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　　［摘要］　目的：检测喉癌、喉良性病变组织及声带息肉组织中ＨＰＶＤＮＡ及Ｐ１６蛋白的表达水平，探讨ＨＰＶ感染与喉癌

发生的相关性。方法：收集２０１１年５月至２０１５年７月就诊于复旦大学附属金山医院耳鼻咽喉头颈外科的２５６例患者，其中
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ＰＣＲ法检测喉鳞状细胞癌组织和喉良性病变组织ＨＰＶＤＮＡ水平。采用免疫组化法观察喉癌组织、喉良性病变及声带息肉中

Ｐ１６蛋白的表达。结果：实时荧光ＰＣＲ检测发现３４例喉鳞状细胞癌组织中ＨＰＶＤＮＡ阳性率为８．８％（３／３４），喉良性病变均

为阴性（０／１５），两组间ＨＰＶＤＮＡ阳性率差异无统计学意义。免疫组化染色显示喉鳞状细胞癌、喉良性病变、声带息肉组织
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织，差异有统计学意义（犘＝０．０４６）。结论：喉癌组织ＨＰＶＤＮＡ阳性率略高于喉良性病变；Ｐ１６蛋白在喉癌组织的表达略低

于喉良性病变，明显低于声带息肉。
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４４７ ＣｈｉｎｅｓｅＪｏｕｒｎａｌｏｆＣｌｉｎｉｃａｌＭｅｄｉｃｉｎｅ，２０１７，Ｖｏｌ．２４，Ｎｏ．５　　中国临床医学　２０１７年１０月　第２４卷　第５期　



一定关系。因此，ＨＰＶ感染一直是喉癌病因学研究

的热点［１２］。ＨＰＶ亚型多达５１种，其中ＨＰＶ１６Ｅ６、

Ｅ７蛋白可促进喉鳞状细胞癌细胞系增殖，抑制其分

化，使肿瘤细胞恶性增强，亦可引起蛋白酶体的降

解和部分肿瘤抑制基因蛋白泛素化［３４］。高危亚型

ＨＰＶ１６／１８被发现与喉癌的发生、发展密切相关，但

对于喉癌患者ＨＰＶ１６／１８感染率的研究结果仍存

在较大争议［５６］。头颈肿瘤中Ｐ１６蛋白表达水平与

ＨＰＶＤＮＡ阳性率有很好的一致性，是临床上判断

是否感染ＨＰＶ的重要生物学标志物
［７８］。因此，本

研究采用实时荧光ＰＣＲ检测人喉鳞癌组织和喉良

性病变组织中ＨＰＶＤＮＡ及Ｐ１６的表达水平，探讨

它们与喉癌的关系，为ＨＰＶ相关喉癌的预后研究

及进一步的基因诊疗提供新的思路。

１　资料与方法

１．１　一般资料　收集２０１１年５月至２０１５年７月

就诊于复旦大学附属金山医院耳鼻咽喉头颈外科

的２５６例患者，其中喉癌３４例、喉良性病变（非声带

息肉）１５例、声带息肉２０７例，男性１８４例、女性７２

例，中位年龄５６岁。３４例喉癌均经病理确诊为鳞

状细胞癌，其中声门上型１４例、声门型１８例、声门

下型２例；病理确诊颈淋巴结转移１７例，无淋巴结

转移１７例。喉良性病变（非声带息肉）患者包括病

理证实的囊肿９例，乳头状瘤５例，喉不典型增生

１例。

１．２　主要试剂及仪器　固定组织基因组ＤＮＡ提

取试剂盒购自康为世纪生物科技有限公司（试剂货

号：ＣＷ０５４７，试剂批号：００１５１５０７）。人乳头瘤病毒

核酸检测定量试剂盒购自广州安必平医药科技股

份有限公司（试剂批号：２０１６００１）。Ｐ１６蛋白免疫组

化试剂盒为小鼠抗人ｐ１６ＩＮＫ４ａ蛋白单克隆抗体试

剂盒（批号：１６Ｋ７０１０３），购于北京中杉金桥生物技

术有限公司。

１．３　实时荧光ＰＣＲ检测ＨＰＶＤＮＡ水平　参照

试剂盒说明书，提取标本核酸，进行浓度测定。对

提取的ＤＮＡ进行扩增。分别加入提取后的待测样

本核酸５μＬ，阴性质控品、阳性质控品各５μＬ，盖紧

管盖，瞬时离心后转移至扩增检测区。９５℃，

１５ｍｉｎ；１ｃｙｃｌｅ９４℃，１５ｓ；５５℃，４５ｓ；共４０ｃｙｃｌｅｓ。

５５℃时采集荧光。反应体积５０μＬ。结果判读：根

据Ｃｔ值及扩增曲线判断结果。

１．４　免疫组化染色检测Ｐ１６蛋白的表达　切取石

蜡标本５～１０μｍ数片，７０℃烤片２ｈ后二甲苯Ⅰ、

Ⅱ、Ⅲ各５ｍｉｎ；无水乙醇５ｍｉｎ；８０％乙醇５ｍｉｎ；蒸

馏水中洗３ｍｉｎ；ｐＨ值６．０柠檬酸盐缓冲液置于高

压锅内，电磁炉最高火力２１００Ｗ加热至沸腾后放

入切片，盖上盖、加上压力阀，待开始冲气时计时并

将火力调整到１３００Ｗ，２ｍｉｎ３０ｓ后关闭电源，打

开锅盖让其自然冷却至室温。切片置蒸馏水中洗

３ｍｉｎ。３％过氧化氢中室温放置１０ｍｉｎ，去除内源

性过氧化物酶。蒸馏水洗３ｍｉｎ去除３％过氧化

氢，ＰＢＳ洗３ｍｉｎ。逐一将组织周围水分擦干，逐一

滴加相应第一抗体，３７℃孵育４５ｍｉｎ。ＰＢＳ冲洗，

ＰＢＳ放置３ｍｉｎ，将组织周围水分擦干滴加适量二

抗，３７℃孵育３０ｍｉｎ。ＰＢＳ冲洗，ＰＢＳ放置３ｍｉｎ，

将组织周围水分擦干滴加适量ＤＡＢ显色液，显微

镜下观察３～１０ｍｉｎ至显色完全。自来水冲洗

１ｍｉｎ，苏木精染液染１ｍｉｎ，自来水冲洗３ｍｉｎ，１％

盐酸乙醇分化１～３ｓ，自来水冲洗１０ｍｉｎ。８５％乙

醇５ｍｉｎ。９５％乙醇５ｍｉｎ。无水乙醇５ｍｉｎ，２次。

二甲苯５ｍｉｎ，３次。中性树胶封片，贴上标签。采

用双盲法由２位高年资病理科医师阅片，以细胞质

和细胞核棕色染色为阳性。

１．５　统计学处理　采用ＳＰＳＳ２０．０软件进行数据

分析，两组间比较和相关性分析采用χ
２检验。检验

水准（α）为０．０５。

２　结　果

２．１　喉癌、喉良性病变组织 ＨＰＶＤＮＡ 的表

达　结果表明：３４例喉鳞癌组织ＨＰＶＤＮＡ阳性３

例，阳性率８．８％；喉良性病变组织ＨＰＶＤＮＡ均为

阴性，阳性率为０，两组间阳性率差异无统计学意

义（犘＝０．２３５）。

２．２　喉癌、喉良性病变及声带息肉组织Ｐ１６蛋白

的表达　结果（图１）表明：Ｐ１６蛋白阳性染色位于

胞核或胞质内。３４例喉鳞癌组织Ｐ１６蛋白阳性１１

例，阳性率３２．４％；１５例喉良性病变Ｐ１６蛋白阳性

为７例，阳性率４６．７％；２０７例声带息肉组织Ｐ１６蛋

白阳性９９例，阳性率４７．８％。喉癌组织Ｐ１６蛋白

阳性率低于声带息肉组织，差异有统计学意义（χ
２＝

３．９９７，犘＝０．０４６）。
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图１　免疫组化染色测定喉组织犘１６蛋白表达

　　Ａ：声带息肉组织中Ｐ１６阳性表达；Ｂ：声带息肉组织中Ｐ１６阴性

表达；Ｃ：喉癌组织中Ｐ１６阳性表达；Ｄ：喉癌组织中Ｐ１６阴性表达．

Ｏｒｉｇｉｎａｌｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×２００

３　讨　论

ＨＰＶ感染可能是喉癌发生的独立危险因素。

ＨＰＶ的致癌作用是目前喉癌病毒病因学研究的重

要内容之一，特别是ＨＰＶ１６和 ＨＰＶ１８，被认为是

与喉癌发生密切相关的高危类型，提示高危型ＨＰＶ

感染是喉癌发病学中不容忽视的致病因子［９］，但目

前关于喉癌与 ＨＰＶ感染间的关系仍存在较多争

议，喉癌患者ＨＰＶ感染率为３％～１００％。样本量、

样本保存方法、检测手段和检测ＨＰＶ的分型是导

致检测结果差异较大的主要原因，其中检测方法影

响最大［４９］。ＰＣＲ是目前检测ＨＰＶ基因组最敏感

的方法，能从１０００００个细胞中检测出１个受感染

细胞，因此本研究采用ＰＣＲ法进行检测。

ＨＰＶ１６和 ＨＰＶ１８是最常见的高危类型，而

ＨＰＶ１６感染占所有ＨＰＶ阳性头颈肿瘤的８６％～

９５％
［５］。本研究发现３４例喉癌组织中仅３例

（８．８％）患者ＨＰＶ阳性，与国内其他研究
［１０１１］结果

基本一致。但Ｘｕ等
［１２］回顾分析６７３例喉癌患者病

理资料显示ＨＰＶ感染率为４．９％（３３／６７４），而且３

年的总生存率和无病生存率在ＨＰＶ阳性和阴性组

之间差异无统计学意义，提出ＨＰＶ感染不是喉鳞

状细胞癌的发病及预后的参考因素。本研究仅３例

喉癌组织表现ＨＰＶＤＮＡ阳性，考虑到病例数太少

且分布不均，因此没有针对生存结果进行分组随访

分析。Ｍａｔｓｕｚａｋｉ等
［１３］回顾性分析１４４例喉癌、癌

前病变、喉乳头状瘤和非肿瘤性病变组织中高危和

低危的ＨＰＶＤＮＡ状态，发现ＨＰＶ感染状态与喉

癌、癌 前 病 变 及 非 肿 瘤 性 疾 病 无 相 关 性。

Ｈｅｒｎａｎｄｅｚ等
［１４］报道在非侵袭性喉癌患者中ＨＰＶ

ＤＮＡ 阳性率２１％（３１／１４８），最多见的亚型为

ＨＰＶ１６和ＨＰＶ２２，且女性患者的阳性率略高，为

３３％（９／２７），校准年龄和就诊时间等因素后发现女

性喉癌患者ＨＰＶ感染的风险更高。

应注意的是，并不是所有Ｐ１６阳性的头颈肿瘤

都为ＨＰＶ阳性。Ｈｏｎｇ等
［１５］对６４７例口咽癌患者

组织中ＨＰＶＤＮＡ与Ｐ１６阳性率进行分析，发现以

Ｐ１６５０％作为节点，有２５％的患者ＨＰＶＤＮＡ阳性

但Ｐ１６阴性，１％的患者ＨＰＶＤＮＡ阴性但Ｐ１６阳

性。因此，目前ＨＰＶ检测首选Ｐ１６免疫组化作为

筛选，Ｐ１６阳性者建议进一步行 ＨＰＶＤＮＡ检测。

Ｐ１６基因的失活可以由基因缺失、突变或５′端启动

子区域的高度甲基化引起。免疫组化检测只能反

映Ｐ１６蛋白表达情况，不能反映出基因水平的异

常，故本组所检测到的Ｐ１６蛋白的缺失是由哪一种

基因异常所致尚不清楚。本研究结果显示喉癌组

织Ｐ１６蛋白阳性率３２．４％，低于声带息肉组４７．８％

（犘＝０．０４６），同样低于喉良性病变组４６．７％，提示

抑癌基因Ｐ１６的失活与喉癌的发生可能有一定的

关系。Ｙｏｕｎｇ等
［１６］报道Ｐ１６在喉癌组织中阳性率

仅６．５％（２０／３０７），且随访数据表明Ｐ１６阳性组和

Ｐ１６阴性组之间的２年总生存率和无治疗失败生存

率差异无统计学意义。

综上所述，本研究结果显示喉癌组织中ＨＰＶ

ＤＮＡ的阳性率略高于喉良性病变，喉癌组织Ｐ１６

蛋白表达略低于喉良性病变，明显低于声带息肉组

织，提示ＨＰＶ感染与喉癌发生的关系并不明确，仍

有待进一步大样本研究证实。
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