
宫颈上皮内瘤变中HPV型别、负荷量的研究及HPV58型L1基因多

态性分析

摘要

目的

探讨不同宫颈上皮内瘤病变(Cervical Intraepithelial Neoplasia，CIN)中

人乳头瘤病毒(Human Papillomaviruses，HPV)基因型及HPV58 L1基因序列多态

性分析。

探讨宫颈液基细胞学阴性的HPV感染与病毒负荷量、年龄因素及宫颈病变程度

的关系。

方法

1．(1)采用薄层液基细胞学(LCT)联合HC2检测HPV—DNA进行宫颈癌机会性筛查，

选取LCT及HPV DNA检测均为阳性，且行宫颈锥形切除术后有明确组织病理学诊断

者121例。宫颈上皮内瘤变I级(CINI)35例，宫颈上皮内瘤变工工级(CIN2)35

例，宫颈上皮内瘤变III级(CIN3)51例。(2)行宫颈锥形切除术后将病变组织制

成蜡块，进行切片、制片。(3)通过高通量和芯片捕获技术检测121例标本中感染

HPV基因型，并获得HPV58的L1基因序列。(4)应用DNAStar软件对所得出的序列

结果进行比较分析Ll基因的多态性。

2．2011年5月至2012年12月在青岛大学医学院附属医院黄岛院区，采用薄

层液基细胞学(LCT)联合HC2检测HPV-DNA进行宫颈癌机会性筛查，选取结果为LCT

阴性、HPV阳性患者575例，全部行阴道镜下宫颈活检且有病理诊断。比较年龄、

HPV病毒负荷量及病变级别之间的关系。

结果

1．121例不同级别宫颈上皮内瘤变中，检出HPV共79例，阳性检出率是(79／121)

65．29％。79例HPV检出患者中，58例单一型别感染，检出率是(58／79)73．42％，

21例多重感染，检出率是(21／79)26．58％。单一感染中，HPVl6检出率最高，为(31／58)

53．45％，其次是HPV58，检出率为(10／58)17．24％。多重感染中，以HPV58和HPVl6

的多重感染为主，其中10例包含HPV58，检出率为(10／21)47．62％，11例包含HPVl6，

检出率为(11／21)52．38％。HPV58+HPVl6检出率最高，为(4／21)19．05％，其次是

HPVl6+HPV33，检出率为(2／21)9．52％。

2．20例HPV58阳性标本中，全部测出L1基因序列，存在6个突变位点，分别

是nt6014、nt6325、nt6359、nt6411、nt6416、nt6433。其中nt6014、nt6359位



点变异导致所编码的氨基酸发生改变。且nt6433位点A／G突变存在于全部20例标

本中，提示可能具有地域性特点。

3．575例患者中宫颈活检病理诊断宫颈浸润癌1例，CIN3、CIN2、CINl分别为

26例、17例、46例，慢性宫颈炎485例。30-49岁组≥CIN3的患病风险是≥50岁

组患者的1．556(0．357-6．776)倍；HPV病毒高负荷量组的患病风险是低负荷量组

的2．017(0．760—5．350)倍。30-49岁年龄段组HPV病毒低、中、高负荷量者≥CIN2

的患病率分别为3．2％、8．4％和lo．5％(∥=6．684，P=O．0009)，差异具有统计学

意义(P<0．001)。说明，在30-49岁年龄段，≥CIN2发生率随着HPV病毒负荷量

升高有上升趋势。

结论

1．不同级别宫颈上皮内瘤变中HPV感染主要型别为HPVl6型及HPV58型，其中

HPV58型的L1基因存在多个突变位点。

2．在LCT阴性、HPV阳性患者中，30-49岁年龄组高度病变患病率明显增加，且

病毒负荷量越高，其患病率越高。由此提示，临床上30—49岁年龄段妇女，HPV负

荷量≥IOORLU／CO，及时的阴道镜检查，发现可疑病变行宫颈活检，能够有效地进行

宫颈病变及宫颈癌的尽早发现和及时治疗，预防病变进展。
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The study of the HPV types and virus load in cervical intraepithelial

neoplasia and analysis of the mutations of HPV58 L1 gene

Abstract

objective
1．To investigate the genotype of HPV in different cervical intraepithelial neoplasia

lesions and the gene polymorphism of L1 gene of HPV58 type．

2．To discuss the relation of HPV load．the patients’age and cervical lesions in the

patients who have a negative Liquid—Based Cytology and positive HPV．

Methods

1．(1)1 2 1 women丽m positive肿V and positive cytology,who were performed
conization of cervix and histopathological diagnosis were analysised，including the CIN1

i11 35 cases，CIN2 in 35 cases and CIN3 in 5 1 cases．(2)With the method of the paraffin
sections．the diseased tissues in cervical conization were taken into slicing and slide

preparation．(3)The high-throughput sequencing and chip capture technology were used to

detect the genotype of HPV in the 1 2 1 cases，and to obtain the L1 gene sequence of

HPV58．(4)Using the DNAStar to compare and analyse the sequence results and the L1

gene polymorphism of HPV5 8 type．

2．575 women with positive HPV and negative cytology,who were performed
colposcopic indicated biopsy and histopathological diagnosis in the Affiliated Hospital of

Qingdao University Medical Collegebetween 20 1 1．5 and 20 1 2．1 2，were analysised．

Results

1．79(65．29％)were positive for HPV in the 1 2 1 cases of different CIN．58(73．42％)

were infected谢tll single type of HPV and 21(26．58％)谢也mixed type of HPV among
the 79 HPV positive cases．Among the 58 infected with single type of HPV，HPV 1 6

(53．45％)was predominated，and followed by}丑)V 58(17．24％)．Among the 21 infected

、航th mixed type of HPV，HPV58(47．62％)and HPVl6(52．38％)were the main

genotypes．Moreover,HPV58+HPVl6(19．05％)was predominated，and followed by

HPVl 6+HPV33(9．52％)．
2．In the 20 cases of HPV58，a11 of them were detected the L1 gene sequence．

Sequencing analysis showed the single nucleotide polymorphism at 6 sites of L 1 gene，
nt6014、nt6325、ntl5359、nt6411、nt6416、nt6433．Besides．nt6433 siteA／G mutation exists

iIl all 20 cases of specimens．The conclusion is the mutation was likely to have regional

characteristics．

3．The histopathological diagnosis of the 575 women were 1 invasive cancer,26 of

CIN3．17 of CIN2．46 of CINl and 485 of c11ronic cervicitis．Between 30-49 age group
and>／50 age group，the odds ratio Was 1．556(0．357-6．776)，and between high HPV load

group and low肿V load group Was 2．01 7(0．760—5．350)．In the 30-49 age group，the
prevalence rate of>；，CIN2 in low,median，high肿V load group was 3．2％，8．4％，10．5％
(贮=6．684，P=0．0009)respectively,and it showed a significant difference(P<0．00 1)．



Conclusion

1．T11e main lipV types are HPVl6 and 58 in different levels of cervical

intraepithelial neoplasia，and the L1 gene ofHPV58 type has multiple mutations．

2．nle prevalence rate of women with positive HPV and negative cytology,who are

in the 30—49 age group increased significantly and the higher HPV load，the prevalence is

higher．Consequently，HPV load and age ofpatients’determined whether to be performed
colposcopy to improve the detection rate of the CIN and cervical cancer effectively．

Postgraduate student：Cui Hongfei(Obstetrics and Gynaecology)

Directed by Prof．Dai Shuzhen
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引言

引言

宫颈癌是全球女性中，第三大常见的恶性肿瘤，仅2008年一年之中，就诊断出

529，000例新发病例n1。在中国，宫颈癌每年的新发病例高达13．15万，在世界范围

内的宫颈癌新发病例中占的28．8％之多，宫颈浸润癌的患病率居我国妇女恶性肿瘤

第1位。宫颈癌从发病到发展为浸润癌需要很长的一段时间。这个发展为浸润癌的

过程伴随着细胞学、组织病理学及基因等各方面的变化，宫颈上皮内瘤变是典型的

宫颈浸润癌的癌前病变。这种先驱阶段通常不伴随明显症状，持续10一20年之久控3。

人乳头瘤病毒(HPV)是引起宫颈癌及癌前病变最重要的独立因素口3。HPV检测与细

胞学方法联合应用进行宫颈癌的初筛已得到认可，不仅有效降低细胞学检查的假阴

性率，亦为制定筛查间隔时间、决定是否进一步行阴道镜检查提供了重要依据。但

是，随着宫颈病变筛查广泛开展以来，出现了大量HPV阳性而细胞学无异常改变的

病例Ⅲ。

根据HPV致病力，将HPV病毒分为低危型(LR-HPV)和高危型(HR—HPV)。在已

发现并报道的200多种HPV基因型、亚型及变异体璐1中，大约有15—20种类型的HPV

与癌症有关，其中HPVl6，18，52，58等型别引发宫颈癌的概率大约为80％阳‘81。地

区性差异和不同程度的宫颈病变差异是HPV基因型分布具有的显著特点。Pavani等

一1的研究显示印度部分地区宫颈癌中，主要的HR-HPV分布为HPVl6，18，33，35，

45，52，58，59，73(按由多到少的顺序)。在我国，HPVl6在宫颈鳞状细胞癌中最

为常见，HPV58仅次于HPVl6排在第二位。石菊芳等n叫对深圳市妇女进行了HPV感

染的调查，结果显示不同地域HPV型别的差异。Marinko等nu对瑞士地区的细胞病

理学异常的患者进行HPV感染研究，结果显示，LSIL中，最常见HPV基因型是HPVl6，

31，58，51，52，31，56；HSIL中，最常见的基因型是HPVl6，18，31，52，58。

宫颈癌及宫颈病变在预防和治疗上的困难重重，重要的原因之一就是HPV的地

区性分布差异和不同程度宫颈病变间的差异。因地制宜地研究HPV基因型分布，研

究不同级别宫颈病变中不同基因型间的互相影响，对将来预防、消除HPV感染，治

疗宫颈癌及宫颈上皮内瘤变具有重要意义。

HPV是二十面体对称结构，属于球形DNA病毒，包含小双股环状DNA病毒，无

包膜。8个开放阅读框架(ORF)和上游调控区组成HPV病毒的基因组，全长约8000 bp。

上游调控区在早期基因和晚期基因之间，所含的调控元件，在病毒的复制、转录等

过程中起调控作用n 2J。开放阅读框架包括早期基因和晚期基因，晚基因包括Ll、L2，

Ll基因编码L1蛋白，是HPV病毒的主要衣壳蛋白，L2基因编码L2蛋白，是HPV病

毒的次要衣壳蛋白。HPV L1编码的Ll蛋白是一种糖蛋白，其结构相对保
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守，在侵入宿主体内后，作为主要的特异性抗原，引起机体的免疫反应。L1蛋白具

有自行组装病毒样颗粒的特性，这种病毒颗粒表面上存在中和表位，可以引起宿主

产生细胞免疫n3】。除此以外，还可以诱导产生中和抗体，用来制备HPV疫苗。现在

的Cervarix二价HPVl6、18、31、33及45型预防性疫苗，有效保护率在90％以上
n

41。预防性疫苗的主要成分是L1，不同地区的HPV L1基因序列多态性决定了其编

码的L1蛋白的多态性，不同型别HPV的感染需要针对性的疫苗进行预防。

本研究分为两个部分，第一部分旨在通过高通量基因测序及L1基因序列多态性

研究，分析不同级别宫颈上皮内瘤变中主要感染型别，以及了解HPV58型L1基因序

列与宫颈上皮内瘤变的关系，从而对主要HPV型别的疫苗引进和研制提供依据。第

二部分旨在研究讨论细胞学正常而HPV阳性的不同级别宫颈病变与HPV病毒负荷量

和年龄的关系，从而判断HPV病毒负荷量及年龄对单纯HPV阳性妇女在临床上的诊

断价值，这对病情的诊断和治疗，以及病情变化的监测具有十分重要的意义。
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材料与方法

第一部分宫颈上皮内瘤病变中HPV基因型

及HPV58 L1基因序列多态性分析

宫颈癌是威胁广大女性生命健康的巨大杀手，随着各种宫颈癌筛查手段管理规

范化，以及相应的细胞、组织病理学科地快速发展，使宫颈癌及癌前病变得到了及

时发现和有效治疗。目前，近200余种型别的HPV被发现，其中有15—20种型别与

肿瘤有关。流行病学分析表明，HPVl6、58感染在中国地区较为常见。本研究对HPV

型别进行鉴定，并通过对HPV58 L1基因序列分析，了解58型Ll基因序列特点，为

HPV预防性疫苗的研究提供理论基础。

材料与方法

1．1标本收集

2009年1月至2011年12月在青岛大学医学院附属医院，采用薄层液基细胞学

(LCT)联合HC2检测HPV-DNA进行宫颈癌机会性筛查，选取LCT及HPV DNA检测均阳

性，且行宫颈锥形切除术后有明确组织病理学诊断者121例，年龄23-69岁。宫颈

上皮内瘤变工级(CINl)35例，宫颈上皮内瘤变II级(CIN2)35例，宫颈上皮内

瘤变III级(CIN3)51例。所有选定研究的患者均长期居住在青岛地区，都拥有完

整临床资料，且所有病例既往无CIN病史及宫颈锥切病史，无全子宫切除和盆腔放

疗病史。

1．2主要仪器和试剂

1．2．1主要仪器

仪器名称 生产厂家

美国Thermo Fisher
NanoDrop ND——8000

Scientific公司

台式高速冷冻离心机 德国Eppendorf

台式高速离心机／51 15D 德国Eppendorf

PCR扩增仪 Bio-Rad

水浴锅 北京方通达

掌式离心机 海门市麒麟医用

Thermomi xer Eppendorf公司
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荧光定量PCR仪 美国ABI

Nanodrop Invitrogen

数控干浴器 美国Labnet AccuBlock

Agilent 2100 Agilent

Covaris打碎仪 CovariS

Oub it Fluorometer Invi trogen

美国Thermo Fisher
NanoDrop 1000

Scientific公司

1．2．2试剂

名称 厂商

DNA聚合酶(2．5U) 天根生化科技(北京)有限公司

Complete PCR Reagent试剂盒 美国Sequenom公司

i PLEX Gold Reagent试剂盒 美国Sequenom公司

Spectro CHIP Arrays and
美国Sequenom公司

Clean Resin试剂盒

TaKaRa Ex Taq Hot Start
TaKaRa

Version

DNA Purification kit过柱纯

化试剂盒
QIAgen

PCR Purification System

450ml kit
Agencourt

T4 Polynucleotide Kinase Enzymatics

T4 DNA Polymerase Enzymatics

Kl enow Fragment Enzymatics

dNTP Solut ion Set Enzymatics

Klenow(3’一5’ exo一) Enzymatics

T4 DNA Ligase(Rapid) Enzymatics

QIAquick PCR Purification

Kit回收纯化
QIAgen

MiniElute PER Purification

Kit
QIAgen

Ampure Beads Beckman Coulter Genomics

lOx P01ynucleotide Kinase

Buffer
Enzymatics

PI block(1000uM) Invitrogen

25 mM dATP GE
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材料与方法

常用试剂：二甲苯、甲醛、0．01M柠檬酸盐缓冲液、0．1M
磷酸盐缓冲液(PBS)、磷酸氢二钠、磷酸二氢钾、苏木素复染剂、
双氧水、蒸馏水等。

1．3方法

1．3．1主要试剂的配制

(1)75％乙醇：按体积比配制灭菌蒸馏水及无水乙醇。

(2)1M Tris—Hcl(pH7．5)：将121．19 Tris碱加入800ml蒸馏水中，用盐酸

(约需60m1)调pH值至7．5，待溶液冷却至室温后加灭菌蒸馏水至1L。

(3)0．5M EDTA(pH8．0)：将146．19无水EDTA加入800ml蒸馏水中，用NaOH

颗粒(约需209)调pH值至8．0，最后加灭菌蒸馏水至1L。

(4)TE缓冲液(PH8．0)：终浓度lOOmM Tris—C1(pH8．0)，lOmM EDTA(pH8．0)。

配置lOOml TE：iM Tris—HCI，lOml，0．5M EDTA，2ml，加水至lOOml。

(5)1．5M Nacl：称取Nacl87．669，灭菌蒸馏水定容至1L。

(6)DEPC水：DEPC iml+灭菌蒸馏水999mi。

1．3．2宫颈冷刀锥切术。一般切除宽度应在病灶外0．5cm，锥高延至颈管2～

2．5cm，切除鳞柱交界。

1．3．3标本蜡块、切片的制备及阅片。锥切标本均行石蜡包埋、切片及染色，3

名病理科医生交叉阅片行病理诊断。

1．3．4高通量基因测序和芯片捕获

1．3．4．1蜡块组织DNA提取：使用石蜡组织FFPE样本Magen试剂盒提取DNA，

完全按照试剂盒要求完成实验操作。提取完成后使用nanodrop检测提取质量。

1．3．4．2基因组DNA打断：取2ug样品，将体积补充到lOOul。用microTube(6

×16mm)管在Covaris S2上将样品打断，保证打断后主带在200bp一300bp。

1．3．4．3文库构建：使用Illumina提供的建库方式，每个样品单独完成建库。

用T4 DNA Polymerase、Klenow DNA Polymerase和T4 PNK将上一步打断产物的5’

端和3’端修复成平末端；再进行3’端重新加“A”，之后末端带有“T”碱基的特

殊接头被连入产物两端，再通过10个循环数的PCR将8bp的index序列加入到目的

片段上去，磁珠纯化后即完成文库的制备。建好的文库用Agilent 2100检测，若片

段主峰范围在280bp一500bp，则为合格文库。

1．3．4．4芯片杂交，捕获和洗脱：每个文库取500ng，将6个不同的文库pooling

成一个总文库。每个总文库和mygenost ics的GenCap Reagent Ki t试剂进行杂交

反应22个小时。杂交完成后按照试剂盒要求用Myone beads C1将探针富集洗脱，

再经过15个cycle的PCR扩增进一步增加文库量。
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1．3．5基因序列纯化及测序服务由深圳华大基因研究院提供。利用DNA、DNASIS

软件对所得出的序列结果进行比较分析L1．基因的多态性。

1．3．6统计学分析：采用SPSS 17．0统计学软件进行统计分析。计数资料的组

间比较采用矛检验。P<O．05，有统计学意义。

结果

2．1宫颈上皮内瘤变与HPV基因型

如表2．1所示，121例标本中，共检测出79例HPV阳性标本，阳性检出率为

(79／121)65．29％。如图2．1所示，检出基因型共13种，包括12种HR—HPV．16，

18，31，33，39，45，5l，52，56，58，59，66，以及1种LR—HPV．HPVIl。其中

HPVl6共42例，检出率最高，为(42／79)53．16％，其次是HPV58，共20例，检出率

为(20／79)25．32％。单一型别感染58例，多重感染(双重及以上)21例，检出率

分别为(58／79)73．42％和(21／79)26．58％。CINI、2、3三组HPV检出率分别为45．71％、

60％、82．35％，三组之间两两比较，差异无统计学意义。而HPVl6在三组中的检出率

分别为5．71％、20．00％、62．75％，两两比较，CINI和CIN3，CIN2和CIN3之间差异

具有统计学意义(P<O．001)，而CIN2和CIN3之间比较，差异无统计学意义。HPV58

在三组中的检出率分别为14．26％，20．00％、15．69％，三组之间两两比较，差异不具

有统计学意义。

表2．1宫颈上皮内瘤变与}IPV

HPV型别 CINI(n=35) CIN2(n=35) CIN3(n=51) 合计(n=121)

HPVl6

HPV58

HPV33

HPV52

HPV56

HPV31

HPV66

HPV5I

HPvll

HPVl8

HPV39

HPV45

HPV59

HPV58+HPV 16

1(2．86)

2(5．71)

I(2．86)

3(8．57)

2(2．86)

0

1(2．86)

0

0

0

0

0

0

0

5(14．29)

5(14．29)

1(2．86)

0

2．86

2．86

2．86

2．86

0

0

0

0

0

0

—6—

25(49．02)

3(5．88)

2(3．92)

0

0

1(1．96)

1(1．96)

0

0

1(1．96)

0

0

0

4(7．84)

31(25．62)

10(8．26)

4(3．31)

3(2．48)

3(2．48)

2(1．65)

3(2．48)

1(0．83)

O

1(0．83)

0

0

0

4(3．31)



结果

注：单一型别顺序按照从多到少依次排列。单一型别与多重感染计数无重叠。

图2．1 HPV型别计数统计

注：图中每种型别HPV计数包含单一感染和双重感染交叉部分。
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2．2HPV58 LI基因多态性

20例HPV58 L1进行基因序列分析后，存在6个变异位点，分别是nt6014、

nt6325、nt6359、nt6411、nt6416、nt6433。其中nt6014、nt6359位点变异导致所

编码的氨基酸发生改变。且nt6433位点A／G突变存在于全部20例标本中。(详见表

2．2)HPV58 L1基因变异位点在CINI，2，3三组中分布情况：其中nt6014(A／C)、

nt6359(A／G)在CIN3中的变异率与CINI和CIN2两两比较，差异不具有统计学意

义。其余各位点的变异率在CINI、2、3中差异无统计学意义。

表2．2宫颈上皮内瘤变中HPV58 LI基因多态性

注：a表示位点变异引起的氨基酸变化为同义突变。

讨论

HPV是宫颈上皮内瘤变发展过程中的始动因素。尽管女性频繁地暴露于HPV的

危险因素中，但最终发展为宫颈癌的比率仍极低。大多数低级别病变如CINI不需要

任何治疗，只需定期复查观察病情变化，最终自然转归。有研究显示，患CINI的妇

女，其转归率达70-80％，而青少年及<25岁的青年女性，转归率超过90％n5。16|。相

对而言，高级别病变如CIN3，尤其是CIN2，并不是所有的都会持续发展，称之为真

正的癌前病变。尽管HPV能够加快癌前病变进展的速度，但即使是高危型HPV感染，

进展为浸润性癌症的时间也需要25—30年n7|。所以，在宫颈上皮内瘤变期间有时间

完成提高HR—HPV检出率，预测病变进展风险和积极治疗的任务。

3．1 HPV基因型别

分子生物学技术正在不断向前发展，目前已发现并报道了超过200种的HPV基

因型，亚型和变异体n8J，其中，超过20种型别与生殖道感染有关。根据其致病力的

大小，分为高危型(癌相关型，HR)和低危型(非癌相关型，LR)两种，低危型主

要包括HPV6，11，40，42，43，44，54，61，70，72，81，cp6108等，低危型主
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讨论

要与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CINl等密

切相关，这些病变多可自行转归，几乎见不到LR-HPV感染所致的CIN3或浸润性癌；

高危型主要为HPVl6，18，31，33，35，39，45，51，52，56，58，59，68，73，

82等，主要导致CIN2、3和癌的发生，多不能自行转归，病情进展多不能逆转n 9j。

本研究结果显示，检测出的HPV79例标本中，只有1种低危型HPV感染，即HPVll，

且此标本为包含高危型HPV33的多重感染，其余均为高危型HPV感染。这与国内外

关于高危型和低危型HPV感染在不同级别宫颈上皮内瘤变的报道相似啦卜21|。

不同地区HPV的人群感染率不同，所携带的型别不同，HPVl6和18是全球公认

的浸润性宫颈癌中最常见的两种基因型。然而在我国，1996年中国医学科学院肿瘤

研究所在全国范围进行宫颈癌筛查，检测HPV型别结果，感染率53．5％，其中最高

为HPVl6(31．9％)，其次为HPV58(7．6％)。这与本研究的结果基本一致。国内多个地

区进行的HPV筛查结果均显示当地HPV感染的主要型别是HPVl6型和HPV58型，与

欧美国家地区的主要型别HPVl6型HPVl8型不同心2|。不同级别的宫颈上皮内瘤变所

感染的HPV型别也存在差异性。从本研究的结果分析，在CINl，2，3三组中，随着

级别的增高，HPVl6型感染率逐渐增高。而HPV58型在三组间比较无差异。Adriana

等瞠副对坦桑尼亚地区的随访研究显示，组织病理学中，高级别病变CIN2，3级的患

者，常见感染的类型是HPV53，58，而低级别病变CINl则是HPV35，45常见。所有

CINl和93％CIN2，3级患者均存在18，26，35，45，51，53，56，59或66多重(包

括两种和两种以上HPV型别)感染。而对照组和细胞学或活检正常的患者中，HPV

阳性率仅14％，阳性中多重感染率高达90％，且其基因型与CIN相同。

由此可见，确定宫颈病变中感染的HPV型别不仅对诊断，治疗和预后十分必要，

更重要的是HPV疫苗的研制需要HPV型别给予指导。全球范围内，以不同地区、不

同型别HPV感染为基础，展开免疫预防行动。

3．2HPV病毒及L1基因

HPV，称人乳头瘤病毒，是一类具有种属特异性的嗜上皮病毒，病毒基因组分子

量约为5×106，是7．9kb的双链环状DNA，其中一条是有意链，含有3个基因区：(1)

早期区(Early region，E区)含有8个开放读码框架(El—E8)，编码与病毒复制、

转录调控有关的蛋白和细胞转换蛋白(E5、E6、E7)。其中E6和E7基因编码的E6、

E7蛋白具有刺激细胞生长进而引起宫颈上皮细胞永生化的特点。(2)晚期区(Late

region，L区)包含2个晚期读码框架，编码2种衣壳蛋白，主要衣壳蛋白L1和次

要衣壳蛋白L2，组装成HPV的衣壳。(3)非转录区，又名上游调控区(URR)，含有

HPV DNA的复制起点和基因表达所必需的调控元件。

用基因工程技术表达的L1(或LI+L2)蛋白可在相应宿主细胞中组装成病毒
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颗粒(virus-like partical，VLP)。HPV感染宿主细胞后以游离状态引起细胞感染，

首先潜伏于基底细胞层，其DNA作为独立的外源染色体游离于细胞核内，自身复制

DNA和RNA，转录合成蛋白质。HPV的衣壳蛋白L1或LI+L2具有自我组装的特性。

预防性疫苗主要通过诱导有效的体液免疫应答来抵抗HPV感染，预防性疫苗以HPV

晚期结构蛋白L1、L2诱导引发特异性抗体，用基因工程技术表达的衣壳蛋白Ll和

L2可在宿主细胞中能组装成病毒外壳样结构，即病毒样颗粒(virus 1ike particles，

VLP)，VLP不含病毒核酸，其空间构象及免疫原性与天然HPV颗粒相似，抗原性强，

能有效诱导中和抗体船4l。经由体液免疫应答反应，使特异性抗体结合病毒包膜抗原，

破坏病毒进入宿主细胞，是预防性疫苗预防感染的途径，显然，预防性HPV疫苗靶

抗原是HPV的衣壳蛋白L1、L2及其结合物。L1编码的L1衣壳蛋白通过与机体免疫

细胞及免疫物质结合，形成了免疫复合物，免疫复合物通过激活自身免疫反应形成

抗体，进而杀死受病毒感染的细胞。研究证明，HPV病毒的预防性疫苗能有效预防

HPV感染雎5。2引，并能减少70％左右的宫颈癌发生瞳71。现阶段的预防性疫苗就是通过

上述原理，主动刺激人类免疫系统，产生抗体，抵御病毒。L1基因位点的变异会造

成相应编码区的氨基酸的改变，从而引起抗原表位的改变，最终导致宿主的免疫细

胞不能识别和清除被HPV感染的细胞，进而使病变发展。本研究结果HPV58 L1共有

6处变异，2处变异相对应编码的氨基酸发生改变，即nt6014(A／C)、nt6359(A／G)

变异分别导致Leu(亮氨酸)一Phe(苯丙氨酸)，Ile(异亮氨酸)一Met(甲硫氨

酸)，其余均为同义突变。结果与国内外报道的某些位点相同口8‘291。其中nt6433位

点A／G突变在全部20例HPV58感染中都存在，提示此点可能是有地域性特点的变异，

但此位点变异属同义突变，相应氨基酸并没有发生变化，由于HPV58感染标本较少，

对于此为点是否为青岛地区特有，需要大样本研究证据支持。HPV58型与HPVl6 L1

的基因同源性在60％以上，这预示着HPV58和HPVl6 L1引起的宿主机体的抗体存在

交叉免疫结合反应的可能性。有相关研究证明，HPVl6 L1蛋白某些位点突变对重组

蛋白表达量、组装病毒样颗粒影响很大∞01。王丽娜口¨等研究显示，抗HPVS8 L1抗体

仅对HPV58显示出中和作用，而不能抑制HPVl6的感染活性。本研究HPV58 L1基因

的位点变异对表达的L1蛋白的空间构象、亲水性，以致免疫学活性是否具有影响，

仍需大量样本及进一步血清免疫学研究证实。
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结论

结论

本研究中不同级别宫颈上皮内瘤变中HPV感染主要型别为HPVl6及HPV58型，

HPV58 L1基因存在多个突变位点，且在所有HPV58阳性标本中均存在其L1基因

nt6433位点A／c突变，呈现地域性倾向。
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第二部分单纯HPV感染与负荷量、年龄及宫颈病变关系的研究

在中国，宫颈癌每年的新发病例高达13．15万，在世界范围内的宫颈癌新发病

例中占的28．8％之多，宫颈浸润癌的患病率居我国妇女恶性肿瘤第1位。因而，运

用准确高效的方法进行宫颈癌筛查十分重要。临床已证明人乳头状瘤病毒(HPV)感

染是宫颈癌发生的先决必要引发条件口2】。而HPV检测与细胞学方法联合应用进行宫

颈癌的初筛已得到认可，不仅有效降低细胞学检查的假阴性率，亦为制定筛查间隔

时间、决定是否进一步行阴道镜检查提供了重要依据。但是，随着宫颈病变筛查广

泛开展以来，出现了大量HPV阳性而细胞学无异常改变的病例H1。本文旨在研究讨

论细胞学正常而HPV阳性的不同级别宫颈病变与HPV病毒负荷量和年龄的关系，从

而判断HPV病毒负荷量及年龄对单纯HPV阳性妇女的临床诊断价值，有效诊断治疗，

控制疾病发展。

1．1研究对象

材料与方法

选择2011年5月至2012年12月期间，在青岛大学医学院附属医院黄岛院区门

诊接受宫颈液基细胞学检查联合HPV检测进行宫颈癌筛查的细胞学阴性、HPV阳性

且行阴道镜下活检有病理结果的患者575例，年龄19-72岁，平均年龄(38．9+8．6)

岁。420例阴道镜检查为满意阴道镜，155例为不满意阴道镜，575例均于阴道镜下

宫颈活检并获病理结果可供进行研究。所有选定研究的患者临床资料完整，既往无

CIN病史及宫颈锥切病史，无全子宫切除和盆腔放疗病史。

1．2分组

575例患者全部行阴道镜下宫颈活检且有病理诊断。活检病理诊断为≥CIN2者

行LEEP手术或宫颈冷刀锥切术，术后进行组织病理学诊断。若宫颈活检病理诊断结

果不同于术后病理诊断结果，选取相对高级别诊断为最终病理诊断。组织学病理诊

断分为慢性子宫颈炎，CINl，CIN2，CIN3及宫颈癌。HPV病毒负荷量根据RLU／CO

值，分为低负荷量组(RLU／CO值卜9．99)、中负荷量组(RLU／CO值10-99．99)及高负

荷量组(RLU／CO值≥100)口3|。按照宫颈癌与CIN好发年龄，划分为<30岁、30—49岁、

≥50岁3组年龄段。
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材料与方法

1．3 HPV DNA检测

应用美国Digene公司第二代杂交捕获(HybridCapture II，HC2)技术及其HR—HPV

检测试剂盒检测HR-HPV DNA。此方法可以同时检测13种常见的HR-HPV，包括16、

18、31、33、35、39、45、51、52、56、58、59和66型。阳性判读标准：检测样

本≥1．0 RLU／CO。

1。4薄层液基细胞学检测

应用美国thinprep液基薄层细胞检测技术，制成宫颈脱落细胞薄层涂片，自动

染色并封片后，由2名经验细胞病理医生阅片，根据2001年TBS分类法进行诊断。

1．5阴道镜下宫颈活检

月经干净后3-7天，并且72h内无阴道用药及性生活。用5％醋酸棉球涂抹宫颈，

观察鳞柱交界区的形态、颜色及血管变化：用5％碘液涂抹后观察宫颈着色情况。在

可疑病变部位行宫颈活检，记录所有患者的临床症状、体征，阴道镜满意与否及阴

道镜图像。活检病例由经验病理学医生进行阅片，做出最终诊断。

1．6统计学分析

采用SPSS 17．0统计学软件进行统计分析。计数资料比较采用f检验，两样

本均数比较应用t检验。P<O．05，具有统计学意义。

仕甲：口木

2．1 HPV病毒负荷量与年龄的患病风险

在选取的575样本中，<30岁、30-49岁、≥50岁组分别为67例、450例和58

例。病理诊断：宫颈浸润癌l例，CIN3共26例，CIN2共17例，CINI共46例，慢

性宫颈炎共485例。在HPV病毒负荷量与≥CIN3患病风险分析中，HPV病毒高负荷

量组0R值是2．017(95％C1 0．760—5．350)，中负荷量组0R值是1．638(95％C1

0．539—4．984)；30—49岁组≥CIN3的患病风险是1．556(0．357—6．776)；不同HPV

负荷量及年龄患宫颈病变的患病风险见表l和表2。
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2．2 30-49岁年龄组HPV负荷量与CIN级别关系

表3、表4结果显示，在宫颈病变高发年龄段，即30—49岁年龄组，>，CIN3占

总数的81．5％(22／27)，其中包括宫颈浸润癌1例，且此例患者HPV病毒负荷量≥

100。分析30—49岁年龄段不同HPV病毒负荷量的≥CIN3患病率分别为2．6％、5．6

％和6．8％(Zz：3．278，P=O．194)，三组间比较，差异无统计学意义；≥CIN2分别

3．2％、8．4％和10．5％(∥=6．684，P=O．0009)，差异具有统计学意义(P<o．001)。

这说明，在30一49岁年龄段，，>CIN2发生率随着HPV病毒负荷量升高有上升趋势。

通过比较发现，HPV病毒负荷量≥100者在≥CIN2组高于<CIN2者(矿=3．696，

P=O．04)，差异有统计学意义，而HPV病毒负荷量RLU／CO值卜9．99和10—99．99比

较，差异不具有统计学意义(P=0．074)。

2．3 HPV病毒负荷量与年龄在慢性宫颈炎中的关系

在慢性宫颈炎中，<30岁与≥30岁年龄组的HPV病毒负荷量分别为318．65±

495．18和309．89--+491．19(P>O．05)，两者相比较，差异无统计学意义(t=O．794，

P=O．454)。慢性宫颈炎组HPV病毒负荷量与年龄无关。

表1 HPv负荷量与宫颈病变的风险

分组
HPV负荷量(RLU／CO值)／n(％)

<10 10—99．99 ≥100
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结果

表2年龄与宫颈病变的风险

表3 HPV病毒负荷量、年龄与宫颈病变的关系(％)

表4不同级别CIN与HPV病毒负荷量的关系
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讨论

3．1HPV负荷量与ClN级别的关系

研究显示宫颈病变中HPV感染率与HPV病毒负荷量都明显高于慢性宫颈炎

(P<O．05)，随着宫颈病变级别升高，HPV病毒负荷量也增加阳钔。MunozN研究同样指

出，随着HPV病毒负荷量的增高，宫颈病变程度越高；宫颈病变级别越高，感染的

HPV型别越多，HPV病毒负荷量就越高口5】。本研究数据显示，对于HPV负荷量即RLU／CO

值介于10-99．99之间和RLU／CO值≥100的患者，≥CIN3的0R值分别为1．638(95

％C工0．539-4．984)和2．017(95％C1 0．760-5．350)。由此表明，随着HPV病毒负

荷量的持续增高，发生浸润癌概率也随之增加，即病变进展风险增大。这可能是解

释在高级别病变中，病毒负荷量较高的原因之一。由于本研究并无连续随访资料，

尚不能确定高HPV病毒负荷量是否持续存在。关于HPV负荷量和宫颈病变关系的研

究，也有不同文献报道璐6‘371。Howard等的文献报道指出，HC2检测的HPV病毒负荷

量与宫颈病变严重程度无相关性，高HPV病毒负荷量仅提示较强的传染性口8】。结论

不同的原因可能与取材的方法、部位及HPV导致宫颈癌的发病机制口钔有关。由于HC2

法为半定量方法，即检测宫颈脱落的细胞中的HPV，受取材方法的影响较大。取材

时应该先拭去宫颈表面分泌物与粘液，才能较为准确地反应HPV病毒负荷量。HPV

病毒感染首先进入鳞一柱交界区(即转化区)基底细胞，以游离状态移至表层细胞的

过程中完成复制增殖，少部分HPV感染持续存在，整合入宿主基因中，导致高级别

病变甚至宫颈癌。因此，在行HPV检测取材和阴道镜检查时，是否能清晰完整地观

察到转化区成为关键。

目前研究显示，高HPV病毒负荷量，特别是持续性高病毒负荷量，对宫颈病变

的发生和进展可能有一定促进作用。但绝大多数高HPV病毒负荷量患者并不进展为

宫颈浸润癌，需要进一步研究探讨。

3．2年龄与C I N的关系

此次研究中，30-49岁组≥CIN3的患病风险是≥50岁组患者的1．556

(0．357～6．776)倍，而≥50岁组与<30岁组比较的OR小于1．0，说明这两个年龄

段的患病风险无统计学意义。Ogilvie等研究表明，≥50岁年龄组出现HPV感染升

高趋势，可能是由于此年龄段本身HPV的感染率较高，估计与年老女性免疫力下降，

导致对感染的HPV清除能力下降有关m1。而本组数据≥50岁年龄组及小于30岁年

龄组例数偏少，导致0R值可能存在偏差。
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讨论

本研究中慢性宫颈炎组，年龄<30岁HPV病毒负荷量与30—49年龄段患者无显

著差异，其HPV病毒平均负荷量分别为318．65±495．18和309．89±491．19(P>

0．05)，表明慢性宫颈炎患者中HPV病毒负荷量与年龄无相关性。可能与样本采集、

样本数量造成的误差有关。

3．3LOT联合HPV检测筛查的诊断价值

相对于HPV检测，LCT更易受主客观因素影响，对≥CIN2筛查的敏感度较低。

因此HPV检测对LCT是有效的补充分流。本次研究575例均为LCT阴性、HPV阳性

患者，其中病理诊断浸润癌1例、CIN3共26例。根据美国阴道镜宫颈病理协会(ASCCP)

指南，LCI阴性而HPV阳性者，12个月后复查HPV依然阳性，再给予阴道镜检查和

宫颈活检，若患者依从性差，则这27例患者可能会延误诊断，因病变进展，失去最

佳治疗的时机。最近更新的NCCN宫颈癌筛查指南为年龄>30岁，HPV阳性而细胞学

检查无异常者提供了选择：行HPVl6或HPVl6／18检测，结果阳性时行阴道镜检查，

结果阴性时1年后复查细胞学和HPV检测；1年后复查细胞学和HPV检测。本研究

结果说明HPV负荷量与年龄因素对是否行阴道镜检查有临床诊断价值。
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结论

在LCT阴性、HPV阳性患者中，30-49岁年龄组高度病变患病率明显增加，且病

毒负荷量越高，其患病率越高。由此提示，临床上30一49岁年龄段妇女，HPV负荷

量≥IOORLU／CO，应进行阴道镜检查及宫颈活检，从而及早发现宫颈病变及宫颈癌，

及时治疗，预防病变进展。随着宫颈筛查中LCT正常、HPV阳性的患者逐渐增多，

我们应结合患者HPV负荷量和年龄，指导临床进行阴道镜检查及宫颈活检，从而有

效的提高诊断率，早诊断、早治疗。
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综述

人乳头瘤病毒与宫颈上皮内瘤变的研究新进展

【摘要】宫颈癌已然成为威胁广大女性生命健康的头号杀手，人乳头瘤病毒

(HPV)被认为是引起宫颈浸润癌及癌前病变最重要的独立因素。随着各种宫颈癌筛

查手段管理规范化，以及相应的细胞、组织病理学科及生物分子理论技术地快速发

展，使宫颈癌及癌前病变得到了及时发现和有效治疗，也更深入的对HPV基因特征

和致癌机制进行研究。本文对宫颈病变与患者年龄、HPV型别、HPV负荷量，p16INK4a

表达，以CIN分流诊断为依据的治疗和复发以及疫苗的研究等新进展进行论述。

【关键词】宫颈肿瘤；宫颈上皮内瘤样病变；HPV：基因；p16INK4a；L1

【中图分类号】R737．33 【文献标识码】A

宫颈癌(cervi cal cancer)是发生于子宫颈鳞状上皮或腺上皮的一种癌肿，是全

球第三大最常见癌症，占女性所有癌症的8．8％n3。根据WHO发布的报告，发展中国

家每年的宫颈癌新发病例，占世界的75％一--80％，根据2010年中国卫生部统计数

据显示：2009年中国大陆前十位癌症患者的构成比中女性子宫颈癌占4．7％，2009

年中国大陆前十位癌症发病率中，农村地区子宫颈癌发病率5．6(十万分之一)。目

前已经明确高危型人乳头瘤病毒(HPV)感染是宫颈癌的主要病因瞳1。这使宫颈癌和

HPV的相关性研究迅速发展，全面防治宫颈癌的新任务便成了发展宫颈癌预防性疫

苗的研制和筛查技术的提高。而我们所面临的问题是找出合理筛查宫颈癌的方法，

明确不同地区的HPV感染型别，深入研究不同型别HPV感染、HPV病毒负荷量与宫

颈病变的关系，密切监测HPV在宫颈上皮内瘤变(Cervical工ntraepithelial

Neoplasia，CIN)术后随访、治疗之后复发等中的变化，积极进行一级预防和二级预

防的工作，高效发挥疫苗的作用。

一、HPV的分子生物学特征

HPV是一类小双股环状DNA病毒，无包膜，呈二十面体对称结构，直径为45"-

55nm。相对分子质量为5×106，属乳多空病毒科A亚群，HPV基因组有8个开放阅

读框架(ORF)及非编码区即上游调控区组成，长约8000 bp左右∞1。开放阅读框架可

细分为早、晚期基因，早期基因编码El、E2、E4、E5、E6和E7蛋白，其中高危HPV

编码的E5、E6、E7蛋白有致癌特性。晚基因编码L1蛋白和L2蛋白，L1蛋白为主

要衣壳蛋白，L2蛋白为次要衣壳蛋白；上游调控区位于早期和晚期基因之间，包含

启动子等调控元件，参与病毒复制、转录的调控∞1。E6蛋白能结合P53蛋白，与泛

素连接酶E6AP形成三聚体复合物，使P53蛋白失去抑癌作用。E7蛋白能调控
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许多蛋白，如p16蛋白。p16INK4a是一种抑癌基因，在HPV所致的宫颈癌中，由于

HPV E7蛋白的作用，使p161NK4a失去负反馈抑制，其转录和翻译将相应提高而引

起过度表达。而在晚基因编码的衣壳蛋白大量形成后，在细胞核内衣壳蛋白与DNA

发生组装继而破坏细胞核，导致被HPV感染的细胞死亡。大多数HPV感染在2年内

会自行清除，只有持续感染才有可能发展为宫颈癌，这是一个漫长的过程，一般CIN

发展到浸润癌约需10-25年H3。

二、HPV的基因型别

随着分子生物学技术的发展，不仅从宫顼病变组织中分离到HPV，而且对HPV DNA

进行了分型，目前已发现并报道了超过200种的HPV基因型，亚型和变异体哺1，其

中大约14种基因型具有致癌作用哺叶1。其中约35种型别与生殖道感染有关。根据其

致病力的大小分为高危型(HR)和低危型(LR)两种，低危型主要包括HPV6，ll，

40，42，43，44，54，6l，70，72，81，cp6108等，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)；

高危型主要为HPVl6，18，31，33，35，39，45，51，52，56，58，59，68，73，82

等，主要导致CIN2、3级和癌的发生。新的研究证明，宫颈癌的病因是多因素的，

而与HPV感染关系密切，特别是HR-HPV感染是宫颈癌和癌前病变发生的必要条件陋3。

不同地区HPV的人群感染率不同，所携带的型别不同，与宫颈癌相关的型别也

不相同旧。，而HPVl6和18是全球公认的浸润性宫颈癌中最常见的两种基因型，在发

达和许多欠发达国家，都在进行针对HR—HPVl6和18的预防性疫苗的效力评估，对

于疫苗更深入的研究就有赖于对不同地区HPV基因型分布的认识n0。121。研究显示，

亚洲地区，HPV58感染率仅次于HPVl6，HPV58感染率较HPV45等相比较高n3‘1引。在

我国，1996年由中国医学科学院肿瘤研究所发起在全国14个省、市、自治区宫颈

癌HPV感染型别的调查结果显示，HPV总感染率53．5％，其以HPVl6(31．9％)和

HPV58(7．6％)为最高。宫颈疾病的预防和治疗，HPV疫苗的开发应用是以对不同地区

HPV型别分布情况的研究为基础的。

不同病理类型的宫颈病变，其感染的HPV型别也有所不同。HPVl6与宫颈鳞癌

关系最密切，HPVl8最易导致宫颈腺癌n5|。Berlin Gracen63等研究发现，HR—HPVl6

是导致宫颈癌的常见病毒，而HPVl8的致癌作用的潜力更大。HPVl6／18型感染是宫

颈癌的高危因素，不仅能反映癌组织的病理学类型，还能客观反映宫颈癌的恶性程

度，对宫颈癌的预后起着一定作用，将可能成为评估患者预后的新指标。曾有报道

称HPV阳性者的死亡风险是HPVl6的19倍，但未见HPVl6和18型阳性者间有差异。

也有人对100例宫颈癌患者20个月的随访资料表明，HPVl6和HPVl8阳性者治疗后

的复发率分别为16％、45％，我国学者研究发现，HPVl6和18型阳性者的5年生存
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率分别是73．1％和15．2％。

由此可见，确定宫颈病变中感染的HPV型别不仅对诊断，治疗和预后十分必要，

更重要的是指导HPV疫苗的研制，全球范围内，以不同地区、不同型别HPV感染为

基础，展开免疫预防行动。

三、HPV病毒负荷量

随着HPV检测技术的发展，HC2渐已成为宫颈病变筛查的主要手段之一。HC2作

为HPV DNA负荷量半定量的测定方法，虽然因其高度敏感性、可重复性、客观性、

简单易操作和可接受性被广泛用于临床，但是HC2检测HPV病毒负荷量与宫颈病变

严重程度之间的关系是有争议的。有些国内外相关学者进行的实验证明HPV的病毒

负荷量与宫颈高度病变密切相关，随着病毒负荷量的增高宫颈病变程度也越高，宫

颈病变程度越重n7‘20|。而近几年对HPV负荷量有了进一步的认识，所谓HPV负荷量，

是表明HPV感染的状态和致病的“危险性”。一些研究显示HPV负荷量与宫颈病变可

能并不完全平行，在高度鳞状细胞病变标本中，HPV病毒含量可能低于一些处于HPV

感染活跃期的低度鳞状细胞病变，甚至两者之间无明显相关性乜卜23J。相对于HPV负

荷量预测宫颈病变进展的意义来说，更为重要的是HPV负荷量在临床中提示预后的

作用，即宫颈病变在有效的治疗后，病毒负荷量应下降或消失，如果持续阳性或下

降后又上升，提示病灶残留或病变复发瞳01。

四、HPV感染的年龄相关性

HPV感染有年龄相关性，根据研究报道，18—30岁是HPV感染的高峰年龄段，而

30岁之后的HPV感染率明显下降并趋于稳定，这可能与对HPV的获得性免疫有关。

但是在一些西方国家也见到50～55岁的另一个感染高峰，Ogilvie等盥41研究显示两

个感染高峰，国内亦有程娇影等瞳朝的研究结果显示，高危型HPV感染率最高峰出现

在25’29岁年龄组，在55’59岁率达到最低为15．79％，之后又逐渐升高。妇女如

果绝经前未能清除高危HPV感染，在绝经后更易进展为宫颈癌，这可能与绝经后激

素水平的改变有关乜6】。

五、宫颈上皮内瘤变(CIN)

世界卫生组织将宫颈上皮内瘤变划分为三级，即CINI，CIN2，CIN3。现今普遍

把CINI归类为低级别的宫颈上皮内瘤变，而CIN2和CIN3归类为高级别的宫颈上皮

内瘤变。Castle等瞳71的研究证明30—50％的CIN2会自然消退，但这当中并不包括

HPVl6+的CIN2和CIN3。这表明CIN2虽然属于高级别的宫颈上皮内瘤变，其本身的

转归和CIN3是有所区别的，包括治疗方法在内的许多方面都不能与CIN3完全等同。

由于CIN并不是静止的状态而是一个动态的发展过程，如果不给予治疗，5-30％经组

织学证实的CIN2-3在一段时间之后就会发展浸润癌乜81。所以，活检证实的CIN2-3

通常会采用锥切进行治疗。锥切术是一种相对具有侵略性的治疗方法，可能会引起
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一些副作用，其中包括一种严重的晚期并发症一宫颈机能不全心铲删。这就可能让一些

妇女推迟怀孕的时间。随着怀孕年龄的增加，以及检测到CIN2—3的年龄的中值在

29岁，宫颈机能不全出现的临床价值也随之增加。另外，CIN2和CIN3的预后以及

随诊，HPV的清除率，病变的复发率都存在差异，这种差异可能直接导致疾病的进

展。

因此，有效正确地识别CIN，运用比锥切具有更小侵略性的疗法进行安全地治

疗，减少过度治疗的发生；找到新的诊断和预测方法用以预测CIN的自然转归以及

预后，以上这些是极其重要的。如何辨别CIN是继续进展，还是自然消退是一项巨

大的挑战，专家对此的态度并不一致。由于CIN的进展或逆转并不是单一因素造成

的，感染HPV的基因型、感染的持续时间、患者的自身免疫、患者的年龄等都会影

响CIN的转归。因此很多学者赞同将CIN2-3视为一类进行治疗，尤其是对年龄>45

岁，无生育要求的患者，建议切除子宫。但是，KARIN FUCHS等研究显示年轻CIN2

患者(≤21岁)的治疗方案需要重新考虑，他们建议此类患者先不必立即行切除治

疗，重复的阴道镜检查及密切随访即可口1J。因此，对于年轻且有保留生育要求的CIN2

患者，是选择保守观察还是锥切治疗，这就需要行之有效的方法预测转归，避免过

度治疗给患者造成的生理和心理上的压力口¨。总之，CIN2与CIN3的分流是有必要

的。

组织病理学是CIN划分的关键依据，病理诊断则有赖于有经验的病理科医生的

阅片技术以及高水平的质量控制，而这些都不是客观的评价标准，易受主观影响。

另外，CIN2是一种不同的疾病组，常会被误归为CINI或CIN3，但CIN2与CINl、

CIN3的治疗和转归完全不同。关键是找到客观的标准应用于CIN的分流诊断。

p16INK4a、CK2、L1等无疑成为了客观标准的选择。人p16基因，又称多肿瘤抑制

基因(multiple tumor suppressor MTSl)，现被人类基因组织(human geneome

organization，HUGO)正式命名为CDI(N2(cyclin dependent kinase inhibitor 2)。

该基因定位于人类染色体9p21位置，全长8．5kb，由两个内含子和三个外显子组成，

三个外显子共同编码一种分子量15．8kb的蛋白，简称p16INK4a。p16INK4a既即使

细胞周期的有效调控者，又是抑制肿瘤细胞生长的关键因子，p16INK4a和细胞周期

素D(cyclinD)与细胞周期素依赖性激酶(CDK4)竞争性结合，p16INK4a和CDK4

结合后能特异性地抑制CDK4的活性。视网膜母细胞蛋白(Retinoblastoma，Rb)在

控制真核细胞周期中起重要作用，低磷酸化的Rb与E2F转录因子结合，可阻止细胞

由G1期进入S期。而CDK4可使Rb磷酸化，磷酸化的Rb蛋白结构发生变化，释放

E2F转录因子，使基因表达水平上升，p16INK4a表达增加。增加的p16INK4a又通过

负反馈调节抑制CDK4的活性，使磷酸化的Rb蛋白减少，导致E2F转录因子释放减

少，转录水平降低，从而抑制细胞增殖，即正常情况下，CDK4 f--Rb磷酸化一E2F
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释放--p16INK4a表达f--CDK4 l—Rb低磷酸化---"E2F释放l-*p16INK4a表达l—

CDK4 f处于动态平衡状态。而在CIN组织中这种平衡被打破，出现p16INK4a过度表

达，原因是HPV E7癌蛋白在宫颈细胞内表达，竞争性抑制CDK4与Rb蛋白结合，使

Rb蛋白失活，激活了E2F家族转录因子，基因转录水平上升，从而导致p16INK4a

阳性表达。因为p16INK4a阳性表达和CIN进展有着高度相关性∞2l，研究的重心便是

将p16INK4a作为生物标记物应用到临床诊断中，其中p16INK4a免疫组化染色就是

常用的测定方法之一。在克服了p16INK4a免疫组化技术的问题之后，p16INK4a免

疫组化染色逐渐在日常的病理诊断中起到了辅助作用，并提高了宫颈病变诊断的正

确率，特别是诊断不明确的CIN2病例口引。研究表明，鉴别诊断CIN2与CIN3可以与

病理诊断有效结合。有足够证据显示，P16INK4a免疫染色与细胞学或组织学异常的

严重程度相关口}351。现在普遍认为随着宫颈病变的加重，p16INK4a染色逐渐增强，

p16INK4a染色不仅可以用于宫颈癌的早期诊断，其表达水平亦可以一定程度上提示

疾病的预后口6‘3引。然而p16INK4a的表达是否与患者年龄，感染HPV型别等有关，

p16INK4a在CIN各级别中表达的不同是否具有可靠的诊断意义，则需要进一步探讨。

最新的研究证实114种可以区分CIN2和CIN3的蛋白中，细胞角蛋白2

(Cytokeratin 2，CK2)具有很高的辨识力，表明CK2在区分CIN中成为了分级标

记物聆8|。CK2在区分CIN级别的临床价值有关方面的文献报道较少，有望进一步研

究讨论。

六、HPV L1与疫苗的应用

HPV病毒感染宿主后，是自然消退还是继续进展，与机体感染局部强大迅速的

细胞免疫反应密切相关。机体的细胞免疫反应主要攻击HPV主要衣壳蛋白-L1蛋白，

当HPV侵入宿主后，宿主T细胞(CD4／CD8)及MHC I／II(主要组织相容性复合体)

与Ll蛋白形成免疫复合物，激活机体的免疫连锁反应，高浓度的免疫抗体在感染局

部生成，清除HPVD¨引。如果宿主全身或局部免疫力降低，抑或HPV L1蛋白表达出

现异常，造成全身或局部免疫逃逸，不能引起正常免疫应答、有效清除HPV，则HPV

病毒便会经过自身DNA复制、转录和蛋白的合成，大量繁殖，持续感染，致使病变

进一步发展H1J。

随着生物医学的进展HPV疫苗研制得到了长足的发展，现在HPV疫苗主要分为

治疗性疫苗和预防性疫苗。其中预防性疫苗主要针对病毒的衣壳蛋白L1和L2，其

组装成的病毒样颗粒有类似病毒的天然构象，抗原性较好，可刺激机体发生体液免

疫并产生保护性中和抗体H11。Ll基因相对保守，起主要作用。L2基因变异较多，可

产生交叉反应，Ll和L2联合疫苗可提高免疫效率。2009年美国FDA已批准了

Gardasil和Cervar Gardasil四价疫苗能有效地预防HPV6、1l、16和18及31型
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的感染。Cervarix二价HPVl6、18、31、33及45型有效，有效期为6．4年。无论

是二价疫苗还是四价疫苗均证实有90％以上的保护率，且安全、有效，有较高的免

疫原性H2|。预防性疫苗对已发生感染或已病变的宫颈组织没有疗效，只能用于未感

染人群。治疗性疫苗主要针对HPV病毒的E6、E7癌蛋白，可诱导特异性细胞免疫，

是宫颈癌抗原特异性免疫治疗的靶目标，适用于已经出现HPV感染以及潜在感染的

个体。单纯肽段免疫是治疗性疫苗的一种选择，HPVl6 E7脂肽能在进展期宫颈癌中

诱导特异性细胞免疫，联合佐剂的使用能加强免疫反应。HPV同型病毒之间以及不

同型病毒之间的嵌合疫苗也进行了大量的基础研究，临床前研究已证实HPVl6型L1

病毒样颗粒融合HPVl6型L2、E7和E2蛋白有一定的疗效阻3。44|。工、II期临床试证实

HPVl6和18型E6、E7嵌合疫苗在CIN3及宫颈癌患者中能诱导有效的细胞毒免疫反

应，有望将来能进入市场H5】。

七、问题与展望

随着宫颈癌筛查方法和治疗手段的不断进步，宫颈病变的预防、早期发现、诊

断的工作逐渐成人们的焦点，但宫颈癌所具有的流行因素多样性及流行过程复杂性

的特点，决定了要完成全面预防和彻底治愈宫颈癌的任务仍然十分艰巨。一方面，

HPV疫苗的研制为人们带来了希望，要对全球范围内的女性进行预防接种，确定不

同地区不同型别的HPV感染，从而根据实际情况给予相应的疫苗预防是问题的关键

所在。疫苗本身的安全性，有效性以及覆盖面就是一种挑战。另一方面，如何通过

快速有效且经济适用地标记物来辅助诊断和区分各级别的宫颈上皮内瘤变及恶变，

从而采取相应的治疗手段对疾病进行有效干预，做到既不会漏诊，延误病情；也不

会过分治疗，对患者造成不必要的损伤，也需要更加深入的研究。对于已经治愈的

患者，及时的随访是重点，要合理利用一些指标的变化来监测病情的进展，而这些

指标就是日后研究的目标之一。

综上所述，HPV感染的宫颈病变从筛查、“三阶梯"诊断、合理治疗到随诊、预

后，需要一系列系统的特异性和敏感性都较好的方法，虽然很多方法仍在研究探索，

但包括L1，p16，CK2等在内的许多标记物都已被发现并在证实过程中，未来它们在

临床当中的应用将是一种突破，不仅迅速，也更为准确。现在的任务是结合临床进

行下一步深入研究，尽早将新的技术应用于临床。一句话，预防，诊断，治疗三者

关系密切，在未来的研究中应有效结合，一举攻克宫颈癌。
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