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人喉癌组织中支原体感染的检测
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［摘要］　目的：检测、分析喉癌组织中支原体感染的情况，探讨支原体感染对喉癌发生、发展以及预后的影响。方法：应用免

疫组织化学方法对２１４例喉不同病变及喉癌颈转移淋巴结组织标本中支原体感染情况进行检测，其中包括喉癌１２１例，喉癌

前病变２１例，声带息肉１７例，癌旁正常喉组织１４例，癌周对侧正常喉组织９例以及喉癌颈转移淋巴结３２例，并对结果进行分

析。结果：人喉癌组织、喉癌颈转移淋巴结组织、喉癌前病变、声带息肉、癌旁正常喉组织、癌周对侧正常喉组织中抗猪鼻支原

体抗体２Ｇ１０反应阳性率分别为４４．６３％（５４／１２１）、３４．３８％（１１／３２）、２３．８１％（５／２１）、１７．６５％（３／１７）、７．１４％（１／１４）、

０％（０／９）；人喉癌组织、喉癌颈转移淋巴结组织的２Ｇ１０感染阳性率明显高于其他各组 （Ｐ＜０．０５）。中晚期喉癌（ⅢⅣ期）中

２Ｇ１０感染明显高于早期喉癌（ⅠⅡ期）［６８．１８％（４５／６６）ｖｓ１６．３６％（９／５５），Ｐ＜０．０１］。伴颈淋巴结转移喉癌组织２Ｇ１０阳性

率为６２．５０％（２０／３２），无颈淋巴结转移喉癌阳性率为３５．９６％（３２／８９），二者之间有显著差异（Ｐ＜０．０１）。２Ｇ１０阴性ⅢⅣ期喉

癌病例３、５年生存率分别为８５．７１％（１８／２１）及８４．２１％（１６／１９），而２Ｇ１０表达阳性ⅢⅣ期喉癌病例３、５年生存率则分别为

６０．０％（２７／４５）及５８．１４％（２５／４３），２Ｇ１０表达阳性病例３、５年生存率均明显低于２Ｇ１０表达阴性病例（Ｐ＜０．０５）。结论：人喉

癌组织支原体感染率较高，支原体感染与喉癌的发生、发展以及预后有一定的相关性。
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　　近年来支原体感染在肿瘤发生中的作用引起了
国内外学者的关注。Ｔｓａｉ等［１］通过用发酵支原体和

穿透支原体持续感染Ｃ３Ｈ鼠胚细胞研究支原体感
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染与肿瘤形成之间的关系，模拟了肿瘤形成的过程。
寿成超等［２，３］用抗猪鼻支原体抗体对不同肿瘤组织

进行免疫组化检测，结果表明胃、肠、肺、乳腺、食管
等肿瘤均有较高的支原体感染率。为了研究喉癌的
发生、发展与支原体感染之间的关系，本研究应用免
疫组织化学方法对２１４例不同病变喉组织及喉癌颈
转移淋巴结组织中支原体感染情况进行检测，并对
检测结果进行分析，以探讨支原体感染对喉癌发生、
发展及预后的影响。

１　材料和方法

１．１　临床资料　收集自１９９１～２００１年第二军医大
学长征医院病理科不同病变喉组织及喉癌颈转移淋

巴结组织石蜡标本共２１４例。包括：喉癌１２１例，喉
癌颈转移淋巴结组织３２例；喉癌前病变２１例（慢性
肥厚性喉炎非典型增生１１例，成人型喉乳头状瘤６
例，声带白斑４例）；声带息肉１７例；癌旁正常喉组
织（距肿瘤边缘０．５～１．０ｃｍ）１４例；癌周对侧正常
喉组织（距肿瘤边缘＞１．５ｃｍ）９例。本组１２１例喉
癌，临床分期根据 ＵＩＣＣ１９９７年标准［４］：声门上型

３３例、声门型８７例、声门下型１例；Ⅰ期２４例、Ⅱ期

３１例、Ⅲ期３８例、Ⅳ期２８例；颈淋巴结转移分期：

１２１例喉癌中Ｎ０（无颈淋巴结转移）８９例，Ｎ１３（颈
淋巴结转移Ｎ１３）３２例。随访时间１～１０年，其中

１年以上１１７例，３年以上９３例，５年以上６４例，失
访４例，随访率９６．７％。

１．２　试剂 　鼠抗猪鼻支原体多克隆抗体２Ｇ１０由
北京大学临床肿瘤学院寿成超教授惠赠，ＥｎＶｉ
ｓｉｏｎＴＭ＋试剂盒（Ｋ４０００４）、水性封片胶均购自ＤＡ
ＫＯ公司。

１．３　免疫组织化学染色　４μｍ连续切片，脱蜡，乙
醇水化，３％过氧化氢１０ｍｉｎ，阻断内源性过氧化物
酶，蒸馏水漂洗，置于ＰＢＳ１０ｍｉｎ。加多克隆抗体

２Ｇ１０（１０μｇ／ｍｌ），４℃ 过夜。经磷酸盐缓冲液
（ＰＢＳ）洗涤１０ｍｉｎ，ＥｎＶｉｓｉｏｎＴＭ＋孵育３０ｍｉｎ，ＰＢＳ
漂洗１０ｍｉｎ，ＡＥＣ显色１０ｍｉｎ，蒸馏水漂洗，苏木精
复染，水性封片胶封片后镜下观察。２Ｇ１０反应阳性
的胃癌标本作阳性对照，ＰＢＳ代替一抗作空白对照，
正常小鼠ＩｇＧ为阴性对照。

１．４　结果判断　染色结果根据胞质或胞膜染色程
度及阳性细胞数二级计分法分为３个等级。阴性
（－）：无阳性细胞；阳性（＋）：阳性细胞占２５％以下
且显色浅；阳性（）：阳性细胞２５％～５０％，显色较
深；阳性：阳性细胞占５０％以上且显色很深。

１．５　统计学处理 　采用χ
２检验。

２　结　果

２．１　不同喉组织及颈转移淋巴结组织中支原体感
染检测结果　２Ｇ１０阳性表现为胞质或胞膜染色，深
红色（图１），２Ｇ１０阴性表现为胞质或胞膜无染色，
无阳性细胞（图２）。喉癌组织、喉癌颈转移淋巴结
组织、喉癌前病变（慢性肥厚性喉炎非典型增生，成
人型喉乳头状瘤，声带白斑）组织、声带息肉、癌旁正
常喉组织、癌周对侧正常喉组织中２Ｇ１０阳性率分
别为４４．６３％（５４／１２１）、３４．３８％（１１／３２）、２３．８１％
（５／２１）、１７．６５％（３／１７）、７．１４％（１／１４）、０％（０／９）。
喉癌组织２Ｇ１０阳性率明显高于喉癌前病变组织、
声带息肉、癌旁正常喉组织、癌周对侧正常喉组织
（Ｐ＜０．０５）；喉癌组织与喉癌颈转移淋巴结转移组
织之间 ２Ｇ１０ 阳性率差异无统计学意义 （Ｐ＞
０．０５）。　　　　

图１　人喉癌组织２Ｇ１０阳性表达（）

Ｆｉｇ１　Ｐｏｓｉｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆ２Ｇ１０ｉｎ

ｈｕｍａｎｌａｒｙｎｇｅａｌｃａｒｃｉｎｏｍａ（ＥｎＶｉｓｉｏｎ，×１００）

图２　人喉癌组织２Ｇ１０阴性表达（－）

Ｆｉｇ２　Ｎｅｇａｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆ２Ｇ１０ｉｎ

ｈｕｍａｎｌａｒｙｎｇｅａｌｃａｒｃｉｎｏｍａ（ＥｎＶｉｓｉｏｎ，×１００）

２．２　不同临床分期以及伴或不伴颈淋巴结转移喉
癌组织中支原体感染检测结果　喉癌Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ、Ⅳ
期的２Ｇ１０阳性率分别１２．５０％（３／２４）、１９．３５％（６／

３１）、５７．８９％（２２／３８）、８２．１４％（２３／２８），Ⅰ 期喉
癌 的２Ｇ１０阳性率明显低于其他３期（Ｐ＜０．０１）。
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中晚期喉癌（ⅢⅣ期）组织明显高于早期喉癌（Ⅰ

Ⅱ期）组织［６８．１８％（４５／６６）ｖｓ１６．３６％（９／５５），

Ｐ＜０．０１］。伴颈淋巴结转移喉癌组织２Ｇ１０阳性率

为６２．５０％（２０／３２），喉癌无颈淋巴结转移阳性率为

３５．９６％（３２／８９），二者之间差异有统计学意义（Ｐ＜
０．０１）。

２．３　中晚期喉癌组织支原体感染检测结果与预后

情况　２Ｇ１０表达阴性的ⅢⅣ期喉癌病例３、５年生

存率分别为８５．７１％（１８／２１）及８４．２１％（１６／１９），而

２Ｇ１０表达阳性的ⅢⅣ期喉癌病例３、５年生存率则

分别为６０．０％（２７／４５）及５８．１４％（２５／４３）。２Ｇ１０
表达阳性病例３、５年生存率均明显低于２Ｇ１０表达

阴性病例（Ｐ＜０．０５）。喉癌局部复发５例（４．１％）

中，２Ｇ１０表达阳性２例（占４０．０％），表明局部复发

病例中也存在较高支原体感染现象。

３　讨　论

　　目前有关喉癌发生、发展和预后相关生物学因

素的研究仍处于探索阶段［５～８］，喉癌与支原体感染

之间关系的研究国内尚未见报道。在以往研究［７～１０］

中，我们曾对喉癌发生与人乳头状瘤病毒感染的相

关生物学因素作过一定的探讨。不少研究［２，５］表明

在胃肠肿瘤中，支原体的感染较非肿瘤疾病有显著

增高，支原体在肿瘤组织中的感染与某些恶性肿瘤

细胞的发生有一定关系，支原体感染能导致肿瘤侵

袭力增强并和其致瘤性存在相关性。Ｚｈａｎｇ等［１１］报

道支原体的慢性感染可诱导宿主细胞的恶性转化，

介导促进细胞的“不死性”。其机制可能通过与细胞

膜受体作用，活化并传递一个抗凋亡的放大信号，抑

制细胞凋亡，使细胞持续增殖，最终导致细胞转化，

它是一个多阶段多步骤的积累过程［１，３］。

　　本研究发现２Ｇ１０在喉癌组织中的感染阳性率

为４４．６３％，与寿成超等［２，３］报道的在其他多种肿瘤

组织中的支原体检测阳性率相接近。我们的检测结

果表明２Ｇ１０在喉癌周对侧正常组织、喉癌旁正常

组织、声带息肉、喉癌前病变和喉癌组织及喉癌颈转

移淋巴结组织中表达各异，其中喉癌组织及喉癌颈

转移淋巴结组织中支原体感染明显高于非肿瘤组织

中的感染阳性率，表明喉癌的发生、发展及预后与支

原体感染之间存在一定关系。本组１４例喉癌旁正

常组织中发现１例２Ｇ１０表达阳性，这可能与支原体

感染的普遍性有关。

　　本研究对１２１例喉癌患者进行随访，结果发现

ⅢⅣ期病例总３、５年生存率分别为６８．１８％（４５／

６６）、６６．１２％（４１／６２）。将喉癌ⅢⅣ期２Ｇ１０表达阳

性病例３、５年生存率（６０．０％、５８．１４％）与ⅢⅣ期

阴性病例生存率（８５．７１％、８４．２１％）分别对比，结果

发现２Ｇ１０表达阳性组３、５年生存率明显低于阴性

组，提示喉癌预后可能与支原体感染相关。

　　上述研究结果表明支原体感染与喉癌的发生、

发展及预后有一定的相关性，但２Ｇ１０在喉癌中的

致病作用及影响机制仍待进一步探讨。
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