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p16/ki-67双染检测在非 16/18型高危HPV阳性

患者分流筛查中的应用

陈杰，项艳，徐玲超

【摘要】目的 探讨 p16/ki-67双染检测在非 16/18型高危人乳头瘤病毒（HPV）阳性患者分流筛查中的作用。方法

选择 2023 年 1 月至 2024 年 12 月在丽水市妇幼保健院接受阴道镜下宫颈活检的 354 例非 16/18型高危 HPV
阳性患者作为研究对象，均接受液基薄层细胞学、HPV、p16/ki-67双染检测和宫颈活检，以宫颈活检结果为“金标

准”，分析 p16/ki-67双染检测与宫颈活检阳性[高级别鳞状上皮内病变（HSIL）及宫颈癌]的一致性，采用受试者工

作曲线（ROC）分析 p16/ki-67双染检测对 HSIL及宫颈癌的鉴别价值。结果 宫颈活检发现阳性 131例，双染检

测阳性 127例，双染检测和宫颈活检结果的一致性良好（ =0.782，＜ 0.05）。在HPV31、35、35、39、45、51、52、
58、59、66、68等高危HPV亚型中双染检测阳性结果均与宫颈活检一致性良好（均 ＜ 0.05）。双染检测对非 16/18
型高危 HPV致 HSIL及宫颈癌的预测灵敏度、特异度、 分别为 86.3%、93.7%、0.900（0.864～ 0.929）。双染检

测对HPV58、59、39、66、33等高危HPV亚型致HSIL及宫颈癌具有中等偏上的鉴别能力（ 0.825～ 0.871），对
HPV31、68、45、51、52、35等高危 HPV亚型致 HSIL及宫颈癌具有良好的鉴别能力（均 ＞ 0.9）。结论 p16/
ki-67双染检测对非 16/18型高危 HPV致 HSIL及宫颈癌的鉴别与宫颈活检的一致性良好。非 16/18型高危 HPV

阳性患者分流筛查中联合 p16/ki-16双染检测可减少过度医疗。
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宫颈癌发病率居全球癌症发病率第四位，2020

年报告新发病例 60万，死亡病例 34万[1]。人乳头瘤

病毒（human papilloma virus，HPV）是宫颈癌最主要

的致病因素之一，超过 90%的宫颈癌与高危HPV感

染相关[2]。HPV16和 HPV18是最普遍和常见的高危

HPV亚型，分别占癌症病例的 55%～ 60%和 10%～

15%，其余高危HPV亚型癌症病例的比例在 25%～

35%[3]。非 16/18型高危 HPV分流进行宫颈活检，可

能存在过度检查 [4]。ki-67是细胞肿瘤增殖标志物，

常用于评估细胞增殖的活跃程。通过检测 ki-67表
达，可间接评估细胞的增殖活性和宫颈上皮病变的

严重程度。在高危 HPV亚型阳性患者中，结合 ki-67

检测结果可进一步精确指导分流，减少过度诊疗和

漏诊。但其在非 16/18型高危 HPV 阳性中的应用

较少见 [5]。鉴于此，本研究观察 p16/ki-67双染检测

对非 16/18型高危 HPV阳性患者中的指导价值，现

报道如下。

1 资料与方法

1.1 一般资料 选择 2023年 1月至 2024年 12月
在丽水市妇幼保健院接受阴道镜下宫颈活检的非

16/18型高危 HPV阳性患者，纳入标准：（1）年龄＞

18岁；（2）高危型 HPV 检测提示为阳性，并排除

HPV16/18阳性；（3）液基薄层细胞检测（thinprep cy-
tologic test，TCT）提示最高为宫颈低级别鳞状上皮

内病变（low-grade squamous intraepithelial lesion，
LSIL）。排除标准：（1）既往有宫颈手术史，（2）妊娠

期妇女，（3）对相关检查不耐受，（4）合并宫颈之外的

其他部位原发肿瘤，（5）合并精神疾病或严重认知功

能障碍者。共纳入 354例患者，年龄 21～ 63岁，平

均（41.0±10.9）岁。本研究获得丽水市妇幼保健院医

学伦理委员会批准，所有研究对象均同意参加本研

究并签署书面知情同意书。

1.2 HPV 检查 采用导流杂交基因芯片技术检测
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HPV基因型。取保存宫颈细胞的细胞保存液 0.5 ml，

以 4 000 r/min离心 1min，收集管底细胞，利用DNA

提取试剂盒抽取宫颈细胞总DNA，通过聚合酶链式

反应（polymerase chain reaction，PCR）扩增、杂交前

准备、PCR产物杂交、显色，在一张 2 cm×2 cm大小

的基因芯片薄膜上一次性显示 21种 HPV 基因型，

高危型包括 HPV16、18、31、33、35、39、45、51、52、
58、59、66、68，低危型包括 HPV6、11、42、43、44。本

研究纳入非 16/18型高危 HPV。
1.3 TCT检查 患者取膀胱截石位，暴露宫颈，用

毛刷中间凸起的部分插入宫颈管，外侧毛刷毛抵住

宫颈外口，力度适中推向宫颈，按顺时针方向旋转

3～ 5圈。将刷头置入装有保存液的小瓶中，保证细

胞刷收集的细胞 100%用于制片。制片的薄片为直

径 13 mm的细胞区域，总数调控在 5 000～ 12 000

个，染色、封片后进行逰片。根据贝塞斯达系统（the
Bethesda system，TBS）诊断标准[6]分为正常、反应性

细胞改变、无明确诊断意义的不典型鳞状上皮细胞

（atypical squamous cells of undetermined significance，
ASC-US）、不典型鳞状上皮不除外高度鳞状上皮内

病变（atypical squamous cells cannot exclude high-gra-
de squamous intraepithelial lesion，ASC-H）、LSIL、高
度鳞状上皮内病变（high-grade squamous intra-

epithelial lesion，HSIL）及鳞状细胞癌等，见图 1～ 2。
1.4 p16/ki-67 双染检测 细胞采集和制片方法同

1.3，采用 p16/ki-67双染试剂盒对制片进行染色，严

格按照说明书操作，在荧光显微镜下观察结果。判

定标准：至少 1个细胞质呈红色（p16）而细胞核呈棕

色（ki-67）的细胞为阳性，反之为阴性，见图 3～ 4。
1.5 宫颈活检 患者取膀胱截石位，卧于妇科检查

台上。放置窥器边进入边不断开启前后叶，逐渐暴

露宫颈，接通光源，根据光斑位置调整合适位置，对

可疑病变位置进行多点活检。2名病理科医师根据

世界卫生组织（world health organization，WHO）女
性下生殖道肿瘤分类标准 [7] 进行独立判定，炎症、

LSIL判定为阴性，HSIL及宫颈癌判定为阳性。

1.6 统计方法 采用SPSS 23.0统计学软件包进行

数据分析，计数资料用例数和百分比表示，一致性分

析采用 分析；采用受试者工作（receiver oper-
ating characteristic curve，ROC）曲线绘制p16/ki-67双
染检测预测 HSIL及宫颈癌的灵敏度、特异性、曲线

下面积（area under the curve， ）和 95%置信区间

（confidence interval， ）。 ＜ 0.05表示差异有统计

学意义。

2 结果

2.1 宫颈活检结果 阴性 223例，占 62.99%，其中

慢性炎症 113例（50.67%），LSIL110例（49.33%）；阳
性 131例，占 37.01%，其中HSIL105例（80.15%），鳞
癌 21例（16.03%），腺癌 5例（3.82%）。
2.2 双染检测与宫颈活检的一致性分析 宫颈活检

发现阳性 131例，双染检测阳性患者 127例，双染检

测和宫颈活检的一致性良好（ =0.782， ＜

图 1 液基薄层细胞检测的不典型鳞状上皮细胞不除外高度鳞状上

皮内病变（巴氏染色法，×400）

图 2 液基薄层细胞检测的高度鳞状上皮内病

变（巴氏染色法，×400）
图 3 p16/ki-67双染后阳性（免疫细胞化学

法，×400）
图 4 p16/ki-67双染后 ki-67阳性（免疫细胞

化学法，×400）
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0.05），见表 1。
2.3 不同高危型 HPV 双染检测与宫颈活检的一致

性分析 HPV31、35、35、39、45、51、52、58、59、66、
68等高危 HPV 亚型中双染检测阳性结果均与宫颈

活检一致性良好（均 ＜ 0.05），见表 2。
2.4 双染检测对HSIL及宫颈癌的鉴别价值 双染

检测对非 16/18型高危 HPV致HSIL及宫颈癌的预

测灵敏度、特异度和 分别为 86.3%、93.7%、

0.900（0.864～ 0.929）。双染检测对 HPV58、59、39、
66、33等高危 HPV亚型致HSIL及宫颈癌具有中等

偏上的鉴别能力（ 0.825～ 0.871），对 HPV31、
68、45、51、52、35等高危 HPV亚型致 HSIL及宫颈

癌具有良好的鉴别能力（均 ＞ 0.900），见表 3。

3 讨论

高危 HPV 持续感染是宫颈上皮内瘤和浸润性

癌发生发展的重要因素[8]。对女性而言，多数性活跃

的女性会暴露于生殖器HPV感染，超过 90%的感染

在 1～ 2年内清除，不会导致进一步伤害[9]。根据指

南推荐，对细胞学结果提示 ASC-US 患者行高危

HPV检测；结果提示 LSIL者行宫颈活检，但仅有

12%～ 40%的LSIL患者组织学证实为≥HSIL，导致

过度诊疗 [10]。目前接种 HPV16/18疫苗的人群已进

入宫颈癌筛查期，该类女性仍然易感染其他高危亚

型，而非 16/18型高危 HPV的宫癌患病率存在明显

异质性，意味着过度诊治的风险会增加 [11]。本研究

结果显示，354例非 16/18型高危HPV阳性患者中，

宫颈活检阳性率为 37.01%，与既往研究[5，11]类似。

这提示对非 16/18型高危 HPV 阳性患者全部进行

宫颈活检有过度诊疗的风险。

p16和 ki-67是常用于宫颈癌的筛查。p16为细

胞周期蛋白抑制剂，当细胞受到高危 HPV感染时，

细胞产生过量的 p16蛋白表达[12]。ki-67是一个核成

分，当细胞活跃增殖时，ki-67蛋白会显著上调。在

表 2 不同高危 HPV亚型双染检测与宫颈活检的一致性分析 例

HPV亚型 双染 宫颈活检 值 值

检测 阳性 阴性

31 阳性 12 1 0.819 ＜ 0.05
阴性 2 20

33 阳性 5 1 0.742 ＜ 0.05
阴性 1 10

35 阳性 13 1 0.892 ＜ 0.05
阴性 1 26

39 阳性 13 2 0.717 ＜ 0.05
阴性 3 18

45 阳性 11 1 0.858 ＜ 0.05
阴性 1 16

51 阳性 12 2 0.840 ＜ 0.05
阴性 1 29

52 阳性 11 1 0.861 ＜ 0.05
阴性 1 17

58 阳性 7 1 0.718 ＜ 0.05
阴性 3 31

59 阳性 7 1 0.713 ＜ 0.05
阴性 2 12

66 阳性 7 2 0.694 ＜ 0.05
阴性 1 10

68 阳性 15 1 0.839 ＜ 0.05
阴性 2 20

表 1 双染检测和宫颈活检结果比较 例

双染 宫颈活检 合计

检测 阳性 阴性

阳性 113 14 127
阴性 18 209 227
合计 131 223 354

表 3 双染检测对非 HPV16/18高危型 HPV的鉴别价值

HPV亚型 灵敏度（%） 特异度（%） 95%
31 85.7 95.5 0.906 0.761～ 0.977
33 83.3 90.9 0.871 0.622～ 0.982
35 92.9 96.3 0.946 0.827～ 0.992
39 81.2 90.0 0.856 0.699～ 0.950
45 91.7 94.1 0.929 0.769～ 0.991
51 92.3 93.5 0.929 0.810～ 0.985
52 91.7 94.4 0.931 0.775～ 0.991
58 70.0 95.0 0.825 0.643～ 0.939
59 77.8 91.7 0.847 0.625～ 0.965
66 87.5 84.6 0.861 0.641～ 0.971
68 88.2 95.2 0.917 0.781～ 0.982
合计 86.3 93.7 0.900 0.864～ 0.929
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宫颈癌筛查中，通过检测宫颈细胞中 ki-67的表达水

平，可以评估细胞增殖活性 [13]。p16/ki-67双染检测

可以更准确地评估宫颈癌的发展风险 [14]。p16 的阳

性表达提示存在 HPV感染的可能性，而 ki-67 的高

表达则意味着细胞的增殖活性增加，两者结合可以

提供更全面的信息，帮助医生做出更准确的宫颈癌

筛查结果。此外，p16/ki-67双染检测也可以用于评

估宫颈上皮内瘤变的严重程度和预后分析，对决定

治疗方案和预测患者的生存率具有重要意义。国内

外研究均显示，p16/ki-67双染检测在宫颈癌筛查中

表现出较高的灵敏度和特异度 [15-16]。Wright等 [17]研

究显示，p16/ki-67在非 16/18型高危HPV阳性患者

分流中具有重要作用。

本研究结果显示，p16/ki-67检测与宫颈活检结

果具有良好的一致性。为了探讨 p16/ki-67 对不同

高危 HPV亚型的鉴别价值，本研究对 HPV16、18、
31、33、35、39、45、51、52、58、59、66、68阳性患者

p16/ki-67检查和宫颈活检的一致性进行分析，结果

发现各亚型中 p16/ki-67 检测结果均与宫颈活检一

致性良好。ROC分析显示，p16/ki-67对非 16/18型
高危 HPV 致 HSIL 及宫颈癌均具有较高的鉴别效

能。这提示 p16/ki-67在非 16/18型高危 HPV 阳性

患者分流筛查具有重要价值。

综上所述，联合p16/ki-67双染检测对非 16/18型
高危 HPV阳性患者有鉴别价值，可减少过度医疗。
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