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宫颈病变中ＨＰＶ１６感染状况、微卫星不稳定性

及错配修复基因表达的研究

苏燕燕 　　王惠兰 　　米鑫

　　 【摘要】　目 的　通 过 检 测 ＨＰＶ１６、微 卫 星 不 稳 定 性 （ｍｉｃｒｏｓａｔｅｌｌｉｔｅ　ｉｎｓｔａｂｉｌｉｔｙ，ＭＳＩ）和 错 配 修 复 基 因

（ｈＭＬＨ１、ｈＭＳＨ２）的表达，探讨三者在宫颈病变进 展 中 的 作 用 及 意 义。方 法　 将 宫 颈 病 变 组 织 分 为 宫 颈 炎、

宫颈上皮 内 瘤 变 （ｃｅｒｖｉｃａｌｉｎｔｒａｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｎｅｏｐｌａｓｉａ，ＣＩＮ）ＣＩＮ１、ＣＩＮ２～ＣＩＮ３、宫 颈 癌４组。用ＰＣＲ方 法 检 测

ＨＰＶ１６感染状况，用聚合酶链－单链构象多态性分析 方 法 检 测 宫 颈 组 织 中 ＭＳＩ的 表 达，采 用 免 疫 组 织 化 学ＳＰ
法来检测宫颈组织中的ｈＭＬＨ１和ｈＭＳＨ２的表达，并 分 析 三 者 的 相 关 性。结 果　ＣＩＮ１　２０例 中２５．０％ （５／２０）

检测到 ＨＰＶ１６，ＣＩＮ２～ＣＩＮ３　３１中５４．８％ （１７／３１）检测到 ＨＰＶ１６，二者比较χ
２＝４．４１３，Ｐ＝０．０３４；宫颈癌

中各期 ＨＰＶ１６感染比较，差异均无统计学意义。选取的三个微卫星位点Ｄ３Ｓ２８３２Ｅ、ＲＨ９１１２７和ＳＨＧＣ－５６８３８
均在宫颈 炎 中 未 检 测 到 ＭＳＩ，在 ＣＩＮ 和 宫 颈 癌 中 均 检 测 到 ＭＳＩ的 存 在。但 总 体 的 表 达 率 较 低，最 高 只 有

４６．７％。错配修复基因的低表达检测结果和 ＭＳＩ的检测结果一致，唯一不同的是前者 的 总 体 表 达 率 较 高，最 高

的低表达率为８０％；宫颈病变中 ＭＳＩ与错配修复基因 （本文即ｈＭＬＨ１、ｈＭＳＨ２）蛋白低表达及ＨＰＶ１６为正相

关。结论　 ＨＰＶ１６的感染导致错配修复基因的低表达，进一步引起微卫星不稳定性，可能是宫颈癌发生、发展

的重要机制，ＨＰＶ１６、微卫星不稳定性和错配修复基因有望作为宫颈癌高危人群的检测指标。
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　　微 卫 星 不 稳 定 性 （ｍｉｃｒｏｓａｔｅｌｌｉｔｅ　ｉｎｓｔａｂｉｌｉｔｙ）
是导致抑癌基因ＲＡＳＳＦ１Ａ 基 因 （ｒａｓ　ａｓｓｏｃｉａｔｉｏｎ
ｄｏｍａｉｎ　ｆａｍｉｌｙ　１Ａ，ＲＡＳＳＦ１Ａ）失活的主要机制，
本研究选择ＲＡＳＳＦ１Ａ基因内的三个微卫星多态标

记对１１９例宫颈组织进行微卫星不稳定性 （ｍｉｃｒｏ－
ｓａｔｅｌｌｉｔｅ　ｉｎｓｔａｂｉｌｉｔｙ，ＭＳＩ）的检测，同时检测错配

修复系统 ＭＭＲ（ｍｉｓｍａｔｃｈ　ｒｅｐａｉｒ　ｅｎｚｙｍｅ）中最重

要的两个基因ｈＭＬＨ１ （ｈｕｍａｎ　ｍｕｔ－ｌ　ｈｏｍｏｌｏｇｕｅｌ）
和ｈＭＳＨ２（ｈｕｍａｎ　ｍｕｔｓ　ｈｏｍｏｌｏｇｕｅ２），如果这些

错配修复基因发生功能缺陷或活性降低，复制过程

中出现的错误不能及时被纠正，会使基因突变率增

高，从而促进肿瘤的发生发展。并且通过检测人乳

头瘤病毒１６（ｈｕｍａｎ　ｐａｐ　ｉｌｌｏｍａｖｉｒｕｓ　１６，ＨＰＶ１６）
的感染状 况，分 析 其 与ＲＡＳＳＦ１Ａ基 因 ＭＳＩ及 错

配修复基因之间的关系，旨在探讨三者之间在宫颈

病变发生、发展过程中的作用，为揭示宫颈癌的发

生机制提供理论依据。

资料与方法

一、研究对象

收集２００６年２月至２００７年１０月 河 北 医 科 大

学第二医院妇产科手术切除或阴道镜室活检的宫颈

标本共１１９例。所有病例经病理检查证实，分别为

慢性 宫 颈 炎１６例、ＣＩＮ１　２０例、ＣＩＮ２～ ＣＩＮ３
３１例、高中度分化宫颈鳞状细胞癌３６例、低度分

化鳞状细胞癌１６例，其中 包 括 按ＦＩＧＯ分 期 宫 颈

癌０期 原 位 癌 归 入 ＣＩＮ２～ ＣＩＮ３中，Ⅰ～Ⅱ期

３７例、Ⅲ～Ⅳ期１５例。所有标本均为手术切除或

活检新鲜标本，分为三部分，一部分送病理；一部

分约１ｃｍ×１ｃｍ×１ｃｍ投入－１６０℃液氮或－８０℃冰

箱保存ＰＣＲ方 法 用；另 一 部 分 约１ｃｍ×１ｃｍ×
１ｃｍ放入４％的甲醛溶液中固定等免疫组 化 时 用。
自身对照的 标 本 在 离 病 变 部 位 约１．５ｃｍ的 位 置，
如怀疑癌时则取标本的周缘组织。所有患者均经过

患者本人及家属同意，且术前均未接受任何抗肿瘤治

疗，术后经病理证实。
二、方法

１．ＤＮＡ的提取：按北京赛百盛基因有限公司

提供的基因组ＤＮＡ纯化试剂盒说明书提取ＤＮＡ。

ＲＡＳＳＦ１Ａ基 因 的 三 个 位 点 Ｄ３Ｓ２８３２Ｅ、ＲＨ９１１２７
和ＳＨＧＣ－５６８３８，及 ＨＰＶ１６序 列 检 索 自 ＮＣＢＩ－
Ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ基因库，采用Ｐｒｉｍｅｒ　５．０软件设计，由

北京赛百胜基因有限公司合成。

２．ＰＣＲ反应体系：基因组ＤＮＡ模板３μｌ，１０×
ｂｕｆｆｅｒ　２μｌ，ｄＮＴＰｓ　０．５μｌ，Ｔａｑ　ＤＮＡ聚合酶１．５μｌ，
上下游引物各０．３μｌ，加三蒸水至体积２０μｌ。扩增循

环参数如下：９４℃预变性５ｍｉｎ，９４℃预变性４５ｓ，

５５℃６０ｓ，７２℃４５ｍｉｎ。３０次 循 环 后７２℃延 伸

１０ｍｉｎ。ＰＣＲ产 物 于１０％聚 丙 烯 酰 胺 凝 胶 电 泳，
溴化乙锭染色，凝胶成像分析系统观察并照相。宫

颈病变组织与 ＨＰＶ 阳性标本对比，在对应位置处

出现相同的条带，记为 ＨＰＶ 阳性。对比同时上样

的宫颈病变组织与正常宫颈组织，如果肿瘤组织出

现泳动条带的数量改变，位置或浓度改变 （肉眼观

察），即 判 断 为 ＭＳＩ （阳 性 病 例 均 重 复 实 验 ２
次）［１］。

３．免疫 组 化 染 色ＳＰ法 常 规 检 测ｈＭＬＨ１及

ｈＭＳＨ２蛋白的表达，ｈＭＬＨ１、ｈＭＳＨ２定位于细

胞核或浆内，正常细胞为为细胞浆和 （或）核呈棕

黄色着染阳性表达呈棕褐色颗粒。计数１　０００个细

胞，按染色强度打分：０分为无色，１分为淡黄色，

２分为棕黄色，３分为棕褐色；再将阳性细胞所占

的百 分 比 打 分：阴 性 为０分，０％＜阳 性 细 胞≤
１０％为１分，１０％ ＜ 阳 性 细 胞≤５０％为２分，

５０％ ＜阳 性 细 胞≤７５％为３分，７５％ ＜ 阳 性 细

胞≤１００％为４分。染色强度与阳性细胞百分比相

乘，乘积≤３分者免疫反应 （－）［２］。ｈＭＬＨ１、ｈＭ－
ＳＨ２结果均用阴性率表示，也称表达缺失率。

三、统计学分析

采用ＳＰＳＳ　１４．０软 件 进 行 统 计 分 析，计 数 资

料行 乘 列 表 χ
２ 检 验 和 Ｆｉｓｈｅｒｓ确 切 概 率 法 及

ｓｐｅａｒｍａｎ　ｒａｎｋ　ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ相关性检验。

结 果

一、ＨＰＶ１６在各级宫颈病变的感染状况

ＨＰＶ１６感 染 状 况 在 慢 性 宫 颈 炎 与ＣＩＮ比 较，

χ
２＝７．３５１，Ｐ＝０．００５；ＣＩＮ１与ＣＩＮ２～ＣＩＮ３比

较，χ
２＝４．４１３，Ｐ＝０．０３４；高、中分化鳞状细胞

癌与 低 分 化 鳞 状 细 胞 癌 比 较，χ
２＝１．１４８，Ｐ＝

０．２３３＞０．０５；Ⅰ～Ⅱ期 与Ⅲ～Ⅳ期 宫 颈 癌 比 较，

χ
２＝０．８０４，Ｐ＝０．２９４。

二、ＲＡＳＳＦ１Ａ基因的三个位点在各级宫颈病

变中检出 ＭＳＩ的情况

ＲＡＳＳＦ１Ａ 基 因 的 Ｄ３Ｓ２８３２Ｅ、ＲＨ９１１２７、

ＳＨＧＣ－５６８３８三 个 位 点 均 在 慢 性 宫 颈 炎 中 没 检 出

ＭＳＩ，而ＣＩＮＩ与ＣＩＮ２～ＣＩＮ３、宫 颈 高 中 分 化 鳞
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状细胞癌与低分化鳞状细胞癌、Ⅰ～Ⅱ期宫颈癌与

Ⅲ～Ⅳ期 宫 颈 癌 对 照，差 异 有 统 计 学 意 义 （Ｐ＜
０．０５）。三个位点最高的表达率为４６．７％ （表１）。

表１　三个位点的微卫星不稳定性

在宫颈病变中的表达情况

病变状况
　　Ｄ３Ｓ２８３２Ｅ

总例数 ｎ ％
ＲＨ９１１２７
ｎ ％

ＳＨＧＣ－５６８３８
ｎ ％

宫颈病变

　宫颈炎 １６　 ０　 ０＊＊＊ ０ ０＊＊＊ ０ ０＊＊＊

　宫颈上皮内瘤变 ５１　 ７　１３．７＊＊ ６　１１．７＊＊ ６　１１．８＊＊

　宫颈癌 ５２　 １２　２３．１＊＊ １１　２１．２＊＊ １１　２１．２＊＊

宫颈上皮内瘤变

　宫颈上皮内瘤变Ｉ级 ２０　 ０　 ０　 ０　 ０　 ０　 ０
　宫颈上皮内瘤变

　Ⅱ ～Ⅲ级
３１　 ７　２２．６＊ ６　１９．４＊ ６　１９．４＊

宫颈癌组织学分期

　高、中分化宫颈鳞癌 ３６　 ５　 １３．９　 ４　 １１．１　 ４　 １１．１

　低分化宫颈鳞癌 １６　 ７　４３．８＊ ７　４３．８＊ ７　４３．８＊

宫颈癌ＦＩＧＯ分期

　Ⅰ～Ⅱ期宫颈癌 ３７　 ５　 １３．５　 ５　 １３．５　 ４　 １０．８

　Ⅲ～Ⅳ期宫颈癌 １５　 ７　４６．７＊ ６　４０．０＊ ７　４６．７＊

　　注：ｎ：检 出 数；＊与 上 一 组 对 比，Ｐ＜０．０５；＊＊与

上一组对比，Ｐ＞０．０５；＊＊＊与宫颈癌组对比，Ｐ＜０．０５。

三、ｈＭＬＨ１和ｈＭＳＨ２两种 错 配 修 复 酶 在 各

级宫颈病变中的表达情况

ｈＭＬＨ１在 宫 颈 炎、ＣＩＮ和 宫 颈 癌，ＣＩＮ１与

ＣＩＮ２～ＣＩＮ３，宫 颈 高、中 分 化 鳞 癌、低 分 化 鳞

癌，宫颈 癌Ⅰ～Ⅱ期、Ⅲ～Ⅳ期 低 表 达 率 分 别 为

１８．８％、 ３２．３％、 ５３．８％， ２０％、 ４８．４％，

４４．４％、７５．０％，４３．２％、８０．０％；而ｈＭＳＨ２分

别 为 １２．５％、２９．４％、３８．５％，１０％、４１．９％，

２７．８％、６２．５％，２９．７％、６０．０％。两种错配修复

酶的低表达情况与三个微卫星位点的检测结果一致

即ＣＩＮ１与ＣＩＮ２～ＣＩＮ３、宫颈高中分化鳞状细胞

癌与低分化鳞状 细 胞 癌、Ⅰ～Ⅱ期 宫 颈 癌 与Ⅲ ～
Ⅳ期宫颈癌对照，差异有统计学意义 （Ｐ＜０．０５）。

四、宫颈 病 变 组 织 中 ＭＳＩ、错 配 修 复 基 因 蛋

白低表达和 ＨＰＶ１６感染状况的相关性

宫颈 病 变 组 织 中 ＭＳＩ、ｈＭＬＨ１、ｈＭＳＨ２低

表达和 ＨＰＶ１６感染状况的相关系数均为ｒｓ＝＋１，
为 两 两 呈 正 相 关。错 配 修 复 基 因 低 表 达，

ＲＡＳＳＦ１Ａ基因的微卫星不稳定在宫颈组织中表达

有随着宫颈病变加重而升高的趋势。

讨 论

宫颈癌是全世界妇女中仅次于乳腺癌导致妇女

死亡的第二大恶性肿瘤［３］。宫颈癌的病因确定有三

个 主 要 因 素，其 中 两 个 因 素 与 乳 头 状 瘤 病 毒

（ＨＰＶ）感染有关，即 病 毒Ｅ６、Ｅ７蛋 白 的 作 用 和

病毒ＤＮＡ整合到细胞基因组中，第三个因素是细

胞基因损害的积累［４］。现有研究表明，在宫颈癌与

前列腺癌中，ＲＡＳＳＦ１Ａ失活与 ＨＰＶ感染呈 负 相

关关系［５－６］。细胞内ＲＡＳＳＦ１Ａ与Ｅ６／Ｅ７病毒蛋白

之间的这种相互作用在肿瘤转化和宫颈上皮细胞的

无限增殖中起着非常重要的作用［７－８］。在宫颈癌中，
经 常 发 生 ３ｐ２１ 区 域 的 微 卫 星 不 稳 定 性，而

ＲＡＳＳＦ１Ａ基因定位于３ｐ２１．３，因此它与宫颈癌的

发 生 发 展 有 关［１］。Ｙｕ 等［９］ 研 究 发 现 宫 颈 癌

ＲＡＳＳＦ１Ａ微卫星位点不稳定性和杂合性缺失发生

很频繁，有 作 者 报 道ＲＡＳＳＦ１Ａ基 因 的 ＭＳＩ的 发

生率在ＣＩＮ中 呈 递 增 趋 势，并 与 宫 颈 癌 组 织 的 淋

巴结转移 有 关［１０］。赵 富 玺 等［１］研 究 得 出 宫 颈 癌 与

ＣＩＮ 的 ＬＯＨ 和 ＭＳＩ的 发 生 率 无 统 计 学 差 异。

ＬＯＨ发生率在宫颈癌组织Ⅰ～Ⅱ期与Ⅲ～Ⅳ期及

高中分化与低分化之间有统计学差异；高级别ＣＩＮ
（ＣＩＮ２／３）患者的ＬＯＨ和 ＭＳＩ发生率高于低级别

ＣＩＮ （ＣＩＮⅠ）患 者［１］。ｈＭＬＨ１和ｈＭＳＨ２具 有

修复ＤＮＡ碱基 错 配，增 强ＤＮＡ复 制 忠 实 性，维

持基因组稳定及降低自发性突变的功能。有学者认

为，如果ｈＭＬＨ１和ｈＭＳＨ２的功能发生缺陷或活

性降低，复制过程中出现的错误不能及时被纠正，
就会使整个基因组不稳定，随机突变率增高，而主

要通过 ＭＳＩ途径，导致细胞微 卫 星 （ｍｉｃｒｏ　ｓａｔｅｌｌｉｔ，

ＭＳ）序列发生改变而出现不稳定导致肿瘤发生［１１］。
本研究中ＲＡＳＳＦ１Ａ基因的三个位点微卫星不

稳定性的检测：可能是癌前病变双向转归作用 （即

ＣＩＮ１有转为 正 常 宫 颈 组 织 或 慢 性 宫 颈 炎 的 可 能，

ＣＩＮ２～ＣＩＮ３中 有 发 展 为 宫 颈 癌 的 可 能），而 使 总

体ＣＩＮ分别与 慢 性 宫 颈 炎 和 宫 颈 癌 比 较，差 异 均

无统计学意 义。因 此 做 了 进 一 步ＣＩＮ分 组，统 计

发现ＣＩＮ１与ＣＩＮ２～ＣＩＮ３进行比较，差异有统计

学意义，另外对宫颈癌也做了进一步分期、分级统

计显示：宫颈高中分化鳞状细胞癌与低分化鳞状细

胞癌、Ⅰ～Ⅱ期宫颈癌与Ⅲ～Ⅳ期宫颈癌对照有差

异。说明微卫星改变在ＣＩＮ２～ＣＩＮ３和宫颈鳞状细

胞癌中表达频繁，提示 ＭＳＩ是宫颈癌发生发展过

程中的频 发 事 件。同 时，本 研 究 中 ＭＳＩ在 宫 颈 高

度病变的高检出率也提示所选用的三个微卫星位点

Ｄ３Ｓ２８３２Ｅ、ＲＨ９１１２７、ＳＨＧＣ－５６８３８可 能 是 宫 颈
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癌 ＭＳＩ检 测 的 敏 感 位 点，三 个 位 点 均 定 位 于

３ｐ２１．３，ＲＡＳＦＦ１Ａ基 因 即 定 位 于 此。这 对 临 床

ＭＳＩ检测指 标 的 选 用 有 一 定 参 考 价 值。本 试 验 结

果 与 文 献［３］ 报 道 的 结 果 相 一 致。值 得 提 出

ＲＡＳＳＦ１Ａ基因的 微 卫 星 变 异 总 体 的 检 出 率 很 低，
几乎均在宫颈 癌 中 的 检 出 率 刚 达 到３０％～４０％左

右，推断ＲＡＳＳＦ１Ａ基因的微卫星变异是宫颈癌发

生过程中的较晚期事件，对于宫颈癌诊断及判断预

后可 能 具 有 临 床 实 用 价 值。通 过 宫 颈 病 变 组 织

ＨＰＶ１６感染状 况 的 研 究 发 现 ＨＰＶ１６的 感 染 率 随

着宫颈病 变 级 别 的 升 高 而 增 高，宫 颈 癌 组 与ＣＩＮ
组 ＨＰＶ感染阳性率明显高于慢性宫颈炎组。随着

临床分期和组织学分 级 的 增 加，ＨＰＶ 的 感 染 率 也

逐渐增加，但差异无统计学意义，表 明 ＨＰＶ 感 染

与宫颈癌的临床分期和组织学分级均无相关性。但

ＣＩＮ１与ＣＩＮ２～ＣＩＮ３比 较 有 差 异，表 明 ＨＰＶ１６
在宫颈病变的进展中具有很大意义。车耀润等［８］研

究发现 ＨＰＶ感 染、ｈＭＬＨ１及ｈＭＳＨ２阳 性 表 达

率与分化 程 度、临 床 分 期 及 淋 巴 结 转 移 无 显 著 相

关，ＨＰＶ感染 细 胞ｈＭＳＨ２与ｈＭＬＨ１蛋 白 表 达

上调的现象表明 ＨＰＶ１６感染增加子宫颈上皮细胞

ＤＮＡ复制时的碱基错配 ．因此，这可能是 ＨＰＶ１６
的致癌机制之一。文献报道曾证实在宫颈癌等肿瘤

中，普遍存在错配修复酶ｈＭＬＨ１和ｈＭＳＨ２的表

达缺失［１２］，进一步证实了 ＭＭＲ保证ＤＮＡ复制忠

实性的重要作用。提示宫颈病变组织中ｈＭＬＨ１和

ｈＭＳＨ２低表 达 可 能 是 导 致 宫 颈 癌 发 生 的 重 要 原

因。本研究中ｈＭＬＨ１和ｈＭＳＨ２低表达率与微卫

星不稳定性的检测结果一致，均随着宫颈病变级别

的升高而 增 高，其 中ｈＭＬＨ１的 低 表 达 率 比ｈＭ－
ＳＨ２的低 表 达 率 高，说 明ｈＭＬＨ１的 低 表 达 率 在

宫颈各级病变中更加显著，但两者之间经统计学比

较并无差异，可能与样本小有关。提示宫颈病变的

进展及宫颈癌的发生与 ＤＮＡ错配修复系统 （ｍｉｓ－
ｍａｔｃｈ　ｒｅｐａｉｒ　ｅｎｚｙｍｅ，ＭＭＲ）功能缺陷有关。Ｅｌ－
ｈａｍｉｄｉ等［１３］的基因微卫星变异分析可预示２２％～
４７％治疗后仍持续或进展的ＣＩＮ。ＭＭＲ基因不表

达或表达 出 错 误 截 短 的 错 配 修 复 蛋 白，使 该 细 胞

ＤＮＡ的复制错配率增加，基因组发生 ＭＳＩ而使肿

瘤发生。进一步证实了本研究结果。
本研 究 ＨＰＶ１６感 染 状 况 与ｈＭＬＨ１和ｈＭ－

ＳＨ２的低表 达 及 ＲＡＳＳＦ１Ａ基 因 的 三 个 位 点 的 微

卫星不稳定性的检测结果一致，提示宫颈病变组织

中ＨＰＶ１６可能导致ｈＭＬＨ１和ｈＭＳＨ２的低表达，

ｈＭＬＨ１和ｈＭＳＨ２的低表达促使 ＭＳＩ的发生，而

三者的共同 作 用 可 能 是 导 致 宫 颈 癌 发 生 的 重 要 原

因。从而为ＣＩＮ进 展 为 宫 颈 癌 提 供 理 论 支 持，并

提示 ＨＰＶ１６、微卫星不稳定性和错配修 复 基 因 联

合检测有望作为宫颈癌高危人群预警的检测指标。
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