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［摘要］　目的：探讨 ＨＰＶ１６／１８Ｅ６、ｐ５３和 ＭＤＭ２蛋白在人喉鳞状细胞癌（鳞癌）组织中的表达及其在喉鳞癌发生和发展过

程中的相互关系。方法：用ＥｎＶｉｓｉｏｎ免疫组织化学法检测７２例喉鳞癌、２４例喉癌前病变、１５例声带息肉和８例癌周正常喉

组织标本中 ＨＰＶ１６／１８Ｅ６、ｐ５３和 ＭＤＭ２蛋白的表达并比较，对喉鳞癌与临床病理因素进行相关性分析。结果：癌周正常喉

组织、声带息肉、喉癌前病变和喉鳞癌组织中 ＨＰＶ１６／１８Ｅ６蛋白的阳性表达率分别为０（０／８）、６．７％（ｌ／１５）、１２．５％（３／２４）和

３７．５％（２７／７２），ｐ５３蛋白的阳性表达率分别为０（０／８）、１３．３％（２／１５）、２５．０％（６／２４）和５２．８％（３８／７２），ＭＤＭ２蛋白的阳性表

达率分别为０（０／８）、６．７％（ｌ／１５）、３７．５％（９／２４）和７０．８％（５１／７２），ＨＰＶ１６／１８Ｅ６、ｐ５３和 ＭＤＭ２蛋白的阳性表达在声带息

肉、喉癌前病变与喉鳞癌组之间均有显著性差异（Ｐ＜０．０５）。ＨＰＶ１６／１８Ｅ６蛋白和 ＭＤＭ２蛋白的阳性表达在病理Ⅰ～Ⅲ级

肿瘤之间呈明显升高趋势，有显著性差异（Ｐ＜０．０５）。ＨＰＶ１６／１８Ｅ６蛋白的阳性表达与临床分期和淋巴结转移明显相关（Ｐ＜

０．０５）。ｐ５３蛋白阳性表达与 ＨＰＶ１６／１８Ｅ６蛋白、ＭＤＭ２蛋白阳性表达有显著正相关性（Ｐ＜０．０５）。结论：ＨＰＶ１６／１８Ｅ６、

ＭＤＭ２蛋白的过表达和ｐ５３的失活与人喉鳞癌的发生发展密切相关。
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　 　 人 乳 头 状 瘤 病 毒 （ｈｕｍａｎｐａｐｉｌｌｏｍａｖｉｒｕｓ，

ＨＰＶ）感染可引起某些上皮组织发生肿瘤，目前已
发现１２０余种类型与人类肿瘤密切相关［１］。在恶性
肿瘤组织中检测到的主要是高危性 ＨＰＶ１６、１８型
等。ＨＰＶＥ６癌基因编码合成的Ｅ６蛋白与ｐ５３蛋
白结合，可以导致ｐ５３蛋白失活和降解［２］。鼠双微
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体２（Ｍｕｒｉｎｅｄｏｕｂｌｅｍｉｎｕｔｅ２，ＭＤＭ２）表达过强可
以抑制ｐ５３的活性

［３］，导致细胞增殖失控和肿瘤形
成。目前，有关 ＨＰＶ１６／１８Ｅ６、ｐ５３和 ＭＤＭ２蛋白
在喉鳞癌发生中的关系鲜有报道。本研究采用免疫
组织化学方法对人喉组织不同病理阶段、喉鳞癌不
同病理分级和临床分期的组织标本进行检测，以探
讨 ＨＰＶ１６／１８Ｅ６、ｐ５３和 ＭＤＭ２蛋白在人喉鳞癌
发生、发展中的相互关系。

１　材料和方法

ｌ．１　组织标本　取自我科１９９８年１月至２００３年６
月手术切除的喉不同病变组织标本共１１９例，均经病
理证实，其中喉鳞癌７２例，喉癌前病变２４例（慢性肥
厚性喉炎非典型增生１０例，声带白斑１０例，成人型
喉乳头状瘤４例），声带息肉１５例，癌周正常喉组织
（距肿瘤＞１．０ｃｍ）８例。喉鳞癌患者７２例中，男６８
例，女４例；年龄３８～８５岁，平均（６１．１±１０．８）岁；按

２００２年国际抗癌联盟（ＵＩＣＣ）标准进行临床分期，其
中Ⅰ期９例，Ⅱ期１２例，Ⅲ期２３例，Ⅳ期２８例；按肿瘤
分化程度将其分为３级，其中Ⅰ级２４例，Ⅱ级２７例，Ⅲ
级２１例，所有患者术前未经放疗和化疗。

１．２　试剂　实验用鼠抗人 ＨＰＶ１６／１８Ｅ６单克隆
抗体、鼠抗人ｐ５３单克隆抗体、鼠抗人 ＭＤＭ２单克
隆抗体均购自福州迈新生物技术开发有限公司，所
用ＥｎＶｉｓｉｏｎＴＭ＋加强型免疫组织化学染色试剂盒
（Ｋ４０００１１）购自ＤＡＫＯ公司。

１．３　免疫组织化学方法（ＥｎＶｉｓｉｏｎ法）　将石蜡切
片脱蜡至水；根据所用一抗的不同，采用不同的抗原
修复方法预处理（ＨＰＶ１６／１８Ｅ６抗原用抗原修复液

修复；ｐ５３抗原用柠檬酸液微波修复；ＭＤＭ２抗原
用柠檬酸液高压加热修复）；３％过氧化氢（Ｈ２Ｏ２）孵
育１０ｍｉｎ，用以清除内源性过氧化物酶，蒸馏水漂
洗；加入单克隆抗体（鼠抗人 ＨＰＶ１６／１８Ｅ６、鼠抗人

ｐ５３或鼠抗人 ＭＤＭ２）４℃过夜；ＥｎＶｉｓｉｏｎＴＭ＋孵育

３０ｍｉｎ，各步骤之间均用 ＰＢＳ洗片，ＤＡＢ显色５～
１０ ｍｉｎ，苏 木 精 复 染，封 片。染 色 时，用 已 知

ＨＰＶ１６／１８Ｅ６、ｐ５３和 ＭＤＭ２反应阳性切片作阳性
对照，用ＰＢＳ替代一抗作阴性对照。

１．４　阳性细胞判定标准　ＨＰＶ１６／１８Ｅ６蛋白和

ｐ５３蛋白为细胞核染色，ＭＤＭ２蛋白为细胞核和细
胞质染色，以出现棕黄色颗粒为阳性。确定阳性标
准：在高倍镜下对每张切片随机选择５个视野，每个
视野计数２００个肿瘤细胞，共计１０００个。阳性细
胞数＜５％为阴性（－），５％～２５％为弱阳性（＋），

２５％～５０％为中度阳性（），＞５０％为强阳性（）。
（＋）以上统称阳性表达，余为阴性表达。

１．５　统计学处理　应用ＳＡＳ９．０统计软件分析。
采用χ

２检验和ＣＭＨ（ＣｏｃｈｒａｎＭａｎｔｅｌＨａｅｎｓｚｅｌ）统
计量分析。Ｐ＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结　果

２．１　ＨＰＶ１６／１８Ｅ６、ｐ５３和 ＭＤＭ２蛋白的染色结
果　ＨＰＶ１６／１８Ｅ６蛋白和ｐ５３蛋白阳性表现为细
胞核着色（图１Ａ、１Ｂ），ＭＤＭ２蛋白阳性表现为细胞
核和细胞质着色（图１Ｃ）。阳性细胞核呈棕黄色细
网状或粗大颗粒状，色泽深浅不等；阳性细胞多呈灶
状或弥漫性分布，染色深；阴性细胞多呈散在分布，
染色浅。

图１　人喉癌组织中ＨＰＶ１６／１８Ｅ６（Ａ）、ｐ５３（Ｂ）和 ＭＤＭ２（Ｃ）蛋白表达情况

Ｆｉｇ１　ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＨＰＶ１６／１８Ｅ６（Ａ），ｐ５３（Ｂ），ａｎｄＭＤＭ２（Ｃ）ｐｒｏｔｅｉｎｓｉｎｈｕｍａｎｌａｒｙｎｇｅａｌｃａｒｃｉｎｏｍａｓｐｅｃｉｍｅｎｓ（×４００）

２．２　ＨＰＶ１６／１８Ｅ６、ｐ５３和 ＭＤＭ２蛋白在不同喉
黏膜病变中的表达　结果见表１。由表１可知，三
者在癌周正常喉组织中无表达，在声带息肉、喉癌前

病变与喉鳞癌之间均有显著性差异（Ｐ＜０．０５或

Ｐ＜０．０１）。在癌周正常喉组织、声带息肉、喉癌前
病变和喉鳞癌中的阳性表达率呈明显升高趋势。
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表１　ＨＰＶ１６／１８Ｅ６、ｐ５３和 ＭＤＭ２蛋白在

不同喉粘膜病变组织标本中表达结果

Ｔａｂ１　ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＨＰＶ１６／１８Ｅ６，ｐ５３，

ａｎｄＭＤＭ２ｐｒｏｔｅｉｎｓｉｎｄｉｆｆｅｒｅｎｔｈｕｍａｎｌａｒｙｎｇｅａｌｌｅｓｉｏｎｓ
［ｎ（％）］

Ｔｙｐｅｏｆｌｅｓｉｏｎｓ Ｎ ＨＰＶ１６／
１８Ｅ６（＋） ｐ５３（＋） ＭＤＭ２（＋）

Ｎｏｒｍａｌｔｉｓｓｕｅｓ ８ ０（０） ０（０） ０（０）

Ｖｏｃａｌｃｏｒｄｐｏｌｙｐｕｓ １５ １（６．７） ２（１３．３） １（６．７）

Ｐｒｅｃａｒｃｉｎｏｍａｌｅｓｉｏｎｓ ２４ ３（１２．５） ６（２５．０） ９（３７．５）

Ｌａｒｙｎｇｅａｌｃａｒｃｉｎｏｍａ ７２ ２７（３７．５） ３８（５２．８） ５１（７０．８）

　Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１ｖｓｌａｒｙｎｇｅａｌｃａｒｃｉｎｏｍａ

２．３　喉鳞癌组织 ＨＰＶ１６／１８Ｅ６、ｐ５３和 ＭＤＭ２蛋白
阳性表达与临床病理分级之间的关系　结果见表２。

表２　ＨＰＶ１６／１８Ｅ６、ｐ５３和 ＭＤＭ２蛋白阳性

表达与喉鳞癌的临床病理关系

Ｔａｂ２　 Ｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐｂｅｔｗｅｅｎｃｌｉｎｉｃｏｐａｔｈｏｌｏｇｙｏｆ

ｈｕｍａｎｌａｒｙｎｇｅａｌｓｑｕａｍｏｕｓｃｅｌｌｃａｒｃｉｎｏｍａａｎｄ

ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＨＰＶ１６／１８Ｅ６，ｐ５３ａｎｄＭＤＭ２ｐｒｏｔｅｉｎｓ
［ｎ（％）］

Ｖａｒｉａｂｌｅ Ｎ ＨＰＶ１６／
１８Ｅ６（＋） ｐ５３（＋） ＭＤＭ２（＋）

Ｈｉｓｔｏｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌｇｒａｄｅ

　　Ⅰ ２１ ３（１４．３） １０（４７．６） １１（５２．４）

　　Ⅱ ２８ １１（３９．３） １４（５０．０） ２１（７５．０）

　　Ⅲ ２３ １３（５６．５） １４（６０．９） １９（８２．６）

Ｃｌｉｎｉｃａｌｓｔａｇｅ

　　Ⅰ １０ ２（２０．０） ４（４０．０） ６（６０．０）

　　Ⅱ １５ ４（２６．７） ７（４６．７） １０（６６．７）

　　Ⅲ ２０ ７（３５．０） １１（５５．０） １４（７０．０）

　　Ⅳ ２７ １４（５１．９）△ １６（５９．３） ２１（７７．８）

Ｍｅｔａｓｔａｓｉｓ

　　Ｗｉｔｈｏｕｔ ５０ １５（３０．０） ２４（４８．０） ３４（６８．０）

　　Ｗｉｔｈ ２２ １２（５４．６）▲ １４（６３．６） １７（７７．３）

　χ２ＣＨＭ＝４．７１，Ｐ＜０．０５；χ２ＣＨＭ＝８．１９，Ｐ＜０．０１；△χ２ＣＨＭ＝

４．２０，Ｐ＜０．０５；▲Ｐ＜０．０５

　　由表２可知，ＨＰＶ１６／１８Ｅ６蛋白和 ＭＤＭ２蛋
白阳性表达在病理Ⅰ～Ⅲ级肿瘤之间呈明显升高趋
势，用ＣＭＨ统计量分析有显著相关性（Ｐ＜０．０１和

Ｐ＜０．０５），而ｐ５３蛋白的阳性表达与病理分级无显
著相关性。随着临床分期Ⅰ～Ⅳ期的上升，三者的
表达呈明显升高趋势，但用ＣＭＨ 统计量分析只有

ＨＰＶ１６／１８Ｅ６蛋白在统计学上有显著相关性（Ｐ＜
０．０５）。伴淋巴结转移者 ＨＰＶ１６／１８Ｅ６蛋白阳性
表达率显著高于无淋巴结转移者（Ｐ＜０．０５），而ｐ５３
和 ＭＤＭ２蛋白阳性表达率无显著性差异。

２．４　ＨＰＶ１６／１８Ｅ６、ＭＤＭ２蛋白与ｐ５３蛋白阳性表
达在喉鳞癌中的相关分析　结果见表３。由表３可

知，ｐ５３蛋白阳性表达与 ＨＰＶ１６／１８Ｅ６蛋白、ＭＤＭ２
蛋白阳性表达有显著正相关性（Ｐ＜０．０５）。ｐ５３和

ＨＰＶ１６／１８Ｅ６蛋白联合表达２０例，ｐ５３和 ＭＤＭ２蛋
白联合表达３２例。另外，三者均为阳性共１７例，

ＨＰＶ１６／１８Ｅ６和 ＭＤＭ２蛋白之间无明显相关性。

表３　ＨＰＶ１６／１８Ｅ６、ＭＤＭ２蛋白与ｐ５３
蛋白阳性表达在喉鳞癌中的相关分析

Ｔａｂ３　ＣｏｒｒｅｌａｔｉｏｎｂｅｔｗｅｅｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＨＰＶ１６／１８Ｅ６，

ＭＤＭ２ｐｒｏｔｅｉｎｓａｎｄｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｐ５３ｐｒｏｔｅｉｎｉｎｈｕｍａｎ

ｌａｒｙｎｇｅａｌｓｑｕａｍｏｕｓｃｅｌｌｃａｒｃｉｎｏｍａｓａｍｐｌｅｓ
［ｎ（％）］

ｐ５３ Ｎ
ＨＰＶ１６／１８Ｅ６

  ＋ －
ＭＤＭ２

  ＋ －

 １２ １ ３ ６ ２ ２ ５ ４ １

 １０ ０ １ ２ ７ ２ ５ １ ２
＋ １６ １ ２ ４ ９ ４ ４ ５ ３
－ ３４ ２ ２ ３ ２７ ４ ９ ６ １５△

　χ２ＣＨＭ＝５．９４，Ｐ＜０．０５；△χ２ＣＨＭ＝４．１２，Ｐ＜０．０５

３　讨　论

　　喉癌的发生、发展是一个多因素、多步骤的复杂
过程，高危性 ＨＰＶ１６、１８型感染是其重要因素之
一。ＨＰＶ感染宿主细胞后，其ＤＮＡ整合入宿主细
胞基因组中，表达产生Ｅ６蛋白与细胞中的ｐ５３蛋白
结合，导致ｐ５３蛋白失活和降解。不同型的 ＨＰＶ
Ｅ６蛋白的共同特征是具有２个结构域，每个结构域
含２个ｃｙｓｘｘｃｙｓ组成的锌指结构，而这些锌指结
构具有与ＤＮＡ、ＲＮＡ结合和介导蛋白蛋白相互作
用的功能，从而实现Ｅ６蛋白的细胞转化作用。在头
颈鳞癌中研究显示，含野生型ｐ５３的癌细胞不能检
测到ｐ５３蛋白，但抑制Ｅ６ＲＮＡ的活性后则能检测
到，表明Ｅ６能降解ｐ５３蛋白［４］；Ｅ６介导的调节机制
可导致抑制调亡蛋白Ｂｃｌ２的过表达和促进调亡蛋
白Ｂａｋ的下调而抑制细胞调亡［５］，证实 ＨＰＶＥ６基
因是与细胞转化密切相关的病毒癌基因。本研究结
果表明，ＨＰＶ１６／１８Ｅ６蛋白在喉鳞癌组中的阳性表
达率为３７．５％，明显高于声带息肉和喉癌前病变组
中的１２．５％和６．７％（Ｐ＜０．０５）；随肿瘤分级和临床
分期的上升，ＨＰＶ１６／１８Ｅ６蛋白的表达呈升高趋
势，用ＣＭＨ统计量分析有显著相关性（Ｐ＜０．０１和

Ｐ＜０．０５）；有淋巴结转移组的表达明显高于无淋巴
结转移组（Ｐ＜０．０５），提示 ＨＰＶ１６／１８Ｅ６蛋白的过
表达与喉鳞癌的发生、发展密切相关。

　　ｐ５３主要调控细胞周期的Ｇ１停滞和诱导细胞发
生细胞凋亡，通常与一系列相关基因组成“ｐ５３网
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络”而共同作用。ｐ５３基因的突变、蛋白的降解和结
构的改变等导致ｐ５３功能失活很可能是肿瘤发生的
主要致病因素［６，７］。在ｐ５３蛋白上有２个Ｅ６蛋白结
合位点，分别在核心区的６６～３２６氨基酸残基处和

ｐ５３的Ｃ末端。Ｅ６蛋白与ｐ５３蛋白核心区的结合
依赖Ｅ６ＡＰ（Ｅ６ａｓｓｏｃｉａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎ），通过泛素依赖
途径降解ｐ５３蛋白；Ｅ６蛋白与ｐ５３蛋白的Ｃ末端结
合，不降解ｐ５３蛋白，而主要起转录抑制功能或影响

ｐ５３蛋白的核定位，使ｐ５３蛋白无法发挥作用而失
活［８］。Ｅ６蛋白通过泛素依赖途径降解ｐ５３是解释

Ｅ６蛋白转化功能的经典途径，但这一现象并不能完
全解释Ｅ６基因的转化作用。正常细胞中的ｐ５３半
衰期短，不易被检测到，以往认为免疫组织化学方法
检测到的ｐ５３蛋白主要为突变型，但研究表明 ＨＰＶ
阳性肿瘤中ｐ５３基因的突变率比 ＨＰＶ阴性肿瘤中
低［９］。本研究结果表明，ＨＰＶ１６／１８Ｅ６表达与ｐ５３
累积明显相关（Ｐ＜０．０５）。我们认为，检测到的ｐ５３
蛋白可能其本身结构已发生某种变化，或与其他细
胞蛋白如 Ｈｓｐ７０［１０］、病毒蛋白如Ｅ６蛋白［８］结合，稳
定性增加，不易被降解且功能失活。ｐ５３蛋白７２位
点具有多态性，可编码精氨酸和脯氨酸，也影响Ｅ６
和ｐ５３之间的复杂关系［２］。

　　正常细胞中，野生型ｐ５３和 ＭＤＭ２之间形成一
自我反馈环，若两者间的平衡被打破，野生型ｐ５３持
续表达可导致细胞生长的永久性抑制或凋亡，

ＭＤＭ２表达过强则可抑制ｐ５３作用使其功能丧失，
导致细胞增殖，参与肿瘤的形成［３］。本研究结果表
明，ＭＤＭ２蛋白在喉鳞癌组中的阳性表达率显著高
于声带息肉和喉癌前病变组（Ｐ＜０．０１），随肿瘤分
级而表达明显上升（Ｐ＜０．０５），提示 ＭＤＭ２蛋白的
过表达与喉鳞癌的发生、发展密切相关。ＭＤＭ２可
与ｐ５３蛋白结合后从细胞核运输至胞质中，在胞质
中ｐ５３通过泛素蛋白酶体降解［１１］；ＭＤＭ２还具有

ｐ５３特异性泛素蛋白连接酶Ｅ３的作用，可使ｐ５３发
生泛素化并促进ｐ５３降解；另外，ＭＤＭ２也可直接
作用于靶ＤＮＡ而促进肿瘤生长［１２］。

　　ＭＤＭ２与ｐ５３蛋白的相关性文献报道不一，

Ｏｓｍａｎ等［１３］报道喉鳞癌中 ＭＤＭ２表达与ｐ５３累积
无相关性，Ｓｋｏｍｅｄａｌ等［１４］报道宫颈癌中则呈正相

关。本研究结果表明，ＭＤＭ２表达与ｐ５３累积明显
相关（Ｐ＜０．０５）。ＭＤＭ２蛋白同ｐ５３蛋白结合时，
会使细胞内ｐ５３蛋白更加稳定，而不被ＨＰＶ１６／１８
Ｅ６蛋白所降解［１４］。在 ＨＰＶ阳性的癌细胞中，ｐ５３

的降解完全依赖Ｅ６途径，同时 ＭＤＭ２途径失活。

ＨＰＶ阴性细胞中ｐ５３的活性被 ＭＤＭ２抑制
［３］。目

前，ＨＰＶＥ６、ｐ５３和 ＭＤＭ２蛋白三者之间的关系尚
未完全明了，有待进一步研究。
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