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［摘 要］ 目的：探讨p16/Ki⁃67双染检测在不能明确意义的非典型鳞状上皮细胞（atypical squamous cell of undetermined sig⁃
nificance/high risk human papillomavirus，ASCUS）合并高危型人乳头瘤病毒（human papillomavirus，HPV）阳性者中对宫颈高级别

鳞状上皮内病变（high⁃grade squamous intraepithelial lesion，HSIL）的诊断价值。方法：回顾性分析2017年9月—2018年12月在

南京医科大学第一附属医院妇科就诊的283例ASCUS合并高危型HPV阳性者阴道镜下的宫颈活检组织病理结果，探讨HSIL
的危险因素，比较p16/Ki⁃67双染检测和HPV分型检测的诊断效能。结果：283例患者中88例被诊断为HSIL。单因素分析显

示，不同HPV型别、p16/Ki⁃67双染检测结果间HSIL发生率差异有统计学意义（P＜0.01），不同年龄患者HSIL发生率的差异无

统计学意义（P＞0.05）。多因素 Logistic回归分析显示，HPV16/18阳性、p16/Ki⁃67双染检测阳性是HSIL的高危因素（P＜

0.001）。p16/Ki⁃67双染检测较HPV分型检测有更高的灵敏度（62.03% vs. 51.14%）、阴性预测值（81.6% vs. 78.9%）及受试者工

作特征（ROC）曲线下面积（0.794 vs. 0.669，P＜0.05）。结论：p16/Ki⁃67双染检测阳性是ASCUS合并HPV阳性者中发现HSIL的

预警因素，其筛查效能优于HPV分型检测，为宫颈病变初筛提供了一种新选择。
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［Abstract］ Objectives：To explore the diagnostic value of p16/Ki ⁃67 dual stain cytology for high ⁃grade squamous intraepithelial
lesion（HSIL）in patients with positive atypical squamous cell of undetermined significance/high risk human papillomavirus（ASCUS/
HPV）. Methods：A total of 283 cases diagnosed as HSIL with positive ASCUS/HPV were selected between September，2017 and
December，2018 from the Department of Gynecology，the First Affiliated Hospital of Nanjing Medical University. Colposcopy and
biopsy were performed on all patients to analyze the risk factors of HSIL. And the diagnostic value of p16/Ki⁃67 dual stain cytology was
compared with that of HPV genotype. Results：In total，88 of the 283 ASCUS/HPV positive cases were diagnosed with HSIL. Univariate
logistic analysis indicated that different results of p16/Ki⁃67 dual stain cytology and HPV genotype test showed different HSIL rates，
which were statistically significant（P＜0.01）. Ages of the patients did not contribute to the variation of HSIL incidences（P＞0.05）.
Multivariable logistic analysis showed that both HPV genotype and p16/Ki⁃67 positives were risk factors for HSIL（P＜0.001）. The
sensitivity，negative predictive value and area under ROC of p16/Ki⁃67 dual stain cytology were higher than those of HPV genotype test
（P＜0.05）. Conclusion：p16/Ki⁃67 dual stain cytology positive is a warning sign of HSIL for patients with positive ASCUS/HPV，the
screening efficacy of which is better than that of HPV genotype test. It provides a new option for cervical lesion screening.
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子宫颈癌是全世界女性第 4大最常见恶性肿

瘤，2012 年全球宫颈癌新发病例和死亡病例的

85%集中于发展中国家［1］。目前我国每年宫颈癌

新发病例约 10万，居我国女性生殖系统恶性肿瘤

第 1位［2］。因此子宫颈癌的防治是推进女性健康的

重要部分。

目前，宫颈脱落细胞检查和高危型人乳头瘤病

毒（human papillomavirus，HPV）检测被美国子宫颈

癌筛查指南推荐为主要筛查选择［3］。不能明确意义

的非典型鳞状上皮细胞（atypical squamous cell of
undetermined significance，ASCUS）的诊断标准首次

由美国癌症协会于 1988年制定的关于宫颈细胞学

诊断标准中提出［4］，是描述宫颈鳞状上皮细胞异常

的一种常见类型，在子宫颈细胞学筛查中所占比例

（2.8%~5.2%）仅次于未见上皮内病变或恶性病变［5］。

2006年美国阴道镜与宫颈病理学会（ASCCP）提出

ASCUS患者可行高危型HPV检测，若高危型HPV
检测结果为阴性，可随访12个月后再次行细胞学检

查，若为阳性，建议转诊阴道镜。但转诊阴道镜患

者中不乏未发生宫颈病变以及仅为低级别鳞状上

皮内病变（low⁃grade squamous intraepithelial lesion，
LSIL），因此分层管理ASCUS合并高危型HPV阳性

患者十分必要。

p16/Ki⁃67双染检测是近年出现的宫颈病变辅

助诊断方法，若细胞中出现p16过表达，则提示处于

细胞周期阻滞期，若出现Ki⁃67过表达，则提示细胞

周期处于增殖期，若二者同时表达，则提示细胞周

期失调［6］。那么p16/Ki⁃67双染检测阳性的患者，是

否发生高级别鳞状上皮内病变（high⁃grade squa⁃
mous intraepithelial lesion，HSIL）的风险会增加呢？

本研究回顾分析了283例ASCUS/HPV阳性者，以宫

颈活检病理结果作为诊断标准，探讨HSIL的风险因

素，评价p16/Ki⁃67双染检测在宫颈癌筛查中的可靠

性及临床应用的可行性。

1 对象和方法

1.1 对象

回顾性分析 2017年 9月—2018年 12月在南京

医科大学第一附属医院妇科就诊的283例ASCUS合
并高危型HPV阳性患者的临床资料。纳入研究的

患者均为非妊娠状态，既往宫颈脱落细胞检查正常

且高危型HPV检测阴性，无宫颈手术史，无任何其他

恶性肿瘤史，无自身免疫性疾病或正在接受免疫抑制

治疗。患者年龄22~70岁，平均年龄为（40±9）岁。本

研究已通过南京医科大学第一附属医院伦理委员

会审查，参与患者均已签署知情同意书。

1.2 方法

1.2.1 宫颈脱落细胞检查

按薄层液基细胞学检查（thinprep cytologic test，
TCT）要求取样、固定、制片和染色宫颈脱落上皮细

胞，依据 2001年子宫颈细胞学 Bethesda分类系统

（TBS）进行细胞学诊断［7］。

1.2.2 Cobas HPV检测

采集患者宫颈脱落细胞，保存于细胞培养液

中，使用罗氏Cobas 4800 HPV检测仪对细胞标本中

HPV DNA的含量进行测定。Cobas 4800可检测14种
高危型HPV并分为 16、18及其他 12种型别 3类，任

一类阳性即为HPV阳性。本研究纳入的所有患者

Cobas HPV检验结果共5种类型，包括HPV16阳性、

HPV18阳性、其他12种HPV阳性、HPV16合并其他

12种HPV阳性以及HPV18合并其他12种HPV阳性。

1.2.3 p16/Ki⁃67双染检测

p16/Ki⁃67双染检测采用CINtec PLUS细胞学试

剂盒（罗氏公司，德国）。利用宫颈脱落细胞检查后

剩余的子宫颈细胞，进行处理后立即BS SurePath样
本制备，经过 95%酒精固定、清洗、封固等过程，最

终镜下观察并记录。双染检测结果判读：若在同一

焦距下观察到至少 1个细胞的细胞质为棕色染色

（p16）且细胞核为红色染色（Ki⁃67），无论细胞学形态

如何，即判读为p16/Ki⁃67双染检测阳性（图1）。

1.2.4 阴道镜下宫颈组织活检

依据阴道镜操作规范，参照2017年国际子宫颈

病理与阴道镜联盟的阴道镜术语描述并诊断阴道

镜图像［8］。对阴道镜下可疑病变部位活检，不满意

阴道镜图像者行宫颈管搔刮术，标本以10%福尔马

林固定送至病理科检查。

1.2.5 病理检查

子宫颈活检、宫颈管搔刮组织均进行常规固

BA
A：p16/Ki⁃67双染阳性；B：p16/Ki⁃67双染检测阴性（×400）。

图1 p16/Ki⁃67双染检测结果

Figure 1 Results of p16/Ki⁃67 dual stain cytology
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定、包埋和制片，依据 2014年WHO《女性生殖器官

肿瘤分类》（4版）［9］，将宫颈上皮内瘤变（cervical in⁃
traepithelial lesion，CIN）1 级、相关 HPV 感染归为

LSIL，将CIN2、CIN2⁃3、CIN3归为HSIL。
1.3 统计学方法

应用 SPSS 22.0软件对数据进行统计学分析。

单因素分析采用χ2检验和 Fisher确切概率法，多因

素分析应用二元Logistic回归分析，纳入多因素模型

的变量检验水准为α=0.10，分析ASCUS合并HPV阳

性患者中HSIL的危险因素。应用Medcalc软件计算

p16/Ki⁃67双染检测和HR⁃HPV分型检测的灵敏度、

特异度、阴性预测值、阳性预测值，绘出受试者工作

特征（ROC）曲线，计算两种检验方法的ROC曲线下

面积（area under curve，AUC），并采用 Z检验比较。

P ≤ 0.05为差异有统计学意义。

2 结 果

2.1 一般资料

283例ASCUS合并HPV阳性患者阴道镜下宫

颈活检病理的结果：115例正常；80例LSIL（CIN1）；

88 例 HSIL，其中 47 例 CIN2，24 例 CIN2 ⁃ 3，17 例

CIN3。
2.2 ASCUS合并高危型HPV阳性者中HSIL危险因

素分析

选择患者年龄、HPV型别、p16/Ki⁃67双染检测

3个非特异性因素，分析与HSIL的相关性。单因素

分析提示不同年龄患者HSIL发生率的差异无明显

统计学意义（P＞0.05，表1）。
根据 Cobas HPV检测结果，分为 5种类型（表

1），仅HPV16型、仅HPV18型、HPV16合并其他 12
种亚型和HPV18合并其他 12种亚型感染的患者中

HSIL发生率均高于仅其他 12种亚型感染的患者，

差异有统计学意义（P＜0.01）。进一步分析研究提

示：HPV16阳性与HPV16合并其他 12型HPV阳性

者 HSIL 发生率并无统计学差异（χ2=1.216，P=
0.545），HPV18阳性与HPV18合并其他 12型HPV
阳性者HSIL发生率也无统计学差异（P＞0.05）。

p16/Ki⁃67双染检测阳性患者120例，其中HSIL
为 73例，p16/Ki⁃67双染检测阴性患者 163例，其中

HSIL为15例，两者比较，双染阳性者HSIL的发生率

高于双染阴性者（P＜0.01，表1）。
应用二元Logistic回归分析进行多因素分析，上

述 3个因素中，HPV型别、p16/Ki⁃67双染检测为入

选模型。结果提示，HPV16/18型阳性、p16/Ki⁃67双
染检测阳性是HSIL的危险因素（P＜0.001，表2）。
2.3 p16/Ki ⁃67 双染细胞学、HPV 分型检测预测

HSIL的诊断价值

所有纳入病例诊断标准为宫颈活检病理为

HSIL，应用Medcalc计算得 p16/Ki⁃67双染细胞学的

灵敏度为 62.0%，特异度为 65.2%，阴性预测值为

81.6%，阳性预测值为 40.8%，HPV分型检测的灵敏

度为51.1%，特异度为82.6%，阴性预测值为78.9%，

表1 ASCUS合并HPV阳性者中HSIL的单因素分析

Table 1 Univariate analysis for HSIL in ASCUS/HPV positive women ［n（%）］

影响因素

年龄

≤30岁
31~40岁
41~50岁
51~60岁
≥61岁

HPV分型

HPV16
HPV18
其他12型
HPV16+其他12型
HPV18+其他12型

P16/Ki⁃67双染检测

阳性

阴性

例数

053
105
081
038
006

033
004
204
032
010

120
163

正常宫颈组织

19（35.8）
40（38.1）
42（51.9）
11（28.9）
03（50.0）

10（30.3）
01（25.0）
94（46.1）
06（18.8）
04（40.0）

31（25.8）
84（51.5）

χ2值

8.331

—

86.927

LSIL

16（30.2）
29（27.6）
21（25.9）
13（34.2）
01（16.7）

05（15.2）
01（25.0）
67（32.8）
05（15.6）
02（20.0）

16（13.3）
64（39.3）

HSIL

18（34.0）
36（34.3）
18（22.2）
14（36.8）
2（33.3）

18（54.5）
2（50.0）

43（21.1）
21（65.6）
4（40.0）

73（60.8）
15（9.2）

P值

＜0.363*

＜0.01**

＜0.010*

*：Fisher确切概率法。
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阳性预测值为 57.0%。应用Medcalc绘出 p16/Ki⁃67
双染细胞学、HR⁃HPV分型检测的ROC曲线（图2），

p16/Ki⁃67双染细胞学的AUC（0.794）大于HPV分型

检测的AUC（0.669），差异有统计学意义（P=0.001，
表3）。

3 讨 论

ASCUS自 1988年在 Bethesda会议被提出后用

于辨认宫颈细胞中具有一定异型性但达不到低级

别病变的鳞状细胞不典型亚型，炎症性病变、宫颈

上皮内瘤变、少数宫颈癌患者的细胞学检测均可出

现ASCUS的结果［10］。如何高效检出ASCUS患者中

的HSIL及宫颈癌，同时避免过度检查以免增加患者

的心理及经济负担是临床工作的一项难题。因此，

将目标人群依据不同风险分层管理十分必要，对

ASCUS合并HPV阳性患者依据发生HSIL的风险高

低分层管理有重要的临床价值。

目前可确定绝大部分宫颈癌及癌前病变发生

的原因是HPV的持续感染。Kim等［11］发现HPV感

染者的年龄呈“V”字型分布。但目前年龄是否是

HSIL发生的高危因素，国内外文献的报道并不统

一。Kim等［12］回顾分析了韩国 139例 ASCUS合并

HPV阳性者，发现≥50岁患者宫颈病变的发生率显

著高于＜50岁患者。但Einstein等［13］发现＜30岁与

≥30岁的ASCUS、HPV16/18阳性患者中HSIL发生

率的差异并无统计学意义。马静等［14］回顾分析了

460例ASCUS/HR⁃HPV阳性者，发现不同年龄组中

HSIL发生率的差异并无统计学意义。本研究结果

提示，在不同年龄组患者中，HSIL发生率无统计学

差异（P＞0.05）。
目前已知的HPV中，HPV16亚型致癌风险最高，

约占全球宫颈癌病例的55%~60%，其次是HPV18亚
型，约占 10%~15%，其余病例与另外 12种HPV相

关［13，15］。Einstein等［13］发现ASCUS伴HPV16/18阳性

患者发生HSIL的风险为伴其他12种HR⁃HPV阳性

患者的 4.2倍。Stoler等［15］在对ASCUS患者的前瞻

性研究中发现HPV16阳性者发生HSIL的风险是其

他12种HR⁃HPV阳性者的3.7倍。本研究的结果与

上述类似，HPV16/18阳性、HPV16/18合并其他12型
HPV阳性患者与仅其他12型HPV阳性患者HSIL发

生率的差异有统计学意义（P＜0.01），HPV16/18阳

性患者发生HSIL的风险约为其他12种HR⁃HPV阳

性患者的3.9倍。

p16、Ki⁃67是近年出现的宫颈癌细胞学标志物。

正常细胞周期进展中p16表达是一种抗增殖效应，而

Ki⁃67是一种反映细胞增殖的核抗原［7］，同一细胞内

的增殖标志物Ki⁃67和 p16应当相互排斥。因此当

宫颈上皮细胞内共表达Ki⁃67和p16时，理论上可推

断相应细胞出现细胞周期调控失常。Ikenberg等［16］

在对欧洲5个国家27 349例妇女的宫颈癌筛查研究

中发现，p16/Ki⁃67双染检测对HSIL具有较细胞学

更高的敏感性以及相差不大的特异性。Wentzensen
等［17］对1 509例HPV阳性女性进行的前瞻性观察研

究发现p16/Ki⁃67双染检测对于HSIL的预测有与细

胞学相似的敏感性，更高的特异性、阳性预测值及

阴性预测值，显示了 p16/Ki⁃67双染检测对HPV阳

性患者有更优的风险分层。本研究显示，在ASCUS
合并高危型HPV感染的患者中，p16/Ki⁃67双染检测

表3 p16/Ki⁃67双染检测、HPV分型检测的诊断价值

Table 3 Diagnostic value of p16/Ki⁃67 dual stain cytology
and HPV genotype test

影响因素

双染检测

病毒分型

AUC
0.794
0.669

标准误

0.036
0.029

AUC的95%CI
0.742~0.840
0.610~0.723

P值

0.001
Z值

3.286

双染检测

HPV分型

1.0
0.8
0.6
0.4
0.2
0

灵
敏

度

1-特异度
0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0

图2 p16/Ki⁃67双染检测、HPV分型检测的ROC曲线

Figure 2 ROC curve of p16/Ki⁃67 dual stain cytology and
HPV genotype test

表2 ASCUS/HR⁃HPV阳性者中HSIL的多因素分析

Table 2 Multivariable Logistic analysis for HSIL in ASCUS/HPV positive women

影响因素

p16/Ki⁃67双染阳性

HPV16/18阳性

回归系数

2.612
1.371

标准误

0.340
0.339

χ2值

59.026
16.364

P值

＜0.001
＜0.001

OR值

13.628
3.940

95%CI
6.999~26.537
2.027~7.655

··1462



阳性者HSIL的发生率明显高于双染阴性者，结果有

统计学意义，p16/Ki⁃67双染检测阳性患者发生HSIL
的风险约为阴性患者的13.6倍。

本研究发现 p16/Ki⁃67双染检测阳性、HPV16/
18阳性是ASCUS合并HPV阳性者发生HSIL的高危

因素，同时比较了 p16/Ki⁃67双染检测与HPV分型

检测的检验效能。Possati⁃Resende等［18］发现p16/Ki⁃
67双染检测与HPV分型检测在ASCUS患者中预测

HSIL具有相似的准确率。而本研究发现 p16/Ki⁃67
双染检测在ASCUS和LSIL中对CIN2及以上病变的

灵敏度及阴性预测值与HPV分型检测类似［19］。本

研究结果显示p16/Ki⁃67双染检测较HPV分型检测

具有较高的灵敏度、阴性预测值及准确性。

综上所述，p16/Ki⁃67双染检测阳性是ASCUS合
并HPV阳性患者中发现HSIL的预警因素。p16/Ki⁃
67双染检测较HPV分型检测有更高的准确性。因

此对于p16/Ki⁃67双染检测阳性的ASCUS合并HPV
阳性的患者，需谨慎评估宫颈是否存在高级别病

变，该法为宫颈病变初筛提供了一种新选择。
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