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高危型 ＨＰＶＥ７蛋白在宫颈鳞状上皮
内病变中的表达及意义

乔　娟　虞红珍　吴　强

摘　要　目的　检测细胞蜡块、组织蜡块中宫颈鳞状上皮内病变中 Ｅ７表达及与 Ｐ１６和 Ｋｉ－６７表达的相关性，探讨 Ｅ７在辅

助诊断宫颈鳞状上皮内病变中的临床意义。方法　应用免疫组化方法检测 Ｅ７、Ｐ１６和 Ｋｉ－６７在 ７１例宫颈液基细胞蜡块及相对

应组织蜡块中的表达，其中未见上皮内病变或细胞（ＮＩＬＭ）组 １１例、低度鳞状上皮内病变（ＬＳＩＬ）组 ３４例［包括非典型鳞状细

胞 －不能明确意义（ＡＳＣ－ＵＳ）１２例及 ＬＳＩＬ２２例］、高度鳞状上皮内病变及以上病变（ＨＳＩＬ＋）组 ２６例，包括非典型鳞状细胞 －不

除外高度鳞状上皮内病变（ＡＳＣ－Ｈ）２例、高度鳞状上皮内病变（ＨＳＩＬ）２０例及鳞状细胞癌（ＳＣＣ）４例。结果　在宫颈细胞蜡块

ＮＩＬＭ、ＬＳＩＬ、ＨＳＩＬ＋组中，Ｅ７的阳性率分别为 ０、０和６１．５％；Ｐ１６的阳性率分别为０、０和５０．０％；Ｋｉ－６７的阳性率分别为０、５．９％

和 ７６．９％。在相对应的组织蜡块 ＮＩＬＭ、ＬＳＩＬ、ＨＳＩＬ＋组中，Ｅ７的阳性率分别为 ６．７％、５１．９％和 ８９．７％；Ｐ１６的阳性率分别为 ０、

１８．５％和 ８９．７％；Ｋｉ－６７的阳性率分别为 ０、１８．５％和 ８６．２％。与 ＮＩＬＭ组及 ＬＳＩＬ组比较，无论在细胞蜡块或组织蜡块中，

ＨＳＩＬ＋组 Ｅ７、Ｐ１６和 Ｋｉ－６７的表达均显著增高（Ｐ＜０．０５），并且 Ｅ７与 Ｐ１６／Ｋｉ－６７的表达均呈正相关。Ｅ７检测较 Ｐ１６／Ｋｉ－６７检

测有较高的敏感度，Ｅ７联合 Ｐ１６／Ｋｉ－６７检测的敏感度和阴性预测值高于 Ｐ１６／Ｋｉ－６７检测。结论　Ｅ７可用于 ＨＳＩＬ＋的诊断和

鉴别诊断，Ｅ７有望成为 Ｐ１６／Ｋｉ－６７在辅助诊断 ＨＳＩＬ＋的补充标志物。
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　　宫颈癌是世界上女性最常见的恶性肿瘤之一。
高危型人乳头瘤病毒（ＨＲ－ＨＰＶ）持续感染是引起
宫颈上皮内病变及宫颈癌的主要原因。病毒癌基

因 Ｅ７表达编码 Ｅ７蛋白（Ｅ７）通过其结合和灭活视
网膜母细胞瘤蛋白（ｒｅｔｉｎｏｂｌａｓｔｏｍａｐｒｏｔｅｉｎ，Ｒｂ）的能
力来刺激细胞生长周期失控，导致宫颈癌的发

生
［１，２］
。ＨＲ－ＨＰＶＥ７癌基因活性可通过检测 Ｅ７

ｍＲＮＡ或蛋白或间接检测宿主 Ｐ１６蛋白的表达来监
测，而 Ｐ１６的表达受 ＨＲ－ＨＰＶＥ７及其上调的影
响

［３，４］
。研究表明 Ｐ１６／Ｋｉ－６７的表达是鉴别 ＨＳＩＬ

的有效标志物
［５～７］

。虽然 Ｐ１６／Ｋｉ－６７辅助诊断
ＬＳＩＬ及 ＨＳＩＬ已广泛应用于临床，但是仍有一部分
病例难以诊断，尤其是 ＣＩＮⅡ的病例，Ｐ１６／Ｋｉ－６７
的染色仍然难以鉴别 ＬＳＩＬ及 ＨＳＩＬ［８］。近年来研究
发现，Ｅ７对宫颈癌的早期诊断有较高潜在价值，但
尚未应用于临床诊断

［９］
。本研究利用宫颈液基细

胞学剩余标本制成细胞蜡块，采用免疫组化方法检

测宫颈细胞蜡块及相对应组织蜡块中 Ｅ７、Ｐ１６及
Ｋｉ－６７的表达，探讨 Ｅ７对宫颈鳞状上皮内病变的
辅助诊断价值。

资料与方法

１．一般资料：７１例宫颈标本来源于 ２０１８年 ７
月 ～２０１９年６月在安徽医科大学第二附属医院病理
科行宫颈液基细胞学检查并行宫颈组织学病理检查

的患者，患者年龄 ２０～６８岁，中位年龄 ４５岁。所有
病例均无宫颈上皮内病变（ＣＩＮ）史、宫颈癌史且均未
接受过放、化疗，无子宫全切术史，目前无妊娠，检查

前３天内无阴道冲洗及用药史。根据２０１４年 ＴＢＳ宫
颈细胞学报告系统进行细胞学诊断并分组：未见上皮

内病变或细胞（ｎｅｇａｔｉｖｅｆｏｒｉｎｔｒａｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｌｅｓｉｏｎｏｒｍａ
ｌｉｇｎａｃｙ，ＮＩＬＭ）１１例，非典型鳞状细胞 －不能明确意
义 （ａｔｙｐｉｃａｌｓｑｕａｍｏｕｓｃｅｌｌｓｏｆｕｎｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄｓｉｇｎｉｆｉ
ｃａｎｃｅ，ＡＳＣ－ＵＳ）１２例，低度鳞状上皮内病变（ｌｏｗ－
ｇｒａｄｅｓｑｕａｍｏｕｓｉｎｔｒａｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｌｅｓｉｏｎ，ＬＳＩＬ）２２例，非
典型鳞状细胞 －不除外高度上皮内病变（ａｔｙｐｉｃａｌ
ｓｑｕａｍｓｕｓｃｅｌｌｓｃａｎｎｏｔｅｘｃｌｕｄｅＨＳＩＬ，ＡＳＣ－Ｈ）２例，高
度鳞状上皮内病变（ｈｉｇｈ－ｇｒａｄｅｓｑｕａｍｏｕｓｉｎｔｒａｅｐｉｔｈｅ
ｌｉａｌｌｅｓｉｏｎ，ＨＳＩＬ）２０例，鳞状细胞癌（ｓｑｕａｍｏｕｓｃｅｌｌｓ
ｃａｎｃｅｒ，ＳＣＣ）４例。组织学诊断标准参考《ＷＨＯ分类
女性生殖器官肿瘤》（第 ４版），诊断结果包括黏膜慢
性炎（ＮＩＬＭ）、ＬＳＩＬ、ＨＳＩＬ及 ＳＣＣ（ＬＳＩＬ包括 ＣＩＮⅠ，
ＨＳＩＬ包括 ＣＩＮⅡ、ＣＩＮⅢ和原位癌）［１０］。其中 ＮＩＬＭ、
ＬＳＩＬ、ＨＳＩＬ及 ＳＣＣ的病例均选取细胞学与组织学诊

断结果一致的病例，细胞学诊断为 ＡＳＣ－ＵＳ及
ＡＳＣ－Ｈ的病例，组织学诊断结果详见表１。

表 １　７１例宫颈细胞学诊断结果与组织学的对照

细胞学诊断 ｎ
组织学诊断

黏膜慢性炎 ＬＳＩＬ ＨＳＩＬ ＳＣＣ
ＮＩＬＭ １１ １１ ０ ０ ０
ＡＳＣ－ＵＳ １２ ４ ５ ３ ０
ＬＳＩＬ ２２ ０ ２２ ０ ０
ＡＳＣ－Ｈ ２ ０ ０ ２ ０
ＨＳＩＬ ２０ ０ ０ ２０ ０
ＳＣＣ ４ ０ ０ ０ ４

　　２．主要试剂：Ｐ１６鼠抗人单克隆抗体（ＡｂＭ５１１００－
１０）、Ｋｉ－６７兔抗人单克隆抗体（ＳＰ６）购自广州安必
平医药科技股份有限公司，二抗（通用型试剂盒 ＰＶ－
６０００）、ＤＡＢ显色试剂盒均购自北京中杉金桥生物技
术有限公司，ＨＰＶＥ７兔抗人单克隆抗体 （ＡＴ－
ＲＭＡ０３４和 ＡＴ－ＲＭＡ１３９）购自苏州艾托金生物有限
公司。

３．细胞蜡块制备：将宫颈液基细胞保存液瓶中的
剩余液体收集在离心管中，以 ２５００ｒ／ｍｉｎ离心 ５ｍｉｎ，
弃上清；加入 ９５％ 乙醇混匀，以 ２５００ｒ／ｍｉｎ离心
５ｍｉｎ，固定３０ｍｉｎ，弃上清；可见成团的细胞沉渣，用
包埋纸包好，常规脱水、石蜡包埋。

４．免疫组化染色：组织及细胞蜡块 ４μｍ厚连续
切片，免疫组化步骤如下：①放入 ６５℃烤箱烤片 ２ｈ，
常规二甲苯、梯度乙醇脱蜡、水化；②柠檬酸钠缓冲液
高压抗原修复切片，室温下冷却 ２０ｍｉｎ，自来水小水
冲淋使之冷却至室温，ＰＢＳ漂洗；③滴加内源性过氧
化物酶阻断剂（３％Ｈ２Ｏ２），室温孵育 １０ｍｉｎ，ＰＢＳ冲
洗；④滴加一抗（Ｅ７／Ｐ１６／Ｋｉ－６７），３７℃孵育 ６０ｍｉｎ，
ＰＢＳ冲洗；⑤滴加二抗，室温孵育２０ｍｉｎ，ＰＢＳ冲洗；⑥
滴加新鲜配制的 ＤＡＢ显色液，室温下孵育 ３～５ｍｉｎ，
光镜观察染色结果，蒸馏水冲洗终止染色；⑦苏木精
复染，返蓝，脱水，透明，封片。

５．结果判定：以细胞中出现棕黄或棕褐色着色为
阳性，Ｐ１６以细胞核或胞质着色为阳性，Ｋｉ－６７以细
胞核着色为阳性，Ｅ７以细胞质或少数胞核着色为阳
性；在宫颈细胞蜡块中，根据免疫组化检测阳性上皮

细胞的百分比评分，分为 ０分（－，阳性肿瘤细胞 ＜
５％）、１分（＋，阳性肿瘤细胞为≥５％且 ＜２５％）、２
分（＋＋，阳性肿瘤细胞为≥２５％且 ＜５０％）、３分
（＋＋＋，阳性肿瘤细胞为≥５０％）；在宫颈组织蜡
块中，分为 ０分（－，全层细胞无阳性表达或局限于
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上皮的基底及副基底层）、１分（＋，阳性细胞小灶
区分布或位于上皮下 １／３）、２分（＋＋，阳性细胞弥
漫分布或位于上皮下 ２／３）、３分（＋＋＋，阳性细胞
弥漫分布或位于上皮下 ２／３以上乃至全层）；≥２分
为阳性。

６．统计学方法：采用 ＳＰＳＳ２２．０统计学软件对数
据进行统计分析。计数资料用率（％）表示，组间比
较采用 χ２检验、Ｆｉｓｈｅｒ确切概率，两两比较时经过
Ｂｏｎｆｅｒｒｏｎｉ法校正 Ｐ值。有序分类变量的相关性用
Ｋｅｎｄａｌｌ′ｓＴｂ系数表示，二分类变量的相关性用 Ｋａｐｐａ
系数表示，以 Ｐ＜０．０５为差异有统计学意义。

结　　果
１．Ｅ７、Ｐ１６和 Ｋｉ－６７在宫颈细胞蜡块中的检测

结果：ＡＳＣ－ＵＳ组和 ＬＳＩＬ组 Ｅ７、Ｐ１６和 Ｋｉ－６７的表
达比较差异均无统计学意义（Ｐ＞０．０５），ＡＳＣ－Ｈ组
仅２例且组织学诊断均为 ＨＳＩＬ，故共分为 ３组进行
统计学分析，即 ＮＩＬＭ组、ＬＳＩＬ组（包括 ＡＳＣ－ＵＳ、
ＬＳＩＬ）及 ＨＳＩＬ＋组 （包括 ＡＳＣ－Ｈ、ＨＳＩＬ、ＳＣＣ）。
ＨＳＩＬ＋组 Ｅ７、Ｐ１６和 Ｋｉ－６７的阳性率均明显高于
ＬＳＩＬ组及 ＮＩＬＭ组，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）；
ＬＳＩＬ组与 ＮＩＬＭ组 Ｅ７、Ｐ１６和 Ｋｉ－６７的阳性率比较
差异均无统计学意义（Ｐ＞０．０５，图１，表２）。

图 １　宫颈高度鳞状上皮内病变细胞蜡块 ＨＥ及免疫组化染色（×２００）
Ａ．ＨＥ染色；Ｂ．Ｅ７染色阳性；Ｃ．Ｐ１６染色阳性；Ｄ．Ｋｉ－６７染色阳性

　

表 ２　宫颈细胞蜡块中 Ｅ７、Ｐ１６和 Ｋｉ－６７的检测结果［ｎ（％）］

项目 ｎ ＮＩＬＭ组 ＬＳＩＬ组 ＨＳＩＬ＋组 χ２ Ｐ
Ｅ７ ３５．７４８ ０．０００
　阴性 ５５（７７．５） １１（１００．０） ３４（１００．０） １０（３８．５）
　阳性 １６（２２．５） ０（０）Δ ０（０）Δ １６（６１．５）＃

Ｐ１６ － ０．０００▲

　阴性 ５８（８１．７） １１（１００．０） ３４（１００．０） １３（５０．０）
　阳性 １３（１８．３） ０（０）Δ ０（０）Δ １３（５０．０）＃

Ｋｉ－６７ ４０．６１５ ０．０００
　阴性 ４９（６９．０） １１（１００．０） ３２（９４．１） ６（２３．１）
　阳性 ２２（３１．０） ０（０）Δ ２（５．９）Δ ２０（７６．９）＃

　　两两比较经过 Ｂｏｎｆｅｒｒｏｎｉ法校正 Ｐ值，与 ＮＩＬＭ组比较，Ｐ＜０．０５；与 ＬＳＩＬ组比较，＃Ｐ＜０．０５；与 ＨＳＩＬ＋组比较，ΔＰ＜０．０５；▲Ｆｉｓｈｅｒ确切概率

　　２．Ｅ７、Ｐ１６和 Ｋｉ－６７在宫颈组织蜡块中的检测
结果：ＨＳＩＬ＋组 Ｅ７、Ｐ１６和 Ｋｉ－６７的阳性率均明显高
于 ＬＳＩＬ组及 ＮＩＬＭ 组，差异有统计学意义 （Ｐ＜
００５）；ＬＳＩＬ组与 ＮＩＬＭ组 Ｐ１６和 Ｋｉ－６７的阳性率比

较，差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５）；ＬＳＩＬ组 Ｅ７的阳性
率明显高于 ＮＩＬＭ组，差异有统计学意义（Ｐ＜００５，
图２，表３）。

图 ２　宫颈鳞状细胞癌组织蜡块 ＨＥ及免疫组化染色（×２００）
Ａ．ＨＥ染色；Ｂ．Ｅ７染色阳性；Ｃ．Ｐ１６染色阳性；Ｄ．Ｋｉ－６７染色阳性
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表 ３　宫颈组织蜡块中 Ｅ７、Ｐ１６和 Ｋｉ－６７的检测结果［ｎ（％）］

项目 ｎ ＮＩＬＭ组 ＬＳＩＬ组 ＨＳＩＬ＋组 χ２ Ｐ
Ｅ７ ２８．５２６ ０．０００
　阴性 ３０（４２．３） １４（９３．３） １３（４８．２） ３（１０．３）
　阳性 ４１（５７．７） １（６．７）＃Δ １４（５１．８）Δ ２６（８９．７）＃

Ｐ１６ ４３．５０３ ０．０００
　阴性 ４０（５６．３） １５（１００．０） ２２（８１．５） ３（１０．３）
　阳性 ３１（４３．７） ０（０）Δ ５（１８．５）Δ ２６（８９．７）＃

Ｋｉ－６７ ４０．１７１ ０．０００
　阴性 ４１（５７．７） １５（１００．０） ２２（８１．５） ４（１３．８）
　阳性 ３０（４２．３） ０（０）Δ ５（１８．５）Δ ２５（８６．２）＃

　　两两比较经过 Ｂｏｎｆｅｒｒｏｎｉ法校正 Ｐ值，与 ＮＩＬＭ组比较，Ｐ＜０．０５；与 ＬＳＩＬ组比较，＃Ｐ＜０．０５；与 ＨＳＩＬ＋组比较，ΔＰ＜０．０５

　　３．Ｅ７与 Ｐ１６、Ｐ１６／Ｋｉ－６７表达的一致性：在宫颈
细胞蜡块及组织蜡块中，Ｅ７与 Ｐ１６的表达均有良好
的一致性（Ｋｅｎｄａｌｌ′ｓＴｂ系数分别为 ０．７４１和 ０．７１９，
Ｐ＝０．０００）；Ｅ７与 Ｐ１６／Ｋｉ－６７的表达均有良好的一
致性（Ｋａｐｐａ值分别为 ０．７７３和 ０．５９１，Ｐ＝０．０００），
详见表４、表５。

表 ４　Ｅ７与 Ｐ１６表达的一致性

　　Ｐ１６
Ｅ７

－ ＋ ＋＋ ＋＋＋

Ｋｅｎｄａｌｌ′ｓＴｂ

系数
Ｐ

细胞学 － ２０ １０ ０ ０ ０．７４１ ０．０００
＋ ７ ９ １ ２
＋＋ ４ ３ ５ ３
＋＋＋ １ １ ２ ３

组织学 － １３ ５ ３ ２ ０．７１９ ０．０００
＋ ２ ８ ６ ２
＋＋ １ ０ ５ ８
＋＋＋ ０ １ ０ １５

表 ５　Ｅ７与 Ｐ１６／Ｋｉ－６７表达的一致性

Ｐ１６／Ｋｉ－６７
Ｅ７

阴性 阳性
Ｋａｐｐａ系数 Ｐ

细胞学 非同时阳性 ５５ ０ ０．７７３ ０．０００
同时阳性 ５ １１

组织学 非同时阳性 ２９ １ ０．５９１ ０．０００
同时阳性 １４ ２７

　　４．Ｅ７、Ｐ１６／Ｋｉ－６７及 Ｅ７与 Ｐ１６／Ｋｉ－６７联合检
测的诊断效能：在宫颈胞蜡块中 Ｅ７检测的敏感度均
较 Ｐ１６／Ｋｉ－６７检测高，两者联合检测的敏感度和阴
性预测值均高于 Ｐ１６／Ｋｉ－６７单独检测（表６）。

讨　　论
宫颈脱落细胞学检查是宫颈癌筛查中应用最为

广泛的筛查方法。近年来，薄层液基细胞学技术的应

用，能够更好地指导临床，但细胞学筛查易受标本质

量及主观因素例如操作和读取结果的影响，具有一定

表 ６　Ｅ７、Ｐ１６／Ｋｉ－６７及 Ｅ７与 Ｐ１６／Ｋｉ－６７联合

检测的诊断效能

项目
敏感度

（％）

特异性

（％）

ＰＰＶ

（％）

ＮＰＶ

（％）
Ｙｏｕｄｅｎ指数

Ｅ７ ５５．２ １００．０ ９５．２ ７６．４ ０．５５２
Ｐ１６／Ｋｉ６７ ３７．９ １００．０ １００．０ ７０．０ ０．３７９

Ｅ７＋Ｐ１６／Ｋｉ６７ ４４．８ １００．０ １００．０ ７２．４ ０．４４８

　　ＰＰＶ．阳性预测值；ＮＰＶ．阴性预测值

的局限性。宫颈脱落细胞学标本只能保存 ２０余天，
将剩余标本制备成细胞蜡块，可长期保存，并且能够

进行多项免疫组化辅助诊断，并且免疫组化技术成

熟，操作简便易行，检测成本较低，有助于临床广泛应

用。有研究表明，在标准化细胞蜡块中进行免疫组化

标记比常规细胞学具有更好的诊断准确性，并可用于

初步筛选
［５］
。本研究是应用免疫组化染色检测 Ｅ７、

Ｐ１６／Ｋｉ－６７在宫颈细胞学蜡块及对应组织学蜡块中
的表达。

Ｐ１６是一种肿瘤抑制基因，是一种细胞周期依赖
激酶抑制因子，负向调节细胞的增殖与分裂，其过表

达与 ＨＲ－ＨＰＶ感染密切相关；Ｋｉ－６７是一种与细胞
增殖周期相关的细胞核抗原，表达于除 Ｇ０期外的增
殖期细胞的细胞核内，常用于反映细胞的增殖活

性
［１１］
。研究显示，Ｐ１６／Ｋｉ－６７的表达在宫颈上皮内

病变中随着病变程度的增强而增强，可以有效鉴别

ＨＳＩＬ与 ＬＳＩＬ［１２］。本研究结果显示，Ｐ１６／Ｋｉ－６７的表
达在 ＮＩＬＭ组、ＬＳＩＬ组及 ＨＳＩＬ＋组中的表达依次增
高，且 ＨＳＩＬ＋组的表达显著高于 ＮＩＬＭ组及 ＬＳＩＬ组，
差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５），本研究结果与 Ｃａｌｉｌ
等

［７，１２］
的研究结果相符。但是仍有部分病例 Ｐ１６／

Ｋｉ－６７的检测难以诊断，有无标志物能够辅助 Ｐ１６／
Ｋｉ－６７对 ＨＳＩＬ与 ＬＳＩＬ的鉴别，本研究对此进行了
探讨。
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ＨＲ－ＨＰＶ能够引起宫颈高度上皮内病变或宫颈
癌。Ｅ６和 Ｅ７是 ＨＰＶ中最重要的致癌基因，Ｅ６／Ｅ
７ｍＲＮＡ是癌基因的转录产物，Ｅ６／Ｅ７蛋白反应基因
表达活性与宫颈病变的严重程度

［１］
。有研究表明，

ＨＰＶＥ６／Ｅ７ｍＲＮＡ检测在诊断 ＨＳＩＬ＋方面具有重要
价值

［１３～１６］
。但 ｍＲＮＡ的检测不仅技术要求及成本

高，而且 ｍＲＮＡ易降解，检测稳定性差，不适用于临
床筛查及广泛应用。Ｅ７蛋白是关键的致癌蛋白之
一，因此本研究探讨 Ｅ７蛋白能否作为辅助诊断
ＨＳＩＬ＋的有效指标。

本研究结果表明，宫颈细胞蜡块及相对应组织蜡

块中 Ｅ７的阳性率随病变级别增高而升高，且在
ＨＳＩＬ＋组明显增高，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）；
Ｅ７与 Ｐ１６／Ｋｉ－６７的表达具有较好的一致性。Ｓｈｉ
等

［１５］
开展的研究中 Ｅ６／Ｅ７检测对 ＨＳＩＬ＋的敏感度和

特异性分别为７１．３％和６７．６％，而 Ｅ６的敏感度仅为
４２．４％，低于 Ｅ６／Ｅ７的检测，但 Ｅ６的检测具有
９９１％的特异性。本研究中细胞蜡块中 Ｅ７对 ＨＳＩＬ＋

检测的敏感度、特异性分别为 ５５．１７％和 １００．００％，
敏感度较低但特异性高，与 Ｓｈｉ等［１５］

的研究结果一

致。在细胞蜡块及相对应组织蜡块中 Ｅ７的敏感度
均较 Ｐ１６／Ｋｉ－６７提高，而且 Ｅ７联合 Ｐ１６／Ｋｉ－６７检
测比 Ｐ１６／Ｋｉ－６７单独检测有较高的敏感度和特
异性。

综上所述，宫颈 Ｅ７蛋白检测在辅助诊断宫颈高
度鳞状上皮内病变中具有潜在的临床诊断价值，有望

成为 Ｐ１６／Ｋｉ－６７辅助诊断宫颈病变的重要补充标志
物，为临床病理医师的诊断提供又一客观指标，在一

定程度上降低诊断难度、提高诊断效率具有重要

意义。
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