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［摘　要］目的：探讨ＡＰＣ基因在ＨＰＶ１６感染的宫颈癌及其癌前病变中的表达情况及相关性。方法：将接受
手术的３３例宫颈癌患者和２８例宫颈上皮内瘤变（ＣＩＮⅢ）患者分为宫颈癌组和ＣＩＮⅢ组，同期手术的３１例子宫
肌瘤或子宫腺肌症患者作为对照组；３组患者术前均行宫颈细胞凯普导流杂交人乳头瘤病毒 ＤＮＡ（ＨＰＶＤＮＡ）
检测ＨＰＶ１６，计算ＨＰＶ１６ＤＮＡ阳性表达率；ＲＴＰＣＲ及免疫组化方法检测 ＡＰＣｍＲＮＡ及 ＡＰＣ蛋白的表达，分析
宫颈癌及ＣＩＮⅢ组中ＨＰＶ１６ＤＮＡ阳性率与ＡＰＣｍＲＮＡ及蛋白表达的相关性。结果：宫颈癌组与 ＣＩＮＩＩＩ组的
ＨＰＶ１６ＤＮＡ阳性率明显高于对照组，差异有统计学意义（Ｐ＜００５）；宫颈癌组ＡＰＣｍＲＮＡ及蛋白的阳性表达率
低于照组，差异有统计学意义（Ｐ＜００５）；ＣＩＮⅢ组 ＡＰＣｍＲＮＡ表达率与对照组差异无统计学意义（Ｐ＞００５）；
宫颈癌及ＣＩＮⅢ组中ＨＰＶ１６ＤＮＡ阳性率与 ＡＰＣｍＲＮＡ及蛋白的表达呈负相关性（ｒ＝－０５７３，－０６１６；ｒ＝
－０５７３，－０６５４；Ｐ＜００５）。结论：ＡＰＣ基因与ＨＰＶ１６可能共同参与了宫颈由正常至ＣＩＮ进而发展为宫鳞癌
的恶性转变过程。
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　　宫颈癌是严重威胁女性生命的第二大恶性肿
瘤，在女性的恶性肿瘤中，其死亡率居妇女恶性肿

瘤之首。据估计，全球每年大约有５２９８００例宫颈
癌新增病例［１］，我国每年约有 ｌＯ万宫颈癌新发病
例，并已成为导致我国女性死亡的第三大因素［２］。

宫颈癌的发生发展是一个多因素、多步骤的长期过

程，其中涉及多个基因的改变而引发细胞的异常增

殖，导致宫颈癌发生。２０世纪９０年代中期，大量
的流行病学研究和分子生物学研究已经证实，人乳

头瘤病毒（ｈｕｍａｎｐａｐｉｌｌｏｍａｖｉｒｕｓ，ＨＰＶ）感染是宫颈
癌及宫颈上皮内瘤样病变（ｃｅｒｖｉｃａｌｉｎｔｒａｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ
ｎｅｏｐｌａｓｉａ，ＣＩＮ）发生的重要因素，持续的 ＨＰＶ感
染，是女性发生宫颈鳞癌的必要条件［３］。腺瘤性

结肠息肉病（ａｄｅｎｏｍａｔｏｕｓｐｏｌｙｐｏｓｉｓｃｏｌｉ，ＡＰＣ）基因
是由Ｈｅｒｒｅｒａ等［４］于１９８６年首次发现并由 Ｋｉｎｚｌｅｒ
和Ｇｒｏｄｅｎ等［５］首先分离出来，ＡＰＣ基因直接参与
Ｗｎｔ的信号传导途径，Ｗｎｔ信号传递途径的异常调
节可引起肿瘤发生［６－７］。

１　材料和方法

１１　临床资料
收集２０１２年３月～２０１３年８月接受广泛或次

广泛子宫切除联合盆腔淋巴结清扫术治疗的宫颈

癌患者（宫颈癌组）宫颈标本共３３例，年龄３３～６６
岁，平均４６１岁，术后病理诊断为宫颈鳞状细胞
癌，患者术前均未行化疗、放疗或免疫治疗等抗肿

瘤治疗；宫颈上皮内瘤变（ＣＩＮⅢ）标本（ＣＩＮⅢ组）
共２８例，年龄１６～５０岁，平均３９２岁，术后病理
回示为ＣＩＮⅢ，无异形性细胞浸润；３１例同期因子
宫肌瘤或子宫腺肌症患者（对照组），行全子宫切

除术，均经宫颈细胞 ＤＮＡ定量分析及宫颈液基细
胞学检查（ＴＣＴ）检测，年龄３９～６８岁，平均４７４
岁，术后病理宫颈组织未见癌变。

１２　试剂
ＲＮＡ提取试剂 Ｔｒｉｐｕｒｅｒｅａｇｅｎｔ（ＲＯＣＨＥ公

司），凯普ＨｙｂｒｉＭａｘ医用核酸分子快速杂交仪（凯
普生物化学有限公司提供），ＰＣＲ反应试剂盒、
ＤＬ２０００ＤＮＡＭａｒｋｅｒ（大连宝生物工程有限公司），
ＭＭｕｌｖＲｅｖｅｒｓｅＴｒａｎｓｃｒｉｐｔａｓｅ（Ｐｒｏｍｅｇａ公司），兔抗
人多克隆、兔抗人ＡＰＣ单克隆抗体（北京中衫生物

技术有限公司），免疫组化 ＳＰ试剂盒（ＤＡＫＯｅｎｖｉ
ｓｉｏｎＤｅｎＭａｒ）、ＤＡＢ显色试剂盒（福州迈新生物技
术有限公司）。

１３　实验方法
１３１　标本采集及处理　取３组手术患者宫颈移
行带组织，组织离体３０ｍｉｎ内用无菌 Ｅｐ管盛装，
放入－８０℃冰箱保存。
１３２　宫颈组织中 ＡＰＣｍＲＮＡ的表达　取宫颈
组织１００ｍｇ放入研磨钵液氮下研充分磨，将匀浆
液倒入１５ｍＬ离心管室温放置５ｍｉｎ，按 ＲＮＡ提
取试剂盒提取总 ＲＮＡ，取适量 ＲＮＡ样品，用核酸
蛋白定量仪测定Ａ２６０／Ａ２８０值和浓度。反应体系
２５μＬ。ＡＰＣ引物序列：上游引物为 ５′ＴＧＡＧ
ＧＡＡＴＴＴＧＴＣＴＴＧＧＣＧＡＧ３′，下 游 引 物 为 ５′
ＧＣＡＣＴＴＣＣＣＡＴＡＧＣＡＡＴＣＡＴＴ３′，扩增产物长度为
５２６ｂｐ。βａｃｔｉｎ引物序列：上游引物为 ５′ＣＴ
ＧＴＣＴＧＧＣＧＧＣＡＣＣＡＣＣＡ３′，下 游 引 物 为 ５′
ＧＣＡＡＣＴＡＡＧＴＣＡＴＡＧＴＣＣＧＣ３′，扩增产物长度为
２５４ｂｐ。ＰＣＲ反应条件：预变性９４℃ ３ｍｉｎ，变性
９４℃３０ｓ；退火（复性）５５℃３０ｓ，延伸７２℃４０ｓ，
ＡＰＣ基因循环３５次，βａｃｔｉｎ循环２８次，最后１次
延伸７２℃１０ｍｉｎ。ＰＣＲＭａｒｋｅｒｓＤ２０００（内含指示
剂）４μＬ点样于第１孔，ＰＣＲ产物８μＬ，适量０５
×ＴＢＥ电泳缓冲液，混匀后依次点样于其后各孔，
在１０％琼脂糖上进行凝胶电泳。应用凝胶成像
系统摄取各样本电泳图，将有条带显示的标本视为

阳性表达。

１３３　宫颈组织中 ＡＰＣ蛋白的表达　组织块
１０％中性甲醛固定后，石蜡包埋、切片，切片厚度约
４μｍ，每例选取５张，１张用ＰＢＳ缓冲液代替一抗，
作为阴性对照，其余行 ＡＰＣ免疫组化染色。石蜡
切片 ６５℃烤片、脱蜡、水化，放入 ３％Ｈ２Ｏ２中，
３７℃孵育２０ｍｉｎ，ＰＢＳ振洗，热修复抗原，滴加适
量正常牛血清封闭液，室温孵育１０ｍｉｎ；ＰＢＳ振洗
两遍后加封闭液，３７℃孵育３０ｍｉｎ，加１∶１００的一
抗（兔抗人ＡＰＣ多克隆抗体），阴性对照用 ＰＢＳ代
替一抗。３７℃孵育３０ｍｉｎ，４℃冰箱过夜；滴加二
抗ＳＰ（辣根过氧化物酶标记的链霉卵白素）３７℃
孵育１５ｍｉｎ，ＤＡＢ显色，苏木精轻度复染；梯度酒
精脱水，透明，封片；阅片、拍照，高倍镜下观察结

果。以细胞浆着色为黄色或棕黄色判定为 ＡＰＣ蛋
１２８
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白阳性目标，ＰＢＳ代替一抗为阴性对照。每例均随
机在高倍镜下观察５个视野（放大４００倍），计数
阳性细胞的个数，每个高倍视野计数３次，以其算
术平均值作为阳性细胞的个数。计数方法：阳性着

色细胞数≥１０％为阳性表达，阳性着色细胞数 ＜
１０％为阴性［９］。

１３４　宫颈组织中ＨＰＶ１６ＤＮＡ的表达　取１μＬ
ＤＮＡ进行 ＨＰＶＰＣＲ扩增，反应体系 ２５μＬ（ＤＮＡ
１μＬ将ＰＣＲＭｉｘ２３２５μＬ、Ｔａｑ酶０７５μＬ）。ＰＣＲ
条件９５℃预变性９ｍｉｎ，９５℃变性２０ｓ，５５℃退火
３０ｓ，７２℃延伸３０ｓ，循环４０次。取２０μＬＰＣＲ产
物进行杂交实验；在反应槽内加入 １ｍＬ预热至
４５℃的杂交液，温育２～５ｍｉｎ；将之前制备好的已
变性ＤＮＡ样品溶液加入０５ｍＬ预热至４５℃的杂
交液中，混匀，然后加上薄膜，温育１０ｍｉｎ后，进行
导流杂交；４５℃条件下，用预热至４５℃的杂交液冲
洗膜３次，每次 ０８ｍＬ；显色 ＨＰＶ分型，判读结
果。

１４　统计学方法
采用ＳＰＳＳ１５０统计学软件进行数据分析，计

数资料用率表示，组间比较采用 χ２检验。Ｐｅａｒｓｏｎ
列联系数检测各变量间的相关性，检验水准 ａ＝
００５，以Ｐ＜００５为差异有统计学意义。

２　结果
２１　宫颈组织中ＡＰＣ基因表达

宫颈癌组与 ＣＩＮＩＩＩ组的 ＨＰＶ１６ＤＮＡ阳性率
明显高于对照组，差异有统计学意义（Ｐ＜００５）；
宫颈癌组ＡＰＣｍＲＮＡ及蛋白的阳性表达率低于照
组，差异有统计学意义（Ｐ＜００５）；ＣＩＮⅢ组 ＡＰＣ
ｍＲＮＡ表达率与对照组差异无统计学意义（Ｐ＞
００５）。见表１。
表１　３组宫颈组织中ＡＰＣ基因表达（ｎ，％）
Ｔａｂ．１　ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＡＰＣｇｅｎｅｉｎｃｅｒｖｉｃａｌ

ｔｉｓｓｕｅｓｏｆｔｈｅｔｈｒｅｅｇｒｏｕｐｓ

分组 ｎ
ＡＰＣ蛋白
表达

ＡＰＣｍＲＮＡ
表达

ＨＰＶ１６ＤＮＡ
阳性

宫颈癌组 ３３ １２（３６４）（１） １０（３２３）（１） ２４（７２７）（１）
ＣＩＮⅢ组 ２８ ９（３２１）（１） １３（４６４） １７（６０７）（１）
对照组 ３１ ２１（６７７） １９（６１３） ３（９７）
（１）与对照组比较，Ｐ＜００５

２２　ＡＰＣ蛋白表达
对照组中可见大量细胞胞浆呈黄色或棕黄色，

即ＡＰＣ蛋白高表达（图１－Ａ）；ＣＩＮⅢ组可见部分
细胞包浆呈黄色或棕黄色，即ＡＰＣ蛋白弱表达（图
１－Ｂ）；宫颈癌组可见极少量细胞包浆呈黄色或棕
黄色（图１－Ｃ）。

Ａ．对照组宫颈组织　　　Ｂ．ＣＩＮⅢ组织　　　Ｃ．宫颈癌组织

图１　３组宫颈组织中ＡＰＣ蛋白的表达（ＳＰ法，×４００）
Ｆｉｇ．１　ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＡＰＣｐｒｏｔｅｉｎｉｎｃｅｒｖｉｃａｌｔｉｓｓｕｅｓｏｆｔｈｅｔｈｒｅｅｇｒｏｕｐｓ

２３　ＡＰＣ基因表达和ＨＰＶ１６感染的相关性分析
在宫颈癌及 ＣＩＮⅢ组中，ＨＰＶ１６ＤＮＡ阳性标

本ＡＰＣ蛋白及 ｍＲＮＡ表达率均较低，ＨＰＶ１６ＤＮＡ
阴性标本ＡＰＣ蛋白及 ｍＲＮＡ表达率较高，相关性
分析表明 ＨＰＶ１６感染与 ＡＰＣ蛋白及 ＡＰＣｍＲＮＡ
表达均呈负相关性。在对照组中，ＨＰＶＤＮＡ阳性
标本ＡＰＣ蛋白及ＡＰＣｍＲＮＡ均无表达，ＨＰＶＤＮＡ
阴性标本 ＡＰＣ蛋白及 ｍＲＮＡ表达率均较高
（１００％），相关性分析表明 ＨＰＶ感染与 ＡＰＣ蛋白
及ＡＰＣｍＲＮＡ表达无相关性。见表２。

３　讨论

宫颈癌的发生发展是一个多因素、多步骤的长

期过程，认为涉及多个基因的改变而引发细胞的异

常增殖，导致宫颈癌发生。ＣＩＮ是与宫颈浸润癌密
切相关的一组癌前病变，可反映宫颈癌发生发展中

的连续过程，从轻度ＣＩＮⅠ、中度ＣＩＮⅡ到重度ＣＩＮ
Ⅲ，如果继续发展则可发展为宫颈浸润癌（ｉｎｖａｓｉｖｅ
ｃｅｒｖｉｃａｌｃａｎｃｅｒ，ＩＣＣ）。ＨＰＶ属于乳多空病毒科Ａ

２２８
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表２　３组宫颈组织中ＡＰＣ基因表达和
ＨＰＶ感染的相关性分析

Ｔａｂ．２　ＣｏｒｒｅｌａｔｉｏｎｂｅｔｗｅｅｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＡＰＣ
ｇｅｎｅａｎｄＨＰＶｉｎｆｅｃｔｉｏｎｉｎｃｅｒｖｉｃａｌ
ｔｉｓｓｕｅｓｏｆｔｈｅｔｈｒｅｅｇｒｏｕｐｓ

分组
ＡＰＣ蛋白表达
ｒ Ｐ

ＡＰＣｍＲＮＡ表达
ｒ Ｐ

宫颈癌组 －０５７３ ＜００５ －０６１６ ＜００５
ＣＩＮⅢ组 －０５７３ ＜００５ －０６５４ ＜００５
对照组 ＞００５ ＞００５

亚群内的一组小分子双链 ＤＮＡ病毒，对皮肤及黏
膜上皮细胞具有强烈而特殊的嗜上皮性、高度组织

和宿主特异性。ＨＰＶ的致癌作用与 ＨＰＶＤＮＡ的
整合有关，其ＤＮＡ作为独立的外源染色体游离于
细胞核内，随后病毒核酸整合到宿主细胞内，使宿

主细胞发生突变。目前已分出 １００余种 ＨＰＶ
ＤＮＡ，其中３０多种与宫颈感染和病变有关。根据
其致病力的大小分为高危型和低危型两种，国际癌

症研究协会对９个国家１１次病例对照研究资料分
析，ＨＰＶ６、１１、４０、４２、４３、４４、５４，６１、７０、７２、８１，ｃｐ６
１０８等１２种归为低危型，主要引起生殖道肛周皮
肤和阴道下部的外生性湿疣类病变、扁平湿疣类病

变和低度子宫颈上皮内瘤样变（ＣＩＮＩ），多呈一过
性，可自然逆转；高危型主要为 ＨＰＶ１６、１８、３１、３３、
３５、３９、４５、５１、５２、５６、５８、５９、６８、７３、８２等１５种，主
要导致ＣＩＮＩＩ－ＩＩＩ级病变和宫颈癌的发生，持续高
危型 ＨＰＶ感染的 ＣＩＮⅠ级易进展为 ＣＩＮⅡ ～
Ⅲ［１０－１１］。大量的流行病学研究和分子生物学研究

已经证实，高危型 ＨＰＶ感染是宫颈癌及 ＣＩＮ发生
的重要因素，持续的ＨＰＶ感染，是女性发生宫颈鳞
癌的必要条件［１２］。ＨＰＶｌ６／１８是最重要的两种高
危型 ＨＰＶ，其中 ＨＰＶｌ６分别占 ４３９％、７２４％；
ＨＰＶ１８分别占 ３７％、２７９％［１３］。本研究选择的

ＨＰＶ阳性标本均为ＨＰＶ１６。大多数研究已经证实
ＨＰＶ感染仅仅为一过性的，并不意味着一定存在
癌前病变或癌变，仅说明存在 ＨＰＶ感染［１４］。从各

项关于宫颈癌及ＣＩＮ的ＨＰＶ感染率的研究结果中
可以看出，ＨＰＶ不是唯一的致病因素，宫颈癌和
ＣＩＮ各期还存在其他分子学方面的改变［１５－１７］。

目前，高危型 ＨＰＶ检测作为宫颈病变筛查重
要手段，但由于其缺乏特异，故临床上多结合液基

薄层检查（ＴＣＴ检查）以提高诊断正确性，降低漏
诊率。尽管如此，ＴＣＴ检查并不能减少对非典型鳞
状上皮细胞（ａｔｙｐｉｃａｌｓｑｕａｍｏｕｓｃｅｌｌｓｏｆｕｎｄｅｔｅｒ

ｍｉｎｅｄｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｃｅ，ＡＳＣＵＳ）的诊断，尽管 ＡＳＣＵＳ对
个体来说危险性较低，若忽略这部分患者将导致

ＳＩＬ的漏诊，且对有些癌前病变，因受观察者主观
因素的影响，难以做出准确诊断。ＡＰＣ基因是Ｗｎｔ
（ｗａｉｔｕｋｕｂｕｌｉｎａｔｉｏｎａｌｔｒａｉｌ，Ｗｎｔ）信号传导通路中重
要的抑癌基因，定位于染色体５ｑ２１，调节细胞生长
和自身稳定，在许多组织中均有表达。作为具有抑

制肿瘤发生的ＡＰＣ基因，早期的研究证实其为“看
门基因”，近年来大量的研究结果显示，ＡＰＣ基因
与肿瘤的发生发展有密切关系。如果能够将高危

型ＨＰＶ感染与分子改变联系起来作为临床筛查宫
颈病变的特异性标记物，将有望提高宫颈疾病筛检

的有效率。因此对宫颈病变组织中高危型ＨＰＶ感
染与ＡＰＣ基因改变的相关性的研究显得尤为重
要。本实验发现在 ＣＩＮⅢ及宫颈癌组织中 ＡＰＣ蛋
白及 ＡＰＣｍＲＮＡ表达均明显低于对照组宫颈组
织，并且随着宫颈病变程度的加重，ＡＰＣ基因的表
达率越来越低，即从对照组到ＣＩＮⅢ（癌前病变）组
及宫颈癌组，ＡＰＣｍＲＮＡ表达呈现出明显的下降趋
势，虽然宫颈癌组 ＡＰＣ蛋白的表达率低于 ＣＩＮⅢ
（癌前病变）组，这可能是因为在计算该基因蛋白

表达率时，采用的是细胞计数法，具有一定的主观

性，但其大体趋势与 ｍＲＮＡ的表达是一致的。有
研究发现，ＡＰＣ基因在宫颈 ＣＩＮ及宫颈癌组织中
表达均明显低于正常宫颈黏膜，表明在癌前病变宫

颈黏膜组织中 ＡＰＣ基因表达己出现异常，可见
ＡＰＣ基因在宫颈癌的早期阶段即参与了宫颈癌的
发生［１８］。本实验还发现 ＨＰＶ１６阳性的宫颈组织
中，ＡＰＣ蛋白及ＡＰＣｍＲＮＡ表达均较低，ＨＰＶ１６感
染与ＡＰＣ蛋白及 ｍＲＮＡ表达均呈负相关性，提示
ＡＰＣ基因的低表达与高危型ＨＰＶ可能协同作用于
宫颈癌的发生发展。

本实验仅对ＡＰＣｍＲＮＡ和蛋白表达情况进行
了定性研究，存在一定的局限性，今后研究将扩大

样本量，加入对ＡＰＣ定量分析等方法，以便对 ＡＰＣ
基因在宫颈癌中的作用进行更深入的研究。
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