
中 国 医 学 科 学 院 学 报

ＡＣＴＡＡＣＡＤＥＭＩＡＥＭＥＤＩＣＩＮＡＥＳＩＮＩＣＡＥ

!"#


$% &"


'

　４２９　　

·论　著·

头颈部鳞癌人乳头状瘤病毒 １６／１８感染状态
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　　摘要：目的　通过测定人头颈部鳞状细胞癌组织中人乳头状瘤病毒 （ＨＰＶ）１６／１８感染和 Ｋｉ６７、Ｐ５３蛋白的表
达，探讨ＨＰＶ１６／１８感染和Ｋｉ６７、Ｐ５３蛋白表达的相关性及意义。方法　采用荧光定量ＰＣＲ方法测定头颈部鳞癌患者
肿瘤组织中ＨＰＶ１６／１８ＤＮＡ的含量，同时以免疫组织化学方法测定Ｋｉ６７、Ｐ５３蛋白的表达状态。结果　６２８％的患者
在头颈部鳞癌组织中检测到ＨＰＶ１６／１８ＤＮＡ，４６１５％的患者肿瘤组织表达 Ｐ５３蛋白为阳性。患者肿瘤组织 Ｋｉ６７的表
达在２％～７０％。ＨＰＶ１６／１８ＤＮＡ含量与患者的性别、吸烟、饮酒和临床分期无相关性 （Ｐ＞００５），与病理学分级呈
正相关 （ｒ＝０３５０，Ｐ＝０００１），与Ｋｉ６７表达无相关性 （Ｐ＝０１７９），与Ｐ５３表达呈负相关 （ｒ＝－０１９７，Ｐ＝００４）。
结论　头颈部鳞癌的发生可能和ＨＰＶ１６／１８感染有关，致病机制涉及Ｐ５３蛋白的降低表达。
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　　全球每年约有 ６４５０００例新发生的头颈部鳞癌
（ｈｅａｄａｎｄｎｅｃｋｓｑｕａｍｏｕｓｃｅｌｌｃａｒｃｉｎｏｍａ，ＨＮＳＣＣ）病
例。近年来，我国头颈部肿瘤的年发病率为１５２２／
１０万，占全身恶性肿瘤的４４５％。研究显示头颈部
肿瘤与长期吸烟、饮酒关系密切，但２０％ ～２５％的
头颈部鳞癌患者不存在吸烟和饮酒的危险因素［１］。

越来越多证据表明，高危型 （１６／１８亚型）人乳头
瘤病毒 （ｈｕｍａｎｐａｐｉｌｌｏｍａｖｉｒｕｓ，ＨＰＶ）感染与头颈部
鳞状细胞癌，尤其是口咽部位的鳞状细胞癌密切相

关［１３］。本研究采用 ＲＴＰＣＲ和免疫组织化学的方
法，分别检测头颈部鳞状细胞癌组织中的 ＨＰＶ１６／
１８ＤＮＡ含量和 Ｋｉ６７蛋白、Ｐ５３蛋白表达状态，探
讨头颈部鳞状细胞癌 ＨＰＶ１６／１８感染情况以及与 Ｋｉ
６７蛋白、Ｐ５３蛋白表达的相关性。

对象和方法

对象　选取２００４年１月至２００９年９月北京协和
医院通过病理确诊的新发头颈部鳞状细胞癌患者７８
例，年龄３４～９１岁，平均 （５９１±１３６）岁；其中
男性５２例；４７４％患者有吸烟 （史），３３３％有饮
酒史；肿瘤发生部位：唇鳞状细胞癌 ６例、口腔鳞
状细胞癌 ４８例、口咽鳞状细胞癌 １０例、下咽鳞状
细胞癌１４例；按国际抗癌联盟标准第６版进行临床
分期：０期 ２例、Ⅰ期 ８例、Ⅱ期 ２５例、Ⅲ期 １６
例、Ⅳ期 ２７例；按肿瘤分化程度进行分级：Ⅰ级
（高分化）２６例、Ⅱ级 （中分化）１８例、Ⅲ级 （低

分化）３４例。
提取肿瘤组织 ＤＮＡ　从石蜡切片上刮取肿瘤组

织样品放入 １５ｍｌ离心管中，加入 １２ｍｌ二甲苯，
漩涡震荡，１２０００ｒ／ｍｉｎ离心 ５ｍｉｎ，弃上清后加入
１２ｍｌ无水乙醇，震荡混匀，１２０００ｒ／ｍｉｎ离心 ２
ｍｉｎ，弃上清，打开管盖在３７℃晾干残留乙醇，充分
脱腊。然后应用 ＦＦＰＥＴｉｓｓｕｅＤＮＡＥｘｔｒａｃｔｉｏｎＫｉｔ试剂
盒，按说明书流程操作，用离心柱法提取组织 ＤＮＡ。
用Ｕｌｔｒｏｓｐｅｃ２１００ｐｒｏ紫外分光光度计检测，调整ＤＮＡ
浓度为１０ｎｇ／μｌ。

荧光定量 ＰＣＲ检测 ＨＰＶ１６／１８　应用人 ＨＰＶ

１６／１８亚型的核酸扩增荧光检测试剂盒 （中山达安

基因公司）进行 ＲＴＰＣＲ：按试剂盒操作说明，将
ＨＰＶ１６／１８ＰＣＲ反应液４０μｌ，Ｔａｑ酶３μｌ充分混匀
后加入ＲＴＰＣＲ专用八连管中，每份加入处理后的组
织 ＤＮＡ２μｌ或试剂盒提供的１０７、１０６、１０５、１０４的
标准品 ２μｌ，反应条件为 ９３℃ ２ｍｉｎ，９３℃ ４５ｓ，
５５℃ ６０ｓ，１０个循环，９３℃ ３０ｓ，５５℃ ４５ｓ，３０个
循环，荧光采集点为 ５５℃ ４５ｓ。选用 ＩＱ５型号 ＲＴ
ＰＣＲ仪。利用 ＩＱ５的分析软件，计算每份 ＤＮＡ标本
的拷贝数。

头颈部鳞癌中 Ｐ５３蛋白和 Ｋｉ６７蛋白的表达　
切片脱蜡至水。用 ＰＢＳ（ｐＨ７４）冲洗３次，每次５
ｍｉｎ。用００１ｍｏｌ／Ｌ柠檬酸缓冲液 （ｐＨ６０）微波修
复１ｍｉｎ，用ＰＢＳ冲洗３次，每次５ｍｉｎ。加过氧化酶
阻断溶液 （试剂 Ａ），以阻断内源性过氧化物酶的活
性，室温下孵育 １５ｍｉｎ，用 ＰＢＳ冲洗 ３次，每次 ５
ｍｉｎ。加 ＵｌｔｒａＶＢｌｏｃｋ（试剂Ｂ），室温孵育５ｍｉｎ。用
ＰＢＳ冲洗 ４次，每次 ５ｍｉｎ。加 ＲｏｄｅｎｔＢｌｏｃｋ（试剂
Ｃ），室温下孵育６０～７０ｍｉｎ。用 ＰＢＳ冲洗 ３次，每
次５ｍｉｎ。加第一抗体，室温下孵育６０ｍｉｎ。用 ＰＢＳ
冲洗４次，每次５ｍｉｎ。加生物素标记的二抗 （试剂

Ｄ），室温下孵育１０～１５ｍｉｎ。用 ＰＢＳ冲洗４次，每
次５ｍｉｎ。加链霉素抗生物素过氧化物酶溶液 （试剂

Ｅ），室温下孵育１０～１５ｍｉｎ。用 ＰＢＳ冲洗 ４次，每
次５ｍｉｎ。加新鲜配制的ＤＡＢ显色液，显微镜下观察
３～１０ｍｉｎ，阳性显色为棕褐色。ＤＡＢ显色液 （迈新

公司）的配法：在０８５ｍｌ蒸馏水中，加试剂 Ａ和 Ｂ
各５０μｌ，充分混匀，加试剂 Ｃ５０μｌ，混匀，避光放
置，３０ｍｉｎ内有效。染色结束后常规用树脂封片，
在显微镜下观察计数阳性细胞 （细胞核内出现棕黄

色颗粒的细胞），在每张切片的不同部位观察 １０００
个细胞，计算出阳性率。

Ｐ５３的阳性判定标准：Ｐ５３免疫组织化学染色阳性
细胞数＜１０％为 “－”，阳性细胞数在１０％ ～２５％为
“＋”，阳性细胞数在２６％ ～５０％为 “＋＋”，阳性细
胞数在 ５１％ ～７５％为 “＋＋＋”，阳性细胞数在
７６％ ～１００％为 “＋＋＋＋”（图１）。定量判断Ｋｉ６７
蛋白的表达：以 Ｋｉ６７蛋白阳性细胞的百分数作为
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阳性 （图１）。
统计学处理　采用 ＳＰＳＳ１１５软件进行统计分

析，计量资料采用均数 ±标准差，组间比较用 ｔ检
验，计数资料用卡方检验或四格表确切概率检验，

两者相关性用非参数 Ｓｐｅａｒｍａｎ等级相关分析，Ｐ＜
００５为差异具有统计学意义。

结　　果

头颈部鳞癌组织 ＨＰＶ１６／１８的感染率　６２８％
的患者肿瘤组织中可检测到 ＨＰＶＤＮＡ。口咽部、口
唇、口腔、下咽部鳞癌的 ＨＰＶ阳性率分别为 ７０％、
３３３３％、６６６７％、５７１４％，但不同部位鳞癌的
ＨＰＶ阳性率差异无统计学意义 （Ｐ＞００５）。吸烟者
（ｎ＝３７）和非吸烟者 （ｎ＝４１）ＨＰＶ１６／１８ＤＮＡ的
阳性率分别为７０２７％和５６０９％ （Ｐ＝０１９９）。饮
酒 （ｎ＝４３）和非饮酒 （ｎ＝３５）患者 ＨＰＶ阳性率分
别为５３８５％和 ６７３１％ （Ｐ＝０９１２）。临床分期 ０
期 （ｎ＝２）、Ⅰ期 （ｎ＝８）、Ⅱ期 （ｎ＝２５）、Ⅲ期
（ｎ＝１６）和Ⅳ期 （ｎ＝２７）患者的 ＨＰＶ阳性率分别
为５０％、７５％、６４％、６８７５％和 ５９２６％ （均 Ｐ＞
００５）。病理分级Ⅰ级高分化 （ｎ＝３８）、Ⅱ级中分
化 （ｎ＝２７）和Ⅲ级低分化 （ｎ＝１３）患者 ＨＰＶ阳性
率分别为３４６２％、７７７８％和７６４７％，Ⅰ／Ⅱ级和
Ⅰ／Ⅲ级的 ＨＰＶ阳性率差异具有统计学意义 （Ｐ＝
００３８，Ｐ＝００１１），Ⅱ／Ⅲ级 ＨＰＶ阳性率差异无统
计学意义 （Ｐ＝０９１），ＨＰＶ１６／１８ＤＮＡ水平与病理
学分级呈正相关 （ｒ＝０３５０，Ｐ＝０００１）。

头颈部鳞癌组织中 Ｋｉ６７蛋白和 Ｐ５３蛋白的表
达　所有头颈部鳞癌组织中均有 Ｋｉ６７蛋白的表达
（图１），Ｋｉ６７表达数量在２％ ～７０％，ＨＰＶＤＮＡ水
平与 Ｋｉ６７蛋白的表达无相关性 （Ｐ＝０１７９），ＨＰＶ
阴性和阳性组的 Ｋｉ６７蛋白表达差异无统计学意义
（Ｐ＝０４３５）。Ｐ５３蛋白 （－）组 （ｎ＝４２）、 （＋）
组 （ｎ＝１６）、（＋＋）组 （ｎ＝１５）、 （＋＋＋）组
（ｎ＝５）的 ＨＰＶ阳性率分别为 ６９０５％、６８７５％、
５３３３％和２０００％，各组和 （＋＋＋）组相比，Ｐ
分别为００３８、００４和００７。ＨＰＶ１６／１８ＤＮＡ水平和
Ｐ５３蛋白的表达呈负相关 （ｒ＝－０１９７，Ｐ＝００４）。

讨　　论

本研究头颈部鳞癌中 ＨＰＶ的阳性率为 ６２８％，

其中口咽鳞癌的阳性率最高 （７０％），唇鳞癌的阳性
率最低 （３３３３％），与国外的研究结果［１４］基本一

致，提示头颈部鳞癌的发生可能和 ＨＰＶ感染密切相
关。Ｓｙｒｊｎｅｎ等［２］在１９８５年首先提出，ＨＰＶ感染可
能和头颈部鳞癌发生有关。此后，很多研究应用多

种检测手段在头颈部鳞癌肿瘤组织中检测到 ＨＰＶ
ＤＮＡ和 ＨＰＶ肿瘤蛋白［１４］。人 ＨＰＶ是一种 ＤＮＡ病
毒，主要通过感染宿主的上皮／黏膜细胞，导致细胞
发生恶性转化。某些 ＨＰＶ的病毒亚型，如 ＨＰＶ１６、
ＨＰＶ１８、ＨＰＶ３１、ＨＰＶ３３、ＨＰＶ３５、ＨＰＶ３９，致细
胞恶性转化能力较强，被称为 “高危 ＨＰＶ病毒亚
型”。已有的研究显示，ＨＰＶ１６和 ＨＰＶ１８能引起上
呼吸道上皮细胞发生恶性转化，同时９６％的 ＨＰＶ阳
性头颈部鳞癌肿瘤组织中可检测到这两种亚型，因

此认为他们是诱发头颈部鳞状细胞癌的主要类型［４］。

Ｍｉｌｌｅｒ和 Ｊｏｈｎｓｔｏｎｅ［５］对 ４６８０个肿瘤标本的综述性分
析显示，口腔鳞状细胞癌中 ＨＰＶ阳性率为 ４６５％，
ＨＰＶ基因型主要为 ＨＰＶ１６和 ＨＰＶ１８，其他高危型
ＨＰＶ阳性率 ＜１％。

本研究 ＨＰＶ１６／１８ＤＮＡ的水平与病理学分级呈
正相关，即分化差的头颈鳞癌组织 ＨＰＶ感染阳性率
高，和 Ｐｏｅｔｓｃｈ等［６］的研究结果一致。但有研究显

示，ＨＰＶ感染的头颈部鳞癌和预后更好有关［７］。两

者之间的不一致性有待更多的证据。

本研究未提示头颈部肿瘤中 ＨＰＶ１６／１８ＤＮＡ水
平与吸烟、饮酒有明确的相关性。但 Ｌｉｎｄｅｌ等［７］研

究提示非饮酒和非吸烟的肿瘤人群 ＨＰＶ阳性率增
加，其原因可能与种族差异和样本量大小有关。

本研究 ＨＰＶ１６／１８ＤＮＡ水平和 Ｐ５３蛋白表达呈
负相关，这和 ＨＰＶ表达 Ｅ６蛋白有关［４］。Ｅ６蛋白是
ＨＰＶ的重要组成蛋白之一，含有锌结合序列，能结
合宿主细胞内的 Ｐ５３蛋白 （肿瘤抑制蛋白）形成复

合体，从而诱导 Ｐ５３蛋白降解［８］。Ｐ５３蛋白具有抑
制细胞生长和促进凋亡的功能，所以 Ｐ５３蛋白降解
增多，可导致细胞周期异常和凋亡障碍，从而使宿

主细胞发生恶性转化的机会增加［９］。这也是 ＨＰＶ感
染导致肿瘤发生的重要机制之一。

本研究并未显示 Ｋｉ６７表达与 ＨＰＶ１６／１８ＤＮＡ
水平之间的相关性。Ｋｉ６７是一种与细胞周期相关的
细胞核非组蛋白，是目前应用最广泛的评价肿瘤细

胞增殖活性的可靠指标。多种实体恶性肿瘤中 Ｋｉ６７
表达远高于正常组织，并与恶性肿瘤的发展、转移

及预后有关［１０］。Ｒｉｔｔà等［８］研究显示，ＨＰＶ阳性的
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头颈部鳞癌 Ｋｉ６７蛋白表达较少，提示 ＨＰＶ阳性的
口咽和口腔鳞癌的预后较好。而赵秋良等［１１］在 １４
例喉鳞癌研究中显示，ＨＰＶ１６／Ｅ７与 Ｋｉ６７表达呈
正相关 （ｒ＝０８５４）。本研究未显示类似的统计学结
果，可能与肿瘤部位不同和种族差异及样本量大小

有关。

本研究表明 ＨＰＶ感染和头颈部鳞癌发生密切相
关，ＨＰＶ可能通过增加 Ｐ５３蛋白 （抑癌基因蛋白）

的降解，导致细胞发生恶性转化。目前，针对宫颈

癌的 ＨＰＶ预防性疫苗已应用于临床，并具有一定疗
效，而针对宫颈癌的治疗性疫苗则处于临床试验阶

段。随着研究不断深入，ＨＰＶ疫苗有可能成为预防
和治疗 ＨＰＶ阳性的头颈部鳞癌的重要手段之一。

（本文图１见插图第３页）
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