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自然人群子宫颈脱落细胞中人端粒酶
RNA组份基因的表达及临床意义

李一冰鸟兰娜刘志红李鹃王纯周艳秋吴瑞芳

·实验室研究·

【摘要】 目的调查深圳市人群宫颈脱落细胞中人端粒酶RNA组份(hTERc)基因的表达，

探讨其与人乳头瘤病毒(HPV)感染、宫颈脱落细胞学异常及宫颈上皮内瘤变(cIN)之间的关系。

方法以深圳市某社区30～59岁智力正常的妇女388人为研究对象，同步进行宫颈脱落细胞的液

基细胞学检查、HC．II法高危型HPV(HR．HPv)检测和荧光原位杂交(FISH)法hTERC基因检测。

对于细胞学为ASCUS及以上病变，及／或HR-HPV阳性者，及／或hTERC有扩增者均行阴道镜下宫

颈四象限多点活检并病理诊断。结果 经病理确定CIN I、Ⅱ、Ⅲ及宫颈癌例数分别为55

(14．18％)、4(1．03％)、9(2．32％)和1(0．26％)，宫颈脱落细胞的hTERC扩增率为8．76％。hTERC扩

增在有／无HPV感染及不同细胞、组织学类型者存在差别：(1)HPV阳性率为17．01％；hTERC扩增

在HPV阳性与阴性组分别为19．70％与6．52％，两组比较差异有统计学意义(P<0．01)。(2)hTERC

扩增在细胞学无宫颈上皮内瘤变(NILM)组为5．97％、ASCUS 18．75％、LSIL 10．00％、ASC—H

66．67％、HSIL 100．00％；在HSIL及以上病变组扩增率明显升高(P<O．01)。(3)在宫颈活检组织学

正常／炎症的妇女中无一例出现hTERC扩增(0／11)，组织学为不同程度宫颈病变妇女的扩增率分

别为CIN I 5．45％、CINⅡ50．00％，CINⅢ77．78％、浸润癌100．00％；CINII及以上病变妇女的扩增

率明显升高(P<0．01)。结论hTERC的扩增与宫颈细胞学和组织学异常密切相关，其扩增率随

宫颈病变程度的加重而增加，hTERC扩增与否有可能作为判断有无高度宫颈上皮内瘤变及估计

预后的指标之一。
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【Abstract】 Objective To study the amplification of human telomerase RNA component

(hTERC)gene in the cervical exfoliated cells from natural population in Shenzhen and to explore its

relationship with human pappiloma-virus(HPV)infection．abnormal cervical cytology and cervical

intraepithelial neoplasia(CIN)．Methods Tllrce hundred and eighty．eight women。30-59 year-old
and having normaI intelligence in a community of Shenzhen．were examined with liquid—based

cytology．Human pappilorna-virus(HR．HPV)was tested by hybrid capture lI(HC．II)and hTERC

gene detection by fluorescence in situ hybridization(FISH)．Patients with ASCUS and above lesion，

and／or positive HR—HPV results and／or amplification of hTERC gene were examined by colposcopy，

multiple biopsies of cervical quadrant and pathology．Results The frequencies of CIN I，Ⅱ，硼，
cervical cancer were 55(14．18％)，4(1．03％)．9(2．32％)and 1(0．26％)respectively，with the rate of

hTERC gene amplification as 8．76％．There were significantly differences of hTERC amplification
among the samples with different cytological and histologicallesions as well witll HPV infection(P<

0．O 1)．(1)The positive rate of HPV infection was l7．0 1％；the positive rates of hTEI配gene
amplification were 19．70％in HPV positive and 6．52％in HPVnegative samples and the results were
significantly different(P<0．01)．(2)Cytologically，the rates ofhTERC gene amplification appeared
to be as follows：NILM(5．97％)。ASCUS(18．75％)，LSIL(10．00％)。ASC．H(66．67％)，HSIL

(100．00％)．There Was a marked increase of hTERC amplification in patients with HSIL and above

lesions(P<0．01)．(3)On histology findings。the rates of hTERC gene amplification were as
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foUows：NILM(O％)，CIN I(5．45％)。cINⅡ(50伽％)，cINⅢ(77．78％)。and invasive carcinoma
【l OO．00％)．There was a marked increase of hTERC amplification in patients wiⅡl CIN II and above

lesions(尸<0．01)．Conclusion There was a close correlation between amplification ofhTERC and

histological as well cytological lesions which increased progressively along with the severity of

cytological and histological grade．The evidence of hTERC．with or without amplification，might

serve as aprognostic indicator to measure the grade of lesion．

【Key words】 Cervical cancer；Cervical intraepithelial neoplasia；Fluorescence in situ

hybridization；Human telomerase RNAcomponent；Liquid．based cytology

子宫颈癌是严重威胁妇女健康的恶性肿瘤¨1。

已知人乳头瘤病毒(HPV)感染使宫颈细胞发生非典

型增生及向宫颈癌转变的过程中几乎都伴有3号染

色体长臂的扩增陋1。其中，涉及最重要的位点可能

是人端粒酶RNA组份(human telomerase RNA

component，hTERC)基因区域。hTERC基冈位于3

号染色体长臂2区6带(3q26)，其扩增可以阻止细胞

凋亡，因而可导致肿瘤的产生。近年来，国外研究结

果表明3号染色体长臂扩增是区分宫颈痈前病变极

有意义的遗传学指标。目前国内仅有少数有关

hTERC基因在宫颈病变中表达的报道口一]，但还没有

对自然人群该基因表达的研究报道。由于不同种族

人群存在差异，其遗传学特征都与宫颈癌的发生、

发展有关，故有必要对中国女性人群中进行3号染

色体长臂扩增与宫颈癌筛查及早期诊断的相关性

研究。

对象与方法

1．研究对象：2007年11月至2008年1月在深圳

市某社区抽取30～59岁、有性生活、无子宫切除和

盆腔放疗史、3年以上未接受过宫颈癌筛查的388名

妇女。本研究首先确定一个社区作为目标人群的来

源，经宣传动员，符合条件的妇女自愿报名。以年龄

分层分组选择筛查对象，即根据该社区女性各年龄

所占比例确定每一年龄组例数。筛查对象按报名先

后顺序入组，各组报满为止。该社区居民大部分为

生活较贫困的非深圳户籍人口，其中绝大多数妇女

从未进行过宫颈癌筛查。所有研究对象均签署知情

同意书后参加筛查。

2．研究方法：对其同步进行宫颈脱落细胞的液

基细胞学检查、HC．11法高危型HPV(HR—HPV)检测

和荧光原位杂交(FISH)法hTERC基因检测。对于

细胞学为ASCUS及以上病变，及／或HR—HPV阳性

者，及／或hTERC有扩增者均行阴道镜下宫颈四象限

多点活检，病理诊断。液基细胞学、HR．HPV、FISH

检测及宫颈活检病理学诊断均采用盲法进行。

3．实验方法：
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(1)细胞学检测：采用AutoCyte液基薄层制片

机(美国TriPath Imaging公司产品)自动制片、染色，

光学显微镜下阅片。细胞学结果根据TBS(the

2001 Bethesda System)分级系统进行细胞学诊断。

(2)HPV检测：HC．II应用杂交信号放大系统检

测13种高危型HPV。

(3)FISH检测：系用已知荧光染料标记的核酸

为探针，按照碱基互补配对原则，与待检材料中未

知的核酸进行特异性结合，形成可被检测的杂交双

链，通过荧光显微镜收集荧光信号，从而对待测核

酸进行定性、定量及定位分析。①方法：取分装的

细胞样本，经胶原酶B，去离子水，固定液(甲醇：冰

乙酸=3：1)处理后滴片，室温下过夜。将滴好的玻

片经2×SSC，0．1 mol／L HCI，胃蛋白酶，70％、85％、

100％乙醇漂洗干片后放入73℃70％的甲酰胺中变

性5 min，再将玻片依次置于一20℃的70％、85％、

100％乙醇中各3 min，干燥后与预先变性好的探针

进行杂交，盖片后封胶再放入预热的湿盒，42。C保温

箱中过夜杂交。次日，移去盖片后分别置于50％甲

酰胺、2XSSC、NP一40、70％乙醇中洗涤，自然干燥后

加DAPI复染剂盖片后，暗处放置20 min后在荧光

显微镜下观察。②探针：hTERC位点特异性探针

(GLP hTERc)／3号染色体着丝粒探针(CSP 3)，后者

为对照探针，标记颜色为红／绿。③阈值的建立：随

机抽取20例正常人宫颈细胞学检查结果，每例至少

分析100个细胞，统计出现2个以上红信号细胞数

目。阈值=中位数(肘)+3×标准差(s)，阈值以下

已包括99％的正常。④结果判断：FISH信号的判

断：用OLYMPUS B×51荧光显微镜和Video．Test公

司提供的FISH分析软件进行图像分析。每例样本

随机计数100个细胞，由2名FISH阅片人员分别阅

片，独立完成。正常细胞为单个细胞核中红绿信号

各2个。hTERC基因扩增异常细胞为单个细胞核中

红信号大于2个，绿信号不少于2个。若检测值大于

阈值为阳性；若检测值小于阈值为阴性。

4．统计学分析：用SPSS 11．5软件进行数据处理

和统计分析。计数资料行Z检验，P<0．05有统计学
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意义。

结 果

中华流行病学杂志2009年9月第30卷第9期Chin J Epidemiol，September2009．V01．30，No．9

1．筛查对象年龄分布：388名30～59岁妇女的

平均年龄为40．41岁±7．38岁，M=39．00岁。各年龄

组所占比例为30～34岁25．00％(97／388)，35～39岁

26．81％(104／388)．40～44岁23．97％(93／388)，45～

49岁8．76％(34／388)，50～54岁9．79％(38／388)，

55～59岁5．67％(22／388)，符合该社区人群年龄分

布特点。

2．hTERC基因检测阈值：388名妇女中34例

hTERC扩增，扩增率为8．76％。hTERC基因榆测阈

值为5．6。正常及不同程度病变宫颈细胞巴氏染色

图像及荧光显微镜下FISH图像见网1～3。

图1正常宫颈细胞学图像

图2细胞学为LSIL的图像

图3细胞学为HSIL的图像

3．hTERC扩增与HPV感染、细胞学和组织学的

关系：hTERC扩增在有／无HPV感染及不同细胞、组

织类型者均存在差别。

(1)hTERC扩增与HPV感染的关系：388名妇

女中HPV阳性率为17．01％(66／388)。在HPV阳性

者中hTERC扩增的为19．70％(13／66)，HPV阴性者

中hTERC扩增的为6，52％(21／322)，两组比较差异

有统计学意义(Z=11．892，P<0．01)。

(2)hTERC和HPV与细胞学的关系：本组妇女

液基细胞学检查为ASCUS及以上病变者共计36例

(9．28％)。HPV感染在正常／炎症(NILM)、ASCUS

分别为10．23％、62．50％，在LSIL及以上病变达

100．00％，HPV感染率在不同细胞学病变中存在差

异，并随细胞学病变程度的加重而升高(瓮2=

116．127，P<0．01)。hTERC扩增

为NILM 5．97％，ASCUS 18．75％，

LSIL 1 0．00％，ASC—H 66．67％，

HSIL 100．00％(表1)，hTERC在

HSIL及以上病变中的扩增率明显高

于LSIL及以下病变，差异有统计学

意义(Fisher’S精确检验，P<0．01)。

(3)hTERC的扩增与组织学结

果的关系：经病理检查确诊CIN

I、Ⅱ、Ⅲ和宫颈癌分别为55、4、9

和1例，各级别病变发生率分别为

14．18％、1．03％、2．32％和0．26％。在

1l例胄颈活检组织学未见宫颈上

皮内瘤变(NILM)的妇女中无一例

hTERC扩增，在组织学为不同程度

宫颈病变妇女的hTERC扩增率分

别为CIN I 5．45％、CIN II 50．00％、

CIN HI 77．78％、浸润癌100．00％。

hTERC在CIN II及以上级别病变

中的扩增率明显高于CIN I和正

常／炎症者(Z2_--_33．209，P<0．01)，

即hTERC与高度宫颈上皮内瘤变

关系更为密切。11例NILM中

HR—HPV阳性6例、阴性5例，

hTERC均无扩增。55例CIN I中

HPV阳性29例，其巾hTERC扩增

2例(6．90％)；HPV阴性26例，

hTERC扩增l例(3．85％)。4例

CINⅡHPV均为阳性，hTERC扩

增2例(50．00％)。CINⅢ与浸润
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癌共10例，HPV均为阳性，hTERC扩增8例

(80．00％)。组织学与HPV感染和hTERC扩增结果

(表2)。

表1深圳市30～59岁388名妇女细胞学与HPV感染
和hTERC扩增结果的关系

注：“括号内数据为阳性率(％)

表2组织学与HPV感染和hTERC扩增结果的关系

注：各项筛查结果均正常无需病理检查者视为正常。NILM者共
319例；。同表l

讨 论

1．HPV致宫颈癌与端粒酶活性的关系：HPV是

宫颈癌的病因。当HR-HPV整合到宿主DNA后，

E6、E7使抑癌基因p53、pRb失活，对宫颈癌的发生

起关键作用b]。由于HR．HPV感染，HPVl6、18的

E6、E7蛋白引起抑癌基因p53失活，一方面使宫颈

上皮细胞凋亡减少，另一方面可以激活端粒酶，使宫

颈上皮细胞增殖增加，从而引起CIN和宫颈癌。因

此，端粒酶的激活是HR-HPV感染宫颈组织后由

CIN向宫颈癌转化过程中相当关键的步骤。

Anderson等№1的研究提示HR-HPV感染后细胞的改

变是由于激活宫颈组织端粒酶。在正常人体细胞

中，端粒酶的活性受到相当严密的调控，只有在造血

细胞、干细胞和生殖细胞中可以检测到具有活性的

端粒酶。恶性肿瘤患者的端粒酶被激活而使细胞获

得永生化。hTEIⅪ基因位于3号染色体长臂2区6

带(3q26)。Mian等n1研究发现HPV整合到DNA

中，引起hTERC基因所在的3号染色体突变，与官颈

肿瘤发生密切相关。Sokolova等哺1的研究也表明

3q26／8q24扩增使宫颈高度病变的风险增加。

2．hTERC基因与宫颈病变的关系：正常情况下

人类细胞中一般无hTERC扩增，hTERC扩增可反映

端粒酶的活性增强，端粒酶通过延长端粒，阻止细胞

凋亡，而导致肿瘤的产生。在人类的肺高度上皮内

瘤变／原位癌、肺鳞癌㈨、恶性骨髓瘤¨们等许多肿瘤中

都发现了hTERC的扩增。在宫颈癌及其癌前病变

中，hTERC同样有不同程度的扩增。Heselmeyer．

Haddad等¨¨首次将FISH三色探针用于宫颈细胞

涂片，检测到3q26 hTERC基因，发现在CINII中该

基因扩增者为63％，CINIII中为76％，hTERC基因

的扩增随细胞学病变的加重而升高(P<0．0005)，

将hTERC扩增用于区分细胞学为正常、ASCUS、

CIN I和细胞学为CIN II／III，其敏感性和特异性都

大于90％，故Heselmeyer-Haddad等认为hTERC可

作为预测HSIL的独立指标。Caraway等¨21所作不

同程度宫颈病变hTERC扩增的研究，同样得出

hTERC扩增与宫颈细胞学异常密切相关的结果

(P<0．0001)，在NILM无扩增，ASCUS 13％、LSIL

70％、HSIL与SCCA 100％。Andersson等n31报道了

hTERC基因在宫颈腺癌中的扩增，提出hTERC基因

的检测可以作为宫颈腺癌的遗传学诊断手段。李静

然等b1研究发现CIN I、CⅣⅡ／Ill、SCC组与正常组

比较，hTERC基因阳性率差异有统计学意义(P<

0．001)，其中CIN I与CINlI／Ill、CIN I与SCC比较，

CINⅡ／m与SCC比较差异有统计学意义(P<

0．05)。刘开江等¨1比较了维吾尔族和汉族宫颈癌患

者hTERC基因的扩增情况，发现在HPV多重感染

患者hTERC基凶的扩增高于单一亚型HPV感染

(P<O．05)。

本文结果表明，hTERC扩增在细胞学HSIL及

以上病变扩增率明显升高；在11例宫颈组织学

NILM的妇女中无一例扩增，其他组织学检查结果

为CIN I 5．45％、CINⅡ50．00％、CINIll 77．78％、浸润

癌100．00％；CIN II及以上病变妇女的扩增率明显升

高，与上述研究一样说明了hTERC的扩增与宫颈病

变密切相关，其扩增率随宫颈病变程度的加重而增

加，hTERC扩增与否有可能作为判断有无高度病变

的指标之一。

3．hTERC在宫颈癌早期诊断中的价值：本研究

FISH技术检测自然人群子宫颈脱落细胞的hTERC

基因扩增，并同步盲法进行宫颈液基细胞学检查、

HPV检测，以评价FISH法检测hTERC在子宫颈癌

早诊早治中的l临床应用价值。

FISH技术可发现常规细胞遗传学所无法检测

到的基因或染色体异常，直接检测实体肿瘤组织细

胞中的基因改变，突破了实体肿瘤基凶检测受细胞

培养困难的限制，具有特异性强、准确、快速等优

点。近年来已广泛应用于遗传病诊断以及血液肿
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瘤、实体瘤等方面的检测。

本研究所选社区为外来人口集中、经济与卫生

条件及防病治病意识均较差的社区，是宫颈癌发病

的高危人群。对该自然人群以多种方法同步进行宫

颈癌筛查，其结果CIN I～Ⅲ及子宫颈癌的发病率

分另0为14．18％(55／388)，1．03％(4／388)，2．32％(9／

388)，0．26％(1／388)，高于深圳市一般人群宫颈病变

的发病率n4|，故选择高发人群有利于对筛查方法进

行评价。

近年来虽然宫颈细胞学筛查已使宫颈癌的发病

率和死亡率大幅度下降，但细胞学筛查仍存在敏感

性低，不满意的涂片以及结果的判断受细胞学专家

个体差异而存在不同等缺陷。虽然已有敏感性高的

HR．HPV检测，但由于大多数妇女尤其是在性生活

活跃的年轻女性，HPV感染通常是一过性的，所以

导致HPV检测的阳性预测值低。因此，临床上需要

寻找其他监测指标以弥补上述不足。本研究结果，

宫颈细胞中hTERC的扩增与HPV感染、宫颈细胞学

和组织学异常均有密切关系，其筛查CIN 1I及以上

病变的特异性和阴性预测值高达95．45％和94．03％，

故认为可作为早期诊断宫颈癌前病变的独立指标；

本文结果显示在LSIL和HSIL病变中HPV的感染率

均为100％，而hTERC扩增率却存在显著不同(10％

和100％)，故hTERC区别宫颈上皮的高度与低度病

变价值优于HPV，基于临床上对宫颈上皮高度和低

度病变处理方式的不同，故只有很好地区分高度和

低度病变才能更好的指导临床工作；将hTERC与细

胞学联合应用可提高筛查宫颈病变的敏感性；与

HPV检查联合，可在保持较高敏感性的基础上，提

高特异性。

4．hTERC在评估子宫颈病变预后中的作用：

由本文结果，hTERC有望成为估计子宫颈病变预后

的重要指标。Heselmeyer-Haddad等n51检测宫颈细

胞hTERc基因，并对确诊为宫颈病变的病例随访

1～3年，最初的细胞学检测显示为正常而hTERC有

扩增的妇女，33％进展为CINHI或者浸润癌；hTERC

预测CIN I／Ⅱ进展为CIN Ill的敏感性为100％；而

hTERC无扩增预测病变逆转的特异性达70％。故

Heselmeyer-Haddad认为检测细胞涂片中hTERC的

扩增可作为常规的手段，用于评估LSIL向HSIL进

展的风险，同时还可以减少细胞学筛查的漏诊率。

我们将动态观察本组病例，随访那些细胞学和

HPV检测结果均为正常，而hTERC检测为阳性的妇

女，了解其将来发生子宫颈病变的比率；随访

hTERC阳性、组织学结果为正常／炎症或CIN I的妇

女，观察其进展到CINⅢ的比例，从而了解hTERC

扩增是否提示潜在病变或病变进展，进一步研究其

估计疾病预后的价值。
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