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长链非编码 RNA H19，EZH2，Ki-67 及突变型 P53 联合检测 

在子宫颈癌诊断中的意义

辜卫红1，余敏敏2，袁智民1，吴玲1，邱峰龙1，项媛媛1，方芳1，杨慧1

(1. 淮安市妇幼保健院妇产科，江苏 淮安 223002；2. 南京市第二医院妇产科，南京 210003)

[摘　要]	 目的：研究长链非编码RNA(long non-coding RNA，lncRNA) H19，EZH2，Ki-67，突变型P53联

合检测在子宫颈癌诊断中的意义。方法：取子宫颈活检或手术组织标本进行病检，其中50例子宫

颈癌为研究组，50例非瘤子宫颈为对照组。采用qRT-PCR检测 lncRNA H19在各组组织中的表达

量。利用免疫组织化学SP法检测以上2组宫颈组织石蜡标本中EZH2，Ki-67，突变型P53的表达。

应用SPSS 13.0软件包统计分析各组H19，EZH2，Ki-67及突变型P53的表达与子宫颈癌临床和病理

诊断结果的相关性。结果：研究组H19的表达量低于对照组(P<0.05)；研究组EZH2，Ki-67，突变

型P53阳性表达量高于对照组，差异具有统计学意义(P<0.05)。结论：临床工作中联合检测H19，

EZH2，Ki-67，突变型P53更有利于子宫颈癌的诊断。
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Abstract Objective: To assess the expression and clinical significance of long non-coding RNA (lncRNA) H19, EZH2,  

Ki-67, and mutant P53 in cervical cancer. Methods: Cervical biopsy or surgical tissue specimens were divided into 

2 groups according to pathological diagnosis: 50 cases of cervical cancer were regarded as an experiment group 

and 50 cases of non-cancerous cervical were a control group. qRT-PCR was used to evaluate the expression levels 

of lncRNA H19. Immunohistochemistry (SP method) was used to evaluate the expression levels of EZH2, Ki-67 

and mutant P53 in fixed specimens. Data were analyzed by the SPSS 13.0 software. The associations of lncRNA 

H19, EZH2, Ki-67 and mutant P53 levels with clinicopathological features of cervical cancer were assessed. 

Results: LncRNA H19 were significantly low expressed in cervical cancer tissues compared with those of the 
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子宫颈癌(cervical cancer，CC)是最常见的妇科

恶性肿瘤之一，严重影响妇女的生命和健康[1]。高

致病基因型人乳头瘤病毒(human papilloma virus，

H P V ) 感 染 是 子 宫 颈 癌 发 生 的 主 要 原 因 [ 2 ]。 目 前

在子宫颈癌的早期诊断依赖细胞学检测、H P V检

测、阴道镜、子宫颈锥切等多种手段联用以提高

诊断的准确性[3]。

研究 [4]发现长链非编码RNA( long non-coding 
R N A， l n c R N A )可以参与人类基因的转录激活和

转录后调控，在染色质修饰及基因组印迹等层面

也同样能够起到调控作用，并且还可能参与肿瘤

发生、发展。某些特定的 lncRNA在特定的肿瘤细

胞中可以检测出表达水平的改变。这些 lncRNA就

可能作为这些肿瘤早期诊断和预防治疗方面新的

分子生物学标志及临床监测指标[5]。有研究[6]发现

lncRNA H19在子宫颈癌组织异常表达。

EZH2、突变型P53在子宫颈癌基因表观遗传

学研究中具有重要作用，可能存在调控关系 [ 6 ]。

Ki-67可以反映肿瘤细胞增殖活性，在临床中联合

检测 lncRNAH19，EZH2，Ki-67，突变型P53，可

能为子宫颈癌的诊断提供帮助。

1  对象与方法

1.1  对象

本 研 究 通 过 淮 安 市 妇 幼 保 健 院 医 院 伦 理 委

员 会 讨 论 同 意 。 收 集 2 0 1 3 年 5 月 至 2 0 1 6 年 5 月 在

淮安市妇幼保健院行手术摘除子宫术或阴道镜下

活检术患者，签署知情同意书后留取子宫颈组织

标本。排除标准：所有子宫颈癌患者H P V检测为

阳性，且未曾接受放化疗、抗H P V治疗、免疫治

疗。子宫颈癌组按照国际妇产科联盟(FIGO，2009
年)的子宫颈癌临床分期标准进行临床分期。

按 病 理 检 查 结 果 分 为 2 组 ： 5 0 例 子 宫 颈 癌 患

者为研究组，5 0例非瘤子宫颈患者为对照组。所

有标本均经过病理科医师再次阅片证实原诊断。

研究组29~77(平均50.90)岁。对照组28~81(平均

43.88)岁。方差齐性检验接受方差整齐(P=0.08)，

通过单因素方差分析各组年龄相比差异无统计学

意义(F=0.74，P=0.48)。

1.2  材料

1.2.1  qRT-PCR 试剂与仪器

L ncR NA引物、G A PDH引物及R NA抽提试剂

TRIzol、反转录酶MMLV(Invitrogen)由美国Invitro-
gen公司提供。ABI7700实时荧光定量PCR仪购自美

国AB公司。

1.2.2  免疫组织化学试剂和仪器

兔抗人EZH2抗体购自北京中杉金桥生物技术

有限公司，兔抗人Ki-67抗体、兔抗人P53抗体、快

捷型酶标羊抗鼠/兔IgG聚合物、3,3-二氨基联苯胺

盐酸盐(DAB)显色试验盒均购自福州迈新生物技术

开发有限公司。

半自动旋转式石蜡切片机CU T5062购自德国

SLEE公司，照相系统BX-50全自动显微照相系统购

自日本OLYMPUS公司。

1.3  方法

1.3.1  qRT-PCR 实验步骤

采用qRT-PCR法检测lncRNA H19在2组100 例
组织标本中的表达。引物由上海康成生物工程有

限公司合成。LncRNA H19引物见表1。

control groups (P<0.05). EZH2, mutant P53 and Ki-67 amounts expressed positively in cervical cancer tissues. 

Conclusion: It is beneficial to combine the detection of lncRNA H19, EZH2, Ki-67 and mutant P53 for the 

diagnosis of cervical cancer.

Keywords cervical cancer; lncRNA H19; EZH2; Ki-67; mutant P53

表1 LncRNA H19合成引物列表

Table 1 Primers used for lncRNA H19

基因名称 双向引物序列 退火温度/℃ 产物长度/bp

GAPDH
F：5'-GGGAAACTGTGGCGTGAT-3'； 

R：5'-GAGTGGGTGTCGCTGTTGA-3'
60 299

H19
F：5'-AGAAGCGGGTCTGTTTCTTTACT-3'； 

R：5'-CGATGGTGTCTTTGATGTTGG-3'
60 259
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引物溶解后抽提R N A，按照反转录酶使用说

明将样品 R N A 反转录为 c D N A 。将样品的目的基

因以及管家基因进行P CR扩增，其产物进行梯度

稀释用于做标准曲线。标准曲线样品和待测样品

分别加入到含甘氨酸钠(sodium glycinate，SG)的

q RT-P CR反应液中，进行q RT-P CR扩增和检测。

检测结果校正误差，得出q RT-P CR实验结果及相

关图表。相关性统计分析时LncRNA H19表达量<
平均表达量为阳性，≥平均表达量为阴性。

1.3.2  免疫组织化学实验步骤

所有标本经中性甲醛固定，石蜡包埋切片。

准备好100例石蜡标本后，每个石蜡标本块连续切

片6张，每张厚4 μm，其中两张分别做P53染色和

阴性对照、两张分别做Ki-67染色和阴性对照、另

外两张分别做EZH2染色和阴性对照。

免疫组织化学染色采用SP法，DA B显色。切

片常规脱蜡水化后，微波抗原修复，过氧化酶阻

断剂灭活内源性过氧化物酶活性，羊血清工作液

封闭，滴加第一抗体，4 ℃过夜。滴加生物素标记

的第二抗体，室温下孵育10 min。滴加链亲和素-
过氧化物酶溶液。DAB显色，苏木精复染。

实 验 结 果 判 定 按 1 9 9 6 年 全 国 免 疫 组 织 化 学

技 术 与 诊 断 标 准 化 专 题 研 讨 会 意 见 ， 以 阳 性 细

胞数 < 2 5 % 为阴性 ( − ) ， 2 5 % ~ 4 9 % 为弱阳性 ( + ) ，

5 0 % ~ 6 9 % 为 阳 性 ( + + ) ， > 7 0 % 为 强 阳 性 ( + + + ) 。

(++)，(+++)所占比率称为阳性率。

1.4  统计学处理

采用SPSS 13.0统计软件进行分析。定性资料

以构成比、率表示，定量资料以均数±标准差(x±s)
表示。定量资料接受方差整齐采用单因素方差分

析，拒绝方差整齐通过秩和检验分析。定性资料

采用卡方检验或确切概率法。相关分析采用列联

系数。所有检验结果以α=0.05为水准，P<0.05为差

异有统计学意义。

2  结果

2.1  H19 在子宫颈癌标本中的表达

H 1 9 在 子 宫 颈 癌 标 本 中 的 表 达 量 为

2 9 . 9 5 ± 8 . 4 4，显著低于在非瘤变宫颈组织表达量

(115.03±22.15)，差异有统计学意义( t=−25.38，
P<0.01；表2)。

2.2  EZH2 在子宫颈癌标本中的表达

EZH2阳性表达主要定位于细胞核，细胞浆无

表达(图1)。EZH2在对照组和研究组的阳性表达分

别为10.00%(5/50)和82.00%(41/50)，差异有统计

学意义(P<0.01)。

2.3  Ki-67 在子宫颈癌标本中的表达

Ki-67阳性表达主要定位于细胞核，细胞浆无

表达(图1)。Ki-67在对照组和研究组的阳性表达分

别为4.00%(2/50)和94.00%(47/50)，差异有统计学

意义(P<0.01)。

2.4  突变型 P53 在子宫颈癌标本中的表达

突变型P53阳性表达主要定位于细胞核，细胞

浆无表达(图1)。突变型P53在对照组和研究组的

阳性表达分别为4.00%(2/50)和74.00%(37/50)，差

异有统计学意义(P<0.01)。

2.5  LncRNA H19，EZH2，Ki-67，突变型 P53 与

子宫颈癌诊断的相关性

50例子宫颈癌中，EZH2和lncRNA H19同为阳

性者37例，同为阴性者8例，EZH2与lncRNA H19的

表达相关(χ2=21.18，P<0.01)；Ki-67和lncRNA H19
同为阳性者38例，同为阴性者3例，Ki-67与lncRNA 
H19的表达相关(χ2=6.16，P=0.01)；P53和lncRNA 
H 1 9 同 为 阳 性 者 3 3 例 ， 同 为 阴 性 者 8 例 ， P 5 3 与

LncRNA H19的表达相关(χ2=10.93，P<0.01；表2)。

表2 LncRNA H19，EZH2，Ki-67，突变型P53与子宫颈癌诊断相关性

Table 2 correlation analysis of lncRNA H19, EZH2, Ki-67, mutant P53 and cervical cancer diagnosis

LncRNA H19
EZH2 Ki-67 P53

阳性 阴性 阳性 阴性 阳性 阴性

阳性 37 1 38 0 33 5

阴性 4 8 9 3 4 8
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3  讨论

子宫颈癌是发病率仅次于乳腺癌的妇科恶性

肿瘤，患者和家属往往需承受经济和心理方面的

沉重压力，严重威胁广大妇女的身心健康。子宫

颈癌主要在有性生活史的生育年龄妇女中高发，

子宫颈原位癌发病年龄主要为30~35岁，浸润癌主

要为45~55岁，近年来其发病有年轻化的趋势 [1]。

子宫颈癌的发病原因有多个方面，Hau s en [ 7 ]发现

“H P V感染能够导致子宫颈癌”获得2008年诺贝

尔医学和生理学奖，证明高致病性H P V持续感染

是子宫颈癌及SIL发生的主要原因。子宫颈癌的发

生发展是一个渐进的过程，通常需要10~15年的时

间。因此，子宫颈癌是一种可预防、可治愈的疾

病。相对其他肿瘤来说，子宫颈肿瘤较容易早期

发现和预防，也是治疗效果较好的肿瘤[8]。

本研究发现 lncRNA H19在子宫颈癌组织低表

达，lncRNA H19基因定位于人染色体11p15.5，中

文名称母系印迹基因转录本H19，H19是第一个被

发现与癌症有关的 lncRNA，它有抑癌和促癌的双

重作用 [9]。Hoppe- Seyler等 [10]提出H19在子宫颈癌

标本异常表达， lncRNA可能通过改变HPV的转录

调控，如降低HPV致癌过程中的表达，阻断宫颈病

变的进展。本研究结果与上述一致。有研究[11]报道

lncRNA H19能够通过绑定PRC2行使生物学功能。

E Z H 2是P R C 2的组成成分之一，通过检测子

宫颈组织EZH2的表达可以了解PRC2的变化情况。

P R C 2 是 一 种 组 蛋 白 甲 基 转 移 酶 ， 主 要 作 用 于 组

蛋白H 3赖氨酸位点K 2 7，具有高度保守性，组成

成分有EZH2，AEBP2Su(z)12，R bA p48和EED。

P R C 2 复 合 体 的 亚 基 E ( z ) / E Z H 2 的 活 性 与 组 蛋 白

甲 基 转 移 酶 相 同 ， 可 以 优 先 甲 基 化 修 饰 组 蛋 白

H3K27[12]。本研究发现EZH2在子宫颈癌旁组中阳

性表达高于非瘤子宫颈组，说明在子宫颈癌组织

中PRC2的表达量增高，与相关报道[13-14]一致。

目前在肿瘤相关实验中，Ki-67是反映肿瘤细

胞增殖活性最具代表性的指标之一。子宫颈癌细

胞增殖过程中，子宫颈组织中的Ki-67阳性表达率

升高 [15]。目前Ki-67已广泛用于肿瘤的生物学研究

及恶性肿瘤的预后分析。国内外多项研究 [ 1 5 - 1 7 ]均

证实Ki-67的表达与恶性肿瘤的发生、转移和预后

密切相关，Ki-67在多种恶性肿瘤中均存在过度表

达。Ki-67可能促进恶性肿瘤发生发展，可作为反

映子宫颈癌细胞增殖活性的一项指标 [16]。本研究

中研究组Ki-67阳性表达量高于对照组，差异有统

计学意义，与相关报道[15-17]一致。表明在非瘤子宫

颈组中细胞增殖活性增高。

突变型P53是致癌基因，免疫组织化学可以检

测出突变型P53蛋白表达产物 [17]。说明突变型P53
的过表达在子宫颈癌的发生发展中起重要作用。

本研究结果突变型P53在研究组中阳性表达高于对

照组，差异有统计学意义，与相关研究[17-19]结果一

图 1 两组 EZH2，Ki-67，突变型 P53 的表达

Figure 1 Expression of EZH2, Ki-67 and mutant P53 in the two groups

(A) SP, ×400; (B) SP, ×100.

EZH2

Ki-67

突变型P53

非瘤子宫颈组 子宫颈癌组A

EZH2

Ki-67

突变型P53

非瘤子宫颈组 子宫颈癌组B
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致。野生型P53能下调lncRNA H19的表达[11]。在恶

性肿瘤发生发展过程中，抑癌基因P53可能通过调

控lncRNA的表达发挥生物学作用[19]。

综 上 所 述 ， 在 子 宫 颈 癌 组 织 中 l n c R N A  H 1 9
低表达， E Z H 2 ， K i - 6 7 ，突变型 P 5 3 阳性表达。

LncRNA H19，EZH2，Ki-67，突变型P53之间表达

具有相关性，可能存在调控关系， lncRNA H19，

E Z H 2 有 望 成 为 新 的 子 宫 颈 癌 诊 断 和 监 测 标 志

物，具有良好的临床应用前景。临床上联合检测

lncRNA H19，EZH2，Ki-67，突变型P53有利于子

宫颈癌的诊断。
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