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摘要 目的：探讨宫颈人乳头状瘤病毒 (HPV)16持续感染阶段宫颈 P16和 Ki67的表达及其与宫颈癌变的相关性。方法：采用

P16/Ki67免疫组化双染法检测 102例 HPV16持续感染者、136例非持续感染者宫颈组织 P16、Ki67蛋白的表达，并根据免疫组化

结果分组为双染阳性组、双染阴性组。所有患者随访观察 2年，比较两组患者的结局及宫颈癌前病变的发生率。结果：P16、Ki67及

P16/Ki67双染的阳性率分别为 40.3%、44.5%及 34.0%，HPV16持续感染患者 P16、Ki67及 P16/Ki67双染的阳性率均显著高于非

持续感染患者(P<0.05)。HPV16持续感染患者的 P16、Ki67蛋白表达呈显著正相关(P<0.05)。HPV16持续感染患者中，双染阳性组

的病情持续和进展比例明显高于双染阴性组，也明显高于 HPV16非持续感染(双染阴性组、双染阳性组)患者(P<0.05)。HPV16持

续感染患者中，双染阳性组进展为 HSIL及以上病变发生率为 32.5%(13/40)，显著高于双染阴性组 6.5%(P<0.05)。结论：P16，Ki67

双染阳性在 HPV16持续感染阶段与宫颈上皮内病变疾病进展成正相关，对 HPV16持续感染进展为宫颈高度病变有预警价值，

可作为 HPV16阳性早期治疗的敏感指标。
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Expression of P16/Ki67 in Patients with Cervical HPV16 Persistent Infection
and Its Correlation with the Incidence of Cervical Cancer*

To explore the expression of cervical P16/Ki67 in patients with cervical human papillomavirus 16(HPV16)

persistent infection and its correlation with the incidence of cervical cancer. P16/Ki-67 dual immunostaining was performed to

detect the expression of P16/Ki67 in 102 cases of patients with cervical HPV16 persistent infection,136 patients with cervical HPV16

non-persistent infection, all the patients were divided into dual stain positive group and dual stain negative group according to the im-

munohistochemical results. All the patients were followed up for 2 years, the difference in the outcome and early-stage cervical cancer

and incidence of cervical cancer were compared between the two groups. The positive rate of P16, Ki67 and P16/Ki67 dual stain

were 40.3%, 44.5% and 34.0% respectively. The positive rate of P16, Ki67 and P16/Ki67 dual stain in HPV16 persistent infection pa-

tients was significantly higher than that in non-persistent infection patients (P<0.05). P16, Ki67 were significantly and positively correlat-

ed in persistent infection patients (P<0.05). The outcome in dual stain negative group was superior to that in dual stain positive group

(P<0.05). In HPV16 persistent infection patients, the outcome in dual stain positive group was inferior to that in dual stain negative

group, and inferior to that in dual stain negative and positive group of persistent infection patients, the proportion of advance patients in-

creased significantly (P<0.05). In HPV16 persistent infection patients, the progression e towards cervical HSIL in dual stain positive

group was 32.5%, which was significantly higher than that in dual stain negative group that was 6.5% (P<0.05). P16 and

Ki67 dual-stain positive were correlated with the progression of cervical intraepithelial neoplasia in the stage of HPV16 persistent infec-

tion. It has an early warning value for the progression of HPV16 persistent infection to cervical high-grade lesions. It can be used as a

sensitive indicator of HPV16 positive early treatment.
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前言

目前研究显示高危型 HPV(Hr-HPV)持续感染是宫颈癌以

及癌前病变的关键病因，其发病过程是 Hr-HPV持续感染 -宫

颈上皮内瘤变(CIN)-宫颈癌[1,2]。现研究发现的高危亚型 HPV

共有 15种，按递减顺序排列分别为：16、18、45、31、33、52、58、

35、59、56、39、5l、73、68和 66。HPV16是导致宫颈恶性病变的

Hr-HPV中最常见、致病力最强的一种病毒。上海市近 10万人

的大样本调查 HPV流行亚型结果显示第一位为 HPV16，继而

为 58、33、52、31[3,4]。因此，针对 HPV16型感染的研究尤为重要。

以往通常采用液基薄层细胞(TCT)+HPV检测 +阴道镜活

检的 "三阶梯 "方案对宫颈癌和 CIN筛查，但该方案是以细胞

癌变后的形态变化为指标，筛选异常结果往往已达到癌变的中

晚期[5-7]。因此，建立更早期的筛查指标对 HPV持续感染阶段有

癌变标志的患者进行进一步检验对于早期发现、并实施微创治

疗及改善预后具有重要意义。近年来，越来越多的研究显示

P16、Ki67基因的表达在 HPV感染阶段即存在异常表达，且与

宫颈癌的发生密切相关[8,9]。本研究采用 P16/Ki67免疫组化法 -

双染法检测 Hr-HPV16 持续性感染患者 P16、Ki67 蛋白的表

达，探索 P16和 Ki67在持续感染阶段对宫颈病变的筛查效果

及疾病预后的预测作用。

1 资料与方法

1.1 一般资料

收集 2014年 01月至 2015年 12月在浦东新区人民医院

宫颈门诊就诊的 HPV16感染患者 238例，所有患者均行 TCT

检查及高危 HPV DNA检测，且为单一 HPV16感染者，排除孕

产妇、既往宫颈息肉、尖锐湿疣、高级别鳞状上皮内病变(HSIL)

等宫颈病变史者。随访 12个月后复查，HPV16仍呈阳性则视

为 HPV16 持续感染，共 102 例；HPV16 转为阴性则视为

HPV16非持续感染[10]，共 136例。年龄 32~69岁，平均(45.8±

6.4)岁；病程 3个月 ~8年，平均(2.6± 0.8)年。所有患者均为宫

颈低级别鳞状上皮内病变(LSIL)，包括 CIN I 144例，湿疣 94例。

1.2 标本采集及检测

1.2.1 Hr-HPV DNA型检测 使用导流杂交芯片技术的采样

工具包对所有纳入研究的患者从宫颈管采集标本，检测 HPV

DNA型并作出分析，主要包括目前已知的 13种致癌型 HPV

DNA(16,18,31,33,35,39,45,51,56,58,59和 68)，检测阳性的标准

标本 HPV DNA≥ 1.0 ng/L。

1.2.2 P16/Ki67检测及结果判读

1.2.2.1 免疫组化染色 选择 Hr HPV16及 TCT检测结果为

阴性的剩余标本，采用 Thin-Prep 2000处理仪重新制作切片，

无水酒精（95%）固定 24 h风干后用 10%中性甲醛固定、石蜡包

埋、切片、染色。蒸馏水彻底冲洗 3~5 min，加入 5%乙二胺四乙

酸，强力高火行抗原修复 10 min。冷却至室温后，利用 0.3%

H2O2室温孵育 15 min，抑制内源性过氧化物酶的活性。磷酸盐

缓冲液洗片 3~5次。免疫组化采用 P16/Ki67双染法，实验中所

需鼠抗人单克隆抗体、DAB显色剂、SP试剂盒等均由福州迈新

生物技术有限公司提供，操作者均严格按照试剂盒说明书。

1.2.2.2 P16、Ki67阳性评判标准 P16 的着色部位位于细胞

核和（或)细胞质，Ki-67着色部位位于细胞核，呈黄色或棕黄色

者判定为阳性。判读结果包括两个部分，分别为染色强度和染

色细胞数量。具体方法如下：（1）染色强度：随机选择十个视野，

计数 1000个阳性细胞数进行半定量分级计分，包括无着色（0

分）、淡黄色（1分）、棕黄色（2分）、棕黄色（3分）；（2）染色细胞

数量（以染色的阳性细胞数百分比表示），分为≤ 5%（0分）、6%

~24%（1分）、25%~50%（2分）、>50%（3分）。将染色强度与染色

细胞数量的得分相乘后即得到阳性评分，其中 0、1分为阴性

（-），2~3分为弱阳性（+），4~6分为中度阳性（++），7~9 分为强

阳性（+++）。按免疫组化结果将患者分为双染阳性组和双染阴

性组，若 P16、Ki67中任一个为阴性则纳入双染阴性组。

1.3 病例随访

1.3.1 随访内容及方法 所有患者仅接受生活方式干预并随

访 2年，每 6个月随访一次，每次随访检测内容包括 Hr-HPV、

TCT、阴道镜，必要时以及随访第 24个月时进行阴道镜下宫颈

活检和（或)宫颈刮搔刮术。随访期间，宫颈活检病理结果若提

示：CINII~III或宫颈癌，立即终止随访，CIN采取手术切除治

疗，而宫颈癌则进行相应检查和治疗。

1.3.2 随访转归分类 将随访结束时的转归结局三类，分别为

消退、持续、进展。其中消退是指随访结束时阴道镜下病理检查

未见 LSIL及以上级别的病变，如 CIN II、CIN III、宫颈癌；持续

是指随访结束时阴道镜下病理检查仍为 LSIL；进展是指阴道

镜下宫颈活检和（或)宫颈管搔刮术的病理结果发现 HSIL及以

上级别的病变。

1.4 统计学处理

所用统计软件为 SPSS 20.0版本。计数资料以例数或百分

率表示，采用 x2检验，P16与 Ki67表达的相关性采用 Spear-

man秩相关分析，以 P<0.05时视为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 HPV16持续感染和非持续感染患者的 P16/Ki67阳性率比较

所有患者 P16、Ki67 及 P16/Ki67 双染的阳性率分别为

40.3%、44.5%及 34.0%，而 HPV16持续感染患者 P16、Ki67及

P16/Ki67双染的阳性率均较非持续感染患者明显升高，二者比

较，差异均有统计学意义(P<0.05)。见表 1。

2.2 宫颈 HPV16持续感染患者 P16与 Ki67蛋白表达的相关性

Spearman秩相关分析结果显示：宫颈 HPV16持续感染患

者的 P16、Ki67 蛋白表达呈显著正相关性关系(r=0.625，P<0.

05)，见表 2。

2.3 随访结果

随访 2年，HPV16持续感染患者中，双染阳性组的病情持

续和进展比例明显高于双染阴性组，也明显高于 HPV16非持

续感染(双染阴性组、双染阳性组)患者，进展患者比例明显增多

(P<0.05)。HPV16非持续感染患者中，双染阳性组、双染阴性组

的病情持续和进展比例比较差异无统计学意义(P>0.05)。见表

3。HPV16持续感染患者中，双染阳性组进展为 HSIL及以上病

变发生率 32.5%(13/40)，双染阴性组进展为 HSIL及以上病变

为 6.5%(4/62)，显著低于双染阳性组(P<0.05)。
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3 讨论

研究已证实，宫颈癌是迄今为止仅有的可通过医学干预降

低发病率、死亡率下降的恶性肿瘤，而关键在于早期诊断和治

疗癌前病变－CIN，防止其进展为宫颈癌的潜在危险[11]。HPV16

是导致宫颈恶性病变的 Hr-HPV中最常见、致病力最强的一种

病毒，国际癌症研究中心曾提出 HPV16感染是宫颈癌和 CIN

发生的必要因素，没有持续的 Hr-HPV感染，就不会有宫颈癌

的发生[12-14]。研究显示虽然宫颈 HPV16病毒感染率较高，但多

数患者可在感染后 0.5~1年内自行清除，仅 4%的持续感染者

最终发展为宫颈癌[15,16]。因此，临床实践中不仅需要加强对 hr

HPV感染的监测，还应积极探寻宫颈病变的敏感预测指标，从

而对 HPV16持续感染患者实施分流管理，避免过度治疗。

P16 作为一种抑癌基因，细胞周期蛋白 D 依赖性激酶

(CDK) 抑制剂是其主要的编码产物，在宫颈感染 hrHPV后，

HPV E7蛋白可竞争性抑制视网膜母细胞瘤蛋白(pRb)与细胞

周期蛋白依赖性激酶 4(CDK4)的结合，使 pRb功能失活，解除

pRb对 P16表达的抑制，导致细胞周期处于阻滞期，呈现细胞

的恶性增殖状态[17,18]。Ki67是一种细胞增殖核抗原，参与细胞

分裂与增殖，是目前应用最多的肿瘤增殖活性细胞标记物[19,20]。

国外相关研究显示 p16、Ki67双染法检测蛋白表达对 HPV阳

性、TCT 阴性而漏诊患者人群的进一步诊断分流具有重要价

值，有助于更早期发现其中具有潜在宫颈高度病变的患者[21,22]。

p16、Ki67应用于宫颈病变辅助诊断已取得共识，但对 HPV16

持续感染阶段患者的病变是否具有预示作用尚缺乏足够证据。

本研究结果发现，对于 LSIL患者，P16、Ki67、P16/Ki67双染的

阳性率分别为 40.3%、44.5%及 34.0%，HPV16持续感染患者的

阳性率均显著高于非持续感染患者，说明 HPV16感染的 LSIL

患者 P16、Ki67均呈过度表达状态，且随着感染持续时间增加

而增长。同时，LSIL患者的 P16与 Ki67蛋白表达之间呈显著

正相关，由此可见 P16、Ki67的高表达存在一定协同机制，二者

可能共同促进了宫颈病变的发生、进展。

根据美国国家综合癌症网络(NCCN)关于宫颈癌筛查的建

议，LSIL及以下病变不需要临床干预，仅随访观察即可；若进

展为 CIN II及以上病变，则应进行相应的干预治疗[23]。但目前

对 HPV16持续感染的 LSIL患者的转归并不明确，有研究[24,25]

显示此类患者 5年内发生 CIN Ⅲ及宫颈癌的风险约为 5.0%，

主张对其进行分流管理，纳入高风险管理，进行严密的随访并

给予必要的治疗。但也有研究主张随访观察即可[26]。本研究随

访结果显示 HPV16持续感染患者中，双染阳性组的转归结局

明显不如双染阴性组，也明显差于 HPV16非持续感染患者，且

双染阳性组早期宫颈癌的发生率明显高于双染阴性组，说明

P16、Ki67可作为 HPV16持续感染的宫颈病变患者预后的预

测指标，从而实现更早期、更微创进行干预，有利于更好地保留

宫颈解剖和功能，降低宫颈高度病变及宫颈癌的发生率。但

HPV16非持续感染患者中，双染阳性组、双染阴性组的转归结

局无明显差异，考虑与 HPV16的短期内自清作用有关。

综上所述，P16，Ki67双染阳性在 HPV16持续感染阶段与

表 1 不同 HPV16感染情况的 P16/Ki67阳性率比较[例(%)]

Table 1 Comparison of the P16/Ki67 positive rate between different kinds of HPV16 infection[n(%)]

HPV16 infection N P16 positive rate Ki67 positive rate
P16/Ki-67 dual stain

positive rate

Non-persistent infection 136 38(27.9) 46(33.8) 29(21.3)

Persistent infection 102 58(56.9) 60(58.9) 40(39.2)

P <0.05 <0.05 <0.05

表 2 宫颈 HPV16持续感染患者的 P16、Ki67蛋白表达的相关性(例)

Table 2 Correlation of P16, Ki67 protein expression in cervical HPV16 persistent infection patients(n)

P16 protein

expression

Ki67 protein expression
r P

- ± + ++

- 8 12 4 0

0.625 <0.05
± 11 12 9 0

+ 4 0 24 4

++ 0 0 4 10

表 3 P16/Ki67双染阴性组和阳性组转归结局比较[例(%)]

Table 3 Comparison of the prognosis of patients with dually positive and negative P16/Ki67[n(%)]

HPV16 infection N Regression Persistent Progression

Non-persistent

infection

Dual stain negative group 107 78(72.9) 29(27.1) 0(0)

Dual stain positive group 29 23(79.3) 4(13.8) 2(6.9)

Persistent infection
Dual stain negative group 62 39(62.9) 19(30.6) 4(6.5)

Dual stain positive group 40 2(5.0) 25(62.5) 13(32.5)
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宫颈上皮内病变疾病进展成正相关，对 HPV16持续感染进展

为宫颈高度病变有预警价值，可作为 HPV16阳性早期治疗的

敏感指标。，有助于把筛查诊疗窗口前移，为宫颈癌的早发现、

早诊早治提供了新的思路。
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