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  [摘要] 目的 分析高危型人乳头瘤病毒(HPV)感染与宫颈上皮内瘤变(CIN)相关性,并探讨宫颈组织

P21活化激酶(PAK1)、Spred1的病理特征及表达关系。方法 观察正常宫颈组织、CIN组织PAK1、Spred1的

表达水平及病理特征,对高危型 HPV感染与CIN相关性进行分析。结果 正常宫颈组织、CINⅠ期、CINⅡ
期、Ⅲ期PAK1蛋白阳性表达率逐渐升高,Spred1蛋白阳性表达率逐渐降低。CIN组织的PAK1表达水平与

其病理分级、淋巴转移有关,Spred1的表达水平与病理分级有关,差异有统计学意义(P<0.05)。高危型 HPV
感染与PAK1、Spred1表达水平均有相关性,且PAK1与Spred1表达呈负相关(P<0.05)。结论 CIN组织

PAK1与Spred1表达呈负相关,高危型HPV感染和PAK1表达是CIN发生、发展的重要因素。
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  [Abstract] Objective To

 

analyze
 

the
 

relationship
 

between
 

high-risk
 

human
 

papillomavirus
 

(HPV)
 

in-
fection

 

and
 

cervical
 

intraepithelial
 

neoplasia
 

(CIN),and
 

investigate
 

the
 

relationship
 

between
 

the
 

pathological
 

features
 

and
 

expression
 

of
 

cervical
 

tissue
 

P21
 

activates
 

the
 

kinase
 

(PAK1)
 

and
 

Spred1.Methods Observed
 

the
 

expression
 

levels
 

and
 

pathological
 

characteristics
 

of
 

PAK1
 

and
 

Spred1
 

in
 

normal
 

cervical
 

tissues
 

and
 

CIN
 

cervical
 

tissues,and
 

analyzed
 

the
 

correlation
 

between
 

high-risk
 

HPV
 

infection
 

and
 

CIN.Results The
 

positive
 

expression
 

rate
 

of
 

PAK1
 

protein
 

in
 

normal
 

cervical
 

tissue,CIN
 

stage
 

Ⅰ,Ⅱ
 

and
 

Ⅲ
 

gradually
 

increased,while
 

the
 

positive
 

expression
 

rate
 

of
 

Spred1
 

protein
 

gradually
 

decreased.The
 

expression
 

level
 

of
 

PAK1
 

in
 

CIN
 

was
 

related
 

to
 

its
 

pathological
 

grade
 

and
 

lymphatic
 

metastasis,while
 

the
 

expression
 

level
 

of
 

Spred1
 

was
 

related
 

to
 

pathological
 

grade
 

(P<0.05).High-risk
 

HPV
 

infection
 

was
 

correlated
 

with
 

the
 

expression
 

levels
 

of
 

PAK1
 

and
 

Spred1,and
 

the
 

expression
 

of
 

PAK1
 

and
 

Spred1
 

was
 

negatively
 

correlated
 

(P<0.05).Conclusion The
 

expression
 

of
 

PAK1
 

and
 

Spred1
 

in
 

CIN
 

tissue
 

is
 

negatively
 

correlated.High-risk
 

HPV
 

infection
 

and
 

PAK1
 

ex-
pression

 

are
 

the
 

important
 

factors
 

for
 

the
 

occurrence
 

and
 

development
 

of
 

CIN.
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  宫颈癌是女性生殖系统常见的恶性肿瘤,运用宫

颈液基薄层细胞学进行宫颈癌的监控预测具有重要

的临床意义[1]。人类乳头状瘤病毒(HPV)感染可影

响宫颈组织多种信号通路的传导[2],是宫颈上皮内瘤

变(CIN)的高危因素,CIN及宫颈癌均和感染高危型

HPV具有密切相关性[3]。CIN不同病变的宫颈组织

中P21活化激酶(PAK1)和Spred1的表达PAK1/
Spred/MAPK信号通路在CIN发生、发展中发挥重

要的作用。PAK1参与在细胞增殖、细胞转化、细胞

骨架系统重排、细胞凋亡过程[4],Ras-MAPK途径在
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细胞的生长、分裂、增殖和分化过程中起重要协同作

用,Spred可抑制细胞分化,对多种生长因子诱导的

Ras-ERK途径均有抑制作用。P21活化激酶在正常

宫颈组织一般情况不表达,宫颈前驱病变均为高危型

HPV感染所致,随着CIN级别增高,血清PAK1蛋白

阳性表达表达量亦随之升高,赵健等[5]研究证实慢性

宫颈炎P21蛋白表达阳性率及高危型HPV病毒呈正

相关。
 

P21活化激酶受内分泌激素的调节成为与宫颈

组织相关的特殊分化组织P16、18,作为细胞周期素依

赖性蛋白激酶抑制剂,HPV癌基因E6、E7的持续表

达造成CIN中P16的过度表达,使P16的负反馈抑

制解除,致使P16表达异常,是高危型HPV感染并引

致宿主细胞变异的客观表现,在宫颈病变的早期诊断

中发挥作用[6]。对HPV感染的流行病学和分子生物

学研究,有助于宫颈癌的早期诊断和联合治疗,使患

者预 后 得 到 明 显 改 善[7]。本 文 对 CIN 中 PAK1、
Spred1的表达水平及病理特征进行分析,并就CIN
与高危型HPV感染的相关性进行研究,现报道如下。
1 资料与方法

1.1 一般资料

收集2018年1-12月临床检验中心手术后送检

的200例宫颈组织标本,获得CIN组织标本76份。
CIN采用2009年国际妇产科联合会(FIGO)临床分

期标准进行分期,CIN标本中CINⅠ期31例、Ⅱ期27
例、Ⅲ期18例;低分化29例,中分化28例,高分化19
例;有淋巴结转移27例,无淋巴结转移49例。选取

同期因其他疾病行全子宫切除的58例患者的正常宫

颈组织作为对照,患者年龄37~68岁,平均(51.50±
6.20)岁。所有患者术前3个月均未接受药物治疗、
放疗、新辅助化疗或中药治疗,且临床病理资料完整、
病例信息完整。本研究通过医院伦理委员会审查备

案,征得患者或配偶知情同意,保护其隐私和匿名权,
所有资料仅用于研究。
1.2 方法

1.2.1 免疫组织化学法

兔抗人PAK1多克隆抗体bs-17685R、DAB显色

试剂(北京中山试剂公司提供)1∶50倍稀释、兔抗人

Spred1多克隆抗体1∶75倍稀释;采用免疫组织化学

法检测,按照要求步骤进行操作。PAK1及Spred1采

用双盲法按着色强度和阳性细胞数进行分级,低倍镜

视野计数取各视野中阳性数的平均值作为阳性细胞

数量,以两者相乘的结果作为最终评分,≤3分为阴

性,>3分为阳性[8]。
1.2.2 宫颈组织病变病理检查

取宫颈组织标本于固定液内固定12
 

h以上,脱水

2
 

h进行透明处理,浸蜡3
 

h石蜡包埋切片(厚度3
 

μm),脱蜡10
 

min后水化,采用苏木素-伊红(HE)染
色封片,标本低倍镜观察不同宫颈组织病变各期CIN
病理特征和高危型HPV感染与宫颈组织病变病理。

1.3 统计学处理

采用SPSS23.0软件进行数据分析,计数资料以

频数或百分率表示,比较采用χ2 检验或Fisher精确

概率法,相关性采用Spearman分析,以P<0.05为

差异有统计学意义。
2 结  果

2.1 不同病理组织PAK1和Spred1蛋白阳性表达

比较

正常宫颈组织、CINⅠ、Ⅱ、Ⅲ期PAK1蛋白阳性

表达率逐渐升高,Spred1蛋白阳性表达率逐渐降低,
差异有统计学意义(P<0.05),见表1。

表1  不同病理组织PAK1和Spred1蛋白阳性

   表达率比较[n(%)]

组别 n PAK1阳性表达率 Spred1阳性表达率

正常宫颈组织 58 7(12.07) 52(89.65)

CINⅠ期 31 11(37.93) 20(64.52)

CINⅡ期 27 16(59.26) 11(40.74)

CINⅢ期 18 13(72.22) 5(27.78)

F 1.640
 

-1.812

P
 

0.021
 

0.016

2.2 高危型 HPV 感染后不同宫颈组织病变病理

特征

CIN宫颈组织标本见图1~3。少量宫颈及外阴

组织活检病理结果为外阴鳞状上皮内瘤变Ⅲ期伴

HPV感染(HPV16/18+、HPV31/33-),CINⅡ期伴

HPV16和HPV18感染,见图4。

图1  宫颈组织CINⅠ期病理图片(HE,×100)

图2  宫颈组织CINⅡ期病理图片(HE,×100)
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图3  宫颈组织CINⅢ期病理图片(HE,×100)

2.3 不同病理特征PAK1和Spred1阳性表达比较

PAK1阳性表达与病理分级和淋巴转移有关,而
Spred1阳性表达与病理分级有关,差异有统计学意义

(P<0.05),见表2。

图4  宫颈组织CINⅡ期伴 HPV16、18感染

病理图片(HE,×100)

表2  不同病理特征PAK1和Spred1阳性表达比较[n(%)]

项目 n
PAK1

阳性表达率 χ2/F P

Spred1

阳性表达率 χ2/F P

年龄 0.644 0.962 1.498 0.474

 <55岁 29 23(79.31) 6(20.69)

 ≥55岁 47 41(87.23) 9(19.14)

病理分级 4.507 0.001 -4.830 0.001

 低分化 29 17(58.62) 7(24.14)

 中分化 28 20(71.43) 4(14.28)

 高分化 19 16(84.21) 1(5.26)

临床分期 0.872 0.504 1.271 0.584

 Ⅰ期 31 27(87.09) 9(29.03)

 Ⅱ~Ⅲ期 45 41(91.11) 10(22.22)

淋巴转移 4.960
 

0.001 1.942 0.076

 无 49 24(48.97) 11(22.45)

 有 27 22(81.48) 5(18.52)

2.4 高危型 HPV感染与PAK1、Spred1表达的相

关性

高危型 HPV感染与PAK1、Spred1均有相关性

(P<0.05),且PAK1与Spred1表达呈负相关(r=
-0.504,P<0.001),见表3。
表3  高危型 HPV感染与PAK1、Spred1表达的相关性(n)

高危型

HPV感染

PAK1

阳性 阴性 χ2 P

Spred1

阳性 阴性 χ2 P

阳性 54 22 3.250
 

0.001 53 23 -2.924 0.001

阴性 23 53 22 54

3 讨  论

CIN已经成为造成女性肿瘤患者死亡的重要原

因,该病多以遗传、慢性妇科炎症等因素而引起[9],而
高危型 HPV 已成为 CIN 的重要致病因素。秦丽

等[10]meta分析结果证实,阴道菌群以非乳酸杆菌为

优势的女性更可能与 HPV感染,发生宫颈病变或宫

颈癌相关。近年来随着分子靶向药物的临床应用治

疗多种肿瘤,取得了比较理想的治疗效果,因此,对靶

向治疗敏感的分子信号通路的研究,是肿瘤治疗领域

内的热点问题[11]。
 

PAK1是苏氨酸蛋白、丝氨酸蛋白

激酶,作为Rho下游的靶蛋白和 MAPK上游的调节

蛋白[12],PAK1主要通过结合CDC42或 Rac1被激

活,
 

调节平滑肌细胞活力和形态,在瘤体的生成及转

移过程与肿瘤血管中起相互作用,肿瘤细胞生长所需

营养物质通过肿瘤血管供给瘤体生长,有报道PAK1
的表达与人鳞状细胞癌的分期和分级相关[13]。刘畅

等[14]研究发现P21活化激酶能够抑制MAPK信号通

路的活化,因此,PAK1与CIN的发病、发展存在潜在

关系。
PAK1过度表达是CIN过程中的一个早期事件,

可能与肿瘤的发生、发展、浸润、转移及演进过程有密
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切的关系[15]。Spred1在RhoA介导的细胞运行及信

号的转导中起作用,Notch
 

基因的细胞表面受体影响

细胞形态发生、发展的多个过程,影响母细胞的分化、
细胞增殖及细胞凋亡过程,Notch1的作用在不同细

胞中运行机制不同,基因位点突变引起的表型改变,
表明Notch信号作用的多样性,在机体细胞组织肿瘤

的发生、发展中,通过与活化的RhoA结合来抑制其

诱导的Rho激酶的激活,抑制肿瘤细胞的凋亡诱导细

胞增殖,调节性T细胞(regulatory
 

T
 

cell,Treg)广泛

分布于多种恶性肿瘤间质中,它的聚集程度与肿瘤的

不良预后密切相关,可以认为CINⅠ期可向正常组织

转化。在Spred1、PAK1、MAPK信号通路中,Spred1
为抑癌基因,PAK1为促癌基因,通过上调Spred1为

靶向蛋白,达到抑制PAK1的活化[16],提示PAK1与

Spred1的相互作用在高危型 HPV持续感染情况下,
HPV通过感染、整合、癌变3个阶段,导致宫颈癌前

病变的发生、发展,引起阴道上皮细胞成熟障碍,形成

阴道上皮细胞的不典型增生。Spred1可能具有一种

抑癌基因的潜能,在肿瘤的发生、发展过程中发挥抑

制作用,当Spred1基因突变使抑制功能下调,对PAK
的负调控作用引起PAK1表达水平的上调,下游蛋白

MAPK作用上调导致CIN的发生、发展。
肿瘤转移是恶性肿瘤的重要生物学特征,有约

10%的患者术后较快出现复发和淋巴结转移,可能与

癌细胞微转移有关[17],Spred1基因诱导肿瘤靶细胞

的破坏,来降低恶性肿瘤的发生率,宫颈癌患者血清

中检测其水平表达,可以评估宫颈组织皮肌上皮细胞

癌变的发生、发展,HPV-16持续感染是影响患者复发

的独立危险因素[18]。Spred1基因是人类肿瘤中广泛

存在的肿瘤抑制基因,PAK1表达异常是 HPV感染

并引致宿主细胞变异的客观表现,在宫颈病变的早期

诊断中发挥重要作用[19]。本研究结果显示,76例宫

颈组织中PAK1阳性54例,阴性22例;Spred1阳性

53例,阴性23例,经Spearman相关性分析:PAK1和

Spred1表达呈负相关(r=-0.504,P<0.001)。病

理检测结果PAK1和Spred1的表达与高危型 HPV
感染的相关性(P<0.05),PAK1蛋白和Spred因子

在宫颈组织中的表达与肿瘤的临床分期及组织学分

级相关,阳性表达率比较组织学分级越高,PAK1蛋

白的阳性表达率越高,而Spred1因子阳性表达率则

越低。Spred1因子水平阳性表达率随着CIN程度的

加重反而降低,差异有统计学意义(P<0.05)。
本研究显示,CIN宫颈组织PAK1与Spred1因

子表达呈负相关,提示高危型 HPV感染与PAK1、
Spred1密切相关,过表达可能影响抑癌基因的正常表

达,进而影响癌细胞的增殖、迁移,增加其浸润、转移

风险[20]。临床CINⅠ期病例很常见,对于该类病例可

不采用任何治疗仅观察随访。细胞学为高密度鳞状

上皮内病变组织学诊断CINⅡ期时不仅要观察随访,

应行LEEP术及时治疗,可以阻止宫颈浸润癌的发

生。对术后病理为CINⅢ期的患者需要定期随访,以
排除CIN持续高危型 HPV造成CIN的持续状态或

复发和低级别鳞状上皮内病变的存在,确诊后可以选

择宫颈锥切术及外阴单纯切除术[21]。对患者进行严

密观察宫颈细胞学转化,有利于监测宫颈癌的发生、
发展及预后,对于临床下一步制订治疗方案具有重要

的意义。
综上所述,肿瘤的发生、发展是一个多步骤的过

程,往往是在多种致病因素作用同时,通过基因相互

协调的结果。对高危型 HPV感染与PAK1、Spred1
在CIN宫颈组织表达的相关性进行研究,可为宫颈鳞

癌的早期诊断与治疗提供理论依据,对评估CIN近期

预后提供参考,具有重要的临床意义。
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