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摘要： 目的　 探讨宫颈癌组织中的 Ｂ 淋巴细胞瘤（Ｂｃｌ）⁃２ 蛋白、Ｓｕｒｖｉｖｉｎ ｍＲＮＡ，ＨＰＶ１６ ／ １８ ＤＮＡ 的表达及其意义。
方法　 收集 ２００９ 年 ５ 月至 ２０１３ 年 １２ 月接受治疗的宫颈癌患者和宫颈上皮内瘤变（ＣＩＮ）１７９ 例患者的临床资料，
按临床及病理分为宫颈癌组（７９ 例）及 ＣＩＮ 组（共 ６９ 例，其中 ＣＩＮⅠ级 １４ 例，Ⅱ级 ２５ 例，Ⅲ级 ３０ 例）。 另取包括宫

颈良性病变的正常宫颈组织 ３１ 个，作为对照组。 比较 ３ 组宫颈组织中的 ＨＰＶ１６ ／ １８ ＤＮＡ 及 Ｂｃｌ⁃２、Ｓｕｒｖｉｖｉｎ ｍＲＮＡ
表达情况，并探讨其与宫颈组织相关病理特征之间的关系。 结果 　 ３ 种宫颈组织中的 Ｓｕｒｖｉｖｉｎ ｍＲＮＡ、Ｂｃｌ⁃２、
ＨＰＶ１６ ／ １８ ＤＮＡ 的阳性表达情况组间比较均有统计学差异（Ｐ 均 ＜ ０． ０１），且均为正常宫颈组织阳性表达最低，宫
颈癌组织表达最高。 Ｓｕｒｖｉｖｉｎ ｍＲＮＡ、Ｂｃｌ⁃２ 以及 ＨＰＶ１６ ／ １８ ＤＮＡ 阳性表达率与 ＣＩＮ 分级有明显相关性（Ⅰ ＋ Ⅱ级

ｖｓ Ⅲ级，Ｐ 均 ＜ ０． ０１），ＣＩＮ 分级越高，相应的阳性表达率越高。 Ｂｃｌ⁃２ 阳性表达率与宫颈癌的组织类型、分期、肿瘤

生长类型无明显相关性（Ｐ 均 ＞ ０． ０５），而与宫颈癌组织的淋巴结转移情况、分化程度有关（Ｐ 均 ＜ ０􀆰 ０１）；Ｓｕｒｖｉｖｉｎ
ｍＲＮＡ 阳性表达率与宫颈癌的组织类型、肿瘤生长类型无明显相关性（Ｐ 均 ＞ ０． ０５），而与宫颈癌组织的临床分期

（Ｐ ＜ ０． ０５）、分化程度（Ｐ ＜ ０． ０１）以及淋巴结转移情况（Ｐ ＜ ０． ０１）有明显相关性；ＨＰＶ１６ ／ １８ ＤＮＡ 的阳性表达率与

宫颈癌的组织类型、肿瘤生长类型无明显相关性（Ｐ 均 ＞ ０． ０５），而与组织的临床分期（Ｐ ＜ ０． ０５）、分化程度（Ｐ ＜
０􀆰 ０１）以及淋巴结转移情况（Ｐ ＜ ０． ０１）有明显相关性。 结论　 ＨＰＶ１６ ／ １８ ＤＮＡ，Ｂｃｌ⁃２、Ｓｕｒｖｉｖｉｎ ｍＲＮＡ 在宫颈癌组织

中的表达均明显升高，可能与宫颈癌的发生、发展有着密切的联系。
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　 　 宫颈癌是女性常见的一种生殖道的恶性肿瘤，有
极高的病死率［１］。 其发生、发展是一个长期的过程，
有研究认为引发该过程的机制为致癌因子激活原癌

因子，使抑癌基因不再具有活性，从而致使细胞凋亡

和增殖失调［２］。 Ｂ 淋巴细胞瘤（Ｂｃｌ）⁃２ 蛋白属于抑

制细胞凋亡的一类调控基因，能阻止细胞凋亡、延长

细胞寿命［３］；而 Ｓｕｒｖｉｖｉｎ 基因是迄今为止作用最强的

凋亡抑制剂，其细胞选择性极为明显，表达于大量的

肿瘤组织内［４］。 已有研究证实宫颈癌的起病与人乳

头瘤病毒（ｈｕｍａｎ ｐａｐｉｌｌｏｍａｖｉｒｕｓ，ＨＰＶ）相关，９５％ 左

右的宫颈癌组织内均能检测到 ＨＰＶ，而高危型的

ＨＰＶ１６ ／ １８ 所占比例超过了 ６０％ ［５］。 本研究旨在通

过检测 ＨＰＶ１６ ／ １８ ＤＮＡ、Ｂｃｌ⁃２、Ｓｕｒｖｉｖｉｎ ｍＲＮＡ 在宫颈

癌中的表达水平，探讨它们之间的相关性。

１ 　 对象与方法

１􀆰 １　 对象　 分析 ２００９ 年 ５ 月至 ２０１３ 年 １２ 月接受

治疗的宫颈癌患者和宫颈上皮内瘤变（ｃｅｒｖｉｃａｌ ｉｎｔｒａ⁃
ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ ｎｅｏｐｌａｓｉａ，ＣＩＮ）患者的临床资料，并收集其

病理标本划分为 ＣＩＮ 组和宫颈癌组。 对照组为包括

宫颈良性病变的正常宫颈组织。 依据国际妇产科联

盟（ Ｉｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌ Ｆｅｄｅｒａｔｉｏｎ ｏｆ Ｇｙｎｅｃｏｌｏｇｙ ａｎｄ Ｏｂｓｔｅｔ⁃
ｒｉｃｓ，ＦＩＧＯ）于 ２０００ 年制定的分期标准，分别从肿瘤

生长类型、病理学分级以及临床分期等方面将宫颈癌

患者分型、分级、分期。 部分宫颈癌患者给予盆腔淋

巴结清扫术 ＋广泛全子宫切除术，并从淋巴结是否发

生转移的角度将上述患者分类。 排除有其他治疗史者。
１􀆰 ２　 研究方法　 主要试剂有 ＨＰＶ１６ ／ １８ 原位杂交检

测试剂盒（福建泰普生物科学有限公司），Ｂｃｌ⁃２ 鼠抗

人单克隆抗体、Ｓｕｒｖｉｖｉｎ 兔抗人多克隆抗体、免疫组化

试剂盒（福州迈新生物技术有限公司），Ｓｕｒｖｉｖｉｎ 原位

杂交试剂盒（上海拜格生物科技发展有限公司）。 标

本处理：标本全部固定于 ４％ 的多聚甲醛液体（含有

１ ／ １ ０００ 的焦碳酸二乙酯）中，用石蜡将其包埋，取出

组织连续切片，厚度约为 ４ μｍ。 Ｓｕｒｖｉｖｉｎ ｍＲＮＡ 地高

辛标记的寡核苷酸探针对组织内的 Ｓｕｒｖｉｖｉｎ ｍＲＮＡ
序列进行检测：将组织切片，脱蜡脱水处理，将 ０􀆰 ５％
Ｈ２Ｏ２ 注入其中，３０ ｍｉｎ 的室温处理后，将胃蛋白酶用

３％柠檬酸稍加稀释后滴入其中，于 ３７ ℃中消化，暴
露 Ｓｕｒｖｉｖｉｎ ｍＲＮＡ 的核酸片段，再将预杂交液滴入其

中，在 ４２ ℃的恒温环境中放置 ４ ｈ，正式注入杂交液，
在 ４２ ℃的恒温环境中过夜；洗涤后滴加封闭液，注入

生物素化鼠抗地高辛以及链霉亲和素———生物素复

合物（ＳＡＢＣ），显色处理后将组织复染、透明，最后封

片以待镜检。 阴性对照：只有预杂交液，无 Ｓｕｒｖｉｖｉｎ
探针。 Ｂｃｌ⁃２ 蛋白检测：采用免疫组化法 ［即用型

（Ｅｎｖｉｓｉｏｎ）快速酶免疫组化二步法］。 石蜡包埋组

织，脱蜡、脱水、修复抗原，用 ３％ Ｈ２Ｏ２ 阻断剂孵育

１０ ｍｉｎ，洗涤。 将 １∶ ５０ Ｂｃｌ⁃２ 鼠抗人单克隆抗体滴入

其中，放置于 ４ ℃的冰箱内过夜。 取出再次洗涤，显
色处理后将组织切片复染、透明，封片以待镜检。 选

择已知的阳性片作为阳性对照，而一抗用 ＰＢＳ 的缓

冲液代替作阴性对照。 相同条件下处理各种切片。
ＨＰＶ１６ ／ １８ ＤＮＡ 检测：原位杂交法。 脱蜡、水化，将蛋

白酶 Ｋ 滴入其中，于 ３７ ℃ 的环境下将组织孵育

１８ ｍｉｎ，然后用梯度酒精对其进行脱水处理。 每张切

片内加入生物素化的探针 １０ μｌ，加盖，在 ９５ ℃的环

境下变性 １０ ｍｉｎ，然后在 ３７ ℃的环境下于湿盒内杂

交 １０ ｈ，将组织浸没于去垢剂洗涤液内 １５ ｍｉｎ，去盖。
将 ＳＰＡＰ 结合物加入其中， ３７ ℃ 的环境下孵育

２５ ｍｉｎ，显色处理后复染、封片。 结果判定：双盲法。
由病理科两位经验丰富的医师阅片。 依据半定量积

分法：Ｂｃｌ⁃２ 和 Ｓｕｒｖｉｖｉｎ 的细胞浆在光镜下出现淡黄

色 －棕黄色的颗粒则为阳性。 随机选择高倍镜视野

１０ 个观察，记分主要依据每高倍镜视野的阳性细胞

数的百分比：阳性细胞数低于 ５％ ，０ 分；５％ ～ ２５％ ，
１ 分；２６％ ～ ５０％ ，２ 分；５１％ ～ ７５％ ，３ 分； ＞ ７５％ ，
４ 分。 着色强度：淡黄色，１ 分；黄色，２ 分；棕黄色，
３ 分。 上述两项记分相乘所得结果则为阳性强度：
０ 分，阴性（ － ）；１ ～４ 分，弱阳性（ ＋ ）；５ ～８ 分，中度阳
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性（ ＋ ＋ ）；９ ～１２ 分，强阳性（ ＋ ＋ ＋ ）。 ＨＰＶ１６ ／ １８ ＤＮＡ
的细胞核内出现黑或蓝颗粒即为其阳性细胞的表现。
１􀆰 ３　 统计学方法　 采用 ＳＰＳＳ １９􀆰 ０ 软件进行数据分

析。 计量资料以 􀭰ｘ ± ｓ 表示，采用 ｔ 检验，计数资料比

较采用 χ２ 检验。 Ｐ ＜ ０􀆰 ０５ 为差异有统计学意义。

２　 结　 果

２􀆰 １　 一般资料 　 本研究共纳入研究对象（标本）共

１７９ 个，其中包括，正常宫颈组织 ３１ 个，宫颈癌标本

７９ 个，ＣＩＮ 标本 ６９ 个（ＣＩＮⅠ级 １４ 例，ＣＩＮⅡ级 ２５
例，ＣＩＮⅢ级 ３０ 例）。 宫颈癌入组患者平均年龄为

（４５􀆰 ５ ± １５􀆰 ３）岁，临床分期为ⅠＡ 期 １０ 例，ⅠＢ 期

１５ 例，ⅡＡ 期 ３３ 例，ⅡＢ 期 １２ 例，Ⅲ期 ９ 例；组织分

化为低分化 ３７ 例，中分化 ３０ 例，高分化 １２ 例；外生

型 ３７ 例，内生型 １５ 例，溃疡型 １５ 例，颈管型 １２ 例；
出现淋巴结转移 ３５ 例，未出现淋巴结转移 ４４ 例。
２􀆰 ２ 　 ３ 种 宫 颈 组 织 Ｓｕｒｖｉｖｉｎ ｍＲＮＡ、 Ｂｃｌ⁃２ 以 及

ＨＰＶ１６ ／ １８ ＤＮＡ 表达情况比较 　 ３ 种宫颈组织中的

Ｓｕｒｖｉｖｉｎ ｍＲＮＡ、Ｂｃｌ⁃２、ＨＰＶ１６ ／ １８ ＤＮＡ 的阳性表达情

况组间比较均有统计学差异（Ｐ 均 ＜ ０􀆰 ０１），且均为

正常宫颈组织阳性表达最低，宫颈癌组织表达最高。
见表 １。
２􀆰 ３　 Ｓｕｒｖｉｖｉｎ ｍＲＮＡ、Ｂｃｌ⁃２ 以及 ＨＰＶ１６ ／ １８ ＤＮＡ 阳

性表达率与 ＣＩＮ 分级的相关性　 Ｓｕｒｖｉｖｉｎ ｍＲＮＡ、Ｂｃｌ⁃
２ 以及 ＨＰＶ１６ ／ １８ ＤＮＡ 阳性表达率与 ＣＩＮ 分级有明

显相关性（Ｐ 均 ＜ ０􀆰 ０１），且 ＣＩＮ 分级越高，相应的

３ 者阳性表达率越高。 见表 ２。
２􀆰 ４　 Ｂｃｌ⁃２ 表达与宫颈癌病理特征的相关性　 Ｂｃｌ⁃２
阳性表达率与宫颈癌的组织类型、分期、肿瘤生长类

型无明显相关性（Ｐ 均 ＞ ０􀆰 ０５），而与宫颈癌的淋巴

结转移情况、分化程度有明显相关性（Ｐ 均 ＜ ０􀆰 ０１）。
见表 ３。
２􀆰 ５　 Ｓｕｒｖｉｖｉｎ ｍＲＮＡ 阳性表达率与宫颈癌病理特征

关系　 Ｓｕｒｖｉｖｉｎ ｍＲＮＡ 阳性表达率与宫颈癌的组织类

型、肿瘤生长类型无明显相关性（Ｐ ＞ ０􀆰 ０５），而与宫

颈癌的临床分期、分化程度以及淋巴结转移情况有明

显相关性（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５，Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）。 见表 ３。
２􀆰 ６　 ＨＰＶ１６ ／ １８ ＤＮＡ 阳性表达与宫颈癌病理特征关

系　 ＨＰＶ１６ ／ １８ ＤＮＡ 的阳性表达率与宫颈癌的组织

类型、肿瘤生长类型无明显相关性（Ｐ 均 ＞ ０􀆰 ０５），而
与宫颈癌的临床分期、分化程度以及淋巴结转移情况

有明显相关性（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５，Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）。 见表 ３。

表 １　 ３ 种宫颈组织 Ｓｕｒｖｉｖｉｎ ｍＲＮＡ、Ｂｃｌ⁃２ 以及

ＨＰＶ１６ ／ １８ ＤＮＡ 表达情况比较　 （例）

组织类型 例数
Ｓｕｒｖｉｖｉｎ ｍＲＮＡ
阴性 阳性

Ｂｃｌ⁃２
阴性 阳性

ＨＰＶ１６ ／ １８ ＤＮＡ
阴性 阳性

宫颈正常组织 ３１ ２９ ２ ３０ １ ３０ １
ＣＩＮ ６９ ３７ ３２ ４１ ２８ ３３ ３６
宫颈癌 ７９ １７ ６２ ２２ ５７ １２ ６７
χ２ 值 ４５􀆰 ４３ ３２􀆰 ４０ ６０􀆰 １２
Ｐ 值 ＜ ０􀆰 ０１ ＜ ０􀆰 ０１ ＜ ０􀆰 ０１

表 ２　 不同 ＣＩＮ 分级 Ｓｕｒｖｉｖｉｎ ｍＲＮＡ、Ｂｃｌ⁃２ 以及 ＨＰＶ１６ ／ １８ ＤＮＡ 表达情况比较　 （例）

ＣＩＮ 分级 例数
Ｂｃｌ⁃２

阴性 阳性 χ２ 值 Ｐ 值

Ｓｕｒｖｉｖｉｎ ｍＲＮＡ
阴性 阳性 χ２ 值 Ｐ 值

ＨＰＶ１６ ／ １８ ＤＮＡ
阴性 阳性 χ２ 值 Ｐ 值

Ⅰ、Ⅱ级 ３９ ３１ ８
１１􀆰 ８７ ＜ ０􀆰 ０１

２８ １１
９􀆰 ４５３ ＜ ０􀆰 ０１

２７ １２
１３􀆰 ４５ ＜ ０􀆰 ０１Ⅲ级 ３０ １１ １９ １０ ２０ ７ ２３

表 ３　 不同病理特征宫颈癌 Ｂｃｌ⁃２、Ｓｕｒｖｉｖｉｎ ｍＲＮＡ、 ＨＰＶ１６ ／ １８ ＤＮＡ 表达情况比较　 （例）

病理特征 例数
Ｂｃｌ⁃２

阴性 阳性 χ２ 值 Ｐ 值

Ｓｕｒｖｉｖｉｎ ｍＲＮＡ
阴性 阳性 χ２ 值 Ｐ 值

ＨＰＶ１６ ／ １８ ＤＮＡ
阴性 阳性 χ２ 值 Ｐ 值

组织类型

　 鳞癌 ６８ １９ ４９
０􀆰 ３３７ ＞ ０􀆰 ０５

１５ ５３
０􀆰 ２６４ ＞ ０􀆰 ０５

１１ ５７
０􀆰 １０２ ＞ ０􀆰 ０５　 腺癌 １１ ４ ７ ３ ８ ２ ９

组织分化

　 低分化 ３７ ６ ３１
７􀆰 ００６ ＜ ０􀆰 ０１

３ ３４
８􀆰 ２２３ ＜ ０􀆰 ０１

２ ３５
６􀆰 ８９０ ＜ ０􀆰 ０１　 中、高分化 ４２ １７ ２５ １５ ２７ １２ ３０

临床分期

　 ⅠＡ、ⅠＢ、ⅡＡ 期 ５９ ２０ ３９
２􀆰 ７８１ ＞ ０􀆰 ０５

１７ ４２
４􀆰 ７０３ ＜ ０􀆰 ０５

１３ ４６
４􀆰 ３９８ ＜ ０􀆰 ０５　 ⅡＢ、Ⅲ期 ２０ ３ １７ １ １９ ０ ２０

肿瘤生长类型

　 外生型 ３７ ８ ２９ ６ ３１ ４ ３３
　 内生型 １５ ４ １１

３􀆰 １８３ ＞ ０􀆰 ０５
３ １２

２􀆰 １０９ ＞ ０􀆰 ０５
２ １３

０􀆰 ９９４ ＞ ０􀆰 ０５　 溃疡型 １５ ５ １０ ４ １１ ３ １２
　 颈管型 １２ ６ ６ ４ ８ ３ ９
淋巴结转移

　 有 ３５ ３ ３２
１３􀆰 ２００ ＜ ０􀆰 ０１

１ ３４
１３􀆰 ８００ ＜ ０􀆰 ０１

０ ３５
１２􀆰 ２３０ ＜ ０􀆰 ０１　 无 ４４ ２０ ２４ １７ ２７ １３ ３１
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３　 讨　 论

宫颈癌的发病是个漫长且复杂的过程，与细胞凋

亡以及抑癌基因的调控和癌基因的表达均相关［６］。
Ｓｕｒｖｉｖｉｎ 是目前发现的作用最强的抑制细胞凋亡的蛋

白，基本不在成人分化组织内表达，而异常表达于恶

性肿瘤组织内，通过结合 Ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 来感染细胞分裂

达到多倍体形成构成影响，以及通过结合细胞周期的

调控因子 ＣＤＫ４ 形成复合体 Ｓｕｒｖｉｖｉｎ ／ ＡＤＫ４ 达到对

Ｆａｓ 介导的凋亡构成影响来实现其对细胞凋亡的抑

制作用［７］，在此过程中，肿瘤细胞逐渐分裂、增殖，故
其呈现出持续、快速的增长趋势［８］。 有资料证实，
Ｓｕｒｖｉｖｉｎ ｍＲＮＡ 在宫颈癌组织内呈现异常表达，且阳

性表达率随着淋巴结的转移以及组织分化的恶性程

度的升高而上升，说明宫颈癌的起病、病情发展可能

是由 Ｓｕｒｖｉｖｉｎ 的异常表达所致［９］。 本研究结果显示，
３ 组中 Ｓｕｒｖｉｖｉｎ 的阳性表达率均不同，相比于正常宫

颈组织，其在宫颈癌和 ＣＩＮ 组织中的阳性表达率更

高，其中宫颈癌组织中的 Ｓｕｒｖｉｖｉｎ 表达又比 ＣＩＮ 组织

中高。 此外还发现，其阳性表达率在 ＣＩＮⅢ组织中明

显高于 ＣＩＮⅠ、ＣＩＮⅡ组织中，在低分化组织以及ⅡＢ
期 ～Ⅲ期中显著上升，此与之前的研究结果相一致，
进一步说明 Ｓｕｒｖｉｖｉｎ 在宫颈癌的发生、发展期间可能

扮演着重要的角色［１０］。
Ｂｃｌ⁃２ 蛋白是对细胞凋亡具有抑制作用的基因，

首次发现是在白血病和淋巴瘤患者中。 经临床研究

证实 Ｂｃｌ⁃２ 可以通过抑制封闭细胞核的运转以及细

胞内钙离子含量的上升和抗氧化来发挥其对细胞凋

亡的抑制作用［１１］。 Ｂｃｌ⁃２ 表达过度则会累及受损细

胞使其无法正常凋亡［１２］。 本研究结果发现，Ｂｃｌ⁃２ 在

宫颈癌和 ＣＩＮ 组织中的阳性表达率比正常宫颈组织

内的阳性表达率高，其在正常宫颈组织内少有表达或

不表达，而在宫颈癌中的却有着非常显著的表达强

度［１３］。 此外还发现，其阳性表达率随着宫颈癌组织

的临床分期以及分化恶性程度的增加而增加，此与相

关的研究结果相吻合，说明宫颈癌的起病与 Ｂｃｌ⁃２ 密

切相关，其出现的异常阳性表达也许是引发宫颈癌浸

润及发病的一个重要原因［１４］。
ＨＰＶ 感染是引发宫颈癌及 ＣＩＮ 的一个主要因素

已获得证实，特别是高危型的 ＨＰＶ１６ ／ １８［１５］，其在宫

颈癌的组织内有着极高的检出率，很多学者认为

ＨＰＶ１６ ／ １８ 可能是通过整合病毒致使宿主基因不再

稳定以及病毒基因的表达失调来激活细胞癌基

因［１６］。 本实验结果显示，其在宫颈癌组织内的阳性

表达率显著上升，这也进一步说明宫颈癌的发生、发

展与 ＨＰＶ１６ ／ １８ 相关［１７］。
综上所述，ＨＰＶ１６ ／ １８ 感染、抑制细胞凋亡的基

因 Ｓｕｒｖｉｖｉｎ 和 Ｂｃｌ⁃２ 均与宫颈癌的发生、 发展相

关［１８］。 其中肿瘤新的特异性的标记 Ｓｕｒｖｉｖｉｎ 基因有

望成为基因治疗宫颈癌的理想靶基因［１９］。 ＨＰＶ１６ ／
１８、Ｓｕｒｖｉｖｉｎ 和 Ｂｃｌ⁃２ 的联合检测技术可能会为早期

诊断宫颈恶性肿瘤以及评估化疗疗效、手术和判断预

后提供临床上有力的指导，为治疗宫颈癌提供新

思路［２０］。
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