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瘤病毒感染常见，多为一过性感染，易被人体自身

免疫系统清除，其中高危型人乳头瘤病毒（ｈｉｇｈｒｉｓｋ

ｈｕｍａｎｐａｐｉｌｌｏｍａｖｉｒｕｓ，ＨＲＨＰＶ）持续感染是宫

颈癌的重要病因［２３］。因此，２０１９年美国阴道镜和

宫颈病理协会（ＡＳＣＣＰ）《基于风险的宫颈癌筛查结

果异常的管理共识》［４］建议将单独 ＨＲＨＰＶ 或

ＨＲＨＰＶ与细胞学检查联合用于作为宫颈癌初筛，

对单独ＨＲＨＰＶ初筛呈阳性的妇女采用细胞学检

查进行分流。但细胞学主观性强，且我国细胞学医

师较少。

２０２０年１１月 ＷＨＯ发布《加速消除宫颈癌全

球战略》，要求２０３０年７０％ 的３５～４５岁女性接受

宫颈癌精准筛查。为了达到这一目标，须寻找新的

生物学标志物，从而对 ＨＲＨＰＶ呈阳性妇女进行

有效分流，这是我国亟待解决的问题。已有研究［５７］

发现，ＨＲＨＰＶ的Ｅ７癌基因整合至宫颈上皮细胞，

破坏了细胞的正常周期，引起包括Ｋｉ６７、ｐ１６蛋白

在内的原本正常的细胞增殖蛋白异常表达。因此，

本研究探讨ｐ１６／Ｋｉ６７免疫细胞化学双染对 ＨＲ

ＨＰＶ阳性患者的分流作用，现报告如下。

１　资料与方法

１．１　一般资料　随机选取２０１９年９月至２０２０年

５月于上海市闵行区中心医院妇科门诊就诊，初筛

为ＨＲＨＰＶ阳性的妇女７７６例，对其进行以下３项

检查：宫颈液基薄层细胞学检测（ｔｈｉｎｐｒｅｐｃｙｔｏｌｏｇｉｃ

ｔｅｓｔ，ＴＣＴ）、ｐ１６／Ｋｉ６７细胞学双染以及阴道镜定位

下宫颈活检。本研究获得上海市闵行区中心医院

伦理委员会批准（２０１８批件０１１０１Ｋ），患者经知情

告知表示愿意参加本次课题。

纳入标准：（１）年龄２５～６５岁；（２）有宫颈；（３）

有性生活史；（４）身体状况允许进行宫颈癌筛查。

排除标准：（１）既往因子宫颈病变或宫颈癌接受过

治疗；（２）合并严重影响生命体征平稳的疾病；（３）

妊娠期妇女；（４）接诊前４８ｈ内有阴道用药史；（５）

接诊前４８ｈ内有性生活；（６）盆腔急性炎症；（７）急

性阴道炎；（８）阴道流血；（９）不愿意参加本研究或

未进行阴道镜下宫颈活检。

１．２　脱落细胞采集及ＨＰＶ分型检测　用扩阴器

将宫颈充分暴露，将宫颈刷尖端置入宫颈管内，宫

颈刷其余部分尽可能覆盖宫颈移行带，用一定的压

力按照逆时针或顺时针同方向旋转宫颈刷５～８周。

将宫颈刷头推入装有保存液瓶中，宫颈脱落细胞采

集完成。脱落细胞用于ＴＣＴ和ｐ１６／Ｋｉ６７免疫细

胞化学双染检查。采集的脱落细胞用于ＨＰＶ分型

时用ＨＰＶ专用刷，用同样的方法取材，刷头置于

ＨＰＶ细胞保存液。根据ＨＰＶ与宫颈癌的关系，将

ＨＰＶ分为低危型、中危型和高危型。

用罗氏聚合酶链式反应技术进行ＨＲＨＰＶ分

型，分为 ＨＰＶ１６、ＨＰＶ１８和 ＨＰＶ 其他１２型

（ＨＰＶ３１、３３、３５、３９、４５、５１、５２、５６、５８、５９、６６、６８

型）。

１．３　观察指标及判读

１．３．１　ＴＣＴ　ＴＣＴ由２位高年资中级职称医师进

行判读，如有疑义，由高级职称医师进行复验。细

胞学阅片采用２００１版ｔｈｅＢｅｔｈｅｓｄａＳｙｓｔｅｍ（ＴＢＳ）

描述性诊断系统，结果分为鳞状上皮细胞异常和腺

细胞异常。鳞状上皮细胞异常分为未见上皮内病

变细胞和恶性细胞（ＮＩＬＭ）、无明确诊断意义的不

典型鳞状细胞（ＡＳＣＵＳ）、不能除外高级别鳞状上皮

内病变的不典型鳞状细胞（ＡＳＣＨ）、低级别鳞状上

皮内病变（ＬＳＩＬ）、高级别鳞状上皮内病变（ＨＳＩＬ）

和鳞状细胞癌。腺细胞异常分为不典型腺上皮、原

位腺癌和腺癌。将ＡＳＣＵＳ及以上病变（ＡＳＣＵＳ、

ＡＳＣＨ、ＬＳＩＬ、ＨＳＩＬ、鳞状细胞癌、不典型腺上皮、

原位腺癌和腺癌）记为细胞学阳性。

１．３．２　ｐ１６／Ｋｉ６７蛋白双染　ｐ１６／Ｋｉ６７检测采用

罗氏公司的ＣＩＮｔｅｃＰＬＵＳ技术，结果由２位经过培

训的病理科医师判读。ｐ１６位于细胞质中，呈棕色

染色，Ｋｉ６７的位于细胞核内，呈红色染色。１个及
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以上宫颈上皮细胞内同时存在棕色细胞质染色和

红色细胞核染色为细胞学阳性，反之为阴性。

１．３．３　组织学病理　由经验丰富的宫颈专科医师

进行阴道镜检查以及活检，活检组织进行苏木精伊

红（ＨＥ）染色和ｐ１６免疫组化染色。活检结果由２

位高年资中级职称以上医师进行判读，如有疑义，

由高级职称医师进行复验。ＨＳＩＬ、宫颈原位腺癌和

宫颈癌为组织学阳性（ＨＳＩＬ＋）；ＬＳＩＬ、湿疣样变、宫

颈慢性炎、宫颈息肉等为组织学阴性（ＨＳＩＬ－）。

１．４　阴道镜转诊策略及ＨＳＩＬ＋检出比较　出现以

下情况时转诊阴道镜：ＨＰＶ１６／１８阳性（策略１）；

ＨＲＨＰＶ其他１２型阳性且ｐ１６／Ｋｉ６７双染阳性

（策略２）；ＨＲＨＰＶ其他１２型阳性且ＴＣＴ阳性

（策略３）。比较３种阴道镜转诊策略宫颈ＨＳＩＬ＋的

检出率，以及每发现１例ＨＳＩＬ＋所需的阴道镜转诊

频数，频数＝阴道镜转诊例数／ＨＳＩＬ＋例数。

１．５　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１７．０软件对数据进

行统计学分析，计量资料以珔狓±狊表示，两组间比较

采用χ
２检验。以组织病理学诊断为金标准，计算不

同的宫颈病变筛查方法诊断宫颈ＨＳＩＬ＋的灵敏度、

特异度、阳性预测值（ｐｏｓｉｔｉｖｅｐｒｅｄｉｃｔｉｖｅｖａｌｕｅ，

ＰＰＶ）、阴性预测值 （ｎｅｇａｔｉｖｅｐｒｅｄｉｃｔｉｖｅｖａｌｕｅ，

ＮＰＶ）、阳性似然比（ｐｏｓｉｔｉｖｅｌｉｋｅｌｉｈｏｏｄｒａｔｉｏ，ＬＲ＋）

和阴性似然比（ｎｅｇａｔｉｖｅｌｉｋｅｌｉｈｏｏｄｒａｔｉｏ，ＬＲ－）。

２　结　果

２．１　基本情况　７７６例 ＨＲＨＰＶ阳性受试者，

ＨＰＶ１６／１８型阳性１５２例，其他１２型阳性６２４例，

患者平均年龄为（４３．１６±１２．９７）岁。其中正常或炎

性病变４３０例，ＬＳＩＬ患者２７２例，ＨＳＩＬ患者６５例，

鳞状细胞癌９例。

２．２　２种检测方法宫颈病变检出率比较　结果（表

１）显示：７７６例 ＨＲＨＰＶ呈阳性受试者中，ｐ１６／

Ｋｉ６７（趋势χ
２＝１４１．３２４，犘＜０．００１）和ＴＣＴ（趋势

χ
２＝８１．３２８，犘＜０．００１）的检出率均随宫颈病变病

理级别的增高而上升。其中，ｐ１６／Ｋｉ６７对 ＨＳＩＬ

的检出率明显高于ＴＣＴ阳性率（７２．３％狏狊４７．７％，

犘＝０．００４）。

表１　狆１６／犓犻６７和犜犆犜对犎犚犎犘犞阳性受试者宫颈病变的检出情况比较

狀（％）

　检测方法 正常或炎性病变（狀＝４３０） ＬＳＩＬ（狀＝２７２） ＨＳＩＬ（狀＝６５） 鳞状细胞癌（狀＝９）

ｐ１６／Ｋｉ６７ ５６（１３．０） ８２（３０．１） ４７（７２．３） ９（１００．０）

ＴＣＴ ４１（９．５） ７１（２６．１） ３１（４７．７） ６（６６．７）

χ
２值 ２．６１４ １．１００ ８．２０５ ３．６００

犘值 ０．１０６ ０．２９４ ０．００４ ０．０５８

　　ＴＣＴ：宫颈液基薄层细胞学检测；ＬＳＩＬ：低级别鳞状上皮内病变；ＨＳＩＬ：高级别鳞状上皮内病变。

２．３　２种检测方法检出ＨＳＩＬ＋病变有效性比较　

ｐ１６／Ｋｉ６７显示ＨＳＩＬ＋病变阳性５６例、阴性１８例，

ＴＣＴ显示ＨＳＩＬ＋病变阳性３７例、阴性３７例。结

果（表２）显示：与 ＴＣＴ 比较，ｐ１６／Ｋｉ６７预测

ＨＳＩＬ＋病变有更高的灵敏度（７５．７％狏狊５０．０％，

χ
２＝１０．４４５，犘＝０．００１）和阴性预测值（９６．９％狏狊

９４．１％，χ
２＝５．４８２，犘＝０．０１９）；２种方法特异度和

阳性预测值差异无统计学意义。

表２　２种检测方法检出犎犚犎犘犞阳性受试者宫颈犎犛犐犔＋有效性比较

狀（％）

　评价指标
ｐ１６／Ｋｉ６７

％（狀／犖） ９５％ＣＩ

ＴＣＴ

％（狀／犖） ９５％ＣＩ
χ
２值 犘值

灵敏度 ７５．７（５６／７４） ６４．１～８４．６ ５０．０（３７／７４） ３８．３～６１．７ １０．４４５ ０．００１

特异度 ８０．３（５６４／７０２） ７７．２～８３．２ ８４．０（５９０／７０２） ８１．１～８６．６ ３．２９０ ０．０７０

ＰＰＶ ２８．９（５６／１９４） ２２．７～３５．８ ２４．８（３７／１４９） １８．３～３２．７ ０．６９４ ０．４０５

ＮＰＶ ９６．９（５６４／５８２） ９５．１～９８．１ ９４．１（５９０／６２７） ９１．９～９５．８ ５．４８２ ０．０１９

ＬＲ＋ ３．８５ ３．１６～４．６９ ３．１３ ２．３６～４．１６

ＬＲ－ ０．３０ ０．２０～０．４５ ０．５９ ０．４７～０．７５

　　ＴＣＴ：宫颈液基薄层细胞学检测；ＨＳＩＬ＋：高级别鳞状上皮内病变及以上病变；ＰＰＶ：阳性预测值；ＮＰＶ：阴性预测值；ＬＲ＋：阳性似然比；

ＬＲ－：阴性似然比。
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２．４　不同阴道镜转诊策略 ＨＳＩＬ＋检出情况　在

ＨＰＶ阳性受试者中，转诊阴道镜后检出７４例

ＨＳＩＬ＋患者，结果（表３）显示：策略１与策略２对宫

颈 ＨＳＩＬ＋ 的检出率相似；策略１每发现１例

ＨＳＩＬ＋所需的阴道镜转诊频数最少，与策略３差异

有统计学差异（χ
２＝４．４１，犘＝０．０３６）。

表３　不同阴道镜转诊策略每检出１例

宫颈犎犛犐犔＋所需的阴道镜转诊频数

狀（％）

转诊策略 总计 ＨＳＩＬ＋（狀＝７４） 频数狀

策略１ １５２ ３１（４１．８９） ４．９０

策略２ １３２ ３０（４０．５４） ４．３３

策略３ １１８ ２３（３１．０８） ５．１３

　　ＴＣＴ：宫颈液基薄层细胞学检测；策略１：ＨＰＶ１６／１８阳性；策略

２：ＨＰＶ其他１２型阳性且ｐ１６／Ｋｉ６７双染阳性；策略３：ＨＰＶ其他１
型阳性且ＴＣＴ阳性．频数＝阴道镜转诊例数／ＨＳＩＬ＋检出例数。

３　讨　论

ｐ１６蛋白是一种细胞周期依赖性蛋白激酶抑制

剂，参与ｐＲＢ介导的细胞周期调控，是细胞周期的

制动剂，在Ｇ０期表达。当ＨＲＨＰＶ持续感染，而

将Ｅ７癌基因整合至宫颈上皮细胞时，Ｅ７蛋白高表

达，破坏ｐＲＢ与Ｅ２Ｆ的结合，使其功能受损，进而

引起细胞增殖失调，ｐ１６的过度表达。有研究
［８］认

为≥９９％的宫颈鳞状上皮内高级别病变及以上组

织中ｐ１６为阳性，而正常宫颈组织中ｐ１６阳性率不

到５％。Ｋｉ６７是一种标志细胞周期进展及增殖期

细胞的核抗原基因，Ｇ０期表达缺失，仅在Ｇ１、Ｓ、Ｇ２

期和Ｍ期表达。因此，一般生理机能正常的细胞

中，ｐ１６和Ｋｉ６７表达不会同时出现。ｐ１６和Ｋｉ６７

在同一细胞中同时被检测到可作为细胞周期失调

的标志［９１１］。有研究将ｐ１６／Ｋｉ６７双染检测应用于

细胞学分流［７，１２］和ＨＲＨＰＶ分流
［１３１５］。本研究采

用罗氏ＣＩＮｔｅｃＰＬＵＳ技术，即ｐ１６／Ｋｉ６７全自动免

疫细胞化学双染法，对 ＨＲＨＰＶ阳性患者进行分

流。结果发现，ｐ１６／Ｋｉ６７与ＴＣＴ对 ＨＲＨＰＶ阳

性受试者宫颈病变检出率随宫颈病变病理级别的

增高而上升，与相关研究［１６１７］一致。

本研究中，在 ＨＲＨＰＶ阳性受试者中，ｐ１６／

Ｋｉ６７与ＴＣＴ检出ＨＳＩＬ＋病变的特异度和阳性预

测值相似，但有更高的灵敏度和阴性预测值（犘＜

０．０５），与国内外研究
［１８１９］结果相符。究其原因可

能与以下因素有关：（１）ｐ１６／Ｋｉ６７免疫细胞双染为

在细胞水平进行蛋白检测，而蛋白的变化较ＴＣＴ

形态学的改变更早。（２）ｐ１６／Ｋｉ６７双染阅片中识

别异常细胞时主要根据ｐ１６／Ｋｉ６７的颜色分布，较

根据细胞形态判断容易，只要经过短期培训即可掌

握，且不同的阅片医师判断结果之间具有较高的符

合度。而ＴＣＴ阅片主要依赖于细胞形态，缺乏客

观指标，细胞学医师经验不足或其他主观因素可导

致宫颈癌前病变和宫颈癌的漏诊或误诊［２０］。此外，

细胞学检查医生的培训、质量控制等都对医疗资源

需求较大，使其培训难于免疫蛋白染色。

《基于风险的宫颈癌筛查结果异常的管理共

识》［２］指出：对于ＨＰＶ１６／１８型阳性受检者，即使细

胞学阴性，其发生高级别鳞状上皮内病变和隐匿性

癌的风险也较高，建议进行阴道镜检查。根据指

南，本研究比较了３种ＨＰＶ阳性受检者的阴道镜

转诊策略，ＨＰＶ１６／１８阳性直接转诊阴道镜，ＨＲ

ＨＰＶ其他１２阳性且ｐ１６／Ｋｉ６７双染阳性以及ＨＲ

ＨＰＶ其他１２阳性且ＴＣＴ阳性转诊阴道镜，发现

ＨＲＨＰＶ其他１２阳性且ｐ１６／Ｋｉ６７双染阳性转诊

阴道镜ＨＳＩＬ＋检出率与ＨＰＶ１６／１８阳性直接转诊

阴道镜相似，但阴道镜转诊率低且每发现１例

ＨＳＩＬ＋所需的阴道镜转诊频数更少，因此该策略可

以减少医疗资源浪费，进而提高经济效益。该结果

与Ｗｒｉｇｈｔ等
［２１］和Ｕｉｊｔｅｒｗａａｌ等

［２２］的研究相吻合。

因此，在细胞学医师和阴道镜专业医师缺乏的情况

下，用该方法能提高宫颈癌及其癌前病变的检出率。

综上所述，ｐ１６／Ｋｉ６７免疫细胞化学双染操作

简单、结果容易判读，具有较好的客观性和可重复

性。ＨＲＨＰＶ阳性受检者用ｐ１６／Ｋｉ６７分流具有

较高应用价值，尤其对于ＨＳＩＬ＋病变分流有较高的

灵敏度、特异度和较低的阴道镜转诊率。因此，该

方法有望成为病理学和阴道镜医师缺乏地区 ＨＲ

ＨＰＶ阳性妇女宫颈癌及其癌前病变筛查的新方法。

本研究对象为随机抽取的门诊就诊患者，属于机会

性筛查，病例相对较少，须扩大ＨＲＨＰＶ阳性受试

者ｐ１６／Ｋｉ６７双染样本量，并进行多中心、群体筛查

来进一步证实该方法的有效性。

利益冲突：所有作者声明不存在利益冲突。
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