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摘要 目的：检测宫颈癌组织中微小染色体维持蛋白 -5(minichromosome maintenance protein 5，MCM5)与 P16INK4A mRNA的表达，
并探讨其在宫颈癌中的临床意义。方法：采用实时荧光定量 PCR (real-time PCR)检测 40例宫颈鳞状细胞癌、15例低度宫颈上皮
内瘤变(CINⅠ )、20例高度宫颈上皮内瘤变(CINⅡ -Ⅲ )中MCM5和 P16INK4A mRNA的相对表达量，并以 20例正常宫颈组织作为对
照，分析其与宫颈癌临床病理特征的关系。结果：(1)随着宫颈病变程度的加重，MCM5和 P16INK4A mRNA的表达量逐渐增高。宫颈
癌组织中 MCM5和 P16INK4A mRNA的表达量分别是正常宫颈组织的(3.026± 1.210)倍和(2.540± 0.718)倍，差异具有统计学意义
(P<0.05)。宫颈癌组织中MCM5 mRNA的表达量明显高于 CINⅠ、CINⅡ -Ⅲ (P<0.05)，CINⅠ、CINⅡ -Ⅲ中 MCM5 mRNA的表达量
均显著高于正常宫颈组织，差异具有统计学意义(P<0.05)，而 CINⅠ与 CINⅡ -Ⅲ比较差异无统计学意义(P>0.05)；宫颈癌组织中
P16INK4A mRNA的表达量为正常宫颈组织的(2.54± 0.86)倍，差异有统计学意义(P <0.05)，亦显著高于 CINⅠ，差异具有统计学意义
(P <0.05)，但与 CINⅡ -Ⅲ比较差异无统计学意义(P >0.05)。(2)在宫颈癌组织中，MCM5 mRNA的表达量与肿瘤的临床期别、分化
程度显著相关(P<0.01)，但与患者的年龄无关(P>0.05)；P16INK4AmRNA的表达量与肿瘤的临床期别、年龄均无关(P>0.05)，但与肿瘤
的分化程度相关(P<0.01)。结论：MCM5、P16INK4A的高表达可能在宫颈癌的发展中起重要作用。MCM5基因检测有助于区分癌
前病变和宫颈癌，有望成为宫颈癌肿瘤增生的新标志物。P16INK4A的检测在宫颈病变筛查中具有重要意义，有助于 CIN的分级
并预测转归，从而提高宫颈癌筛查率。
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Expression and Clinical Significance of MCM5 and P16INK4A mRNA in
Cervical Squamous Cell Caner

To investigate the expression and clinical significance of minichromosome maintenance protein 5 (MCM5)
and P16INK4A mRNA in cervical cancer tissue. The expression of mRNA of MCM5 and P16INK4A in 40 cases of cervical
squamous cell cancer, 15 cases of CINI, 20 cases of CINII-III, 20 cases of normal cervical tissues (control group) were examined by
Real-time PCR, their relationship with clinical pathological parameters of cervical carcinoma were analyzed. (1)The expression
of MCM5 and P16INK4A mRNA gradually augmented with the headway of the cervical lesion. The relative quantification of MCM5 and
P16INK4A mRNA in cervical cancer was (3.026± 1.210) and (2.540± 0.718) times that of MCM5 and P16INK4A in normal cervical tissue
(P<0.05). MCM5 expression was obviously higher in cervical cancer than those of CINⅠ and CINⅡ -Ⅲ (P<0.05), and MCM5 expression
was obviously higher in CINⅠ ,CINⅡ -Ⅲ than that of normal cervical tissue (P<0.05). But there was no significant difference between
CINⅠ and CINⅡ -Ⅲ (P>0.05). The expression of mRNA of P16INK4A were higher in cervical cancer than those of CINⅠ and normal
cervical tissue (P<0.05), but there was no significant difference between cervical cancer and CINⅡ -Ⅲ (P>0.05). (2)The expression of
MCM5 mRNA in cervical squamous cell carcinoma was positively correlated with clinical stage and the differentiation degree of cervical
cancer (P<0.01), which was not correlated with the age (P>0.05). P16INK4A expression exhibited no correlation with the clinical stage and
age of patients(P>0.05), while that was positively correlated with the differentiation degree(P<0.01). The overexpression of
MCM5 and P16INK4A may play important roles in the genesis and progression of cervical cancer. MCM5 may be useful to distinguish CIN
and cancer, and used as new marker of proliferation of cervical cancer. Detection of P16INK4A was of great significance in screening of
cervical lesions, which may be useful to distinguish the grade of CIN and improve the rate of early diagnosis.

MCM5; P16INK4A; Cervical cancer; Real-time PCR

6437· ·

PDF 文件使用 "pdfFactory Pro" 试用版本创建           www.fineprint.cn

http://www.shengwuyixue.com
mailto:410675941@qq.com
mailto:yongxiuyang@163.com
http://www.fineprint.cn


现代生物医学进展 www.shengwuyixue.com Progress in Modern Biomedicine Vol.14 NO.33 NOV.2014

前言

宫颈癌是全球女性生殖道最常见的恶性肿瘤中之一，其在

发展中国家的发病率居女性恶性肿瘤的首位，也是导致女性癌

症第二大死亡原因[1]。近年来，采用宫颈基液细胞学及 HPV检

测筛查宫颈癌在很大程度上降低了宫颈癌的发病率和死亡率，

但其特异性不理想。目前，宫颈病变没有特异性的诊断指标，寻

找高敏感性、特异性分子标志物完善宫颈癌的筛查方案有着重

要的临床意义。

微小染色体维持蛋白 -5 (minichromosom maintenance pro-

tein 5，MCM5)是微小染色体维持蛋白家族的成员之一，也是近

年来肿瘤研究中新的细胞增殖生物指标。MCM5在 DNA复制

起始、延伸中发挥重要的作用，对确保 S 期细胞的稳定性具有

重要的作用[2]。肿瘤的发生与细胞周期的调节失控有关，P16INK4A

作为抑癌基因直接参与细胞周期调控，其在人类多种肿瘤中表

达缺失，在宫颈癌中的表达结果却不尽相同。大多数研究从蛋

白水平检测不同宫颈组织中二者的表达情况，因蛋白由基因的

转录翻译决定，是基因的表达产物，故本研究在此研究背景中

进一步采用 real-time PCR技术从基因水平检测不同宫颈组织

中 MCM5和 P16INK4A mRNA的表达情况，旨在探讨二者联合检

测在宫颈病变的诊断和分级中的临床价值和意义，为早期诊断

宫颈上皮内瘤变(CIN)、预测其转归及宫颈癌的早期诊断、进展

和预后的评估提供可靠的生物学指标。

1 材料与方法

1.1 标本来源

收集 2012 年 8 月至 2013年 5 月在兰州大学第一医院妇

产科住院经宫颈活检的患者的新鲜宫颈组织标本 75例，其中

CINⅠ15例，CINⅡ-Ⅲ 20例，宫颈鳞癌 40例，鳞癌患者平均年

龄 41岁(≤40岁 16例，＞40岁 24例)。病理分级：9例高分化

鳞癌(G1)，23例中分化鳞癌(G2)，8例低分化鳞癌(G3)。临床分期

(按国际妇产科联盟 FIGO1996年标准)：5例 Ia期，10例 Ib期，

9例 IIa期，16例 IIb期。所有均为初治病例，均未进行过化疗、

放疗。另取同期因子宫肌瘤或子宫脱垂行全子宫切除术患者的

非癌变新鲜宫颈组织标本 20例作为对照组。切除的宫颈标本

均经术后病理证实诊断。所有组织标本离体后迅速放入液氮

中，后转入 -80℃冰箱中冻存。

1.2 主要试剂、仪器和引物

RNAiso Plus RNA 提取试剂、PrimeScriptTMRT MasterMix 逆

转录试剂盒、SYBR Premix EX Taq TM II 荧光 Real-Time PCR 试

剂盒都购自大连宝生物公司。Real time-PCR 仪 (LightCy-

cler480)。引物 MCM5 和 P16INK4A 由大连宝生物公司设计并合

成，内参β-actin有上海生物工程公司设计合成。MCM5上游

引 物 ：5'-GAGATGCCCAGACACATGCAG-3'， 下 游 引 物 ：

5'-ATGGAGTAGATGCCCATGATGGTA-3'，产物 大 小 95bp；

P16INK4A上游引物：5'-CCCCACTACCGTAAATGTCCA-3'，下游引

物：5'-CTAAGTCATAGTCCGCCTAGAAGCA-3'，产物大小：

114bp；β-actin上游引物：5'-TCGTGCGTGACATTAAGG -3'，下

游引物：5'-AGGAAGGAAGGCTGGAAG -3'。

1.3 SYBR Green Real-time PCR 法检测 MCM5 和 P16INK4A mR-

NA的表达
1.3.1 组织总 RNA 的提取和 cDNA的合成 取 50 mg待测宫

颈组织放入研钵中，加入 1 mL Plus RNA提取液，严格按照说明

书操作提取组织总 RNA，用紫外分光光度仪测定其纯度，D

(260)/D(280)值在 1.8～2.1之间，之后进行逆转录，按照逆转录

试剂盒说明操作，每 10μL反应体系中加入 500 ng总 RAN，反

应体系为 20μL，反转录条件：37℃，15 min；85℃，5 sec；4℃。

反应后 cDNA置于 -20℃冰箱保存备用。

1.3.2 SYBR 实时荧光定量 PCR 及数据处理 应用 LightCy-

cler480实时荧光定量 PCR 仪检测 MCM5和 P16INK4A mRNA 的

相对表达量，按照 TAKARA荧光定量 PCR试剂盒操作说明进

行，20μL PCR反应体系：其中 cDNA含量为 2μL，反应条件

为 95 ℃预变性 30 s；PCR 反应 40 个循环，95 ℃ 5 s, 60 ℃ 20

s。循环结束后，绘制溶解曲线 95℃ 1 min，65℃ 15 s；降温 37

℃ 30 s。由 LightCycle Real-Time PCR软件自动记录荧光曲线并

分析计算出 Ct值。采用相对定量 2-△△ct法计算目的基因的相对

表达量，根据以下公式计算：△△Ct=(目的基因 Ct值 -对应内

参 Ct值)病例组 -(目的基因的 Ct- 内参 Ct)对照组的均值，以

β-actin作为内参，以正常对照作为基准，以 2-△△ct表示实验组

宫颈组织中 mRNA的表达量相对于对照组的变化倍数[3]。

1.4 统计学方法

应用 SPSS16.0统计软件，各组数据以均数±标准差(x±s)

表示；两组间比较采用 t检验或 Mann-Whitney U秩和检验；多

组间比较采用 Kruskal-Wallis H 秩和检验，P<0.05为差异具有

统计学意义。

2 结果

2.1 PCR扩增产物的特异性分析
基因及内参的溶解曲线均显示为锐利的单一峰形，无其他

非特异峰形，说明扩增产物特异，无引物二聚体或非特异性产

物产生，见(图 1)。

2.2 不同宫颈组织中MCM5和 P16INK4A mRNA的表达情况

以正常宫颈组织中 MCM5和 P16INK4A mRNA的表达量作为

标准，MCM5 mRNA 的表达量从正常宫颈组织、CINⅠ、CINⅡ-

Ⅲ到宫颈癌逐渐增高，四组间差异具有统计学意义(x2=55.030，

P<0.01)。宫颈鳞癌组织中 MCM5 mRNA的表达量为正常宫颈组

织的(3.03±1.21)倍，差异有统计学意义(P<0.05)。宫颈癌组织中

图 1 MCM5、P16INK4A和 茁-actin real-time PCR产物的溶解曲线图

Fig. 1 The melting curve of real-time PCR for MCM5, P16INK4A and

茁-actin
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MCM5 mRNA的表达量显著高于 CINⅠ、CINⅡ-Ⅲ，差异均有

统计学意义(P<0.01)。CINⅠ、CINⅡ-Ⅲ宫颈组织中 MCM5 mR-

NA的表达量均显著高于正常宫颈组织，差异具有统计学意义

(P<0.05)，而 CINⅠ与 CINⅡ-Ⅲ比较差异无统计学意义(P>0.

05)，见表 1。

从正常宫颈组织、CINⅠ、CINⅡ-Ⅲ到宫颈癌组织，其

P16INK4A mRNA的表达量逐渐增高，四组间差异有统计学意义

(x2=44.147，P <0.01)。宫颈癌组织中 P16INK4A mRNA的表达量为

正常宫颈组织的(2.54±0.86)倍，差异有统计学意义(P <0.05)，其

亦显著高于 CINⅠ，差异具有统计学意义(P <0.05)，但与 CINⅡ

-Ⅲ比较差异无统计学意义(P >0.05)。在正常宫颈组织与 CINⅠ

的 P16INK4A mRNA的表达量比较，差异无统计学意义(P=0.194，

P=0.100)，见表 1。

2.3 MCM5和 P16INK4A mRNA表达水平与宫颈鳞癌临床病理特

表 1 不同宫颈组织中 MCM5和 P16INK4A mRNA的相对表达量

Table 1 Expression of MCM5 and P16INK4A mRNA in different cervical tissues(means± s)

分 组

Group
n

MCM5mRNA

(2-Δ Δ ct)
Z或 t P

P16INK4AmRNA

(2-Δ Δ ct)
Z或 t P

Normal tissue

CINⅠ

CINⅡ -Ⅲ

Cervical Cancer

20

15

20

40

1.000

1.488± 0.309a

1.500± 0.219ab

3.026± 1.210acd

-3.897

-0.112

-4.460

<0.001

0.911

<0.001

1.000

1.469± 0.904a

2.203± 0.143bc

2.540± 0.718bcd

-1.299

-3.348

-1.644

0.194

0.001

0.100

征的关系

在宫颈癌组织中，不同年龄宫颈癌患者 MCM5 mRNA的表

达量比较差异无统计学意义(P>0.05)，Ⅱa～Ⅱb 期宫颈癌患者

MCM5 mRNA的表达量显著高于Ⅰa～Ⅰb期，差异具有统计学

意义(P<0.05)。MCM5 mRNA的表达量随病理学分级的不同而

改变，差异均有统计学意义(x2=15.488，P<0.05)。其中高分化癌

(G1)中 MCM5 mRNA的表达量低于中分化(G2)、低分化癌(G3)，差

异均具有统计学意义(P<0.05)，而 G2 与 G3 间 MCM5 mRNA 表

达量无统计学差异(P=0.857)，见表 2。

宫颈癌组织中 P16INK4A mRNA的表达量与患者的年龄无关

(P>0.05)。Ⅰa～Ⅰb期宫颈癌组织中 P16INK4A mRNA的表达量高

于Ⅱa～Ⅱb期，但差异无统计学意义(P>0.05)。G1、G2到 G3宫颈

癌中 P16INK4A mRNA的表达量呈逐渐下降趋势，三组间差异有

统计学意义 (x2=21.570，P<0.05)，G1宫颈癌中 P16INK4A mRNA的

表达量明显高于 G2、G3，差异均有统计学意义(P<0.05)，但 G2与

G3 宫颈癌中 P16INK4A mRNA 的表达量差异无统计学意义 (P=

0.114)，见表 2。

注：MCM5：a：与正常宫颈组织比较 P<0.05；b：CINⅠ与 CINⅡ -Ⅲ间比较 P>0.05；c：宫颈癌与 CINⅠ间比较 P<0.05；d：宫颈癌与 CINⅡ -Ⅲ间比较

P<0.05；P16INK4A：a：CINⅠ与正常宫颈组织比较 P>0.05；b：与正常宫颈组织比较 P<0.05；c：与 CINⅠ比较 P<0.05；d：宫颈癌与 CINⅡ -Ⅲ比较 P>0.05

Note: MCM5: a: vs normal tissues,P<0.05; b: CINⅠ vs CINⅡ -Ⅲ ,P>0.05; c: cervical cancer vs CIN,P<0.05;d: cervical cancer vs CINⅡ -Ⅲ ,P<0.05;

P16INK4A: a: CINⅠ vs normal tissues, P>0.05; b: vs normal tissues,P<0.05; c: vs CINⅠ ,P<0.05;d: cervical cancer vs CINⅡ -Ⅲ , P>0.05

表 2 宫颈癌组织中 MCM5和 P16INK4A mRNA的相对表达量与患者临床病理特征的关系

Table 2 Correlation of the mRNA expression of MCM5和 P16INK4A with the clinicopathogic parameters of cervical cancer(means± s)

Clinicopathologic feature n
MCM5mRNA P16INK4A mRNA

2-Δ Δ ct Z P 2-Δ Δ ct Z P

Age

＜40

≥ 40

clinical stage

Ia～ Ib

Ⅱa～Ⅱb

Histopathologic classification

G1

G2

G3

16

24

15

25

9

23

8

2.971± 1.16

3.063± 1.27

1.769± 0.33

3.780± 0.86

1.689± 0.50

3.287± 1.20

3.708± 0.32a

-0.232

-4.624

-3.584

-9.730

0.818

<0.001

<0.001

<0.001

2.424± 0.74

2.617± 0.71

2.814± 0.66

2.375± 0.71

3.503± 0.27

2.350± 0.37

2.003± 0.84a

-8.33

1.94

8.40

-3.37

0.410

0.060

<0.001

0.001

注：MCM5：a：低分化和中分化比较 P=0.857>0.05，

P16INK4A：a：低分化和中分化比较 P=0.114>0.05。

Note: MCM5: a: G3 vs G2, P=0.857>0.05,

P16INK4A: a: G3 vs G2, P=0.114>0.05.
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3 讨论

CIN是宫颈癌的前驱病变，其具有自然消退与进展为宫颈

癌两种结果。目前采用的 TCT细胞学、hr-HPV检测等提高了

宫颈癌的筛查率，但都不能判断 CIN的转归，故在癌前病变及

癌变早期能够寻找发现高特异性、敏感性生物标记物，尤为重

要的是联合可靠的细胞增殖标记物，作为宫颈上皮肿瘤性增生

与非肿瘤性增生鉴别诊断的标记物，进一步完善宫颈癌的筛

查。从而可有效的诊断、判断 CIN转归，同时提高宫颈癌早期诊

断的准确性，可达到早期治疗、判断其预后，提高生存率。

宫颈癌变的过程中出现很多分子表达异常，MCM5与 DNA

的复制及细胞的增殖有关。有研究显示 MCM5是反映细胞增殖

活性程度的可靠指标 [4]。随着细胞周期的变化，MCM蛋白的

mRNA表达水平亦随之改变，在 G1/S期达到峰值，进入静止期

(G0期)或细胞分化、衰老时，其表达下降或无表达，故其可作为

反映细胞增殖活性的特异分子标记物 [5,6]。本实验显示：MCM5

mRNA在正常宫颈组织、CINⅠ、CINⅡ-Ⅲ组到 SC，表达量逐渐

升高，四组间表达差异具有统计学意义。陈玮等 [7]研究结果与本

研究一致。亦有研究显示，MCM蛋白水平比 Ki-67、PCNA传统

增殖标记物更敏感而特异的反应细胞增殖情况[8,9]。提示 MCM5

在低级病变、高级病变及癌中表达量均有改变，跟宫颈病变本

身增殖活性程度增高一致。MCM5在 SC中的表达量明显高于

CINⅠ和 CINⅡ-Ⅲ，差异均有统计学意义，正常宫颈组织与

CINⅠ之间有差异，而 CINⅠ与 CINⅡ-Ⅲ之间差异无统计。提

示 MCM5可作为宫颈病变细胞增殖标记物，MCM5的增高不但

标志着恶性细胞的增殖而且也标志着非典型性细胞和潜在恶

性细胞的增生。因此推断 MCM5可成为区分宫颈正常黏膜、宫

颈上皮内瘤变及宫颈鳞癌的细胞增殖标记物，可成为宫颈癌前

病变及宫颈癌诊断及鉴别的指标。本实验显示，在宫颈癌组织

中随着肿瘤恶性程度的增加，MCM5基因表达水平升高，即低、

中分化组明显高于高分化组。提示 MCM5能够反映肿瘤中增生

细胞的状况，与肿瘤的恶性程度有关，检测 MCM5的表达水平

有助于判断宫颈癌患者的预后。

P16INK4A是直接参与细胞周期调控的抑癌基因，其与细胞周

期蛋白 D竞争性结合 CDK4和 CDK6，阻止细胞尤其是带有损

伤 DNA 的 细 胞 从 G1 期 进 入 S 期 , 即 通 过 cy-

clinD-CDK4/6-pRb-E2F途径完成抑制细胞周期[10]。多种肿瘤

的发生与 P16INK4A的表达缺失有关，而在宫颈癌的研究中结论

存在异议。本研究从基因水平检测不同宫颈组织中 P16INK4A的

mRNA的表达量，结果显示：P16INK4A基因表达量随着宫颈病变

程度的加重而升高，且在正常宫颈组织、CINⅠ、CINⅡ-Ⅲ及宫

颈癌组织之间表达量有差异，表明其在 CIN及 SC中高表达并

参与宫颈病变的演变过程。与 Goncalves等[11]和曹永成等[12]的研

究显示 P16基因在宫颈癌中呈低表达，与本实验结果相反。但

更多研究为过表达，如 Mulvany [13]和 Braganca[14] 等人研究结果

与本实验结果一致。考虑 P16INK4A的高表达与 HPV感染有关，

HPV病毒基因 E7与 PRb结合，导致正常的 P16INK4A蛋白反馈

性增高，但其生理功能丧失。在本实验中 P16INK4A的 mRNA的表

达量在 CINⅠ中已明显升高，并随癌前病变级别的进展而增

加，且其表达量在宫颈的低级病变与高级病变中存在差异，提

示 P16INK4A的高表达是宫颈癌发生的早期事件，其表达变化出

现在宫颈上皮细胞恶性转化过程。本研究显示：P16INK4A在 CIN

Ⅰ与 CINⅡ-Ⅲ之间表达量有差异，亦有研究显示：P16INK4A在低

级内瘤变中表达阳性者比阴性者更容易向高级宫颈病变发展
[15-20]。Nasioutziki M 等 [21]研究提出，P16INK4A的检测较 HPV DNA

更有助于宫颈低级病变的检出，且在宫颈癌前病变及癌的筛查

中有较高的敏感性、特异性和阳性预测值。故可推断 P16INK4A与

CIN的分级密切相关，有助于 CIN的诊断及分级，在预测宫颈

病变进展中有着重要的意义，因此其可成为宫颈癌前病变及宫

颈癌筛查的有效生物标记物。在本实验中，pl6INK4A基因在宫

颈癌病理分化中，其在低分化组表达明显低于高分化组，提示

pl6INK4A基因的表达下调可能与宫颈癌的进展有关，且与不

良预后有关。因此可能成为病情进展和判断预后的客观指标之

一。

国内很少有从基因水平检测宫颈病变中 MCM5和 pl6INK4A

的表达情况，故本实验从分子水平进行研究，为二者在宫颈病

变诊断价值中提供可靠依据。

综上所述，MCM5 和 P16INK4A二者联合检测可成为 CIN 的

诊断、分级及判断其转归的指标；其与 HPV联合检测对宫颈癌

及癌前病变的鉴别诊断、宫颈癌的早期诊断、预测病情进展及

预后具有临床重要意义。
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