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宫颈鳞状细胞癌中联合检测HPV
 

DNA和Cmyc基因及E2F1
蛋白的研究*

殷 艳,韦业平,麦 虹,张丽滢
(广西医科大学第二附属医院,广西南宁 530007)

摘要:为探究高危型人乳头瘤病毒(Human
 

Papilloma
 

Virus,HPV)
 

DNA、Cmyc基因及E2F1蛋白在宫颈鳞

状细胞癌演进过程中的表达,以及与宫颈鳞状细胞癌临床病理特征的相关性,本研究选取广西医科大学第二附

属医院活检及手术切除的宫颈组织石蜡标本,以正常宫颈组织作为对照组,宫颈上皮内瘤变(Cervical
 

Intraepi-
thelial

 

Neoplasia,CIN)Ⅰ级、Ⅱ-Ⅲ级和宫颈鳞状细胞癌组织为实验组。采用原位杂交技术检测高危型 HPV
(16,18,31,33,35,39)

 

DNA,以及采用免疫组织化学法检测Cmyc基因、E2F1蛋白在不同组织中的表达情

况。结果显示,随着宫颈病变加重,HPV
 

DNA、Cmyc基因及E2F1蛋白的阳性表达率均呈明显增高的趋势

(P<0.05);HPV
 

DNA与Cmyc基因、HPV
 

DNA与E2F1蛋白、Cmyc基因与E2F1蛋白之间的表达均呈

正相关(P<0.05);在宫颈鳞状细胞癌中,Cmyc基因的表达随着肿瘤分化程度的降低而增高(P<0.05)。综

上可知,高危型HPV、Cmyc基因及E2F1蛋白与宫颈鳞状细胞癌的发生关系密切,联合检测及适时干预有利

于预防宫颈癌的发生。
关键词:宫颈鳞状细胞癌 CIN HPV Cmyc基因 E2F1
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  宫颈癌是常见的妇科恶性肿瘤,其发病率位居全

球女性恶性肿瘤第四位,是女性癌症死亡的第四大原

因[1]。每年我国的宫颈癌新发病例大约有106
 

000
例,我国与印度的新发病例约占全世界的1/3,是发

达国家的6倍[2]。

  大量研究已经证实,持续感染高危型人乳头瘤病

毒(Human
 

Papilloma
 

Virus,HPV)是宫颈上皮内瘤

变(Cervical
 

Intraepithelial
 

Neoplasia,CIN)及宫颈癌

的主要原因。Cmyc 基因能够促进细胞增殖,是与

肿瘤发生发展密切相关的原癌基因,它参与了多种恶

性肿瘤(如乳腺癌、胃癌、结肠癌等)的发生发展[3],可
能是宫颈癌的一种潜在标志物。E2F1蛋白在细胞周

期调控方面发挥着重要作用,在多种肿瘤(如肺癌、乳
腺癌、子宫内膜癌)细胞呈高表达,表现为促癌基因的
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作用[4]。目前,关于E2F1蛋白在宫颈癌中的具体作

用机制尚不明确。宫颈癌的发生发展过程较长,约

10-15
 

a,其处于CIN状态的时间较长,可以有很多

机会发现病变。目前,发达国家通过有效的筛查方法

和广泛的注射HPV疫苗,已使宫颈癌的发病率大大

降低,但发展中国家仍面临着巨大的经济负担和社会

负担。因此,临床上开展早期筛查、分流管理及适当

干预治疗至关重要。

  本研究通过检测高危型HPV(16,18,31,33,35,

39)
 

DNA、Cmyc基因及E2F1蛋白在不同宫颈组织

中的表达情况,探讨其与宫颈癌的相关性及联合检测

对于筛查宫颈癌的临床应用价值,旨在进一步提高宫

颈癌的早期确诊率,为患者病情评估及干预治疗提供

参考。

1 材料与方法

1.1 临床资料

  选择2016年1月至2020年6月广西医科大学

第二附属医院的活检及手术切除的宫颈组织石蜡标

本100例,包括正常宫颈组织20例为对照组,患者年

龄为35-65岁,平均为(46±12.3)岁;宫颈病变80
例为实验组,包括CIN

 

Ⅰ级20例,CIN
 

ⅡⅢ级30
例,宫颈鳞状细胞癌30例,患者年龄为25-66岁,平
均为(46±16.5)岁。其中,宫颈鳞状细胞癌中临床分

期Ⅰ期20例,Ⅱ期10例;分化程度ⅠⅡ级17例,Ⅲ
级13例;淋巴结转移阴性11例,阳性19例。两组之

间的一般资料差异无统计学意义(P>0.05)。病例

纳入标准:(1)既往无宫颈物理治疗及手术史;(2)无
其他恶性肿瘤病史;(3)未接受过放化疗及肿瘤药物

治疗;(4)所有病理结果均经病理科两位高级职称医

师审核确定。

1.2 主要试剂

  生物素标记的高危型 HPV探针、原位杂交试剂

盒购自福建泰普生物科学有限公司;Cmyc和E2F1
单克隆抗体购自广西卓一生物技术有限公司。

1.3 方法

1.3.1 固态石蜡标本制作

  组织标本离体后立即进行取材、固定、脱水、透
明、浸蜡、包埋等步骤,制作石蜡标本并常温保存

备用。

1.3.2 原位杂交技术检测

  将组织切成4
 

μm的薄片,APES处理后烤片,二
甲苯脱蜡 3 次,每次 10

 

min,分别于 100%、95%、

80%的乙醇溶液脱水3
 

min,用蒸馏水冲洗3
 

min,放
入盛有杂交增强液的容器里,微波炉高温处理20

 

min,自然冷却至室温后,用蒸馏水冲洗2
 

min,擦干。
然后再添加探针,盖上盖玻片,置于原位杂交仪上

95℃变性5
 

min,37℃培养箱中杂交过夜。用PBS缓

冲液浸片,盖玻片脱落后,用 PBS缓冲液冲洗 10
 

min。滴加适量一抗,放入湿盒中37℃孵育30
 

min,

PBS缓冲液洗涤3次,每次2
 

min。滴加适量二抗,
湿盒中37℃孵育30

 

min,PBS缓冲液冲洗3次,每次

2
 

min。然后再添加DAB显色剂,PBS缓冲液终止显

色。自来水充分冲洗,苏木精复染,盐酸乙醇分化,氨
水反蓝,乙醇脱水,二甲苯透明,树胶封片。结果判

定:高危型 HPV
 

DNA原位杂交阳性细胞为细胞核

内棕黄色点、片状着色。

1.3.3 免疫组织化学法检测

  石蜡切片常规脱蜡、水化,放入盛有EDTA修复

液的容器里,微波炉高温处理10
 

min后进行抗原修

复。蒸馏水冲洗3次,每次1
 

min,放入3%
 

H2O2 溶

液浸片10
 

min,蒸馏水冲洗3次,每次1
 

min,甩干擦

净后,滴加3%
 

BSA,放入湿盒中封闭1
 

h。滴加一

抗,4℃过夜,TBST冲洗4次,每次30
 

s。滴加二抗,

37℃孵育30
 

min,TBST冲洗4次,每次30
 

s。滴加

DAB液,蒸馏水充分冲洗,苏木精复染,梯度酒精及

二甲苯脱水,树胶封片。结果判定:Cmyc 基因、

E2F1蛋白免疫组织化学阳性细胞均为细胞核内棕黄

色染色。

1.4 统计分析

  采用SPSS
 

19.0软件进行统计分析。计数资料

以例数或百分率表示,组间比较采用χ2 检验。相关

性分析采用Spearman等级相关分析法,P<0.05为

差异有统计学意义。

2 结果与分析

2.1 不同宫颈组织中 HPV
 

DNA、Cmyc 基因和

E2F1蛋白的表达情况

  不同宫颈组织中HPV
 

DNA、Cmyc和E2F1的

表达情况如表1所示。HPV
 

DNA在正常宫颈组织

中的阳性率为5.0%,在CINⅠ、CIN
 

Ⅱ-Ⅲ、宫颈鳞

状细胞癌组织中的阳性率分别为15.0%、53.3%和

80.0%,其阳性率呈明显升高的趋势,差异有统计学

意义(χ2=36.012,P<0.001)。Cmyc基因在正常

宫颈组织中无阳性表达;在CIN
 

Ⅰ、CIN
 

Ⅱ-Ⅲ组织

中的阳性率分别为10.0%和36.7%,且表达强度增
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加;在宫颈鳞状细胞癌组织中的阳性率为80.0%,呈
强阳性表达;阳性表达率显著增高,差异有统计学意

义(χ2=41.799,P<0.001)。E2F1蛋白在正常宫颈

组织中阳性率为5.0%;在CIN
 

Ⅰ、CIN
 

Ⅱ-Ⅲ组织

中的阳性率分别为25.0%、66.7%;在宫颈鳞状细胞

癌组织中的阳性率为90.0%,且为强阳性表达;阳性

表达率有明显增高的趋势,差异有统计学意义(χ2=
43.530,P<0.001)。病 理 染 色 结 果 如 图 1、图 2
所示。

表1 不同宫颈组织中HPV
 

DNA、Cmyc和E2F1的表达

Table
 

1 Expression
 

of
 

HPV
 

DNA,Cmyc
 

and
 

E2F1
 

in
 

differ-
ent

 

cervical
 

tissues

组别
Group

例数
Cases

阳性率(%)
Positive

 

rate
 

(%)

HPV
 

DNA Cmyc E2F1

Normal
 

cervical
 

group 20 5.0 0.0 5.0

CIN
 

Ⅰ
 

group 20 15.0 10.0 25.0

CIN
 

Ⅱ-Ⅲ
 

group 30 53.3 36.7 66.7

Cervical
 

squamous
  

cell
 

carcinoma
 

group 30 80.0 80.0 90.0

图1 CIN
 

Ⅲ、宫颈鳞状细胞癌 HPV16/18原位杂交着色结果(40×)

Fig.1 In
 

situ
 

hybridization
 

staining
 

results
 

of
 

HPV16/18
 

in
 

CIN
 

Ⅲ
 

and
 

cervical
 

squamous
 

cell
 

carcinoma
 

(40×)

图2 Cmyc、E2F1免疫组织化学染色结果(20×)

Fig.2 Immunohistochemical
 

staining
 

results
 

of
 

Cmyc
 

and
 

E2F1
 

(20×)

2.2 宫颈鳞状细胞癌中 HPV
 

DNA、Cmyc基因和

E2F1蛋白表达的相关性分析

  Spearman相关性分析结果显示,HPV
 

DNA与

Cmyc基因之间的表达呈明显正相关(r=0.621,

P<0.01),HPV
 

DNA与E2F1蛋白之间的表达呈

明显正相关(r=0.579,P<0.01),Cmyc 基因与
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E2F1蛋白之间的表达呈明显正相关(r=0.555,P<
0.01)。

2.3 宫颈鳞状细胞癌中 HPV
 

DNA、Cmyc基因和

E2F1蛋白与临床病理的关系

  在宫颈鳞状细胞癌中 HPV
 

DNA、Cmyc 基因

和E2F1蛋白的表达与临床病理参数(分期、分化程

度、淋巴结转移情况)的 关 系 见 表 2。结 果 显 示,

Cmyc基因的阳性表达率在分化程度Ⅲ级明显高于

Ⅰ-Ⅱ级,差异有显著性(P<0.05),而其余各项差

异均无显著性(P>0.05)。
表2 宫颈鳞状细胞癌中HPV

 

DNA、Cmyc、E2F1与临床病理关系
 

Table
 

2 Relationship
 

between
 

HPV
 

DNA,Cmyc,
 

E2F1
 

and
 

clinicopathology
 

in
 

cervical
 

squamous
 

cell
 

carcinoma

临床病理参数
Clinicopathological

 

parameters
例数
Cases

HPV
 

DNA

(+) (-)
P

Cmyc

(+) (-)
P

E2F1

(+) (-)
P

FIGO
 

stage Ⅰ 20 17 3 0.372 16 4 1.000 17 3 0.532

Ⅱ 10 7 3 8 2 10 0

Differentiatd
 

degree
Ⅰ-Ⅱ 17 13 4 0.672 11 6 0.024* 15 2 1.000

Ⅲ 13 11 2 13 0 12 1

Lymphatic
 

metastasis
Negative 11 8 3 0.641 7 4 0.156 9 2 0.272

Positive 19 16 3 17 2 18 1

Note:Fisher
 

exact
 

probability
 

method
 

is
 

used
 

for
 

significance
 

level,
 *P<0.05

3 讨论

  肿瘤的发生是一个复杂的过程,是由多种因素协

同作用的结果。流行病学研究显示,近年来我国宫颈

癌发病率呈逐渐上升的趋势,并且存在发病年龄年轻

化的现象,20-30岁女性发病率上升[5]。宫颈癌最

常见的病理类型为鳞状细胞癌,其次为腺癌,其他类

型的比较少见。

  持续的高危型 HPV感染是CIN和宫颈癌发生

发展的必需条件之一[6]。研究已发现持续感染 HPV
 

16,18,31,33,35,39,45,51,52,56,58,59,68等高危

类型病毒能引起CIN和宫颈癌,所以将这些HPV类

型定义为“致癌”病毒类型[7]。高危型 HPV感染后

整合到宿主细胞基因组中,导致病毒癌基因E6 和

E7 持续性表达,并与p53 和Rb 等抑癌基因结合使

其失活,引发细胞异常增殖、凋亡,最终发生癌变。本

研究证实,从正常宫颈组织到CIN各级病变,最终至

宫颈鳞状细胞癌,HPV
 

DNA的阳性表达率呈升高趋

势,说明高危型HPV感染与CIN以及宫颈癌的发生

进展有密切关系。
 

  Cmyc基因位于染色体8q24,是一种重要的核

内癌基因,对多种恶性肿瘤均有特异性[8]。正常情况

下Cmyc基因由于受生长抑制信号和有丝分裂原的

调控而处于低表达水平,从而维持正常的细胞活动。
当高危型HPV持续感染宫颈细胞后,通过基因整合

Cmyc发生扩增或特异性重排,导致细胞中Cmyc
表达升高从而促进了宫颈癌的发生发展[9]。有研究

证实,从CIN
 

Ⅰ发展至CIN
 

Ⅲ直至宫颈癌,Cmyc
基因表达率明显升高,并发现在接受化疗后其表达降

低[10]。本研究发现,在正常宫颈组织中Cmyc基因

无表达,而在宫颈病变组织中其阳性率和表达程度明

显增加,提示Cmyc基因参与了宫颈癌的发生,其在

CIN
 

Ⅰ时被激活并逐渐积累,持续存在于整个癌变

过程中,如Cmyc基因异常表达,则患者可能已经存

在CIN病变甚至是宫颈癌。该研究结果与 Yang
等[10]、卢建军等[11]的研究结果一致,提示Cmyc 基

因与宫颈病变的进展情况密切相关,对宫颈病变的筛

查具有一定的价值。乌守恒等[12]报道了Cmyc 基

因的表达与宫颈癌临床分期、分化程度、淋巴结转移

有关,其高表达可能促进肿瘤的侵袭和转移。本研究

分析了Cmyc基因与宫颈鳞状细胞癌病理参数的关

系,发现其表达与分化程度有关,随着分化程度的增

加而增加,提示Cmyc基因表达检测对预测宫颈癌

进展、观察病情有指导作用。

  E2F1位于染色体20q11,是一种重要的转录促

进因子,能够调节细胞周期、细胞增殖、细胞凋亡和细

胞分化等生物过程[13]。研究发现,E2F1在多种肿瘤

如肺癌、乳腺癌、卵巢癌等组织细胞中高表达,发挥促

癌基因的作用[14]。HPV感染宫颈细胞后,HPV
 

E7
致癌蛋白和低磷酸化的Rb 基因结合,破坏了Rb/
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E2F1复合物,从而使E2F1得以释放,促进组织细胞

进入S期而加速细胞周期进程,导致细胞过度增殖,
促进宫颈癌细胞增殖和肿瘤形成[15]。本研究结果显

示,E2F1的阳性表达率在CIN
 

Ⅱ-Ⅲ及宫颈鳞状细

胞癌组织中明显升高,提示E2F1过度表达能加速细

胞周期及细胞增殖,在宫颈癌的发生发展过程中发挥

重要作用。另外,关于E2F1与肿瘤临床病理相关性

的研究,其中在乳腺癌中E2F1与分化程度低及预后

差密切相关;外阴癌中E2F1表达与FIGO 分期有

关;宫颈癌中E2F1与分期和肿瘤分化程度有关。本

研究也分析了宫颈鳞状细胞癌组织中E2F1与病理

参数的关系,结果显示E2F1与分期、分化程度、淋巴

结转移情况均无表达差异,考虑为样本量较少所致。

  宫颈癌的癌前病变期较长,有效筛查及处理是降

低宫颈癌发病率的关键。目前,我国普遍使用液基薄

层细胞学检查(Thinprep
 

Cytologic
 

Test,TCT)联合

HPV的筛查方法,虽然能在早期筛查出宫颈病变,但
是对于病变的进展和转归不能进行判断和预测。何

志连等[16]研究发现,HPV16/18表达与Cmyc表达

情况呈明显正相关,推测Cmyc基因是 HPV16/18
的靶基因。本研究发现,HPV

 

DNA与Cmyc基因、

HPV
 

DNA与E2F1蛋白、Cmyc基因与E2F1蛋白

之间的表达也存在密切的相关性,因此可作为宫颈病

变早期筛查的生物学指标,联合检测对宫颈癌的诊断

和评估具有重要的临床意义。

4 结论

  本研究表明,HPV
 

DNA、Cmyc 基因及E2F1
蛋白的表达均随着宫颈病变的加重而增强。相关性

分析显示,HPV
 

DNA与Cmyc基因、HPV
 

DNA与

E2F1蛋白、Cmyc基因与E2F1蛋白之间均呈正相

关。Cmyc基因在宫颈鳞状细胞癌中的表达随肿瘤

分化程度的降低而增高,提示其与宫颈鳞状细胞癌关

系密切。今后还需进一步通过联合检测增加宫颈病

变及宫颈癌的早期诊断,对高风险患者进行分流管

理,适时干预治疗,降低宫颈癌的发病率,这对于宫颈

病变的诊断及监测具有重要意义。
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Research
 

on
 

Combined
 

Detection
 

of
 

HPV
 

DNA
 

and
 

Cmyc
 

Gene
 

and
 

E2F1
 

Protein
 

in
 

Cervical
 

Squamous
 

Cell
 

Carcinoma

YIN
 

Yan,WEI
 

Yeping,MAI
 

Hong,ZHANG
 

Liying
(The

 

Second
 

Affiliated
 

Hospital
 

of
 

Guangxi
 

Medical
 

University,Nanning,Guangxi,530007,China)

Abstract:In
 

order
 

to
 

investigate
 

the
 

expression
 

of
 

highrisk
 

Human
 

Papilloma
 

Virus
 

(HPV)
 

DNA,Cmyc
 

gene
 

and
 

E2F1
 

protein
 

in
 

the
 

evolving
 

process
 

of
 

cervical
 

squamous
 

cell
 

carcinoma
 

and
 

the
 

correlation
 

with
 

the
 

clinicopathological
 

features
 

of
 

cervical
 

squamous
 

cell
 

carcinoma,paraffin
 

specimens
 

of
 

cervical
 

tissue
 

from
 

biopsy
 

and
 

surgical
 

resection
 

in
 

the
 

Second
 

Affiliated
 

Hospital
 

of
 

Guangxi
 

Medical
 

University
 

were
 

selected.
Normal

 

cervical
 

tissues
 

were
 

used
 

as
 

the
 

control
 

group,and
 

Cervical
 

Intraepithelial
 

Neoplasia
 

(CIN)
 

grade
 

Ⅰ,Ⅱ-Ⅲ
 

and
 

cervical
 

squamous
 

cell
 

carcinoma
 

tissues
 

were
 

used
 

as
 

the
 

experimental
 

group.Highrisk
 

HPV
 

(16,18,31,33,35,39)
 

DNA
 

was
 

detected
 

by
 

in
 

situ
 

hybridization,and
 

the
 

expression
 

of
 

Cmyc
 

gene
 

and
 

E2F1
 

protein
 

in
 

different
 

tissues
 

was
 

detected
 

by
 

immunohistochemistry.The
 

results
 

showed
 

that
 

the
 

positive
 

expression
 

rates
 

of
 

HPV
 

DNA,Cmyc
 

gene
 

and
 

E2F1
 

protein
 

significantly
 

increased
 

with
 

the
 

aggravation
 

of
 

cervical
 

lesions
 

(P<0.05).There
 

were
 

positive
 

correlations
 

between
 

HPV
 

DNA
 

and
 

Cmyc
 

gene,HPV
 

DNA
 

and
 

E2F1
 

protein,Cmyc
 

gene
 

and
 

E2F1
 

protein
 

(P<0.05).In
 

cervical
 

squamous
 

cell
 

carcinoma,the
 

expres-
sion

 

of
 

Cmyc
 

gene
 

increased
 

with
 

the
 

decrease
 

of
 

tumor
 

differentiation
 

(P<0.05).In
 

conclusion,highrisk
 

HPV,Cmyc
 

gene
 

and
 

E2F1
 

protein
 

are
 

closely
 

related
 

to
 

the
 

occurrence
 

of
 

cervical
 

squamous
 

cell
 

carcinoma,

and
 

combined
 

detection
 

and
 

timely
 

intervention
 

are
 

conducive
 

to
 

the
 

prevention
 

of
 

cervical
 

cancer.
Key

 

words:cervical
 

squamous
 

cell
 

carcinoma;CIN;HPV;Cmyc
 

gene;E2F1
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