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摘要：目的 研究p16基因（P16INK4A）、Ki⁃67共表达检测在宫颈上皮内瘤样病变（CIN）鉴别诊断中的临床和经济价值。方法 选

取上海市长宁区妇幼保健院2016年12月至2018年8月收诊的液基细胞学（LCT）诊断为≥意义不明的不典型鳞状细胞（ASCUS）
女性病人 431例，其中因细胞量不足、细胞学不满意无法行P16/Ki⁃67双染剔除 21例，最终有效标本数量为 410例，均经采取

P16INK4A、Ki⁃67单染及P16/Ki⁃67双染检测，以阴道镜活检作为金标准，分析P16INK4A、Ki⁃67对CIN的诊断价值（诊断准确性、敏感

性、特异性）及其与人乳头状瘤病毒（HPV）感染的关联性。结果 （1）P16INK4A、Ki⁃67与HPV感染关联性：经Spearman相关性分

析，P16INK4A、Ki⁃67与HPV感染呈正相关（r1＝0.572，P1＝0.005；r2＝0.554，P2＝0.011）；（2）阴道镜活检结果：经阴道镜活检，410
例 LCT诊断为≥ASCUS女性病人中，132例为阳性病人，占 32.20%，阴性病人 278例，占 67.80%；（3）P16INK4A、Ki⁃67诊断结果：

P16INK4A单染检查，阳性144例，阴性266例；Ki⁃67单染检查，阳性143例，阴性267例；P16/Ki⁃67双染检查，阳性168例，阴性242
例；（4）诊断价值：P16/Ki⁃67 双染诊断准确性 90.27%、敏感性 98.48% 高于 P16INK4A、Ki⁃67 单染（85.37%、84.15%）、（81.82%、

79.55%）（P＜0.05）；P16/Ki⁃67双染诊断特异性86.33%与P16INK4A单染87.05%、Ki⁃67单染86.33%相比，差异无统计学意义（P＞

0.05）。结论 P16INK4A、Ki⁃67应用于CIN鉴别诊断中，与HPV感染具有正相关关系，可显著提高诊断准确性、敏感性，为临床判断

CIN病情程度、制定治疗方案等提供有力参考依据。但P16INK4A、Ki⁃67及P16/Ki⁃67双染检测经济费用较高，致使临床应用受限。
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Abstract：Objective To study the clinical and economic value of P16INK4A and Ki⁃67 co⁃expression detection in the differential di⁃
agnosis of cervical intraepithelial neoplasia（CIN）.Methods From December 2016 to August 2018，431 female patients with ≥
atypical squamous cell（ASCUS）of unknown significance diagnosed by liquid⁃based cytology（LCT）were selected in our hospital.
Among them，21 cases of P16/Ki⁃67 double staining were eliminated due to insufficient cell volume and cytological dissatisfaction.
The number of valid specimens was 410 cases.By using P16INK4A，Ki⁃67 single staining and P16/Ki⁃67 double staining，colposcopic
biopsy as gold standard，the diagnostic value of P16INK4Aand Ki⁃67 for CIN（diagnostic accuracy，sensitivity，specificity）and its asso⁃
ciation with human papillomavirus（HPV）infection were analyzed.Results （1）Association of P16INK4A，Ki⁃67 with HPV infection：
Spearman correlation analysis showed that P16INK4Aand Ki⁃67 were positively correlated with HPV infection（r1＝0.572，P1＝0.005；
r2＝0.554，P2＝0.011）.（2）Colposcopic biopsy results：Among 410 women diagnosed with ≥ASCUS by LCT，132 cases were positive，
accounting for 32.20%，278 cases of negative patients，accounting for 67.80%；（3）P16INK4A and Ki⁃67 diagnostic results：P16INK4A sin⁃
gle stain test was positive in 144 cases and negative in 266 cases；Ki⁃67 single stain test showed positive in 143 cases and negative
in 267 cases；P16/Ki⁃67 double staining showed positive in 168 cases and negative in 242 cases.（4）Diagnostic value：The diagnos⁃
tic accuracy and sensitivity of P16/Ki⁃67 double staining were 90.27% and 98.48% respectively，which were higher than those of
P16INK4A and Ki⁃67 single staining（85.37% and 84.15%），（81.82% and 79.55%）（P＜0.05）.The specificity of P16/Ki⁃67 double stain⁃
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ing diagnosis was 86.33% compared with P16INK4A single staining 87.05% and Ki⁃67 single staining 86.33%，the difference was not
statistically significant（P＞0.05）.Conclusions P16INK4A and Ki⁃67 are used in the differential diagnosis of CIN and have positive
correlation with HPV infection.It can significantly improve the diagnostic accuracy and sensitivity，and provide a strong reference
for clinical judgment of CIN and formulation of treatment programs.However，the high cost of P16INK4A，Ki⁃67 and P16/Ki⁃67 double
staining tests result in limited clinical application.
Key words：Cervical intraepithelial neoplasia； Ki⁃67 antigen； Genes，p16； Colposcopy； Papillomavirus infections； Diagnosis，
differential

宫颈上皮内瘤样病变（cervical intraepithelial
neoplasia，CIN）是宫颈癌前病变的主要疾病状态，在

正常宫颈上皮组织发展到宫颈癌的连续过程中，具

有至关重要作用［1］。早期明确、诊断CIN并准确判

断其病情程度及预后转归情况对减少宫颈癌发生

和发现早期宫颈癌意义重大。但相关研究表明，

CIN进行组织学诊断时，极易与不成熟鳞状上皮化

生和萎缩及修复性/反应性上皮改变产生混淆现象，

导致诊断结果受到影响［2］。近年来，临床为提高

CIN诊断准确性、减少诊断差异，逐渐于辅助诊断客

观指标中引入生物学标志物。其中，P16INK4A（可简

称为P16）在多种肿瘤组织中通过缺失表达降低或

甲基化、突变加快肿瘤疾病发生与进展［3］。Ki⁃67是

一种非组蛋白抗原，属于核增殖标志基因，研究显

示Ki⁃67过度表达可对多种肿瘤恶性生物学行为产

生密切影响［4］。因此，本研究选取液基细胞学（liq⁃
uid⁃based cytology test，LCT）诊断为≥意义不明的不

典型鳞状细胞（atypical squamous cells of undeter⁃
mined significance，ASCUS）女性病人作为研究对象，

以探讨P16INK4A、Ki⁃67共表达在CIN鉴别诊断中的临

床和经济价值。具体总结如下。

1 资料与方法

1.1 一般资料 选取上海市长宁区妇幼保健院

2016年 12月至 2018年 8月收诊的经 LCT诊断为≥
ASCUS女性病人431例，其中因细胞量不足、细胞学

不满意无法行P16/Ki⁃67双染剔除21例，最终有效标

本数量为 410例，年龄（49.01±5.84）岁，范围为 21～
70岁，病程（1.16±0.14）年，范围为9个月至3年。本

研究符合《世界医学协会赫尔辛基宣言》相关要求。

1.2 选取标准

1.2.1 纳入标准 （1）均具有明确信息（如年龄、性

别、病史等）；（2）年龄范围为 21～70 岁；（3）均经

LCT诊断为≥ASCUS；（4）宫颈完整，且未接受过宫颈

手术或物理治疗；（5）无临床怀孕疑似症状；（6）病

人及近亲属理解研究程序，自愿参与，且均签订知

情承诺书。

1.2.2 排除标准 （1）样本信息不全者；（2）既往罹

患宫颈尖锐湿疣、宫颈息肉等宫颈疾病者；（3）伴有

其他宫颈疾病者；（4）处于妊娠期、哺乳期女性；（5）
不符合样本制作要求；（6）同时参加其他临床研究

者。

1.3 方法

1.3.1 样本采集方法 所有研究对象均由经验丰

富的妇科医生对其进行常规妇科检查，同时采集标

本，具体采集步骤：采用BD SurePathTM细胞学采样

器（由广州市宝迪科技有限公司提供）将宫颈脱落

细胞标本收集充足，于宫颈口对准宫颈刷尖端，在

施加合适压力条件下同方向旋转宫颈刷，持续5～8
周，尽可能使宫颈刷于宫颈移行带上刷取细胞，保

障获取充足细胞成分。取出后，将细胞标本放置于

富含保存液的细胞保存瓶内，填写病理报告，于15～
30 ℃条件下保存标本，送至病理科检测。

1.3.2 人 乳 头 状 瘤 病 毒（human papillomavirus，
HPV）检测方法 选择 PCR 毛细管电泳法检测

HPV，采用由宁波海尔施基因科技有限公司提供的

贝克曼GeXP全自动核酸检测系统进行检测，操作

步骤严格按照说明书完成，目的是检查18种高危型

HPV（16，18，26，31，33，35，39，45，51，52，53，56，58，
59，66，68，73，82型）和 7种低危型别（6，11，42，43，
44，81，83）。高危型HPV结果只要有一项为阳性则

记为阳性，结果均阴性记为阴性。

1.3.3 LCT 检查方法 采用BD SurePathTM系统（由

广州市宝迪科技有限公司提供）制备细胞学玻片，

具体操作步骤：对标本进行预处理（消化液），以保

障获取足量细胞，保证制作质量。于BD SurePathTM

制片机中放置样本存放瓶，进行程序化制片，之后

于乙醇（95%）固定玻片，实行巴氏染色，根据阴道细

胞学诊断分类系统（the bethesda system，TBS）报告

结果。具体分类：未见上皮内病变细胞和恶性病变

细胞（No intraepithelial lesions / malignant，NILM）、不
典型腺细胞（atypical glandular cell，AGC）、ASCUS、
鳞状上皮内低度病变（low⁃squamous intraepithelial
lesion，LSIL）、非典型鳞状上皮细胞，不除外高级别

鳞状上皮内病变（atypical squamous cells not except
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high lesion，ASC⁃H）、鳞状上皮内高度病变（high⁃
squamous intraepithelial lesion，HSIL）、鳞状细胞癌

（squamous cell carcinoma，SCC），将ASCUS及以上细

胞学诊断定义为细胞学阳性。

1.3.4 P16/Ki⁃67单染及双染方法 P16、Ki67单染

采用免疫细胞化学染色法进行检测，分别制片后加

入鼠抗人P16和兔抗人Ki67，具体详细步骤均按照

试剂盒说明书操作。P16/Ki⁃67双染检测采用由罗

氏公司提供的全自动免疫组化分析仪（型号为CIN⁃
tec PLUS），将标本经BD SurePathTM制片后，固定于

乙醇中（95%），对标本进行染色，清洗（洗洁精），最

后将其封固。由专业检验医师在显微镜条件下进

行观察、分析，并将观察画面采用拍照形式记录下

来。P16INK4A结果判读方法为细胞质或（和）细胞核

着棕黄色，则判定为 P16INK4A呈现阳性表达。Ki⁃67
结果判读方法为阴性：阳性细胞数＜10%或无阳性

细胞；其阳性细胞通常见于细胞核，弱阳性：阳性细

胞数 10%～25%；阳性：阳性细胞数＞25%～50%；

强阳性：阳性细胞数＞50%，于上皮全层弥漫分布。

P16/Ki⁃67双染结果判读方法为将 P16细胞质定义

为染色棕色、Ki⁃67细胞核定义为染色红色，在同一

焦距条件下进行观察，若结果显示出特定红染细胞

核、棕染细胞质，则认定为阳性细胞，单个细胞双染

则判定为阳性；同一细胞内仅见 1种颜色或未见两

种颜色则判定为阴性。判读标准独立于形态学检

查结果，任何强弱、任何水平表达均可。如图1，2。
1.3.5 阴道镜活检 由经验丰富的专业医师进行

相关检查操作，具体操作步骤：于宫颈依次涂抹醋

酸（3%）、复方碘溶液（1%），组织标本采集处选择可

疑部位，实行病理活检。若阴道镜图像不满意，则

于宫颈管采取常规搔刮措施，采集后固定组织标本

（4% 甲醛），实施病理检查。病理诊断中 CIN Ⅱ、

CIN Ⅲ（相当于HSIL）及浸润癌判定为阳性；CIN Ⅰ
（相当于LSIL）及宫颈炎症判定为阴性。

1.4 观察指标 （1）P16INK4A、Ki⁃67与HPV感染关联

性。（2）阴道镜活检结果。（3）P16INK4A、Ki⁃67单染及

P16/Ki⁃67双染诊断结果。（4）诊断价值（诊断准确

性、敏感性、特异性）。

1.5 统计学方法 运用 SPSS 21.0软件处理数据，

计数资料采用例（%）表示，采用χ 2检验，P＜0.05表

明差异有统计学意义。

2 结果

2.1 P16INK4A、Ki⁃67与HPV感染关联性 Spearman
相关性分析，P16INK4A、Ki⁃67与HPV感染呈正相关（r1＝

0.572，P1＝0.005；r2＝0.554，P2＝0.011）。

2.2 阴道镜活检结果 经阴道镜活检，410例 LCT
诊断为≥ASCUS女性病人中，132例为阳性病人，占

32.20%，其中 CIN Ⅱ占 34.09%（45/132），CIN Ⅲ占

39.39%（52/132），浸润癌占26.52%（35/132）；阴性病

人 278例，占 67.80%，其中子宫炎症占 56.83%（158/
278），CIN Ⅰ占43.17%（120/278）。
2.3 P16INK4A、Ki⁃67单染及P16/Ki⁃67双染诊断结

果 P16INK4A单染检查，阳性 144例，阴性 266例，其

中漏诊 24例，误诊 36例；Ki⁃67单染检查，阳性 143
例，阴性 267例，其中漏诊 27例，误诊 38例；P16/Ki⁃
67双染检查，阳性 168例，阴性 242例，其中漏诊 2
例，误诊38例。见表1。

表1 P16INK4A、Ki⁃67单染及P16/Ki⁃67双染鉴别诊断

宫颈上皮内瘤样病变410例结果/例

阴道镜活检

+
-
合计

例数

132
278
410

P16INK4A单染

+
108
36
144

-
24
242
266

Ki⁃67单染

+
105
38
143

-
27
240
267

P16/Ki⁃67双染

+
130
38
168

-
2

240
242

2.4 诊断价值 P16/Ki⁃67双染诊断准确性、敏感

性高于 P16INK4A、Ki⁃67单染（P＜0.05）；P16/Ki⁃67双

染诊断特异性与P16INK4A、Ki⁃67单染相比，差异无统

计学意义（P＞0.05），见表2。
表2 P16INK4A、Ki⁃67单染及P16/Ki⁃67双染鉴别诊断

宫颈上皮内瘤样病变410例诊断价值/%（n/N）
诊断方法

P16INK4A单染

Ki⁃67单染

P16/Ki⁃67双染

χ 2值

P值

诊断准确性

85.37（350/410）
84.15（345/410）
90.27（370/410）

7.345
0.025

诊断敏感性

81.82（108/132）
79.55（105/132）
98.48（130/132）

24.354
0.000

诊断特异性

87.05（242/278）
86.33（240/278）
86.33（240/278）

0.083
0.960

3 讨论

近年来我国宫颈癌发病率呈现逐渐上升趋势，

发病人群呈现年轻化趋势，对女性生命安全造成严

重威胁，防治形势严峻［5］。宫颈癌通常是因高危型

HPV感染而致，其发展过程通常认为需经过宫颈正

常上皮组织—宫颈癌前病变—宫颈癌的演变过程，

其中宫颈癌前病变CIN具有至关重要作用［6⁃7］。临

床为降低宫颈癌发病率，需及早确诊CIN，在明确病

情程度基础上采取有效措施治疗，控制疾病进展。

研究表明，CIN组织学诊断结果可直接关系到病人

病情程度判断及治疗方案制定，对其预后情况具有

间接影响［8⁃9］。

近年来，生物学标志物成为临床研究热点。周
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文俊［10］研究中表明，在CIN、宫颈癌组织中，P16INK4A、

Ki⁃67与HPV感染具有明显正相关关系。本研究结

果也显示，P16INK4A、Ki⁃67与HPV感染呈正相关（P＜

0.05），表明P16INK4A、Ki⁃67可随HPV感染发生、进展

呈现逐渐上升趋势，在诊断CIN及宫颈癌中具有一

定辅助作用。P16INK4A属于细胞周期素依赖性激酶

抑制物，半衰期较短，可作用于除G0期外所有细胞

周期阶段，可将细胞G1期至 S期进展过程阻断，从

而发挥抑制细胞增殖作用，可达到抑制癌症的目

的，若出现甲基化、突变或缺失表达降低等现象，则

可引发肿瘤疾病［11⁃12］。临床实践证实，P16INK4A参与

HPV感染而致的宫颈病变进展过程，且具有重要作

用［13］。Ki⁃67则属于细胞核内蛋白，与细胞分裂增

殖关系密切，可准确反映细胞增殖活性［14］。相关研

究表明，Ki⁃67可有效反映宫颈癌细胞增殖情况［15］。

同时，研究显示Ki⁃67过度表达对多种肿瘤疾病预

后产生不同程度影响［16⁃17］。近年来，P16/Ki⁃67双染

逐渐应用于临床肿瘤疾病诊断中，若同一细胞内同

时检测出 P16INK4A、Ki⁃67，则标志着细胞周期失调，

对检出真正病变细胞具有明确辅助作用，且不依赖

于形态学检查结果［18⁃19］。本研究结果显示，P16/Ki⁃
67双染诊断准确性、敏感性高于P16INK4A、Ki⁃67单染

（P＜0.05），可见P16INK4A、Ki⁃67应用于CIN鉴别诊断

中，可显著提高诊断准确性、敏感性，有助于判断

CIN病情程度。

现阶段，P16INK4A、Ki⁃67在临床肿瘤疾病诊断中

的应用具有一定局限性，主要是由于其检测过程中

所需BD SurePathTM系统、生化分析仪、抗体、试剂盒

等一系列相关检验设备经济费用相对较高，加之操

作过程相对繁琐复杂，导致应用受限。但本研究在

P16INK4A、Ki⁃67与CIN分级之间具体关系方面未作详

细探究，需作进一步分析与探讨。

综上可知，P16INK4A、Ki⁃67应用于CIN鉴别诊断

中，与HPV感染具有正相关关系，可在不影响诊断

特异性基础上显著提高诊断准确性、敏感性，可为

临床判断CIN病情程度、制定治疗方案等提供有力

参考依据，但P16INK4A、Ki⁃67及P16/Ki⁃67双染检测经

济费用较高，临床应用受限。

（本文图1，2见插图3⁃4）
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