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·论　著·
喉癌组织中ＨＰＶ１６及其早期区基因Ｅ６、Ｅ７蛋白的表达及意义

叶　青１，２，赵舒薇１，何　金３，强　笔１，英信江１

（１．第二军医大学长征医院耳鼻咽喉科，上海２００００３；２．长征医院附属闸北分院耳鼻咽喉科，上海２０００７０；３．长征医院病理科）

［摘要］　目的：观察喉癌组织中 ＨＰＶ１６及其早期区基因Ｅ６、Ｅ７蛋白的表达，并初步分析其与喉癌组织临床分期、病理分级

的相关性。方法：１４７例喉组织标本，其中喉鳞状细胞癌组织８２例，非癌组织３９例（声带息肉２７例，距肿瘤＞１．０ｃｍ的癌周

正常组织１２例），癌前病变（声带白斑）２６例。免疫组织化学检测各组标本中 ＨＰＶ１６及其早期区基因Ｅ６、Ｅ７蛋白的表达。分

析喉鳞癌组织中３种蛋白表达情况与临床分期、病理分级的相关性。结果：喉鳞癌组织中 ＨＰＶ１６蛋白及Ｅ６、Ｅ７蛋白的阳性

率明显高于癌前病变组织（Ｐ＜０．０５或０．０１），后者高于非癌组织 （Ｐ＜０．０５或０．０１）。非癌组织中ＨＰＶ１６蛋白阳性率明显高

于Ｅ６、Ｅ７蛋白的表达（Ｐ＜０．０５或０．０１），而喉癌组织及癌前组织中三者间无显著差异。不同临床分期（Ⅰ～Ⅳ期）及不同病

理分级（Ⅰ～Ⅲ级）喉癌组织中 ＨＰＶ１６的阳性率间有显著差异（Ｐ＜０．０５）；而不同临床分期及病理分级间 ＨＰＶ１６Ｅ６、Ｅ７蛋白

表达率无显著差异。结论：ＨＰＶ１６感染后其早期区基因Ｅ６、Ｅ７的表达可能是诱发喉癌的因素之一，应用免疫学方法抑制Ｅ７
蛋白的表达对于喉癌的治疗有积极的意义，但其预防和治疗作用不应过分夸大。
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　　喉癌是耳鼻咽喉科常见的恶性肿瘤，在头颈部
上皮来源的原发恶性肿瘤中排第２位，且近年来其
发病率在全世界范围内有上升趋势，严重威胁人类
的健康，影响生活质量。目前针对喉癌的研究很多，
但其确切的发病机制尚不甚清楚。人乳头状瘤病毒
（ｈｕｍａｎｐａｐｉｌｌｏｍａｖｉｒｕｓ，ＨＰＶ）是一类感染复层鳞
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状上皮的小ＤＮＡ肿瘤病毒，目前已发现超过１００余
种基因型。根据此类病毒初始阶段感染部位的不
同，将其分为皮肤型或黏膜型，其中的黏膜型 ＨＰＶ
又可进一步分为高危型、低危型。

　　目前，有关 ＨＰＶ与喉癌相关性的研究已非常
深入，已有研究［１］证实高危型 ＨＰＶ如 ＨＰＶ１６、１８
及其早期编码区基因Ｅ６、Ｅ７表达蛋白与口咽部肿
瘤包括喉癌的发生有关。前期研究［２］已成功构建

ＨＰＶ１６Ｅ７ＨＳＰ７０融合基因，拟将其用于研制喉癌
疫苗。但目前免疫治疗相关的基础研究还很薄弱，
临床应用的可行性还缺乏重要的理论依据。因此，
本研究应用免疫组化方法检测喉癌组织中 ＨＰＶ１６
及其早期编码基因Ｅ６、Ｅ７蛋白的表达，并初步分析
它们与喉癌组织临床病理因素的相关程度，为进一
步评价肿瘤免疫治疗的可行性及效果奠定基础。

１　材料和方法

１．１　标本来源　选取１９９６年以来在本科因喉部疾
患住院手术患者的病理组织标本１４７例，其中喉鳞
状细胞癌８２例，非癌组织３９例（声带息肉２７例，距
肿瘤＞１．０ｃｍ的癌周正常组织１２例），癌前病变
（声带白斑）２６例，均经病理证实。

　　喉鳞状细胞癌患者８２例，男５８例，女２４例，年
龄４４～７９岁，平均（６０．４４±１０．８１）岁，按１９９７年国
际抗癌联盟（ＵＩＣＣ）标准进行临床分期，其中Ⅰ期

１３例，Ⅱ期１７例，Ⅲ期３０例，Ⅳ期２２例；按肿瘤分
化程度将其分为３级，其中Ⅰ级（高度分化）２２例，

Ⅱ级（中度分化）３２例，Ⅲ级（低度分化）２８例。所有
患者术前未经放疗和化疗。

１．２　试剂　实验用兔抗人 ＨＰＶ１６单克隆抗体、兔
抗人ＨＰＶ１６Ｅ６单克隆抗体购自福州迈新生物技术
开发有限公司，兔抗人 ＨＰＶ１６Ｅ７单克隆抗体购自
武汉博士德生物工程有限公司，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　ＥｎＶｉｓｉｏｎ法检测喉组织中ＨＰＶ１６、Ｅ６、Ｅ７蛋白表达

１．３．１　染色方法　石蜡切片脱蜡至水，３％Ｈ２Ｏ２孵
育１０ｍｉｎ清除内源性过氧化物酶，蒸馏水漂洗；加
入单克隆抗体（兔抗人 ＨＰＶ１６／ＨＰＶ１６Ｅ６／ＨＰＶ１６
Ｅ７）４℃过夜；ＥｎＶｉｓｉｏｎＴＭ＋孵育３０ｍｉｎ，各步骤之
间均用ＰＢＳ洗片，常规ＤＡＢ显色５～１０ｍｉｎ，复染，
封片。用已知ＨＰＶ１６、ＨＰＶ１６Ｅ６、ＨＰＶ１６Ｅ７反应
阳性的宫颈癌切片作阳性对照，ＰＢＳ替代一抗作阴
性对照。

１．３．２　结果判定　ＨＰＶ１６、ＨＰＶ１６Ｅ６、ＨＰＶ１６Ｅ７
蛋白染色阳性均为细胞核染色，以出现棕黄色颗粒
为阳性；在高倍镜下（×４００）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（）。＋、、为阳性表达，－为阴性表达。

１．４　喉癌组织３种蛋白表达与疾病分级、分期的相
关性分析　统计８２例喉癌组织不同临床分期（Ⅰ～
Ⅳ期）及不同病理分级（Ⅰ ～ Ⅲ 级）下 ＨＰＶ１６、

ＨＰＶ１６Ｅ６、Ｅ７蛋白的表达情况，分析蛋白表达与临
床分期和病理分级的相关性。

１．５　统计学处理　根据资料类型采用χ
２检验。

２　结　果

２．１　不同组别喉黏膜组织 ＨＰＶ１６及Ｅ６、Ｅ７蛋白
的表达

２．１．１　 一般染色情况 　 ＨＰＶ１６、ＨＰＶ１６Ｅ６、

ＨＰＶ１６Ｅ７蛋白阳性均表现为细胞核着色，阳性细胞
核呈棕色或棕黄色细网状或粗大颗粒状，色泽深浅不
等。喉癌组织中阳性细胞多呈灶状或弥漫性分布，染
色深（图１）。

图１　喉癌组织中ＨＰＶ１６（Ａ）、Ｅ６（Ｂ）和Ｅ７（Ｃ）蛋白免疫组化染色结果

Ｆｉｇ１　ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＨＰＶ１６ｐｒｏｔｅｉｎ（Ａ），ＨＰＶ１６Ｅ６ｐｒｏｔｅｉｎ（Ｂ），ａｎｄＨＰＶ１６Ｅ７ｐｒｏｔｅｉｎ（Ｃ）

ｉｎｈｕｍａｎｌａｒｙｎｇｅａｌｓｑｕａｍｏｕｓｃｅｌｌｃａｒｃｉｎｏｍａｔｉｓｓｕｅｓ（ＥｎＶｉｓｉｏｎ，×２００）
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２．１．２　各组间３种蛋白阳性表达情况　ＨＰＶ１６、

ＨＰＶ１６Ｅ６、ＨＰＶ１６Ｅ７蛋白的表达从非癌组织到癌
前病变直至鳞癌呈上升趋势。ＨＰＶ１６的阳性率在
非癌、癌前病变及喉癌组织中的阳性率分别为２３．
０８％（９／３９）、３０．７７％（８／２６）和４５．１２％（３７／８２），有
显著性差异（Ｐ＜０．０５）；ＨＰＶ１６Ｅ６的阳性率在非
癌、癌前病变及喉癌组织中的阳性率分别为５．１３％
（２／３９）、２６．９２％（７／２６）和３９．０２％（３２／８２），有非常
显著的差异（Ｐ＜０．０１）；ＨＰＶ１６Ｅ７的阳性率在非
癌、癌前病变及喉癌组织中的阳性率分别为２．５６％
（１／３９）、２６．９２％（７／２６）和４２．６８％（３５／８２），有非常
显著的差异（Ｐ＜０．０１）。

　　值得注意的是，进一步观察各组中 ＨＰＶ１６的
阳性率与 ＨＰＶ１６Ｅ６、ＨＰＶ１６Ｅ７阳性率的关系，发

现非癌组织中 ＨＰＶ１６的阳性率明显高于 ＨＰＶ１６
Ｅ６（Ｐ＜０．０５）及 ＨＰＶ１６Ｅ７（Ｐ＜０．０１）；而喉癌组织
及癌前病变组织中三者间无显著差异。这提示喉癌
的发生可能与 ＨＰＶ１６Ｅ６、ＨＰＶＥ７蛋白的表达有
关。

２．２　喉鳞癌组织中３种蛋白的表达与临床分期、病
理分级的相关性

２．２．１　不同临床分期喉鳞癌组织中３种蛋白的表
达　 Ⅰ ～ Ⅳ 期喉癌组织 ＨＰＶ１６、ＨＰＶ１６ Ｅ６、

ＨＰＶ１６Ｅ７蛋白的阳性表达率呈上升趋势，但仅

ＨＰＶ１６的阳性率在各不同分期中有显著性差异
（Ｐ＜０．０５），ＨＰＶ１６Ｅ６、ＨＰＶ１６Ｅ７蛋白表达的阳
性率在各期间无显著差异。详见表１。

表１　不同临床分期、病理分级喉鳞癌组织中ＨＰＶ１６及Ｅ６、Ｅ７蛋白的表达

Ｔａｂ１　ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＨＰＶ１６，ＨＰＶ１６Ｅ６，ａｎｄＨＰＶ１６Ｅ７ｐｒｏｔｅｉｎｓｉｎｈｕｍａｎｌａｒｙｎｇｅａｌ

ｓｑｕａｍｏｕｓｃｅｌｌｃａｒｃｉｎｏｍａｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｌｉｎｉｃａｌｓｔａｇｅｓａｎｄｈｉｓｔｏｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌｇｒａｄｅｓ
［ｎ（％）］

Ｐｒｏｔｅｉｎ
Ｃｌｉｎｉｃａｌｓｔａｇｅ

Ⅰ（Ｎ＝１３） Ⅱ（Ｎ＝１７） Ⅲ（Ｎ＝３０） Ⅳ（Ｎ＝２２）

Ｈｉｓｔｏｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌｇｒａｄｅ

Ⅰ（Ｎ＝２２） Ⅱ（Ｎ＝３２） Ⅲ（Ｎ＝２８）

ＰｏｓｉｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＨＰＶ１６ ３（２３．０８） ８（４７．０６） １１（３６．６７） １５（６８．１８） ６（２７．２７） １３（４０．６３） １８（６４．２９）

ＰｏｓｉｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＨＰＶ１６Ｅ６ ２（１５．３８） １０（５８．８２） １０（３３．３３） １０（４５．４５） ６（２７．２７） １２（３７．５０） １４（５０．００）

ＰｏｓｉｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＨＰＶ１６Ｅ７ ３（２３．０８） ６（３５．２９） １２（４０．００） １４（６３．６４） ６（２７．２７） １４（４３．７５） １５（５３．５７）

　ＴｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＨＰＶ１６ｐｒｏｔｅｉｎｗａｓｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉｎｃａｒｃｉｎｏｍａｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｌｉｎｉｃａｌｓｔａｇｅｓａｎｄｈｉｓｔｏｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌｇｒａｄｅｓ，Ｐ＜０．０５

２．２．２　不同病理分级喉鳞癌组织中３种蛋白的表
达　 Ⅰ ～ Ⅲ 级喉 癌组织 ＨＰＶ１６、ＨＰＶ１６ Ｅ６、

ＨＰＶ１６Ｅ７蛋白的阳性表达率呈上升趋势，但仅

ＨＰＶ１６的阳性率在不同分级间有显著性差异（Ｐ＜
０．０５），ＨＰＶ１６Ｅ６、ＨＰＶ１６Ｅ７蛋白表达的阳性率在
各级间无显著差异。详见表１。

３　讨　论

　　ＨＰＶ病毒是标准双链ＤＮＡ病毒，约含８０００
个核苷序列，包含不同种类的基因型。但不同种类

ＨＰＶ基因型的构成基本相同，主要含３个区域：早
期区（Ｅ）编码病毒的调整、转换及蛋白复制，晚期区
（Ｌ）Ｌ１和Ｌ２编码壳结构蛋白，以及非编码区。其
中Ｅ区编码基因具有多种功能：Ｅ１区为 ＡＴＰ酶并
提供病毒复制初始化所必需的激活；Ｅ２区调节病毒
的转录与复制；Ｅ４区与病毒微粒中蛋白质的成熟及
释放有关；Ｅ５区可能具有转换潜力，尚未完全证实；
而Ｅ６和Ｅ７则为增殖性 ＨＰＶ的主要转换蛋白［３］。

　　目前不少研究发现 ＨＰＶ感染与人类肿瘤的发
生密切相关。Ｔｊａｌｍａ等［４］发现，几乎所有宫颈鳞癌

及绝大多数腺癌 ＨＰＶ检测为阳性。Ｋｉｍ等［５］认为

ＨＰＶ感染可能是导致宫颈癌的初始条件，宫颈癌的
发生尚与其他因素如致瘤ＲＮＡ病毒所处的环境等
有关。视网膜母细胞瘤（ｒｅｔｉｎｏｂｌａｓｔｏｍａ，Ｒｂ）肿瘤抑
制基因是重要的抑癌基因，ＨＰＶ结合入基因组将导
致ｐ５３及 Ｒｂ路径的失活。因此，有研究者认为

ＨＰＶ１６可能通过其早期基因Ｅ７的表达使Ｒｂ基因
失活，导致肿瘤的发生［５６］。在喉癌的研究中，王斌
全等［７］发现，喉癌组织中存在 Ｒｂ基因突变，但 Ｒｂ
基因突变与喉癌病程无关，认为Ｒｂ基因突变在喉
癌的发生初期可能起一定作用。英信江等［８］发现，
喉癌组织中 ＨＰＶ１６Ｅ７与Ｒｂ的表达呈显著的负相
关，分析二者可能有一定的相关性。

　　本研究结果表明，喉癌组织中 ＨＰＶ１６蛋白及

ＨＰＶ１６Ｅ６、Ｅ７蛋白的阳性率明显高于癌前病变组
织，后者高于非癌组织 （Ｐ＜０．０５或０．０１）。这说明

ＨＰＶ１６的感染及其早期区基因Ｅ６、Ｅ７的表达可能
是诱发喉癌的重要因素。不同临床分期（Ⅰ～Ⅳ期）
及病理分级（Ⅰ～Ⅲ级）喉癌组织中 ＨＰＶ１６的阳性
率有显著差异（Ｐ＜０．０５），而不同临床分期及病理
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分级间 ＨＰＶ１６Ｅ６、Ｅ７蛋白表达率无显著差异。这
说明 ＨＰＶ１６感染及Ｅ６、Ｅ７蛋白的激活并非导致喉
癌发生、发展的惟一因素，一些其他因素也会导致疾
病的进展，有待于进一步的研究观察。本研究结果
表明应用免疫学方法抑制ＨＰＶ１６Ｅ７蛋白的表达对
于喉癌的治疗可能会有一定的意义，但考虑到喉癌
患者中 ＨＰＶ１６Ｅ７的感染率为４２．６７％，对其预防
和治疗作用应客观评价。
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贾泽军

更 正 与 说 明

　　本人在《第二军医大学学报》２００６年第２７卷第１１期（第１１７８～１１８０页）发表了一篇题为《ＡＭＡＣＲ、３４βＥ１２双重免疫组化

标记在前列腺癌诊断中的应用》的文章，文章刊登后有读者指出文中存在一些问题，为此本人便对文章内容进行了核查，发现

由于当时工作疏忽和粗心大意导致文中确有几处存在纰漏及争议，特更正及说明如下。

　　１．第１１７９页中“１．３．２ＡＭＡＣＲ／３４βＥ１２双重免疫组化标记”部分：“…… 
加生物素化羊抗兔ＩｇＧ（１２００）……”更正为

“……


加生物素化羊抗鼠ＩｇＧ（１２００）……”；“……核固红衬染５ｍｉｎ，水洗，
常规树胶封片。”更正为“……


甘油明胶封片。”

　　２．第１１７９页图１Ｂ组织经核查确实来源于前列腺癌组织，但关于图中箭头所指是否为前列腺癌腺体组织仍存在争议，为

慎重起见，避免引起读者误解，现选用一张典型的前列腺癌组织ＡＭＡＣＲ单独免疫组化标记图片予以补充说明。

前列腺癌组织ＡＭＡＣＲ单独免疫组化标记染色

ＩｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｃａｌｓｔａｉｎｉｎｇｏｆｐｒｏｓｔａｔｅｃａｎｃｅｒｓｐｅｃｉｍｅｎｓｗｉｔｈｓｉｎｇｌｅＡＭＡＣＲ
（ＥｎＶｉｓｉｏｎ，×１００）

　　图中可见前列腺癌组织 ＡＭＡＣＲ染色阳性，胞质内出现棕黄色颗粒（箭头所指）；

扩张的前列腺体中染色阴性（上方箭头背向部位）；而前列腺高级别上皮内瘤变中的瘤

变细胞染色弱阳性至阳性，其基底层细胞仍为阴性（下方箭头背向部位）

　　ＴｈｅｐｒｏｓｔａｔｅｃａｎｃｅｒｔｉｓｓｕｅｓｗｅｒｅｐｏｓｉｔｉｖｅｏｆＡＭＡＣＲｓｔａｉｎｉｎｇ，ｗｉｔｈｂｒｏｗｎｇｒａｎｕｌｅｓ

ｉｎｔｈｅｃｙｔｏｐｌａｓｍ（ａｒｒｏｗｓ）；ＡＭＡＣＲｓｔａｉｎｉｎｇｗａｓｎｅｇａｔｉｖｅｉｎｔｈｅｒｅｓｉｄｕａｌｄｉｌａｔｅｄｂｅｎｉｇｎ

ｐｒｏｓｔａｔｅｇｌａｎｄ（ｏｐｐｏｓｉｔｅｔｏｔｈｅｕｐｐｅｒａｒｒｏｗ）；ＡＭＡＣＲｓｔａｉｎｉｎｇｗａｓｗｅａｋｐｏｓｉｔｉｖｅｏｒ

ｐｏｓｉｔｉｖｅｆｏｒｔｈｅｎｅｏｐｌａｓｍｃｅｌｌｓｏｆｐｒｏｓｔａｔｉｃｉｎｔｒａｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｎｅｏｐｌａｓｍ，ｗｉｔｈｎｅｇａｔｉｖｅｓｔａｉ

ｎｉｎｇｆｏｒｂａｓａｌｃｅｌｌｓｉｎｔｈｅｓａｍｅｇｌａｎｄｓ（ｏｐｐｏｓｉｔｅｔｏｔｈｅｌｏｗｅｒａｒｒｏｗ）

　　在此谨向指出文章问题的读者表示感谢，向广大读者及《第二军医大学学报》编辑部致歉，在以后的学习和工作中我会进

一步严格要求自己，避免再发生类似问题。

邢继章

２００７０１０５


