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　　［摘要］　目的　探讨宫颈脱落细胞中人类染色体端粒酶 ｍＲＮＡ基因（ｈＴＥＲＣ）扩增与宫颈病变程度及不同亚型人乳头
瘤病毒（ＨＰＶ）感染的关系。方法　宫颈上皮内瘤样变（ＣＩＮ）患者３４例，其中ＣＩＮⅠ８例，ＣＩＮⅡ９例，ＣＩＮⅢ（包括宫颈原位
鳞癌）１７例；浸润型宫颈鳞癌（ＩＳＣＣ）３６例；慢性宫颈炎患者２０例。对上述患者液基薄层细胞学检测（ＴＣＴ）剩余样本应用荧

光原位杂交技术（ＦＩＳＨ）检测ｈＴＥＲＣ基因，快速导流杂交基因芯片技术检测 ＨＰＶ感染亚型，分析ｈＴＥＲＣ扩增与宫颈病变程

度、ＨＰＶ感染的关系。结果　慢性宫颈炎、ＣＩＮⅠ、ＣＩＮⅡ、ＣＩＮⅢ、ＩＳＣＣ中ｈＴＥＲＣ扩增率分别为０．００％（０／２０）、５０．００％（４／
８）、７７．７８％（７／９）、８２．３５％（１４／１７）和９７２２％（３５／３６），随着宫颈病变程度的增加，ｈＴＥＲＣ扩增率增高，组间两两比较差异均

有统计学意义 （Ｐ＜０．０５）；慢性宫颈炎、ＣＩＮⅠ、ＣＩＮⅡ、ＣＩＮⅢ、ＩＳＣＣ中 ＨＰＶ感染率分别为１０．００％（２／２０）、３７．５０％（３／８）、

６６．６７％（６／９）、８８．２４％（１５／１７）、９１６７％（３３／３６）；ＨＰＶ１６型阳性、其他高危型阳性、阴性／低危型阳性组中ｈＴＥＲＣ扩增率分

别为９０．３８％（４７／５２）、６６．６７％（４／６）、２８．１３％（９／３２），组间比较差异具有统计学意义（Ｐ＜０．０１）。结论　ｈＴＥＲＣ扩增与宫颈
病变的进展和 ＨＰＶ感染密切相关；ＨＰＶ１６型感染可能是导致高级别宫颈病变的主要原因，ＨＰＶ５８、３３、５２型在ＣＩＮ及ＩＳＣＣ
病变中也有一定优势作用。
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　　［Ｋｅｙｗｏｒｄｓ］　ｈＴＥＲＣｇｅｎｅ；ｈｕｍａｎｐａｐｉｌｌｏｍａｖｉｒｕｓ；ｃｅｒｖｉｃａｌｉｎｔｒａｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｎｅｏｐｌａｓｉａ；ｕｔｅｒｉｎｅｃｅｒｖｉｃａｌｎｅｏｐｌａｓｍｓ
［ＡｃａｄＪＳｅｃＭｉｌＭｅｄＵｎｉｖ，２０１０，３１（８）：８３８８４１］

　　高危型人乳头瘤病毒（ｈｕｍａｎｐａｐｉｌｌｏｍａｖｉｒｕｓ，

ＨＰＶ）感染与宫颈上皮内瘤样变（ｃｅｒｖｉｃａｌｉｎｔｒａｅｐｉ

ｔｈｅｌｉａｌｎｅｏｐｌａｓｉａ，ＣＩＮ）及宫颈癌的发生有密切关系，

但是 ＨＰＶ感染不是细胞恶性转化的唯一致病因素，

还需要其他致病因素的存在，才能最终发展为宫颈

癌。研究发现宫颈上皮细胞由非典型性异常向宫颈

癌转变过程中几乎都伴有人类染色体端粒酶ｍＲＮＡ
基因（ｈｕｍａｎｔｅｌｏｍｅｒａｓｅｍＲＮＡｃｏｍｐｏｎｅｎｔｇｅｎｅ，

ｈＴＥＲＣ）表达异常［１］。荧光原位杂交技术（ｆｌｕｏｒｅｓ

ｃｅｎｃｅｉｎｓｉｔｕｈｙｂｒｉｄｉｚａｔｉｏｎ，ＦＩＳＨ）是目前ｈＴＥＲＣ基

因检测的标准方法。

　　本研究采用ＦＩＳＨ 方法检测宫颈脱落细胞中

ｈＴＥＲＣ基因的表达情况，并用导流杂交基因芯片技

术检测宫颈脱落细胞中 ＨＰＶ感染亚型，分析不同的

ＨＰＶ亚型感染与ｈＴＥＲＣ基因扩增之间的关系，以

及ｈＴＥＲＣ基因扩增与宫颈病变进展之间的关系，为

ＣＩＮ及宫颈癌的临床辅助诊断提供新的分子生物学

证据。

１　材料和方法

１．１　研究对象　选择２００８年４月至２００９年２月

就诊于济南军区总医院妇科的９０例患者，患者年龄

２０～７５岁，平均（４４．９±１２．６）岁，均为已婚或有性生

活史妇女。所有患者均非孕期，无自身免疫性疾病、

肝肾慢性疾病及其他慢性疾病，取材前３ｄ内无性生

活、阴道冲洗及用药史等。其中慢性宫颈炎２０例；

ＣＩＮ３４例，包括ＣＩＮⅠ８例、ＣＩＮⅡ９例、ＣＩＮⅢ（包

括宫颈原位鳞癌）１７例；浸润型宫颈鳞癌（ＩＳＣＣ）３６
例。均经阴道镜下取活检送病理学检查证实。

１．２　标本采集　患者取膀胱截石位，窥阴器扩开阴

道，若见宫颈分泌物多，使用无菌盐水棉球擦拭，然

后将细胞采样器的无菌毛刷插入颈管内，将该毛刷

均匀散布于子宫颈移行带上，顺时针转动８～１０圈，

将刷头分开并推入保存液中，扭紧瓶盖（取样时尽量

避免出血）。标本经液基薄层细胞学（ｔｈｉｎｐｒｅｐｃｙｔｏ

ｌｏｇｉｃｔｅｓｔ，ＴＣＴ）制片后留取剩余液基，用于ｈＴＥＲＣ
基因及 ＨＰＶ检测，如当日不能进行ＦＩＳＨ 检测，可

４℃保存，但须在２周内完成检测。

１．３　ＦＩＳＨ方法检测ｈＴＥＲＣ基因扩增

１．３．１　制片及预处理　用ＴＣＴ制片后剩余的新鲜

液基细胞标本２０００ｒ／ｍｉｎ（离心半径１０ｃｍ）离心１０

ｍｉｎ，去上清。加入４ｍｌ胶原酶Ⅱ工作液，３７℃ 水浴

３０ｍｉｎ。１０００ｒ／ｍｉｎ（离心半径８ｃｍ）离心１０ｍｉｎ，

去上清。加入５ｍｌ３７℃去离子水，混匀，３７℃水浴

２０～４０ｍｉｎ。加入２ｍｌ固定液（甲醇∶冰乙酸＝３

１），混匀，１０００ｒ／ｍｉｎ（离心半径８ｃｍ）离心１０ｍｉｎ，

去上清。加入５ｍｌ固定液后室温放置１０ｍｉｎ×２
次。１０００ｒ／ｍｉｎ（离心半径８ｃｍ）离心１０ｍｉｎ，去上

清至原体积的１／５～１／１０。吹打，滴片，５６℃２ｈ或

室温过夜。将玻片置于２×ＳＳＣ（５ｍｉｎ，ｐＨ７．０±

０．２）×２次，０．１ｍｏｌ／Ｌ盐酸１０ｍｉｎ，３７℃０．０１ｍｏｌ／

Ｌ盐酸／胃酶８ｍｉｎ，２×ＳＳＣ（５ｍｉｎ）×２次，７０％、

８５％、１００％乙醇溶液梯度脱水各３ｍｉｎ，自然干燥，

５６℃烤片１～３ｍｉｎ。

１．３．２　基因变性与杂交　避光环境下７３℃７０％甲

酰胺／２×ＳＳＣ变性液５ｍｉｎ，－２０℃ ７０％、８５％、

１００％乙醇溶液梯度脱水各３ｍｉｎ，取出自然干燥。

将配好的探针混合液［７μｌ杂交缓冲液＋１μｌ去离

子水＋２μｌｈＴＥＲＣ／ＣＳＰ３ＤＮＡ探针（由北京金菩嘉

医疗科技有限公司提供）］７３℃水浴中变性５ｍｉｎ，取

出迅速移置４６℃水浴中；玻片置４５～５０℃烤片机上

预热３ｍｉｎ，将变性后的探针混合物１０μｌ加在玻片

杂交区，加盖玻片，封片胶封片，置于湿盒中４２℃孵

箱中过夜杂交。

１．３．３　玻片洗涤与观察　将玻片置于４６℃甲酰胺

洗涤液（１０ｍｉｎ）×３次，第１瓶中晃去盖玻片；于４６

℃２×ＳＳＣ１０ｍｉｎ，４６℃２×ＳＳＣ／０．１％ＮＰ４０溶液

５ｍｉｎ，取出玻片暗处自然干燥。将１２μｌＤＡＰＩ复染

剂滴加杂交区，加盖玻片，暗处复染２０ｍｉｎ后荧光

显微镜下观察细胞核中红绿荧光信号。

１．３．４　ＦＩＳＨ信号判断　细胞核中红色荧光信号为

３ｑ２６．３位点（目标信号），绿色荧光信号为３号染色

体着丝粒（参照信号）。２０例慢性宫颈炎患者均随机

计数１００个细胞，按“异常细胞百分比均数＋３×标

准差”计算出ｈＴＥＲＣ基因异常扩增的阈值为６％，

异常细胞百分比大于６％即为ｈＴＥＲＣ基因扩增。

正常细胞的单个细胞核中红色信号一般为２个，异

常细胞的单个细胞核内红色信号≥３个，红色信号越

多表示ｈＴＥＲＣ基因扩增的程度越高。计数时只能

选择 细 胞 核 内 绿 色 信 号 不 少 于 ２ 个 的 细 胞
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计数。　　
１．４　导流杂交基因芯片技术检测 ＨＰＶ亚型　用

ＤＮＡ提取试剂盒（Ｑｉａｇｅｎ公司产品）、ＤＮＡ导流杂

交配套试剂盒（凯普生物科技有限公司）对ＴＣＴ制

片后剩余液基经ＤＮＡ提取、ＰＣＲ杂交、导流杂交基

因分型、显色程序，根据 ＨＰＶ基因型分布图对每一

张基因芯片上相应的 ＨＰＶ型别进行判断。本方法

可同时检测每一样品的２１种 ＨＰＶ基因型，包括５
种低危亚型（６、１１、４２、４３、４４），１３种高危亚型（１６、

１８、３１、３３、３５、３９、４５、５１、５２、５６、５８、５９、６８）和３种中

国人常见亚型（６６、５３、ＣＰ８３０４）。

１．５　统计学处理　应用ＳＰＳＳ１３．０软件进行统计学

分析，计数资料采用χ
２检验，检验水平（α）为０．０５。

２　结　果

２．１　ｈＴＥＲＣ在不同级别宫颈病变中的表达　慢性

宫颈炎、ＣＩＮⅠ、ＣＩＮⅡ、ＣＩＮ Ⅲ和ＩＳＣＣ中ｈＴＥＲＣ
扩增率分别 为 ０．００％ （０／２０）、５０．００％ （４／８）、

７７．７８％（７／９）、８２．３５％（１４／１７）和９７．２２％（３５／３６），

ｈＴＥＲＣ异常细胞百分比（％）分别为２．４０±１．１９、

１０．７５±７．４４、１５．３３±９．８１、１８．７６±１２．９６、３８．００±

２３．３５。随着宫颈病变程度的增加，ｈＴＥＲＣ扩增率

及ｈＴＥＲＣ异常细胞的比例增高，组间两两比较差异

均有统计学意义 （Ｐ＜０．０５）。

２．２　ＨＰＶ感染情况与宫颈病变程度的关系　慢性

宫颈炎、ＣＩＮⅠ、ＣＩＮ Ⅱ、ＣＩＮ Ⅲ和ＩＳＣＣ中 ＨＰＶ感

染率分别为１０．００％（２／２０）、３７．５０％（３／８）、６６．６７％
（６／９）、８８．２４％（１５／１７）、９１６７％（３３／３６），即随着宫

颈病变程度的增加，ＨＰＶ感染率增高（Ｐ＜０．０５）。

对照组（慢性宫颈炎组）中２例 ＨＰＶ阳性（１６型、３９
型），其余 ＨＰＶ均为阴性。实验组中１３例 ＨＰＶ为

阴性，３例５８型阳性，１例６型阳性，１例５２型阳性，

１例３３型阳性，３例为２种 ＨＰＶ亚型混合感染（１６
型与３３型；１６型与１８型；１６型与１１型），其余均为

１６型阳性。表１结果显示随着宫颈病变程度的增

加，ＨＰＶ１６型阳性率也增加（Ｐ＜０．０１）。

表１　ＨＰＶ感染与宫颈病变程度的关系

Ｔａｂ１　ＲｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐｂｅｔｗｅｅｎｉｎｆｅｃｔｉｏｎｏｆＨＰＶａｎｄｄｅｇｒｅｅｓｏｆｃｅｒｖｉｃａｌｌｅｓｉｏｎ
［ｎ（％）］

ＩｎｆｅｃｔｉｏｎｏｆＨＰＶ Ｃｈｒｏｎｉｃｃｅｒｖｉｃｉｔｉｓ
（Ｎ＝２０）

ＣＩＮⅠ
（Ｎ＝８）

ＣＩＮⅡ
（Ｎ＝９）

ＣＩＮⅢ
（Ｎ＝１７）

ＩＳＣＣ
（Ｎ＝３６）

ＨＰＶ１６ １（５．００） ２（２５．００） ５（５５．５６） １３（７６．４７） ３１（８６．１１）

ＯｔｈｅｒＨＰＶｇｅｎｏｔｙｐｅｓ １（５．００） １（１２．５０） １（１１．１１） ２（１１．７６） ２（５．５６）

Ｔｏｔａｌ ２（１０．００） ３（３７．５０） ６（６６．６７） １５（８８．２４） ３３（９１．６７）

　　ＨＰＶ１６ｂａｓｅｄｇｒｏｕｐｉｎｃｌｕｄｉｎｇＨＰＶ１６ａｎｄＨＰＶ１６ｉｎｆｅｃｔｉｏｎｍｉｘｅｄｗｉｔｈｏｔｈｅｒＨＰＶｇｅｎｏｔｙｐｅｓ．ＨＰＶ：Ｈｕｍａｎｐａｐｉｌｌｏｍａｖｉｒｕｓ；ＣＩＮ：Ｃｅｒｖｉ

ｃａｌｉｎｔｒａｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｎｅｏｐｌａｓｉａ；ＩＳＣＣ：Ｉｎｖａｓｉｖｅｓｑｕａｍｏｕｓｃｅｒｖｉｃａｌｃａｒｃｉｎｏｍａ

２．３　ＨＰＶ感染与ｈＴＥＲＣ表达的关系　ＨＰＶ１６
型阳性、其他高危型阳性、阴性／低危型阳性组中

ｈＴＥＲＣ扩增率分别为９０．３８％（４７／５２）、６６．６７％
（４／６）、２８．１３％（９／３２），ＨＰＶ１６型感染组ｈＴＥＲＣ
扩增率较其他高危型 ＨＰＶ感染组ｈＴＥＲＣ扩增率

高（Ｐ＜０．０１），阴性／低危型 ＨＰＶ 感染组ｈＴＥＲＣ
扩增率明显低于高危型 ＨＰＶ感染组（Ｐ＜０．０１）。

３　讨　论

　　人类染色体端粒酶由端粒酶ｍＲＮＡ（ｈＴＥＲＣ）、

端粒酶反转录酶 （ｈＴＥＲＴ）和端粒酶结合蛋白

（ｈＴＰ１）三部分组成，人端粒酶ＲＮＡ序列含有４５０
个碱基对，其中有一段长１１个核苷酸区域，发生在

该模板区域的ｈＴＥＲＣ突变将导致端粒酶功能改

变，出现染色体异常，从而导致细胞逃避凋亡，形成

肿瘤。ＨｅｓｅｌｍｅｙｅｒＨａｄｄａｄ等［２］应用ＦＩＳＨ 技术检

测宫颈涂片ｈＴＥＲＣ基因，发现低级别鳞状上皮内

病变 （ｌｏｗｇｒａｄｅｓｑｕａｍｏｕｓｉｎｔｒａｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｌｅｓｉｏｎ，

ＬＳＩＬ）中ｈＴＥＲＣ基因阳性率为７．１４％，高级别鳞状

上皮内病变（ｈｉｇｈｇｒａｄｅｓｑｕａｍｏｕｓｉｎｔｒａｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ

ｌｅｓｉｏｎ，ＨＳＩＬ）占７６％，认为检测ｈＴＥＲＣ基因可视

为预测 ＨＳＩＬ的指标；随访１～３年后，发现所有进

展者都伴有 ｈＴＥＲＣ 扩增，而自愈者无一例有

ｈＴＥＲＣ扩增。目前有观点认为ｈＴＥＲＣ扩增主要

与ＬＳＩＬ到 ＨＳＩＬ进程有关［３］。本研究发现慢性宫

颈炎、ＣＩＮ Ⅰ、ＣＩＮ Ⅱ、ＣＩＮ Ⅲ、ＩＳＣＣ中ｈＴＥＲＣ扩

增率分别０．００％（０／２０）、５０．００％（４／８）、７７．７８％
（７／９）、８２．３５％（１４／１７）和９７．２２％（３５／３６），说明随

着宫颈病变程度的增加，ｈＴＥＲＣ扩增率增高，与以

往文献报道［４５］一致，进一步证明了ｈＴＥＲＣ扩增与
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宫颈病变的进展有密切关系。

　　目前已发现和鉴定了２００多种 ＨＰＶ亚型，其

中３０余种可以感染生殖道皮肤或黏膜。不同亚型

的 ＨＰＶ感染可导致不同的临床病变，根据其致病

性的不同，将 ＨＰＶ 亚型分为高危亚型和低危亚

型［６］。国外有学者报道不同级别的宫颈病变中常见

的感染型别存在一定差异，但 ＨＰＶ１６、１８、３３、５８型

在ＣＩＮⅠ以上病变组均有一定优势，提示上述型别

具有较高致癌性［７］。本研究显示不同程度宫颈病变

中ＨＰＶ基因型存在差异，从慢性宫颈炎组至ＩＳＣＣ
组 ＨＰＶ感染率呈增高趋势，且 ＨＰＶ１６型感染率

也呈增高趋势，ＩＳＣＣ 组中 ＨＰＶ１６型感染率达

８６．１１％（３１／３６），高级别宫颈病变和宫颈癌组中有

ＨＰＶ５８、３３、５２型感染者或 ＨＰＶ１６型与其他亚型

混合感染者，提示 ＨＰＶ１６型感染是导致高级别宫

颈病变的主要原因，ＨＰＶ５８、３３、５２型在导致ＣＩＮ
及以上病变过程中也有一定优势，这与国外研究结

果相似。

　　虽有大量文献报道 ＨＰＶ感染是宫颈癌的主要

致病因素，甚至９５％的癌前病变患者携带 ＨＰＶ癌

基因，但只有少数病例最终发展到ＩＳＣＣ，因此 ＨＰＶ
感染不是细胞恶性转化唯一的致病因素。Ｈｏｐｍａｎ
等［８］研究了宫颈病变中ｈＴＥＲＣ表达及 ＨＰＶ整合

情况的关系，结果显示：随病变进展ｈＴＥＲＣ拷贝数

逐渐增加，而ｈＴＥＲＣ扩增标本中，ＨＰＶ也大部分

被整合，从而认为宫颈 ＨＰＶ感染与ｈＴＥＲＣ扩增有

关，高危型 ＨＰＶ的基因整合和ｈＴＥＲＣ扩增可能是

宫颈由非典型细胞向浸润癌发展的重要原因。本研

究中 ＨＰＶ１６型阳性中ｈＴＥＲＣ扩增率达９０．３８％
（４７／５２），而阴性／低危型 ＨＰＶ 感染组为２８．１３％
（９／３２），更进一步证明了 ＨＰＶ感染与ｈＴＥＲＣ扩增

有关，特别是 ＨＰＶ１６型等高危型 ＨＰＶ感染更容易

导致ｈＴＥＲＣ扩增。因此，ＨＰＶ感染与ｈＴＥＲＣ扩

增有密切关系，在 ＨＰＶ阳性患者中进行ｈＴＥＲＣ检

测，可能提高宫颈癌及ＣＩＮ筛查的特异度和阳性预

测值，但这尚需大样本量的病例对照研究加以证实。

　　总之，ｈＴＥＲＣ在宫颈病变的早期表达，有望成

为宫颈病变中早期诊断的新的基因靶点。对高危型

ＨＰＶ感染患者进行ｈＴＥＲＣ基因检测可能会提高

宫颈癌及ＣＩＮ筛查的特异度和阳性预测值。但是

目前关于 ＨＰＶ感染与ｈＴＥＲＣ扩增导致宫颈病变

进展的机制尚未研究清楚。随着研究的深入，ＨＰＶ
与ｈＴＥＲＣ将为宫颈病变的基因诊断提供重要的理

论依据。
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