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［摘要］  背景与目的：宫颈癌是妇科最常见的恶性肿瘤，人乳头状瘤病毒（human papilloma virus，HPV）与宫颈癌/癌前

病变的发生关系密切。宫颈组织活检RNA标本及宫颈癌细胞系中发现HPV 16 E7基因与FoxM1基因表达具有相关性。为发掘

辅助诊断宫颈鳞癌及其癌前病变的免疫组织化学（immunohistochemistry，IHC）标志物，分析宫颈组织中高危型HPV感染

（high-risk HPV，hrHPV）和转录因子FoxM1及其下游蛋白Cdc25B的细胞核内水平之间的相关性。方法：宫颈活检、锥切

及子宫切除组织学标本来自复旦大学附属肿瘤医院病理科资料库（2007—2009年），用于细胞核FoxM1和Cdc25B蛋白IHC
检测，并与23种基因型HPV DNA检测以及P16INK4a（P16）和Ki-67之IHC结果比较。结果：包括22例正常、28例CIN1、50
例CIN2/3和40例鳞癌在内共计140例入组。CIN2+中hrHPV感染率100%（90/90），FoxM1、Cdc25B、P16和Ki-67阳性率分

别为100.00%（90/90）、94.44%（85/90）、85.56%（77/90）和97.78%（88/90），且上述标志物阳性率均随宫颈病变严重

程度加剧而上升（Jonckheere-Terpstra检验，P均＜0.000 1）。FoxM1和Cdc25B表达与hrHPV感染、P16和Ki-67阳性率相关

（Spearman相关检验，P均<0.000 1）。FoxM1和Cdc25B诊断CIN2+效果佳，曲线下面积（area under curve，AUC）值分别

为0.850和0.822。结论：人宫颈鳞状上皮中细胞核FoxM1和Cdc25B蛋白水平与hrHPV感染相关，有望成为诊断与鉴别诊断

CIN2+的潜在辅助指标。
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［Abstract］ Background and purpose: Cervical cancer is the most common gynecological malignancy, and human 
papillomavirus (HPV) is closely related to cervical cancer/precancerous lesions. Correlation between expressions of HPV16 E7 and 
FoxM1 was found in cervical tissue biopsy RNA samples and cervical cancer cell lines. This study aimed to discover the potential 
immunohistochemical markers for cervical squamous cell carcinoma (SCC) and its precursor. We conducted correlation analysis 
for high-risk HPV (hrHPV) infection versus nuclear protein expressions of transcriptional factor FoxM1 and its downstream target 
Cdc25B using uterine cervical tissues. Methods: Histological samples obtained from cervical biopsy, conization or hysterectomy 
were collected from pathology archives of Fudan University Shanghai Cancer Center from 2007 to 2009. Nuclear expressions of 
FoxM1 and Cdc25B were evaluated by immunohistochemistry and compared with P16 and Ki-67 immunostaining, as well as HPV 
DNA tests for 23 genotypes. Results: A total of 140 cases were recruited, including normal (n=22), cervical intraepithelial neoplasia 
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　　宫颈癌是最常见的妇科恶性肿瘤，其中宫颈鳞

癌（squamous cell carcinoma，SCC）最多见，宫颈上

皮内瘤变（cervical intraepithelial neoplasia，CIN）为

宫颈鳞癌的癌前病变。宫颈细胞学与高危型人乳头

状瘤病毒（high-risk human papilloma virus，hrHPV）

检测是目前宫颈癌筛查的主要方法，虽然细胞学和

hrHPV检测分别有灵敏度和特异度相对较低的局限

性。此外，上述联合检查在大规模人群筛查中成本

高昂，反观超80%的宫颈癌发生于发展中国家，20年

来中国宫颈癌发病率和死亡率呈逐年升高趋势［1］，

中国宫颈癌筛查人群覆盖率仅21.4%［2］。因此仍需

寻找高性价比的新方法和筛查策略。

　　H PV与宫颈癌 /癌前 病变发生关 系密切，

其 基因组中E 6 和 E 7为癌 基因，二 者的转 录受

HPV E2基因编码蛋白抑制。转录因子FoxM1参

与细胞增殖和细胞周期调控，并在恶性肿瘤发

生、发展中发挥重要作用。Thier ry等［3］和Pang 
等［4］分别在HPV16和HPV18阳性的细胞系中过

表达HPV E2后发现FoxM1基因表达下降［3-4］。

有报道在不同器官来源的细胞系中发现HPV E6
有调节FoxM1基因和蛋白水平的功能，虽然此

二项研究否定HPV E7对FoxM1表达有调控作 

用［5-6］，有证据表明，细胞系中改变HPV E7表达

水平可调节FoxM1蛋白的表达［4，7-8］。免疫组织

化学（immunohistochemistry，IHC）检测已发现

FoxM1蛋白可表达于人宫颈癌及其癌前病变组织，

但很多IHC研究或未同时检测HPV表达［9-15］，或

仅检测了少量病例的HPV16和18［16］，或对FoxM1
蛋白的细胞质和胞核表达混合评价，甚至不予区 

分［11，14，16-17］。因此，为发掘新的HPV感染状态替

代性标志物，本研究验证FoxM1蛋白在细胞核内

的表达与HPV在体内宫颈鳞状上皮中表达的相关

性，并检测FoxM1基因下游主要以核蛋白形式参与

细胞周期调控的Cdc25B的表达。

1 资料和方法

1.1  病例收集

　　经复旦大学附属肿瘤医院医学伦理委员会审

核，收集来自复旦大学附属肿瘤医院病理科资料

库2007—2009年间宫颈活检、锥切或全子宫切除

石蜡包埋标本。入组标准：① 所有病例均无其

他恶性肿瘤病史；② 正常（含炎症）组织必须

来源于既往无宫颈癌及CIN病史，且无细胞学异

常病史的患者；③ 正常或CIN患者经过6个月随

访，未出现更高级别病变者；④ 经连续切片首

尾张H-E染色保留鳞状上皮（正常标本）和病灶

（CIN及以上标本）；⑤ 提取DNA的内参为阳

性；⑥ 获得患者或家属签署的知情同意书。

1.2  HPV DNA检测

　　使用中国国家药品监督管理局（National 
Medical Products Administration，NMPA）认证

的聚合酶链反应（polymerase chain reaction，

PCR）-反向点杂交法HPV基因分型检测试剂盒

［亚能生物技术（深圳）有限公司］，按厂商说

明对石蜡切片进行检测和结果判读（图1），可

检测23种HPV亚型，包括HPV 16、18、31、33、

35、39、45、51、52、53、56、58、59、66、

68、73、83、MM4、6、11、42、43和44。

(CIN)1 (n=28), CIN2/3 (n=50) and SCC (n=40) specimens. The positive rates of hrHPV, FoxM1, Cdc25B, P16 and Ki-67 in CIN2+ 
were 100.00% (90/90), 100.00% (90/90), 94.44% (85/90), 85.56% (77/90) and 97.78% (88/90) respectively, and all rates increased 
with the severity of the disease (Jonckheere-Terpstra test, P<0.0001). FoxM1 and Cdc25B expressions correlated with hrHPV 
infection, P16 and Ki-67 (Spearman’s correlation test, P<0.0001). The area under the curve (AUC) values of FoxM1 and Cdc25B 
for diagnosing CIN2+ were 0.850 and 0.822, respectively. Conclusion: The correlation between hrHPV infection and FoxM1 or 
Cdc25B protein expression in cervical squamous epithelium was confirmed. Nuclear FoxM1 and Cdc25B proteins may be potential 
biomarkers for CIN2+.
［Key words］ Uterine cervix；Human papillomavirus；FoxM1；Cdc25B

图 1  PCR-反向点杂交法HPV基因分型检测

Fig. 1  HPV genotyping by PCR-reverse dot blot

A: Negative for 23 types of HPV; B: Positive for HPV 16 and 33



572

1.3  IHC检测

　　石蜡包埋组织按3 µm厚度连续切片，常规脱

蜡至水。采用EnVision+两步法和二氨基联苯胺

（diaminobenzidine，DAB）显色，一抗来源、

抗原修复条件及稀释浓度见表1，抗原修复液均

为0.01 mol/L pH=6.0的枸橼酸缓冲液，二抗及

DAB均购自丹麦DAKO公司。

　　IHC结果阳性标准如下：

　　① FoxM1、Cdc25B和Ki-67：棕黄色颗粒着

色于细胞核，鳞状上皮自基底层向上，着色超出

全层下1/3为阳性；② P16INK4a（P16）：棕黄色

颗粒着色于细胞核或细胞核加细胞质，鳞状上皮

自基底层向上，着色超出全层下1/3，并为连续且

强的着色（弥漫块状着色）为阳性，局灶、斑片

状或单个细胞着色不计为阳性，仅有细胞质着色

不计为阳性［18］。

1.4  统计学处理

　　采用SPSS 15.0 统计软件对数据进行分析。

通过Jonckheere-Terpstra检验分析指标与病变程度

之间关系；利用Spearman相关性分析评价指标间

相关性；构建受试者工作特征（receiver operating 
characteristic，ROC）曲线，计算曲线下面积（area 
under curve，AUC）及灵敏度和特异度，评价各指

标诊断效果。P<0.05为差异有统计学意义。

2 结  果

2.1  临床病理学资料

　　符合入组条件病例共140例，包括正常组22
例、CIN1组28例、CIN2/3组50例（CIN2和CIN3分

别为3例和47例）、SCC组40例，CIN2+（CIN2/3
和SCC）病例共90例。患者年龄分布为22~75岁，

中位和平均年龄分别为43和43.81岁。

2.2  HPV感染及IHC检测结果在不同级别宫颈病

变组织中的分布

　　对140例标本的23种HPV基因型DNA检测

显示HPV阳性率总计为82.86%（116/140）。

将HPV16、18、31、33、35、39、45、51、

52、56、58、59、66和68定义为14种hrHPV型

别，hrHPV阳性率为82.14%（115/140）。感染

HPV16和18（HPV16/18）者共计103例。14种

hrHPV及HPV16/18在正常组、CIN1、CIN2/3及

SCC中的阳性率随宫颈病变严重程度加剧而上

升（Jonckheere-Terpstra检验，P均＜0.000 1，表

2）。此外高危型中单一型别感染者75例，其中

HPV16、18和其他型别感染分别为61例、3例和

11例（包括5例HPV58，3例HPV33，HPV56、

HPV52及HPV31各1例）。低危型HPV单一基因

型感染仅1例，为HPV11感染。无任何HPV感染

者24例。

　　细胞核中FoxM1和Cdc25B蛋白在不同级别

宫颈病变中的典型表达图像见图2。两者与Ki-67
及P16的阳性率亦均随宫颈病变程度加剧而上

升（Jonckheere-Terpstra检验，P＜0.000 1，表

2）。50%的CIN1病例FoxM1和Cdc25B阳性，

P16和Ki-67阳性率亦分别高达35.71%和46.43%。

CIN2+中FoxM1、Cdc25B、P16和Ki-67阳性率

分别为100.00%（90/90）、94.44%（85/90）、

85.56%（77/90）和97.78%（88/90），其中13

例P16阴性者均为CIN2/3病例，FoxM1阳性率为

100.00%（13/13）, CdC25B和Ki-67则均为92.31%

（12/13）。联合检测P16与其他生物标志物，

P16和（或）其他标志物阳性即为联合标志阳

性，可见除SCC外，其他类别阳性率均较单独检

测P16有不同程度的提高（表2）。

梁  琳，等  宫颈鳞状上皮FoxM1及Cdc25B细胞核内蛋白水平与高危型HPV感染的相关性研究

表 1  一抗来源、抗原修复条件及稀释浓度

Tab. 1  Primary antibodies, antigen retrieval and dilution

Antibody Clone Company Antigen retrieval Dilution

FoxM1 C-20 SC* Pressure cooker 30 min, keep heating 10 min 1∶200

Cdc25B C-20 SC* Electronic cooker 40 min, keep heating 10 min 1∶100

P16INK4a 6H12 Novocastra Electronic cooker 10 min, keep heating 10 min 1∶100

Ki-67 MIB-1 Dako Electronic cooker 15 min, keep heating 10 min 1∶80
*: Santa Cruz Biotechnology
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(DAB, ×400)
图 2  FoxM1、Cdc25B、P16和Ki-67在宫颈鳞状上皮中的免疫组化染色

Fig. 2  Immunohistochemistry of FoxM1, Cdc25B, P16 and Ki-67 in uterine cervical squamous epithelium

SCC: Squamous cell carcinoma

表 2  140例宫颈组织中HPV DNA和IHC检测结果分布

Tab. 2  Results of HPV DNA and immunohistochemical tests for 140 uterine cervical specimens

［n (%)］

Diagnosis Total P16+ Ki-67+ FoxM1+ Cdc25B+ P16/Ki-67+

Normal 22 0 (0.00) 1 (4.55) 1 (4.55) 1 (4.55) 1 (4.55)

CIN1 28 10 (35.71) 13 (46.43) 14 (50.00) 14 (50.00) 14 (50.00)

CIN2/3 50 37 (74.00) 48 (96.00) 50 (100.00) 48 (96.00) 49 (98.00)

SCC 40 40 (100.00) 40 (100.00) 40 (100.00) 37 (92.50) 40 (100.00)

Total 140 87 (62.14) 102 (72.86) 105 (75.00) 100 (71.43) 104 (74.29)

P value* <0.000 1 <0.000 1 <0.0001 <0.000 1 <0.000 1

Diagnosis Total P16/FoxM1 P16/Cdc25B hrHPV+ HPV 16/18+ P16/hrHPV+

Normal 22 1 (4.55) 1 (4.55) 6 (27.27) 6 (27.27) 6 (27.27)

CIN1 28 15 (53.57) 15 (53.57) 19 (67.86) 15 (53.57) 20 (71.43)

CIN2/3 50 50 (100.00) 49 (98.00) 50 (100.00) 43 (86.00) 50 (100.00)

SCC 40 40 (100.00) 40 (100.00) 40 (100.00) 39 (97.50) 40 (100.00)

Total 140 106 (75.71) 105 (75.00) 115 (82.14) 103 (73.57) 116 (82.86)

P value* <0.000 1 <0.000 1 <0.000 1 <0.000 1 <0.000 1
*: Jonckheere-Terpstra test

2.3  细胞核FoxM1和Cdc25B蛋白水平与hrHPV

感染、P16及Ki-67阳性率的相关性检验

　　采用Spearman相关性检验分析由64例仅

有HPV16或仅有HPV18感染以及24例无任何

HPV感染的病例构成的病例组（HPV16或18，

表3）。在此组88个病例中，HPV感染与细胞

核FoxM1及Cdc25B蛋白水平均呈较好的相关

性，Spearman相关系数（rho值）分别为0.842
和0.757（P<0.000 1，表4）。随后对11例其他

hrHPV单一型别感染及24例无任何HPV感染者

构成的病例组（其他型别）进行分析，发现这

些HPV类型的感染与细胞核FoxM1及Cdc25B
蛋白表达亦有较强的相关性（P<0.000 1，表

3~4）。进一步分析14种hrHPV单一及混合型
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别感染及无任何HPV感染者构成的病例组（14
种hrHPV），相关性依然存在（P＜0.000 1，

表3~4）。此外，4种标志物表达在相互之间也

有较强相关性，尤其FoxM1与Ki-67和Cdc25B
之间相关性最强，rho值分别高达0.909和0.840 
（P＜0.000 1，表5）。

2.4  IHC与hrHPV DNA检测的诊断效果评价

　　包含FoxM1和14种hrHPV的单独或联合

标 志 的 检 测 灵 敏 度 和 阴 性 预 测 值 （ n e g a t i v e 

predicative value，NPV）均达100%，单独P16
检测最低，灵敏度和NPV分别为为85.56%和

75 .47%，P16与其他标志物的联合检测灵敏

度和NPV均提高（98.89%~100.00%）。P16
特异度为80.00%，高于其他单独或联合检测

（48.00%~72.00%，表6）。14种hrHPV及联合

P16检测的AUC值最低，分别为0.750和0.740，

其他标志物AUC值范围高达0.822~0.850（图

3，表6）。

图 3  宫颈标本中各生物标志物对CIN2+诊断效果的ROC曲线

Fig. 3  ROC curves for the performance of different biomarkers 

evaluating CIN2+ in the uterine cervical specimens

Diagonal segments were produced by ties

表 3  hrHPV感染情况

Tab. 3  hrHPV infection of the patients

［n (%)］

Item 14 hrHPV types (single and multiple types) HPV16 or 18 (single type) Other types (single type)

Negative 24 (17.27) 24 (27.27) 24 (68.57)

Positive 115 (82.73) 64 (72.73) 11 (31.43)

Total 139 (100.00) 88 (100.00) 35 (100.00)

表 4  hrHPV感染与细胞核FoxM1和Cdc25B蛋白过表达的Spearman相关性检验

Tab. 4  Spearman’s correlation between hrHPV infection and nuclear expressions of FoxM1 and Cdc25B

Item 14 hrHPV types (single and multiple types) HPV16 or 18 (single type) Other types (single type)

Correlation rho P value rho P value rho P value

FoxM1 0.759 ＜0.000 1 0.842 ＜0.000 1 0.867 ＜0.000 1

Cdc25B 0.689 ＜0.000 1 0.757 ＜0.000 1 0.937 ＜0.000 1

表 5  FoxM1、Cdc25B、Ki-67和P16蛋白水平的Spearman相关

性检验

Tab. 5  Spearman’s correlation test for expressions of FoxM1, 

Cdc25B, Ki-67 and P16

Item rho P value

FoxM1 and P16 0.706 ＜0.000 1

FoxM1 and Ki-67 0.909 ＜0.000 1

FoxM1 and Cdc25B 0.840 ＜0.000 1

Cdc25B and P16 0.647 ＜0.000 1

Cdc25B and Ki-67 0.787 ＜0.000 1

P16 and Ki-67 0.716 ＜0.000 1

梁  琳，等  宫颈鳞状上皮FoxM1及Cdc25B细胞核内蛋白水平与高危型HPV感染的相关性研究
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3 讨  论

　　转录因子FoxM1在细胞周期循环中对G1/S和

G2/M转换相关的重要基因进行转录调控，功能与

细胞增殖高度相关，并涉及有丝分裂、凋亡、染色

体分离及DNA损伤修复等多环节，在肿瘤发生、

发展中具有重要地位［8］。细胞周期不同阶段中，

FoxM1蛋白在细胞质之间穿梭，其进入细胞核实

施转录调控需要促有丝分裂信号刺激及Raf/MEK/
MAPK通路活化［19-20］。有文献［16］报道，宫颈癌的

FoxM1蛋白水平与HPV感染无显著相关性，然而

该文对FoxM1蛋白的细胞质和细胞核表达进行了

混合评分，且仅提供了HPV16和HPV18的感染状 

况［16］，可能是导致结果差异的原因。

　　磷酸酶基因Cdc25B在细胞周期中是重要的G2/
M转换相关基因，受FoxM1转录活化［21］，有报道

Cdc25B基因水平可因过表达HPV E2而被抑制或因

过表达E7而被上调，且HPV16 E7被招募到Cdc25B
基因启动子区域［4］。本研究对宫颈组织中Cdc25B
核蛋白进行了IHC检测，发现其表达不仅与细胞核

FoxM1蛋白表达相关，也与HPV感染具有相关性，

与体外研究结果相符。

　　由于体外HPV对FoxM1和Cdc25B的调控研

究主要经表达或敲除HPV16或HPV18 E6/E7的方

法，而人宫颈组织中感染HPV的基因型多样，并可

为单一或多型别感染，我们着意分析了HPV16和18
以外的hrHPV单一型别感染是否有类似相关性。

虽然病例数较少，但在11例其他hrHPV单一型别感

染（包括5例HPV58，3例HPV33，HPV56、HPV52

及HPV31各1例）及24例无任何HPV感染者构成的

病例组中，依然可见这些型别感染与细胞核FoxM1
及Cdc25B蛋白表达有较强的相关性，Spearman
相关系数分别为0.867和0.937，要考虑不同型别的

hrHPV均可能有上述调控作用。

　　FoxM1和Cdc25B的IHC判断标准中，关于

“鳞状上皮自基底层向上，着色超出全层下1/3为

阳性”的要求考虑了HPV E6/E7蛋白在鳞状上皮

黏膜层空间分布的特点，即自基底层至颗粒层表

达渐增高［22］。对于诊断CIN2+，4个IHC标志物

特异度和AUC值均高于14种hrHPV DNA检测，

可能一方面它们比临床最常使用的HPV DNA检

测更能体现HPV致癌基因E6/E7的功能状态，另

一方面宫颈癌及其癌前病变发病机制中可能存

在hrHPV感染以外的其他促肿瘤发生、发展的

因素，并调控了这些蛋白的表达。本研究结果显

示，FoxM1、Cdc25B与P16及Ki-67均具相关性，

尤其FoxM1与Ki-67的相关系数最高，达0.909 
（P＜0.000 1），且判断CIN2+的灵敏度、特异度和

AUC等数据都非常相近，提示细胞核FoxM1蛋白

表达可能是与Ki-67相仿的细胞增殖标志物，与其

生物学功能符合。Meta分析结果显示，P16在CIN2
和CIN3的阳性率分别为68%和82%［23］，本研究

CIN2/3中P16阳性率为74%（37/50），与之相仿。

P16联合其他标志物后诊断CIN2+灵敏度和NPV均

提高。4种蛋白在宫颈CIN和SCC中过表达可能机

制兼具共性及差异，由此联合IHC检测可能弥补

P16对CIN2/3确诊率的问题。文献报道，至少1/3的

CIN1中P16呈阳性［18，23］。目前组织学标本中并不推

表 6  各生物指标诊断CIN2+病变的效果

Tab. 6  Diagnostic performance of different biomarkers for CIN2+

Item Sensitivity/% Specificity/% PPV/% NPV/% AUC P value*

FoxM1 100.00 70.00 85.71 100.00 0.850±0.041 ＜0.000 1

Cdc25B 94.44 70.00 85.00 87.50 0.822±0.042 ＜0.000 1

P16 85.56 80.00 88.51 75.47 0.828±0.039 ＜0.000 1

Ki-67 97.78 72.00 86.27 94.74 0.849±0.040 ＜0.000 1

14 hrHPV 100.00 50.00 78.26 100.00 0.750±0.048 ＜0.000 1

P16+FoxM1 100.00 68.00 84.91 100.00 0.840±0.042 ＜0.000 1

P16+Cdc25B 98.89 68.00 84.76 97.14 0.834±0.042 ＜0.000 1

P16+Ki-67 98.89 70.00 85.58 97.22 0.844±0.041 ＜0.000 1

P16+14 hrHPV 100.00 48.00 77.59 100.00 0.740±0.049 ＜0.000 1
*: Null hypothesis, true area=0.5; PPV: Pegative predicative value; NPV: Negative predicative value
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荐P16单独使用，可用于辅助CIN2/3及其形态学改

变相似者的鉴别诊断，而非形态学上明确的正常、

CIN1或CIN3病变［18］。故细胞核内FoxM1和Cdc25B
蛋白检测结果应同样需结合形态学表现。

　　综上所述，人宫颈鳞状上皮中细胞核FoxM1
和Cdc25B蛋白水平与hrHPV感染相关，有望作为

诊断与鉴别诊断CIN2+的潜在辅助指标，其实际临

床应用价值仍有待更大样本量临床试验的验证。
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