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　　［摘要］　目的　探讨ＨＰＶ１６Ｅ６和抑癌基因ｐ５３在口腔癌中的表达，及其与口腔癌临床分期、病理
分级的相关性。方法　用免疫组织化学方法检测１４９例口腔癌、８８例口腔癌癌前病变和４９例癌周正
常组织标本中ＨＰＶ１６Ｅ６和ｐ５３的表达，统计口腔癌不同临床分期和病理分级中 ＨＰＶ１６Ｅ６和 ｐ５３的阳
性表达率。结果　口腔癌组织、口腔癌癌前病变组织和口腔癌癌周正常组织中ＨＰＶ１６Ｅ６的阳性表达率
分别为７９．９％（１１９／１４９）、３８．６％（３４／８８）和２．０％（１／４９），ｐ５３的阳性表达率分别为２４．２％（３６／１４９）、
５５．７％（４９／８８）和９１．８％（４５／４９）。随着临床分期和病理分级的增加，ＨＰＶ１６Ｅ６阳性表达率明显增加，
而ｐ５３阳性表达率却明显减少（Ｐ＜０．０５）。结论　ＨＰＶ１６Ｅ６蛋白的表达升高和ｐ５３蛋白的表达降低可
能会导致口腔癌的发生和发展。检测患者口腔癌组织中 ＨＰＶ１６Ｅ６和 ｐ５３的表达可用于评定口腔癌的
恶性程度。

　　［关键词］　 口腔癌；ＨＰＶ１６Ｅ６；ｐ５３
　　［中图法分类号］　Ｒ３９４．２；Ｒ７３０．２３；Ｒ７３９．８ ［文献标志码］　Ａ

［基金项目］　重庆市医学科技计划资助项目（２０１１１０６０）

［通信作者］　吴小红，Ｅｍａｉｌ：ｈｉｗｘｈ＠ｈｏｔｍａｉｌ．ｃｏｍ

［优先出版］　ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｃｎｋｉ．ｎｅｔ／ｋｃｍｓ／ｄｅｔａｉｌ／５１．１０９５．Ｒ．２０１６０７１３．１６２０．００２．ｈｔｍｌ（２０１６０７１３）

ＣｏｒｒｅｌａｔｉｏｎｏｆＨＰＶ１６Ｅ６ｗｉｔｈｐ５３ｉｎｏｒａｌｃａｎｃｅｒ
ＬｏｎｇＸｉａｏｊｉａ１，２，ＨｅＬｉ２，３，ＷａｎｇＬｕ１，２，ＱｉｕＬｉｈｕａ２，３，ＷｕＸｉａｏｈｏｎｇ１，２（１ＤｅｐａｒｔｍｅｎｔｏｆＰｒｏｓｔｈｏｄｏｎｔｉｃｓ，２Ｃｈｏｎｇｑｉｎｇ
ＫｅｙＬａｂｏｒａｔｏｒｙｏｆＯｒａｌＤｉｓｅａｓｅｓａｎｄＢｉｏｍｅｄｉｃａｌＳｃｉｅｎｃｅｓ，ＣｈｏｎｇｑｉｎｇＭｕｎｉｃｉｐａｌＫｅｙＬａｂｏｒａｔｏｒｙｏｆＯｒａｌＢｉｏｍｅｄｉｃａｌ
ＥｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇａｔＣｏｌｌｅｇｅｓａｎｄＵｎｉｖｅｒｓｉｔｉｅｓ，３ＤｅｐａｒｔｍｅｎｔｏｆＭａｘｉｌｌｏｆａｃｉａｌＳｕｒｇｅｒｙ，ＳｔｏｍａｔｏｌｏｇｉｃａｌＨｏｓｐｉｔａｌｏｆＣｈｏｎｇｑｉｎｇ
ＭｅｄｉｃａｌＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ，Ｃｈｏｎｇｑｉｎｇ，４０１１４７，Ｃｈｉｎａ）

　　 ［Ａｂｓｔｒａｃｔ］　 Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ　 Ｔｏｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｈｕｍａｎｐａｐｉｌｌｏｍａｖｉｒｕｓｔｙｐｅ１６Ｅ６
（ＨＰＶ１６Ｅ６）ａｎｄｐ５３ｉｎｈｕｍａｎｏｒａｌｃａｎｃｅｒａｎｄｔｈｅｉｒｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐｗｉｔｈｃｌｉｎｉｃａｌｓｔａｇｅａｎｄｈｉｓｔｏｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ
ｇｒａｄｅ．Ｍｅｔｈｏｄｓ　ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＨＰＶ１６Ｅ６ａｎｄｐ５３ｗａｓｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｃａｌｓｔａｉｎｉｎｇｉｎ１４９ｏｒａｌ
ｃａｎｃｅｒｓｐｅｃｉｍｅｎｓ，８８ｐｒｅｃａｒｃｉｎｏｍａｔｉｓｓｕｅｓａｎｄ４９ｎｏｒｍａｌｏｒａｌｔｉｓｓｕｅｓ．Ｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌａｎａｌｙｓｉｓｗａｓｐｅｒｆｏｒｍｅｄｏｎ
ｔｈｅｐｏｓｉｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＨＰＶ１６Ｅ６ａｎｄｐ５３ｗｉｔｈｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｌｉｎｉｃａｌｓｔａｇｅｓａｎｄｈｉｓｔｏｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌｇｒａｄｅｓ．
Ｒｅｓｕｌｔｓ　ＴｈｅｐｏｓｉｔｉｖｅｒａｔｅｓｏｆＨＰＶ１６Ｅ６ｗｅｒｅ７９．９％ （１１９／１４９）ｉｎｏｒａｌｃａｎｃｅｒｔｉｓｓｕｅｓ，３８．６％ （３４／８８）
ｉｎｐｒｅｃａｒｃｉｎｏｍａｔｉｓｓｕｅｓａｎｄ２．０％ （１／４９）ｉｎｎｏｒｍａｌｏｒａｌｔｉｓｓｕｅｓ，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ．Ｔｈｅｐｏｓｉｔｉｖｅｒａｔｅｓｏｆｐ５３ｗｅｒｅ
２４．２％ （３６／１４９）ｉｎｏｒａｌｃａｎｃｅｒｔｉｓｓｕｅｓ，５５．７％ （４９／８８）ｉｎｐｒｅｃａｒｃｉｎｏｍａｔｉｓｓｕｅｓａｎｄ９１．８％ （４５／４９）ｉｎ
ｎｏｒｍａｌｔｉｓｓｕｅｓ，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ．Ｉｎｐａｒａｌｌｅｌｗｉｔｈｔｈｅｉｎｃｒｅａｓｅｓｏｆｃｌｉｎｉｃａｌｓｔａｇｅａｎｄｈｉｓｔｏｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌｇｒａｄｅ，ｔｈｅ
ｐｏｓｉｔｉｖｅｒａｔｅｓｏｆＨＰＶ１６Ｅ６ｗｅｒｅｇｒａｄｕａｌｌｙｉｎｃｒｅａｓｅｄ，ｗｈｅｒｅａｓｔｈｏｓｅｏｆｐ５３ｗｅｒｅｇｒａｄｕａｌｌｙｄｅｃｒｅａｓｅｄ（Ｐ＜
００５）．Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　ＵｐｒｅｇｕｌａｔｉｏｎｏｆＨＰＶ１６Ｅ６ａｎｄｄｏｗｎｒｅｇｕｌａｔｉｏｎｏｆｐ５３ｍａｙｃｏｎｔｒｉｂｕｔｅｔｏｔｈｅｇｅｎｅｓｉｓｏｆ
ｈｕｍａｎｏｒａｌｃａｎｃｅｒ．ＤｅｔｅｃｔｉｏｎｏｆＨＰＶ１６Ｅ６ａｎｄｐ５３ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｍａｙｂｅｕｓｅｆｕｌｔｏｅｖａｌｕａｔｅｔｈｅｍａｌｉｇｎａｎｃｙｏｆ
ｏｒａｌｃａｎｃｅｒ．
　　［Ｋｅｙｗｏｒｄｓ］　ｏｒａｌｃａｎｃｅｒ；ｈｕｍａｎｐａｐｉｌｌｏｍａｖｉｒｕｓｔｙｐｅ１６Ｅ６；ｐ５３

ＳｕｐｐｏｒｔｅｄｂｙｔｈｅＰｒｏｊｅｃｔｏｆＭｅｄｉｃａｌＳｃｉｅｎｃｅａｎｄＴｅｃｈｎｏｌｏｇｙＰｌａｎｏｆＣｈｏｎｇｑｉｎｇ（２０１１１０６０）．Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇａｕｔｈｏｒ：ＷｕＸｉａｏｈｏｎｇ，Ｅｍａｉｌ：ｈｉｗｘｈ＠ｈｏｔｍａｉｌ．ｃｏｍ

６２３２ 　　　　　　　　　　　　　　第三军医大学学报，２０１６，３８（２１）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　



　　口腔癌是世界上最常见的肿瘤之一，据 ＷＨＯ统
计，每年新增口腔癌病例超过２６万人，其中近１３万人
死亡。口腔癌在不同国家、地区的发病率差别很大，将

近２／３的新增病例在发展中国家［１－３］。在我国，口腔

癌的发病率为３．６／１０万 ～８．０／１０万，已居全身恶性
肿瘤发病率的第１０位［４］。现已证实，口腔癌的发生和

发展受环境因素和遗传因素共同制约［５］。研究发现

口腔癌的危险因素主要有吸烟、滥用酒精、辐射、病毒

入侵、免疫缺陷等，其中病毒入侵主要是指人乳头瘤状

病毒（ｈｕｍａｎｐａｐｉｌｌｏｍａｖｉｒｕｓ，ＨＰＶ）感染，尤其是年轻
人的扁桃体和口咽部感染［６－８］。

　　ＨＰＶ是一种环状双链 ＤＮＡ病毒，属于乳多空病
毒科Ａ属，目前已发现和分离出１００多种亚型，其中
５０多种亚型可以感染黏膜组织，引起黏膜鳞状上皮增
生［９］。ＨＰＶ１６型的早期基因 Ｅ６（ＨＰＶ１６Ｅ６）和 ＨＰＶ
１８型的早期基因Ｅ７（ＨＰＶ１８Ｅ７）被证实可导致细胞癌
变或永生化［１０－１１］。虽然Ｅ６和 Ｅ７都可导致肿瘤的发
生发展，但它们的作用机制大有不同，Ｅ６与ｐ５３有关，
而 Ｅ７则与 ｐＲｂ有关［８］。在宫颈癌中，过表达的

ＨＰＶ１６Ｅ６可与抑癌基因ｐ５３结合，进而促进 ｐ５３泛素
化，导致细胞恶化［１２］。也有学者发现，在宫颈癌中

ＨＰＶ１６Ｅ６可与ｐ５３结合，干扰细胞凋亡相关信号，从
而抑制细胞凋亡，最终使细胞发生恶化［１３］。

　　本研究根据以上研究基础和科学理论，采用免疫
组织化学方法，对口腔癌癌周正常组织、癌前病变组织

和口腔癌变组织以及口腔癌不同病理分级和临床分期

的组织标本进行检测和分析，探讨ＨＰＶ１６Ｅ６和ｐ５３在
口腔癌中的表达，评价ＨＰＶ１６Ｅ６和ｐ５３的表达变化与
口腔癌恶性程度的关系，以期为阐明口腔癌的发病机

制奠定基础。

１　资料与方法

１．１　一般资料
　　本研究中１４９例口腔癌病例、８８例口腔癌癌前病
变病例（其中白斑患者３５例、红斑患者３１例、口腔黏
膜下纤维化症１１例、口腔扁平苔藓８例和慢性溃疡
３例）均来自２００８－２０１５年我院颌面外科和黏膜科患
者的病理组织切片，４９例癌周正常组织病例来自口腔
癌患者距癌组织大于１．５ｃｍ的正常组织病理切片。
１４９例口腔癌患者中男性 １０７例、女性 ４２例，年龄
４２～８１（５９．２±１５．７）岁。根据口腔癌２０１０年第７版
ＡＪＣＣ标准进行ＴＮＭ分期，其中Ⅰ期２３例、Ⅱ期３０例、
Ⅲ期４２例、Ⅳ期５４例。按口腔癌病理分化程度将口

腔癌分为３级，其中高度分化（Ⅰ级）４７例、中度分化
（Ⅱ级）５６例、轻度分化（Ⅲ级）４６例。实验条件和技
术均由口腔疾病与生物医学重庆市重点实验室支持，

并获得重庆医科大学伦理道德委员会支持。

１．２　主要仪器与试剂
　　冰冻切片机［德国徕卡公司（ＣＭ１９００ＵＶ）］，倒置
生物显微镜［日本奥林巴斯公司（ＣＫＸ３１）］，免疫染色
封闭液［江苏海门碧云天生物技术有限公司（Ｐ０１０２）］，
实验用兔抗人 ＨＰＶ１６Ｅ６单克隆抗体（ｓｃ１５８４，Ｓａｎｔａ，
ＵＳＡ）和兔抗人 ｐ５３单克隆抗体（Ｎｏ．２５２７Ｓ，ＣＳＴ，
ＵＳＡ）。
１．３　免疫组织化学方法（ＤＡＢ染色法）
　　石蜡切片法将病理组织进行切片。具体染色步骤
如下：将石蜡切片脱蜡酒精水化；将切片放至３％Ｈ２Ｏ２
甲醇溶液８ｍｉｎ，清除内源性过氧化物酶，ＰＢＳＴ洗涤；
再将切片放入柠檬酸缓冲液９５℃水浴条件下，２０ｍｉｎ
抗原修复，自然冷却后ＰＢＳＴ洗涤；５％驴血清封闭１ｈ；
孵育一抗（兔抗人ＨＰＶ１６Ｅ６单克隆抗体或兔抗人 ｐ５３
单克隆抗体）４℃过夜。第２天ＰＢＳＴ洗涤后孵育二抗
（驴抗兔）１ｈ，ＰＢＳＴ洗涤；常规ＤＡＢＨ２Ｏ２染色１０ｍｉｎ；
苏木精复染７ｍｉｎ；１０％醋酸水溶液作为分化剂分化切
片，流水冲洗１５ｍｉｎ，乙醇梯度水化；最后放入二甲苯
内１ｍｉｎ，用９０％中性树胶封片。
１．４　阳性标准的判断和定义
　　ＨＰＶ１６Ｅ６和ｐ５３属于核蛋白，ＤＡＢ染色以细胞核
出现棕黄色颗粒记为阳性细胞。确定阳性标准：任选

５个阳性区的高倍视野，按阳性细胞所占肿瘤细胞百
分比的平均数划分，比例＞２５％且染色深确定为阳性，
≤２５％且染色浅确定为阴性。
１．５　统计学处理
　　运用ＳＰＳＳ１９．０统计软件，根据计数资料类型，采
用四格表的χ２检验。检验水准α＝０．０５。

２　结果

２．１　年龄和性别因素对口腔癌ＨＰＶ１６Ｅ６和ｐ５３阳性
表达的影响

　　年龄和性别因素对１４９例口腔癌病例 ＨＰＶ１６Ｅ６、
ｐ５３阳性表达率没有显著影响（Ｐ＞０．０５，表１）。
２．２　口腔癌组织中ＨＰＶ１６Ｅ６和ｐ５３的表达
　　ＨＰＶ１６Ｅ６和ｐ５３属于核蛋白，ＤＡＢ染色时细胞核
呈棕黄色颗粒。在口腔癌组织中，ＨＰＶ１６Ｅ６阳性细胞
呈粗大颗粒状，弥漫性分布，染色深；ｐ５３阴性细胞较
为分散，染色浅（图１）。
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表１　不同年龄和性别的口腔癌患者ＨＰＶ１６Ｅ６和ｐ５３的阳性
表达率［例（％）］

分类 病例数 ＨＰＶ１６Ｅ６ ｐ５３
年龄（岁）

　≥５０ ８７ ６６（７５．９） ２４（２７．６）
　＜５０ ６２ ５３（８５．５） １４（２２．６）
性别

　男 １０７ ９３（８６．９） ２４（２２．４）
　女 ４２ ３２（７６．２） １２（２８．６）

! "

#$ !% #$ !%

图１　ＳＰ染色观察口腔癌组织中ＨＰＶ１６Ｅ６蛋白（Ａ）和
ｐ５３蛋白（Ｂ）表达

２．３　不同口腔病变组织中ＨＰＶ１６Ｅ６和ｐ５３的阳性表达
　　在口腔癌、癌前病变和癌周正常组织中，ＨＰＶ１６Ｅ６
阳性表达率分别是７９．９％、３８．６％、２．０％，口腔癌的
阳性表达率明显高于其他２组（Ｐ＜０．０５）；ｐ５３阳性表
达率分别是２４．２％、５５．７％、９１．８％，口腔癌的阳性表
达率明显低于其他２组（Ｐ＜０．０５，表２）。

表２　不同口腔病变组织中ＨＰＶ１６Ｅ６和ｐ５３的阳性
表达率［例（％）］

组织类型 病例数 ＨＰＶ１６Ｅ６ ｐ５３
口腔癌 １４９ １１９（７９．９）ａ ３６（２４．２）ａ

癌前病变 ８８ ３４（３８．６）ａ ４９（５５．７）ａ

癌周正常组织 ４９ １（２．０） ４５（９１．８）

ａ：Ｐ＜０．０５，与癌周正常组织比较

２．４　口腔癌临床分期与ＨＰＶ１６Ｅ６和ｐ５３的阳性表达
　　１４９例口腔癌病例按临床分期分为４期。随着临
床分期的增加，ＨＰＶ１６Ｅ６阳性表达率逐渐增加，而ｐ５３
阳性表达率逐渐减少（Ｐ＜０．０５，表３）。

表３　口腔癌不同临床期与ＨＰＶ１６Ｅ６和ｐ５３的阳性
表达率［例（％）］

临床分期 病例数 ＨＰＶ１６Ｅ６ ｐ５３

Ⅰ ２３ １１（４７．８） １５（６５．２）

Ⅱ ２８ ２２（７８．６）ａ ９（３２．１）ａ

Ⅲ ４４ ３８（８６．４）ａ ８（１８．２）ａ

Ⅳ ５４ ４９（９０．７）ａ ６（１１．１）ａ

ａ：Ｐ＜０．０５，与临床分期Ⅰ期比较

２．５　口腔癌病理分级与ＨＰＶ１６Ｅ６和ｐ５３的阳性表达
　　１４９例口腔癌病例按病理分级分为３级。随着病
理分级的增加，ＨＰＶ１６Ｅ６阳性表达率逐渐增加，而ｐ５３
阳性表达率逐渐减少（Ｐ＜０．０５，表４）。

表４　口腔癌不同病理级别与ＨＰＶ１６Ｅ６和ｐ５３的阳性

表达率［例（％）］

病理分级 病例数 ＨＰＶ１６Ｅ６ ｐ５３（５）

Ⅰ ４７ ３１（６６．０） １８（３８．３）

Ⅱ ５６ ４８（８５．７）ａ １０（２０．８）ａ

Ⅲ ４６ ４３（９３．５）ａ ６（１３．０）ａ

ａ：Ｐ＜０．０５，与病理分级Ⅰ级比较

３　讨论

　　近年来发现非吸烟、非饮酒患者口腔癌的发病可
能与 ＨＰＶ有关。ＨＰＶ的存在十分广泛，其中 ＨＰＶ１６
型在口腔鳞癌患者中的检出率很高［８，１４－１５］。

　　本研究结果显示，在不同年龄阶段和不同性别之
间，ＨＰＶ１６Ｅ６和 ｐ５３的阳性表达率并没有统计学差
异。然而，有研究［１６］报道，年龄大于５５岁是口腔癌发
病的主要原因之一。本研究结果与之前的研究结果有

一定的出入，可能是因为按年龄分组时并没有考虑吸

烟、酗酒等因素。本实验结果提示，ＨＰＶ１６Ｅ６在口腔
癌中的阳性表达率明显高于口腔癌癌前病变和口腔癌

癌周正常组织，而ｐ５３则相反；随着临床分期和病例级
数的增加，ＨＰＶ１６Ｅ６的阳性表达率逐渐升高，而 ｐ５３
的阳性表达率则逐渐降低。这一结果提示，ＨＰＶ１６Ｅ６
可能与口腔癌的发生、发展呈正相关，而ｐ５３可能与其
呈负相关。因此，本研究结果提示，检测口腔病变组织

中ＨＰＶ１６Ｅ６和 ｐ５３的表达对于口腔癌的判定及其恶
性程度的评定有借鉴意义。

　　有文献报道，ＨＰＶ１６和ｐ５３与口腔癌有一定的相
关性。Ｗａｎｇ等［８］发现，当 ＨＰＶ１６呈阳性时，病例组
与对照组的比值比（ｏｄｄｓｒａｔｉｏ，ＯＲ）值为２（ＨＰＶ１６阴
性时，病例组与对照组的 ＯＲ值为１），这一结果表明
ＨＰＶ１６是口腔癌的危险因素。Ｌｉ等［７］发现注射慢病

毒ｒＡｄｐ５３的同时结合化学治疗，能够使促凋亡蛋白
Ｂａｘ表达增加，抗凋亡蛋白 Ｂｃｌ２表达减少，显著提高
病理Ⅲ级口腔癌患者的生存率。同时，结果表明 ｐ５３
表达增加能促进细胞凋亡，从而抑制肿瘤的发生。在

口腔癌的发生和发展过程中，ＨＰＶ１６Ｅ６与 ｐ５３也可能
通过相互作用，促进肿瘤发生的进程。研究发现，当机

体内ＨＰＶ１６Ｅ６过表达时，它会与抑癌基因 ｐ５３结合，

８２３２ 　　　　　　　　　　　　　　第三军医大学学报，２０１６，３８（２１）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　



促进 ｐ５３泛素化降解，最终导致细胞恶性增殖［１２，１７］；

或者，过表达的 ＨＰＶ１６Ｅ６与 ｐ５３结合后，干扰细胞凋
亡信号，最终抑制细胞凋亡［１３，１５，１７］；也有可能是过表达

的ＨＰＶ１６Ｅ６蛋白通过其他途径和机制影响口腔癌的
进程，如ＨＰＶ１６Ｅ６与端粒酶催化亚基启动子的抑制因
子ｘ１９１特异性结合，经ＨＰＶ１６Ｅ６相关蛋白介导的泛
素酶体途径降解，从而减少对启动子的抑制，使端粒酶

活性增加［１２－１３，１６］；或者 ＨＰＶ１６Ｅ６过度表达时中心体
数目增多，引起细胞多级分裂、染色体不分离及非整倍

体出现，最终导致基因组不稳定性增加［１２，１５，１８］。

　　ＨＰＶ１６Ｅ６和ｐ５３在宫颈癌发生发展的研究已经
取得了一定进展，然而，在口腔癌中 ＨＰＶ１６Ｅ６和 ｐ５３
是通过上述哪种机制参与肿瘤的发生发展过程还有待

进一步研究。
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