病例1细胞块P16/Ki67双染(×200)

1.3.3 宫颈活检 由具有5年以上经验的医师采用

德国莱斯康公司生产的光学电子阴道镜(LEISEG-
ANG-3ML型)进行宫颈活检,受检者取膀胱截石位,
阴窥器辅助暴露宫颈,清理宫颈表面分泌物,取3%~
5%的冰醋酸涂抹于宫颈表面,观察宫颈转化区、柱状

上皮、鳞状上皮等部位的宫颈上皮表面构型、血管形

态、边界清晰度,并进行异常阴道镜图像筛查,再于宫

颈涂抹2%的卢戈碘液,进一步观察病变,依据患者个

体情况选择单一阴道镜检查取材或宫颈管搔刮术取

材,由资深病理医师判读结果,完成CIN诊断,并判定

CIN分级。阴道镜图像判定标准:阴道镜图像锁定范

围内存在醋酸白斑、白色上皮、镶嵌、异型血管、点状
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血管及碘阴性区、白环/白色腺体、真性糜烂等视为异

常;受检者宫颈转化区、柱状上皮、原始鳞状上皮的阴

道镜图像锁定范围内无任何病变迹象视为未发生异

常。CIN分级判定标准[9]:依据国际宫颈病理与阴道

镜联盟制定的CIN诊断标准判定CIN分级,所有诊

断均依据受检者宫颈临床表现、颜色及醋酸反应、位
置、边界清晰度、表面构型、病变面积和既往资料等综

合判断。受检者宫颈存在轻度不典型增生为CIN
 

Ⅰ
级,受检者宫颈存在中度不典型增生为CIN

 

Ⅱ级,受
检者宫颈存在重度不典型增生和原位癌为CIN

 

Ⅲ级。
见图3、4。

图2  病例2细胞块P16/Ki-67双染(×200)

图3  病例1细胞块 HE切片(×100)

图4  病例2细胞块 HE切片(×100)

1.4 观察指标 (1)统计宫颈活检结果。(2)以宫颈

活检结果为金标准,分析 HR-HPV、P16/Ki-67双染

检查诊断CIN的效能。(3)分析 HR-HPV、P16/Ki-
67双染检查评估CIN分级与宫颈活检的一致性。

1.5 统计学处理 采用SPSS23.0软件进行数据处

理和分析,计数资料以例数和百分率表示,组间比较

采用χ2 检验;绘制受试者工作特征(ROC)曲线分析

HR-HPV、P16/Ki-67双染诊断CIN的价值,曲线下

面积(AUC)≤0.50视为无诊断价值;0.50<AUC≤
0.70视为诊断价值较低;0.70<AUC≤0.9视为诊断

价值中等;AUC>0.9视为诊断价值较高;HR-HPV、
P16/Ki-67双染检查评估CIN分级与宫颈活检的一

致性,采用Kappa一致性检验,Kappa>0.75表明一

致性极好,0.40~0.75表明一致性较为理想,<0.40
表明一致性差。以P<0.05为差异有统计学意义。
2 结  果

2.1 宫颈活检结果 宫颈活检结果显示,92例疑似

CIN患者中阳性74例(80.43%),其中CIN
 

Ⅰ级26
例,Ⅱ级32例,Ⅲ级16例;阴性18例(19.57%)。
2.2 HR-HPV、P16/Ki-67双染检查诊断CIN的价

值 以宫颈活检结果为金标准,P16/Ki-67双染诊断

CIN的准确度高于 HR-HPV检查(P<0.05);两组

诊断灵敏度、特异度、阳性预测值、阴性预测值比较,
差异无统计学意义(P>0.05);

 

ROC曲线分析结果

显示,HR-HPV、P16/Ki-67双染诊断CIN的AUC分

别为 0.760、0.890,均 具 有 一 定 诊 断 价 值。见

表1~4。
表1  HR-HPV检查诊断CIN的价值(n)

HR-HPV检查
宫颈活检结果

阳性 阴性
合计

阳性 59 5 64

阴性 15 13 28

合计 74 18 92

表2  P16/Ki-67双染检查诊断CIN的价值(n)

P16/Ki-67双染检查
宫颈活检结果

阳性 阴性
合计

阳性 66 2 68

阴性 8 16 24

合计 74 18 92

表3  HR-HPV、P16/Ki-67双染对CIN的诊断效能(%)

项目 灵敏度 特异度 准确度
阳性

预测值

阴性

预测值

HR-HPV检查 79.73 72.22 78.26 95.16 43.33

P16/Ki-67双染检查 89.19 88.89 89.13 97.06 66.67

χ2 2.522 0.709 3.983 0.011 2.920

P 0.112 0.400 0.046 0.916 0.088

2.3 HR-HPV、P16/Ki-67双染检查评估CIN分级

与宫颈活检的一致性 HR-HPV评估CIN分级与宫

颈活检一致性较为理想(Kappa=0.707,P<0.05),
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P16/Ki-67双染检查评估CIN分级与宫颈活检的一 致性极好(Kappa=0.832,P<0.05)。见表5、6。

表4  HR-HPV、P16/Ki-67双染诊断CIN的效能

项目 AUC 标准误 P 95%CI 灵敏度 特异度 约登指数

HR-HPV检查 0.760 0.067 0.001 0.628~0.892 0.722 0.797 0.519

P16/Ki-67双染检查 0.890 0.048 <0.001 0.797~0.984 0.889 0.892 0.781

表5  HR-HPV评估CIN分级与宫颈活检的一致性(n)

HR-HPV
宫颈活检结果

CIN
 

Ⅰ级 CIN
 

Ⅱ级 CIN
 

Ⅲ级
合计

CINⅠ级 21 2 1 24

CINⅡ级 4 26 2 32

CINⅢ级 1 4 13 18

合计 26 32 16 74

表6  P16/Ki-67双染检查评估CIN分级与宫颈

   活检的一致性(n)

P16/Ki-67双染检查
宫颈活检结果

CIN
 

Ⅰ级 CIN
 

Ⅱ级 CIN
 

Ⅲ级
合计

CIN
 

Ⅰ级 23 2 0 25

CIN
 

Ⅱ级 2 29 2 33

CIN
 

Ⅲ级 1 1 14 16

合计 26 32 16 74

3 讨  论

现阶段,宫颈癌仍是威胁我国女性健康的严重公

共卫生问题,积极探索合适的宫颈癌筛查方法十分必

要。目前,发达国家常采用 HPV检查联合液基细胞

学检查筛查宫颈癌,诊断准确性较高,但该检查方式

价格高昂,且对医生专业技能要求较高,导致其难以

在基层医院推广应用[10]。宫颈活检是临床诊断宫颈

癌的金标准,但该检查方式属有创性操作,会对患者

产生一定创伤,易诱发宫颈出血或宫颈炎症,不适用

于宫颈癌普查[11]。因此,积极探索无创、准确、价格低

廉的宫颈疾病筛查方式成为研究热点。
当前,宫颈薄层细胞学检查联合 HR-HPV检测

是临床筛查宫颈癌的重要手段,但宫颈薄层细胞学检

查对病理科医师的临床经验依赖性较强,诊断结果具

有较高主观性,灵敏度较低,易出现漏诊情况;HR-
HPV检测难以区分转化型 HR-HPV感染和一过性

HR-HPV感染[12]。HR-HPV阳性、宫颈薄层细胞学

检查结果阴性在临床较为常见,大量阴道镜转诊易造

成过度医疗。因此,寻找一种分流 HR-HPV阳性、宫
颈薄层细胞学检查阴性患者的客观管理方法,明确

CIN风险的生物学指标具有重要价值。
近年来,P16/Ki-67双染检查逐渐应用于疑似

CIN患者中,且取得理想诊断效能。P16蛋白是多种

肿瘤抑制基因所编码的蛋白,是细胞周期蛋白依赖性

抑制剂,该蛋白高度表达表明宫颈细胞处于细胞周期

阻滞期[13]。Ki-67是在分裂细胞中表达的一种核蛋

白,能够反映细胞增殖活跃和细胞周期进展,其染色

阳性 表 示 宫 颈 细 胞 处 于 细 胞 周 期 的 增 殖 期[14]。
LORENZI等[15]研究指出,P16/Ki-67双染阳性是检

测宫颈癌风险的准确工具。TAKACS等[16]研究表

明,P16/Ki-67双染检查能够确定高级别宫颈病变。
本研究对比HR-HPV检查与P16/Ki-67双染检查诊

断CIN,结果显示,以宫颈活检结果为金标准,P16/
Ki-67双染检查诊断 CIN 的准确度(89.13%)高于

HR-HPV检查(78.26%)。P16能够引起细胞周期紊

乱,介导细胞的无限增殖,在CIN诊断、评估中应用广

泛。有研究指出,P16是一种抑癌基因,参与细胞周

期的调控,在 CIN 的发生及发展中发挥重要作用,
P16持续高表达能够影响肿瘤细胞活性及细胞周

期[17]。国外研究表明,P16被发现能转化为癌细胞的

异常细胞,在一定程度上提示宫颈病变[18]。但在细胞

学标本中P16具有较强的非特异性着色,在发育不良

的细胞、萎缩细胞或正常化生细胞中均可发现P16高

表达,甚至染色于宫颈正常柱状细胞及子宫内膜细胞

中,而在未经处理的液基细胞标本中,P16阳性率超

过80%。此外,P16染色结果判读需结合细胞形态,
增加阅片医师工作量,单纯P16染色仍未能获得理想

效果。一般情况下,Ki-67属增值性细胞核抗原,仅在

G0 期表达缺失,是一种细胞增殖标志物,在恶性肿瘤

辅助诊断及预后评估中应用广泛[19]。正常情况下,
Ki-67和P16表达相互制约,不会同时出现于同一细

胞中。当Ki-67和P16同时染色阳性时则表明细胞

周期调控失衡,提示HPV感染,高级别鳞状上皮内病

变可能性较大,且可能发展为宫颈癌[20]。因此,P16/
Ki-67双染能够进一步诊断病变细胞,且不依赖细胞

形态学检测,能够保证检测结果的可重复性和客观

性,便于更好地区分假阳性和真阳性结果,在临床诊

疗中具有重要指导意义。
本研究结果还显示,P16/Ki-67双染检查评估

CIN分级与宫颈活检的一致性极好。考虑其原因在

于,良性宫颈组织与恶性宫颈组织增殖情况不同,正
常细胞需更新换代,但细胞增值率不足3%,而良性肿

瘤增 值 率 在5%~10%,恶 性 肿 瘤 增 值 率 则 超 过

10%,且多数情况下Ki-67可随肿瘤细胞恶性程度增

高而增殖[21]。P16/Ki-67双染诊断灵敏度及特异度

均较高,能够提高宫颈癌筛查效能,预测宫颈癌发展
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方向,提高疾病早期检出率。此外,P16/Ki-67双染检

查是无需依赖细胞形态学,对仪器、设备要求较低,学
习周期较短,可有效减轻检验人员工作强度及压力,
节约医疗资源。

综上所述,P16/Ki-67双染在CIN中具有较高诊

断价值,在判定CIN分级中与宫颈活检一致性极好,
可作为一种有效的患者分流工具或细胞联合筛查工

具,能够相对客观、明确地帮助医师判断是否需要做

进一步检查,为临床诊疗提供依据。
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