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Ⅰ级宫颈上皮内瘤变中ＨＰＶ病毒载量与Ｐ１６蛋白表达的相关性及预后意义
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　　［摘要］　目的　探讨宫颈上皮内瘤变（ｃｅｒｖｉｃａｌｉｎｔｒａｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｎｅｏｐｌａｓｉａ，ＣＩＮ）Ⅰ级组织中ＨＰＶ病毒载量与Ｐ１６蛋白表
达的相关性及二者用于预测ＣＩＮⅠ转归的可行性。方法 　选择２００８年５月至２０１０年１月，重庆市妇幼保健院宫颈专科
门诊，经组织学确诊为ＣＩＮⅠ患者１０３例，确诊ＣＩＮⅠ同时以第二代杂交捕获法（ｈｙｂｒｉｄｃａｐｔｕｒｅⅡ，ＨＣ２）检测高危型ＨＰＶ
（ＨＲＨＰＶ）病毒载量，采用免疫组化ＳＰ法检测其相应宫颈组织中Ｐ１６蛋白表达，分析二者相关性。分别于随访６、１２、１８、
２４个月复查细胞学、阴道镜，必要时重复宫颈活检。以随访第２４个月组织学检查结果为病变转归结局，分析ＨＰＶ病毒载
量及Ｐ１６蛋白表达作为ＣＩＮⅠ病变转归预测指标的可行性。结果 　①ＣＩＮⅠ组织中ＨＰＶ阳性率为６９．９０％（７２／１０３），Ｐ１６
蛋白阳性表达率为３８．８３％（４０／１０３），Ｐ１６蛋白表达与ＨＰＶ病毒载量二者之间呈正相关（ｒｓ＝０．５６８８，Ｐ＜０．０１）；②随访
２４个月，ＣＩＮⅠ病变总进展率为１１．６５％（１２／１０３）；③以Ｐ１６蛋白表达评分≥６分作为 ＣＩＮⅠ进展的预测指标，其敏感性、
特异性及阴性预测值分别为９１．６７％、９６．７０％、９８．８８％（Ｐ＜０．０１）；以 ＨＲＨＰＶ病毒载量≥１００ＲＬＵ／ＣＯ为预测指标，其
敏感性、特异性和阴性预测值分别为５８．３３％、８１．３２％、９３．６７％（Ｐ＜０．０１）。结论 　 Ｐ１６蛋白表达强度及ＨＲＨＰＶ病毒
载量与ＣＩＮⅠ病变转归密切相关，可以作为ＣＩＮⅠ进展风险的预测指标。
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　　宫颈癌是女性生殖系统最常见恶性肿瘤，子宫颈
上皮内瘤变（ｃｅｒｖｉｃａｌｉｎｔｒａｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｎｅｏｐｌａｓｉａ，ＣＩＮ）是
宫颈癌前病变，合理干预 ＣＩＮ可以有效阻断宫颈癌的
发生和发展。ＣＩＮ具有进展、退化或保持不变３种生
物学行为，尤其是轻度 ＣＩＮ（Ⅰ级）具有较高的自然转
阴率［１］。目前尚缺乏确切的方法用于判断 ＣＩＮ的预
后转归，临床上对 ＣＩＮⅠ的治疗存在过度与不足［２］。

Ｐ１６基因又称多肿瘤抑制基因，其编码产生的 Ｐ１６蛋
白通过抑制细胞周期 ｃｙｃｌｉｎＤＣＤＫ４／６ｐＲｂＥ２Ｆ途径，
负调控细胞周期。研究表明，Ｐ１６的表达异常与高危
型人乳头瘤病毒（ｈｉｇｈｒｉｓｋｈｕｍａｎｐａｐｉｌｌｏｍａｖｉｒｕｓ，ＨＲ
ＨＰＶ）感染所致的宫颈癌密切相关［３］，并认为ＨＲＨＰＶ
病毒载量与宫颈病变的程度呈正相关［４］，本课题通过

前瞻性队列研究，分析 ＣＩＮⅠ中 Ｐ１６蛋白表达与 ＨＰＶ
病毒载量的相关性，及二者分别与 ＣＩＮⅠ病变发展方
向的关系，评价其用于预测ＣＩＮⅠ转归的可行性，为临
床上采用合理的干预措施提供依据。

１　资料与方法

１．１　研究对象
　　选择２００８年５月至２０１０年１月，重庆市妇幼保健院宫颈
专科门诊患者中，参照文献［５］纳入标准的ＣＩＮⅠ患者，患者充
分知情同意，愿意选择以单纯随访为临床治疗方案，并具备随

访条件。入选并全部完成２年随访病例共１０３例，年龄１８～４８
（３２．０２±１５．７６）岁，确诊 ＣＩＮⅠ同时以 ＨＣ２法检测 ＨＲＨＰＶ
病毒载量，采用免疫组化（ＳＰ）法检测其相应宫颈组织中 Ｐ１６
蛋白表达。分别于随访６、１２、１８个月复查ＴＣＴ、阴道镜，必要时
重复宫颈活检或行宫颈锥切手术，未行宫颈锥切手术者于随访

第２４个月再次行阴道镜下宫颈多点活检及宫颈管搔刮术，确
定其组织学转归。研究期间皆使用安全套避孕。

１．２　仪器与方法
１．２．１　ＨＲＨＰＶ病毒载量检测　　标本采集：于研究对象月
经干净３～７ｄ，无性生活，以专用宫颈脱落细胞采集器进行采
样。窥阴器充分暴露宫颈后，轻轻擦拭去除宫颈表面分泌物，

将专用宫颈刷紧贴宫颈口，顺时针旋转３圈以获取足量的上皮
细胞样本，然后将宫颈刷头部放入洗脱管中，沿刷柄固定折痕

处折断，旋紧洗脱管盖，做好样本标识，直立放置，１周内检测。
病毒载量检测方法：采用 ＨＣ２法（美国 Ｄｉｇｅｎｅ公司），检测样
本中ＨＰＶＤＮＡ含量（以此表示 ＨＰＶ载量）［６］。ＨＣ２采用９６
孔平板法，可１次检测１３种ＨＲＨＰＶ（即ＨＰＶ１６、１８、３１、３３、３５、

３９、４５、５１、５２、５６、５８、５９和６８型）。
１．２．２　Ｐ１６蛋白表达检测　　采用免疫组化ＳＰ法，取宫颈组
织石蜡标本行４μｍ厚连续切片，主要染色步骤参照试剂盒说
明书进行。兔抗人Ｐ１６多克隆抗体及阳性对照切片均购自福
州迈新生物技术有限公司。

１．３　结果判定标准
１．３．１　ＨＲＨＰＶ病毒载量　　ＨＰＶＤＮＡ含量为检测样本的相对
光单位（ｒｅｌａｔｉｖｅｌｉｇｈｔｕｎｉｔ，ＲＬＵ）与标准阳性对照平均值（ＣＯ）的比
值，相当于标本中检出的ＨＰＶ载量（ｐｇ／ｍｌ），检测值≥１ＲＬＵ／ＣＯ
为阳性，参照文献［７］将ＨＰＶ载量分级（ＲＬＵ／ＣＯ）：阴性：＜１；
低载量１～＜１０；中低载量１０～＜１００；中高载量１００～＜１０００；
高载量≥１０００。
１．３．２　Ｐ１６蛋白表达　　细胞核和细胞质出现棕黄色颗粒为
阳性细胞。采用显微摄像计算机图像分析系统计算蛋白表达

强度（排除间质细胞阳性）。

　　判定标准：采用Ｇａｔａｌｉｃａ等［８］半定量方法，将染色强度（ｉｎ
ｔｅｎｓｉｔｙ，Ｉ）分为４级：无染色为０，低度染色为１，中度染色为２，
强染色为３。计算阳性细胞百分率（ｐｅｒｃｅｎｔａｇｅ，Ｐ），０％ ＝０分；
＜１０％＝１分；１０％～５０％＝２分；５１％～８０％＝３分；＞８０％ ＝
４分。评分＝Ｉ×Ｐ，在 ０～１２分之间。按评分分级：（－）＜４
分；（＋）４～５分；（＋＋）６～８分；（＋＋＋）９～１２分。
１．３．３　组织学转归　　组织学诊断标准：ＣＩＮⅠ为轻度宫颈上
皮内不典型增生；ＣＩＮⅡ为中度宫颈上皮内不典型增生；ＣＩＮⅢ
为重度宫颈上皮内不典型增生及宫颈原位癌。以随访第２４个
月组织学检查结果为本研究病变转归结局，随访期间因病变进

展行宫颈锥切手术者以锥切术后病检结果为病变转归结局。

转归结局包括：未发现 ＣＩＮ病变存在判为消退；ＣＩＮⅠ病变持
续存在判为持续；发现ＣＩＮⅡ及以上病变判为进展［９］。

１．４　统计学方法
　　采用ＳＰＳＳ１１．０统计软件进行统计学分析，计数资料采用
χ２检验或四格表确切概率检验，两者相关性用非参数Ｓｐｅａｒｍａｎ
等级相关分析。

２　结果

２．１　Ｐ１６蛋白在 ＣＩＮⅠ组织中的表达及与 ＨＲＨＰＶ
病毒载量的关系

　　ＣＩＮⅠ组织中 Ｐ１６阳性细胞主要分布于宫颈鳞状上皮下
１／３，少数分布于基底层和旁基底细胞层，染色均匀，着色较浅，
Ｐ１６阳性表达率为 ３８．８３％（４０／１０３）。其中 ６例（５．８３％，
６／１０３）阳性细胞分布区域较宽，出现粗大深染颗粒，为（＋＋＋）
表达，其对应的 ＨＰＶＤＮＡ载量较高。ＨＰＶ阳性率为６９．９０％
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（７２／１０３），ＨＰＶ阳性者病毒载量数据呈正态分布，主要集中于中
低载量（４３．０６％，３１／７２）及中高载量（２６．３９％，１９／７２）组。见表
１。经Ｓｐｅａｒｍａｎ等级相关分析，在ＣＩＮⅠ组织中，Ｐ１６蛋白表达与
ＨＰＶ病毒载量二者之间呈正相关性（ｒｓ＝０．５６８８，Ｐ＜０．０１）。

表１　１０３例ＣＩＮⅠ组织中ＨＰＶ载量与Ｐ１６蛋白表达

Ｐ１６蛋白表达（ｎ）ＨＰＶ载量

（ＲＬＵ／ＣＯ）
ｎ ＨＰＶ

－ ＋ ＋＋ ＋＋＋

＜１ ３１ ０．３２±０．４６ ２８ ３ ０ ０

１～＜１０ １７ ４．７２±３．５９ １４ １ ２ ０

１０～＜１００ ３１ ４４．８９±４０．５８ １８ ９ ３ １

１００～＜１０００ １９ ５４６．５３±５９４．１１ ３ １３ １ ２

≥１０００ ５ ２２５８．７３±１６１０．１６ ０ ０ ２ ３

２．２　Ｐ１６蛋白表达及 ＨＲＨＰＶ病毒载量与 ＣＩＮⅠ病
变转归的关系

　　本组１０３例病例皆按时完成２４个月随访，随访过程中暂
未发现病变进展后再自然逆转现象，其中１例于随访第１２个
月、３例于随访第１８个月发现病变进展为ＣＩＮⅢ、３例于随访第
１８个月发现病变进展为 ＣＩＮⅡ行宫颈 ＬＥＥＰ或锥切治疗；４例
于随访第１２个月、１例于随访第２４个月发现病变进展为 ＣＩＮ
Ⅱ，因患者拒绝宫颈手术，目前仍在随访中。总病变进展率为
１１．６５％（１２／１０３）。见表２。

表２　Ｐ１６蛋白表达及ＨＲＨＰＶ载量与ＣＩＮⅠ病变转归的关系（ｎ）

Ｐ１６蛋白表达 ＨＰＶ载量
病变转归 ｎ

－ ＋ ＋＋ ＋＋＋ 阴性 低 中低 中高 高

消退 ５９ ４０ １７ ２ ０ ２９ １２ ８ ９ １

持续 ３２ ２３ ８ ０ １ ２ ３ ２０ ５ ２

进展 １２ ０ １ ６ ５ ０ ２ ３ ５ ２

合计 １０３ ６３ ２６ ８ ６ ３１ １７ ３１ １９ ５

２．３　不同临界值预测ＣＩＮⅠ病变转归的可行性分析
　　经统计学分析，上述指标对 ＣＩＮⅠ病变消退及持续存在的
预测皆无统计学意义（Ｐ＞０．０５），但对于 ＣＩＮⅠ病变进展表现
出良好的预测能力，除 ＨＰＶ载量１０００ＲＬＵ／ＣＯ以外，以其余
分界点为预测指标，皆有统计学意义，其中，以Ｐ１６蛋白表达评
分≥６分及ＨＲＨＰＶ病毒载量≥１００ＲＬＵ／ＣＯ为预测指标，具
有较高的敏感性、特异性和阴性预测值。见表３。

表３　以不同临界值作为ＣＩＮⅠ病变进展预测指标的可行性（％）

Ｐ１６蛋白表达评分 ＨＰＶ载量（ＲＬＵ／ＣＯ）
统计学指标　

４ ６ ９ １ １０ １００

敏感性 １００．００ ９１．６７ ４１．６７ １００．００ ８３．３３ ５８．３３

特异性 ６９．２３ ９６．７０ ９８．９０ ３４．０７ ５０．５５ ８１．３２

阳性预测值 ３０．００ ７８．５７ ８３．３３ １６．６７ １８．１８ ２９．１７

阴性预测值 １００．００ ９８．８８ ９２．７８ １００．００ ９５．８３ ９３．６７

　　χ２ １８．５８ ６３．１７ ３１．８１ ４．３４ ４．８９ ７．２４

　　Ｐ ＜０．０１ ＜０．０１ ＜０．０１ ＜０．０５ ＜０．０５ ＜０．０１

３　讨论

　　从宫颈上皮不典型增生、原位癌到宫颈浸润癌是
一个多因素、多步骤的过程，宫颈癌病因学的确立［１０］，

使子宫颈癌的预防成为可能。ＣＩＮ的早诊早治是现阶
段预防宫颈癌的主要手段［１１］，但ＣＩＮ并非单向的病理
生理学发展过程，不同程度的 ＣＩＮ进展成为浸润癌的
风险率不同，应该采用不同的临床处理方式。ＣＩＮⅠ
属于ＨＰＶ感染致宫颈上皮细胞异常的低度病变，其自
然逆转率较高，本组病例中，随访２４个月，进展为 ＣＩＮ
Ⅱ以上者仅占１１．６５％（１２／１０３）。
　　ＣＩＮⅠ的诊断和治疗是临床上的难点，美国阴道
镜与子宫颈病理协会（ＡＳＣＣＰ）２００６处理指南推荐：对
于阴道镜检查结果满意的ＣＩＮⅠ，采用细胞学随诊，强
调单纯随访。但ＣＩＮⅠ的随访在临床实践中有一定困
难，尤其在发展中国家，初始筛查方法、宫颈活检组织

取材、病理科医师经验等多因素导致诊断不足或过度诊

断［２］，随访过程中缺乏预测ＣＩＮⅠ转归结局的可靠生物
学指标，患者精神负担重，极易出现过度治疗或失访。

所以，寻找一种简便有效的检测手段，协助医生作出判

断，实现对ＣＩＮⅠ的合理分类管理，成为研究热点。
　　Ｐ１６基因定位于人染色体９ｐ２１，编码产生 Ｐ１６蛋
白抑制 ＣＤＫ４／ＣＤＫ６活性，阻止细胞进入 Ｓ期和 ＤＮＡ
合成启动，是直接参与细胞周期调控的抑癌基因，Ｐ１６
蛋白表达异常与多种人类肿瘤的发生密切相关。文献

［３］报道，Ｐ１６在 ＨＲＨＰＶ阳性的宫颈癌及 ＣＩＮ中过
表达，可作为ＣＩＮ病变的早期诊断指标。本研究结果
显示ＣＩＮⅠ组织中，Ｐ１６蛋白表达与 ＨＰＶ病毒载量之
间呈现正相关关系，说明ＨＰＶ病毒载量高是宿主细胞
抑癌基因变异的基础，Ｐ１６表达异常是 ＨＲＨＰＶ感染
并引致宿主细胞变异的客观表现，其用于预测病变转

归更具有临床意义。国外学者研究表明，Ｐ１６弥漫阳
性的 ＣＩＮ进展为 ＣＩＮⅢ的风险显著高于 Ｐ１６阴性
者［１２］，认为Ｐ１６可用于预测 ＣＩＮ的进展。我们通过２
年的临床随访研究，认为以 Ｐ１６蛋白表达评分≥６分
作为临界值，预测ＣＩＮⅠ进展风险，其敏感性（９１６７％）
和特异性（９６．７０％）较高，与 Ｎｅｇｒｉ等［１２］的研究结果

相似。

　　目前对 ＨＰＶ病毒载量与宫颈癌前病变严重程度
的关系尚存在争议，ＨＣ２检测方法亦存在一定局限
性，如高危型与低危型探针有交叉反应、检测值受样本

中脱落细胞量影响等，但多数研究仍认为 ＨＰＶ病毒载
量越高，宫颈病变加重的风险越大［１３－１４］。我们的研究

认为，以ＨＰＶ检测值１００ＲＬＵ／ＣＯ作为分界点，对ＣＩＮⅠ
进展的预测具有较高特异性（８１．３２％）及阴性预测值
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（９３．６７％），但其阳性预测值较低（２９．１７％）。
　　综上所述，对于初筛患者，ＨＣ２检测无创伤，具有
高度敏感性、客观性、简单易操作，已广泛应用于临床。

对于组织学检查为 ＣＩＮⅠ患者，采用Ｐ１６蛋白免疫组化
检查进行分流，尤其是对于ＨＰＶ检测值≥１００ＲＬＵ／ＣＯ，
Ｐ１６蛋白表达评分≥６分患者，宜早期给予临床干预，
预防病变进展。随着临床样本量的增大，及随访时间

的延长，我们将逐步探讨更加科学、合理化的临床干预

方案。
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　　（上接１５４２页）
体前叶激素和肿瘤标志物未见异常，自身免疫性相关抗体均为

阴性，艾滋病毒和梅毒（－）。胸部、腹部 ＣＴ和头颅 ＭＲＩ未见
异常。超声心动图显示左心室功能轻度降低（ＬＶＥＦ３５％ ～
４０％）。反复追问病史，患者回忆夏天到云南旅游曾在野外露
营，上臂出现过一过性的皮疹。遂查血清和脑脊液伯氏疏螺旋

体ＩｇＧ抗体，结果强阳性，提示神经型莱姆病，予以头孢曲松钠
治疗，３周后患者虽然仍有疲劳，但直立性低血压明显改善，射
血分数提高到５０％。

２　讨论

　　糖尿病患者出现直立性低血压往往会首先考虑是糖尿病
引起的自主神经损害［１］，其发病机制考虑为血压调节反射弧中

传出神经损害所致，患者从卧位站立时，由于交感神经病变，去

甲肾上腺素的释放量减少，未能代偿性地引起周围血管收缩；

并且肾上腺素的分泌量也不足以使心搏出量减少，导致收缩压

与舒张压均降低。直立性低血压病因还包括药物导致、肾上腺

皮质功能不全、ＳｈｙＤｒａｇｅｒ综合征等。而神经型莱姆病引起的
直立性低血压比较罕见，莱姆病是一种由蜱传播的伯氏疏螺旋

体引起的疾病，在我国主要流行于东北林区和云南［２］，主要表

现为慢性游走性红斑和关节炎，约１５％和８％的患者分别出现明
显的神经系统症状和心脏受累的表现［３］。神经系统以脑膜炎、

脑神经炎及神经根炎多见，出现自主神经并发症比较罕见，除了

直立性低血压，还可以造成假性肠梗阻［４］和反射性交感神经营

养不良综合征（ｒｅｆｌｅｘｓｙｍｐａｔｈｅｔｉｃｄｙｓｔｒｏｐｈｙｓｙｎｄｒｏｍｅ，ＲＳＤＳ）［５］。
本例患者主要表现为糖尿病和直立性低血压，但是考虑到糖尿

病的病程较短，糖化血红蛋白不高，未发现其他糖尿病微血管

病变的表现，所以按糖尿病和糖尿病心血管自主神经病治疗而

直立性低血压控制不佳后，考虑到可能存在其他原因，否则极

易漏诊或误诊。
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