
·临床研究·

荧光原位杂交技术检测人类宫颈端粒酶ＲＮＡ组分基因的
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　　摘　要：目的　探讨荧光原位杂交（ＦＩＳＨ）技术检测人类宫颈端粒酶ＲＮＡ组分（ｈＴＥＲＣ）基因在不同程度宫颈病变中的表达

及其临床意义。方法　收集１３３例妇科疾病患者的宫颈脱落细胞及组织，以及２０位健康体检妇女的正常宫颈脱落细胞，应用

ＦＩＳＨ技术检测宫颈脱落细胞以及病变组织中的犺犜犈犚犆基因扩增情况。结果　单纯炎症病变、未明确诊断的不典型鳞状细胞

（ＡＳＣＵＳ）、低度鳞状上皮内病变（ＬＳＩＬ）、高度鳞状上皮内病变（ＨＳＩＬ）及鳞状细胞癌患者宫颈脱落细胞犺犜犈犚犆基因扩增的阳性

率分别为０．００％、１５．７９％、８１．８２％、９５．４５％及１００．００％；单纯炎症或宫颈上皮内瘤变（ＣＩＮ）Ⅰ级、ＣＩＮⅡ级、ＣＩＮⅢ级及宫颈浸润

癌患者病变组织犺犜犈犚犆基因扩增的阳性率分别为３．４５％、５２．３８％、７１．４３％及１００．００％。宫颈癌患者宫颈脱落细胞及病变组织

犺犜犈犚犆基因的表达与ＣＩＮ的差异有统计学意义（犘＜０．０５）。结论　犺犜犈犚犆基因扩增可预测宫颈病变的发展趋势。
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　　宫颈癌是妇科三大恶性肿瘤之一。由于宫颈癌的进展存

在一个较长、可逆的癌前病变期，它是目前惟一可以早期发现

并治愈的妇科肿瘤疾病。目前，许多国家开展的宫颈癌细胞学

筛查具有较高的覆盖率和较好的质量控制，在降低宫颈癌发病

率方面取得了较好成绩。但筛查技术也还存在一些问题，筛查

方案的覆盖率提高，筛查技术的敏感性就需相应增加。本研究

应用荧光原位杂交（ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｉｎｓｉｔｕｈｙｂｒｉｄｉｚａｔｉｏｎ，ＦＩＳＨ）技

术，检测在不同程度宫颈病变患者的宫颈脱落细胞及组织中人

端 粒 酶 ＲＮＡ 组 分 （ｈｕｍａｎｔｅｌｏｍｅｒａｓｅ ＲＮＡ ｃｏｍｐｏｎｅｎｔ，

ｈＴＥＲＣ）基因扩增情况，以了解针对端粒酶基因扩增的检测在

宫颈癌早期诊断及预后评估中的作用。

１　资料与方法

１．１　一般资料　选择２００８年６月至２０１１年７月在本院妇科

门诊就诊以及病房住院的１３３例患者，年龄２１～６３岁，平均

３６．１６岁。病理组织切片来源于其阴道镜下活检或子宫切除

术后送检的宫颈病理组织，其中９７例患者接受病理检查，病理

检查提示：宫颈浸润癌３３例，均符合《妇产科学》第６版中的诊

断标准；宫颈上皮内瘤变（ｃｅｒｖｉｃａｌｉｎｔｒａｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｎｅｏｐｌａｓｉａ，

ＣＩＮ）４８例，其中，ＣＩＮⅠ级１３例，ＣＩＮⅡ级２１例，ＣＩＮⅢ级１４

例；单纯宫颈炎症１６例。８２例患者接受液基薄层细胞学检测

（ｔｈｉｎｃｙｔｏｌｏｇｉｃｔｅｓｔ，ＴＣＴ）（部分患者同时接受病理切片检查）：

未发现异常细胞（或仅有炎症细胞）１６例，提示有未明确诊断

的不典型鳞状细胞（ａｔｙｐｉｃａｌｓｑｕａｍｏｕｓｃｅｌｌｓｏｆｕｎｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄ

ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｃｅ，ＡＳＣＵＳ）１９例，低度鳞状上皮内病变（ｌｏｗｇｒａｄｅ

ｓｑｕａｍｏｕｓｉｎｔｒａｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｌｅｓｉｏｎ，ＬＳＩＬ）１１例，高度鳞状上皮内

病变（ｈｉｇｈｇｒａｄｅｓｑｕａｍｏｕｓｉｎｔｒａｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｌｅｓｉｏｎ，ＨＳＩＬ）２２例，

鳞状细胞癌１４例。收集２０例健康体检妇女的正常宫颈脱落

细胞，建立ＦＩＳＨ检测的正常阈值，其ＴＣＴ结果均为阴性。
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１．２　宫颈脱落细胞采集　用无菌纱布擦去宫颈表面的黏液；

然后将宫颈细胞采集器或宫颈刷插入子宫颈管内，相同方向旋

转５圈，采集宫颈外口及宫颈管内的脱落细胞；将宫颈细胞采

集器直接放入盛有细胞保存液的收集瓶内，振荡，使采集的细

胞进入保存液，离心，将细胞沉淀制成细胞切片，进行ＦＩＳＨ

检测。

１．３　ＦＩＳＨ检测玻片的制备

１．３．１　宫颈脱落细胞的固定和制片　（１）取８～１０ｍＬ低渗

ＫＣｌ溶液悬浮细胞，吹打均匀，置３７℃水浴箱中２０ｍｉｎ；（２）缓

慢加入１ｍＬ固定液（甲醇∶冰醋酸＝３∶１）预固定，并充分混

匀，离心７ｍｉｎ（离心半径８ｃｍ，２０００ｒ／ｍｉｎ），弃上清液，该步

骤进行３次；（３）重新加入适量固定液悬浮细胞，试片以把握细

胞密度；（４）滴片，优先考虑细胞数量；（５）将滴片置于显微镜下

观察、评分，并标记出杂交区域；（６）室温过夜老化玻片或置于

５６℃环境中老化３０ｍｉｎ。

１．３．２　宫颈组织切片的制备　从病理科取宫颈组织石蜡块，

制成厚度为３～５μｍ的切片，实验前进行脱蜡处理。

１．４　ＦＩＳＨ检测

１．４．１　荧光标记探针　ＧＬＰＴＥＲＣ／ＣＳＰ３ＤＮＡ荧光标记探

针由北京金菩嘉医疗科技有限公司提供。ＴＥＲＣＤＮＡ探针杂

交到３号染色体长臂（３ｑ２６．３），荧光信号为红色（四甲基罗丹

明），ＣＳＰ３ＤＮＡ杂交到３号染色体着丝粒（３ｐ１１．１２ｑ１１．１），荧

光信号为绿色，ＣＳＰ３作为对照探针。避光环境中，配制探针混

合液（８μＬ杂交缓冲液，２μＬ探针）；将探针混合液滴加于样本

玻片的杂交区域，封片。

１．４．２　杂交与观察　在杂交仪中，温度设为７３～７５℃，变性

５ｍｉｎ，４２℃过夜，杂交１６ｈ。第２天玻片洗脱：移去盖玻片，按

实验程序分别经５０％甲酰胺柠檬酸钠缓冲液及柠檬酸钠缓冲

液浸泡、洗涤，玻片自然干燥后，加１０μＬ４′，６二脒基２苯基

吲哚（４′，６ｄｉａｍｉｄｉｎｏ２ｐｈｅｎｙｌｉｎｄｏｌｅ，ＤＡＰＩ）复染液，用盖玻片

封好，放于暗盒中复染２０ｍｉｎ。用荧光显微镜（ＯＬＹＭＰＵＳ）在

三色滤光镜激发下观察间期细胞的荧光杂交信号，采用ＦＩＳＨ

分析软件（ＶｉｄｅｏＴｅｓｔ公司）进行阅片。

１．４．３　阈值的建立　２０例正常体检者的宫颈脱落细胞以上

述方法制备成玻片，进行ＦＩＳＨ 实验。每例分析至少２００个细

胞，统计出现超过２个犺犜犈犚犆信号的细胞数百分比，阈值＝

平均数＋３×标准差，本实验室阈值为５．９％。

１．４．４　结果判断　选择细胞核形态完整、杂交信号强的细胞

核进行计数，计数至少２００个信号完整的细胞。阳性判断标

准：统计ＴＥＲＣ红色信号超过３个信号点的百分比，大于阈值

者判断为阳性，提示ＴＥＲＣ有扩增；反之为阴性。

１．５　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１１．０软件包进行统计学分析，

组间率的比较用χ
２ 检验，检验标准α＝０．０５，以犘＜０．０５为差

异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　宫颈脱落细胞的犺犜犈犚犆基因扩增　宫颈细胞学病变组

织中犺犜犈犚犆基因扩增情况见表１。收集到的宫颈脱落细胞标

本共８２例。１６例单纯宫颈炎症患者的宫颈脱落细胞中无

犺犜犈犚犆基因扩增；１９例 ＡＳＣＵＳ中有３例犺犜犈犚犆基因扩增；

１１例ＬＳＩＬ中有９例犺犜犈犚犆基因扩增（其中，６例经阴道镜下

活检病理诊断为 ＣＩＮⅠ～Ⅲ级）；２２例 ＨＳＩＬ 中有２１例

犺犜犈犚犆基因扩增［其中，１８例病理诊断为ＣＩＮＩⅠ～Ⅲ级；１３

例患者进行人乳头状瘤病毒（ｈｕｍａｎｐａｐｉｌｌｏｍａｖｉｒｕｓ，ＨＰＶ）检

测，９例为 ＨＰＶ高危阳性］；１４例鳞状细胞癌均有犺犜犈犚犆基

因扩增，经病理证实为浸润性鳞癌。

表１　　不同宫颈细胞学病变脱落细胞中犺犜犈犚犆基因

　　　　扩增比较［狀（％）］

宫颈细胞学病变 狀 阴性 阳性

单纯炎症 １６ １６（１００．００） ０（０．００）

ＡＳＣＵＳ １９ １６（８４．２１） ３（１５．７９）

ＬＳＩＬ １１ ２（１８．１８） ９（８１．８２）△

ＨＳＩＬ ２２ １（４．５５） ２１（９５．４５）△

鳞状细胞癌 １４ ０（０．００） １４（１００．００）△

　　：犘＜０．０５，与单纯炎症比较；△，犘＜０．０５，与ＡＳＣＵＳ比较。

２．２　 宫颈组织犺犜犈犚犆 基因扩增 　 宫颈组织学病变中

犺犜犈犚犆基因扩增情况见表２。收集到的宫颈组织标本共８３

例（其中有３２例是在脱落细胞检查时发现犺犜犈犚犆基因扩增，

然后再进行相应活检的标本）。２９例单纯炎症病变或ＣＩＮⅠ

级患者的病变组织中仅有１例犺犜犈犚犆基因扩增；２１例ＣＩＮⅡ

级中有１１例犺犜犈犚犆基因扩增；１４例ＣＩＮⅢ级（包括原位癌）

中有１０例犺犜犈犚犆基因扩增（其中５例进行 ＨＰＶ检测均提示

为 ＨＰＶ高危阳性）；１９例 ＡＳＣＵＳ均检测到犺犜犈犚犆基因扩

增。如图１所示，随着宫颈病变组织分级级别的增高，组织中

犺犜犈犚犆基因的拷贝数增多，宫颈浸润癌和ＣＩＮⅢ级病变组织

中犺犜犈犚犆基因拷贝数比例增加显著，出现２∶４、２∶５、３∶３、

４∶４等杂交类型；而在ＣＩＮＩⅠ级及以下的病变组织中却极少

出现，基因拷贝均为２∶２。

　　Ａ：浸润性中分化鳞状细胞癌；Ｂ：ＣＩＮⅢ级累及腺体；Ｃ：ＣＩＮⅡ级。

图１　　宫颈细胞３号染色体犺犜犈犚犆基因的扩增情况（ＦＩＳＨ）
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表２　　不同宫颈组织学病变中犺犜犈犚犆基因

　　　扩增比较［狀（％）］

宫颈组织学病变 狀 阴性 阳性

单纯炎症或ＣＩＮⅠ级 ２９ ２８（９６．５５） １（３．４５）

ＣＩＮⅡ级 ２１ １０（４７．６２） １１（５２．３８）

ＣＩＮⅢ级（包括原位癌） １４ ４（２８．５７） １０（７１．４３）

宫颈浸润癌 １９ ０（０．００） １９（１００．００）△

　　：犘＜０．０５，与单纯炎症及ＣＩＮⅠ级比较；△：犘＜０．０５，与ＣＩＮⅡ

级比较。

３　讨　　论

自从人卵巢癌中发现活化的端粒酶以来，端粒酶就成为肿

瘤研究的焦点。人类端粒酶包括３个主要组成部分，其中，

犺犜犈犚犆为端粒酶的主要结构，含有编码端粒ＤＮＡ的模板区、

端粒酶蛋白结合区等。犺犜犈犚犆基因定位于３ｑ２６．３，是端粒酶

延长端粒的模板，同时在介导端粒酶组装，活性调节等方面发

挥重要作用［１］。端粒酶的意义是通过端粒的作用来实现的。

端粒结构对于染色体保持 ＤＮＡ长度非常重要，如果没有端

粒，染色体之间就会相互粘连，结构发生改变，并可能以其他方

式表现出错误的行为，如降解、融合、重组和易位等，而这些错

误严重威胁染色体复制，导致细胞死亡和错误复制［２］。端粒酶

是影响端粒长度的主要因素。它是一种特殊的逆转录核糖核

蛋白 酶，能 以 其 自 身 的 ＲＮＡ 为 模 板，向 端 粒 末 端 添 加

（ＴＴＡＧＧＧ）ｎ序列，以保持端粒的长度和细胞的生存，从而延

长细胞的寿命，甚至使其“永生”。Ｋｉｍ等
［３］检测了１８种不同

人体细胞的１００个永生化细胞株，发现９８个呈犺犜犈犚犆阳性，６

个病毒转化的细胞中，４个猿猴病毒４０（ｓｉｍｉａｎｖｉｒｕｓ４０，ＳＶ４０）

转化细胞为阳性，而在２２种正常组织和５０种良性肿瘤组织

中，犺犜犈犚犆为阴性。端粒酶在恶性肿瘤中的阳性表达率为

９０％～１００％，而正常人体细胞几乎未检出端粒酶活性，它被认

为是最具广谱和特异性的肿瘤标记物之一。

本研究通过对８２例脱落细胞及８３例病理组织切片中

犺犜犈犚犆基因扩增情况进行分析，发现单纯炎症患者宫颈脱落

细胞、单纯炎症或ＣＩＮⅠ级病变组织中的犺犜犈犚犆基因扩增阳

性表达率最低；犺犜犈犚犆基因的阳性表达率随着宫颈病变分级

的增加而呈逐渐上升趋势，且分级级别较高的组织中犺犜犈犚犆

基因的阳性表达率以及基因拷贝数比例明显高于分级较低组

织，这与２０多年来的基础研究结果一致：癌细胞中，由于端粒

酶活性增强，使染色体端粒维持在一定长度而获得永生和无限

增殖［４］，表明随着宫颈病变程度的增高，犺犜犈犚犆基因阳性表达

率、基因拷贝数以及扩增程度增加，提示犺犜犈犚犆基因扩增与

早期宫颈病变及其进展有关。本研究中，犺犜犈犚犆基因阳性表

达率比Ｔｕ等
［５］所报道的高，分析原因在于纳入本研究的病例

大多数是经过外院病理检查确诊的，这使检测阳性结果增加。

本研究发现２２例 ＨＳＩＬ中２１例犺犜犈犚犆基因扩增，其中，１８

例病理诊断为ＣＩＮＩⅠ～Ⅲ级；１３例患者进行 ＨＰＶ检测，９例

为 ＨＰＶ高危阳性。在犺犜犈犚犆基因扩增阳性病例中，ＨＰＶ高

危型阳性率增高。在宫颈癌及癌前病变中，高危 ＨＰＶＥ６蛋

白能使犺犜犈犚犆ｍＲＮＡ表达上调，端粒酶活性升高。端粒酶激

活是 ＨＰＶ感染后导致ＣＩＮ和宫颈癌的关键。张艾秡等
［６］研

究发现，高危型 ＨＰＶ感染的４６例ＣＩＮ中有３７例犺犜犈犚犆基

因扩增，占８０．４％；而在１１例 ＨＰＶ阴性患者中，犺犜犈犚犆基因

扩增的比例仅为１８．２％；在３９例犺犜犈犚犆基因扩增的患者中，

ＨＰＶ阳性所占的比例为９４．９％。本研究中，宫颈癌病变组织

犺犜犈犚犆基因扩增的阳性率为１００％，宫颈癌病理检查与ＦＩＳＨ

检测的阳性率比较，差异无统计学意义，这与国内、外报道相

似［７９］。张永峰等［１０］也指出端粒酶的异常激活可发生在宫颈

癌的各个阶段，随着组织学病变程度增加，犺犜犈犚犆基因扩增阳

性率及扩增程度增加。但是国外也有研究认为，犺犜犈犚犆基因

扩增程度虽然与病变的进展程度正相关，但犺犜犈犚犆基因的低

敏感性影响了它在临床的应用［１１１２］。Ｔｓｅｚｏｕ等
［１３］检测８２例

宫颈癌组织，发现端粒酶活性的高低与宫颈癌临床分期、体积

大小无关，而与肿瘤化程度和盆腔淋巴结转移有关。肿瘤分化

程度越低，端粒酶活性越高；有淋巴结转移的宫颈癌组织端粒

酶活性显著高于无淋巴结转移者。有学者在对脑癌、食道癌、

大肠癌、肺癌、胰腺癌、骨癌和宫颈癌的研究中发现，在细胞脱

离凋亡机制以及恶性肿瘤的转移中，犜犈犚犆基因的活性增加以

及过度表达具有关键作用［１４１７］。由于本研究样本数量有限，

尚不足以证实这个观点。

近年来，ＦＩＳＨ技术广泛应用于分子遗传学诊断，为肿瘤

的早期诊断和治疗开辟了新的领域。ＦＩＳＨ 原理是以核酸碱

基互补配对原则为基础所发展起来的检测技术，主要利用

ＤＮＡ序列的互补性，通过荧光标记的ＤＮＡ探针与预处理待

测样本的ＤＮＡ进行原位杂交，在荧光显微镜下，对荧光信号

进行辨别和计数，即对细胞、组织样本中的异常染色体或基因

进行检测和诊断。ＦＩＳＨ检测的标本可以是中期分裂相，也可

以是间期细胞。由于技术本身操作简单、重复性好、具有较高

的灵敏性及特异性，因此，很适应临床医学检测。本研究结果

表明，ＦＩＳＨ检测宫颈脱落细胞或组织中犺犜犈犚犆基因的表达，

可作为宫颈癌早期诊断的新措施。
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存在时，糖尿病促进结核病的发展，结核菌感染加重糖尿病的

代谢紊乱，形成恶性循环。因此，治疗肺结核的关键是积极控

制血糖。若口服药物控制血糖的效果不理想，应积极采用皮下

注射胰岛素治疗［１６１８］，以达到迅速控制血糖的目的；同时，加

大营养物质的摄入，增加患者的抗病能力，降低抗结核药的不

良反应和对肝细胞的损伤［１６１７］。

综上所述，肺结核合并糖尿病具有病情严重和病变复杂的

特点，糖尿病患者应预防结核病的发生，定期进行结核菌素试

验和肺部影像学检查。另外，结核患者在治疗期间，应定期检

查血糖，有效控制血糖是结核治疗的关键。
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