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宫颈病变中ＰＩ３ＫＡｋｔ信号通路的表达与ＨＰＶ感染关系的研究
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　　摘　要：目的　探讨磷脂酰肌醇３激酶（ＰＩ３Ｋ）蛋白激酶Ｂ（Ａｋｔ）信号通路在宫颈鳞癌（ＳＣＣ）发生、发展中的意义及与人乳头

瘤病毒（ＨＰＶ）感染的关系。方法　采用免疫组化方法检测ＰＩ３Ｋ、Ａｋｔ蛋白在８０例ＳＣＣ，３６例宫颈上皮内瘤变（ＣＩＮ），１２例慢性

宫颈炎症中的表达；治疗前均采用聚合酶链反应（ＰＣＲ）方法检测 ＨＰＶＤＮＡ感染。结果　ＳＣＣ组中ＰＩ３Ｋ、Ａｋｔ蛋白阳性表达率

显著高于ＣＩＮ组和慢性宫颈炎症组（犘＜０．０５），ＳＣＣ中ＰＩ３Ｋ、Ａｋｔ蛋白的阳性表达均与临床分期密切相关（犘＜０．０５）；ＰＩ３Ｋ、Ａｋｔ

在ＳＣＣ中的表达存在相关关系（犘＜００５）；１１６例ＣＩＮ和ＳＣＣ中，ＰＩ３ＫＡｋｔ在 ＨＰＶ 阳性组的表达率均显著高于 ＨＰＶ阴性组

（犘＜００５）。结论　ＰＩ３Ｋ、Ａｋｔ在ＳＣＣ发生、发展中起重要作用；两者与 ＨＰＶ感染密切相关。
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　　高危型人乳头瘤病毒（ｈｕｍａｎｐａｐｉｌｌｏｍａｖｉｒｕｓ，ＨＰＶ）感染

被认为是宫颈癌及癌前病变的主要病因，近年来，ＨＰＶ感染率

及宫颈癌发病率虽均较前升高，但仅有少数 ＨＰＶ持续感染的

患者最终发生了宫颈癌，表明还有更多其他因素参与了宫颈癌

的发生、发展。目前，信号转导通路的异常改变被认为与肿瘤

的发生密切相关，其中磷脂酰肌醇３激酶（ＰＩ３Ｋ）蛋白激酶Ｂ

（Ａｋｔ）信号转导通路与细胞增殖、凋亡、分化密切相关，本实验

通过对宫颈鳞癌中ＰＩ３Ｋ、Ａｋｔ蛋白表达及与 ＨＰＶ感染的研

究，探讨 ＨＰＶ 感染、ＰＩ３ＫＡｋｔ信号转导通路在宫颈鳞癌

（ＳＣＣ）发生、发展中的作用及相互关系。

１　资料与方法

１．１　一般资料　８０例ＳＣＣ组织为河南科技大学第一附属医

院妇科２００７～２０１０年病理科保存的石蜡包埋宫颈病变组织

（ＳＣＣ组），３６例宫颈上皮内瘤变（ＣＩＮ）组织（ＣＩＮ组）及１２例

慢性宫颈炎症组织（慢性宫颈炎症组）取自子宫良性病变行全

子宫切除术后患者，年龄（３０～７３）岁，中位年龄４４．５岁。所有

研究对象均在入院未行任何治疗前检测 ＨＰＶ，全部病例取标

本前均未做放疗、化疗；临床分期根据国际妇产科联盟（ＦＩＧＯ）

２０００年修订的标准，本资料８０例的临床分期为Ⅰ～Ⅲ期，其

中６６例进行了宫颈癌根治术，术中清扫淋巴结，可进行是否有

盆腔淋巴结转移的探讨。

１．２　方法　ＰＩ３Ｋ、Ａｋｔ蛋白的检测采用免疫组织化学ＳＰ法，

石蜡切片脱蜡至水，３％Ｈ２Ｏ２ 去除内源性过氧化物酶，０．０１

ｍｏｌ／Ｌ柠檬酸缓冲液煮沸修复抗原，加入一抗、二抗，孵育反

应，ＤＡＢ染色，苏木素复染。实验以已知阳性切片做阳性对

照，以磷酸盐缓冲液（ＰＢＳ）代替一抗做阴性对照。两种试剂均

购自福建迈新公司；ＨＰＶＤＮＡ检测采用香港凯普生物科技有

限公司 ＨＰＶ核酸扩增分型检测试剂盒，按试剂盒的说明书进

行操作：酚氯仿法提取基因组 ＤＮＡ，紫外分光光度计检测

ＯＤ２６０／２８０值，比值为１．７～２．０时认为达到所要求纯度，取１μＬ

抽提好的ＤＮＡ样本作为模板，加入ＰＣＲＭｉｘ、Ｔａｑ酶按一定

的比例混匀，利用ＰＣＲ进行体外扩增ＤＮＡ，使用 ＨＰＶ核酸扩

增分型检测试剂盒及核酸分子快速杂交仪，根据导入杂交原理

使目的分子穿过在已经固定好核酸探针的低密度基因芯片膜

上，进行快速杂交。ＨＰＶＤＮＡ阳性率＝（阳性标本数／总标本

数）×１００％。

１．３　结果判定　ＰＩ３Ｋ、Ａｋｔ蛋白免疫组化染色阳性信号呈棕

黄色，定位于细胞质和（或）细胞核。在高倍镜下取５个热点视

野，计数阳性细胞与肿瘤细胞的百分比：＜５％为（－），５％～

２５％（＋），２６％～５０％（＋＋），＞５０％（＋＋＋）。从＋～＋＋

７３３２重庆医学２０１３年７月第４２卷第２０期
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＋都记为阳性。免疫组化染色判定结果：（－）记为０分；（＋）

记为１分；（＋＋）记为２分；（＋＋＋）记为３分。

１．４　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１９．０统计软件进行分析，采用

χ
２ 检验和Ｓｐｅｒｍａｎｎ等级相关检验进行分析。以犘＜０．０５为

差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　ＳＣＣ组、ＣＩＮ组和慢性宫颈炎症组中ＰＩ３Ｋ和 Ａｋｔ的表

达　ＰＩ３Ｋ、Ａｋｔ主要定位于细胞质，两者在慢性宫颈炎症组中

表达很少，在ＳＣＣ组中的表达水平明显高于慢性宫颈炎症组

和ＣＩＮ组（犘＜０．０５），组间比较均差异无统计学意义（犘＞

０．０５），见表１。

表１　　ＰＩ３Ｋ、Ａｋｔ在宫颈组织中的表达

分组 狀
ＰＩ３Ｋ

狀（％） χ
２ 犘

Ａｋｔ

狀（％） χ
２ 犘

慢性宫颈炎症组 １２ １（８．３） １３．５５５０．００１ ０（０．０） ２０．５３２０．０００

ＣＩＮ组

　ＣＩＮⅠ～Ⅱ １６ ４（２５．０） １０．７７４０．００１ ４（２５．０） １３．１５２０．０００

　ＣＩＮⅢ ２０ ９（４５．０） ２．９５４０．０８６ １０（５０．０） ３．７２２０．０５４

ＳＣＣ组 ８０５５（６８．８） ５８（７２．５）

２．２　ＰＩ３Ｋ、Ａｋｔ蛋白表达水平与临床病理指标的联系　ＳＣＣ

中ＰＩ３Ｋ、Ａｋｔ蛋白的阳性表达与临床分期均有密切关系（犘＜

０．０５），见表２。

表２　　ＳＣＣ组织中ＰＩ３Ｋ、Ａｋｔ表达与临床病理指标的关系

项目 狀
ＰＩ３Ｋ

狀（％） χ
２ 犘

Ａｋｔ

狀（％） χ
２ 犘

病理分级

　高 ２０ １０（５０．０） ４．６７５ ０．０９７ １１（５５．０） ４．０９８ ０．１２９

　中 ３２ ２３（７１．９） ２５（７８．１）

　低 ２８ ２２（７８．６） ２２（７８．６）

淋巴结转移

　有 ２９ ２０（６８．９） ２．３２９ ０．１２７ ２３（７９．３） ３．７２１ ０．０５４

　无 ３７ ２２（５９．５） ２１（５６．８）

临床分期

　Ⅰ ３０ １１（３６．７）２３．７２８ ０．０００ １３（４３．３）２４．０４１ ０．０００

　Ⅱ ３６ ３１（８６．１） ３１（８６．１）

　Ⅲ １４ １３（９２．９） １４（１００．０）

２．３　ＰＩ３Ｋ、Ａｋｔ两者间的相关性　８０例ＳＣＣ组织标本中，

ＰＩ３Ｋ、Ａｋｔ蛋白共同阳性３８例，共同阴性５例，经相关性分析

差异有统计学意义（狉＝０．３９６，犘＜０．０５）。

２．４　ＰＩ３Ｋ、Ａｋｔ与 ＨＰＶ感染的关系　本研究中ＳＣＣ８０例，

ＣＩＮ３６例，共１１６例标本，ＨＰＶＤＮＡ阳性感染９８例中ＰＩ３Ｋ

阳性表达６６例（６７．３％），ＨＰＶＤＮＡ阴性感染１８例中ＰＩ３Ｋ

阳性表达２例（１１．１％），差异有统计学意义（χ
２＝１９．８２６，犘＜

０．０５）；ＨＰＶＤＮＡ 阳性感染９８例中 Ａｋｔ阳性表达６８例

（６９．４％），ＨＰＶＤＮＡ 阴性感染１８例中 Ａｋｔ阳性表达４例

（２２．２％），差异有统计学意义（χ
２＝１４．３６９，犘＜０．０５）。

３　讨　　论

宫颈癌在全世界妇女恶性肿瘤中位居第二，每年新发病例

５３万且多在发展中国家，寻找宫颈癌病因，明确宫颈癌发病机

制刻不容缓［１］。ＰＩ３ＫＡｋｔ信号转导通路是由ＰＩ３Ｋ及其受体、

胞内信号分子Ａｋｔ、下游靶基因构成的完整通路，其中每个环

节的异常都可能导致肿瘤发生。ＰＩ３Ｋ是由催化亚基ｐ１１０ａ和

调节亚基ｐ８５两者组成的异源二聚体，具有类脂激酶和蛋白激

酶的双重活性，是细胞内重要的信号传导分子，当细胞受到刺

激，调节亚基ｐ８５可与生长因子受体或连接蛋白相互作用使二

聚体构象发生改变，暴露催化亚基ｐ１１０ａ的活性部位，即ＰＩ３Ｋ

被活化，ＰＩ３Ｋ的催化亚基ｐ１１０ａ也可直接与Ｒａｓ结合使ＰＩ３Ｋ

被活化，活化的ＰＩ３Ｋ在细胞膜上生成 ＰＩＰ３，ＰＩＰ３可与 Ａｋｔ

的ＰＨ区结合使Ａｋｔ由细胞质转位到细胞膜，使其Ｓｅｒ４７３和

Ｔｈｒ３０８位点暴露并得以磷酸化，通过此途径，Ａｋｔ完全活化，

活化的Ａｋｔ处于信号枢纽位置。研究表明
［２３］，活化的 Ａｋｔ通

过作用于各种靶分子，如 Ｂｃｌ２ 家族成员 ＢＡＤ 和 ＢＡＸ、

ｃａｓｐａｓｅ９、ＮＦκＢ、Ｍｄｍ２、ｍＴＯＲ、基质金属蛋白酶等，参与细

胞周期进程，促进细胞增殖，抑制细胞凋亡，多数研究认为，

ＰＩ３ＫＡｋｔ通路是与肿瘤发生、发展密切相关的重要转导通

路［４６］。本研究结果发现，ＰＩ３Ｋ、Ａｋｔ在慢性宫颈炎症、ＣＩＮ

Ⅰ～Ⅱ、ＣＩＮⅢ、ＳＣＣ中，随着病变的进展，阳性表达率均呈逐

渐增高趋势，在ＳＣＣ组织中的表达水平明显高于慢性宫颈炎

症组和ＣＩＮⅠ～Ⅱ组，差异有统计学意义（犘＜０．０５），并随着

ＳＣＣ临床分期的进展，两者阳性表达率逐渐增高，经相关性分

析，两者间有相关关系，表明ＰＩ３ＫＡｋｔ信号转导通路在ＳＣＣ

中存在异常活化，该活化与ＳＣＣ的恶性进展有关，但本研究中

两个指标均与病理分级和淋巴结转移无关，这可能与样本数

量较少有关。

ＨＰＶ感染是宫颈癌发生的必要条件，大多数宫颈癌都伴

有高危型 ＨＰＶ感染
［７］，ＨＰＶ属多空病毒科Ａ亚组，为嗜上皮

性球状病毒，按功能分为：早期基因区（Ｅ区），晚期基因区（Ｌ

区）和上游调节区（ＬＣＲ），Ｅ区编码的蛋白有 Ｅ１、Ｅ７癌蛋

白［８］，Ｅ６、Ｅ７蛋白调控病毒繁殖与生长，与肿瘤发生密切相关，

Ｅ２可抑制Ｅ６、Ｅ７的功能，而Ｅ５对Ｅ７的完全活化是必须的。

Ｓｕｄａｒｓｈａｎ等
［９］认为 ＨＰＶ是宫颈癌的主要诱导因素，该病毒

癌基因Ｅ６、Ｅ７和宿主细胞基因的后生变化共同促进了细胞的

恶性转化。Ｋｉｍ等
［１０］研究指出，ＨＰＶＥ５蛋白在宫颈癌发病早

期有非常重要的作用，可激活表皮生长因子受体（ＥＧＦＲ）和血

管内皮生长因子（ＶＥＧＦ），并启动ＰＩ３ＫＡｋｔ信号转导通路参

与致癌，本研究中，ＨＰＶＤＮＡ阳性感染９８例中ＰＩ３Ｋ阳性表

达６６例，ＨＰＶＤＮＡ阴性感染１８例中ＰＩ３Ｋ阳性表达２例，

ＨＰＶＤＮＡ阳性感染９８例中Ａｋｔ阳性表达６８例，ＨＰＶＤＮＡ

阴性感染１８例中Ａｋｔ阳性表达４例，差异均有统计学意义，表

明ＰＩ３Ｋ、Ａｋｔ蛋白的表达与 ＨＰＶ感染均有密切关系，ＰＩ３Ｋ、

Ａｋｔ两者间又有相关关系，进一步证实了在ＳＣＣ的发生、发展

过程中ＰＩ３ＫＡｋｔ信号转导通路协同 ＨＰＶ发挥了重要作用。

本研究结果显示，ＰＩ３ＫＡｋｔ信号通路在肿瘤的发生机制

中起到重要的调控作用，阻断此通路对抑制肿瘤细胞生长、诱

导凋亡具有重要意义。夏曙等［１１］用 ＬＹ２９４００２抑制 Ｐ１３Ｋ

Ａｋｔ信号通路可以增强多西紫杉醇、顺铂、塞莱西布对宫颈

Ｈｅｌａ细胞的杀伤作用，该通路抑制剂西罗莫司已经在乳腺癌

Ⅰ期和Ⅱ期临床试验中应用
［１２］。该信号通路的其他元件

ＰＴＥＮ、ＮＦκＢ、Ｍｄｍ２、ｍＴＯＲ等是否也可成为治疗干预的靶

目标，多靶点联合干预是否可成为一种更加有效的治疗途径，

这些均有待于进一步深入研究。
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夹去肉芽组织再碎石［１０］。

ＰＣＮＬ的关键是经皮穿刺建立通道。作者选择在Ｂ超引

导下穿刺肾脏中盏无血管区，减少气胸等并发症的发生。碎石

时将剥皮鞘封住输尿管上段，避免碎石块返回肾盂肾盏系统

内，提高结石清除率。

ＲＩＵ成功的关键是正确识别输尿管结石的部位。术中要

正确识别腰大肌、侧腹膜等腹膜后解剖标志，常常需充分暴露

腰大肌和肾脏下极，沿腰大肌内侧于肾下极稍下方作钝性分离

寻找输尿管上段，也可由助手推动预先留置的带导丝的双Ｊ

管，帮助寻找输尿管。

在ＵＲＳＩ和ＰＣＮＬ手术中均有结石移位和较大的结石碎

片残留，予以留置双Ｊ管，术后行ＥＳＷＬ，结石多顺利排出。有

报道称在ＵＲＳＬ中结石移位，输尿管镜通过肾盂可看到肾盂

甚至部分肾盏，可直视下行ＰＣＮＬ，取出结石
［１１］。
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