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人乳头状瘤病毒感染及端粒酶活性与

宫颈癌的关系

吕雯 张广美 隋丽华 王晶

【摘要】 目的 探讨不同型别人乳头状瘤病毒（!"#）感染和端粒酶活化与宫颈癌的关系。

方法 对$%例宫颈癌、&’例宫颈上皮内瘤样病变（()*）及+,例正常宫颈应用-./"0"(.银染定性

及-./"0"(.012)3/定量法检测端粒酶活性，"(.法检测!"#分型。结果 （+）端粒酶阳性率和

!"#+4／+$型阳性率：宫颈癌!宫颈()*!正常宫颈，()*!级!()*"、#级；!"#4／++型阳性率：

()*"、#级!()*!级。（5）宫颈癌中端粒酶阳性："期"#期"!、$期；中分化!高分化；腺癌与

鳞癌差异无显著性；!"#+4／+$阳性："期"#期"!、$期；!"#4／++阳性与临床分期、组织学分

级及病理类型无关。（%）端粒酶阳性值：宫颈癌!()*，()*!级!()*"、#级；!"#4／++拷贝数：

()*!宫颈癌，()*"、#级!()*!级；!"#+4／+$拷贝数：宫颈癌!()*，()*!级!()*"、#级。

结论 !"#感染尤以+4／+$型和端粒酶的激活与宫颈病变恶变关系密切。

【关键词】 人乳头状瘤病毒；宫颈肿瘤；端粒酶
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流行病学资料结合实验室的证据已经证实了宫

颈人乳头状瘤病毒（!"#）与宫颈癌的病因关系，即

!"#感 染 是 引 起 宫 颈 上 皮 内 瘤 样 病 变（@>AI8@:B
89CA:>H8C7>B8:B9><HB:J8:，()*）和宫颈癌变的首要因

素；端粒酶是一种逆转录酶，其活化在肿瘤的发生、

发展中起重要作用，并随肿瘤恶性程度增加端粒酶

活性也增加；而宫颈()*时即可检测到端粒酶的表
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达，宫颈癌时端粒酶激活程度更高。本研究通过检

测宫颈癌的不同型别!"#感染与端粒酶活性，研

究二者相关性，以对宫颈癌的早期发病机理进行深

入探讨。

材料与方法

+L标本来源：端粒酶活性检测选取哈尔滨医科

大学附属第三医院+;;’年6月至5,,+年4月诊治

的宫颈癌患者手术切除标本$%例，宫颈()*&’例

（()*"、#级%;例，()*!级$例）取自活检，+,
例正常宫颈取自子宫肌瘤的子宫切除标本，所有病
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例均经病理学确证。其中宫颈癌均未进行过放疗、

化疗，按!"#$%&&’年分期，!期%%例，"期’(
例，#、$期)*例；组织学分型中，鳞癌++例，腺癌

%(例；组织学分级中，高分化癌%,例，中分化癌’&
例，低分化癌)’例。

-./检测标本取自宫颈脱落细胞。以无菌生

理盐水棉球洗去宫颈外分泌物，用无菌棉拭子插入

宫颈内，停*0后旋动取宫颈分泌物，将棉拭子放入

无菌试管，无菌密闭送检。

)1试剂：采用端粒酶.23456"78检测试剂盒

（9:;<=>?@;=），阳性对照为肿瘤)&A细胞株（端粒酶

检测试剂盒提供），阴性对照为不含蛋白的裂解液；

-./+、%%型和%+、%B型.23荧光检测试剂盒。

A1检测方法：

（%）标本制备：将脱落细胞或活检标本直接洗脱

于%,,,%C无 菌 生 理 盐 水 中，%,,,,=／D>?离 心

%,D>?，弃上清，打散沉淀加入裂解液*,&%,,%C（视

细胞量多少而定）混匀；置’E)<（或’E过夜），

%),,,=／D>?离心%*D>?，吸取上清，置FA,E保存

备用，同时测定蛋白含量。

（)）G38..23456"78：主要试验步骤：取细胞

提取液%&*%C（蛋白含量*,?@）加入)*%CG38.
.23扩增液，用无菌H5.2水补足至体积*,%C混

匀，覆盖无菌石蜡油A,%C后在.23扩增仪（.;=I>?
5C>?;=’B,型）上按以下步骤进行引物的延伸及扩增

反应：)*EA,D>?、&,E*D>?循环%个周期后再以

&’EA,0变性、*,EA,0退火、()E&,0延伸，共循环

A,个周期，最后()E延伸%,D>?；取上述.23产物

*%C加变性液),%C混匀并置室温%,D>?，加入杂交

液))*%C混匀后取出%,,%C包被于抗地高辛的酶标

板中室温作用)<，加入过氧化物酶并与GJ9底物

显色作用A,D>?后终止反应，用酶标仪（’&+,型）测

其在波长’*,?D的吸光度（!值）。

（A）聚丙烯酰胺凝胶电泳：取剩余的.23产物

’*%C，加 入 氯 仿K异 戊 醇（)’K%）+,%C，混 匀 后，

*,,,=／D>?离 心*D>?。小 心 取 上 清 液（.23 产

物），置另一,1*DC离心管中，并加入*%CAD:C／6
LM8N溶液和A,,%C无水乙醇，混匀后，置FA,E冰

箱中)&’<（或过夜）。%*,,=／D>?离心),D>?，使

.23产物沉淀，吸弃无水乙醇，置室温气干，加入

*&%,%C去离子水，使沉淀溶解，加入*%C上样缓冲

液，进行%)O非变性聚 丙 烯 酰 胺 凝 胶 电 泳（7H74
.8#5），电泳条件为%B,/、B,D>?。电泳结束后，

小心取下凝胶，用%,O乙醇固定*D>?，%O硝酸银

浸胶*D>?，染色%,D>?，用少许显色液洗胶)次，再

加入剩余显色液轻摇至条带出现，用%,O乙酸终止

反应，并制成干胶保存。端粒酶活性阳性标本经

.23扩增形成+个核苷酸重复片段，在银染的7H74

.8#5凝胶上形成等距离梯形条带图谱。

（’）-./检测：标本试管加入%DC无菌生理盐

水，震 荡 摇 匀，吸 取 液 体 转 至%1*DC离 心 管 中，

%),,,=／D>?离心*D>?。再重复洗涤)次。沉淀直

接加*,%CHL8提取液混匀，沸水浴%,D>?，转至

’E静 置+&B<以 充 分 裂 解。%,,,,=／D>?离 心

*D>?，取上清液)%C做.23反应，按下列条件扩增：

&AE’*0!**E%),0，反应%,个循环后置AAE保

温，AD>?后迅速逐个将反应管放入荧光检测仪，读

取并记录读数!,值。荧光激发波长为’B(?D，检

测波长为*)*?D。最后按&AE’*0!**E%),0，共

做A,个循环后置AAE保温。（所得拷贝数／)）P
%,,,即为每毫升的拷贝数。

’1统计学方法：端粒酶及-./阳性率比较采

用()检验，端粒酶活性水平比较采用"检验，端粒

酶阳性值及-./感染拷贝数以"#Q$表示。

结 果

%1宫颈癌-./不同型别感染与端粒酶阳性见

表%。由此可见，端粒酶阳性：宫颈癌#宫颈2"L
（()R(1)%，%$,1,%）#正常宫颈（()RB1B’，%$
,1,,*）；宫颈2"L#级#2"L!、"级（()R*1&B，

%$,1,)*）。-./%+／%B型 阳 性：宫 颈 癌#宫 颈

2"L（()R(1**，%$,1,%）；宫 颈2"L #级#2"L
!、"级（()R’1,’，%$,1,*）#正常宫颈。-./
+／%%型阳性：2"L!、"级#2"L#级（()R*1B*，

%$,1,)*）。

表! 宫颈癌-./不同型别感染与端粒酶阳性

组织类型 份数 端粒酶阳性
-./型别

%+／%B +／%%
宫颈癌 BA (%（B*1*） +*（(B1A） ’%（’&1’）

2"L ’( )&（+%1(） )+（**1A） A’（()1A）

!、"级 A& )%（*A1B） %&（’B1(） A%（(&1*）

#级 B B（%,,1,） (（%(1&） A（(1(）

正常宫颈 %, %（%,1,） %（%,1,） %（%,1,）

注：括号外数据为阳性份数，括号内数据为阳性率（O）

)1不同临床分期、组织学分级、组织学类型宫颈

癌中-./不同型别感染及端粒酶阳性见表)。!
期$"期（()R*1,(，%$,1,)*）$#、$期（()R
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!"#$，!!%"%&）；中分化"高分化（!$’("&!，!!
%"%$&）；腺癌与鳞癌差异无显著性（!$’$"##，!"
%"%&）。)*+#(／#,阳性："期!#期（!$’!"#-，

!!%"%&）!$、%期（!$’!"!$，!!%"%&）；高 分

化!中分化（!$’!".!，!!%"%&）!低分化（!$’
-"%/，!!%"%#）。)*+(／##阳性与临床分期、组织

学分级及病理类型无关。

表! 宫颈癌不同临床分期、病理学诊断中

)*+不同型别感染及端粒酶阳性

组别 份数
端粒酶阳性

份数
)*+型别

#(／#, (／##
临床分期 ,/ -# (& !#
" ## ( & !
# !- !% /( $(
$、% $& $& $! ##

组织学分级 ,/ -# (& !#
高分化 #% & ! &
中分化 !. !$ /- $&
低分化 $! $! $! ##

组织学分型 ,/ -# (& !#
腺癌 #- #$ #$ ##
鳞癌 (( &. &/ /%

/"012及宫颈癌)*+不同型别感染程度及端

粒酶活性水平见表/。可见，端粒酶阳性值：宫颈

癌"012（"’##"%,），012$级"012"、#级（"’
!"$/&）；)*+(／##型 拷 贝 数：012"宫 颈 癌（"’
#/"./），012"、#级"012$级（"’!"(/）；)*+
#(／#,型拷贝数：宫颈癌"012（"’/("&!），012$
级"012"、#级（"’#/"./）。以 上 各 项 均!!
%"%%#。

表" 012及宫颈癌)*+不同型别感染程度及

端粒酶活性水平

组织学
类型

例数
端粒酶
活性值

)*+拷贝数

#(／#,型（3#%(）(／##型（3#%!）

宫颈癌 ,/ #"(/#4%"&$( /!"#4!"&& #".(4%"-(
012 !- %"-(!4%"/($ ."%#4/"$/ &"$!4#"&#
"、#级 /. %"&%#4%"$## ,"&$4!"$/ -"#(4$"!-
$级 , %".$(4%"!#% #("$#4-"#$ $".(4#"!$

讨 论

#"宫颈癌与端粒酶的激活：567689:9等［#］对

##,例宫颈、宫体和卵巢肿瘤的研究发现，端粒酶与

妇科肿瘤发生、发展密切相关，且随肿瘤恶性程度增

加端粒酶活性增强。本研究中，端粒酶的阳性率及

活性值依次为宫颈癌"012$级"012"、#级"
正常宫颈，与文献报道一致［$］。端粒酶活性值与此

有线性关系，但阳性率无此线性关系。尽管对各阶

段端粒酶是否同等激活的报道不一致，但端粒酶激

活发生在癌前病变则提示它是宫颈癌变的早期事

件［/］。;<=>?等［!］对$!&例宫颈刮片检测发现，仅

有#例细胞异型，而#(例端粒酶阳性；在##例端粒

酶阳性活检中发现.例012"级；提示端粒酶活性

与宫颈癌前病变有关，宫颈脱落细胞端粒酶活性检

测是宫颈癌前病变筛查的更有效的非损伤方法，与

本研究结果相符。本研究中端粒酶阳性率及活性值

与肿瘤分期及分化程度有关，与病理学类型无关，也

提示端粒酶活性是肿瘤进展及恶性程度的一个全新

标志，但是否是012病变进展的确切信号，尚待长

期随访后定论。

有学者在正常宫颈及轻度、重度鳞状上皮内病

变和宫颈鳞癌中均检测到端粒酶表达，但差异有显

著性，与本研究结果一致；说明检测实体瘤的端粒酶

表达仅是肿瘤诊断的一个辅助手段，应在进一步研

究中建立准确定量检测端粒酶活性的方法，对不同

组织的肿瘤细胞和相应正常组织细胞的端粒酶表达

进行量化，将端粒酶活性的高低及其他临床病理因

素一起进行多因素分析，尽可能得出科学结论。

$"宫颈病变与)*+的感染：)*+是引起012
和宫颈癌的重要原因，它们可通过各种病毒基因整

合到细胞基因中而引起自身调节基因和宿主调节基

因表 达 失 调，使 细 胞 发 生 恶 性 转 化。用*0@和

AB15C检测发现，在012病 灶 中 )*+检 出 率"
,%D，而012病灶周围的非不典型增生上皮内的检

出率为&!D［&］。根据病毒致病力大小，)*+可分

为高危型及低危型两类，高危型有#(、#,、/#等，主

要导致高度012，多见于高龄妇女，不易自然缓解，

与宫颈癌发生密切相关；低危型有(、##、/%等，主要

引起生殖道外生性湿疣、扁平湿疣及低度012等，

多见于年轻妇女中，自然缓解率较高，仅#D可进展

为宫颈癌［(］。

由于)*+尤其是高危型持续存在是012复发

及恶变的高危因素，因此对#(／#,等高危型)*+感

染伴012者应密切随访及治疗。

/"宫颈癌)*+感染与端粒酶活性的关系：端

粒酶的激活已成为研究)*+致癌机制的新热点。

有研究用)*+#(E2C转染两组不同的人宫颈上皮

细胞株，发现细胞株传代数可超过#%%代并有端粒

酶强 表 达，提 示 )*+ 感 染 与 端 粒 酶 激 活 有 关。

FGH<6=I等［-］用)*+感染宫颈上皮细胞株，引起了
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细胞永生化，也证实了这点。但也有实验证明［!］，

宫颈癌端粒酶激活与"#$感染关系不密切，而在

%&’病例中也有类似报道［(］，本研究!)例宫颈癌组

织有*+例端粒酶活性表达，,-例+,／+!型及.+例

,／++型 "#$感染，提示 "#$感染，尤为高危 型

"#$感染和端粒酶的激活对细胞永生化可能有一

定作用，是导致癌变的重要因素。

本研究表明，从正常宫颈、%&’到宫颈癌，"#$
和端粒酶的协同表达及表达强度依次递增，但"#$
在癌前病变早期就有较多感染，而端粒酶则在癌前

病变中晚期激活，这与有关报道相似［+/］，说明癌变

发生初期，高危型"#$感染尚未伴端粒酶激活，随

细胞恶性度加重，二者渐趋一致，推断二者在癌变过

程中有时序性差异，即"#$感染是启动因子，导致

端粒酶的重新激活，使细胞获得无限增殖能力。但

端粒酶激活是"#$的直接作用还是间接作用，还

有待进一步探讨。
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·疾病控制·

两起疟疾爆发的处理报告

羊金灵 林经盛 陈国志

K//K年,月+,日、!月K/日分别接到粤海铁路芙蓉田

农场段工地和儋州市兰洋镇番打乡疟疾疫情的报告。粤海

铁路芙蓉田农场段工地，四面环山，两侧有两条小溪沟，沟旁

灌木丛生荫蔽。工地上居住着K!,名工人，都是来自广西、

四川、湖南省区的民工。K//K年,月+,日先后有.名工人

因发冷、发热而就诊，血检发现)例间日疟，+例恶性疟原虫

阳性，据反映工地上仍有同样症状者几十人。表明已有疟疾

爆发疫情。兰洋镇番打乡居住着黎族、苗族的农民，有上山

垦植、放牧、采伐而住山寮或露宿山林之习惯；地形复杂，高

山峻岭植被茂密，溪流纵横。有.个自然村，村间距离较远，

居住着)!(人。该乡是一个老的低疟区。K//K年!月K/
日，有)名村民来就诊，血检发现K例间日疟，+例间日疟和

恶性疟原虫均阳性而确诊。据这)名村民反映该乡有类似

症状者几十人。

根据疫情，我们对该工地所有人员K!,人采血进行疟原

作者单位：-*+*//海南省儋州市卫生防疫站

虫调查，发现)(例间日疟阳性，+)例恶性疟阳性。对兰洋镇

番打乡进行所有村民)!(人采血进行疟原虫检测，发现),
例间日疟原虫阳性，!例恶性疟阳性。

对粤海铁路芙蓉田农场段工地和兰洋镇番打乡的所有

人员给予哌喹+K//3G合并防!+/*/3G、伯氨喹.-3G，K
天分服；恶性疟原虫阳性者服磷酸萘酚喹片总量+/片，首次

服,片，K.>服.片。用爱克宁+/̂ 可湿性粉剂滞留喷洒室

内及周围环境，用大灭（KB-̂ 微囊剂）喷洒蚊帐，按稀释比例

+L+//配药，用喷雾器将蚊帐喷湿。经过对粤海铁路芙蓉田

农场段工地和兰洋镇番打乡全民服药、全面喷洒后，均无新

的疟疾病例发生。此次调查表明，工地的疟疾爆发是输入性

传染源和存在大量易感人群所致，而兰洋镇番打乡是由于带

虫者未彻底治疗所致。两起疟疾爆发提示，凡有流动人口进

入疟区，应做好登记及预防工作，要坚持加强对流动人口的

管理。

（收稿日期：K//)M/)M/,）

（本文编辑：张林东）
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