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ＤＮＡ损伤修复相关因子在宫颈癌组织中表达的研究
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　　【摘要】　目的　探讨 ＤＮＡ损伤修复相关因子组蛋白 Ｈ２ＡＸ和毛细血管扩张性共济失调突变因子（ａｔａｘｉａｔｅｌａｎｇｉｅｃｔａｓｉａ
ｍｕｔａｔｉｏｎ，ＡＴＭ）在宫颈癌组织中的表达水平及诊断意义。　方法　选取 ２０１６年 １月 ～２０１７年 ７月我科宫颈癌 ３０例（宫颈癌
组），同时选取非宫颈癌 １８例为对照组，对宫颈癌组和对照组宫颈组织进行 ＨＥ染色和免疫组化染色，在 ｍＲＮＡ水平检测
Ｈ２ＡＸ和 ＡＴＭ的表达情况，以磷酸化抗体检测磷酸化 Ｈ２ＡＸ（γＨ２ＡＸ）与磷酸化 ＡＴＭ（ｐｈｏｓｐｈｏａｔａｘｉａｔｅｌａｎｇｉｅｃｔａｓｉａｍｕｔａｔｉｏｎ，
ｐＡＴＭ）水平。　结果　荧光定量 ＰＣＲ分析宫颈癌组 ＡＴＭｍＲＮＡ为 ２．８５４６±０．８８８１，明显高于对照组 １．００１８±０．４９８０（ｔ＝
９２５６，Ｐ＝０．０００）；宫颈癌组 Ｈ２ＡＸｍＲＮＡ为 ２．４３１２±０．８２２４，显著高于对照组 ０．７８９６±０．４７９１（ｔ＝８７３８，Ｐ＝０．０００）。
γＨ２ＡＸ和 ｐＡＴＭ主要在细胞核中表达，γＨ２ＡＸ阳性率 ８０．０％（２４／３０），显著高于对照组 １１．１％（２／１８）（Ｚ＝－３．３８１，Ｐ＝
００００）；宫颈癌组 ｐＡＴＭ阳性率 ８３．３％（２５／３０），显著高于对照组 １６．７％（３／１８）（Ｚ＝－４．０３１，Ｐ＝０．０００）。　结论　γＨ２ＡＸ
和 ｐＡＴＭ在宫颈癌中高表达，作为 ＤＮＡ损伤修复因子对宫颈癌的早期诊断有一定的临床意义。
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　　宫颈癌是常见的妇科恶性肿瘤，高居妇科恶性
肿瘤第２位［１］

。随着宫颈癌筛查的普及和手术、放

疗技术的发展，尤其腹腔镜手术的发展
［２］
，宫颈癌

预后得到改善，但是临床上一部分患者诊断时已经

晚期，治疗棘手，因此，精确的早期诊断仍然是临床

面临的难点。目前，生物标记物相关研究成为疾病

早期诊断及预后的热点。ＤＮＡ损伤修复与肿瘤的
发生、发展密切相关，可能会造成 ＤＮＡ错误，诱发肿
瘤的发生。磷酸化组蛋白 Ｈ２ＡＸ（γＨ２ＡＸ）与磷酸
化毛细血管扩张性共济失调突变因子（ｐｈｏｓｐｈｏ
ａｔａｘｉａｔｅｌａｎｇｉｅｃｔａｓｉａｍｕｔａｔｉｏｎ，ｐＡＴＭ）共同参与非同

源末端链接（ｎｏｎｈｏｍｏｌｏｇｏｕｓｅｎｄｊｏｉｎｉｎｇ，ＮＨＥＪ）ＤＮＡ
损伤修复过程，是细胞内对于 ＤＮＡ双链断裂的一种
快速敏感的反应，因此，γＨ２ＡＸ可以作为 ＤＮＡ损伤
的标记物分子。另外，γＨ２ＡＸ与宫颈癌新辅助化疗
后完全缓解率显著相关

［３，４］
。本研究探讨 Ｈ２ＡＸ与

ＡＴＭ２个目标分子在宫颈癌中的表达，旨在为宫颈癌
早期精确诊断提供新的手段。

１　临床资料与方法

１．１　一般资料
选取２０１６年１月 ～２０１７年７月我科就诊的 ３０
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例宫颈癌（宫颈癌组），年龄 ３０～６２岁，平均 ４５．７
岁。ＦＩＧＯ分期：ⅠＢ１期４例，ⅠＢ２期８例，Ⅱ Ａ期
６例，Ⅲ期 １０例，Ⅳ期 ２例。ＨＰＶ１６阳性 ２０例，
ＨＰＶ１８阳性７例，ＨＰＶ５６阳性 ２例，ＨＰＶ阴性 １例。
病理：鳞癌２２例，腺癌８例。对照组选取我科就诊的
１８例非宫颈癌（年龄 ４４～５７岁），包括子宫肌瘤（１３
例）、子宫内膜息肉（５例）。
１．２　方法
１．２．１　实验试剂与耗材　逆转录试剂盒（ｔｈｅｒｍｏ，
Ｋ１６２２），ＴＲＩＺＯＬ，无水乙醇，氯仿，异丙醇，荧光定量
ＰＣＲ试剂盒（ｔａｋａｒａＲＲ４２０Ａ），免疫组化试剂盒
ＰＶ９００，苏木素 －伊红染色液，γＨ２ＡＸ一抗（ＣＳＴ
２７５５Ｓ，１∶１００，兔来源，ｐＡＴＭ一抗（ＮＯＶＵＳＮＢ１００
３０６，１∶２００，鼠单抗）。ｑＲＴＰＣＲ仪［ＱｕａｎｔＳｔｕｄｉｏ３
ＲｅａｌＴｉｍｅＰＣＲ（９６ｗｅｌｌ０．２ｍｌＢｌｏｃｋ）］，组化湿盒及
相关器材，显微镜（日本 ＮｉｋｏｎＥＣＬＩＰＳＥ８０ｉ，Ｎｉｋｏｎ
ｃｏｒｐｏｒａｔｉｏｎ）等。
１．２．２　实验方法
１．２．２．１　实时定量 ＰＣＲ　取宫颈癌组和对照组的
宫颈组织，Ｔｒｉｚｏｌ法提取总 ＲＮＡ。Ｎａｎｏｄｒｏｐ２０００检
测 ＲＮＡ浓度。采用ｔｈｅｒｍｏＫ１６２２逆转录试剂盒，按
照试剂说明书添加逆转录体系，获得 ｃＤＮＡ文库。
设计 Ｈ２ＡＸ和 ＡＴＭ，βａｃｔｉｎ引物。Ｈ２ＡＸ上游引物
５’ＧＴＴＣＣＣＡＧＴＧＧＧＣＣＧＴＧＴＡ３’，下游 引 物 ５’
ＣＴＧＧＴＣＴＴＣＴＴＧＧＧＣＡＧＣＡ３’；ＡＴＭ 上游引物 ５’
ＴＣＧＧＣＡＴＴＣＡＧＡＴＴＣＣＡＡＡＣＡ３’，下游引物 ５’
ＴＧＡＧＡＡＡＴＣＴＣＣＡＡＧＧＡＴＣＴＧＧＴ３’；βａｃｔｉｎ上 游
引物 ５’ＣＴＣＴＣＣＣＴＣＡＣＧＣＣＡＴＣ３’，下游引物 ５’
ＡＣＧＣＡＣＧＡＴＴＴＣＣＣＴＣＴＣ３’。引物由华大基因合
成。按照实时定量 ＰＣＲ试剂盒添加体系反应。
ＰＣＲ反应条件：９０℃，３０ｓ；９５℃，５ｓ，６０℃，３０ｓ（４５
个循环）；９５℃，６０ｓ；５５℃，３０ｓ。
１．２．２．２　免疫组化　①４％多聚甲醛室温组织固定
过夜，修整组织。组织常规石蜡包埋、切片，切片厚

度为０．５μｍ。②柠檬酸抗原修复缓冲液高温修复。
③阻断内源性过氧化物酶。④孵育一抗：滴加
γＨ２ＡＸ和ｐＡＴＭ一抗，γＨ２ＡＸ和ｐＡＴＭ的抗体分别
按照１∶１００和１∶２００稀释。４℃孵育过夜。⑤孵育
二抗：ＰＢＳ（ｐＨ７．４）洗涤 ３次，每次 ５ｍｉｎ，二抗
（ＨＲＰ标记）按照１∶２００稀释覆盖组织，室温孵育５０
ｍｉｎ。⑥ＤＡＢ显色，自来水冲洗终止。⑦复染细胞
核。⑧脱水封片。结果评估：

宫颈癌组和对照组 γＨ２ＡＸ和 ｐＡＴＭ免疫组化
染色结果阳性呈黄色或棕黄色。免疫组化染色的强

度和分布采用国际 Ｒｅｍｍｅｌｅ评分 （ｉｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌ

ｒｅｍｍｅｌｅｓｃｏｒｅ，ＩＲＳ）半定量评分系统［５］
。染色强度：

０分 ＝无，１分 ＝弱，２分 ＝中等，３分 ＝强；阳性细胞
百分比：０分 ＝无，１分 ＝＜１％，２分 ＝１％ ～１０％，３
分 ＝１１％ ～３３％，４分 ＝３４％ ～６６％，５分 ＝６７％ ～
１００％，综合评分最高分８分。综合评分０分记（－），
１～２分记（＋），３～５分记（＋＋），６～８分记（＋＋＋）。
－和＋代表阴性，＋＋和 ＋＋＋代表阳性。免疫组化
染色的评分由２位病理科医生遵循互盲原则进行，二
者评分不一致时取均值。

１．２．２．３　ＨＥ染色　按照常规方法，石蜡切片脱
蜡，常规苏木精 －伊红染色，中性树胶封片。
１．３　统计学分析

采用ＳＰＳＳ１７．０处理数据，实时定量ＰＣＲ结果按照
２－ΔＣＴ法统计分析，每次数据均有３次重复，取均值。正
态分布的连续变量用ｘ±ｓ表示，采用独立样本 ｔ检验，
偏态分布的连续变量用中位数（最小值 ～最大值）表
示，采用 ＭａｎｎＷｈｉｔｎｅｙＵ检验；等级资料采用 Ｍａｎｎ
ＷｈｉｔｎｅｙＵ检验。Ｐ＜０．０５有统计学意义。

２　结果

２．１　Ｈ２ＡＸ和 ＡＴＭ在 ｍＲＮＡ水平的表达情况
实时定量 ＰＣＲ分析宫颈癌组和对照组 Ｈ２ＡＸ

和 ＡＴＭ 的表达，通过相对定量计算方法 ２－ΔＣＴ，
βａｃｔｉｎ为内参基因。宫颈癌组ＡＴＭｍＲＮＡ和Ｈ２ＡＸ
ｍＲＮＡ相对表达量较对照组显著高表达，见表１。

表 １　宫颈癌组和对照组 Ｈ２ＡＸ和 ＡＴＭ ｍＲＮＡ表达情况

组别
ＡＴＭ相对　　
表达量（２－△ＣＴ）

Ｈ２ＡＸ的相对　
表达量（２－△ＣＴ）

宫颈癌组（ｎ＝３０） ２．８５４６±０．８８８１ ２．４３１２±０．８２２４
对照组（ｎ＝１８） １．００１８±０．４９８０ ０．７８９６±０．４７９１

ｔ值 ９．２５６ ８．７３８
Ｐ值 ０．０００ ０．０００

２．２　ＨＥ染色和免疫组化
宫颈癌组 γＨ２ＡＸ综合评分中位数 ４分（０～８

分），显著高于对照组中位数 ０分（０～５分）（Ｍａｎｎ
ＷｈｉｔｎｅｙＵ检验，Ｚ＝－４．０２７，Ｐ＝０．０００）；宫颈癌组
ｐＡＴＭ综合评分中位数 ５分（０～８分），显著高于对
照组中位数 ０分（０～５分）（ＭａｎｎＷｈｉｔｎｅｙＵ检验，
Ｚ＝－４．４６８，Ｐ＝０．０００）。宫颈癌组γＨ２ＡＸ阳性２４
例（８０．０％），对照组阳性 ２例（１１．１％），宫颈癌组
显著高于对照组；宫颈癌组 ｐＡＴＭ 阳性 ２５例
（８３３％），对照组阳性 ３例（１６７％），宫颈癌组显
著高于对照组，见表２。ＨＥ染色见图１，免疫组化染
色见图２。

表 ２　宫颈癌组和对照组 ｐＡＴＭ 和 γＨ２ＡＸ免疫组化综合评分比较 　

组别

ｐＡＴＭ γＨ２ＡＸ
阴性 阳性 阴性 阳性

－ ＋ ＋＋ ＋＋＋ － ＋ ＋＋ ＋＋＋
宫颈癌组（ｎ＝３０） ２ ３ １３ １２ ４ ２ １３ １１
对照组（ｎ＝１８） １１ ４ ３ ０ １４ ２ ２ ０

Ｚ值 －４．０３１ －３．３８１
Ｐ值 　０．０００ 　０．０００

　　注：－和 ＋代表阴性，＋＋和 ＋＋＋代表阳性
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图１　宫颈癌组和对照组 ＨＥ染色　ａ．对照组宫颈上皮细胞排列整齐，细胞核形态正常（黑色箭头：正常
宫颈上皮）；ｂ．宫颈癌组可见明显癌灶，细胞排列紊乱，细胞核形态消失（黑色箭头：癌细胞）　（ＨＥ染
色　 ×２００）　图２　宫颈癌组和对照组 γＨ２ＡＸ和 ｐＡＴＭ 免疫组化表达情况　ａ，ｂ．对照组 γＨ２ＡＸ和
ｐＡＴＭ免疫组化（黑色箭头：细胞呈弱阳性）；ｃ，ｄ．宫颈癌组 γＨ２ＡＸ和 ｐＡＴＭ免疫组化均有明显表达，棕
黄色或黄色为阳性显色，两者均定位于细胞核（　 ×２００）

３　讨论

在我国，宫颈癌患者每年新发病例约在１１万以
上，每年有２万 ～３万女性死于宫颈癌。与其他肿
瘤相比，宫颈癌具有明确的致病因素及癌前病变病

程进展，通过早期预防和筛查，可以降低发病率和死

亡率
［６］
。性交年龄早、多个性伴侣、早婚、早产、多

次流产、肥胖、家族史、高危型 ＨＰＶ１６和 １８感染均
可导致宫颈癌的发生。宫颈癌预后与多因素相关，

年龄是宫颈癌患者独立预后因素之一
［７］
。目前，宫

颈癌的研究重心已转向对癌前病变的早期发现和治

疗
［８］
。本研究探讨参与 ＤＮＡ双链损伤修复相关因

子 γＨ２ＡＸ和 ｐＡＴＭ在宫颈癌中的表达情况，并分析
其是否可以作为诊断预测的标记分子。本研究中免

疫组化判读结果将“＋”判定为阴性，是根据黄晓园

等
［９］
的评分判断方法，以除外非特异性染色的干

扰。本研究结果显示二者在 ｍＲＮＡ和蛋白质水平
宫颈癌组织中表达明显高于对照组（Ｐ均 ＝０．０００）。
因此，γＨ２ＡＸ和 ｐＡＴＭ因子在宫颈癌的早期诊断有
一定临床意义。

ＤＮＡ损伤是肿瘤发生的明确病因，尤其是 ＤＮＡ
双链断裂伴随细胞周期检查点的激活。宫颈癌可能

由于 ＤＮＡ损伤导致肿瘤的发生，并伴随 ＤＮＡ损伤
修复相关因子的激活

［１０］
。ｐＡＴＭ和 γＨ２ＡＸ是参与

ＤＮＡ双链断裂损伤修复的重要因子，ＡＴＭ活化会进
一步激活 γＨ２ＡＸ，磷酸化修饰会启动 ＤＮＡ修复和
激活检查点的相关途径，从而阻止细胞周期的进

展
［１１，１２］

。Ｒｏｏｓｓｉｎｋ等［１３］
研究 ＤＮＡ损伤修复（ＤＮＡ

ｄａｍａｇｅｒｅｐａｉｒ，ＤＤＲ）组成成分包括 ｐＡＴＭ在内作为
潜在的治疗靶点以及 ＤＤＲ活化在放化疗的宫颈癌
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患者的预测和预后价值，最终认为宫颈癌患者中

ｐＡＴＭ对放化疗的保护性意义，并指出 ｐＡＴＭ抑制
可能是促进放化疗的可能途径。γＨ２ＡＸ是磷酸化
的 Ｈ２ＡＸ，可以作为宫颈癌患者新辅助化疗的预测
因子，但仍需进一步探索

［１４］
。对宫颈癌的特征性信

号通路和基因的探索研究显示，ＡＴＭ信号通路的激
活、细胞周期调控异常、内切酶活性增强和 ３ｑ区域
的扩增等都有希望成为评价宫颈癌发病风险的指

标，提供更好的宫颈癌防治策略
［１５］
。

宫颈癌可通过定期妇科体检达到一定的预防、

早期诊断目的，但患者早期症状无特异性，临床误

诊、漏诊率较高
［１６］
，诊断缺乏准确性，无论是病毒还

是肿瘤相关标记物检测均没有完全准确的手段，感

染程度和癌症病程进展关系难以提前预知
［１７］
。早

期检出并给予积极的治疗是防治宫颈癌的关键，目

前，宫颈癌的诊断多通过 ＴＣＴ、高危型 ＨＰＶ感染、肿
瘤相关标记物以及影像学检查等联合诊断

［１８～２１］
。

本文提出 ＤＮＡ损伤修复因子 γＨ２ＡＸ和 ｐＡＴＭ参与
宫颈癌的发生，期望通过对宫颈组织早期检测达到

诊断目的。近年来，不断出现新的宫颈癌相关的生

物标记，比如 ＡＴＢ（转化生长因子 －β诱导激活的一
种 ｌｎｃＲＮＡ）的高表达是宫颈癌预后的独立危险因
素

［２２］
，ＰＢＸ３（ＰｒｅＢｃｅｌｌｌｅｕｋｅｍｉａｈｏｍｅｏｂｏｘ３）［２３］

和

ｍｉｃｒｏＲＮＡ４６６也同样发现有宫颈癌早期预测，疾病
进展以及预后的标记作用

［２４］
。本研究显示宫颈癌

细胞中存在显著的 γＨ２ＡＸ与 ｐＡＴＭ激活，即大量的
ＤＮＡ损伤，表明 ＤＮＡ损伤很可能是驱动癌症发生
的主要原因之一。除 γＨ２ＡＸ与 ｐＡＴＭ外，细胞内还
含有数十种其他 ＤＮＡ损伤响应因子，如 ＭＤＣ１、
ＮＢＳ１、ＰＮＫＰ等。这些因子的功能异常或基因突变
都有可能引起 ＤＮＡ损伤修复的失败、基因组紊乱以
及最终的癌症发生。因此，检测 ＤＮＡ损伤修复因子
的基因表达或相关生化特性，很可能对宫颈癌的早

期诊断及分级治疗提供新策略。
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ａｎｄ５３ＢＰ１ａｓｐｒｅｄｉｃｔｉｖｅｍａｒｋｅｒｓｉｎｃｅｒｖｉｃａｌｃａｎｃｅｒ．ＩｎｔＪＣａｎｃｅｒ，
２０１２，１３１（９）：２０５６－２０６６．

１４　ＺｈａｏＪ，ＷａｎｇＱ，ＬｉＪ，ｅｔａｌ．Ｃｏｍｐａｒａｔｉｖｅｓｔｕｄｙｏｆｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｅｄ
ｈｉｓｔｏｎｅＨ２ＡＸｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓｉｎｔｈｅｃｅｒｖｉｃａｌｃａｎｃｅｒｐａｔｉｅｎｔｓｏｆｐｒｅａｎｄ
ｐｏｓｔｎｅｏａｄｊｕｖａｎｔｃｈｅｍｏｔｈｅｒａｐｙ．ＥｕｒＪＧｙｎａｅｃｏｌＯｎｃｏｌ，２０１５，３６
（３）：３１８－３２２．

１５　程　静，潘光鑫，周　素，等．宫颈癌发病机制的探讨．中国妇幼
保健，２０１４，２９（２８）：４５４５－４５４７．

１６　姚春慧，李　波，谭　娟，等．子宫颈癌患者肿瘤标志物联合 ＭＲＩ
影像诊断的临床价值．中国 ＣＴ和 ＭＲＩ杂志，２０１７，１５（６）：１０３－
１０６．

１７　王　楠，马　蓉，吴建中，等．宫颈癌的发病机制、诊断及治疗进
展．中国肿瘤外科杂志，２０１３，５（２）：１２１－１２４．

１８　杨　辉，郑　君．联合检测血清 ＳＣＣＡ、ＣＡ１９－９及 ＣＡ１２５对宫
颈癌诊断及预后判断的临床意义．中国妇幼保健，２０１３，２８（５）：
７７２－７７４．

１９　颜　萍，龚旭华．多种血清肿瘤标志物检测在早期宫颈癌诊断中
的意义．实用癌症杂志，２０１４，２９（７）：７４１－７４３．

２０　左拥军，史丽静，谢　雁．ＭＲＩ扫描技术对诊断宫颈癌的临床研
究．中国临床医生杂志，２０１７，４５（２）：８３－８６．

２１　张志娟，薛　燕．ＴＣＴ与高危型 ＨＰＶＤＮＡ检测在宫颈癌筛查中
的应用价值探讨．中国妇幼保健，２０１６，３１（２４）：５３３９－５３４１．

２２　ＣａｏＷ，ＰｅｎｇＴ，ＺｈｏｕＹ．ＬｏｎｇｎｏｎｃｏｄｉｎｇＲＮＡ ａｃｔｉｖａｔｅｄｂｙ
ｔｒａｎｓｆｏｒｍｉｎｇｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒβｐｒｏｍｏｔｅｓｃａｎｃｅｒｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔａｎｄｉｓａ
ｐｒｏｇｎｏｓｔｉｃｍａｒｋｅｒｉｎｃｅｒｖｉｃａｌｃａｎｃｅｒ．ＪＣａｎｃｅｒＲｅｓＴｈｅｒ，２０１７，１３
（５）：８０１．

２３　ＬｉＨ，ＳｕｎＧ，ＬｉｕＣ，ｅｔａｌ．ＰＢＸ３ｉｓａｓｓｏｃｉａｔｅｄｗｉｔｈｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎａｎｄ
ｐｏｏｒｐｒｏｇｎｏｓｉｓｉｎｐａｔｉｅｎｔｓｗｉｔｈｃｅｒｖｉｃａｌｃａｎｃｅｒ．ＯｎｃｏＴａｒｇｅｔｓＴｈｅｒ，
２０１７，１０：５６８５－５６９４．

２４　ＺｈｏｕＬＬ，ＳｈｅｎＹ，ＧｏｎｇＪＭ，ｅｔａｌ．ＭｉｃｒｏＲＮＡ４６６ｗｉｔｈｔｕｍｏｒ
ｍａｒｋｅｒｓｆｏｒｃｅｒｖｉｃａｌｃａｎｃｅｒｓｃｒｅｅｎｉｎｇ．Ｏｎｃｏｔａｒｇｅｔ，２０１７，８（４１）：
７０８２１－７０８２７．

（收稿日期：２０１８－０１－０４）
（修回日期：２０１８－０３－１１）

（责任编辑：李贺琼）
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